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Cultura de tecidos em feijdo caupi
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Resumo

O Brasil € o terceiro produtor de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) no mundo,
sendo a regido nordeste do pais responsavel pela maior &rea e producdo. Uma vez que o
feijdo-caupi é uma planta de grande valor para a agricultura sustentavel no Brasil, varias
técnicas de cultura de tecidos in vitro tem sido aplicadas, com o objetivo de desenvolver
protocolos para facilitar os programas de melhoramento e biotecnoldgicos. A
regeneracdo eficiente dos tecidos vegetais através de organogénese a partir de células
feijdo-caupi € um pré-requisito para a engenharia genética, que pode ser posteriormente
aplicado na agricultura. A disponibilidade de protocolos eficientes de cultura de tecidos

de plantas de feijdo-caupi permite a obtencdo de plantas geneticamente modificadas,
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mais rapidamente, diminuindo assim o tempo para obter uma nova cultivar. Este

documento descreve Vvérias técnicas utilizadas para a cultura de tecidos feijao-caupi.

Abstract

Tissue culture in cowpea or Cowpea tissue culture

Brazil is the third producer of cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) in the world,
being the northeast region of the country responsible for the largest area and production.
Since cowpea is a plant of great value for sustainable farming in Brazil, in vitro tissue
culture has been applied, aiming to develop protocols to facilitate breeding and
biotechnology. The efficient regeneration of plant tissues via organogenesis from
cowpea cells is a prerequisite for genetic engineering, that may be subsequently applied
in agriculture. The availability of efficient tissue culture protocols for cowpea plants
allows us to obtain genetically modified plants more rapidly, thereby decreasing the
time to get a new cultivar. This document describes several techniques used for cowpea

tissue culture.

Introducéo

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), cuja origem esta ligada ao continente
africano (RACHIE & RAWAL, 1976), foi introduzido no Brasil, nas regides tropicais
encontrando caracteristicas edafoclimaticas distintas (quente/Gmida na regido Norte e
quente/seca na regido Nordeste) adequadas ao seu desenvolvimento (ARAUJO et al.,
1988), no século XVII, pelos colonizadores portugueses e pelos escravos africanos,
provavelmente na Bahia (FREIRE FILHO,1988).

Constitui-se uma cultura de subsisténcia do pequeno agricultor, contribuindo
com alimento rico em proteinas, semelhante ao feijao. Hoje é possivel encontrar uma
grande variabilidade de caracteres morfologicos, em funcdo do seu cultivo ha tanto
tempo por pequenos agricultores (ARAUJO et al., 1988).

As técnicas de cultura in vitro sdo de fundamental importancia, pois através
destas € possivel propagar de forma rapida espécies e/ou variedades de interesse e,
ainda, podem servir como ferramenta auxiliar na eliminacdo de patdgenos, obtendo
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assim matrizes com qualidade genética e sanitaria comprovada; no entanto, para 0 uso
pratico da micropropagacao é necessario otimizar as condi¢fes de cultura para cada
espécie e/ou variedade (ROGALSKI, GUERRA, SILVA, 2003).

A cultura de tecidos vegetais é, dentre os campos da biotecnologia, aquele que
tem dado mais resultados praticos, em que se fundamenta no principio da totipoténcia
celular, ou seja, a capacidade de uma célula regenerar o fendtipo do organismo
completo e diferenciado do qual ela é derivada.

Qualquer técnica de cultivo in vitro tem como fim primario, dirigir o
crescimento e o desenvolvimento do explante manipulado em seu redor. Este controle
se executa, basicamente, mediante a adicdo de substancias de diversas naturezas,
principalmente reguladores do crescimento, ao meio de cultivo ou, também, variando a
concentracdo de determinados nutrientes ou através do controle das condicGes de
iluminacdo e temperatura (CARVALHO; MOREIRA; VIEIRA, 1999).

A cultura de tecidos em caupi representa uma técnica de grande importancia
para esta planta, tendo-se em vista a necessidade para o melhoramento do caupi, onde se
pode acelerar o processo de obtencdo de novas cultivares e, se for o caso, incorporar
outros genes, para 0 melhoramento genético.

A aplicacdo da engenharia genética para o melhoramento de caupi tem sido
limitada por causa da sua natureza recalcitrante em manipulagbes in vitro e da
consequente escassez de sistemas de regeneracdo aplicaveis aos gendtipos comerciais
de caupi (CHRISTOU, 1995). Alguns protocolos de regeneracdo de caupi vém sendo
desenvolvidos (PELLEGRINESCHI, 1997; BRAR et al., 1999; CARVALHO et al.,
2000), no entanto, tais protocolos ndo podem, necessariamente, ser aplicados a outras
cultivares da mesma espécie, pois o potencial regenerativo depende ndo apenas do tipo
de explante ou da composicdo do meio, mas também do gendtipo da cultivar (NABORS
etal., 1983).

Os estudos biotecnolégicos em caupi visam o melhoramento destas plantas e o
consequente aumento de sua producdo através da tecnologia de insercdo de genes. Para
tanto, sdo necessarios protocolos de regeneragdo in vitro, via embriogénese somaética ou

organogeénese e de transformacéo genética do feijao caupi.
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Algumas das técnicas de cultura de tecidos s@o: micropropagacao ou propagacao
clonal, erradicacdo de patdgenos, conservacdo de germoplasma in vitro, produgdo de
sementes sintéticas ou artificiais, cultura de anteras ou micrésporos, cultura de embrides
zigoticos e cultura de protoplastos. A seguir serdo descritos alguns trabalhos realizados

no ambito de algumas técnicas de cultura de tecidos envolvendo o feijdo caupi.

Micropropagacao

De acordo com Santos (2003) denomina-se micropropagacdo 0 conjunto de
técnicas de cultura de tecidos usadas para a multiplicacdo de plantas a partir de
pequenos explantes. A propagacdo clonal permite a obtengdo de um grande nimero de
plantas num espaco fisico e temporal pequeno, sendo estes individuos geneticamente
idénticos a planta doadora dos explantes. Através da micropropagacdo a identidade
genética do material propagado é mantida, ndo sendo introduzida variabilidade genética.
Existem duas técnicas de micropropagacao: por embriogénese somatica e por
organogeénese.

No feijdo caupi, a técnica de micropropagacdo pode ser empregada para
conservacdo de germoplasma, multiplicacdo de novas cultivares e para producdo de

clones para sua avaliacdo contra doencgas e pragas.

Embriogénese Somatica

Sob condicBes in vitro, células presentes em explantes provenientes de
diferentes tecidos e tratados com uma combinacdo de auxinas e citocininas ou, em
outros casos, apenas por auxinas, podem passar por um processo de desdiferenciacao e
adquirir carater embriogénico. Células embriogénicamente competentes sdo um
excelente alvo para transformacédo genética, pois uma vez transformadas, elas podem ser
induzidas a se diferenciar em embrides, permitindo entdo a obtencdo de plantas
transgénicas.

A capacidade de inducdo da desdiferenciacdo celular é uma das mais
importantes caracteristicas exploradas no cultivo in vitro das plantas e encontra-se
associada as principais técnicas de melhoramento ndo convencional (FEHER et al.,

2002). Dentre as técnicas mais utilizadas, a sele¢do in vitro de mutantes induzidos ou
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provenientes da variagdo somaclonal e a producdo de transgénicos destacam-se no
desenvolvimento de novas cultivares; contudo, para a utilizacdo destas metodologias,
faz-se necessario o prévio estabelecimento das condi¢BGes necessarias para a regeneracgao
de plantas via calos (principal tipo de explante utilizado para obtencdo de variacédo
somaclonal e de transgénicos).

Oliveira et al. (2005), trabalhando com a cultivar de feijdo caupi IPA207
observaram o efeito dos hormdnios 6-benzilaminopurina (BAP) e acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) na formagdo de calos com potencial regenerativo para a
cultura in vitro. Trabalhando com os seguintes tratamentos: meio MS controle sem
adicdo de horménio; meio MS com adicéo de 2,4-D na concentragdo de 1 mg.I™; meio
MS com adicdo de 2,4-D na concentragdo de 1 mg.I"* e de BAP na concentragdo de 0,2
mg.l™"; e meio MS com adicdo de BAP na concentracdo de 0,2 mg.I*, avaliaram o
desenvolvimento e o aspecto dos calos formados a partir dos diferentes explantes (eixo
embrionario e cotilédones) e meios de cultura. Do tratamento somente com meio MS
sem hormonio obtiveram apenas 40% dos eixos embrionarios com sinais de formacéo
de pequenos calos em uma das extremidades do explante. Nos eixos embrionarios
restantes (60%) foi observada regeneracdo direta de apices caulinares e/ou raizes, ja 0s
explantes dos cotilédones ndo apresentaram sinais de regeneracdo ou de formacao de
calos. No tratamento contendo meio MS com adic¢do de 2,4-D na concentragdo de 1
mg.I™, foi observado a formacéo de calos em 100% dos eixos embrionarios, entretanto,
20% dos explantes formaram pequenos calos em uma das extremidades, enquanto que
nos 80% restante houve formacao de calo em todo explante. Com relacdo aos explantes
dos cotilédones no meio MS com 1 mg.I™" de 2,4-D, observaram que apenas 20% dos
cotilédones apresentaram algum sinal da formacdo de calos na extremidade em que o
embrido estava ligado. Para o tratamento onde foram associados os dois hormdnios
observou a presenca de calos em 100% dos eixos embrionarios, porém apenas 25% dos
cotilédones foram capazes de formar calo. No tratamento onde o meio foi apenas
suplantado com BAP n&o observou a formacdo de calo em nenhum tipo de explante,
apenas de regeneracdo direta de alguns.

Ramakrishnan et al. (2005) trabalhando no desenvolvimento de protocolos de

embriogénese somatica e tambem na determinacdo de concentragdes ideais de alguns
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agentes seletivos a serem utilizados nos experimentos de transformacdo genética do
feijdo caupi, encontraram calos embriogénicos e embrides somaticos em diversos
estadios de desenvolvimento, entretanto ndo observaram conversdo destes em plantas.
Os autores observaram que em meio s6lido, as folhas primarias produziram as melhores
respostas na inducdo de calos embriogénicos. O meio que mais originou estruturas
embrionarias nos estadios iniciais de desenvolvimento a partir de folhas primarias foi
composto de meio MS completo suplementado com 3% de sacarose, 100 mg.I* de L-
glutamina, 100 mg.I™ de caseina hidrolisada, 0,7% de &gar, 0,5 mg.I"* de 2,4-D e pH 5,8.
Jé& nas suspensdes celulares, eixos embrionarios de embrifes zigéticos maduros foram
0S que mais originaram estruturas embrionarias. Nas devidas suspensdes, 0s meios que
mais originaram estruturas embrionarias em estadios avancados de desenvolvimento
foram os meios compostos de sais e vitaminas MS suplementado com 3% de sacarose e
contendo 0,5 mg.I™ de 2,4-D sozinho ou combinado com 0,1 mg.I™ de cinetina (Kin).
Oliveira et al., (2006), avaliando o potencial morfogenético in vitro de diferentes
explantes de quatro cultivares de caupi, “Jodo Paulo II”, “Epace 107, “Pitiiba” e
“Setentdo”, através das respostas de explantes excisados diretamente de sementes
(embriBes zigdticos e cotilédones) ou a partir de hipocétilos de plantulas germinadas in
vitro, cultivados em meios suplementados com diferentes reguladores de crescimento
[2,4-D, TDZ (tidiazuron) e BAP], observaram que efeitos significativos, na formacdo de
calos, para cultivar e tratamento, em explantes de hipocétilos, onde o meio MS
suplantado com 9 uM de 2,4-D, a cultivar “Jodo Paulo II”” ndo diferiu significativamente
das cultivares “Setentdo” e “Epace 107, diferindo apenas de “Pitiuba”. “Setentdo” e
“Epace 10” nao diferiram significativamente da cultivar “Pitiiba”. No meio MS onde a
suplementagao foi feita com 20 uM de TDZ, “Jodo Paulo II” e “Setentdo” ndo diferiram
entre si para médias de formagdo de calos, porém, o Jodao Paulo II diferiu de “Epace 10”
e “Pitiuba”. “Setentdo” e “Epace 10” ndo diferiram entre si para formacgdo de calos.
“Pititba” diferenciou-se da cultivar Jodo Paulo Il nesse tratamento. Para as cultivares
“Joao Paulo II” e “Setentdo”, o efeito dos tratamentos com 2,4-D e TDZ ndo diferiu
significativamente, porém, para as cultivares “Pitiiba” e “Epace 10”, o tratamento com
2,4-D diferiu significativamente do tratamento com TDZ. Os calos cultivados em meio

com 2,4-D apresentaram uma coloragdo verde clara e textura compacta, aspecto
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caracteristico de calos embriogenéticos. Os calos cultivados em meio com TDZ
apresentaram calos com coloracdo verde escura e textura fridvel, caracteristica essa que
identifica calos ndo-embriogenéticos segundo Oropeza et al. (2001). Ja para explantes
de cotilédones e embribes zigdticos apenas observaram resultados significativos para os
meios MS suplantados com com 20 uM de TDZ, onde as cultivares de caupi, “Jodo
Paulo II”, “Pitiuba” e “Epace 10” ndo diferiram significativamente entre si para
formacéo de brotos.

Trabalhos realizados por Odutayo et al. (2005) com inducéo de multiplos brotos
de embrides derivados de cultura de calos de feijdo caupi, encontraram que 0
desenvolvimento de brotos Unicos na maioria das culturas que continham 1 mM de
BAP, depois de trés semanas de incubacdo. O desenvolvimento de maltiplos brotos que
variam de dois a quatro brotos na maioria das culturas (e aproximadamente cinco brotos
em duas culturas) contendo uma concentracdo mais alta de BAP (4 mM) foi observado
depois de trés semanas de incubacdo, depois que o calo foi sub-cultivado. Os autores
observaram o desenvolvimento de calos com aproximadamente sete dias de cultura.

Brar et al. (1997), desenvolveram um sistema de micropropagacdo para caupi,
trabalhando com avaliaces sobre a resposta de explantes de caupi a varias combinacdes
de citocininas e auxinas, com a finalidade de identificar tratamentos que conduzam a
multiplo brotamento. Trabalhando com meio MS contendo BAP a 1,0; 2,5 ou 5,0 mg.I™
(4,4; 11,1 ou 22,2 uM) ou 6-furfurilaminopurina (cinetina) a 1,0; 2,5 ou 5,0 mg.I™* (4,6;
11,6 ou 23.2 uM) combinados com 2,4-D a 0,01; 0,1 ou 0,5 mg.I™* (0,05; 0,5 ou 2,3 uM)
ou &cido naftalenoacético (NAA) a 0,01; 0,1 ou 0,5 mg.I* (0,05; 0,5 ou 2,7 puM).
Encontraram que, dependendo do tratamento hormonal, os explantes exibiram
diferentes respostas, como: multiplicacdo dos brotos, alongamento dos brotos,
calogénese e/ou rizogénese. O mudltiplo brotamento foi obtido em médio de MS
contendo BA ou cinetina combinado com NAA ou 2,4-D. O maior nimero de brotos foi
produzido com 5 mg.I™* de BAP (22,2 pM) combinado com 0,01 mg.1™ de NAA (0,05
uM). O processo de calogénese aconteceu em todos os tratamentos, mas a rizogénese
foi completamente inibida no conteddo médio de BA.

Brar et al. (1999), motivados pela auséncia de um sistema de regeneracao

eficiente para cultivares norte-americanas de caupi trabalharam em cima do
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desenvolvimento de sistema de regeneracdo baseado em trés etapas: 1) exposicao inicial
dos explantes cotiledonares a uma alta concentracéo de reguladores de crescimento tipo
BAP (meio de iniciagéo); 2) transferéncia destes a uma concentracdo menor de BAP
para regeneragao do broto (meio de regeneragéo); e 3) enraizamento e estabelecimento
da planta. Onde avaliaram o potencial de regeneracdo de 36 genotipos do germoplasma
de caupi, o efeito da concentracdo de BAP, acrescentado ao meio inicial, sobre a
regeneracdo, e a identificacdo de uma fase 6tima para o tempo de regeneracdo. O meio
de iniciagdo foi suplantado com 15 mg (66,6 uM) de BAP por placa (25 ml). O meio de
iniciacdo (25 ml de meio por placa) conteve concentracdes altas de BAP (15 a 35 mg.I™;
66,6 a 155,3 uM). Depois de 5 a 15 dias, dependendo do experimento, os explantes
foram transferidos para o meio de regeneracdo (25 ml de meio por placa) contendo 0 ou
1 mg.I* de BAP (4,4 pM). O meio para o alongamento e enraizamento nao continha
nenhum regulador de crescimento. Dentro de trés dias depois de cultivados no meio de
iniciacdo, os explantes cotiledonares se expandiram e freqiientemente apresentaram-se
verdes. Em alguns casos, os cotilédones ficaram com uma coloragdo marrom, porem
isso ndo foi um indicativo de inviabilidade. A Transferéncia dos cotilédones do meio de
iniciacdo (alta concentracdo de BAP) para meio de regeneracdo (baixa concentracao de
BAP) estimulou formacdo de calos e a regeneracdo de brotos subseglientemente. A
regeneracdo dos brotos comecou dentro de uma semana depois de transferéncia para o
meio de regeneracdo e continuou até 3 semanas. Tendo em vista que 0 meio de
regeneracdo contendo 1 mg.l" de BAP, apresentou melhores resultados esta

concentracdo foi utilizada em experimentos subsequentes.
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Figura 01. Regeneracdo in vitro em caupi. A. Formacdo de Calo associado a explantes
cotiledonares depois de 14 dias em meio de regeneracdo. B. Agrupamentos de brotos
regenerados de um explante cotiledonar de caupi, depois de 21 d em meio de
regeneragédo. C. Broto depois da transferéncia para meio de enraizamento. D. Planta de
caupi produzida in vitro. FONTE: Brar et al. (1999)

Brar et al. (1999), também revelaram uma correlagdo entre o protocolo utilizado
e 0s 36 gendtipos estudados, encontrando uma variabilidade, com respeito a
regeneracdo in vitro, entre os genotipo de caupi testado. Dos 36 gendtipos avaliados
para potencial de regeneracdo, s6 17 genotipos (47%) responderam favoravelmente.
Ainda os mesmos autores ressaltam que investigaram também a relacdo entre
concentracdo de BAP e periodo de iniciacdo, onde encontraram que, a regeneragédo de
ambos dos genotipos foi inibida com o aumento da concentracdo de BAP e da duracédo
da fase de iniciagdo. Porém em contraste com a porcentagem de regeneracdo onde
concentracdo de BAP e a duragéo de fase de iniciagdo tiveram efeitos significantes, o

namero de brotos produzidos foi influenciado significativamente sé pela concentragdo
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de BAP. Depois de duas semanas, 85% dos brotos produziram raizes. Em terra, 100%
das plantas sobreviveram sem aberra¢fes de fenotipicas, cresceram e amadureceram

produzindo sementes viaveis.

Pellegrineschi et al. (1997a), trabalharam no desenvolvimento de um meio basal
que atendesse as exigéncias para o desenvolvimento normal de embrides imaturos de
caupi. O estudo utilizou embrides em diferentes fases de desenvolvimento (4, 8, 10 e 18
dias depois da polinizacdo). Tambeém foram avaliados os efeitos da inclusdo de
diferentes fontes de nutrientes (ex. nitrogénio e carboidratos), agdo de fitormonios e
vitaminas no meio de cultura utilizada no desenvolvimento do embrido, onde os autores
desejavam determinar a composicdo que mais favoravel para recuperacdo da planta. Os
autores utilizaram as combinac@es de reguladores de crescimento apresentadas na tabela
1.

Tabela 01. Equilibrio dos reguladores de crescimento usados. FONTE: Pellegrineschi
etal. (1997)

Citocininas (mg.I™) Auxinas (mg.I™)
Tratamentos
Zeatina Cinetina BAP IAA NAA

Niveis 1,0;0,5e0,1 - - - -
Niveis e combinagbes | 1,0;0,5e0.1 1,0;0,5e0,1 - - -
Niveis e combinacbes |1,0;0,5e 0,1 1,0;0,5e0,1 1,0;05e0,1 - -
Niveis - 1,0;05e0,1 - - -
Niveis e combina¢des - 1,0;0.5,0.1 1,05,0.1 - -
Niveis e combinagdes | 1,0;0,5¢e0,1 - 1,0;05e0,1 - -
Niveis - - 1,0;0,5e0,1 - -
Niveis - - - 1,0;05e0,1 -
Niveis e combinagdes - - - 1,0;05e0,1 1,0;0,5e0,1
Niveis - - - - 1,0;0,5e0,1
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Pellegrineschi et al. (1997a), observaram que ocorreu um aumento de nitrogénio
organico no meio de cultura onde foi adicionado caseina hidrolisada, onde isso produziu
efeitos positivos e aumentou a porcentagem final da recuperacéo de plantas. Entre os
acucares testados, sacarose foi 0o mais favordvel para crescimento do embrido. Com a
adicdo de frutose ou glicose ao meio, a frequéncia de embrides desenvolvidos e a
recuperacdo das plantas foi reduzida. Os embriGes crescidos em meio com a presenca
continua de auxinas produziram calos abundantes. O outro tratamento em que se usa
citocininas ocorreu um aumentou na frequéncia de resposta do embrido. H& baixas
concentracOes de citocininas, os embrifes comecaram a produzir raizes, mas a parte
apical ndo se desenvolveu. ConcentracGes altas de citocininas melhoraram o
crescimento do embrido, porém aos 12 dias depois de polinizacdo, as plantas
comecaram a perder as folhas e mostraram crescimento aberrante. Depois de 20 dias, as
plantas se degeneraram ou morreram. O tempo de exposicdo aos reguladores de
crescimento também contribuiu bastante para a significancia dos resultados, onde os
melhores resultados foram obtidos nos embrifes expostos por mais tempo aos
tratamentos. EmbribGes expostos a mistura dos trés tipos de citocininas na concentracdo
mais alta obtiveram os melhores resultados. A exposicdo dos embrides de 8 e 10 dias
depois da polinizacéo, para a mistura de citocininas produziram mdultiplo brotamento.
Nos tratamentos em que se utilizou diferentes tipos de vitaminas, os embrides 4 dias
tiveram a melhor resposta com o tratamento, produzindo a maior taxa de plantas
desenvolvidas, e subseqliente recuperacdo. Com a mistura de vitamina B5, o embrido
também respondeu com o desenvolvendo de algumas plantinhas, mas a taxa de
recuperacdo decresceu. Em embrides mais velhos que 12 dias, o efeito das vitaminas

sobre o crescimento foi menos evidente.

Organogénese

Pellegrineschi (1997b) trabalhando com experimentos de organogénese em
feijdo caupi, avaliou o efeito do meio basal desenvolvido por Pellegrineschi et al.
(1997a), agora suplantando com diferentes tipos de vitaminas, isso levando a
formulacdo de um meio basal fortalecido (FBM), contendo meio basal com 3%

sacarose, mistura de vitaminas do meio MS e 0,05% de caseina hidrolisada. O FBM foi
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usado para avaliacdo dos tratamentos hormonais. Onde foram testadas duas auxinas
(IAA e NAA) e trés citocininas (zeatina, cinetina e BAP). Estes foram avaliados em
varias combinages. Também foram examinados os efeitos da adicdo de duas
combinagbes que possuem um papel central na divisdo celular e morfogenia da planta
(timina e putrescina). A timina adicional foi suplantada em todos os tratamentos
hormonais a uma concentracdo de 160 mg.I™. Semelhantemente, a putrescina foi
suplantada a um numero maior de concentracdes (0, 80, 160 e 360 mg.I™). Os vérios
tratamentos hormonais com e sem combinacdes adicionais promoveu a avaliacdo do
potencial deles para induzir organogénese. Foram avaliadas trés exposicOes a estes
tratamentos: (1) exposi¢do continua (CE); (2) exposicao de choque (SE) e (3) exposicao
escalonada (SWE), ou seja, uma exposi¢do a uma concentracdo alta seguida por uma
exposicao a concentracdes mais baixas. A partir dos resultados obtidos, foi identificado
um protocolo para regeneracdo de plantas de caupi com uma porcentagem alta de
recuperacdo o que possibilitou a transformacdo genética do caupi. O autor alcangou a
regeneracdo de brotos por organogénese em caupi a partir de explantes de cotilédones e
hipocétilos axénicos, oriundos de linhagens avancadas e variedades do programa de
melhoramento do caupi.

O protocolo desenvolvido exibiu os seguintes efeitos em caupi: Entre os
acucares testados, sacarose foi 0 mais favoravel para crescimento do broto, produzindo
as taxas mais altas de producdo de brotos em todas as variedades estudadas. Na
presenca de frutose, o crescimento de tecido foi mais baixo que sacarose e nenhuma
regeneracdo do broto ocorreu. A glicose induziu uma resposta semelhante a frutose,
produzindo uma quantidade menor de calos sem qualquer diferenciacdo em brotos. O
FBM foi importante na inducéo da resposta morfogénetica em hipocétilos e cotilédones
para regeneracdo do germoplasma. A inducdo da formacdo de brotos somaticos sé foi
possivel com meio basal em cotilédones. Os hipocétilos ndo reagiram ou reagirdo
esporadicamente. A adi¢do de putrescina aumentou a porcentagem de regeneracdo em
explantes (cotilédones e hipocétilos), mas ndo promoveu nenhuma diferenciacdo do
broto. A timina induziu um efeito comparavel a zeatina.

As citocininas aumentaram a frequiéncia de resposta dos explantes a todos os trés

tratamentos de exposicdo (CE, SE e SWE). A cinetina induziu a formacdo de calo
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friaveis, mas sem inducdo de qualquer diferenciacdo da planta na exposicdo CE. Em
hipocotilos com exposi¢cdo SE e SWE, a formagdo de brotos foi obtida com uma
concentracdo de 0,5 mg.I" de BAP. Em nivel mais alto deste horménio (1 mg.I™ ou
mais) foi toxico e também foram inibidos o desenvolvimento e o alongamento quando o
BAP foi usado sem putrescina. Porém, com 160 mg.I™* de putrescina, o hipocétilo e o0s
explantes cotiledonares reagiram bem, produzindo brotos adventicios em uma taxa mais
alta. A adicdo de zeatina no tratamento CE promoveu a formacéo de brotos adventicios
em hipocétilos. Os brotos somaticos transferidos para mesma concentracdo de BAP e
cinetina depois de 10 dias mostraram uma taxa de crescimento ligeiramente reduzida,
enquanto produziu plantas aberrantes com uma baixa taxa de recuperagcdo. Com adigéo
de caseina hidrolisada, os hipoc6tilos reagiram positivamente mostrando uma taxa alta

de crescimento e recuperacdo de plantas. Os cotilédones tiveram a melhor reacédo

morfogenética ao tratamento SWE.
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Figura 02. Processo de indugdo de brotos somaticos. a. embrido decapitado, em meio de
inducdo de brotos. b. seccdo transversal de um explante de hipocotilo cultivado em
meio de regeneracdo. Divises de células foram muito aparentes nas regifes sub-
epidermais e corticais. c. desenvolvimento do broto somatico depois de 45 dias de
cultivo. d. Secgéo de explante cotiledonar depois de 20 dias em meio de regeneragéo.
FONTE: Pellegrineschi (1997b)

Os hipocotilos e explantes cotiledonares quando examinados por microscopia
Optica ndo tiveram nenhuma célula meristematica pré-existente para CE. Porém, depois
de um periodo de inducdo (SE e SWE para hipocotilo e SWE para cotilédone) se pode
observar agrupamentos de células se dividindo ativamente. Em explantes de hipocétilo,
estes agrupamentos estavam presentes na regido sub-epidermal. Em cotilédones, eles

estavam espalhados ao redor do corte.

Conclusdes

Mediante a apresentacdo de varios sistemas de regeneracao para feijdo caupi,
observa-se que estudos nesta linha de pesquisa ja foram bem explorados. Porém, a
eficiéncia de regeneracgdo e concentracdo 6tima de reguladores vegetais de crescimento
€ gendtipo dependente e, por isso, se torna necessario o desenvolvimento de uma
metodologia para 0 nimero de cultivares comercialmente utilizada no Brasil e no
mundo.

Repeticdes destes experimentos devem ser realizadas a fim de confirmar os
resultados obtidos, para outras cultivares existentes. Entretanto, algumas observacoes
podem sugerir algumas mudancas a serem efetuadas a fim de melhorar o procedimento

de cultivo in vitro da cultura do caupi.
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