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REGENERACAO DE PLANTAS DE FEIJAO (Phaseolus vulgaris) VIA ORGANOGENESE
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RESUMO

Plantas de feijao foram regeneradas via or-
ganogese, a partir de sementes da cultivar FT 83-120
germinadas em meio MS acrescido de vitaminas B..
Explantes caulinares contendo 3/4 do noé-cotiledonar
foram submetidos a trés cultivos sucessivos, com in-
tervalos de 21 dias cada um, em trés concentracdes
de BAP (Benzi-aminopurina). A formacao de brotos
ocorreu entre o sexto e o oitavo dia de cultivo, a partir
do eixo embrionario, sendo influenciado pelo tempo de
cultivo e pelas concentragdes de BAP. Os brotos foram
enraizados em meio MS acrescido de 2uM/l de ANA
(Acido Naftaleno Acético) e 0,5uM/l de GA, (Acido
Giberélico). As plantas obtidas foram transferidas para

0 solo e aclimatadas em casa de vegetacdo, onde
cresceram ate o0 amadurecimento.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, no-cotiledonar,

regeneragao, cultura de tecidos, or-
ganogenese.

SUMMARY

Plants were regenerated via organogenesis
from blackbean seeds, cultivar FT 83-120, germinated
on MS medium supplemented with By vitamins.
Caulinar explants containing 3/4 of cotyledonary node
were subcultured three times with twenty-one days
interval each in three concentrations of BAP (Benzyl
aminopurine). Shoot formation occured between the
sixth and the eighth day after cultivation from ring
meristematic tissue and was influenced by the time of
cultivation and concentration of BAP. The shoots were
rooted in MS medium supplemented with 2uM/l of NAA
(Naphthalene Acetic Acid) and 0,5uM/l of GA,
(Gibberelic Acid). The plantlets were transferred to soll
and acclimated in greenhouse where they were grown
untill maturation.
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INTRODUCAO

Estudos sobre a transformacgao genética em
plantas leguminosas sao raramente relatados, devido
estas apresentarem-se recalcitrantes em suas respos-
tas ao cultivo in vitro (SCHENK & HILDEBRANDT,
1972; EVANS et al., 1981; GULATI & JAIWAL, 1990).

A caréncia de um eficiente sistema de rege-
neragcao para leguminosas tem retardado o melhora-
mento destas especies por selecao e transformacao de
plantas via cultura de tecidos. Sequndo FRANKLIN et
al. (1991), o feijao tem sido usado como um sistema
modelo para o estudo de mecanismos moleculares
basicos, 0s quais possibilitam a decodificacao dos
sistemas de defesa da planta. Diante disso, buscou-se
atraves do cultivo in vitro de nds-cotiledonarcs a
obtencao de um sistema eficiente para a regeneracao
organogénica de feijao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de feijao (Phase -
olus vulgaris L.)dacultivar FT 83-120 provenien-
te do Ensaio Estadual do Feijao do Departamento de
Fitotecnia/UFSM.

Para minimizar a variagao, foram seleciona-
das sementes de tamanho uniforme, cujo tegumento
apresentava-se intacto.

As sementes foram submetidas a um proces-
SO de desinfecgcao que constou de: imersao em acido
sulfurico concentrado por um minuto; etanol 95% por
um minuto; e, hipoclorito de sbédio (20% do produto
comercial) por vinte minutos. Posteriormente foram
lavadas cinco vezes com agua destilada esterilizada.

O meio de cultura utlizado foi o MS de MU-
RASCHIGE & SKOOG (1962), acrescido de vitaminas
do meio B, (GAMBORG et al., 1968), 100 mg/l de mio-
inositol, 3% de sacarose e 0,8% de agar (Reagem),
com pH ajustado de 5,8 £+ 0,1 com KOH 0,1M.

Foram utilizadas cinco sementes por frasco
(60mm de didmetro x 100mm de altura) com 20ml de
meio de cultura cada. A germinagao ocorreu em cama-
ra de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e tem-
peratura de 25°C £ 1°C por um periodo de seis a oito
dias.

Os explantes foram obtidos em camara as-
septica. A preparacgao consistiu da remogao de 1/3 do
no-cotiledonar e epicoétilo e hipocdtilo a partir de 1Tmm
da regiao nodal (Figura 1).

Os explantes foram tranferidos para o meio
de inducgao de gemas contendo sais MS acrescido das
vitaminas do B;, BAP nas doses de 2,5uM/l; 5,0uM/l e
10uM/l, 3% de sacarose e 0,8% de agar (Reagen), pH
idéntico a0 meio de germinagao.

Apods 21 dias de incubagao os brotos com
mais de 2,5cm foram removidos e transferidos para
meio de enraizamento contendo sais € vitaminas do
meio MS suplementado com 100 mg/l de mio-inositol,
3% de sacarose, 2uM/l de ANA, 0,5uM/l de GA, e
0,8% de agar (Reagem), pH idéntico aos meios ante-
riores.

O remanescente do explante foi subcultivado
em meio de inducao de brotos, fresco, mais duas ve-
zes, por um periodo de 21 dias cada um, para a for-
macao de novas porgdes apicais. ApOs 0 enraizamento
as plantas foram aclimatadas e transferidas para vasos
em casa de vegetacédo, onde cresceram ate a maturi-
dade. As avaliagcdes foram realizadas no momento da
transferéncia das gemas. Foram avaliados 0s seguin-
tes parametros: sobrevivéncia dos nos-cotiledonares e
percentagem de formagao de gemas em cada trata-
mento nas trés épocas de cultivo.

Figura 1: Diagrama representando a germinagao da sementes de
feijdo demonstrando as partes do explante cultivado. A)
Broto apical; B) Por¢&o do epicétilo do eixo embrionario;
C) Eixo embrionario da regido nodal; D) Axila; E) Cotile-
done; F) Porcao do hipocotilo do eixo embrionario.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma alta percentagem de sobrevivéncia dos

nos-cotiledonares foi obtido no primeiro cultivo, bem
como nos dois subcultivos subseqlientes (Figura 2).
Nao ocorreu diferenga significativa entre o
primeiro cultivo e os subcultivos na sobrevivéncia dos
explantes com relagdo as diferentes doses de BAP,
entretanto 0 segundo subcultivo evidenciou que O
aumento das doses propiciou um aumento na sua
sobrevivéncia. Para FRANKLIN et al. (1991), a diminui-
cao do potencial de sobrevivéncia do segundo subculti-
vo estaria provavelmente relacionada com a queda das
reservas existentes no n6. A sobrevivéncia dos mes-
mos poderia estar vinculada ao aumento das doses de
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citocinina. GALTON & DAVIES (1969), sugeriram que
embora as citocininas ndo atuassem diretamente no
mecanismo de sobrevivéncia, elas deveriam estar
presentes no estagio inicial do desenvolvimento dos
brotos, impedindo desta forma a reversdo do processo
ocasionado pela falta de reservas endoégenas do no.

Figura 2: Percentagem de sobrevivéncia de noés-cotiledonares no
cultivo (cv1) e no primeiro (sc1) e segundo (sc2) subculti-
vOS nas trés doses de BAP.

A adicao de BAP em todos os tratamentos
iInduziu a formagao de calos na base do explante,
aproximadamente sete dias a partir do inicio do cultivo.
Paralelamente, entre 0 sexto e oitavo dias, ocorreu o
desenvolvimento das gemas localizados principalmen-
te no eixo embrionario (Figura 3). A percentagem de
formacao de brotos no cultivo e primeiro subcultivo
esteve relacionada com a concentracao de BAP no
meio de cultura, enquanto que no segundo subcultivo
a percentagem de brotos foi menor em relacdao aos
anteriores. O aumento das doses de BAP néo se refle-
tiu no aumento da formagao dos mesmos, provavel-
mente devido as alteragcdes metabblicas ocorridas du-
rante o processo, como compostos fendlicos liberados
no corte do explante e idade. Resultados semelhantes
tambem foram encontrados por MACCLEAN & GRAF-
TON (1989) e GULATI & JAIMAL (1990) que demons-
traram que a habilidade dos n0s produzirem gemas
nao esta relacionada a concentracdo de BAP no meio
de cultura. Entretanto, os ultimos autores também afir-
maram que a freqiéncia de regeneracéao, bem como
0 numero de brotos por explante varia com o genétipo,
embora esta variagao também possa ser atribuida ao
estado fisioloégico do explante, devido a maior mobili-
zagao das reservas cotiledonares encontradas no eixo
embrionario, conforme 0 avango dos estagios de ger-
minagao. Isto provavelmente explique 0 aumento no
numero de gemas no primeiro subcultivo.
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Figura 3. Percentagem de formagao de brotos no cultivo (cv1) e no
primeiro (sc1) e segundo (sc2) subcultivos nas trés dose de
BAP.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos impossibilitaram o esta-
belecimento definitivo de um protocolo para a regene-
racao de plantas de feijao. No entanto, verificou-se que
a percentagem de sobrevivéncia € maior na dose de
5,0uM/l de BAP no cultivo e no primeiro subcultivo, en-
quanto que no segundo subcultico esta carcteristica e
dependente do aumento da dose. A formagao de bro-
tos é crescente com o aumento das concentragbes de
BAP para o cultivo e primeiro subcultivo.
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