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DEFINIGOES E ABREVIATURAS

Acido indol acético
Acido naftaleno acético

E uma massa de tecido consistindo principalmente de

células parenquimatosas nao diferenciadas.

Acido 2,4 diclorofenoxiacético

Acido etilenodiaminotetracético

Porgdes de tecidos que irao dar origem a "callus".
massa/volume

"Potato dextrose agar"

Peso final

Peso inicial

Partes por milhao

E o termo aplicado ao inicio de meristemas de caule
e raiz em massa de "callus" nao organizada.
desvio padrao

volume/volume

média
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RESUMO

"Calli" foram induzidos em secgoes de cotilédones, radi

culas, hipocotilos e -~ . plamtitas - de Vigna unguiculata

(L.) Walp (=Vigna sinensis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridd, gquan

do incubados em um meio quimicamente definido contendo 19,59 uM

de acido maftaleno acético e 0,46 uM de cinetina.

Determinagoes qualitativas e quantitativas da produgao
de "calli" foram realizadas em secgoOes transversais de cotilédo
nes. A sec¢ao proximal em relagao ao eixo embrionario foi a
que apresentou maior produgao de "callus". Esses "calli" foram

submetidos a indugcao de morfogénese, iniciando raizes.

Suspensoes celulares foram obtidas a partir de "calli"
formados em secgoes cotiledonares e destas, novos "calli" fo-"
ram induzidos, tanto em meio liquido quanto em meio semi-soli-
do. Diferenciagao de raiz foi induzida em "callus" originado
de suspensao celular, em meios contendo cinetina e acido nafta-
leno acético ou acido indol acético. Em nenhum caso verificou-
-se a indugao de brotos (parte aérea) ou a inducao simultanea

de raiz e brotos em um mesmo "callus".

bres I




1. INTRODUCAO

1.1. Desenvolvimento da Cultura de Tecidos Vegetais

O estudo em plantas inteiras € de dificil interpreta-
cao, devido a nao uniformidade das partes individuais, envol-
vendo consideracoes de diferentes tecidos e células. Por esse
motivo tem-se reconhecido que esse estudo pode ser simplifica-
do quando se trabalha com dorgaos, tecidos ou células isolada-
mente em culturas assépticas, permitindo melhor controle das
condic¢des para estudos metabdlicos, fisioldgicos e gendticos.”
Por outro lado, o conceito de totipoténcia das células vege-
tais, segundo o gqual pode-se produzir uma planta a partir de
uma célula guando esta for cultivada em meio adequado, associa
do a manipulagao destas técnicas, permite desenvolver cultiva
res com caracteristicas desejaveis através da obtengao de célu

las experimentalmente selecionadas.

Os primeiros trabalhos-em que foram utilizadas técni-
cas de cultura de tecidos vegetais datam do inicio do século
(HABERLANDT, 1902). Outros estudos utilizando esta técnica,
seguiram-se a este, como os de germinacao de sementes de orqui
deas (KNUDSON, 1922) e os de manutencao de culturas por tempo
ilimitado (WHITE, 1934; GAUTHERET, 1939 e NORBECOURT, 1939). A
essa fase inicial de estabelecimento dos prindipios fundamen-
tais das técnicas, seguiram-se os trabalhos n3ao menos importan
tes de SKOOG & MILLER (1957) e de STEWARD (1958) nos estudos
de regulagao do crescimento e desenvolvimento organizado de
tecidos. Estabelecidos os primeiros meios de cultura sintéti-
cos, tornou-se possivel o cultivo dos mais diversos tecidos.
MURASHIGE & SKOOG (1962) introduziram variacoes nos meios rela

cionando-as com o tipo de crescimento observado, iniciando en-

tao uma nova fase da cultura de tecidos 4n vitro, que estende-




-se até hoje.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais permitiram
um grande avango nas conguistas cientificas. Os principais su
cessos dessa técnica foram, entre outros: a) cultura de célu-
las isoladas com posterior regeneracao de individuos iIntegros;
b) obtencao de protoplastos a partir de células isoladas, cul-
tura destas e regeneracao de plantas; c¢) obtencao de plantas
hapldoides a partir de cultura de antera; d) estudos da flora-
cao 4£n vitro; e) estudos de modificagoes genéticas por agen-

tes mutagénicos a nivel de células ou tecidos.

Esses conhecimentos possibilitaram as mais diversas
aplicacoes, tais como: a) me lhoramentos genético de  cultu-
ras; b) estudo da resisténcia a infecgéo.por patogenos, ou re
sisténcia as condicoes ambientais adversas (através da selegao
de linhagens resistentes); c) produgao de substancias de inte
resse farmacoldgico e outros produtos naturais; d) determina
cao de interacgOes hormonais na regulacdo do crescimento, a
fim de selecionar gendtipos de padrdes morfogendticos deseja-
veis; e) multiplicacao clonal rapida de variedades seleciona-
das, eté.

“As plantas sao capazes de sintetizar todas as substan-
cias organicas requeridas para sua propria vida a partir de
didxido de carbono, dgua, sais inorganicos e energia radiante.
No entanto, em culturas estéreis requer-se uma nutrigdo mais
complexa. Ha consideravel diversidade nos requerimentos nutri
cionais de tecidos para espécies diferentes, ou até para teci

dos distintos de uma mesma planta.

O meio de cultura pode ser liquido ou semi-solido, e
para a maioria dos tecidos vegetais requer quatro grupos de
compostos: 1) uma fonte de carbono na forma de acglicar, geral-
mente sacarose; 2) nutrientes inorganicos, compreendendo, ma-
cronutrientes (nitrogénio, fosforo, potadssio, cdlcio, magnésio

e enxofre) e micronutrientes (boro, cloro, cobre, ferro, manga’

nés, molibdénio e zinco); 3) vitaminas (principalmente a tia-




mina) e 4) reguladores de crescimento (principalmente auxinas
e citocininas). Complexos naturais podem ser usados quando ou
tras tentativas de usar meio quimicamente definido falharem pa
ra um determinado tipo de cultura. O uso de antioxidantes
também tem sido empregado para retardar o escurecimento e dete

rioracdo do explante utilizado.

Quando pequenas porcoes de diferentes tecidos sao colo
cadas em meio apropriado, estes induzem crescimento de "callus”.
A obtencao desses "calli" & de fundamental. importancia para o

inicio e manutencdao de linhagem de células em cultura e também

para estudos de organogénese (GAMBORG, 1975). Na escolha do
tecido ou explante que dara origem ao "callus", deve-se consi-
derar: 1) o 0rgao gue serve de fonte de tecido; 2) a idade
fisioldgica e ontogenetica do orgao; 3) o tamanho do explan-

te; 4) o estado sanitario da planta de onde se obtém o ex-
plante; 5] a estacao em que o explante foi obtido, principal-
mente em variedades adaptadas ao clima (MURASHIGE, 1974).

A obtencdo de "callus" a partir de explantes de raizes
de hipocdtilos e de cotilédones, tem sido observada por varios
autores.* Em Phaseolus coccdineus, os "calli" foram induzidos
em meio sem hormonio a partir de explante de suspensor e a quan
tidade de "callus" formada foi fungao do estagio de desenvolvi
mento do embrido e da integridade do sistema suspensor-embrido
(BENNICTI ef afii, 1976). Em soja (GLycine max (L.) Merr. cv.
Bragg) e trevo perene (Taifolium &eﬁené L. cv. Rejal Ladino),
OSWALD ef. alid (1977) observaram que os "calli" eram induzi-
dos em tecido somatico num meio com relagao auxina/citocinina

de 50:1 (massa/massa).

A producao de "callus" em Vigna sinensis usando-se ex-

plantes de raizes e de hipocotilos de sementes com cinco dias

de germinagao & funcao da presenga de extrato de  levedura,




alem de 2,4-D e cinetina (MATSUBARA, 1975) . REDDY & NARAYANA
(1977) , estudando requerimentos hormonais para obtencgao de
"callus" a partir de explantes de hipocotilos de Vigna sinensis,
encontraram que: em meio com AIA e cinetina nao houve forma-
cao de "callus", em meio com 2,4-D e cinetina sd houve forma-
cdo de "callus" apds a 65 cultura e em meio com ANA e cinetina
houve pronta formacao de "callus". Eles também observaram gue
para crescimento continuo dos "calli" foram essenciais 1 ppm.
de 2,4-D e 1 ppm de cinetina. Ja ALBUQUERQUE (1979) trabalhan-
"do com a mesma espécie e utilizando o mesmo tipo de explante
obteve "callus" em meio de cultura contendo 9 mg/l de cinetina
e 3 mg/l de ANA.

1.3. Cultura de celulas

As culturas em suspensao sao geralmente iniciadas colo
cando-se pedacos de tecidos friavel ("callus") em meio de cul-
tura liquido sob agitagao. Nestas condigoOes as células sao en
tao dispersadas, formando uma suspensao, que contém fragmentos
de explantes, células livres e agregadas. Utiliza-se,frequen-
temente, a transferéncia da suspensao com pipeta ou seringa a
fim de desfazer os fragmentos e agregados celulares grandeé.
Usa-se também deixar a cultura sedimentar por alguns segundos
e utilizar apenas o sobrenadante dessa cultura, ou ainda a fil
tragao em malha de ago ou nylon. A cultura liquida deve perma
necer em agitacao para permitir trocas gasosas adequadas entre
0 meio e o ar e para manter as células e agregados celulares

dlstrlbuldos uniformemente.

Durante a incubagao o nimero de células aumenta por
certo tempo até que a cultura atinge um maximo de velocidade
de multiplicagdo celular. A relacdo entre o nimero de células
numa cultura em suspensao e o tempo, mostra uma curva semelhan
te a de crescimento bacteriano, apresentando uma fase inicial

estaciondria ("lag-phase"), seguida de fase logaritmica de

crescimento, segunda fase estacionaria e fase de declinio

(WILSON, KING & STREET, 1971, citados por STREET, 1973). Para




a obtencao dessa curva, as suspensoes celulares devem ser cons
tituidas de células viaveis e apresentar uma densidade celular
inicial minima, pois abaixo de uma densidade critica nao have-
ra uma adequada multiplicagao celular (STUART & STREET, 1969,
citados por STREET, 1973).

Um dos aspectos mais aleatdrios do trabalho de cultu-
ra de tecidos e células & a escolha do meio, porgue diante de
uma multiplicidade de meios torna-se dificil selecionar o mais
apropriado para determinada investigacao, especialmente, quan-
do nao se tem um trabalho anterior em gue se basear (STREET,
1973). O mesmo autor refere-se a nécessidade de se usar uma
concentracdo inicial de células alta para manutengao de cultu-

ras em crescimento.

STEWARD (1963} encontrou que a adigao de agua de cdco
e de hidrolisado de caseina ao meio basico estimulava o cres-

cimento de culturas celulares de explantes de batata doce, ce-

noura, nabo branco e alcachofra. LIAU & BOLL (1970) cultiva-
ram suspensoes celulares derivadas de "callus" de Phaseclus
vulgaris e desenvolveram um meio liquido contendo agua de

coco, que estimulava a multiplicacao celular.

Suspensoes celulares foram obtidas por OSWALD ef. afif
(1977), a partir de "callus" de soja e trevo, gquando ‘usaram
uma relagao auxina/citocinina de 5:1, tanto para inicio das
suspensoes como para a subsequente inducao de "callus". Os au
tores também encontraram que meio com vitamina E e alta concen
tracao de ferro favorece a dispersao de células em suspensao,
enquanto que, meio sem vitamina E e com baixa concentragao de
ferro induz a formacao de "callus" e regeneracao de brotos ou
de "plantlets".-

Uma outra técnica de cultura de suspensoes celulares &
a de plagueamento, que foi introduzida por BERGMANN,.em 1960,
(citado por EARLE & TORREY, 1965). Esta técnica consiste na
utilizacao de meio semi-sdlido para cultivo de coldnias celula

res, a partir de células dispersas em meio contendo agar.
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O estagio em que as células das suspensoes plaqueadas
comegam a se dividir e formar colanias, ocorre quando a concen
tracao intracelular dos metabdlitos, em equilibrio com o meio
externo, atingir niveis compativeis com o referido processo
(NARAYANASWAMY, 1977). Esse autor também relata que a eficién
cia tedrica do crescimento de suspensoes plaqueadas nunca atin
ge 100%, e que as divisdes iniciam-se nos pequenos agregados
celulares e seguem-se em células isoladas; quanto a densidade

‘minima inicial, refere-se a 1 - 1,25 X 103 células/ml.

1.4. Regenerac3o em culturas im vitro

A capacidade de regeneracao de organismos inteiros a
partir de porgaes isoladas de caule, raiz, folha, cotilédone e
até de tecido relativamente desorganizado como "callus" & uma
caracteristica vegetal. Esse fendmeno evidencia que as célu-
las capazes de diferenciagao nao perderam suas potencialidades
genéticas. A totipoténcia tem sido demonstrada experimental-
mente em varias espécies vegetais. Deve-se considerar a impor
tancia da constituicao genética na determinacao da resposta
morfogénica apresentada por uma espécie vegetal diante dos
fatores de crescimento exdgenos. A natureza dos fatores que
influem na regeneragao, quando uma massa de tecido désorganizg
da da origem a um alto grau de organizacao nao estad completa
mente esclarecida. Sabe-se que o processo & iniciado por hor-
monios, e que em cultura de "callus" .as divisdes celulares
ocorrem ao acaso em todas as diregoes, nao havendo eixos de po
laridade definidos, mas quando esses "calli" sao colocados em
certas condigoes de cultura, os padrbes de divisdao comegcam a
se definir, dando origem a tecidos organizados. As condigoes
especificas para a regeneracao vegetal devem ser desenvolvidas
para cada espéecie de planta (KARTHA, 1975).

WETMORE (1954) ja se referia ao desenvolvimento de uma
planta inteira a partir de uma unica célula. - SKOOG & MILLER
(1957) observaram que auxinas e citocininas interagem para ini

ciar nao sb6 a divisao celular, mas também para formar meriste-
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mas organizados, regulando o tipo de meristema formado, se de
caule ou de raiz. Eles observaram que relagoes de concen-
tragao cinetina/AIA baixas, intermediarias e altas favorecem,
respectivamente, formagao de raiz, crescimento de "callus"

ndao-diferenciado e formagao de broto (parte aérea).

O desenvolvimento de plantas de cenoura a partir de
células foi obtido por STEWARD (1963) e a diferenciagao de ele
mentos traqueais, células com amido e tecido clorofilado a par
tir de coldnias celulares de Convofvufus arvensis L. foi obser
vada por EARLE & TORREY (1965).

Considerando que todo organismo & o produto de intera-
¢ao entre suas potencialidades genéticas e o meio, o desenvol
vimento, em ﬁitima analise teria que ser descrito em termos
de expressao genética. Segundo WAREING & PHILLIPS (1970), se
os hormdnios afetam a expressao genética, entao podem agir: 1)
controlando diretamente a repressao do gen; 2) afétando a sin
tese de RNA mensageiro (transcricao); 3) afetando alguns pés—
sos na sintese de proteinas (tradugao) .e 4) afetando a ativi
dade enzimatica. Embora regulem a atividade do gen, os hormo-
nios parecem nao determinar quais os gens que serao ativados,
isto &, o tecido ja estaria predeterminado a responder ou nao
a essa influéncia. Consideram também que certos aspectos do
desenvolvimento podem envolver outros fatores além daqueles
controlados pelos gens, tais como, propriedades fisicas de cée-
lulas e tecidos, alem dos fatores ambientais como temperatura

e luz.

O desenvolvimento de plantas albinas ﬁ(Bﬂomué Lne@mié)
a partir de células em meio de cultura sem hormonios exdgenos,
por embriogénese e nao por formacao de meristemas foi relatado
por GAMBORG ef. afit (1970).

- A obtencao de o6rgaos diferenciados ou de plantas a par

tir de "callus" foi relatada para diversas espécies vegetais por
diferentes autores (MASTELLER & HOLDEN, 1970; SAUNDERS & BINGHAN,
1972; ENGVILD, 1972; GAMBORG eft. a£i£,_1974; KARTHA, GAMBORG &




CONSTABEL, 1974; SCOWCBOFT & ADAMSON, 1976; CUMMINGS of afii,
1976; CROCOMO ef. afii, 1976; GAMBORG ef. afii, 1977; OSWALD
ef. alii, 1977; PHILLIPS & COLLINS, 1979).

2
As caracteristicas regenerativas dos explantes podem
ser atribuidas 3 idade fisioldgica e a extensao da diferencia-

cao entre seus constituintes celulares (MURASHIGE, 1974).

Regeneracao de "plantlets" a partir de células ou ‘de
""callus", na familia Leguminosa, nao tem sido observada com
frequéncia (NARAYANASWAMY, 1977). Todavia, isto foi possivel
em'SiyZOAantheA hamata (SCOWCROFT & ADAMSON, 1976), Phaseolus
vulganis (CROCOMO et. alii, 1976) e trevo (OSWALD ef. alii,
1977) . Em geral qguando se consegue regeneragao, isto ocorre
em culturas de meristema apical (KARTHA & GAMBORG, 1978). Or-

ganogénese (formacao de caule) a partir de "callus" provenien-
tes de células apicais de Pisum sativum foi relatada por
GAMBORT et. alii (1974). Esses autores afirmam gue nao ha
nenhum método adequado para obtencao de plantas a partir de
células de Leguminosas, embora as células de algumas espécies

tenham sido cultivadas An vitno.

No caso de Vigna s{nensis, o cotilédone tem sido a par
te mais regenerativa (MURASHIGE, 1974). Diferenciagao em tra.
queideos nos "calli™ de hipocdtilos em desenvolvimento foi ob-
servada por REDDY & NARAYANA (1977) usando meio com 1 ppm de
2,4-D e 1 ppm de cinetina. MATSUBARA (1975), trabalhando com
a mesma espécie, nao observou diferenciacao de cé&lulas em meio
com cgncentrag5es de 2,4-D de 0,5 a 5 mg/l, mas em concentra-
¢oes mais baixas de 2,4-D encontrou ocasionalmente cé&lulas di-
ferenciadas em elementos traqueais lignificados. Essas mesmas
células foram observadas usando 2mg/1 de cinetina. ALBUQUERQUE
(1979) induziu diferenciagao de raiz em "callus" de segmento
de hipocotilo de Vigna sinensis usando concentracao de 3,0mg/l
de cinetina, isolada ou combinada com 4,5mg/l de ANA; nao ob-
servou diferenciagao em caule e folhas, atribuindo o fato ao
reduzido periodo de tempo utilizado. Considera ainda dque a

presenga dos reguladores de crescimento poderia também causar
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inibicao nos explantes, e que a remogao de tais reguladores po
deria quebrar essa inibicao (cita sugestao de NISHI ef. afis ,
1973) . '

Para orientacao efetiva do balanco de reguladores de
crescimento no inicio de um dorgao, deveria haver dados sobre
as concentragoes ou mudancas nesses reguladores enddgenos du-
rante a morfogénese, o que até hoje nao existe a nao ser estu-
.dos indiretos (THORPE, 1978). Os produtos da citodiferencia-
géo.néo sao equivalentes aos das cé&lulas especializadas da
planta inteira (STREET, 1978, citado por EVERETT ef. afii, 1978).
Sobre a acao molecular dos reguladores de crescimento, EVERETT
et. alii ,(1978) dizem haver pouca duvida que as auxinas podem
estimular a sintese de DNA, RNA e de proteina, supondo que es-
tas agem a nivel de replicagdao, transcrigao e tradugao. Quanto
ao papel das citocininas, consideram que a maioria das evidén-
cias sugerem que estas agem no processo de traducao. Sobre as
interacoes auxina-citocinina, reportam-se ao fato de que as
plantas conseguem metabolizar os reguladores de crescimento, e
gue portanto deve-se considerar nao sO o suplemento exdgeno
ou a biossintese de um hormonio, mas também sua degradagao e
conjugacao para ter-se nocgao da atividade hormonal. Referem-se
ainda a que a hidrolise de conjugados (de auxina e citocinina)
tem feito supor que os acidos livres ou bases seriam responsa-
veis pelas atividades bioldgicas observadas; e que entao, a
conjugacao poderia ser uma maneira de preservar a atividade

bioldgica dos reguladores de crescimento vegetal.

1.5. Objetivos do trabalho

O feijao de corda & uma Leguminosa anual largamente
cultivada no Nordeste brasileiro e constitui um dos alimentos
basicos para a populagao dessa Regiéo. No entanto, a irregula
ridade pluviométrica que se observa no Nordeste, associada ao
aumento de areas irrigadas;com problemas de salinidade, tém si

do responsaveis por grandes perdas na producao agricola desta
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cultura. Este fato tem levado os melhoristas a procurar sele-
cionar cultivares resistentes a seca e/ou salinidade. Todavia,
utilizando-se as técnicas classicas de melhoramento vegetal,

- 0s progressos tém sido muito. lentos.

Nos Ultimos anos, alguns pesquisadores tém conseguido
resultados promissores usando técnicas de cultura de células e
tecidos 4n viino, como meio de selecionar plantas resistentes
a condig¢Ges adversas (CARLSON, 1973; NABORS ef. aki4 , 1975;
DIX & STREET, 1975). |

O objetivo do presente trabalho € o de induzir reprodu
tivel e controladamente o ciclo de transformagoes: tecido somi
tice + "callus" 4rsuspens§o celular -+ "callus" - "plantlets",
com a finalidade de fornecer subsidios para futuras pesquiéas

visando a selecao de plantas resistentes a fatores ambientais

adversos.




2. MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram utilizadas sementes de feijao
de corda seridd, Vigna unguiculata (L.) Walp. (;Vignd sinensis
(L.) Savi ex.Hassk, segundo VERDCOURT, 1970), das safras de
‘1977 e 1979, provenientes da Fazenda Experimental do Vale do
Curli, pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidé

de Federal do Ceara.

Os "calli" de Nicotiana tabacum L. utilizados, foram
fornecidos pelo laboratdorio do Dr. Walter Handro do Departamen

to de Botanica da Universidade de Sao Paulo.

Foram utilizados os reagentes abaixo relacionados com

as respectivas procedéncias:

- Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE . UU%. 3
"potato dextrose agar" (PDA), "Bacto agar", "Bacto Penassay

broth" e extrato de levedura.

~ Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland,
Ohio, EE.UU.: acido naftaleno acético (ANA) e acido indol acé-
tico (AIA).

- Sigma Chemical Company, Saint Louis, Missouri,
EE.UU,: acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), 6 - furfurila-
minopurina (cinetina), vitamina E cristalina Tipo IV ("D - o

tocopherol acid succinate") e mio-inositol..

- E. Merck, Darmstadt: hidrolisado de caseina (aceti-
drolisado), D (+) pantotenato de calcio, vitamina H (D (+4) bio
tina), vitamina B, (dicloreto de tiamina), cloridrato de piri

L
doxina e glicina.

- Carlo ERba, Sao Paulo, Brasil: acido nicotinico.

11
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Os demais reagentes foram todos de grau analitico,
com excecao do hipoclorito de sddio, que foi obtido sob o nome
comercial de Q-Boa (Indastrias Quimicas Anhembi S.A., Av. Peri
férica II, 566 - Simoes Filho, BA).

L Os meios de cultura utilizados foram constituidos de
‘ um meio basico (modificado por PHILLIPS, 1974b, de acordo com

citacao de OSWALD et. alii, 1977), acrescido dos elementos va-

} ridveis. Este meio apresentou a seguinte composicgao:
|

NH ,NO, 12,49mM

KNO3 9,89mM

Ca(NOL) , 2,12mM

Mgso, 0,14mM

KC1l - 0,87mM

KH2PO4 2,20mM

Mnso, 26,03uM

H,BO, 25,87uM

Znso, 5,22uM

KT 4,52uM

coCl, 0,15uM-

Glicina 26 ,64uM

mio—inositél_ A 0,56mM

Cloridrato de -

piridoxina 0,49uM

Acido nicotinico 4,06uM

D;cloreto de tia i

mina 0,30uM

Biotina 0,82uM

Pantotenato de :

calcio 12,58uM

Para o meio indutor de "callus" em explfantes foram adi
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cionados ao meio basico os seguintes constituintes abaixo rela

cionados:

FeSO4 .0,36mM
EDTA 0,46mM
ANA - '19,59uM-

L Cinetina 0,46uM
Vitamina E 2,12uM

J Sacarose 3% m/v
Agar 0,6% m/v

Os meios de crescimento de cefufas em suspensdo encon-
tram-se descritos na TABELA 1.

Os meiocs Liguido e semi-50fLide indutones de "callus”
em suspensoes celularnes encontram-se descritos na TABELA 2.
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TABELA 1 - Composicdo dos meios de crescimento de células em

suspensao.

Meio basico acrescido dez:

CONSTITUINTES VEIOS

A B C D E
FesO, 0,18mM  ° o + + i
EDTA 0,23mM & s + + +
2,4-D 2,26uM $ + + e 4
Cinetina 0,46uM o + + + &
Vitamina E 2,12uM + + + % %
Sacarose 2% m/v + FR + 4 4
Agua de cbOco desproteini
zada* 20% v/v & T SR = = %
Hidrolisado de caseina 0,1% m/v - - + - -
Hidrolisado de caseina 0,05¢m/v - - - = +
Extrato de levedura 0,1% m/v - - - + -
Extrato de levedura O,QS% m/v - = - 3

* A desproteinizacao foi feita por autoclavagem a
120°C por 15 minutos, seguida de filtracio em

papel de filtro analitico.
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TABELA 2 - Composicao dos meios indutores de "callus" em sus-.

pensoes celulares.

Meio basico acrescido de:

MEIOS
SONGUETNTHRE LIQUIDO SEMI-SOLIDO
FeSO4 0,07mM + 4
EDTA 0,09mM 3 4
2,4-D  2,26uM + i
Cinetina 0,46uM + e
Sacarose 2% m/v + +

Agar 0,6% m/v




Foram utilizados 11 meios indutores de morfogenese em

"eaflus". Todos eles consistiam do meio basico acrescido dos

componentes abaixo relacionados.
Meio 1:
FeS0, 0,07mM
EDTA 0,09mM
CuSO4 0,10uM
2,4-D 2,26uM
Cinetina 4,46uM
Sacarose 3% m/v
Agar 0,6% m/v
Meio 2:
FeSO4 0,07mM
EDTA _ 0,0%mM
CuSO4 0,10uM
Cinetina 4,64uM
Sacarose 3% m/v
Agar 0,6% m/v
Meio 3 -
FeSO4 . 0,07mM
EDTA 0,09mM
CuSO4 0,10uM
2,4-D 2,26uM
Sacarose g m/v

Agar 0,6% m/v
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FeSO4 0,07mM
EDTA 0,09mM
CuSO4 AO,lOuM
Sacarose 38 m/v
Agar 0,6% m/v

O meio 5 foi obtido pela extragso de vinte sementes
germinadas por 4 dias, em 125ml de meio liguido 4 (sem agar).
Apds homogeneizacao em gral, a mistura foi aquecida a aproxima
damente 90°C por 5 minutos e filtrada em papel de filtro anali
tico. Ao filtrado (pH 5,8 - 6,0) foi adicionado agar (0,6%
m/v) e a mistura autoclavada por 20 minutos a 120°.

O meio 6 foi obtido pela extragao de vinte sementes

germinadas por 4 dias em 125 ml de meio liguido 1 (sem agar).

ApOs homogeneizacao em gral, a mistura foi aquecida a aproxima
damente 90°C por 5 minutos e filtrada em papel de filtro anall
tico. Ao filtrado (pH 5,8 - 6,0) foi adicionado agar (0,6%

n/v) e a mistura autoclavada por 20 minutos a 196%.

O meio 7 representou um conjunto de 25 meios diferen
tes, resultante de todas as combinagaes possiveis das seguin-
tes concentracdes de 2,4-D (0,22 uM, 0,45 uM, 2,26 uM, 4,52 uM
e 22,60 pM) e de cinetina (0,46 uM, 2,32 uM, 4,64 uM, 23,20 uM
e 46,40 uM), acrescidos de: -

FesSO0, 0,07mM
EDTA 0,09mM
CuSO4 0,10uM
Sacarose $ m/v
Agar 0,6% m/v

A composicao deste meio foi anteriormente descrita por



UFC
Caixa de texto


18

MATOS BRITO & AQUINO (1979), como apresentando concentragoes
de 2,4-D de 0,28, 0,57, 2,85, 5,71 e 28,54uM, mas na realidade

seus reais valores sao os apresentados acima.

O meio 8 representou um conjunto de 30 meios diferen-
tes, resultante de todas as combinagOes possiveis das seguin
tes concentracoes de 2,4-D (0,9 uM, 1,9 uM, 2,7 uM, 3,6 uM,
7,2 uM, e 14,4 uM) e de cinetina (9,3 uM, 18,6 uM, 27,9 uM,
37,2 yM e 46,5 pM), acrescidas de:

FeSO4 0,07mM
EDTA 0,09mM
cuso0,, | 0,10uM
Sacarose 32 m/v -
Agar 0,6% m/v
"Meio 9: »
FeSO4 0,07mM
EDTA 0,09mM
Cuso0, 0,10uM
ANA 1,07uM
Cinetina 4,64uM
Sacarose : 3% m/v
Agar 0,6% m/v

Os meios 10 e 1l tinham essencialmente a mesma composi
cao do meio 9, sendo que no primeiro (meio 10), ANA foi subs-
tituido por AIA (1,14uM), enquanto que no segundo (meio 11)
a concentracao de AIA foi de 0,57uM.

Os estoques de FeSO4 foram sempre utilizados imediata-

mente apds preparados.

ApOs dissolucao de todos os componentes, cada meio de

= i
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cultura teve seu piH ajustado para 6,0 com NaOH 0,1M, sendo em
seguida autoclavado por 15 minutos a 120°%C.

O meio de germinacgao, "potado dextrose agar" (PDA) foi

preparado na concentracao de 3,%m/v.

O meio "Penassay-agar" foi preparado nas concentracgoes
de 1,75% m/v de "Bacto-Penassay broth" e 1,5% m/v de "Bacto

agar".

Os meios PDA e "Penassay-agar" foram autoclavados por.
20 minutos a 120°C.

A agua utilizada para preparo dos meios de cultura foi

destilada e deionizada.

2.1. Condicoes de germinacao

As sementes foram selecionadas para germinacao de acor
do com o tamanho e a conformagao, sendo excluidas sementes pe-
guenas e mal conformadas. Depois de selecionadas elas foram
esterilizadas por 5 minutos em Q-Boa diluida 1:2 com agua
deionizada e lavadas 3 vezes em agua deionizada estéril. Apds
esterilizacao, foram semeadas em numero de 4 por placa de
Petri contendo PDA e incubadas no escuro a temperatura de 25 -

30°C, durante 4 dias.

2.2. Inducdo de "callus"

Apds retirado o tegumento das sementes germinadas, co-
tilédones, radiculas, hipocotilos e plumulas esterilizadas ou
nao por 3 minutos em Q-Boa diluida 1:5 e lavados em agua deio-
nizada estéril, foram incubados em meio indutor de "callus"
em explantes, no escuro, a temperatura de 25 - 3OOc; por 12

dias.
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Os cotilédones de sementes germinadas em PDA, apOs re-
tirados os tegumentos, foram cortados transversalmente, com
auxilio de pinga e bisturi estéreis, em 3 secgoes de aproxima-

damente as mesmas dimensoes, conforme diagrama abaixo:

seccao 1 = proximal em relacao ao eixo embrionario
secgao 2 = mediana em relacao ao eixo embrionario

secgao 3 = distal em relacao ao eixo embrionario.

As trés secgoes foram esterilizadas por 3 minutos em
Q-Boa diluida 1:5 em agua, lavadas 3 vezes em agua deionizada
estéril e incubadas em meio indutor de "callus" em explantes,

por 12 dias no escuro, a temperatura de 25 - 30%%.

Para determinagao quantitativa da formagao de "callus"
nas 3 regioces do cotilédone, as seccoes de cada semente foram
pesadas individualmente em balanca analitica, antes e depois

do periodo de incubacao.

2.3. Regeneracao em "callus" de seccoes cotiledonares

"Calli" de secgOes proximais de cotilédones, contendo
ou nao tecido somatico, obtidos apds incubacao por 12 dias no
escuro, em meioc indutor de "callus", foram semeados em meios
indutores de morfogénese (meios 1, 9, 10 e 11), incubados em

fotoperiodo de 12 horas de luz (aproximadamente 4.000 lux) e

12 horas de escuro, a temperatura de 25 - 30%. ApOs diversos

i X
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periodos de incubacao os resultados macroscopicos e microscd-

picos foram registrados.

2.4, Obtencao de suspensoes celulares a partir de "callus"

"Calli" formados em secgOes proximais de cotilédones
incubadas por 10 dias em meio indutor de "callus" em explan-
tes, foram colocados em erlenmeyers de 250ml na propofgéo de
4 a 8 "calli" por 20ml de meio A, B, C, D ou E. Em seguida,
incubados sob agitagdo reciproca (170 incursdes/minuto) ou ro
tativa (120 :otagSes/minuto), a temperatura de 25 - 3OOC e fo-
toperiodo de 12 horas de luz (3.000 lux) e 12 horas de escu-
ro, ou iluminac¢ao continua. Apdos um periodo de incubacgao que
variou de 24 a 48 horas, as suspensoes foram pipetadas repeti-
das vezes e/ou filtradas em malhas de ago (100p de diametro)
ou nylon (250-300u de diametro), a fim de reduzir o tamanho
dos agregados celulares. As suspensoes foram entao, diluidas
adequadamente nos mesmos meios de cultura utilizados para pro-
duzi-las (meios A, B, C, D, E, além de meio liquido indutor de
"callus" em suspensoes celulares) . Posteriormente, foram incu
badas sob as mesmas condig¢oes de agitacao, temperatura e foto-
periodo por 1 a 3 semanas, em erlenmeyers de 250ml dotados la-

teralmente de tubos de colorimetro Klett-Summerson.

Com a finalidade de acompanhar a multiplicacao celular
em suspensao, foram realizadas periodicamente contagens de cé-
lulas e leitura de turbidez em colorimetro leett—Summerson,
usando-se filtro azul (400-450u), segundo SUNG (1976). Para a
contagem de células, foram retiradas aliquotas de 0,5ml da sus
pensao celular, adicionado 0,1 ml de A&cido tricloroacéetico
90% (m/v), agitadas e deixadas em repouso por 30 minutos,
(HUBER ef. afi4i, 1978), apds os quais realizada a contagem em

camara de Neubauer de 0,lmm de profundidade.

Contaminagao por microorganismos foi controlada pla-

queando-se aliquotas das suspensdes em "Penassay-agar" e incu
bando-se a 37°C por 18 horas. \
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2.5. Induc3dao de "callus" em suspensoes celulares

2.5.1. Em meio liquido

As suspensoes celulares produzidas em meio A ou em
meio liquido indutor de "callus" em suspensoes celulares, fo-
ram diluidas de 1:1, 1:3 e 1:5 nesse ultimo meio. Em seguida,
foram incubadas por 3 semanas, com agitacgao reciproca (170 in-
cursoOes/minuto) ou sem agitacao, fotoperiodo de 12 horas de
iluminagao (aproximadamente 2.400 lux) e 12 horas de escuro,
a temperatura de 25 - 3OOC, apds o que os resultados foram re-
gistrados.

2.5.2. Em meio semi-solido

Amostras de 2,5ml das suspensoes produzidas em meio
A ou meio liquido indutor de "callus" em suspensoes celulares,
foram misturadas com igual volume desses mesmos meios adicio-
nados de 1,2% de agar mantidos liquidos a 37OC, e em seguida
transferidas para placas de Petri contendo o mesmo meio. ApOs
incubagao das placas no escuro, a temperatura de 25 - 30°¢ por

3 - 8 semanas, os resultados foram registrados.

2.6. Regeneracao em "callus" originado de suspensoes celu-

" lares

Os "calli" clorofilados, formados em suspensoes liqui-
das como foi descrito no item anterior, foram transferidos pa-
ra erlenmeyers de 125ml, contendo aproximadamente 50ml de meio
semi-s6lido, ou para tubos de 150 x 25mm contendo 20ml de meio
semi-s6lido indutor de morfogénese, incubados por 2 meses a

temperatura de 25 - 30% e fotoperiodo de 12 horas de luz

(aproximadamente 4.000 lux) e 12 horas de escuro.
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A indugac de morfogénese foi tentada de duas manei-
ras. Na primeira, os "calli" foram semeados inicialmente em
meio 1, repicados 2 a 6 vezes nesse mesmo meio, e em seguida
nos meios 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8; 9, 10 e 1ll. Foram utilizados €o
mo controle "calli" de fumo semeados nos meios 1 e 1l1. Na se
gunda, os pequenos "calli" clorofilados, originados de suspen-
soes celulares, foram semeados diretamente nos meios 2, 4, 9,
10 e 11.

Com a finalidade de identificar estruturas diferencia-
das nos "calli" submetidos ao tratamento acima descrito, além
de inspegdes regulares diretas, foram realizadas também obser-

vagoes microscopicas.

O preparo de laminas foi feito de duas maneiras. Na
primeira, os "calli" foram suspensos em tampao fosfato 0,1M,
pH 6,7, desagregados com bastao de vidro, desidratados com gli
cerol 70% v/v, seguido de glicerol 100% e montados entre 1lami-~-
nas e laminula com parafina ou gelatina glicerinada. Na segun-
da, os "calli" foram fixados em mistura 3:1 de alcool 75%
(v/v): acido acético 45% (v/v), e submetidos a desagregacgao
com bastao de vidro por 5 - 15 minutos. Em seguida, foram la-
vados em alcool 75%, por 2 minutos, tratados com solugao de
dcido cloridrico 1 N a 60°C por 6 - 8 minutos e lavados com
agua por 1 minuto. Em alguns casos, apos decantada a agua de
lavagem, foram corados com solugao aquosa de safranina a 1%
m/v ou "fast-green" 0,2% m/v por 15 - 30 minutos e novamente
lavados em adgua. A montagem em parafina ou gelatina gliceri-
nada foi feita apds desidratagcao com glicercl 70% (v/v) e

glicerol 100%.

A seqliencia das etapas utilizadas ao longo do trabalho

experimental encontra-se descrita na FIGURA 1.
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3. RESULTADOS

3.1. Produgao de "callus"

Como mostra a FIGURA 2, a maioria das sementes de fei-
jao de corda seridd, apds 4 dias de semeadura em "potato dex
trose agar", no escuro, apresentou-se com a radicula ja emiti-
da. As sementes que apds este periodo de incubacao nao emiti-
ram radicula ou apresentaram contaminagao por microorganismos
nao foram utilizadas em experimentos subsequentes. Os cotilé-
dones, radiculas, hipocdtilos e plumulas, apds transferéncia
asséptica (sem esterilizacdo prévia) e incubacao por 12 dias
em meio indutor de "callus" em explantes, apresentavam "calli"
formados de aproximadamente 2 a 16mm de dimensoes, como mos-
tram as FIGURAS 3 e 4. Dos cotilédones, radiculas, hipocdoti-
los e plumulas esterilizados com hipoclorito de sodio antes de
serem transferidos para o meio indutor de "callus" em explan-
tes, somente cotilédones e hipocotilos apresentavam “ealli”
formados, apds os 12 dias de incubacdao. Em ambas as situagoes
(com ou sem esterilizacao prévia) o aparecimento de YEalling”
ja pode ser detectado apds 3 - 5 dias de incubacgao. Dos quatro
tipos de explantes, os cotilédones foram os que produziram
maior rendimento de "callus" em menor tempo de incubacao. Al-
guns "calli" produzidos em cotilédones apresentaram também for

&t -
macao de raizes.

A frequéncia de formagao de "callus" nas trés diferen
tes secgoes cotiledonares (FIGURA 4) de 30 sementes foi a se-
guinte: secgao proximal, 93%; seccao mediana, 20% e secgao
distal, 16%. Foram considerados resultados positivos, a forma
gao de "calli" claros, fridveis e bem desenvolvidos associados
aos explantes. E negativos o escurecimento dos explantes, e a

nao formacao de "callus", apds 12 dias de incubagao.

25
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FIGURA 2 - Sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp. (= V. si-

nensis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridd, apdos 4 dias

de semeadura em P.D.A.
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FIGURA 3 - Explantes de plimula (EMB), hipocdtilo (HIP) e radi
cula (RAIZ) de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V.

sinensis (L.) Savi ex Hassk) cv. serido, e seus res
pectivos "calli", apds incubacao por 12 dias em

meio indutor de "callus" em explante.
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FIGURA 4 - Conjunto de placas mostrando, de cima para baixo,
as secgoes cotiledonares proximal, mediana e distal,
respectivamente, apds 12 dias de incubacdo em

meio indutor de "callus" em explante.
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Com a finalidade de quantificar a produgao e o cresci-
mento de "callus" nas tres secgoes cotiledonares, foi acompa-
hhado o aumento do peso fresco dos explantes ao longo de todo
o periodo de incubacao, bem como a formagcao de "callus" nas
respectivas secgoes. A TABELA 3 mostra os valores de peso ini
cial, peso final e diferenca entre peso final e inicial das
tres seccoes cotiledonares das 25 sementes testadas, bem como
seus valores médios e respectivos desvios padroes. A TABELA 4

mostra os valores de aumento de peso relativo, isto &, aumento

(BE = Pi)
Pi y

coes cotiledonares das 25 sementes testadas, bem como seus va-

de peso por unidade de peso inicial das trés sec-
lores médios e respectivos desvios padroes. Diante destes re-
sultados podemos afirmar que a seccao proximal, apds o periodo
de incubagéorae 12 dias, apresentou em média, um aumento de
peso fresco de aproximadamente 10 vezes o seu peso inicial, en
guanto que a seccao mediana manteve o seu peso inicial inalte-

rado e a secgao distal duplicou o referido valor.

Quanto a inducgao de "callus" em suspensoes celulares,
observou-se que em meio liquido indutor de "callus" em suspen-
sOes celulares, apds 3 semanas de incubagdo nas condigdes  de
fotcperiodo de 12 horas de luz (aproximadamente 2.400 lux) e
12 horas de escuro a temperatura de 21 - 280C, foram produzi-
dos "calli" clorofilados de 0,5 a 1,0 mm de diametro (FIGURA
5). Algumas vezes ja era bem grande o numero de "calli" produ
zidos na segunda semana de incubagao, fato observado com ou
sem agitacao da suspensao celular. O nimero de células da sus
pensao inicial variou de 2,3 X 10" a 9,7 X 10* células/ml, apro
ximadamente. Houve formagao de "callus" nessa faixa de densi-
dade celular, embora algumas vezes nao tenham sido produzidos
"calli", principalmente guando a suspensao havia sido previa-
mente filtrada.

O meio semi-sdlido indutor de "callus", quando plaguea
do com suspensoes celulares, e apds incubagcao por 3. semanas

no escuro a temperatura de 25 - 3OOC, induziu a formacao loca-

lizada de "calli" nao clorofilados, iniciados por pequenas co
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Valores de peso inicial (Pi), peso final (Pf) e au
mento de peso fresco (Pf - Pi) das trés secgoes co

tiladonares de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V.

sinensis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridod.

SECGAO PRONIMAL SECGI0 MDIANA SECGAC DISTAL

i Y P PE-Pi Pi  Pf Pi-Pf PL  Pf PE-Pi
1 0,063 0,110 0,047 0,104 0,221 0,117 0,073 0,079 0,006
2 0,081 0,324 0,243 0,074 0,186 0,112 0,053 0,260 0,207
3 0,088 0,329 0,241 0,088 0,100 0,0i2 0,079 0,241 0,162
4 0,013 0,363 0,350 0,035 0,095 0,060 0,022 0,083 0,061
5 0,043 0,427 0,385 0,074 0,167 0,093 0,616 0,134 0,118
6 0,072 0,83 0,731 0,097 0,128 0,031 0,065 0,108 0,043
7 0,071 - 0,812 0,741 0,066 0,114 0,048 0,088 0,131 0,043
8 0,065 0,693 0,628 0,077 0,095 0,018 0,08 0,138 0,05%
] 0,038 0,630 0,592 0,066 0,111 0,045 0,070 0,223 0,153
10 0,057 0,68 0,631 0,056 0,102 0,046 0,060 0,102 0,042
11 0,042 0,122 0,080 0,094 0,097 0,003 0,030 0,129 0,049
12 0,057 ¢,88 0,829 0,135 0,417 0,232 0,084 0,120 0,036
13 0,040 0,368 0,328 0,080 0,113 0,033 0,071 0,103 0,032
14 0,031 0,223 0,192 0,064 6,112 0,048 90,074 0,135 0,061
15 0,044 0,537 0,493 0,088 0,102 0,014 0,073 0,131 0,058
16 0,034 0,582 0,548 0,095 0,295 0,200 0,051 0,129 0,068
17 0,094 0,958 0,854 0,083 0,142 0,059 0,038 0,272 0,234
18 0,047 0,810 0,763 0,100 0,152 0,052 0,058 0,245 0,187
19 0,056 0,589 0,533 0,059 0,113 0,054 0,04 0,114 0,070
20 0,061 0,815 0,754 0,059 0,142 0,083 0,075 0,170 0,095
21 0,099 0,793 0,700 0,133 0,176 0,043 0,072 0,141 0,069
22 0,055 0,58 0,531 0,149 0,332 0,183 0,089 0,123 0,034
23 0,058 0,480 0,422 0,086 0,136 0,050 0,079 0,166 0,087
24 0,100 0,658 0,558 0,068 0,303 0,235 0,671 0,035 "0,164
25 0,064 0,551 9,487 0,118 0,119 0,001 0,068 0,288 0,200
) 1,473 14,143 12,671 2,148 £4,070 1,922 1,657 4,000 2,333
z 0,055 0,5657 0,506% 0,0859 (,15628 0,0769 0,0667 0,1600 0,0933
s% 0,0219 0,2362 0,22%% 0,0269 6,GA58 0,0738 0,0194 0,0629 0,0650

* Calculado pela seguinte equagio: ¢ =
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TABELA 4 - Valores de aumento de peso relativo das trés sec-

coes cotiledonares das sementes de Vigna unguicu-

lata (L.) Walp. ( = V. sinensis (L.) Savi ex Hassk

cv. serido.

SECCX0 PROXIMAL _SECGAQ MEDLANS SECGAQ LISTAL
ASTTRAS Pi - Pi Pf - Pi Pf - Pi_
Pi i i

g 0,746 1,125 0,082
2 3,000 1,513 ; 3,905
3 2,738 0,136 2,050
4 26,923 1,714 2,772
5 8,930 1,256 7,375
6 10,152 0,319 0,661
7 10,436 0,727 " 0,488
8 9,661 0,233 0,642
9 15,578 0,681 2,185
10 11,070 0,821 0,700
11 1,904 0,031 0,612
12 14,543 2,088 0,428
13 8,200 0,412 0,450
14 6,193 0,750 0,824
is 11,204 0,159 0,794
16 16,117 2,105 1,114
17 9,191 0,710 6,157
18 16,234 : 0,520 3,224
19 9,517 0,915 1,590
20 12,360 1,406 1,266
21 7,070 0,323 0,958
22 9,654 1,228 0,382
23 7,275 0,581 1,101
) 24 5,580 3,455 2,309

25 7,609 0,008 2 3TEM
I 241,885 23,216 44,341
% 9,6754 0,9226 1,7736
e 5,5315 0,8004 1,799%

* Calculado pula seguinte equagio: P
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FIGURA 5 - "Calli" com aproximadamente 1 mm de diametro, indu-
zidos a partir de células em suspensao de " Vigna

unguiculata (L.) Walp. (=V. sinensis (L.) Savi cv.

serido.




3.3

l1dnias de c2lulas gue se desenvolveram. A densidade inicial
de células variou de 9,3 X 10* a 2,0 X 10° células/ml. O nime
ro de "calli" formados por placa variou consideravelmente, sen-
do que naguelas com suspensoes nao filtradas a frequencia foi
maior. Nas suspensoes submetidas a filtragao em malha de 100
ou de 250-300 pym de diametro, raramente houve formacao de
"callus", como € mostrado comparativamente na FIGURA 6. O meio
A (meio de crescimento de células em suspensao) acrescido de
0,6% de agar também foi usado com a finalidade de induzir
"callus" em placas e apresentou resultados semelhantes aos ob-
tidos com meio semi-sdlido indutor de "callus" em suspensoes

celulares.

3.2. Obtencao de suspensoes celulares multiplicando-se ati-

" vamente

Suspensoes celulares com as densidades iniciais de
3,1 X 10% a 2,3 X 10 celnlas/ml foram wtilizadas para incuba-
cao, sob agitacao reciproca (170 incursoes/minuto) ou rotativa
(120 rotagoes/minuto), temperatura de 25 - 3OOC e fotoperiodo
de 12 horas de luz (3.000 lux) e 12 horas de escuro ou ilumina

gao continua (3.000 lux).

Multiplicacao celular foi acompanhada por leitura de
turbidez em colorimetro Klett-Summerson (FIGURA 7); filtro azul
(400—450mﬁ), e contagem de células em camara de Neubauer. Em
todos os 12 experimentos realizados, apds 2 a 3 semanas de in-
cubagao nas condigoes citadas, utilizando os mreios de cresci-
mento de células em suspensao (meios A, B, C, D e E), o nume-
ro de células/ml aumentou muito lentamente e apenas em raros
casos esse numero duplicou. Apds alguns dias de incubagao nas

condigoes acima referidas, observou-se a formacao de "callus".

Observagoes microscopicas (FIGURA 8) mostraram células

pequenas e grandes, vacuoladas, com faixas citoplasmaticas, as

vezes com granulagoes no citoplasma e nicleo visivel. Nas sus
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"Calli" de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V. si-

nensis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridd, provenientes

de suspensoes celulares, previamente filtradas (&
esquerda) e nao filtradas (& direita), obtidos apls
8 semanas de incubagao em meio semi-sdlido indutor
de "callus".
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FIGURA 7 - Colorimetro fotoelétrico Klett-Summerson com
erlenmeyer dotado de braco lateral, utiliza-
do para acompanhar o aumento de turbidez de

suspensoes celulares em crescimento.
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FIGURA 8 - Células de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V. si-

"nensis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridd em suspen-

sao.
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penséés celulares, geralmente, as células pequenas - se apresen
tavam agrupadas, engquanto que as grandeé, normalmente, encon-
travam-se isoladas. Tanto as suspensoes pipetadas como as fil
tradas eram bastante heterogéneas, consistindo de céelulas de
tamanho e forma variadas, e agregados de pequenas células.
Nas suspensoes celulares pipetadas ou filtradas em malha de
250 - 300um, observou-se crescimento um pouco mais intenso. A
FIGURA 9 ilustra uma célula em divisao, mostrando a parede ce-

.lular dividindo as duas novas células.

3.3. Regeneracao

3.3.1. Em "callus" de secgoes cotiledonares

Os "calli™ de secgoes proximais de cotilédones (conten
do ou nao tecido somatico), incubados a temperatura de 25 -
3OOC, sob condicoes. de fotoperiodo de 12 horas de luz (aproxi-
madamente 4.000 lux) e 12 horas de escuro, em meios indutores
de morfogénese apresentaram, na segunda cultura, os resultados

abaixo descritos.

No meio 1,0s "calli" cresceram bastante, apresentaram-
-se amarelos e friaveis e com células arredondadas ou alonga-

das de paredes pouco espessadas.

7 No meio 9, eles eram marrons e/ou verdes, apresentavam
nodulos e em alguns houve formacao de pequenas raizes (FIGURA
10) . .Exame microscoOpico do material evidenciou a presenca de

células com paredes bastante espessadas.

No meio 10, eram verdes e/ou marrons, com nodulos, rai
zes finas e escassas (FIGURA 10). Observagoes microscopicas
mostraram que as células dos "calli" apresentavam as mesmas ca

racteristicas das que foram incubadas em meic 9.

No meio 11, eram verdes e/ou marrons, apresentaram rai

zes pequenas e pouco frequentes (FIGURAS 10 e 11). Do mesmo

modo gue nos meios 9 e 10, as ceélulas quando observadas ao




FIGURA 9 - Célula de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V. si-

"mnensis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridd em suspensao,

apresentando divisao equatorial da parede.
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2 TR . -~ 3 9 4 i
"Calli" induzidos em secgoes proximais de cotiledo

nes de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V. " sinen-

"sis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridd, . apresentando

diferenciacao em raizes, apds 2 incubagbes suces-
sivas nos meios 9 (& esquerda), 10 (ao centro) e
11 (a direita).




/

ALA. + CINETINA

FIGURA 11 - "Callus" induzido em seccao proximal de cotilédone
de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V. " sinensis

(L.) Savi ex Hassk) cv. seridd, mostrando raizes

evidentes ap0s 2 incubacoes sucessivas em meio 11.
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microscopio apresentaram-se com paredes bastante espessadas.
3.3.2. Em "callus" de suspensoes celulares

Os "calli" clorofilados, originados de suspensoes ce-
lulares, foram observados apds incubagao por 1 - 2 meses, a
temperatura de 25 - 3OOC, fotoperiodo de 12 horas de luz (apro
Ximadamente 1.600 lux) e 12 horas de escuro nos meios induto-
res de morfogénese em "callus" (meios 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 e 11). O aspecto désses "calli"™ variou entre os diferen
tes meios, e num mesmo meio, durante o decorrer da incubagéo.
No inicio da incubacdo, os "calli" eram 3s vezes amarelos ou

verdes e passavam a marron com o envelhecimento da cultura.

No meio 1,eles cresceram bastante, apresentaram colora
cao amarela, as vezes esverdeada, eram tenros, Gmidos e de fa-
cil desagregacao (FIGURAS 12 e 13). Ao microscdpio, as célu-
las apresentaram-se com paredes finas, nao diferenciadas, seme
lhantes as células de "callus" de explantes. Esse meio nao
conseguiu regenerar plantas nem mesmo de "callus" de Nicoiiana
tabacum L. como se observa na FIGURA 14.

Apds 2 a 6 transferéncias no meio acima, o tratamento
com os meios indutores de morfogénese apresentou os resultados

abaixo descriminados.

No meio 2, os "calli" eram grandes, secos, resistentes
a& desagregacdao, marrons com tonalidades verdes (FIGURA 13). Sob
observacao microscopica as células apresentaram-se com paredes

bastante espessadas.

No meio 3, mostraram-se amarelos, tenros, umidos, gran
des e friaveis (FIGURA 13). Observagoes microscdpicas revela-

ram células com paredes finas, frageis e ndao diferenciadas.

No meio 4, eles a principio nao cresceram, tornaram-se

marrons (FIGURA 13), depois desenvolveram localizadamente re-

STy
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FIGURA 12 -

"Calli" obtidos de células de  Vigna unguiculata
(L.) Walp. ( = V. sinensis (L.) Savi ex Hassk) cv.

seridd em suspensao, apds transferéncias para meio
1 (& direita) e em seguida para meio*4 (4 esquer-

da) .
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FIGURA 13 -

"Calli" de células de Vigna unguiculata (L.) Walp.
( = V. sinensis (L.) Savi ex Hassk) cv. seridd em
suspensao, apos incubacao nos meios_1, 2, 3 e 4,

da esquerda para a direita, respectivamente.
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FIGURA 14 -

"Calli" de Vigna unguiculata (L.) Walp. (

" nensis (L..) Savi ex Hassk) cv. serido e de

" tiana tabacum L. (TABACO), apds incubagao

meios 1 (3 esquerda) e 11 (& direita).

= ¥ Bi=

" Nico-

nos
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gioces clorofiladas semelhante a ndodulos. A FIGURA 12 mostra
esses "calli" em comparagao com os incubados em meio 1. Inves
tigagoes citoldogicas mostraram nitidos e frequentés elementos
traqueais (FIGURA 15). Em um Unico caso, apds 2 transferén-

cias nesse meio, um dos "calli" desenvolveu raizes (FIGURA 16).

Nos meios 5 e 6, eles apresentaram colocagao verde~

-marron, mas nao se diferenciaram.

No meio 7, constituido de 25 combinacoes de concentra-
gaes de 2,4-D e cinetina, os resultados foram: crescimento

mais intenso em meios com 0,22uM, 0,45uM, 2,26uM, de 2,4-D e

2,32uM de cinetina; em 22,60uM de 2,4-D e 4,6uM, 23,20uM,
~ 46,40uM de cinetina, os "calli" nao cresceram; = em 0,22uM,
0,45uM de 2,4-D e 23,20uM, 46,40uM de cinetina, os Tealdi”

tornaram-se marrons, e em 2,26uM, 4,52uM de 2,4-D e 23,20uM,

46,40uM de cinetina tornaram-se clorofiladas.

No meio 8, constituido de 30 combinagEes de 2,4-D e ci
netina, eles também apresentaram a coloracao variando entre
amarelo, verde e marron, sendo que em 9,3uM de cinetina eram
quase totalmente nao clorofilados; em 0,9, 1,8, 2T 73,6 =)
7,2uM de 2,4-D e 9,3pM de cinetina encontravam-se os de maior
crescimento (FIGURA 17).

Como & mostrado comparativamente com meios 1 e 11, na
FIGURA 18, e com meio 1l na FIGURA 19, em meios 9 e 10, os
"calli" apresentaram-se bem crescidos, com tonalidades amare-
lo-verde-marrons e nodulos. Observagoes microscopicas demons
traram a presenca de células com paredes espeséadas, traquei-
deos, e elementos de vasos (FIGURA 20).

No meio 11, os "calli" também mostraram-se com colora-
cao variando do amarelo ao verde e marron, mas o crescimento
nao foi muito intenso (FIGURA 18). Quando "calli" repicados 3
vezes em meio 1, foram transferidos para meio 11, houve forma-
cao de raizes (FIGURA 19). A simples incubagao de "calli" de

Nicotiana tabacum L. em meio 11 foi suficiente para que se ob-

servasse a regeneracao de "plantlets™.

ot
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FIGURA 15 - Elementqs“traqueais'em "callus" obtido de células

de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V. ' sinensis

(L.) Savi ex Hassk) cv. seridd em suspensao, apos
transferéncia para meio 1 e em seguida para meio
4-
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FIGURA 16 - "Callus" obtido de células de ' Vigna ' unguiculata
(L.) Walp. ( = V. sinensis (L.) Savi ex Hassk) cv.

seridd em suspensao, apds transferéncias para meio

-

1l e em seguida para meio 4.
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FIGURA 17°= "Calli” de suspensaes celulares de Vigna ' unguicu-
lata (L.) Walp. ( = V. sinensis (L.) Savi ex Hassk)
cv. seridd, apOs incubagao em meio 1l e em seguida

em 6 das 30 combinacoes do meio 8.
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FPIGURA 18 =~ "calld™ de suspensoes celulares de Vigna ' unguicu-

"lata (L.) Walp. (= V. sinensis (L.) Savi ex Hassk)
cv. seridd, incubados no meio 1 e em seguida nos
meios 1, 9, 10 e 11, da esquerda paré a direita,

respectivamente.




FIGURA 19 -
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"Calli" obtidos de suspensaes celulares de ' Vigna

" unguiculata (L.) Walp. ( = V. sinensis (L.) Savi

ex Hassk) cv. seridd, incubados no meio 1 e em
seguida nos meios 9, 11 e 10, da esquerda para a

direita, respectivamente.
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FIGURA 20 - Elementosrde vasos em "callus" obtido de celulas

de Vigna unguiculata (L.) Walp. ( = V. " sinensis

(L.) Savi ex Hassk) cv. seridd em suspensao, apoOs

incubagao no meio 1 e em seguida no meio 10.
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Quando pequenos "calli" clorofilados foram semeados di
retamente do meio liquido indutor de "callus" em suspensoes
celulares para alguns meios indutores de morfogénese (meios 2,

4, 9, 10 e 11), os resultados foram os abaixo descritos.
Nos meios 2 e 4, os "calli" nao cresceram.

Nos meios 9 e 10, cresceram bem, com coloragao verde
e marron e desenvolveram uma estrutura verde, semelhante a no-
dulos. Apds 2 a 4 repicagens nesses meios, observou-se a
formacao de raizes bem evidentes, mais longas e de maior cali-

bre em meio com ANA, como & mostrado comparativamente na FIGU-
RA 21.

No meio 11, os "calli" nao -apresentaram crescimento

apreciavel e mantiveram-se clorofilados.




FICURA Z1 —
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"Calli" obtidos de suspensoes celulares de ~ Vigna

" unguiculata (L.) Walp. ( = V. sinensis (L.) Savi

ex Hassk) cv. seridd, incubados nos meios 1, 10 e
9, da esquerda para a direita, respectivamente.
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4, DISCUSSAO

Indugao de "callus" ja foi obtida em varias bespécies
de Leguminosas, tais como: Phaseofus vulgaris (LIAU & BOLL,
 1970), Vigna s4inenrsis Endl. (MATSUBARA, 1975; REDDY & NARAYANA,
1977 e ALBUQUERQUE, 1979), Styfosanthes hamata (SCOWCROFT &
ADAMSON, 1976), G£ycine max (L.) Merr. cv. Bragg e Tﬁiﬂbﬂium
nepens L. cv. Rejal Ladino (OSWALD ef. alii, 1977), Trifolium
pratense L., Canavalia ensiformis L.e Medicago sp. (PHILLIPS &
COLLINS, 1979) e outras. ' '

0 meio indutor de "callus" em explantes (com 19,59uM
de ANA e 0,46uM de cinetina), assim como as condig6es de cultu
ra empregadas por OSWALD ef. alidi (1977), com a finalidade de
induzir a formagao de "callus" em soja e trevo, mostraram-se
adequados a indugao de "callus" nos diferentes explantes testa
dos de Vigna unguicufata (FIGURAS 3 e 4). LIAU & BOLL (1970)
observaram o mesmo comportamento no gue tange a produgao de
"callus" em explantes de raizes, hipocdtilos e cotilé&dones de
sementes germinantes de Phasecfus vulgarnis, e ATLBUQUERQUE
(1979) usando a mesma auxina (ANA) e explantes de hipocotilos

de Vigna sinensis, também conseguiu inducao de "callus".

Embora nao tenha sido demonstrado experimentalmente,
acreditamos que a maior produtividade de "callus" em explantes
cotiledonares seja decorrente destes apresentarem a maior area

superficial susceptivel & inducao dos mesmos.

' A maior produtividade de "callus" da secgao proximal
cotiledonar em relacao as duas outras seccoes (FIGURA 4, TABE-
LAS 3 e 4) pode estar relacionada com a maior atividade metabd
lica dessa regiao proxima ao eixo embriondrio. Embora o tama-
nho do explante determine a duragao de sobrevivéncia 4n vitio

(MURASHIGE, 1974), acreditamos que a auséncia de formacao de
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"callus" em algumas secgoes cotiledonares nao se deva ao tama-
nho do explante, ja que secgoes de ralzes, hipocOtilos e piumu

las, ainda menores, produziram "callus" normalmente.

O fato de n3o se ter observado grande frequéncia de
"callus" no segmento mediano do cotilédone estd em desacordo
com as observacoes de YEOMAN e#. afif (1968), YEOMAN & MITCHELL
(1970), citados por YEOMAN (1973). Segundo esses autores, subs
tancias que emanam da superficie cortada do explante sao ati
. vas na inducao de divisdes celulares, que sao responsaveis pe-
la formagao de "callus". Portanto, a secgao mediana deveria
ter apresentado uma maior frequéncia de "callus" do que as de-
mais, ja que sofreu seccionamento em duas extremidades e as ou

tras somente em uma.

O aumento de peso fresco dos explantes utilizados na
inducao de “callus" representa nao sd a formagao de  “"callus"
como também o aumento de peso dos tecides somaticos do proprio
explante por absorcao de agua. Ao contrario, durante a incuba-
cao, a ocorréncia de perda de peso representa evaporagao no te
cido.

O fato de gue as suspensoes plagueadas nao filtradas
produziram mais coldnias ou "callus" do que as filtradas (FIGU
RA 6), pode significar que agregados celulares dao origem a
"callus" mais facilmente do que células isoladas. Resultados
semelhantes foram obtidos por ENGVILD (1972), e por outros au-
tores citados por STREET (1973). A maior eficiéncia das cul-
turas com nUmero mais elevado de agregados do que de celulas
isoladas, justifica a importancia da densidade inicial de célu
las na determinagao das divisoes celulares, pois favorece um
nivel otimo de metabolitos que limita o efluxo liquido, permi
tindo as células a manutencao de sua concentragao intracelular
e sua capacidade de divisao (NARAYANASWAMY, 1977).

Suspensoes coelulares foram cbtidas nos meios A, B, C, De E,
contendo 2,26uM, de 2,4-D e 0,46uM ce cinetina. Todavia, os valores de
aumento de turbidez das mesmas nao se mostraram proporcionais ao aumen

to do nlmero d c2lulas, ao contrario .do observado por SUNG
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{(1976) . Provavelmente, isto se deve a extensiva agregagac.
Por outro lado, em nenhum dos meios utilizados verificou-se
mais do que a duplicacao do nimero de células em  suspensao.
Apesar das inUmeras tentativas objetivando a multiplicacao ce-
lular em suspensao, isto nao foi conseguido e os motivos para

tal nao puderam ser esclarecidos.

As células de suspensoes celulares de feijao de corda
seridd apreséntaram as mesmas caracteristicas descritas por
WAREING & PHILLIPS (1970) para suspensoes de diferentes espé-
cies, como vaclolos grandes, faixas citoplasmaticas e  nfcleo
evidente (FIGURA 8). A estrutura basica destas células & a de
células parenquimatosas como as da cultura de "callus" que lhe
deram origenﬂ O aspecto das células depende da fase de
crescimento das mesmas (YEOMAN & STREET, 1973). Sabe-se que
numa cultura liquida em multiplicagao ativa ocorrem mudancas
no tamanho médio celular da populacao, como também na estrutu-
ra e condigao metabdlica (YEOMAN & AITCHISON, 1973). Portanto,
observando-se as modificagoes citoldgicas, pode-se deduzir so-
bre a situacao metabdlica das cé&lulas e identificar as trans-
formacoes de células inativas em ativas. No presente estudo
as culturas apresentaram certa agregagéo de pequenas células
que co-existiam com cé&lulas grandes alongadas; nao tendo sido

possivel identificar o estdagio de crescimento dessas culturas.

STREET (1973), citando dados nao publicados de  MANS-
FIELD, diz que o grau de agregacao.celular & maximo no final
da fase exponencial e a proporcao de células livres & mais al-
ta na- fase estaciondria. Ele afirma que células isoladas po-
dem se dividir tanto quanto células agregadas. No entanto,
nao podemos confirmar tais resultados. As suspensdes celula-
res liguidas de feijao de corda seridd apresentaram maior in-

tensidade de divisao nas células agregadas qgue nas células iso

ladas. Esses resultados coincidem com os de STREET & HEMSHAW
(1963) em culturas de Rubus fruticosus, segundo citagao de
METHA ef. aflii (1967) e com os de METHA, HENSHAW & STREET
(1967) em Phaseolus vu£ga4£5 L. Esses autores sugerem gque em
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agregados, as células produziriam certos fatores, que estariam
ausentes ou em pequena concentragao nho meio e gque por isse,
provavelmente, a indugéo de divisao celular em células livres,
devia requerer fatores adicionais em relagao aos exigidos para
crescimento de agregados celulares. Entao, os agregados celu-
lares seriam mais eficientes do que as células isoladas em pro
duzir niveis enddgenos de tais fatores, ja que fatores inter-
nos e externos podem ser responséveis_pela diminuicao na ativi

vidade mitotica.

Uma outra dificuldade em se obter células isoladas em
divisao na cultura & devido a estas tenderem a perder substan-
cias para o meio, dada a grande superficie exposta, ao contra-
rio de células em "callus", que estao rodeadas por células se-
melhantes (WAREING & PHILLIPS, 1970). Acreditamos que em de-
corréncia deste processo, as células em suspensio passam a
apresentar granulagaes ou goticulas, internas e externas. O0S-
WALD ef. aidi (1977), usando os mesmos meios, relatam que cé
lulas de soja e trevo liberavam lipidios e organelas para o
meio de cultura, quando havia vitamina E presente, embora es-
sa vitamina inibisse a senescéencia celﬁlar e favorecesse a

dispersao das células.

Assim como MEHTA ef. afii (1967) utilizaram agua de cd
co acrescida-ao meio de cultura de suspensoes de Phaseolus
vulgarnis L.e Linum usitatisumum L.; LIAU & BOLL (1970) adicio-
naram agua de'caco-para o cultivo de "callus" e de células em
suspensao de Phaseolus vulgaris visando estimular a multiplica
¢ao celular. STEWARD (1963) ja referia-se 3 agua de cdco com
essa finalidade. Foi testada a adigao de agua de coco, hidrolisado
de caseina e extrato de levedura, mas os resultados obtidos ndo foram sa
tisfatorios. Isto pode ter sido devido & densidade inicial de células
inadequada para crescimento ativo da suspensao, ja que essa densidade
varia para cada espécie vegetal (STREET, 1973). HUBER, ef. afii

(1978) encontraram para erva doce a concentracao de 1 X  10°
células/ml e OSWALD ef. afii (1977) relataram densidade maior
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do que 1 X 10° células/ml para trevo e soja. Culturas também
podem ser iniciadas em densidades menores, como 1,5 X 10" célg
las/ml ou até mais baixas, como em sicomoro de 2 X 10° célu-
las/ml (STREET, 1977). Abaixo de uma densidade critica ini-
cial a cultura nao cresce (STUART & STREET, 1969, citados por
STREET, 1973). No entanto, se a concentfagéo inicial de célu-
las estiver demasiado alta a suspensao atinge prontamente a fa
se estacionaria. Provavelmente, a filtracao das culturas 1li-
quidas, para evitar agregados, deve ter reduzido a concentra-
c3o de células na suspensido, que sob essas condigoes iria demo
rar a se multiplicar. Por outro lado, a fase de crescimento
exponencial pode nao ter sido obtida, talvez em virtude da den

sidade das células viaveis nao estar adequada.

Para alguns tipos de células em suspensao tem sido pos
“sivel determinar precisamente os requerimentos nutricionais ne
cessarios ao crescimento das mesmas. Segundo STREET (1973),
as vezes € muito dificil encontrar exatamente o meio adequado
a um determinado tipo de célula quando nao se tem uma referén-

cia anterior.

As culturas liquidas de feijao de corda seriddo reverte
ram a "callus" em poucos dias. Esses resultados tambdm foram
encontrados por OSWALD ef. af4ii (1977), em suspensoes de
T@iﬁoﬁium nepens (L.) cv. Rejal Ladino.

Em relagéo'és tentativas visando induzir diferencia-
cao, nao se pode garantir que, as raizes formadas foram origi-
nadas-de células do "callus" ou se elas foram derivadas de pri
mordios ja presentes nas secgoes de tecido cotiledonar.  Este
fato também foi observado por LINSMAIER & SKOOG (1965) em rene
neragao de fumo.

Tanto em "calli" obtidos de explantes (FIGURAS 3 e 4),
como de suspensoes celulares (FIGURA 5), o meio indutor de mor
fonénese em "callus" (meio 1), contendo 2,26uM de 2,4-D e
4,64ﬁM de cinetina, induziu crescimento intenso, mas nenhuma

diferenciacdao. Mesmo em "callus" de fumo nao se conseguiu re-

AR




59

generacao nesse meio (FIGURA 14). No entanto, OSWALD ef. afil
(1977) conseguiram regenerar plantas de trevo a partir de
"callus" obtido de suspensoes celulares, usando O mesmo meio.

Parece, que os "calli" que mostram maior crescimento sao os

que apresentam menor tendéncia a regeneracao. Resultados seme
lhantes foram observados por HEBLE ef. afii (1971) e CHATURVEDI
et. altia (1974 a, e 1974 b) em "callus" de caule de

HoLannhaena e Citrus, segundo citacao de NARAYANASWAMY (1977).

Pelos resultados de SKOOG (1957), ficou demonstrado
gque os niveis e as proporcoes de auxina e citocinina, além de
outros fatores, regulam o inicio de centros meristematicos em
"callus" e também o tipo de meristema formado. A auséncia de
desenvolvimento organizado em culturas de "callus" de muitas
espécies pode ser atribuida a inabilidade das células sofrerem

transformagées para meristemdoides (MURASHIGE, 1974).

Como a natureza dos fatores que influem na regenera
cao nao estd completamente esclarecida e como a  totipoténcia
nao foi ainda demonstrada em todas as espécies vegetais, prin-
cipalmente em leguminosas nao-forrageiras como feijao de corda
seridd, ainda ha muito a ser esclarecido.- Deve-se considerar
a importancia da constituicdo gendtica na determinacio da res-
posta morfogénica apresentada por uma espécie vegetal diante
dos fatores de crescimento exdgenos. Assim, duas espécies dife
rentes apresentam respostas diversas, em termos de regenera-
cao, diante de um Unico meio de cultura com idéntica composi-
cao de reguladores de crescimento, conforme foi observado dos
resultados em meio com 0,57QM de AIA e 4,64uM de cinetina, que
induziu regeneracao de planta em fumo mas nao em feijao de cor
da seridd (FIGURA 14).

A presenca de auxina e auséncia de citocinina nao in-
duz formacao de tecido organizado, como foi observado em meio
3 (FIGURA 13), com 2,26uM de 2,4-D, em que nao houve diferen-
ciagao visivel. MATSUBARA (1975) também nao encontrou nenhuma
diferenciacao de células em meio com 0,5 a 5 mg/Z de 2,4-D,
mas em concentracgoes mais baixas observou algumas células diferen

ciadas em elementos traqueais. J2 na presenca de 4,64QM de cine-—

B
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tina (meio 2), houve reducao da dispersao das células e elemen
tos traqueais foram observados. Resultados semelhantes foram

obtidos com a mesma espécie por MATSUBARA (1975).

E possivel que a diluicdo interna de hormdnios ou de
produtos destes tenha permitido regeneracao de raizes (FIGURA
16) apOs transferéncias sequenciais de meio com 2,26 uM de
2,4-D e 4,64 uM de éinetina para meios sem reguladores de
crescimento. SCOWCROFT & ADAMSON (1976) obtiveram regeneracgao
de "plantlets" inteiras de Styfosanthes hamata (leguminosa for-
rageira perene) apos transferéncias sequenciais de meio sem
reguladores de crescimento para meio com cinetina. Por outro
lado, as células nao conseguem controlar a quantidade de auxi-
na porque esta nao & rapidamente catabolizada nas células vege
tais, e este tipo de hormonio parece inibir a formagéo de cau-
le por reprimir o inicio de broto (GAMBORG et. afii, 1974). No
entanto, KARTHA ef. aliil 7(1974) obtiveram regeneragao em er-
vilha a partir de meristemas apicais de caule, usando apenas
ANA como regulador de crescimento, e sugeriram que oOs requeri-
mentos nutricionais das células meristematicas dependem do es

tdgio de desenvolvimento da planta.

As diferentes combinacoes de 2,4-D e cinetina dos
meios 7 e 8 (FIGURA 17) ndo produziram resultados significati-
vos. A resposta morfogénica foi geralmente limitada a forma-
cao de elementos traquéais quando 2,4-D foi a auxina usada. O
uso de outras auxinas como ATA e ANA (meios 9, 10 e 11) aumen
tou a efetividade no aparecimento de tecido orgqnizado (FIGU-
RAS 19 e 21). Esses resultados foram ainda mais efetivos quan
do os "calli" récem-formados em suspensao foram transferidos
diretamente para meios contendo AIA ou ANA, sem terem passa-
do previamente por um meio indutor de diferenciacgao contendo
2,4-D (FIGURA 21).

Apesar de alguns autores terem conseguido efeito esti-

mulante no crescimento ou na induggo de morfogénese com a adi
cao de extratos de sementes, como CROCOMO ef. afii (1976), com
a adiééo de extrato de sementes de Phaseofus vufgaris ac meio

g Y !
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de cultura, n3ao se obteve nenhuma diferenciacao utilizando-se

extratos germinantes de feijao de corda serido.

Demonstragao daitotipoténcia em leguminosas foi obtida
pdr OSWALD ef, alii (1977) com "plantlets" de trevo regenera-
das de "calli" obtidos de suspensoes celulares. Regeneragoes
a partir de "calli" de leguminosas foram também reportadas em
alfafa (SAUNDERS & BINGHAM, 1972), trevo vermelho e "jack bean"
(PHILLIPS & COLLINS, 1979). KARTHA & GAMBORG (1978) obtiveram

‘regeneragéo de 30 a 50% com cultura de meristema de Vigna
sinensis e relataram que leguminosas nao forrageiras, como er-
vilha, "chick pea", soja e feijdo de corda ("cowpea"). tém si-
do propagadas ﬁais facilmente por culturas de meristemas. AL-
BUQUERQUE (1979) induziu a formacao de raizes, - utilizando

"callus" de hipocotilos de Vigna sinensdis.

Embora a totipoténcia tenha sido provada em legumino-
sas, cultura de tecido de feijao de corda mostrou ser especial
mente dificil de ‘'regeneragao, principalmente a partir de

"calli" originados de suspensoes celulares.

Os estudos sobre a agdo dos reguladores de crescimen
to na inducdo do desenvolvimento organizado sugerem a ativacao
ou supressao de vias metabdlicas especializadas numa complexa
sequéncia de fatores interagentes, no controle da diferencia-
cao de Orgaos vegetais em desenvolvimento. Segundo WAREING &
PHILLIPS (1970) o controle do desenvolvimento deve ser conside
rado sob varios aspectos, tendo-se dois tipos de mecanismos de
controle: interno e externo. Interno, porque o padrao de de-
senvolvimento de um organismo esta determinado primariamente
pelo seu patrimdnio genético. Os estagios de desenvolvimento
parecem envolver uma sequéncia de ativacao e repressao ordena-
da de gens, em varios pontos criticos no tempo e no espago. Ex
terno, porque certos estagios do ciclo de vida vegetal podem
ser controlados-por fatores ambientais como nutrientes, hormo-
nios do meio, pH, temperatura, luminosidade (fotoperiodo). A

diferenciagao envolve manifestacoes estruturais e metabdlicas,:

que ocasionam diferencas na producgao de enzimas, que por outro




lado influem na regulacao dos gens. Os hormonios parecem ter
importante papel na atividade dos gens, mas nao na determina-
cao de quais gens serao ativados (WAREING & PHILLIPS, 19707

Portanto, a dificuldade de diferenciagéo em feijao de corda se

ridd pode ser devida a causas enddgenas e/ou exdgenas.




5, CONCLUSOES

De acordo.com os resultados obtidos, concluimos que:

a) cotilédones, radiculas, plimulas e hipocdtilos de
sementes germinantes de Vigna unguicufata (L.) Walp. (= Vigna
sinensis (L.) Savi ex Hassk), demonstraram-se viaveis como ex-

‘plantes, permitindo a formacao de "callus";

b) dentre os tipos de secgoes cotiledonares utilizadas
(proximal, mediana e distal ao eixo- embrionario), a secgao pro
ximal foi a que apresentou maior produgao de "callus" nas con

digoes descritas;

c) a indugdo de "callus" a partir de suspensoes de cé-
lulas foi conseguida em meio liquido indutor de "callus" em

suspensoes celulares;

d) as suspensoes celulares cultivadas em meio liquido
A (meio de crescimento de células em suspensao) reverteram a

"callus" em poucos dias;

e) a analise microscopica de suspensoes celulares mos.
 trou que as células apresentavam diversidade acentuada em tama

nho, forma e grau de agregagao;

f) formagao de coldnias celulares e "calli" em placas
foram obtidas em meio semi-sdlido indutor de "callus" em sus-

~

pensoes celulares e em meio semi-solido A;

g) os meios indutores de morfogénese que proporciona-
ram crescimento de "callus" mais intenso foram os que menos

induziram diferenciacao;

h) diferenciagao em "calli" obtidos de suspensoes celu
lares e cultivados em meios com diferentes éoncentrégSes de
2,4-D e cinetina, foi escassa, observando-se apenas presenca
de elementos traqueais;
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i) a formacac de raizes em "calli" originadcs de sus-
-ensoes celulares, crescidos em meio 1 (com 2,26 uM de 2,4-D
e 4,64 uM de cinetina) e transferidos para meio 4 (sem regula-

dores de crescimento) foi observada em um tGnico caso;

j) "calli" produzidos em meio liquido indutor de
"callus" em suspensoes celulares e transferidos para meios
9 (com 1,07 uM de ANA e 4,64 uM de cinetina) e 10 (com 1,14 uM
_de AIA e 4,64 uM de cinetina) desenvolveram com maior reprodu-

tibilidade a formacao de raizes.
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