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RESUMO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma planta trepadeira da familia Fabaceae, considerada
a segunda espécie mais importante do seu género. Tem sido considerada uma fonte de renda e
alternativa alimentar para parte da populacdo da regido Nordeste do Brasil, onde € muito
consumida. No entanto, existem poucos estudos sobre a cultura de tecidos vegetais nesta
espécie visando auxiliar programas de melhoramento genético sobretudo visando a resisténcia
de cultivares a doencas provocadas por virus. O objetivo deste trabalho foi estabelecer
protocolos iniciais de multiplicagéo clonal in vitro de fava branca e induzir calos em tecidos
embrionarios com vistas a futuros estudos de organogénese e embriogénse somatica da espécie.
O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal (BIOVEG) do
CECA/UFAL. Sementes de feijdo-fava variedade Branca foram obtidas diretamente do
produtor rural na feira livre do municipio de Sdo Miguel dos Campos — Alagoas. Apds a
classificacdo, limpeza e desinfestacdo das sementes, 0s embrides foram extraidos das sementes
em camara de fluxo laminar com auxilio de pincas e bisturis. Os embrifes excisados foram
transferidos para meio de cultura MS com diferentes combinagdes de benzilaminopurina (BAP)
e 4cido indolbutirico (AIB). Avaliou-se o crescimento e a multiplicacdo dos explantes nas
diferentes combinacdes propostas durante 60 dias em cultivo. Em um segundo experimento
avaliou-se a inducéo de calos em embrides zigéticos submetidos a diferentes concentrac@es de
2,4 D em condicdes de claro e escuro. Os resultados obtidos mostraram que as maiores
concentracdes de BAP (1,0 e 2,0 mg L) foram capazes de multiplicar em até mais de 10 vezes
0 numero de brotos da testemunha (sem BAP), mas ndo induziu a formacéo de raizes. O uso de
0,5 mgL™! de AIB foi capaz de induzir raizes adventicias apenas nos explantes com 0,5 mg L*
ou nenhum BAP, sinalizando para a possibilidade de se estabelecer um sistema de
micropropagacdo em duas etapas distintas — multiplicacdo e enraizamento separadamente.
Todas as concentracdes de 2,4 D utilizadas (10, 20, 30, 40 e 50 mg L) induziram rapidamente
uma boa massa de calos nos explantes que ficaram no escuro, mas ndo nos explantes em

ambiente iluminado.

Termos para indexacdo: Fabaceae; cultura de tecidos; cultura de embrides; auxinas;

citocininas.



ABSTRACT

Lima bean (Phaseolus lunatus L.) is a climbing plant in the Fabaceae family, considered a
second most important species of its genus. It has been considered a source of income and
alternative food for part of the population of the Northeast Brazil, where it is widely consumed.
However, there are few studies on tissue culture of lima beans as a tool to assist genetic
transformation to obtain new varieties with virus resistance. The objective of this work was to
establish initial protocols for the introduction and in vitro multiplication of lima beans cv.
Branca and to induce calluses in embryonic tissues with a view to future studies of
organogenesis and somatic embryogenesis of the species. The work was carried out at the Plant
Biotechnology Laboratory (BIOVEG) of CECA / UFAL. Seeds of lima beans cv. Branca were
obtained from rural producers in an open market in the municipality of Sdo Miguel dos Campos
- Alagoas. After sorting, cleaning and disinfesting seeds, the embryos were extracted in a
laminar flow chamber with the aid of tweezers and scalpels. The excised embryos were
transferred to MS culture medium with different concentrations of benzylaminopurine (BAP)
and indole butyric acid (AIB). Growth and multiplication of the explants were evaluated during
60 days in cultivation. In a second experiment, callus induction in zygotic embryos was
evaluated for different 2.4 D concentrations in light and dark conditions. The results showed
that the highest concentrations of BAP (1.0 and 2.0 mg L) were able to multiply up to more
than 10 times the number of shoots of the control (without BAP) but no adventitious roots were
induced. The use of 0.5 mgL™ of IBA was able to induce adventitious roots only in explants
with little (0.5 mg L) or no BAP, indicating for a micropropagation system in two distinct
stages - multiplication and rooting. All of the 2.4 D concentrations used (10, 20, 30, 40 and 50
mg L) readily induced a good mass of callus only in explants that were kept in the dark, but
not in explants kept in a lighted environment. This work showed that micropropagation and
callogenesis lima bean cv. Branca will serve as important tools in the genetic improvement and

transformation of the species.

Index terms: Fabaceae; tissue culture; culture of embryos; auxins; cytokinin.
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1 INTRODUCAO

A familia Fabaceae (Leguminosae) compreende a terceira maior familia botanica no grupo
das dicotileddneas, com cerca de 640 géneros, reunindo aproximadamente 18.000 espécies de
plantas, de ampla distribuicdo geografica, principalmente nas regides tropicais e subtropicais
(ANWAR et al., 2011). Dentre os géneros pertencentes a esta familia destaca-se o Phaseolus
lunatus, também denominado de feijdo-de-lima, feijdo-espadinho, fava-de-lima ou
simplesmente fava. No Brasil, ela é cultivada em todo territorio nacional, devido principalmente
a sua elevada diversidade, adaptabilidade e rusticidade (ADVINCULA et al., 2015; SILVA et
al.,, 2015). Na regido Nordeste brasileiro o feijdo-fava desempenha importante papel
socioeconémico, tanto como fonte de renda, quanto como alimento para a populacdo desta
regido, principalmente para as familias da regido semiarida nordestina, que a consome na forma
de grdos maduros, verdes e secos, cozidos, fazendo parte de diversos pratos tipicos da regido
(SOUZA et al., 2019; SILVA et al., 2015).

Destaca-se que as muitas variedades de fava tradicionalmente cultivadas no Brasil sdo
mantidas e multiplicadas geralmente por pequenos produtores rurais, ndo havendo um sistema
de grande porte organizado para a producéo e distribuicdo comercial de sementes de fava como
0s que existem para o feijdo comum, o milho, a soja, etc. As sementes de fava disponiveis para
o plantio sdo adquiridas diretamente com os proprios produtores rurais ou em mercados e feiras
livres na forma de gréos, sendo muitas vezes de baixa qualidade e, frequentemente, carreadoras
de varios problemas fitossanitarios para a lavoura (GUIMARAES et al., 2007; SANTOS et al.,
2002).

O cultivo in vitro de 6rgdos, tecidos e células e de transferéncia de genes das espécies desse
género ainda sdo incipientes na literatura, sendo necessarios estudos que viabilizem a obtengéo
de matrizes com caracteristicas de qualidade genética comprovada, bem como que acelerem o
processo de melhoramento genético destas espécies. A primeira etapa para o estabelecimento
de cultivos in vitro é o desenvolvimento de protocolos de multiplicagdo clonal e
micropropagacao a partir de 6rgaos de plantas jovens ou maduras. A capacidade de totipoténcia
das células e tecidos vegetais permite fazer uso das ferramentas de culturas de tecidos para
micropropagar plantas de elite geneticamente iguais (clones) a partir de tecidos diferenciados
por meio de organogénese e/ou embriogénese somatica, possibilitando desta forma o estudo de
suas células e transformagdes (KRISHNA et al., 2011; SANTOS et al., 2002).
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A capacidade de induzir as células de plantas a formarem 6rgaos e plantas inteiras, é uma
ferramenta de extrema importancia no melhoramento genético de qualquer espécie vegetal,
viabilizando o0 acesso a técnicas como mutagénese in vitro, selecdo in vitro, uso de variantes
somaclonais, rapida micropropagacéo, e principalmente a transformacéo genética manipulando

introduzindo genes de resisténcia ou inativando genes ndo interessantes (SOARES, 2010).

Nesse sentido, varios entraves precisam ser elucidados para a aplicabilidade dessa
tecnologia na cultura da fava, que vao desde a multiplicagéo clonal, a introducéo de genes em
células in vitro até a regeneracdo de plantas. Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho, foi
estabelecer protocolos iniciais de estabelecimento e multiplicacdo in vitro de fava (Phaseolus
lunatus L.) var. Branca e induzir calos em tecidos embrionarios com vistas a futuros estudos de

organogénese indireta e embriogénese somética da espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Familia Fabaceae e do Género Phaseolus

A familia Fabaceae ou Leguminosae, € uma das maiores e mais importantes familias
botanicas no grupo das Angiospermas, de ocorréncia em diversas formacgdes vegetais do
mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais, estando distribuida em trés
subfamilias: Faboideae, Mimosoideae e Caesalpinioideae. Ela pertence a ordem Fabales, a
classe Magnoliopsida e a divisdo Magnoliophyta. Ela é de distribuicdo cosmopolita,
apresentando cerca de 695 géneros e 19.000 espécies de plantas. E uma familia que tem como
caracteristica principal a presenca de frutos do tipo vagem (existem exce¢des), composta por
arvores, arbustos, lianas, ervas, até espécies herbaceas anuais, de grande importancia econémica
e alimentar, a exemplo da soja e do feijdo (CARVALHO & GAIAD, 2020; PEREIRA et al.,
2019).

No Brasil esta familia ocorre em todos os Estados, sob os dominios fitogeogréaficos da
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, onde ja foram descritos em
torno de 200 géneros e catalogadas cerca 2.8827 espécies, dentre as quais 1.524 espécies e 16
géneros sdo nativos do Brasil (PEREIRA et al., 2019; COSTA et., 2018). E uma familia de
grande importancia econdmica e ecoldgica para o Brasil, tendo em vista que suas espécies sao
utilizadas no forrageamento, como combustivel, pesticida, corante, goma, 6leo, ornamental e
como medicinal, além do mais, sdo plantas bem adaptadas aos diversos ecossistemas
brasileiros, em virtude da sua capacidade de associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio

ou com ectomicorrizas (GOMES et al., 2017).

Dentre os géneros pertencentes a familia Fabaceae, destaca-se 0 Phaseolus que pertence
a ordem Rosales, inserido na subtribo Phaseolinae, na tribo Phaseoleae, e na subfamilia
Faboideae. Seus representantes apresentam ampla distribuicdo geogréafica, sendo cultivados
nos trépicos e subtropicos, bem como em zonas temperadas dos hemisférios Norte e Sul. Dentro
deste género ja foram descritas mais de 400 espécies desde 1700, contudo, 0 nimero de espécies
de Phaseolus atualmente aceitas nao é conhecido, e uma estimativa aproximada indica que pode

variar de 50 a 60 espécies de plantas, todas originarias do Continente Americano, sendo que
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apenas cinco foram domesticadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius
A. Gray e P. polyanthus Greeman (ARAGAO et al., 2011; SILVA, 2015).

Em relacdo a classificacdo do género baseado na morfologia floral, foram
primeiramente reconhecidas por Maréchal et al. (1978) trés sec¢des: Phaseolus, Alepidocalyx
e Minkelersia. Mais tarde, Delgado Salinas (1985), sugeriu quatro seccdes: Chiapasana,
Phaseolus, com maior nimero de individuos, Minkelersia e Xanthotricha. Posteriormente, estes
agrupamentos foram confirmados por meios de estudos baseados no polimorfismo do DNA
cloroplastidico e gendmico (DIEGUES, 2014; SILVA, 2015).

O género apresenta origem monofilética, ou seja, incluindo todas as espécies derivadas
de um Unico ancestral, restringida ao continente americano. Afirmacdo comprovada por meio
diversos estudos morfologicos e moleculares, como também devido a grande diversidade
genética de espécies cultivadas e silvestres presentes na regido, além do mais, achados
arqueoldgicos evidenciam a antiguidade de seu cultivo no continente (DIEGUES, 2014).

Alguns biomas brasileiros sdo considerados como centro de diversidade genética de
plantas pertencentes a este género, representando um material riquissimo a ser explorado em
futuros trabalhos de melhoramento genético de espécies de valor econémico potencial do
género Phaseolus ainda pouco exploradas, a exemplo do feijdo-fava. Sendo os trabalhos inicias
de propagacédo e cultivo in vitro destas espécies esséncias para 0 uso destes recursos genéticos
ainda pouco explorados.

2.2 Phaseolus lunatus L. (feijdo-fava)

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus) é uma planta trepadeira da familia Fabaceae, sub-
familia Faboideae, género Phaseolus, sendo considerada a segunda espécie mais importante do
seu género. Tem sido considerada uma fonte de renda e alternativa alimentar para parte da
populacdo da regido Nordeste do Brasil, onde é muito consumida. O Estado da Paraiba vem-se
destacando como um dos maiores produtores nacionais, tendo o feijdo-fava cultivado em
praticamente todas as microrregides. No Brasil a fava vem sendo cultivada em consércio com
outras culturas temporérias tais como, o milho, mamona e mandioca, que lhes servem como
suporte ou tutor. Seus grdos tém teores de proteina superiores aos relatados para os feijoes
comuns, fornecendo todos o0s aminodcidos essenciais a dieta alimentar humana
(CAVALHEIRO, 2012).
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A extensa area da Mesoameérica e a regido Andina sdo consideradas como 0s centros
primarios de origem da espécie, onde ocorrem as populagdes selvagens, que consiste em dos
pilares que permitiram o surgimento de diversas racas locais, embora também seja um dos
fatores da dificuldade de localizar exatamente as regibes de domesticacdo desta cultura
(FREITAS et al., 2006).

Quanto as caracteristicas que identificam a espécie, o tipo de germinacéo, a coloracao
das folhas, tamanho e formato das bractéolas e vagens, € as principais. Ela apresenta
germinacdo epigea, com habito de crescimento indeterminado ou trepador, com o
desenvolvimento da gema terminal em uma guia, seus cotilédones sdo brancos ou verdes, e suas
raizes desenvolvem-se mais que as do feijdo-comum, tendendo a ser tuberosas. Quando o
habito de crescimento da planta é determinado, o desenvolvimento completo da gema apical
termina em uma inflorescéncia. Suas folhas apresentam coloracédo escura, bractéolas pequenas
e pontiagudas. As vagens sdo compridas e achatadas, geralmente oblongas e recurvadas,
apresentado de duas a quatro sementes por vagem, com grande variacdo de tamanho e coloragéo
do tegumento. Ela é uma espécie autdgama de dias curtos, e as formas cultivadas sdo anuais,
bianuais ou perenes (CAVALHEIRO, 2012; SANTOS et al., 2002; MOSCONE et al., 1999)

O feijdo-fava € uma leguminosa que se adapta bem a condi¢bes ambientais diversas,
sendo considerado mais tolerante a seca, ao excesso de umidade e ao calor do que ao feijao
comum (P. vulgaris L.). Neste aspecto, a fava pode ser considerada um feijdo de grande
interesse quando se considera que as mudancas climaticas irdo afetar o desenvolvimento e a
produtividade de muitas lavouras. Tais mudancgas irdo exigir culturas mais adaptadas em um
cenario de aquecimento global e alteracdo dos padrGes de precipitacdo pluviométrica, além de
um possivel aumento populacional e, consequentemente, da demanda por alimentos
(CAVALHEIRO,2012).

No geral, ela se adapta bem em solos areno-argilosos, bem drenados, com pH variando
de 5,6 a 6,8. Seu cultivo geralmente de forma muito rdstica, em hortas ou em consorcio com
milho, mandioca, mamona ou gramineas tropicais, utilizando-as como tutores (suporte). Em
virtude de suas caracteristicas genéticas de rusticidade é possivel o prolongamento do periodo
de colheita na época seca (CAVALHEIRO, 2012; SOTO et al. 2005; AZEVEDO et al. 2003).

P. lunatus L. esta entre as quatro espéecies mais exploradas mundialmente género do
género Phaseolus, reduzindo a preferéncia do uso exclusivo dos feijées do tipo carioca. Ela é

utilizada tanto na alimentagdo humana como no animal no fornecimento de proteina vegetal,
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podendo ainda ser utilizada como adubo verde ou cultura de cobertura para prote¢éo do solo,
se tornando, portanto, uma importante fonte de renda e de alimento (PEGADO et al. 2008).

O feijdo fava é uma fonte de renda e alternativa alimentar para a populacéo da regido
Nordeste do Brasil, que o consome sob a forma de grdos maduros ou verdes. Ainda segundo 0s
mesmaos autores, o Estado da Paraiba, onde é cultivado em quase todas as microrregides, vem-

se destacando como um dos maiores produtores nacionais (OLIVEIRA, 2004).

As regides com maior consumo e produtividade no Brasil de Phaseolus spp., séo
Nordeste (20,8 kg/ano) e Sudeste (18,2 kg/ano). Os estados com maior destaque de produgéo
sdo Paraiba, Ceard e Pernambuco, sendo Alagoas um dos estados com menor producdo na
regido Nordeste (GUIMARAES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; IBGE, 2018).

Mesmo sendo cultivada em varios Estados e com capacidade maior de adaptacédo do que
o feijdo-comum (P. vulgaris L.), o cultivo do feijao-fava ainda tem uma relevancia pequena.
Acredita-se que os motivos para um consumo ainda reduzido, sejam: a maior tradicdo de
consumo do feijdo-comum, o paladar peculiar do feijdo-fava e o seu tempo de coc¢do mais
longo (GUIMARAES et al., 2007).

A menor produtividade em relacdo a outras cultivares, pode ser atribuida ao fato de parte
da producdo ser oriunda de pequenos produtores que o plantam em consércios com outras
culturas, sem a adocdo de tecnologia que vise 0 aumento da sua produtividade. A ocorréncia de
doencas é um dos fatores de redugdo da produtividade e da qualidade da fava produzida.
Ademais, acredita-se que o sabor amargo do feijdo-fava, verificado pela presenca de toxinas
(HCN), desestimula o seu consumo mais massivamente (GUIMARAES et al., 2007; SANTOS
et al., 2002).

2.3 Diversidade Genética

Os recursos genéticos compreendem a variabilidade existente entre plantas ou
populacdes de plantas, de importancia socioecondmica atual e potencial, consistindo numa
ferramenta de extrema importancia para os programas de melhoramento genético, biotecnologia
e areas afins. Podendo ser mantidos dentro ou fora do ambiente natural, ou se adaptando as duas
formas, os bancos e colecGes de germoplasma podem ser conservados “ex situ”, “in situ” OuU
“on farm” (SANTQOS, 2018)
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Existe uma grande variabilidade genética entre espécies cultivadas e silvestres de
Phaseolus, caracterizada por variagdes no habito de crescimento, no porte, tipo de gréo, dentre
outras caracteristicas de interesse agrondémico. A caracterizacdo e o conhecimento destas
caracteristicas podem tornar-se interessante para os programas de melhoramento genético da
espécie, principalmente como fonte de resisténcia ou tolerancia a doencgas, pragas e estresses
abioticos (CAVALHEIRO, 2012).

Os recursos genéticos de espécies inclusas neste género, devem ser devidamente
caracterizados, para viabilizar ganhos genéticos promissores nos programas de melhoramento,
potencializando desta forma, o uso destes recursos pelos agricultores. Ainda segundo 0s
mesmos autores, por se tratar de culturas exploradas em pequenas e médias propriedades, 0 uso
de sementes melhoradas ndo ultrapassa de 20%, sendo que os 80% restantes é preenchido com
sementes locais (crioulas), selecionadas pelos proprios agricultores, em funcdo das condicdes

ambientais e socioecondmicas da regido de cultivo (COELHO et al, 2007)

A diversidade genética de feijdo-fava (P. lunatus L). mantidas em bancos de gemplasma é
verificada principalmente nos Estados Unidos da América (Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos - USDA), México (Instituto Nacional de Pesquisa Florestal, Agricola e Pecuaria
- INIFAP) e na Colémbia (Centro Internacional de Agricultura Tropical- CIAT), tendo como
objetivo a coleta de germoplasma como ferramenta de resgate do material tradicional cultivado
em varios locais do tropico americano, onde a extingdo destes materiais tem sido mais
acelerada. Em relacdo ao Brasil, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia,
mantém uma colecdo de acessos com cerca de 980 amostras, coletadas no Brasil, desde os anos

80, que apresentam uma grande variabilidade morfol6gica (SILVA, 2009).

A Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Minas Gerais, mantém uma colecdo de 401
variedades de feijdo-fava procedentes do Brasil. Na Universidade Federal Rural de
Pernambuco, em Recife, e na Universidade Federal do Piaui, em Teresina, mantém amostras
obtidas da regido Meio Norte do Brasil e por meio de intercdmbio com outras instituicoes.
Ainda segundo o mesmo autor, a Universidade Federal do Piaui vem realizando diversos
estudos de caracterizacdo morfologica destes materiais, que tem apresentando uma

variabilidade genética consideravel entre os acessos (SILVA, 2011).

Neste contexto, os programas de melhoramento genético de feijao-fava adotam como
estratégias a utilizacdo direta dos recursos genéticos, a selecdo clonal, explorando a

variabilidade intravarietal existente, e a realizagdo de hibridagGes diretas entre progenitores.
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Estes programas, atualmente buscam principalmente por variedades resistentes a doengas,
pragas e estresse abidticos, mas os primeiros trabalhos visavam principalmente a obtencédo de
cultivares mais produtivas. (CABRAL et al.,2009; CABRAL et al. 1999). Sendo assim, a
adequacao dos protocolos de estabelecimento in vitro de feijao-fava ird contribuir na adogédo de
técnicas adequadas de melhoramento em curto prazo em busca dos caracteres agronémicos de

interesse.

2.4 Melhoramento do Feijao-fava (P. lunatus L.)

Nas etapas de um programa de melhoramento genético de plantas, o conhecimento com
relagdo a frequéncia de polinizagdo cruzada que ocorre na espécie em estudo é de fundamental
importancia. Aquelas cuja taxa de fecundagdo cruzada € inferior a 5%, sdo consideradas
espécies autogamas, por exemplo (ALLARD, 1971). Vérias espécies cultivadas de importancia
econbmica pertencem a esse grupo, tais como cereais (trigo, arroz, cevada e aveia) e
leguminosas (soja, feijoeiro comum, feijdo caupi, ervilha e amendoim). As taxas de
cruzamentos naturais das espécies autbgamas varia com as condi¢cdes ambientais e variedades,
sendo relatada ocorréncia de varia¢fes nas quantidades relativas de polinizacdo cruzada dentro
da mesma espécie. Um exemplo disso sdo as altas taxas de cruzamento natural em feijdo
comum, registradas por Antunes et al. (1973), que observaram valores de 6,2 a 10,6% em
Pelotas, RS.

Embora haja diferencas em suas taxas de fecundagdo, o feijdo-fava é uma espécie
predominantemente autégama (SERRANO-SERRANO et al., 2010). Os métodos de
melhoramento aplicaveis as espécies autdgamas sdo viaveis para o feijdo-fava, apesar de
variacfes em seu comportamento quanto a taxa de cruzamento natural e de terem sido relatados

em alguns casos valores de aproximadamente 10% (HARDY, et al., 1997).

Para as espécies autogamas, ha métodos de melhoramento que exploram a variabilidade
genética existente, tais como introducdo de plantas, selecdo massal e sele¢do individual com
teste de progénie, e aqueles que utilizam a variabilidade gerada existente através das
hibrida¢des, como, por exemplo, o método genealdgico, o método da populacdo e o “Single

Seed Descent” (SSD) (FEHR, 1987).
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Nos ultimos anos os programas de melhoramento genético de espécies cultivadas vém
buscando tecnologias apropriadas que reduzam o tempo para a obtencdo de novas variedades.
Dentre as ferramentas com capacidade de antecipar o desenvolvimento de plantas com
caracteristicas agrondmicas desejaveis estdo as técnicas de cultura in vitro e a transformacéo
genética. A otimizagdo de condi¢Bes adequadas para o cultivo in vitro da espécie Phaseolus
lunatus pode contribuir como ferramenta auxiliar no melhoramento genético dessa cultura
(SOARES et al., 2010).

2.5 Cultura de Tecidos Vegetais

Através das técnicas do cultivo de células, tecidos e 6rgdos in vitro é possivel propagar
de forma rapida espécies e/ou variedades de interesse e, ainda, podem servir como ferramenta
auxiliar na eliminacao de patdgenos, obtendo assim matrizes com qualidade genética e sanitaria
comprovada. Todavia, para 0 uso pratico da micropropagacao € preciso antes de tudo se
estabelecer e otimizar as condi¢Ges do meio de cultura para cada espécie e/ou variedade. Este
é, dentre os campos da biotecnologia, aquele que tem dado mais resultados praticos. Na cultura
de tecidos se utiliza, como principio, da totipoténcia celular, ou seja, a capacidade que uma
célula possui de regenerar o fendtipo do organismo completo e diferenciado do qual ela é
derivada. (ROGALSKI, GUERRA, SILVA, 2003).

A fase inicial da cultura de tecidos vegetais é o estabelecimento in vitro do explante,
podendo este ser qualquer parte de uma planta, desde uma célula até um 6rgéo, como uma folha,
uma flor, caule ou raiz (SANTANA et al, 2003). A primeira etapa da introducdo de um explante
in vitro é a sua assepsia ou desinfestacdo para remover possiveis contaminantes. Existem trés
principais fontes de contaminacdo na cultura de tecidos vegetais: 0 meio de cultura, o préprio
explante e 0 ambiente do laboratdrio onde a manipulacéo € feita. As praticas de assepsia antes
da introducdo do explante no meio nutritivo sdo para que se possa reduzir a0 maximo a
propagacao de microrganismos contaminantes. Dessa forma, € necessério a esterilizacdo do
meio de cultura em autoclave a 121 °C e a 1 atm; a desinfestacdo superficial do explante por
imersdo em alcool 70 % e hipoclorito de sodio; e higienizacdo periodica do laboratorio, dentre
outras medidas de seguranca (PASQUAL, 2001).
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O cultivo in vitro € considerado uma alternativa bastante viavel de clonagem de
espécies vegetais, com producdo comercial em larga escala (GUTIERREZ et al.,2011). As suas
principais vantagens sdo permitir a multiplicacdo de plantas livres de doencas, a producao de
um elevado nimero de plantas em um curto espago de tempo, utilizacdo de pouco material
genético e emprego de uma area fisica bastante reduzida, podendo ser realizado em qualquer
época do ano (SOUZA et al., 2006; VIAGANO et al., 2007).

Um dos atributos da cultura de tecidos vegetais € a contingéncia quase absoluta de
controle do crescimento e desenvolvimento das plantas. Isso ndo seria possivel sem a
participacdo dos reguladores de crescimento no meio de cultura, pois sdo estes componentes
que direcionam o metabolismo do explante in vitro para o processo almejado. Os reguladores
de crescimento tém atuacdo sobre o ciclo celular e, assim, contribuem para a variacao
somaclonal. O cultivo em frascos fechados onde a troca gasosa pode ser inadequada e intensa,
0 acumulo de reguladores de crescimento como o etileno pode resultar em modificacGes
epigenéticas (GEORGE et al 2008; MORAIS et al. 2006).

As auxinas e as citocininas sao 0s hormdnios mais relevantes para a regulacdo do
crescimento e da morfogénese de tecidos e Orgdos, sdo fatores determinantes para o
desenvolvimento das plantas em geral, na cultura de tecidos a adigdo de fitoreguladores no
meio nutritivo sdo indispensaveis para obter sucesso no estabelecimento dos explantes, as
citocininas sdo responsaveis pela inducdo de brotacBes axilares e superacdo da dominéncia
apical (RADMANN et al., 2009).

Das citocininas disponiveis no mercado, 0 BAP (6-benzilaminopurina) é a que, em
geral, apresenta melhores resultados in vitro para promover a multiplicacdo de diversas
espécies, além de se destacar das demais por ser a citocinina de menor custo, mais ativa e mais
utilizada na multiplicacdo de diversas espécies (GEORGE et al 2008). Processos metabdlicos
podem ser estimulados ou inibidos pelas citocininas, assim como processos fisicos e quimicos
de plantas superiores. As citocininas estdo envolvidas na regulacdo do crescimento e
diferenciacdo, incluindo a dominancia apical, formacdo de Orgdos, divisdao celular,
retardamento da quebra da clorofila, desenvolvimento dos cloroplastos, senescéncia das folhas,
desenvolvimento das gemas e brotacdes, abertura e fechamento dos estdmatos, reguladores da
expressdo dos genes, e metabolismo dos nutrientes. (VIEIRA; MONTEIRO 2002).

O alongamento celular, geotropismo, fototropismo, dominancia apical, iniciacdo
radicular, diferenciagdo dos tecidos vasculares, embriogénese, producgéo de etileno, produgéo
dos frutos, partenocarpia, abscisao de expressdo sexual sdo processos regulados pelas auxinas.

(ARTECA,1996). Na planta, as auxinas séo produzidas nas regides de crescimento celular
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localizadas nos &pices das plantas (nas regides meristematicas), e em menor quantidade, nas
raizes, e seu transporte ocorre do topo da planta em direcdo a base (SOUZA et al., 2018).

Segundo Souza et al. (2018), dois reguladores sdo produzidos em locais diferentes e
possuem funcgdes antagdnicas. Se existir um equilibrio entre as concentracfes de ambos no
meio de cultivo, ocorrera o desenvolvimento de uma massa celular indiferenciada comumente
chamada de callus ou calo.

No ambiente as plantas podem produzir calos (calogénese) em respostas a diversos
tipos de estresse, a exemplo de ferimentos e infec¢do patogénica. Ela também pode ser induzida
in vitro, por meio da adigé@o de concentracOes elevadas de reguladores de crescimento ao meio
de cultivo, ocorrendo a desdiferenciacdo das células, induzindo-as a retornarem ao estado inicial
meristematico (SOUZA et al., 2018).

O estabelecimento da cultura de calos a partir de explantes é dividido em trés etapas:
inducdo, divisdo celular e desdiferenciacdo dos tecidos celulares (STAFFORD, 1991;
AITCHISON et al., 1977). Na biotecnologia a formacdo de calos é de extrema importancia,
sendo utilizada na obtencdo de clones saudaveis de determinada espécie vegetal, na
incorporacdo de genes por biobalistica, na embriogénese somaética e para a producdo de
suspensdes celulares, tendo em vista a producao de metabdlitos secundarios (WERNER et al.,
2010).

Carater embriogénico pode ser adquirido, apds passarem por um processo de
desdiferenciacdo celular, em condices in vitro, células presentes em explantes provenientes de
diferentes tecidos sdo tratadas com uma combinacdo de auxinas e citocininas ou, em outros
casos, apenas por auxinas. Sao um excelente alvo para a transformacdo genética, células
embriogenicamente competentes, pois uma vez transformadas, elas podem ser induzidas a se
diferenciar em embrides, permitindo entéo a obtengéo de plantas transgénicas. A capacidade de
inducdo da desdiferenciacdo celular € 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).

A selecédo in vitro de mutantes induzidos provenientes da variacdo somaclonal e a
producdo de transgénicos, uma das técnicas mais usadas, destacam-se no desenvolvimento de
novas cultivares, contudo, faz-se necessario o prévio estabelecimento das condigdes necessarias

para a regeneracdo de plantas via calos (principal tipo de explante utilizado para obtencgéo de
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variagdo somaclonal e de transgénicos). Para que esta metodologia seja utilizada
(RMAKRISHNAN et al. 2005).

Nesse sentido, a cultura de tecidos em feijao-fava representa uma técnica de grande
importancia para o desenvolvimento dessa cultura, tendo-se em vista a possibilidade dessa
ferramenta biotecnoldgica servir como auxiliar em programas de melhoramento, tornando mais
rapido o processo de obtencdo de novas cultivares e, se for o caso, incorporar outros genes, para

ganhos genéticos mais promissores.



27

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de execucéo e coleta do material vegetal

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Engenharias e Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Alagoas (BIOVEG -
CECA/UFAL), localizado no municipio de Rio Largo — Alagoas (latitude 9° 29°45" S,
longitude 35° 45 54°> W, altitude de 120 metros). As sementes de feijao-fava (P. lunatus L.)
variedade Branca foram obtidas diretamente de um produtor rural que as comercializam em
feira livre no municipio de S&o Miguel dos Campos — Alagoas (latitude 9° 48 24”’ S, longitude
36° 6’ 55> W, altitude de 97 metros) em outubro de 2020. Conforme relato do produtor, as
sementes foram oriundas de plantios familiares realizados na regido de Igaci — Alagoas, sendo

produzidas no primeiro semestre de 2020.

3.2 Preparo, inoculacéo e estabelecimento dos explantes

As sementes de feijdo-fava obtidas foram transportadas para o Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (BIOVEG), onde passaram por um processo de selecdo e padronizacao.
Elas foram selecionadas por tipo, tamanho e aparéncia uniforme, sem sinais de defeitos ou
ataque de pragas e doencas. Posteriormente, elas foram lavadas em recipiente com agua e
detergente neutro por um periodo de cinco minutos, e lavadas em &gua corrente. Em seguida,
submersas em alcool a 70% por 1 minuto. As sementes foram desinfestadas em solucéo de
hipoclorito de sddio, na proporcdo de 30 ml de agua sanitaria da marca Dragéo (2,5 % cloro
ativo), para cada 100 ml de agua, sob agitacdo constante em frascos estéreis por 20 minutos.
Ap0s a sanitizacao, as sementes passaram por triplice lavagem em agua estéril em camara de
fluxo laminar para a completa remogéo do agente sanitizante. Ao final do processo de limpeza
as sementes foram mantidas em frascos de vidro, submersas em agua estéril para hidratacéo por
72 horas, para facilitar a remoc¢do do tegumento e a abertura cotiledonar para a extracdo dos
embrides zigotico (Figuras 1 e 2).
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Apos a excisdo, os embrides foram inoculados em frascos com volume de 150 ml,
contendo o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), enriquecido com 30 g L™ de sacarose,
geleificado com 11 g L™* de Agar e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20
minutos. Foram introduzidos dois embrides por frasco sendo estabelecidos por 16 dias no meio
de cultura, em cdmara de crescimento com temperatura de 25°C + 2°C, fotoperiodo de 16 horas
e luminosidade de 30 pmol/m?/s.

Figura 1 — Sementes de fava desinfestadas em c&mara de fluxo laminar no momento da
introducdo em meio de cultura com diferentes concentragdes de citocinina 6-benzilaminopurina
(BAP) e auxina acido-3-indolbutirico (AIB). CECA-UFAL, Rio Largo, AL. Fonte: Allana

Caroline Idalino Alencar.
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Figura 2 - Extragé@o de embrides nas sementes de Feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) variedade
branca. CECA-UFAL, Rio Largo, AL. Fonte: Allana Caroline Idalino Alencar.

3.3 Experimento 1 — Crescimento e multiplicacdo dos explantes

Ap0s o estabelecimento em meio MS por 16 dias, os embrides germinados de feijdo-
fava livres de contaminantes com cerca de 2 cm de comprimento e apresentando o primeiro par
de folhas foram retirados dos frascos em camara de fluxo laminar e dissecados em varias partes.
Os explantes utilizados neste experimento foram as partes vegetativas contendo o eixo central

com o apice caulinar e as gemas axilares das folhas (Figuras 3 a e 3 b).

Os explantes excisados foram inoculados em frascos contendo meio MS enriquecido
com BAP (6-benzilaminopurina) e AIB (acido-3-indolbutirico) nos seguintes tratamentos:
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Tabelal- Tratamento com diferentes concentraces de com BAP (6-benzilaminopurina) e AIB

(&cido-3-indolbutirico), e o controle (meio sem os reguladores de crescimento).

Tratamento BAP AIB
(mgL?) | (mgL™)
1 controle 0,0 0,0
2 0,5 0,0
3 1,0 0,0
4 2,0 0,0
5 0,0 0,5
6 0,5 0,5
7 1,0 0,5
8 2,0 0,5

Cada tratamento foi composto por dez frascos e em cada frasco foram inoculados dois
explantes, perfazendo um total de 20 explantes em cada tratamento. Apds a inoculacdo os
frascos foram mantidos em sala de crescimento, conforme as caracteristicas descritas
anteriormente, por um periodo de 60 dias sendo repicados para meio fresco de mesma

composicdo a cada 20 dias (Figura 4).

Figura 3 — Embrido germinado apds 60 dias em meio MS para estabelecimento (a). Explante
dissecado em camara de fluxo laminar para selecdo de explantes com gema apical e axilares
(b). CECA-UFAL, Rio Largo, AL. Fonte: Allana Caroline Idalino Alencar.
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Figura 4 — Explantes de fava branca em meios de multiplicagcdo em sala de crescimento sob
temperatura de 25 + 2 °C sob irradiancia de 30 umol/m?/s e fotoperiodo de 16 horas. CECA-
UFAL, Rio Largo, AL. Fonte: Allana Caroline Idalino Alencar.

Ap0s a transferéncia para o experimento de multiplicacdo os explantes foram avaliados
individualmente a cada semana, quanto as seguintes variaveis: nimero de explantes vivos
limpos, nimero de explantes contaminados (bactérias e fungos), nimero de explantes oxidados,
numero de explantes brotados, comprimento do broto apical, nimero de raizes adventicias com
comprimento superior a 2 mm, nimero de brotacdes laterais com comprimento superior a 2

mm.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso com oito tratamentos
(meios de cultura) e 20 repeticdes (frascos contendo 2 explantes cada) perfazendo um total de
60 explantes para cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANAVA), e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
(FERREIRA, 2011).



32

3.4 Experimento 2 - Inducgéo de calos em tecidos embrionérios de fava branca

Para a obtencéo de calos, os embrides zigoticos de fava branca obtidos de acordo com
a metodologia anteriormente descrita na se¢do 3.2 foram introduzidos em frascos de vidro
contendo 50 mL de meio de cultura (MS), composto de sais e vitaminas (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 2,4 D (2,4 &cido diclorofenoxiacético), nas seguintes
concentragdes: 10,0 mg L™, 20 mg L%, 30 mg L%, 40 mg L™ e 50 mg L. (Figura 5). Todos 0s
meios de cultura foram enriquecidos 30 g L de sacarose, geleificado com 11 g L™ de Agar e
pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos.

Figura 5- Esquema de tratamentos com diferentes concentragdes de 2,4 D acrescidos ao meio
MS. 10,0mg Lt 20mg L%, 30mgL? 40mgLte50mgL™
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Apos a inoculagdo dos embrifes em meio de cultura contendo diferentes concentragdes
de 2,4 D, os frascos foram levados para a sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C,
conforme anteriormente descrito. Neste experimento a metade dos frascos (10) contendo todos
o0s tratamentos foi posta no escuro dentro de caixas opacas de papeldo; a outra metade dos
frascos (10) contendo também todos os tratamentos foi mantida no claro expostos a

luminosidade das lampadas da sala.

Semanalmente foi avaliado a qualidade dos calos produzidos nas situagdes de claro e

escuro utilizando-se uma escala de notas variando de 0 a 6, onde 0: ndo houve formacéo de
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calos; 1: calo 1x maior que o explante original; 2: calo 2x maior que o explante original; 3: calo
3x maior que o explante original; 4: calo 4x maior que o explante original; 5: calo 5x maior que
o0 explante original; e 6: calo 6x maior que o explante original. De acordo com modelo proposto
por Silva (2012).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso com cinco
tratamentos (meios de cultura), duas condicBes (claro e escuro) e 10 repeticdes (frascos
contendo dois embrides em cada). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANAVA) e a anélise de regressao, e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 — Crescimento e multiplicacdo dos explantes

Os resultados obtidos apos 60 dias de observacdo dos explantes nos tratamentos in vitro
mostraram que o numero de explantes vivos foi satisfatorio (Tabela 2). O aumento da
concentragdo de BAP ou a presenga de AIB no meio néo influenciou significativamente a
oxidacao dos explantes e o escurecimento do meio de cultura (Tabela 1). Os explantes de feij&o-
fava mantidos nos diferentes meios de cultura para a inducdo de brotacGes apresentaram baixos
efeitos oxidativos, com valores variando de 4 a 12 brotos oxidados. O efeito negativo de
substancias fenolicas em meio de cultura é bem conhecido e é considerado indesejavel quando
se quer acelerar a multiplicacdo de plantas in vitro (GEORGE, 1994). Neste experimento, nos
casos em que ocorreram escurecimento na base do explante foi realizado o reposicionamento
dos mesmos dentro dos frascos, impedindo que a area do tecido oxidado se espalhasse para todo

0 meio de cultura, e os explantes permanecessem em areas limpas do meio.

Tabela 2 — Numero de explantes vivos limpos (NEL), Numero de explantes contaminados
(NEC), Ndmero de explantes oxidados (NEO), Numero de explantes brotados (NEB),
Comprimento do broto apical (CBA), Numero de raizes adventicias com comprimento superior
a2 mm (NRA), Numero de brotacdes laterais com comprimento superior a 2 mm (NBL) apds
60 dias no estabelecimento in vitro de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) cv. branca, em
diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e auxina acido-3-indolbutirico (AIB).

Total 60 explantes em cada tratamento.

Concentrac0es NEL NEC NEO NEB CBA NBL NRA
** ** ** ** (mm) (>2mm) (>2 mm)
MS 46 14 10 50 25a 0,2¢ 0,8b
0,5BAP 50 10 12 55 20 a 20¢c 0,52b
1,0 BAP 55 5 8 57 14 ab 8,4a 0,0c
2,0 BAP 54 6 6 55 12b 143 a 0,0b
0,0 BAP + 0,5 AIB 56 4 5 55 22 a 0,3c 4,3a
0,5 BAP + 0,5 AIB 59 1 4 53 18a 25¢ 2,7b
1,0 BAP + 0,5 AIB 50 10 12 50 15ab 56b 03¢
2,0 BAP + 0,5 AIB 52 8 8 49 10b 124 a 0,0c

*Médias seguidas letras iguais ndo diferiram estatisticamente no teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade. ** N&o houve diferenca significativa.
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A brotacéo e o alongamento das gemas pre-existentes nos explantes tém sido associados
ao efeito estimulante de nutrientes e reguladores de crescimento presentes no meio de cultura.
De uma maneira geral, os meios de cultura possuem uma fonte de carbono disponivel as plantas
para a producdo de novos tecidos uma vez que a fotossintese in vitro ndo é, na maioria das
vezes, suficiente para tal. Além da fonte de carbono séo adicionados também aos meios de
cultura macro e micro nutrientes, vitaminas e aminodcidos como componentes basicos
necessarios ao crescimento vegetal. Todavia, em muitos casos, é necessario ainda a adi¢édo de
reguladores de crescimento geralmente citocinina e auxinas para estimular a brotacdo de gemas
e raizes, respectivamente (TORRES et al, 1998).

Neste trabalho, cujos explantes utilizados foram provenientes de meio MS sem
reguladores de crescimento e estavam com o vigor juvenil dos embrides 16 dias recém
germinados (Figura 6), o numero de explantes brotados ndo apresentou diferencas significativas
(Tabela 1). Todavia, o alongamento das gemas apicais foi influenciado diretamente pela
presenca de BAP ou AIB. De uma maneira geral, o aumento da concentracdo de BAP reduziu
0 comprimento das gemas apicais (CGA) mais do que em explantes sem BAP ou com apenas
0,5 mg L™ de BAP com ou sem a presenca de AIB. O efeito de BAP e outras citocininas
(cinetina, 2ip e TDZ) sobre diversos tipos de explantes é sempre no sentido de estimular a
brotacdo de gemas, mas em muitos casos, provoca também a reducdo no comprimento das
mesmas a medida que aumenta o nimero de gemas brotadas (GEORGE et al., 2008).

Um estudo com vagens e explantes de feijdo-fava de oito variedades locais do Estado
da Paraiba, em cultura de tecidos com meio de cultivo acrescidos de reguladores de crescimento
de 6-benzilaminopurina (BAP) e acido-3-indolbutirico (AIB), observaram valores inferiores
aos constados neste estudo para a altura de explantes, com valores oscilando de 1,80 mma 2,75
mm (SANTOS, 2002).

Esse efeito sobre o estimulo a brotacdo de gemas laterais pode ser observado nos
tratamentos que apresentavam BAP na sua composicdo. Quanto maior foi a concentragédo de
BAP utilizada, maior o numero de brotacdes laterais (NBL) observadas (Tabela 1). No
tratamento sem BAP (MS) com ou sem AIB, praticamente apenas a gema apical foi capaz de
brotar e alongar. Ja nos tratamentos com BAP entre 0,5 e 2,0 mg L™ 0 aumento do niimero de
gemas laterais foi consideravelmente aumentado chegando a ser até mais de 10 vezes na
concentracdo maxima. Todavia, a maioria desse numero elevado de gemas ndo alongou o
suficiente no periodo observado (60 dias) para que pudessem ser repicados em novos frascos
(Figura 7). Na maioria dos casos observou-se que apenas duas ou trés dessas multiplas gemas

conseguiram um alongamento equivalente a gema apical no periodo do experimento. A
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presenca de AIB associado ao BAP reduziu ligeiramente o nimero de gemas com mais de 2
mm observadas nos explantes. Esse fato pode estar associado ao estimulo ao crescimento de
raizes adventicias (NRA) observado nos tratamentos com AIB (Tabela 2).

A presenca do BAP além de estimular o surgimento de brotacGes laterais axilares
também inibiu o crescimento de raizes adventicias, pois somente no tratamento em que o AIB
estava presente sem o BAP observou-se o maior nimero de raizes (média de 4,3
raizes/explante). Por outro lado, nos tratamentos apenas com BAP sem AIB o numero de raizes
adventicias foi baixo (0,5 mg L"*de BAP) ou nenhuma raiz foi observada (1,0 e 2,0 mg L de
BAP). No tratamento controle, sem BAP ou AIB houve a formacdo de raizes adventicias em
varios explantes mostrando que foi a presenga do BAP em outros tratamentos o responsavel
pela sua inibicdo. Diversos fatores influenciam o comportamento de explantes quando
cultivados em meio de cultura, sendo um dos principais o balan¢co hormonal entre auxinas e
citocininas (PREECE, 2008). A vitalidade de explantes em meio de cultivo esta relacionada
com o potencial que as citocininas apresentam de controlar a expressao de genes envolvidos na
senescéncia de tecidos e 6rgdos vegetais, podendo inibir ou retarda os efeitos fisioldgicos
degenerativos, e como consequéncia, aumenta a longevidade celular, corroborando com os
resultados observados neste estudo. Além disso, destaca-se que o efeito das citocininas em
culturas de tecido ou 6rgaos pode variar de acordo com a substancia utilizada, o tipo de cultura,
a variedade da planta, de onde ela foi derivada e da idade do tecido que deu origem ao explante
(SILVA, 2010).
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Figura 6 - Explantes Phaseolus lunatus L.fava branca durante a repicagem apos 20 dias em
meio de cultura MS com 2,0 mgL™* BAP (esq.), 0,5 mg L™* BAP (centro) e 0,5 mg L IBA
(dir.). CECA-UFAL, Rio Largo, AL. Fonte: Allana Caroline Idalino Alencar.

Figura 7 — Aspecto geral do experimento de multiplicacdo de explantes de Phaseolus lunatus
L.fava branca em camara de crescimento. CECA-UFAL, Rio Largo, AL. Fonte: Allana

Caroline Idalino Alencar.
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Diversos estudos justificam as respostas observadas no presente trabalho quanto a
emissdo de brotacGes na presenca de citocininas, muitos pesquisadores atribuem essa resposta
ao modelo proposto previamente por Nielsen et al. (1995). De acordo com esse modelo, o BAP
(citocinina) pode se ligar a um receptor, uma “proteina receptora de citocinina” (CBP,
“Cytokinin-biding protein”), a qual possui dois sitios de ligagdo. Em um sitio se liga as
citocininas derivadas de adeninas, e 0 outro sitio se liga as citocininas feniluréia. Por esta razéo,
a adicdo de BAP, proporciona a formacao de brotacdes, devido a ativacdo de um dos sitios da
CBP.

Experimento 2 - Inducéo de calos em tecidos embrionarios de fava branca

Ao final de 30 dias de cultivo foi possivel observar elevados percentuais (85% ou mais)
de calejamento nas extremidades proximal e distal dos explantes mantidos em meio com a
adicdo de diferentes concentracdes de 2,4 D (2,4 acido diclorofenoxiacético) em ambos o0s
ambientes testados (claro e escuro). Morre et al. (1998), ao detalharem um procedimento de
regeneracdo in vitro de algod&o a partir de eixos embrionarios, observaram a formacéo de calos
em todas as extremidades proximal na maioria dos explantes, quando estes foram em meio de

cultura suplementadas com altas concentracdes de 2,4 D ao final de 20 dias de cultivo.

Nas figuras de 8 a 12 sdo apresentados os resultados obtidos por meio da escala de notas
desenvolvida para avaliar a qualidade dos calos de feijao-fava (P. lunatus L.). Em todas as
concentracdes avaliadas (10 a 50 mgL™! 2,4D) observou-se um aumento no tamanho do volume

dos explantes expostos a auxina independentemente de estarem no claro ou no escuro.



39

Figura 8 — Evolucdo do crescimento dos calos morfogénicos em embrides zigoticos de fava
branca submetidos a condicdes de luz e escuro em meio MS com 10 mgL-1 de 2,4 D durante

20 dias de avaliacao.

Luz Escuro Luz Escuro Luz  Escuro

Figura 9 — Evolucdo do crescimento dos calos morfogénicos em embrides zigoticos de fava
branca submetidos a condicdes de luz e escuro em meio MS com 20 mgL-1 de 2,4 D durante

20 dias de avaliacao.

Luz Escuro Luz Escuro Luz  Escuro
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Figura 10— Evolucdo do crescimento dos calos morfogénicos em embrides zigédticos de fava
branca submetidos a condicdes de luz e escuro em meio MS com 30 mgL-1 de 2,4 D durante

20 dias de avaliacao.

Figura 11 — Evolucéo do crescimento dos calos morfogénicos em embrides zigéticos de fava
branca submetidos a condicGes de luz e escuro em meio MS com 40 mgL-1 de 2,4 D durante

20 dias de avaliagéo.

Luz Escuro Luz Escuro Luz  Escuro

18/02
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Figura 12 — Evolug&o do crescimento dos calos morfogénicos em embrides zigoticos de fava
branca submetidos a condigdes de luz e escuro em meio MS com 50 mgL-1 de 2,4 D durante

20 dias de avaliacao.

Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro

Varios fatores influenciam neste processo, como a absorcdo de agua e o efeito das
auxinas, tendo em vista que a agua e outros solutos sdo absorvidos através da membrana
plasmatica. Desta forma, se quantidade de agua no interior da célula for menor que no meio
externo, o gradiente de potencial hidrico acelera a taxa de absorcdo, equilibrando a

concentracdo de sais entre o interior e 0 exterior da célula vegetal.

Como no presente caso, as condi¢des ndo propiciam a saida de sais, ha a entrada de
agua. O resultado dessa absorcdo gera ainda o potencial de turgescéncia que atua sobre a
membrana e a parede celular, resultando no aumento da pressdo interna e inchaco da célula. Ha
ainda um possivel aumento no potencial de extensibilidade por conta do efeito da presenca de
2,4-D (&cido diclorofenoxiacético). A hipotese do crescimento acido estabelece que, um
aumento no fluxo de H+ e consequente queda do pH no apoplasto faz com que vérias enzimas
possam vir a entrar em atividade (expansivas, hidrolases, pectinases, celulases, hemicelulases)
clivando uma série de ligacdes quimicas (pontes de hidrogénio, ligagbes cruzadas entre as

microfibrilas de celulose e as hemiceluloses) contribuindo para o afrouxamento da parede
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celular, resultando no aumento da taxa de extensibilidade da célula (ALBERTS, BRUCE et al.,
2017; TAIZ & ZEIGER, 2013).

A formacéo de calos em elevados percentuais em meios contendo citocininas, explica
que o balango hormonal exdgeno interagiu de forma significativa com os niveis enddgenos,
desencadeando essa resposta morfogénica. A relagdo citocinina/auxina, provavelmente,
enddgena ocorreu nessa regido do explante (regido da extremidade proximal), que em contato
com o meio de cultura enriquecido de reguladores de crescimento, veio a se estabelecer em

proporcdes que favoreceram o processo para a formacédo de calogénese.

Em um estudo similar, observou-se, que ao fim de 54 dias, a ultima fase da cultura em
suspensdo foi finalizada, e durante estes procedimentos uma série de estruturas
morfologicamente distintas apresentaram-se, estruturas globulares foram encontradas nas
concentragdes 0,125; 0,25 e 0,37 mgL™ de 2,4- D, se destacando a concentragdo 0.125 mgL™
de 2,4-D, que apesar de possuir uma alta quantidade de estruturas globulares, sofreu grandes
percas por conta da oxidacdo (RAMAKRISMAN et al, 2005).

N&o houve indicios visuais de formacdo de alguma estrutura organizada o suficiente
para se estabelecer uma definicdo de um caminho organogénico ou embriogénico. Embora
alguns tratamentos, principalmente no escuro tenham produzido massas de calos fridveis
bastante consideraveis, tais estruturas tenderam a se manter desdiferenciado possivelmente

pelas elevadas concentragdes de 2,4 D utilizadas neste estudo.

De acordo com as notas dadas aos calos formados nos explantes nos diferentes
tratamentos de concentracdes de 2,4 D no claro e escuro em trés diferentes datas foi possivel
definir as tendéncias dos tamanhos e qualidade dos calos formados. Na sequéncia de figuras de
7 a 11 estdo expressas as notas estabelecidas para cada tratamento nas concentracées de 10, 20,
30, 40 e 50 mgL-1 de 2,4D.

Nas figuras (Figuras de 8 a 12) é possivel identificar a tendéncia dos explantes que
permaneceram no escuro de formar mais e melhores calos ja na primeira data observada e
mantendo a tendéncia nas datas seguintes, o que significa dizer que o tamanho e, portanto, a
massa de calos organogénicos foi aumentando a cada observagdo(Figura 13). De uma maneira
geral, explantes que permaneceram no claro formaram sempre uma massa de calos bem menor

do que aqueles de mesma concentracdo de 2,4 D que permaneceram no escuro.
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O efeito oxidativo da luz sobre as auxinas é bastante conhecido em plantas e em muitos
casos o efeito destas fica completamente comprometido (TAIZ et al., 2008). Neste experimento,
ndo obstante as altas concentracdes de 2,4D (uma auxina sintética forte) utilizadas, a sua

exposicao a luz diminuiu e atrasou a calogénese em embrides de fava branca.

No claro, a maior parte dos explantes permaneceu sem calos ou calos pequenos em
alguns explantes. Algumas dessas massas calosas eventualmente chegaram a atingir uma nota
melhor (até nota 4) na concentracéo de 10 mgL-1 (Figura 7). Nas demais concentracdes os calos
obtidos no claro atingiram, no maximo, a nota 3 e assim mesmo em poucos explantes (Figuras
8,910 e 11). Como é possivel observar nestas mesmas figuras (7 a 11), a grande maioria dos
explantes no claro permaneceram com notas 0 ou 1 indicando a auséncia de calos ou apenas

uma discreta massa calosa nas extremidades.

Por outro lado, alguns explantes que foram mantidos no escuro na concentragdo de 10
mgL de 2,4 D, produziram consideraveis massas calosas chegando a aumentar o tamanho total
do explante em cerca de seis vezes mais do que o explante original (Figura 8). Os explantes
mantidos no escuro nas diferentes concentracdes de 2,4 D, tiveram suas notas aumentadas a
cada intervalo de 10 dias. Esse fato € representado por circulos maiores nas figuras de 8 a 12
que foram subindo na escala a cada nova observagcdo. Alguns explantes mantidos na
concentracio de 10 mgL de 2,4 D apresentaram as notas mais altas (4, 5 e 6), mas mantiveram
alguns explantes também com notas mais baixas (1, 2, e 3) e até mesmo 1 explante sem
apresentar calo (nota 0) (Figura 8). Essa resposta variavel entre explantes de um mesmo
tratamento parece indicar variagcbes genéticas existentes entre as sementes de uma mesma
variedade. Respostas mais homogéneas possivelmente seriam possiveis entre explantes de uma

mesma linhagem selecionada.

Os resultados apresentados neste trabalho evidenciam a capacidade do feijdo-fava
(Phaseolus lunatus L.) var branca de produzir massas calosas possivelmente organogénicas a
partir de embrides zigoticos nas varias concentragdes utilizadas neste experimento (Figura 14).
A concentracio de 10 mgL™ de 2,4 D apresentou 0 maior potencial para calogénese desde que
os explantes sejam mantidos em condicOes de escuro. Todavia, mais pesquisas devem ser
conduzidas no sentido de se estudar a capacidade de tais calos serem capazes de produzir plantas
inteiras quer seja por organogénese, quer seja por embriogénese indireta. Além disso, 0 uso

desses calos em suspensdes celulares poderia acelerar a capacidade regenerativa dos mesmos e
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auxiliar nos programas de melhoramento genético da espécie e auxiliar na compreenséo de sua

fisiologia.

Figura 13 - Diferentes concentrac6es de 2,4 D em micropropagacao de Feijado-Fava (Phaseolus
lunatus L.) em exposicéo a luz e ao escuro. (A) Concentracdo de 20 mg.L™ de 2,4 D exposto a
luz (frasco direito) e totalmente no escuro (frasco esquerdo). (B) Concentragdo de 10 mg.L* de
2,4 D exposto a luz (frasco direito) e totalmente no escuro (frasco esquerdo). (C) Concentracédo
de 40 mg.L? de 2,4 D exposto a luz (frasco direito) e totalmente no escuro (frasco esquerdo),
CECA-UFAL, Rio Largo, AL. Fonte: Allana Caroline Idalino Alencar.
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Figura 14- Formacéo de calo embriogénico 20 dias apds inoculacdo in vitro. CECA-UFAL,

Rio Largo, AL. Fonte: Allana Caroline Idalino Alencar.
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Tratando-se de uma leguminosa recalcitrante, todo esforco em aumentar a producéo e
qualidade da massa de calos fridveis, reflete como um esforgo positivo em aumentar a
possibilidade de regeneracdo, inclusive, de entender os possiveis mecanismos que estdo
envolvidos nas vias direta e indireta da embriogénese somatica e organogénese. Assim, toda
condicdo de incubacdo, pré-tratamento ou tipo de explante que venha melhorar a probabilidade
de producdo de calos de maior potencial embriogénico, e possa contribuir para a exploragéo das
vias de micropropagacdo com o feijao fava, deve ser testada, pois com base nos resultados
adquiridos, se pode contribuir para o sucesso no estabelecimento de protocolos de regeneragédo

cada vez mais eficientes.
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5 CONCLUSOES

1 — BAP adicionado ao meio de cultura induziu a brotacao de gemas apicais e multiplas gemas
axilares em explantes de feijdo-fava,;

2 — A presenca de AIB na concentragdo de 0,5 mgL™ foi suficiente para induzir enraizamento
in vitro de Phaseolus lunatus L;

3 — O uso de 2,4 e a auséncia de luz, induziu uma alta taxa de calejamento nos explantes
oriundos de embrides zigoticos de fava branca;

4 — Explantes oriundos de embrides zigdticos de fava branca expostos a luz com as mesmas

concentracdes de 2,4 D ndo formaram calos vigorosos.
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