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CULTURA DE TECIDOS DE Stylasanthes guianensis (Aubl.) Sw. 

CV. IR! 1022: ESTUDO MORFOGENÉTICO E HISTOLÓGICO 

RESUMO 

Autora: Benedita Aparecida da Silva 

Orientadora: Profa. Ora. Maria Lucia Carneiro Vieira 

A espécie Styloscmthes ~uianensi.s, import-ante 

forrageira para as regiões tropicais do globo, vem se es-

tabelecendo a partir da década de 80 como um sistema modelo 

em pot.enci aI, para a tecnologia da cul tura de t.eci dos na 

família Leguminosae CMEIJER & S2ABADOS, 1990). 

No presente estudo, avaliou-se o potencial 

morfogenéti co in vitra de uma cul ti var pertencente a esta 

espécie, a IRI 1022, em relação aos fatores genótipo e meio 

de cultura, mais especilicamente, a reguladores de cresci­

mento. A indução de calos foi obtida a partir de explantes 

foliares da cv IRI 1022 colocados em meios basais MS suple­

mentados com combinações dos litorreguladores NAA e BAP, nas 

concentrações 0,0; 0,1; 0,4; 1,0 e 2,0 mg/l, sob fotoperíodo 

de 16 horas luz e temperaturas entre 25 a 28°C. 

Entre estas combinações foram selecionadas 

favoravelmente, aquelas capazes de promover fases de calo 



;:<vi i . 

mais prolongadas e ainda a regeneração de part.es aéreas nes-

les calos durant.e o período de indução de 30 dias. 

Calos induzidos neslas condições foram t.rans-

feridos após 30 dias para meios de regeneração, islo é, 

meios MS suplement~ados apenas com B.I\P, onde ·3. concent.ração 

2, O mg/l, most.rou-se a mais sat.isfat.ória. 

Brot~os regenerados foram alongados em meio MS 

com as concent.rações de sais reduzidas à met.ade e a um 

quart.o, e concenl.ração de BAP t.ambém reduzi da ou ausent.e. 

A i mpl ement.aç ão do enr ai zament.o em brot.os 

alongados se deu em meio MS reduzido à melade e a um quarlo, 

e supl ement.ado com 0,2 mg/l de IBA. /),:s mai or es t.axas de 

sobrevi vênci a de pl antas regeneradas i.n vi..tro se deu sob 

condições elevadas de umidade relat.iva, luminosidade e t.em-

per a l ur a . 

Plant.as se Cregenerant.es primários) avaliadas 
~ 

preliminarment.e, apresent.aram variações quant.o a alguns as-

pectos veget.alivo e reprodut~ivo~ progênies dest.as plant.as 

por sua vez, quando submet.idas a cul t.ura, demonst.raram 

variabilidade para o carát.er regeneração. 

A indução de calos e a organogênese de part.es 

aéreas nesles, foram igualment.e avaliadas a nível eslrut.ural. 

Os event.os chaves que levam a indução de calos 

em explant.es foliares da cullivar IRI 1022, ocorrem ent.re o 

segundo e o t.erceiro dias de cult.ura; a desdiferenciação e a 

proliferação celulares têm início nas regiões de feriment.o 



xviii. 

do ex-pl ant.e, not.adament.e a ní vel da ner VUI- a pr i nci pai, em 

células do parênquima e da bainha do feixe vascular. 

No quint.o dia de cult.ura, já é evident.e a ní­

vel da morfologia ext.erna, o início de formação de calo. Em 

lorno do déci mo di a de cul lur a j á se observa a presença de 

mer i st.emói des. Trinla dias após a inoculação do explant..e, 

são evident.es as gemas caulinaes. 

O processo de regeneração ocorre por organogê­

nese, com os brolos desenvolvendo na superfície dos calos. 
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TISSUE CULTURE ON Styl.osanthes e;uianensis (AubL.) Sw. 

CV. IRI 1022: MORPHOGENETIC AND HISTOLOGICAL STUDY 

Author: Benedita Aparecida da Silva 

Adviser: Profa. Dra. Maria Lucia Carneiro Vieira 

SUMMARY 

Since the 80's decade, Stylosanthes 

e;uianensis, an important forage species for world tropical 

regi ons , has been est.abl i shed as a potenti ai model system 

for t.isslle cultul-e in Lhe Leguminosae family CMEIJER f", 

SZABADOS, 1 990) . 

In U'1e present st.udy, S. suianensis cultivar 

I RI 1022 in vitro mor phogeneti c poLenti al was eval ua Led; 

genot.ype and culLure media, specifically, qrowt.h regulat.ors 

was sLudi ed. 

Cal 1 i i nduct.i 00 was obtai ned from I RI 1022 

leaves explanLs placed on t.h!? MS CMURA...SHIGE &: SKOOG, 1962) 

basal medium supplemenLed wit-h combinat.ions of NAA and B.P>P 

at. 0.0, 0.1, 0.4, 1.0 and 2.0 
-~ . 

mgl concent.raL~ons. Cul t.ures 

were mainLained aL 25 t..o 2SoC, under 16 hs light. regime. 

Planto growt.h regulat..or combinat.ions able to 

promot.e ext.ended call us phase and shoot regenerat.ion in a 30 

days period were selecLed. The der i ved call i were t.hen 



-lransferred auxin 1'1S regenerat.ion media; 2.0 

xx. 

-1. 
mgl 

BAP was -lhe more sat.isfac-lory concen-lra-lion for shoo-l 

regenera-lion. 

Shoo-ls were elonga-led in half-and-quart.er-

s-lrength MS medium, free of hormones or supplement.ed wit.h 

reduced BAP concen-lrat.ion. Roo-ling was induced in t.he sarne 

basal medi um suppl emen-led ',vi t.h O. 2 mgl -1. I BA. 

Regenera-led plant.let.s, when -lransferred t.o -lhe 

soil, showed great.er survival rat.es under high humidi-ly, 

1 i gh-l and t. emper a t. ur e condi t.i ons. plant.s ( primary 

regener arAs) showed some var iat.i ons reI at.ed wi -lh morphologi­

cal and reproduc-live aspect..s; progênies of SCi plant.s showed 

var i abi 1 i t. y i n in. t.>i.tro r egener a t. i ve abi 1 i t. y. 

Hist.ological analyses of calli induct.ion and 

shoot. regenerat.ion processes were performed. Leaf explant.s 

der i ved call i ',",'er e i nduced by hyst.ol ogi cal event.s t.hat. occur 

bet.ween t.he second and t.he t.hird day of cul-lure; dedifferen­

t.iat.ion and cellular proliferat.ion begin in regions closed 

t.o lesions caused by explant. excision, mainlyat. t.he cent.ral 

vei n, i nvol vi ng bot.h, ce11 s oí~ t..he vascul ar parenchyma and 

sheat.h of Lhe bundle. 

On t.he fifLh day of culLure calli began t.o be 

evident. ato t.he leveI of externaI morphology, .Dd't.er t.he t.ent.h 

day of cult.ure merisLemoids can be observed .. Dd'Ler t.hirt.y 

days of explanLs inoculat.ion shoo-l buds are evident.. 

Regenerat.ion process occurs by organogenesis, 

wi t.h shooL deveIopment. on call i surfaces. 



1. I NTRODUÇAO 

o requisit.o basico para se explorar as técni­

cas da Cl.rlt.t.u-a de t.ecidos veget.ais em diversas áreas como a 

mor.t~ologia, bioquímica, pat.ologia e genét.ica, consist.e na 

regeneraçâo rotineira de plantas em nómero suficiente. 

Entre as espécies cul t.i vadas, procura-se 

aquelas que possam servir como modelo nâo apenas para escla­

recer os mecanismos que restringem a regeneração in vitro, 

como t.ambém, para se ver i f i car a pot.encialidade dest.as 

t.écni cas em r esol ver pr obl emas r el at.i vos ao mel hor amento de 

plant.as. 

Na f amí 1 i a Legumi nosas , o gener o Stylosanthes, 

impor t.ant.e do ponto de vi st.a agr onômi co por cont.er espéci es 

forrageiras alt.ament.e adapt.adas a regiões t.ropicais que 

apresent.am condições climát.icas e edáficas desfavoraveis, 

dest.aca-se dentro dest.a abordagem biot.ecnológica. 

() rel at~os de sucesso na apl i caçã.o de l.t~c­

nicas de cult.ura de t.ecidos nest.e gênero vêm aument.ando e 

envolvendo principalment.e a espécie t~orrageira s. 

~"uianensi..s, que a1 ém de f aci 1 mani pu1 ação, demonst~r a e1 evada 

r esponsi vi dade ao cul t.i vo in vitro. 
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i\demais. muit.os obst.áculos enfrent.ados em pro-

gramas de melhorament.o genét.ico dest.a espécie em part.icular 

e do gêner o como um t.odo poder ão ser super ados com a i nt.r 0-

dução em t.ais programas, de t.~cnicas de cult.ura de t.ecidos 

que já se most.raram viáveis. 

o genêro Stylosanthes, por t.ant.o , apresent.a uma 

t.endênci a evi dent.e de tor nar -se um si st.ema modelo de est.udos 

e aplicações dest.as t.ecnologias para que ist.o se 

concret.ize. é necessária a aquisição de um número cada vez 

maior de informações acerca do cult.ivo dest.e sist.ema in 

vitro. 

Nest.e cont.ext.o, foram objet.i vos do present.e 

est.udo: 

1) a indução e cresciment.o de calos a part.ir de 

explant.es !~oliares da cult.ivar IRI 1022; 

2) acompanhar e car act.er i zar o desenvol vi ment·o mor-

fológico de calos originados a part.ir de explant.es foliares 

da cul t.i var I RI 1022; 

3) acompanhar e caract.erizar a nível anat.ômico o 

desenvol vi ment.o ont.ogenét.i co de calos or i gi nados a par t.i r de 

explant.es foliares da cult.ivar IRI 1022, e' > 

4) ot.imizar o processo de aclimat.ação de plant.as in-

t.eiras, regeneradas in l..rt.tro. 
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2. REVISAO DE LITERATURA 

2.1. O Gênero Stylosanthe.s: Consi derações Gerais 

o gênero St),./losanthes, assim denominado por O. 

Swart.z, em 1788, pert~ence a subtribo St.ylosant.hinae, t.ribo 

Aeschynomeneae, S11bf amí 1 i a Papi li onoi deae, f amí 1 i a Legumi no­

sae (RUDD, 1981). Sua di str i bui ção geogr áf i ca nat.ur al con­

cent.ra-se principalment.e nas regiões t.ropicais e subtro­

picais das Américas, dest.acando-se o Brasil como o seu maior 

cent.ro de di versi dade genéti ca (FERREI RA & COSTA, 1979; 

WILLIAM.S et crlii, 1984) e a Aust.rália como o local onde 

ocorreu o maior número de int.roduções de espécies pot.en-

cialment.e rorrageiras CT' MANNETJE, 1984) . 

.As espéci es e subespéci es pert.encent.es a est.e 

gênero, cerca de 50 ao t.odo, são frequent.ement.e revist.as 

(MOHLENBROCK, 1 958 ~ FERREI RA & COSTA, 1979 ; COSTA & FER­

REIRA, 1984; T'MANNETJE, 1977, 1984) e parece est.ar longe de 

um consenso ent~re os pesqui sadores em rei ação a t.axonomi a do 

grupo. 

Ao longo de sua hist.ória t.axonômica, o gênero 

Styloscrnthes vem sendo subdi vi di do em duas seções subgené­

r i cas, seção St.yposant.hes e seção St.yl osant.hes, com base 
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respect~i vament.e na presença ou ausênci a de um eixo rudi­

mentar, um pequeno apêndi ce na base do frut.o, que é uma 

vagem do t.i po loment.o C KI RKBRI DE & KI RKBRI DE, 1987). 

STACE & C.l\MERON (1984), discut.em o significado 

cit.ológico e evolut.ivo dest.a subdivisão. O número cromos-

sômi co hapl ói de do gênero é 10. .l\t.é o moment.o, t.odas as 

espéci es cl assi f i cadas dent.r o da seção St.ylosant.hes são 

diplóides C2n = 20), o que se const.it.ue em um fort.e indício 

da não existência de poliplóides na mesma. Pert.encem a est.a 

seção import.antes espécies do pont.o de vist.a econômico, t.ais 

como, S. {?Uianensis, S. humili.s, S. viscosa e S. leiocarpa. 

Na seção st. yposant.hes , por out.r o lado, são 

encont.r adas espéci es di pl ói des e pol i pl ói des. Também aí se 

encont.ram espécies de import.ância econômica, t.ais como S. 

scabra e S. capitata, ambas com número cromossômico 2n=40. 

Ainda de acordo com est.es aut.ores, a obt.enção 

de híbridos envolvendo cruzament.os int.erespecíficos é gran-

dement.e I i mi t.ada pela exist.ência de fort.es barreiras 

mei ót.i cas. 

A grande importância do gênero Stylosanthes 

reside no rat.o dele cont.er uma grande disponibilidade de es­

pécies pot.encialment.e forrageiras as quais se most.ram adap­

t.adas a áreas secas e/ou de solos pobres dos t.rópicos e sub­

t.rópi cos, onde caract.er i st.i cament.e a rel ação ent.re produção 

de past.agem e produt.ividade animal é baixa e o uso de fert.i­

lizant.es economicament.e inviável (FERREIRA & COSTA. 1979~ 

EDYE & C.l\MERON, 1984). Em espécies ou mesmo variedades t.axo-



5. 

nômicas do qênero onde exist.em dados relevant.es disponíveis, 

é evident.e a ocorrência de ampla variabilidade em caract.eres 

de import.ância t.axonômica e/ou agronômica (Tabela 1). 

Tabela 1. Caract.eres de import.ância agronômica em espécies do 

gênero St),llosanthes. 

S. 
ATRIBUTO 

S. guia­
nensisC var. 
guianensis.) 

A. 
capi­

tata 
humi-

1 is 

Para adapt.ação regional 
t.olerância a t.oxidez de AI 
t.olerância a solos alcalinos 
t.olerância a solos salinos 
t.olerância a solos descobert.os 
t.olerância a inundação 
t.olerância a seca 

.resist.ência ao rogo 
t.olerância ao frio 
t.olerância ao pisot.eio int.enso 

Para persistência 
.resist.ência à ant.racnose 
.resist.ência a brocas 
.resist.ência a nemat.6ides 
rI oresci ment.o 

· mat.uração de sement.es 
produção de sement.es 

· estabi 1 i dade na pr od uç ão 
dormência 
"banco" de sementes 
regeneração de plânt.ulas 
longevidade 

Para produção 
· assoei ações com Rhi zobi. um 
produção de mat.éria seca 
produção sazonal 
paI a t.abi 1 idade 
digest.ibilidade in vitro 

· produção ani mal 

+v 

+v 
-v 
-v 
-v 

+v 
+v 
+v 
+v 
+v 
+v 
+v 
+ 
+v 
+v 
+v 

+v 
+v 
+v 
+ 
+v 
+ 

Reti.T<~do de EDYE et Gli.i {1984>, si.mpl.i.fi.. coda. onde: 

+ = atributo desejável presente; 

= atributo desejável ousente; 

+v 

+ 

+v 
+v 
+v 
+v 

+v 

+ 

+v 
+v 

+n 
+v 
+v 
+ 
+v 

v = ocorre.ncio de voriaçõo i.ntra-Eospecifico. pGra o otributo; 

n = Cluse.ncia de var iGçõo i nt ra-espee ifica paro. o clt. ributo. 

Os espaços em branco represent am dados néio conheci. dos. 

-n 
+ 

+ 

+v 

+v 
+v 
+v 

+ 
+v 
+ 

-n 

+v 
+v 
+v 
+ 
+v 
+ 

S. 
sca­

bra 

+v 
+ 

+ 
-v 
+ 
+v 
+v 
+ 

+v 
+v 

+v 
+v 
+v 

+v 
+v 
+v 
+v 

+v 
+v 
+v 
+v 



6. 

Est-udos revelam que est.a variabilidade deve-se 

a fat.ores genét-icos e ambient.ais (BARROS, 1978~ BATTISTIN &: 

MARTI NS, 1988) , sendo responsável pelo sucesso agronômi co 

das espéci es, uma vez que, pl ant.as for r agei r as t.ropi cai s e 

subt.ropicais para ser em bem sucedi das devem est.ar adapt.adas 

a amplas faixas de condições climát.icas e edáficas CEDYE et 

al.ii., 1 ~~84 ~ WI LLI AMS et aNi, 1984). 

Ent.re as espéci es pert.encent.es a est.e gênero, 

a s. guianensis CAubl.) Sw. é a de maior dist.ribuição na­

t.ur aI, ext.endendo-se desde o Méxi co at.é a Argent.i na ~ sendo 

encont.rada ainda em out.ros países t.ropicais, como a Aust.rá-

lia, onde foi int.roduzida (COSTA &: FERREIRA, 1984~ THOMAS, 

1984) . 

",>. &,ui.anensi.S' é t....aJnbém a espéci e do gênero qtle 

apr esent.a mai ar var i abi I i dade de c ar ac t.er es C MOHLENBROCK , 

1958) .. b.:s plant.as são perenes, herbáceas e vigorosas cujo 

hábi t.o de cr esci ment.o, em ger aI, var i a de t.ot.al ment.e eret.o 

at.é prost.rado~ apresent.am ainda variações quant.o a produção, 

coloração, mat.uração, germinação das sement.es ao longo do 

t.empo (ISON & HUMPHREYS, 1984::>, número de dias para o início 

do floresciment.o, o qual se most.ra condicionado ao fot.ope-

r i odi smo C TRONGKONGSI N &: HUMPHREYS, 1987) e out.r os car act.e-

r es como vi gor , valor nut.r i ci onal, t.ol er ânci a a pr agas e 

doenças, et.c. CIRWIN et alii, 1984; LITTLE et alii, 1984). 

A extensa variabilidade encont.rada nest.a espé­

cie t.em gerado problemas de ident.ificação e caract.erização 

t.axonômi ca. 
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FERREIRA & COSTA (1979) adot.am a subdivisão 

propost.a por MOHLENBROCK C 1 958) em subespéci e gl.lianensis e 

dissitiflora e cIassiricam a subespécie gl.lianensi.s nas va­

riedades canescens, microcephala e l..Julgaris. Mais recent.e­

ment.e, a var i edade vulgaris roi desmembr ada , dando or i gem a 

uma quart.a variedade, varo pauci flora ( Br andão et a li i, 

cit.ados por '~EIRA, 1988). 

No que diz respeito ao seu mecanismo reprodu-

t.i vo, S. guianensis não é uma espéci e excl usi vament.e de au-

torecundação 6' pode mesmo apr6'sent.ar aI t.~.s taxas de cruza­

ment.o abert.o , pelo menos para alguns gen6t.ipos ou sob cert.as 

condições ambient.ais, como por exemplo, a presença de agen-

t.es polinizadores em tipo e número adequados CMILES, 1985). 

De acordo com EDYE et alii (1984), as duas 

primeiras 6'spécies do gênero a t.er seus pot.enciais rorragei­

ros reconhecidos foram S. hU1nilis, na Aust.rália em 1914 e 

S. guianensis no Brasi I em 1933. 

A par t.i r de 1973, novas espéci es passar am a 

ser comercializadas na Aust.rália CS. hamata e S. scabra) ~ 

Col ômbi a <: S. capitata) e Br asi 1 (S. macrocephala). 

No ent.ant.o, a espéci e S. guianensis cont.i nuou 

sendo a mais aplicada em programas de seleção e melhoramen­

t.o; os 6'c6tipos selecionados t.êm sido ut.ilizados como ror­

r agem, ou ai nda, adubo ver de, c uI t~ ur a de cober t. ur a em as­

sociação a cul t.uras arb6reas e para conservação do solo 

CEDYE et aUi., 1984; THOMAS, 1984). 
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Ent-re as cul t-i vares lançadas encont-r a -se a I RI 

1022, pert.encent.e, de acordo com a classificação propost.a 

por FERREIRA & COSTA (1979), à variedade canescens. HYMOWITZ 

et alii <: 1957) reI at.am que est-a cul t-i var é or i unda de um 

ecót-ipo colet.ado por Friedrich Gullove, em 1952, nas proxi­

midades de Mat-ão CSP) e post..eriorment-e selecionado pelo 

Inst-itut-o de Pesquisas IRI sediado em Mat.ão CSP). Do pont-o 

de vist-a agronômico, const.itui-se em uma forrageira vigoro­

sa. com boa r esi st-ênci a a seca. embor a apr esent.e mel hor de­

sempenho em condições climát-icas e edáficas mais favoráveis~ 

consorcia-se bem com os capins pangola, gordura, mimoso, 

et.c .• e pode sobrevi ver ao fogo C ALCANTARA & BUFARAH, 1982), 

Embora apresent.e caract.eríst.icas agronômicas bast..ant.e dese­

jávei s e t.enha si do ampl amente cul t.i vada, pri nci paI ment.e no 

Estado de São Paulo, est.a cul t.i var não é mai s produzi da em 

escala comercial em decorrência de sua alt.a suscept.ibilidade 

à ant.racnose Cdoença causada pelo fungo Colletrotrichum 

c1oesporioides e que represent..a amai or 1 i mi t.açâo da cul t.ura 

do gênero como um t.odo e a nível mundial) ficando, por t.ant.o , 

sua mult.iplicação rest.rit.a as inst.it.uições de pesquisa CEDYE 

& CAMERON, 1 984 ~ THOMAS, 

pessoal), 

1984; COSTA, 

o avanço nas pesqui sas, 

1989, comunicação 

t.em revel ado novas 

espécies com pot.encial forrageiro, como é o caso da S. fru­

ticosa, S. leiocarpa, S. sympodi.ali.s e S, 't.Jiscosa CEDYE et 

alii, 1984). 
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Os programas de melhorament.o nas espécies do 

gênero Stylosanthes vi sam basi cament.e a produção de cul t-i­

vares capazes de persist.ir e mant.er uma produt.ividade rela­

t.i vament-e est-ável em ambi entoes permanent.ement-e past-oreados; 

os ambient.es nos quais est-E?s programas são desenvol vi dos 

apresent.am grandes cont.rast.es no que diz respeit.o a t.ipos de 

cl i mas E? sol os ~ consE?quent.ement.e, os obj et.i vos di vergem em 

cada programa em part.icular CEDYE & CAMERON, 1984), No 

E?nt.ant.o, além dos objet.ivos específicos, t-odos os programas 

de mel horament-o nest.e gênero vi sam at.ual ment.e encont.rar uma 

font.e de resist.ência permanent.e ao fungo causador da 

ant.racnose que represent.a, como já foi mencionado ant.erior­

mente, amai or 1 i mi t-ação a ní vel mundi aI par a o seu uso 

ext..ensi vo (I RWI N & CAMERON, 1978; DAVI S et a li. i , 1987). 

DA\I1S (1987) menciona reduções na produção de 

mat.éria seca, em função da ant.racnose, iguais a 58% e 36% em 

S. hamata e S, b,.:ruianensis, r especli vament.e, ver i f i cadas em 

est.udos realizados na Flórida e América do Sul; no Nort.e da 

Auslrália, as perdas enconlradas foram de 22% para S. 

scabra, 67~·~ para S, hamata e 54% para S. guianensis. 

Na América do Sul, os programas de melhoramen­

t.o em Stylosanthes, conduzi dos pelo CI AT na Col ômbi a t-êm, 

ainda como um dos principais objet.ivos, encont.rar uma font.e 

de resist-ência segura às brocas CCaloptillia sp.), principal 

pr aga das espéci es cul t-i vadas naquel a regi ão C CAMERON et 

alii, 1984; EDYE 8< CAMERON, 1984). 
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o desenvol vi ment.o de ma·\:..er i ai s el i t.es > resi s­

tentes a pr agas e doenças> persi stentes e produti vos, é a 

pr emi ssa bási ca par a que Stylosonthes spp. possa t.er seu 

pot..encial explorado tant.o na Iormação de past..agens, como em 

sist.emas de cult.ivo. 

Todavia, a falt..a de iní~ormações sobre siste­

mas de cruzament.o, est..rut.ura populacional e genét..ica das 

espécies, as dificuldades na realização de polinização ma­

nual, a exist.ência de barreiras para a t.roca gênica dent.ro e 

ent..re espécies e a ampla variaçãc, de raças do fungo causador 

da ant.racnose, rest.r i ngem grandement..e o avanço nos programas 

de mel hor ament.o dest.e gênero C CAMERON et alii, 1984). 

Nest..€> cont.€>xt..o, novas tecnol ogi as como a mut.a­

ção induzida CALCJ.\NTARA et alii, 1988) e a cult..ura de t.eci­

dos (MEIJER & SZABADOS, 1990,) abrem novas perspect.ivas ao 

mel hor ament..o genét..i co em Styl.osanthes, pois, aliadas aos 

mét.odos convencionais elas podem superar obst.áculos int.rín­

secos a est..es mét..odos, na obt..enção de mat..eriais elit..es. 

2.2. Cultura de Tecidos: Considerações Gerais 

As t.écnicas da cul t..ura de t..ecidos veget..al ofe­

recem uma excel ente oport..uni dade para se estudar os fat.ores 

que el uci dam a t.ot~i pot..ênci a cel 1.11 ar, bem como aquel es con­

t.roladores da dizerenciação cit..ológica, hist..ológica e orga­

nogênica de plant..as CBHOJWANI & RAZDAN, 1983), Além disso, 

est..as t.écnicas t.razem significant.es cont.ribuições para a 
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índúst.ri a at.ravés da produção de compost.os secundários 

út.eis. e, para a agricult.ura at.ravés da propagação clonal, 

produção de plant.as livres de pat.ógenos, obt.enção de mut.an-

pl ant.as hapl ói des e t.r ansformadas genet.i cament.e in 

vitro, ent.re out.ras CEVANS et alii, 1983). 

O requisít.o básico para se explorar t.ais t.éc­

nicas é a regeneração rot.ineira de plant.as e em número su­

ficient.e a part.ir do explant.e cult.ivado CHAMMATT et alii, 

1986). 

Os veget.ai s são const.i t.uí dos por uma het.eroge­

nei dade de fenót.i pos cel uI ares os quai s são conseqüênci a dos 

processos de diferenciação e desenvolvi ment.o. 

Os mecanismos apont..ados como os responsáveis 

pelo aparecimendo dest.a het.erogeneidade são aqueles cont.ro­

ladores da repressão e expressão gênica durant.e o desenvol-

viment.o, t.ais como, element.os t.ransponíveis, amplificação 

gêni ca, met~í 1 ação do DNA C LEE & PHI LLI PS, 1988) ent.r e ou-

t.ros. 

Mudanças na expressão gêni ca e port.ant.o no 

fenót.ipo das células iní'luenciam fortement.e a capacidade 

celular na produção de calos e/ou regeneração de plant.as in 

vi tro C MORRI SH et ali i , 1987). 

Segundo HALPERI N C 1 986), exi st.em t.rês possi­

bi 1 idades ger ai s que expl i cam a i ncapaci dade que mui t.as 

espéci es apresent.am em relação a regeneração in vitro: 1. 

bl oquei o genéti co envol vendo a f aI ta de t.oti pot.ênci a; 2. 

bl oquei o epi genéti co envol vendo rest.r i ções estávei s, po-
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rém, pot.enci al ment.e reversí vei s, sobre o í'unci onament.o dos 

genes requeridos para a formação e cresciment.o dos órgãos; 

3. bloqueio fisiológico, no sent.ido de que, as células podem 

ser genet.icamente capazes de responder aos sinais morí'o-

genét.icos in vitro, não exi st.em rest.r i çôes epi genét.i cas 

at.uando, no ent.ant.o, os "sinais" requeridos do ambient.e, 

est.ão ausentes, 

A regeneração de pl antas através da cul Lura de 

t.ecidos ocorre por duas vias de desenvolviment.o - a embrio-

gênese somática e a organogênese - e qualquer uma delas, po­

de se dar di ret.amente a par t.i r do expl ant.e ou i ndi retamente 

depois da passagem pela fase de calo CBROWN & THORPE, 1986). 

Porém, qualquer que seja a via de regeneração, 

ela será iniciada e controlada por influências ambient.ais e 

do desenvol vi mento C WI LLI AMS & MAHESWARAN, 1986), 

Na embr i ogênese somáti ca, um novo i ndi ví duo 

com est~rut.ura bipolar, ist.o é, uma planLa rudiment.ar com um 

eixo raiz/caule, origina-se a part.ir de uma única célula e 

não most.-ra conexões vasculares com seu t,.ecido mat.ernal 

CHACCIUS, 1978), lJ.. principal variável cont.roladora da em­

briogênese somát.ica é o t.ipo e a concent.ração de auxina 

ut.ilizada; a font.e de nit.rogênio do meio de cult.ura é, t.am­

bém, um faLor de grande relevância CBROWN & THORPE, 1986), O 

apareciment.o de variant.es somaclonais CLARKIN & SCOWCROFT, 

1981) não parece ser comum nest.a via de regeneração. Tal 

fat.o seria decorrente de 1lma fort.e pressão de seleção a 

favor das células normais durant.e esLe processo de regenera-
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ção C Vasi l, Swedl und & Vasi 1 ~ ci t.ados por HORRI SH et alii, 

1987) . 

Suspensões celulares originadas de calos em­

briogênicos const.it.uem uma Iont.e ideal para prot.oplast.os 

CDIXON, 1985), os quais são da maior import.ância para o 

est.abel eci ment.o de si st.emas par a mani pul ação genét.i ca in 

vitro. 

Por suas caract.eríst.icas, a embriogênese so­

mát.ica se most.ra desejável quando o objet.ivo é a produção de 

mut.ant.es sólidos e est.áveis ou a clonagem de plant.as gene-

ti cament.e engenhei r adas C D' AMATO, 1985) . No ent.ant.o, são 

necessár i os est. udos par a se det.er mi nar o ní vel de est.abi-

lidade alcançado por 

espécie. 

est.a 

A organogênese, 

via de regeneração em cada 

por sua vez, caract.eriza-se 

pel a produção de um pr i mórdi o de gema, uni pol ar , que se 

desenvolve em um brot.o, o qual induz os reixes procambiais a 

est.abel ecer uma conexão condut.ar a ent.r e el e e o t.eci do 

mat.ernal~ a organogênese da raiz vem em sequência C HACCIUS, 

1978) . 

A escolha do explant..e, a composição do meio de 

cultivo e o controle do ambient.e rísico são os rat.ores 

det.erminant.es do sucesso desta via de regeneração. Os dados 

obt.idos com diversos sistemas, indicam que a organogênese 

ocorre at.ravés da desdirerenciação de células do explante, 

as quais, Iormam centros merist.emát.icos precursores de raí­

zes ou brot.os; o acúmulo de arrúdo est.á normalment.e associado 
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a est-as I-egiões onde os cent-ros merist-emát.icos são formados 

CTHORPE, 1980; BROWN & THORPE, 1986). 

o conceit.o básico da regulação da organogênese 

fundament.a-se nas int-erações quant-i t.at-i vas ent-re os regula­

dores de cresciment.o, principalment-e auxina e cit.ocinina, 

como propost.o por Skoog & Miller (cit.ados por THORPE & 

MURASHI GE , 1970), aI ém de out.r os met.aból i t~os r egul ador es de 

Lodos os Li pos de cresci ment.o, 

órgãos (BL~GESS, 1989). 

i ncl ui ndo a formação de 

A consLanLe variabilidade apresent.ada por re-

generant.es via calo organogênico indicam uma origem mult.ice­

lular dos mesmos, o que os t.orna uma t~onte para a obtenção 

de var i ant-es somacl onai s <: MORRI SH et ali.i, 1987). 

Em função da di versi dade e compl exi dade dos 

fatL"")res que cont.rolam a embriogênese e a organogênese i.n 

vitra, estes processos continuam eminent.ement.e empíricos 

( HALPERI N , 1 986) . 

2.2.1. Cultura de tecidos na família Leguminosae 

Entre as dicoLiledôneas, a família Leguminosae 

apresenta-se como uma das mai s recaI ci t.rant.es à regeneração 

in vi.tra CEVANS et aUi, 1983; HAMMATT at al.ii., 1986). 

No entanto, a part.ir da década de 70, os rela­

tos de sucesso no cul ti vo in vitro de várias espéci es desta 

f amí I i a vêm a ument.ando (SAUNDERS & 81 NGHAM, 1 972 ~ SCOWCROFT 

& ADAMSON, 1976; PARROT & COLLINS, 1983; EAPEN & GILL, 1986; 
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BARWALE & WIDHOLM, 1990). 

Tais relat.os reflet_em um avanço no conheci­

ment.o dos requeriment.os necessários para a expressão da 

t.ot.i pot.ênci a de cél ulas e t.eci dos cul t.i vados. De modo ge-

ral, as leguminosas produt.oras de grãos são menos respon­

síveis in l.->itro do que as leguminosas f'orrageiras C HUYGHE, 

1990) . 

A regeneração in l..Jitro na família Leguminosae 

est.á condicionada a ação de t.r~s principais fat.ores: o gen6-

t.ipo da plant.a doadora, a origem e o est.ado fisio16gico do 

explant.e e as condições químicas e físicas da cult.ura (H.~-

MATT et alii, 1985). 

Os dados relativos a ação dest.es fat.ores vêm 

sendo obt.idos principalment.e de est.udos realizados com 

alfafa CHedicago sativa), a leguminosa f'orrageira mais est.u­

dada sob o ponto de vist.a da cult.ura de t.ecidos, em função 

de sua import.ância econômica e responsividade CARCIONI et 

alii, 1990). 

Além do gênero Hedicago, os gêneros Trifolium 

CWILLIAMS et alii, 1990) e Stylosanthes CMEIJER & SZABADOS, 

1990), que Lambém cont.êm espécies forrageiras de import.ância 

econômica, est.ão cont.r i bui ndo gr andement.e par a o avanço 

nest.as novas abordagens biot.ecno16gicas. 
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2.2.1.1. Genót.ipo 

Em geral, as espécies do gênero Hedicago são 

passíveis à embriogênese somát.ica e à regeneração de plant.as 

in vitro CSAUHDERS & BINGHAM, 1972~ ARCIONI et alii, 1982; 

NAGARA..TJ\N et alii, 1986; BROWN et alii, 1989), 

{) pot.encial genét-ico de uma planta, no en­

t.ant.o, difere das demais e assim, muit.as variações são en­

contr adas nas r espost.as às mani pul ações in vitro C BROWN & 

ATAN.bSSOV, 1985). 

BINGHAM et alii (1975), t.rabalhando com di-

versas cult.ivares de alfafa, demonst.raram que o carát.er re­

generação in vitro é 0.1 t.ament.e herdável e que, at.ravés de 

seleção recorrent-e aplicada a genót.ipos selecionados para 

est-e carát-er, é possí vel se obt-er ganhos na ordem de 50%. 

A herança quantit.at.iva em alfafa, para est.e 

carát.er pode est.al- sendo cont.rolada por pelo menos dois 

genes dominant.es CREISH & BINGHAM, 1980), 

Tem sido demonstrado ainda que, a habilidade 

para a regenel-ação via embriogênese somát.ica, a via mais 

comum de regeneração no gênero J'fedicago, est.á associada a 

bases genét.icas específicas CMITTEN et alii, 1984~ BROWN & 

ATmASSOV, 1985), 

A seleção de genót.ipos com boa capacidade de 

regeneração in vitro já faz part-e da rot.ina de qualquer 

programa de cult.ura de t.ecidos envolvendo espécies dest.e 

gênero CBROWN et alii, 1989)~ em relação a alIafa, aIir-
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ma -se que est.es genót.i pos 0.1 t.ament.e r egener a t.i vos podem ser 

obt.idos em t.odas as cult.ivares desde que um número sufi­

cient.e de plant~as seja avaliado (BINGHAN et alii, 1975). 

A ação do genót.i po sobre a regeneração i.n vi­

tro não se rest.ringe apenas ~ cult.ura de calos. mas ~ obser­

vada t.amb~m em suspensões celulares e cult.ura de prot.oplas-

t.os (ORR et alii. 1985~ DIJAK & BROWN, 1987). 

No ent.ant.o. exist.em divergências ent.re os 

aut.ores em relação a ext.ensão da iní~luência do genót.ipo 

sobre a regeneração in vitro. Sua frequênci a pode ser af'e­

t.ada por i nt.er ações ent.re genót.i po x mei o de cul t.ur a (BROWN 

& ATANASSOV, 1985) e genót.ipo x explant.e CNOVAK & KONECN.~, 

1982; i\RCIONI et crl:ii, 1989) . Por~m, segundo CHEN et crUi 

(1987) cult.ivares com alt.a capacidade regenerat.iva apresen­

t.arão respost.as embriogênicas superiores independent.ement.e 

do prot.ocolo para meio de cult.ura ou font.e de explant.es 

ut.i 1 i zados. Ai nda , de acor do com es t.es a ut.or es , mesmo em 

cult.ivares com capacidade regenerat.iva menor. ~ possível se 

ident.if'icar genót.ipos alt.ament.e embriogênicos, com respost.as 

que superam aquelas apresent.adas pelos melhores genót.i pos 

das cul t.i vares com 0.1 t.a capaci dade regenerat.i va. 

At.ualment.e. se procura em alfafa marcadores 

morf'ológicos que possam est.ar associados com a capacidade de 

embriogênese somát.ica e regeneração in vitro CBROWN et crlii. 

1989). 

Os est.udos realizados no gênero Trifolium 

t.ambém most.ram que o est.abeleciment.o da cult.ura (período de 
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indução, taxa de crescimen1:.o), a habilidade na regeneração 

de brotos diretamente do mei o de indução de calos sem a 

necessidade de t.ransrerência para um meio de regeneração, 

bem como, a via de regeneração, isto é, se embriogênese 

somát.i ca ou organogênese, são genótipo-dependentes, por-

tanto al tamente herdávei s, podendo responder ao melhora­

mento CKEYES I9't ahi, 1980; WILLLllJ.1S et al.ii, 1990). 

Isto 1:.em sido válido para Gult.uras de calo, 

suspensão cel ular e de prot~oplast.os CPHILLIPS &: COLLINS, 

1979~ KEYES I9't alii, 1980~ BHo_rW.l~NI & WHITE. 1982); cult.ura 

de brot.os COELCK & SCHIEDER, 1983; Campbell & Tomes, cit.ados 

por WILLIAMS et alii, 1990) e resgate de embriões CPHILLIPS 

et ali.i. , 1982) . Para espéci es de cruzamento abert.o, t.ais 

como Trifolium ,-epens (t.revo branco) e T. prcrtense Ct.revo 

vermelho), onde existe grande variabilidade genética, mesmo 

que as mani pul ações in vitro sej am apl i cadas a uma úni ca 

cultivar, a avaliação de um grande número de genótipos pode­

rá aumentar a t.axa de sucesso em tais manipulações CP.ARROT & 

COLLINS, 1983; BH03WANI et ali. i , 1984). 

O gênero StylosClnthes tem se mostrado como um 

dos menos recalcitrant.es em t.ermos de regeneração in vitro; 

até o momento, nove espécies deste gênero já foram regenera­

das a partir de culturas de calos derivadas de vários tipos 

de explantes CMEIJER & BROUGHTON, 1981; MROGINSKI & K.ARTHA, 

1981; REY I9't ali i , 1985; SZABADOS &: ROCA, 1985). 

A regeneração de plant.as i nt.eiras a partir da 

cult.ura de tecido em espécies deste gênero ocorre at.ravés da 
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organogênese de bro"Los; não exis"Le nenhum rela"Lo na li"Le­

ra"Lura da regeneração 1.n vitro via embriogênese somá"Lica 

CMEIJER & SZABADOS, 1990). 

MEIJER (1982) foi o primeiro a rela"Lar o efei­

"Lo de genóti pos sobre a capaci dade de regeneração in vitro 

no gênero Stylosanthes. Trabalhando com a espécie s. 

guianensis e u"Lilizando vários "Lipos de explan"Les e pro"Loco­

los de mei o de c uI t. ur a, el e obser vou di f er enças no pot.enci aI 

morfogené"Lico de cul"Luras de calos de três cul"Li vares 

australianos (cvs. Cook, Endeavour e Schofield), das quais a 

cul"Li vaI- Cook mostrou-se o mai s acessí vel às mani pul ações 1.n 

vitro. 

Post~er i or mente, GODWI N et aUi C 1 987b) , lambém 

encont.raram diferenças genot.ípicas subs"Lanciais na frequên­

ci a de regeneração a part.i r de cul t.uras de calos em t.rês 

cult..ivares (cvs. Graham, Endeavour, Oxley) e duas int.rodu-

ções (CPI34911 e CPI 18750), da espécie S. guianensis. 

Ainda na espécie S. guianensis, foram encon­

ll-adas diferenças genót.ipo-específicas no pot.encial rege­

nerat.ivo de duas int.roduções colombianas CCIAT 136 e CIAT 

2243), t.ant_o em suspensões cel ulares quant.o em cul t.uras de 

pr ot.opl as t.os (SZABi\DOS & ROCA, 1 986) . 

A ação do genót..ipo sobre a indução, frequência 

e duração ao longo do t.empo da capacidade regenerat.iva, t.am­

bém t.em sido relat.ada em cul t.uras de calo da espécie S. 

scabl'a CGODWIN et al.ii, 1987a). 
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M..ll,NNERS C 1 987) obser vou ext.r ema var i abi 1 idade 

na suscep~ibilidade de diferent.es gen6t.ipos de Stylosanthes 

a infecção por Agrobacterium tumefasciens e alert,a que est.e 

é um impor t.ant.e f a t-or a ser consi der ado em espéci es e cul t.i -

vares quando se objet.iva a obt.enção de plant.as t.ransgênicas. 

Embora a influência do efeit.o gen6t.ipo sobre a 

regeneração Úl vi.tro, no gênero Stylosanthes, não seja 

demonst,rada com contundênci a t,ão grande como nos gêneros 

Hedicaco e Tl-ifolium, os relat.os acima não deixam dúvidas 

quant.o a necessidade em se considerá-lo em qualquer abor­

dagem in vitro a ser adot~ada. 

Em Lotus corniculatus, out.r a impor t.ant.e 1 e­

guminosa forrageira, o genótipo também é a variável mais 

crítica na det.erminação da t-axa de crescimento e t.ipo de 

calo, bem como no número de plant.as regeneradas por grama de 

calo. o t.i po de expl ant.e, por out.ro 1 ado parece exercer 

pouco efei to. A regeneração de plant.as parece ser cont.ro­

lada por apenas poucos genes, e o melhorament.o da respon­

si vidade à regeneração t.em sido obtida at.ravés da seleção 

fenot.ípica CM.ft.RIOTTI et alii, 1984; Glover & Tomes, citados 

por S'WANSON et alii, I 990) . 

A inrluência do genótipo sobre a indução, 

cresciment.o e diferenciação de culturas de células e t.ecidos 

t.em sido relat.ada ainda em leguminosas produtoras de grãos, 

como Cicer ari.etinum C .ALTAF & AHMAD, 1000), para aquel as 

pert.encentes ao qênero Gl.yci.ne (BARW.ALE & WI DHOLM, 1990) 

entre out.ras. 
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2~2.1.2. Variação somaclonal 

A ocorrência de variação somaclonal t.em sido 

regist.rada em dixerent.es espécies de leguminosas CARCIONI et 

alii, 19a9; MILES et aUi, 19a9~ D.l~MIANI et alii, 1990). 

Os mecanismos responsáveis pela variação soma-

clonal não est.ão dexinit.ivament.e det.erminados, porém, as 

evidências obt.idas principalment.e de est.udos da variação 

cit.ológica em cult.uras in vi,tro e plant.as regeneradas indi­

cam que as condições genét.icas e xisiológicas da xont.e doa­

dora do explant.e e as condi ções e duração das cul t,uras, 

const.it.uem os principais xat.ores que axet.am sua ocorrência 

(LAR'KI N & SCOWCROFT, 1981; LEE & PHI LLI PS, 

1989) . 

1988; EVANS, 

De acordo com MILES et alii (1989), a geração 

de variabilidade genét.ica pela cult.ura de tecidos t.em duas 

implicações import.ant.es: 1) se est.a variabilidade for ampla, 

a muI t.iplicação de um dado genót.ipo via micropropagação não 

é conxiável, dixerent.emente do que ocorre com os métodos 

t.r adi ci onai s de pr opagaç ão veget.a t.i va ; 2) a var i abi 1 idade 

originada a partir da cultura in vitro, pode ser uma xont.e 

potenci ai de novos var i ant.es genét.i cos de valor agronômi co 

út.il em programas de melhorament.o de plant.as. 

Dados obt.i dos com Hedicaco sativa C AReI ONI et 

alii. , 1989) , Lotus corniculatus (DAMI ANI et alii, 1990), 

Stylosanthes cuianensis CGODWIN et alii, 1987a; MILES et 

alii, 1989) most.ram que as variações obt.idas em caract.eres 
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morfol 6gi cos e agronômicos apresent.am um component.e de 

nat.ureza genét.ica, sendo a frequência e o t.ipo de variação 

observadas genót.ipo-específicas. 

MILES et aUi (1989) relat.am variações negat.i­

vas produzidas pela cult.ura de t.ecidos em S. guianensis: re­

dução no número e t.amanho dos ramos e int.ernós, baixa produ­

ti vi dade de sement.es e al t.a suscept.i bi 1 i dade à ant.racnose 

quando compar adas com as pl ant.as t.est.emunhas. Em vi st.a dos 

result.ados obt.idos, os aut.ores aí'irmam ser necessário um 

procediment.o mais eficient.e na seleção da variabilidade sur­

gi da para que a variação somaclonal possa ser efet.i vament.e 

ut.ilizada em programas de melhorament.o e, desaconselham a 

propagação in "t-,itro de genót.i pos de S. s.-ruianensis, sob as 

condições experiment.ais desenvolvidas em função da variabi-

1 idade ger ada. 

A necessidade de se melhorar os mecanismos de 

seleção da variabilidade originada in vitro t.ambém foi 

mencionada em est.udos com Hedicago sativa e Lotus corni­

culatus. () fat.o de a variação induzida pela cult.ura in "t-'itro 

geralment.e ler nat.ureza delet.éria, faz sent.ido quando est.a 

variação é visualizada como um produt.o de alterações alea­

t.órias ocorrendo em genót.ipo.s alt.ament.e evoluídos CLarkin, 

citado por MILES et aUi, 1989). 

Sob est.e pont.o de vi st.a é possí vel se est.abe­

lecer uma reI ação ent.re o e1'ei t~o de genót.i po sobre a capaci­

dade de regeneração in vitro e a variação somaclonal. 
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Já foi menci onado anterior mente que as 1 egu­

minosas produtoras de grãos investigadas apresentam capaci­

dade de regeneração in vitro inferior a das leguminosas 

forrageiras. OELCK &- SCHIEDER (1983) propõem como explicação 

para este fenômeno a reduzida var i abi 1 idade genética 

apresentada pelas variedades 1 egumi nosas produtoras de 

grãos, o que as torna, quando cul ti vadas in vitro, incapazes 

de se adaptar ao est.resse que esta condi ção representa, 

demonstrando assim. um comportamento recalcitrante. 

A estreita variabilidade genética seria re­

sultante dos intensos ciclos de endocruzamento e seleção aos 

quai sestas 1 egumi nosas foram submet.i das ao longo de seus 

cul ti vos. 

Os parent.es selvagens das espécies cultivadas, 

por out.ro lado, apresent.am uma ampla base genética e são de 

fat.o, mais r esponsí vei s in vitro; observado, por 

exemplo, com as espécies Glycine canescens e G. clandestina, 

parent.es selvagens da soja CG. max) , as quais são regenera­

das rot.ineirament.e a part.ir de culturas de calos CWidholm & 

Rick; Grant.; Hammatt. et al.ii, cit.ados por BARWALE & WIDHOLM, 

1990). 

Do mesmo modo, as leguminosas forrageiras por 

apresent.ar em si st.emas de cruzamento abert.o ou, quando autó­

gamas, por não t.erem sido submetidas a int.ensos ciclos de 

seleção mantêm uma variabilidade genética alta e, consequen-

temente, probabilidade maior de cont.er 

propícios à regeneração in l-litro CHAMMATI et alii., 1985). 
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LARK C 1 989) no ent.ant.o, usando como modelo a 

soja, uma leguminosa de aut.oí'acundação, há mui~o tempo cul­

ti vada e que exi be var i abi 1 idade genét.i ca, propõe uma expl i -

cação al ternat.i va para o compor tamento recal ci t.rante e/ou o 

apareciment.o de variantes somaclonais degenerados que não, 

a i mpossi bi 1 i dade de responder ao est.resse in vitro em 

consequência da í'alt.a de variabilidade genét.ica. 

Para est.e aut.or, mat.eriais como a soja, que 

apresent.am em seu genoma complexos mult.igênicos coadapt.ados 

evol ut.i vament.e, quando submet.i dos ao est.r esse r i si 01 ógi co do 

cul t.i vo in vitro podem soÍrer mudanças nest.es blocos gêni cos 

e ent.rar em um est.ado de desequilíbrio genét.ico. 

O desequilíbrio genét.ico pl~ovocado pelas con-

dições da cult.ura impediria, ent.ão, a regeneração e/ou 

promoveria o surgiment.o de variant.es degenerados. 

As hi pót~eses 1 evant.adas por OELCK & SCHI EDER 

(1983) e por LA.RK (1989) não são mut.uament.e excludent.es e, 

em ambos os t.rabalhos, os aut.ores apontam a avaliação de um 

número mai or de genót.i pos cul t.i vados i.n vitro como possí vel 

solução para o comportamento recalcitrant.e e o apareciment.o 

de variantes somaclonais indesejáveis. 

2.2.1.3. Origem e estado fisiológico do ex-

plante 

o explant.e, via de regra, é um complexo de 

células, as quais, variam quant.o a capacidade de proliÍera-
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ção, nível de ploidia e est.ado fisiológico, por t.ant.o , apre-

sent.am diferent.es sensibilidades aos est.í mulas i mpost.os 

pelas condições de cult.ivo~ ist.o se rerlet.e muit.as vezes em 

var i ações obser vadas ent.r e expl ant.es essenci 21.1 ment.e si rui la-

res cul t.i vados em um mei o defini do C YEOMAN & FORCHE, 1980). 

o ambi ent.e quími co e r í si co da cul t.ura, as­

sim como a manipulação dest.e, pode ravorecer alguns t.ipos 

celulares levando a perpet.uação de alguns e a eliminação de 

out.r os; os t.i pos mant.i dos, não são necessar i ament.e aquel es 

com boa capacidade morrogenét.ica CBURGESS, 1989). 

Assi m, a escol ha do expl ant.e e um fat.or de 

grande import.ância na obt.enção da regeneração in vitro. 

Diferent.es autores C MURASHI GE , 1974; THORPE, 1980) t.êm 

discut.ido as variáveis consideradas nest.a escolha: o órgão 

ut.ilizado como font.e de explant.e, o est.ado fisiológico e 

ont.ogenét.i co do órgão, a est.ação na qual o expl ant.e roi 

obt.ido, o t.amanho do explant.e e a qualidade global da plant.a 

doador a do exp1 ante. 

O ní vel hor mona1 endógeno do exp1 ant.e é um 

aspect.o a1 t.ament.e re1 evant.e nest.a quest.ão. Grande part~e dos 

conheciment.os at.uais a est.e respeit.o foram obt.idos em est.u­

dos com rolhas jovens e os dados indicam que, t.odas as prin­

cipais classes de hormônios, auxinas, cit.ocininas, gibereli­

nas, ácido abcisico e et.ileno, est.ão present.es nest.a est.ru­

t.ura~ pouco se sabe, porém, a respeit.o das int.erações e 

efei t.os que e1 es exercem sobre o desenvo1 vi ment.o in vivo e 

'in vitro C BURGESS, 1989). 
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A ut.ilização de explanles oriundos de plân­

t~ulas recém germinadas em cult.uras axênicas Ccult.uras assép­

t.icas) as quais, apresenlam alt.o grau de unif'ormidade em seu 

eslado f' i si 01 ógi co e pot.enci aI r egener a t.i vo e/ou de expl an­

t.es relat.ivament.e homogêneos em relação aos t.ipos celulares 

que os compõem, como por exemplo, mesóf'ilo f'oliar, câmbios 

vasculares, et.c., são est.ralégias que permit.em conll-olar 

algumas das variáveis ciladas na escolha do explanle C CHLYAH , 

1974; TRt\N THt\NH V p,.N et a].i i, 1 974.; Y EOMAN & FORCHE, 1980). 

Em 1 eguJlúnosas f'orrageiras, lecidos mer ist.emá­

t.icos e imat.uros respondem a indução mais rapidamenle e re­

generam mais ef'icienlement.e do que lecidos maluros e dif'e-

r€'nci ados (PHI LLI PS &: COLLl NS, 1979; MEl ~TER, 1 982; ORR et 

ali i , 1985). 

Exist.em ainda relat.os nesle grupo de leguJlÚ-

nosas CWILLIAMS &: MAHES~~AN, 1986) most.rando que d€'lerJlÚ-

nadas respost.as morf'ogenét.icas in vitro, são limiladas pela 

inf'luência exercida pelo eslágio do ciclo de vida da planla 

a parlir da qual o explanle Ioi excisado. 

O sucesso no isolament-o e cult.ura de prot.o­

pl astos t.em se most-r ado nas 1 egumi nosas , assi m como em ou­

t.ros grupos de plant.as, part.icularment.e dependent.e da idade 

e do li po de órgão ut-i 1 i zado como expl ant.e e das pré-condi­

ções da cult.ura CEHOJWANI & WHITE, 1982; HAMMATT et alii, 

1986) . 

No gênero Stylosanthes, em part.icular, os 

explanles são obt.idos basicamenle de parles, lais como raiz, 
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cot-ilédones, hipocótilo e rolhas CSCOWCROFT & ADAMSON, 1976; 

MEl _TER & BROUGHTON, 1 981 ~ MANNERS, 1987) ou calos der i vados 

dest-es CSZABADOS & ROCA, 1986), 

Os expl ant-es são obt-i dos de pl ant-as cul t-i va-

das em casa de veget-ação sob condições cont-roladas CMROGINS­

KI & KARTHA, 1981 ~ GODWIN et alii, 1987a) ou em cult.uras 

axênicas CMEIJER, 1982). 

Expl ant-es hi pocot.i 1 edonares e rol i ar es t.êm se 

most.r ado os mai s adequados par a o cul t-i VO Ü1 vi.tro C MEl JER & 

BROUGHTON, 1 981 ~ C~DWI N et alii, 1987b) . Hipoc6t-ilos são 

obt.idos a part-ir de plânt.ulas contando poucos dias após a 

germinação das sement-es~ folíolos são obt-idos de plânt-ulas 

com cerca de 30-40 dias após a germinação ou de folhas recém 

formadas em plantas m.at.uras. 

Não há dados sobre cult-ura de ant-eras, micrós­

poros, óvulos ou embriões, no gênero Stylosanthes CMEIJER & 

SZ.tlSADOS, 1 990) . 

2.2.1.4. Condições químicas e 

cul t.ura 

físicas da 

O sucesso na regeneração de muit.as espécies de 

pl ant-as t-em si do r esul t-ado de mani pul ações nas condi ções 

químicas e físicas do meio de cultura; a ot-imização dest-as 

condições represent.a o primeiro passo na aplicação de t-écni-

cas da cult.ura de t-ecidos <:MURPSHIGE, 1974), 
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THORPE C 1 980) di scut.e est.as condi ções e apre­

senta cinco classes principais de component~es químicos do 

meio de cultura necessários à i ndução de cr esci ment.o e 

regeneração in vitro: 1) macro e micronut.rient.es inorgâ-

nicos; 2) font.e de carbono Caçócar); 3) vit.aminas; 4) nit.ro­

gênio ol-gânico e 5) reguladores de cresciment.o. 

A indução e o est.abeleciment.o de cult.uras de 

calos necessi t.am de font.es exógenas de subst.âncias regula­

doras de cl-esciment.o CrH.>rmônios ou subst.âncias sint.éticas 

quimicament.e análogas a eles) ~ as raras exceções a est.e 

princípio ocorrem em tumores e algumas espécies de Citrus 

CYEOMAN & FORCHE, 1980). 

Skoog & Mi 11 er C ci t.ados por THORPE & MURAS­

HIGE, 1970) observaram que int.erações quant.it~at.ivas ent.re 

reguladores de cresciment.o est.avam crit.icament.e envolvidas 

na diferenciação e formação de órgãos a part.ir de calos. 

Est.es aut.ores demonst.raram que valores aI t.os para a relação 

ci t.oci ni na/auxi na promovem a diferenciação de merist.emas 

caulinares em cult.uras de células somát.icas de t.abaco e va-

lores baixos, a diferenciação de merist.emas radiculares. 

Post.eriorment.e, St.eward et alii (ci t.ados por 

BROWN & THORPE, 1985) desenvolveram um sist.ema in vitro com 

t.ecidos somát.icos de cenoura, segundo o qual, a obt.enção de 

embriogênese somát.ica se dava simplesment.e com a remoção da 

auxina sint..ét.ica 2,4-D do meio de cult.ivo. 

Est.as duas t.écnicas dist.intas permanecem ainda 

hoje como as principais alt.ernat.ivas para se obt.er organiza-
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ção de mer i st.emas veget.ai s de novo, a part.i r de cul t.uras de 

cél ul as e t.eci dos in vitro. 

Os mecanismos de at~uação das subst.âncias re­

guladoras de cresciment.o nos processos de indução e manu­

t.enção de calos, bem como, na diferenciação dos mesmos man­

t.êm-se ainda grandement.e desconhecidos. 

WARREI N & PHI LLI PS (1981) anal i sar am o meca-

ni smo de ação dos hor môni os veget.ai s em pl ant.as i nt.act.as , 

enfocando-os sob os aspect.os do cresciment.o e da di visão 

cel ular. No primeiro caso, parece bem est.abelecido que as 

auxinas e out.ros hormônios podem causar mudanças nas pro-

priedades mecânicas da parede celular veget.al, ou seja, 

aument.am a plast.icidade das paredes celulares; exist.em con-

mui t.as dúvi das em reI ação à ci nét.i ca dest.a ação. 

Quant.o a divisão, as auxinas poderiam est.imular a sínt..ese de 

DNli, porém est.a sí nt.ese não ser i a, necessar i ament.e, segui da 

pela mit.ose ou cit.ocinese, as quais seriam reguladas pelas 

cit.ocininas. Os mecanismos pelos quais uma auxina pode es­

t.imular a sínt.ese de DNA permanecem desconhecidos. 

Em plant.as int.act.as, os principais sít.ios de 

produção de auxinas são as folhas jovens do ápice caulinar. 

A di fusão dest.as auxinas é dependent..e da 1 uz e ocorre no 

sent.i do ápi ce-base da pl ant..a ; com a i dade e consequent..e 

ma t.. ur ação da f' 01 ha, o ní vel de a uxi na t..ende a decai r na 

mesma C BURGESS , 1 989) . 

De acordo com WILLIAMS et alii (1990) nas 

culluras in vitro o aument..o no nível de auxina promove ao 
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mesmo tempo. um aumento na friabilidade e um decréscimo na 

diferenciação celular. A propriedade de friabilidade. isLo 

é, a Lendência das células agruparem-se e separarem logo 

após a divisão. presumivelment.e envolve a ruptura dos conta­

tos cél ul a a cél ul a , os quai s , de out.r o modo, cont.r i buem 

par a a di fer enci ação medi ada por cont.at.os ent.re cél ulas 

vizinhas. 

Auxinas sintét.icas como o 2.4-D e NAA são mais 

est.á.veis do que as auxinas nat.urais como o I.ô.A e, por isso, 

são mais frequent.emente ut.ilizadas nos meios de cult.ura 

( BURGESS , 1 989) . 

Em reI ação as cit.ocininas, est.á clarament.e 

demonst.rado que Blas at.uam sobre a at.ividadB mit6tica (W.~G 

et aZil., 1981) bBm como na diferenciação celular e regene-

ração de pl ant.as (Fei erabend, 

1983) . 

cit.ado por SWANSON et alii, 

Em pl ant.as i ntact.as. o local de sí nt.ese das 

cit.ocininas parece ser a raiz, porém, há indícios de síntese 

B acúmulo em out.ros órgãos, como demonst.rado em fei jão 

(Ph.aseol.uS' l-.rul.garis) onde as folhas apresentam uma forma de 

zeat.i na da qual não se BnconLr a vest.í gi os na r ai z <: BURGESS, 

1989) . 

Em cul Lura, det.er mi nadas cél uI as de um ex-

plante, devido aos seus níveis de plodia e/ou estágio em que 

se enconLram de seus ciclos, podem ser mais suscepLíveis ~s 

divisões dando origem a cent.ros merisLemát.icos e post.erior­

menLe a nódulos de diferenciação, os quais, parecem desempe-
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nhar impor t.ant.e papel no met.abol i smo das ci t.oci ni nas <: KER­

BAUY et crlii, 1988). No ent.ant.o, a adi ção de aI t.as concen-

t.raçóes de citocinina no meio de cult.ura pode t.er um efeit.o 

inibit.6rio sobre os processos de cresciment.o e diferenciação 

de um calo CYEOMAN & F'ORCHE, 1980), chegando mesmo a causar 

o fenômeno da vit.rificação CPHAN, 1991J. 

Est.udos envolvendo uma linhagem de calo, mu­

t~ant.e aI bi no, em Lotus corniculcrtus, i ndi cam que, no pr 0-

cesso de inibição do citosol pelos altos niveis de ciloci­

ni na, o pl ast-í di o deva ser o primei ro si ti o de ação sobre o 

qual elas atuam (SWANSON et crlii, 1983), 

O gás et-i I eno t.ambém at-ua sobre o cresci ment.o 

e desenvolviment.o de plant.as. 

Em plant.as int.act.as, o amadureciment.o de fru-

t.os, feriment-os, est.imulos mecânicos, aplicação de auxinas e 

herbicidas, etc. estão associados a mudanças na produção de 

et.ileno concomit.antement.e a modificações no cresciment.o e/"ou 

desenvol vi mento C P.,bel es, ci tado por HUXTER et crlii, 1979). 

HUXTER et crlú (1979) verificaram que a pro­

dução de et.ileno em cult.uras de calos depende de fatores co-

mo, condição de luminosidade 

det.ermina as maiores produções 

a condição escuro cont.inuo 

e idade da cultura, bem 

como, a ex! st.ênci a de uma correI ação aI t.ament_e posi t~i va 

ent.re a produção dest.e gás e a rapidez no crescimento do 

calo .. ~ mudanças na produção de et.ileno est.imuladas pelas 

condiçóes da cul t.ura, foram int.erpret.adas por est.es aut.o­

res, como marcadores de alt.erações met.ab6licas ligadas ao 
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cresci ment..o e./ou desenvol vi ment..o do calo. 

o et.ileno est.imula a ocorrência de divisões 

celulares. as quais dão origem aos merist.em6ides, precurso­

res dos pr i m6rdi os caul i nares no processo de organogênese 

C HUXTER et alii. 1981) . 

.Lunda em cult.ura, at.ribui-se ao et.ileno erei-

tos como a formação de folha.s menores que a de plant.as 

cont.roles e com tendência a. um rápido amareleciment.o; no 

ent.anto, sua part.icipação ou de seu precursor, o ACC (ácido 

l-carboxílico-l-aminociclopropano) no fenômeno da vit.rifi­

cação está descart.ada C PHAN , 1991), 

Todas as subst.ânci as regul ador as de cresci-

mento devem apresent.ar mecani smos, exi st.ent~es em suas pró­

pr i as vi as metabõl i cas, que r egul em suas concent~r ações no 

i nt~er i or da cél ula. Quando em cult.ura, células e t.ecidos 

apresent.am direrent.es respost.as às manipulações externas de 

subst.âncias reguladoras de crescimento, como por exemplo, o 

renômeno da habit.uação. 

O t.ermo habi t.uação reí~ere-se a mudanças nos 

requeriment.os nut.ricionais ocorridas em células em cult.ura, 

mudanças est.as herdáveis e relacionadas principalment.e a 

hor môni os veget.ai s (DaDDS &, ROBERTS, 1985). 

Cult.uras de calos apresentando o fenômeno da 

habit.uação caract.erizam-se por prescindirem da suplement.a-

ção externa de auxi nas e ci t.oci ni nas para sua manut.enção 

CYEOMAN & FORCHE, 1980). 
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A habit.uação em calos para cit.ocinina pode 

est.ar relacionada com o processo de regeneração (KRAUS et 

alii., 1 985 ~ KERBAUY et a1ii., 1988). 

Por out.ro lado, rat.ores como t.emperat.ura, 

umidade, luz (qualidade espect.ral, int.ensidade e f'ot.operío­

do), consist.~ncia rísica do meio, t.amanho do recipient.e de 

cult.ivo, etc., .fazem part.e das condições rísicas, e, junt.a­

ment.e com os procedi ment.os adot_ados na condução da cul t.ura, 

ist.o é, a sequência de est.ímulos promovidos pelas subs­

t.âncias reguladoras de cresciment.o, os int.ervalos nas t.rans­

ferências de meios, o volume de mat.erial repicado, complet.am 

o quadro dos determinant.es da responsi vi da de in vitro, ex-

tl-ínsecas ao explant.e C THORPE , 1geO~ YEOMAN & FORCHE, 1geO). 

A segui r ser ão apr esent.adas as condi ções de­

t.erminant..es da i ndução, cresci ment.o e manut.enção de cul t.uras 

de calos, bem como a regeneração de plantas a part.ir destas 

cul turas, em leguminosas forrageiras. 

Em alf'af'a, dif'erentes meios basais são utili­

zados na indução de calos, t.ais como, BOi 2Y um meio Blaydes 

modif'icado cujo uso f'oi relatado por SAUNDERS & BINGHAM 

( 1972); mei o B~ r el a t.ado por AT ANASSO\! & BROWN (1984); mei o 

MS relat..ado por LUPOTTO (1983); meio SH relat.ado por WALKER 

et alii (1979) e meios mais complexos como o relat.ado por 

NOV AK & KONECNA (1982). 

A indução do calo, no ent..ant.o, só é alcançada 

com a supl ement.ação do mei o basal com uma fonte exógena de 

auxina, em combinação ou não com uma cit.ocinina CEVANS et 
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al.ii, 1983~ '<'RCIONI et alii, 1990). 

A auxina sint-ét-ica 2,4-D nest~a espécie, t.em se 

most.rado a mais eí'et-i va no processo de i ndução de calo, 

promovendo não apenas a manut-enção e cresciment-o dest-e, como 

t-ambém influenciando sua post-erior mor.fogênese CSAUNDERS &: 

BINGHAM, 1975~ WALKER et aUi, 1979; ARCIONI et alii, 1989). 

Out~ra auy..ina sint-ét-ica, o NAA, embora t.ambém 

se most.r e efet.i va na i ndução de calos não parece ser essen­

cial à indução de gemas (W.D.LKER et alii, 1979). 

Uma font.e exógena de cit-ocinina, por out-ro 

lado, não e imprescindível à indução de calo. Porém, est-u-

dos desenvol vi dos por WALKER et alii C 1 97L~), demonst-ram que 

sua presença no meio de indução é essencial para o dire­

cionament-o da organogénese no sent-ido de haver formação de 

brot-os Calt-a concent-ração de 2,4-D e baixa concent-ração de 

KIN ) ou de raiz (baixa concent-ração de 2,4-D e alt-a concen­

t-ração de KIN). As cit-ocininas KIN e B.llP t.ém sido ampla­

ment..e ut..ilizadas no cult.ivo in vitro de leguminosas CEVANS 

et alii., 1983; HANMATT et ali.i, 1986). 

As concent-rações requeridas de 2,4-D ou NAA e 

KIN ou BAP para a indução de calos em al.fafa est-ão na faixa 

de 1..1,5-2,0 mg/l e 0,1-0,5 mg./l, respect-ivament.e CARCIONI et 

alii, 1990). 

Os calos i nduzi dos sob est-as condi ções são 

geralmente friáveis e de cresciment~o rápido; o período de 

indução dos mesmos é variável, de acordo com a concent-ração 

de 2,4-D l..!t-ilizada CWALKER et alii, 1979; BROWN & ATANASSOV, 
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1985) . 

o f'a"lor luz não parece exercer resul"lados mui­

t~o pronunciados sobre o resul"lado f'inal da indução~ calos 

t.êm sido induzidos sob 1 uz con"línua CSAUNDERS & BINGH.8..M. 

1975); fo"loper í odo de 16h 1 uz./8h escuro C WALKER et alii, 

1979; LUPOTTO, 1983 ) ou out.ros I-egimes de luminosidade CKao 

& Mi chayl uk, ci "lados por ARCIONI, 1990). 

A propagação de calos na presença de 2,4-D, em 

alguns casos parece par"licularmen"le sensível a composição do 

meio basal C LUPOTTO, 1983). 

A regeneração do calo, organogênico ou embrio­

gênico, induzido na presença do 2.4-D se dã com a "lransfe­

rência des"le para um meio basal livre de f'i"lorreguladores ou 

supl emen"lado com uma f'ont~e de ci "loci ni na <: H~ATT et ulii, 

1986; ARCIONI, 1990). 

No caso específico da embriogênese somãt-ica a 

formação de embriões no calo "lem sido es"limulada por vãrios 

compos"los orgâni cos e i norgâni cos C WI LLI .~S 8< MAHESWARAN, 

1986) . 

De acordo com ARCIONI et alii (1990), a ma-

nut.enção do pot.enc i aI r egener a"li vo por per í odos longos ou 

cur"los, em cul"luras de calos de alfafa, é al"lamen"le depen­

den"le do genó"lipo. 

Os meios basais u"lilizados na indução de ca­

los em espécies per"lencen"les ao gênero TrifoHum são MS, B:5, 

SH e L2, como rela"lado por PHILLIPS & COLLINS (1979) suple-

men"lados com auxinas e ci"locininas. 
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Di versos reguladores de crescimento Ui=?m se 

mostr ado efet..i vos na i ndução de calos embr i ogêni cos ou or­

ganogênicos de Trifolium spp. O 2,4-D (0,1 a 2,0 mg/l) jun­

tamente com KIN (0,04 a 2,0 mg/l) são os mais ut.ilizados~ a 

auy.ina sint..ét_ic:a N.~ (0,5 a 2,0 mg/l) também tem sido usada 

isoladament.e ou em conjunt.o com o 2,4-D; a KIN eventualment.e 

é substituída pelo 2iP (1 a 2 mg/l) ou BAP (0,5 mg/l); a 

combinação PIe (0,06 mg/l) mais Bft.P (0,1 mg/l) é aplicada 

part.icularment.e a T. pratense ou às espécies altamente apa-

r ent.adas (PHI LLI PS 2", COLLI NS, 1984). 

De acordo c:om WILLIAMS et alii. (1990), os ca-

los induzidos apresent.am frequent.emente uma grande variedade 

de fenót.ipos morfológicos. Eles podem ser leves e friáveis, 

pesados e compact_os ou viscosos; de coloração branca, ama-

rela ou verde e podem cont.er células diferenciadas, part.i­

cularment.e element.os vasculares. ° fenót.ipo e a homogenei­

dade dos calos podem geralment.e ser cont.rolados pelo ajust.e 

de substãncias reguladoras de cresciment.o. 

lu nda, segundo es t..es a ut.or es , a oti mi zaç ão do 

meio basal para as espécies envolvidas e um balanço sufi­

cientement.e alto entre auxina e cit.ocinina em t.ermos de ati-

vidade biológica, parecem ser os grandes fatores determinan­

tes do sucesso na i ndução de calos de Trifolium spp. 

Uma vez i nduzi do, o calo é s ubc ul t.i vado r e­

gularment.e sobre o mesmo meio basal utilizado na indução ou 

sobre um meio de indução modificado onde o balanço ent.re 

auxina cit.ocinina pode ser diminuído ou aumentado 
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CPHILLIPS & COLLINS, 1984). 

A regeneração de planLas a parLir de culLuras 

de calos ocorre vi a organogênese ou embr i ogênese somáLi ca ~ 

est.a úlLima é induzida em meio conLendo 2,4-D (PHILLIPS 2.: 

COLLINS, 1979, 1984~ PftRROT & COLLINS, 1983). 

SubculLivos de calos após a iniciação de bro­

t.os ou embrióides fazem-se necessários para a obLenção em 

primeiro lugar do alongamenLo de brot.os e, subsequent.emenLe 

do enr ai zament.o dos br oLos alongados. o alongamenLo dos 

brot~os é promovido por alLos valores na relação ciLocinina./ 

auxina e o enraizament.o, por alLos níveis de auxina que não 

o 2,4-D, ou em meio basal livre de hormônios e com concen­

Lrações de sal.S minerais reduzidas CPHILLIPS 2.: COLLINS, 

1984; WI LLI AMS et alii. 1990). 

WEBB et alii (1987) esLudando a morfogênese in. 

1.-,itro no gênero TriIolium, inoculal-am explant.es ori undos de 

plânf..ulas de 72 espécies sobre os meios basais MS e B~, 

suplemenLados com 3% de sacarose, 0,5 mg/l de NAA e 0,5 mg/l 

de BAP. Explanf..es de 32 espécies formaram apenas calos sob 

esLas condições, no enLanLo, explant.es d.3.s 40 espécies res­

Lant.es foram capazes de formar broLos e/ou raízes. Os dados 

indicam que mais esLudos como esLes são necessários para se 

deLecLar nesLe gênero, maLeriais com capacidade de regenera­

ção em condições simplificadas de culLivo. 

Calos de Lotus corniculatus são usualmenLe 

induzidos e mantidos sobre o meio basal B~ suplementado com 

1 mg/l de 2.4-D, em Lemperat..uras ao redor de 25°C, sob 
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fot.operíodo de 15h luz/8h escuro, e int.ensidades luminosas 

var i ando ent.r e 1 00-200/-lE ...... m
2 

...... s C SWANSON et alii, 1990), 

Os calos induzidos sob est.as condições apre­

sent.am grande diversidade ent~re e dent.ro cult.ivares no que 

diz respei to a cor, taxa de cresciment.o e t.ext.ura, podendo 

mant.er o pot.enci aI mor fogenét.i co por vár i os anos em cul t.ura 

CMARIOTTI et alii, 1984), 

A regeneração é facilment.e obt.ida e ocorre via 

embriogênese somát.ica ou organogênese~ devido a grande 

influência exercida pelo genót.ipo sobre a responsividade in 

vitro aI i ada ao fat.o dest.a espéci e t.er uma var i abi I idade 

genét.ica ext.remament.e ampla, a ot.imização das condições da 

cult.ura deverão ser fei t.as para genótipos específicos 

(SWANSON et uli-i, 1990). 

Segundo SATOR (1990), os mei os basai s ut.i 1 i -

zados na i ndução de calos no gênero Lupinus (t_remoço) são 

L~, B~ e MS, os quais devem ser suplement.ados com auxina, 

preferencialment.e 2,4-D se o objet.ivo for o calo em si mes­

mo, ou NAA, se a regeneração de plant.as é o objet.ivo final ~ 

a indução se dá no escuro, em t_emperat.uras ao redor de 25<>C. 

A regeneração nest.e gênero ocorre via de regra por organogê­

nese indiret.a, e pressupõe, a subcult.ura dos calos induzidos 

em um meio próprio para regeneração, no qual, a relação 

cit.ocinina/auxina deve ser alt.a~ a font.e de cit.ocinina mais 

efet.iva parece ser o Bi~·..P; o enraizament .. o se dá no meio de 

regeneração li vre de ci t.ocinina. A redução nas concent.rações 

dos component.es do meio basal t.ambém melhora o enraizament.o 
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in vitro (SATOR, 1985), 

A indução de calos no qênero Styloscmthes 

ocorre em meio ~1S suplementado Cf::>m auxina e citocinina 

conjuntamente (MElJER, 1982; MEl_TER 8, SZABADOS, 1990), 

A uti 1 i zação no mei o de i ndução de calo dos 

reguladores 2,4-D ou N.~ e BP.P ou KIN, os mais efetivos para 

este gênero, ravorecem não apenas o cresciment.o do calo, 

como tamb~m a direrenciação de gemas e/ou brot.os e raizes, 

demonstrando que nest.a fase da cult.ura os primeiros event.os 

para a regeneração já t~i veram inici o CSCOWCROPT & ADAMSON, 

1976; MROGl NSKl &: KARTHl\, 1 981; MEl J ER 8, BROUGHTON, 1981; 

MEl JER, 1 982~ (;;ODWl N et alii, 1 987a, b), 

A respost.a morrogenét.ica pode ser cont.rolada 

pelo bal anç o de r egul ador es de cresciment.o no meio de 

cul ti vo, Quando o objeti vo é a obt.enção de calos com gemas 

caulinares, o valor do balanço auxina/cit.ocinina deve ser 

baixo: para a manut.enção de calos indiferenciados médio, em 

t.orno de 1 ' > e para a rizogênese, o balanço deve ser 

C MROGlNSKI & KARTH.l\., 1981: GODWlN et alii, 1987a; MElJER 8, 

SZABADOS. 1990). 

Est.as respostas são vál i das quando os calos 

são cul t.i vados na luz, comumente em fot.operíodo de 15h 

luz/8h escuro; se a indução e manut.enção ocorrer em escuro 

cont.ínuo. a direrenciação ~ rara e apenas rizogênese será 

obt.ida (MEl_TER &: BROUGHTON, 1981; MELJER, 1982; PEREIRA-NETO 

et alii, 1987), 
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A var i abi I idade fenot.í pi ca de calos cul t.i va­

dos na I uz é grande, mas assim como no gênero Tri.folium spp, 

é possí vel obt.er uma mai or homogenei dade at.ravés de mani­

pulações nos reguladores de c:resciment.o CMROGlNSKl & KAR­

THA, 1 981 ~ MEl JER, 1 982~ GODWl N et alii, 1 987b). 

As t.emperat.uras sob as quais as cult.uras de 

calos são induzidas e mant.idas variam ent.re 22 a 28°C CMEl-

JER, 1984). 

Como ver i í' i cado em al.fafa, o gênero 

stylosanthes t.ambém r equer uma sequênci a de mei os e est.í mu­

los promovidos pelas subst.ãncias reguladoras de cresciment.o 

para que a regeneração de plant.as int.eiras ocorra CMROGlNSKI 

& KJl.RTHA, 1981; {30DWIN et 1..71ii., 1987a). 

l\ organogênese de brot.os é obt.i da em sequên­

cia a indução de calos, em um meio cont.endo os mesmos re­

guladores de cresciment.o usados na fase ant.erior, porém, com 

um aument.o na proporção de cit.ocinina em relação a auxina ou 

omissão t.ot.al da Iont.e de auxina do meio de cult.ivo. Enquan­

t.o a cit.ocinina, part.icularment.e BAP, clarament.e promove a 

organogênese de brot.os, a auxina inibe-a e est.imula a produ­

ção de raiz CMElJER & SZABADOS, 1990). 

Em S. &uianensis, duas semanas após a t.r ans­

ferência de calos induzidos para o meio de regeneração no 

caso de expl ant.es hi pocot.i I edonares e t.rês semanas no caso 

de explant.es Ioliares, já é possível observar a regeneração 

de numerosos brot.os CMEIJER & BROUGHTON, 1981). 
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A transfer~ncia de brotos regenerados para 

meio MS com concentrações de sais, vitaminas e sacarose re­

duzidas à metade ou a um quarto e sem reguladores de cresci­

mento propicia o alongamento e enraizamento dos brotos rege­

nerados; o enraizamento pode ainda ser melhorado com a adi-

ção de I B.l:\ ao mei o basal r eduzi do C MEl J ER & S2ABAIX>S, 1990). 

Culturas de calos de várias espécies de Sty­

l.oscrnthes são capazes de mant.er seu potencial morfogenét.ico 

por 3. ongos per í odos ( SCOWCROFT & J\DAMSON, 1976~ MEIJER, 

1984; Mroginski & Kartha, cit.ados por MELTER & SZABADOS, 

1990) . 

Em S. guicrnensis, cult.uras de calos podem se 

tornal- auxina-aut.ot.róficas depois de um prolongado período 

de cult_ivo in ·vitro, na presença de luz; linhagens com esta 

caract.eríst.ica apresentam capacidade regenerat.iva reduzida 

(MEIJER, 1984). 

De modo geral, as concent-r3_çôes dos regula-

dores de cresciment.o utilizados variam ent.re O a 2,0 mg/l de 

acordo com a nat.ureza química dos fit.orreguladores e a et.apa 

do procediment.o (indução de calos, regeneração de brotos ou 

enraizament.o de brot.os regenerados). AI t.as frequ~ncias de 

r egener ação de br ot.os for am obt.i das em mei o de r egener ação 

supl ement.ado apenas com 1, O mg./l de BAP, nas espéci es S. 

cuicrnensis C MROGl NSKI & KARTHA, 1981; MEl _TER & BROUGHTON, 

1981) e S. humilis CMEIJER, 1982) ou 2, O mg./l de BAP, nas 

espécies S. sccrbrcr CGODWIN et alii, 1987b) e S. guianensis 

(GODWI N et crlii, 1 987a). 
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. ~ espéci e S. guianensis parece t.er pot.enci aI 

de regeneração de brot.os a muit.os valores da relaç.3.o auxina/ 

ç i t. oc i ni na <: MEl J ER &: BROUGHTON , 1 981; MROGl NSKI &: KARTHA, 

1 981 ~ Mei j er, ci t.ado por MEl _TER, 1982). 

Est.udos t.êm most.rado a int.eração exist.ent.e en­

t.re a forma e a concent.ração dos reguladores de cresciment.o 

e os genót..ipos t.est.ados (C':>()DWIN et alii, 1987a,b). 

Plânt.ulas regeneradas podem ser transferidas 

para o solo com t.axas de sobrevivência de 50 a 70%~ recomen­

da-se a manut.enção dest.as em t.emperat.uras ent.re 28 a 30°C e 

alt.a umidade relat.iva durant.e o período de t.ransição in 

vitro para in vivo CMEIJER, 1984). 

2.2.2. Avanços da cult.ura de t.ecidos no gênero 

losanthes 

st:y-

ft.s t.écnicas da cult.ura de t.ecidos podem t.er as 

seguint.es aplicações prát.icas em programas de melhorament.o 

no gênero St:ylosanthes: 

1. obt.enção de híbridos somát.icos ent.re espécies se­

xualment.e incompat.íveis; 

2. obt.enção de plant.as t.ransgênicas, ist.o é, plant.as 

com genes exógenos, codi fi cadores de caracteres agronômi cos 

desejáveis, inseridos em seus genomas~ 

3. obt.enção de variant.es somaclonais, com variabili-

dade genética desejável do pont_o de vist.a agronômico; 

4. clonagem de genót.i pos seI eci onados; 
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5. rápida produçâo de linhas homozigotas facilitando 

e acelerando a obtençâo de hibridos; 

6. r esgate de embriões obt.i dos do cruzamento ent.re 

espécies parcialment.e compativeis do pont.o de vista sexual. 

De um modo geral, estas aplicações para se 

t.ornarem viáveis, dependem em maior ou menor grau do desen-

volviment.o da tecnologia da cultura de prot.oplastos~ esta é, 

portanto. a grande prioridade das pesquisas no campo da cul­

tura de tecidos em Stylosanthes CMEIJER & SZABADOS, 1990). 

o primeiro relato de sucesso na regeneração de 

plantas a partir de prot.oplast..os, isolados de suspensões 

celulares de S. guianensis, foi Jeit.o por MEIJER & STEIN­

BISS em 1983, porém a eficiência de plant..as regeneradas em 

relaçâo ao número de protoplast..os cultivados inicialmente, 

foi baixa. 

Três anos depoi s, novo reI at.o de sucesso na 

obt.enção de regenerant.es a part..ir da cultura de prot.oplast.os 

ocorre na espécie S. guianensis CSZABADOS & ROCA, 1986); os 

protopl ast~os nest.e est.udo Joram isolados de suspensões 

celulares e mesofilo foliar. De acordo com os aut.ores, a 

eJiciência alcançada na regeneração foi similar ou pouco 

superior àquela observada por Meijer & St..einbiss, 

riorment..e. 

ant.e-

VIEIRA et alii (1990) relat.am, ent.ão, a rege­

ner ação de pl ant..as a par t..i r de pr ot.opl ast..os i sol ados de 

cot.ilédones de plântulas germinadas in vitro nas espécies S. 

guianensis (cultivares Bandeirant..e e IRI-l022), S. macroce-
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phal.a e S. scabra. Est.e est.udo represent.a um avanço em rela­

ção aos ant.er i ores nao apenas por t.er aper fei çoado al guns 

aspect.os relat.i vos ao meio de cult.ura, reguladores de 

crescimento e técnicas de culLivo, o que se reflet.iu em um 

aument.o na eficiência de regeneração, mas também por t.er 

demonst.rado a viabilidade de regeneração de plant.as a part.ir 

de prot.oplast.os em out.ras espécies do gênero. 

No ent.ant.o, há muit.o a ser avançado na Lecno­

logia de prot.oplast.os nesLe gênero, pois, somenLe quando a 

flJsão de proLoplast.os e a consequent_e regeneração de plant.as 

for possí vel é que a hibridização somát.ica poderá se con-

cretizar CMEIJER & SZABADOS, 1990). 

A obLenção de pIanLas t.ransformadas geneLica­

ment.e é t.ambém al t.ament.e dependent.e de pr oLocol os ot.i mi zados 

para cult.uras de proLoplast.os. Ent.ret.ant.o, a abordagem que 

vem sendo apl i cada na obLenção de pl anLas geneti camente en­

genheiradas no gênero Stylosanthes não ut.iliza prot_oplast.os, 

e sim, o co-cul t.i vo de pequenos f'ragment.os de fol has e cau-

les com linhagens de Agrobacterium tumefaciens A. 

rhizogenes CMANNERS, 1987, 1988; MANNERS & WAY, 1989). 

Em est.udos envol vendo as espéci es S. guianen­

sis, S. humilis e S. hamata ficou demonst.rado que o gênero 

Stylosanthes é susceptí vel a i nfecçâo por A. tumefaciens 

(MANNERS, 1987) e que pIant.as Ll~ansgênicas de S. humilis po­

dem ser obt.i das usando uma 1 i nhagem de A. tumefaciens desar­

mada e um vet.or intermediário int.egl-ado ao T-DN.~ CMANNERS, 

1988). A frequência de plant.as t.ransformadas uLilizando-se 
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es~a me~odologia, no en~an~o, loi ex~remamen~e baixa, apenas 

0,3% dos explan~es inoculados. 

MANNERS & WAY (1989) rela~am um sis~ema de 

~ranslormação e regeneração na espécie S. humilis com a u~i­

lização da bact-éria A. rh.izog-enes, a qual, induz a lormação 

de r aí zes no eXJ-":ll an~e e concomi ~an~emen~e a ~ranslormação 

des~as, em uma frequência de 86%. Brot.os t.ranslol-mados e 

regenerados a par~ir des~as raízes são ob~idos em uma 

f'requência de 23%. Tal mé~odo mos~rou-se mais ef'icien~e do 

que o rela~ado an~eriorment.e. 

Embora os dados sejam promissores, não há in­

dicios de que a cur~o ou mesmo a médio prazo se consiga 

plantas transí~ormadas para caract.eres agronomicamente dese­

jáveis. 

Vários au~ores t_êm relat.ado a ocorrência de 

variação somaclonal no gênero Stylosanthes. 

MEI~JER (1984) observou considerável variação 

em relação a morlologia e vigor en~re plan~as regeneradas a 

partir de cul~uras de calos após dois anos de cul t.i vo, na 

espéci e S. guianensis. Es~es regeneran~es apresen~aram anor­

malidades no t.amanho e lorma das lolhas, espessura do caule, 

compriment.o do in~ernó, aparent.e ausência de dominância 

api cal em combi nação com a lor mação excessi va de brot_os 

la~erais. Tais anormalidades persist.iram quando as plan~as 

que as apresent.avam loram propagadas por es~aqui as. Nenhuma 

avaliação acerca da base genét..ica ou da ~ransmissão sexual 

des~as variações loi realizada. 
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C;QOWIN et alii C19S7a) relat.am um est.udo sobre 

a herdabi 1 i dade e base genéli ca da var i ação somacl anal en-

volvendo a espécie S. guianensis. Foi ver i ri cado at.ravés 

des l e es t. udo que, grande part.e da variação gerada pela 

cult.ura de calos não loi evident.e na geração SC.1 devido a 

sua nat.ureza recessiva~ a geração SCz permit.iu uma avaliação 

mais confiável do fenômeno. A base genéli ca da var i ação 

pareceu ser mendeliana simples cujo efeit.o foi a geração de 

isolinhas dilerindo em um carát.er, a dos lipos 

parent.ais. Est.es mesmos aulores, ainda em 19S7Cb), relat.am 

variações quant.o a fert.ilidade e morlologia 

preliminares com regenerant.es SC.1 de S. scabra. 

em esludos 

Excet.o as diferenças no floresciment.o, as va-

riações liveram pouco ou nenhum valor agronômico. 

Posleriorment.e, novo relalo de variação foi 

feit.o para a espécie S. guianensis CMILES et lJlii, 1~;3S9). De 

acordo com os aulores, o maior efeilo da cult.ura de calos 

obser vado, foi a i ndução de var i ant.es let.r apl ói des. Os t.e­

t.raplóides dileriram lenot.ipicamenle dos diplóides além de 

apresent.arem urna menor produção de sement.e. A obser vação 

leila ant.eriormenle POI- C-:DDWIN et alii C19S7a) em relação ao 

fat.o da geração SCz ser mais adequada à avaliação da 

variação observada, confirma-se nesle esludo. 

Assim como já verilicado em out.ros est.udos, as 

variações oblidas t.i veram pouco valor ou foram negat.i vas do 

ponlo de vist.a agronômico baixa produção de sement.es, 

maior suscept.ibilidade à anlracnose quando comparada com o 
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cont.role, et.c. - levando os aut.ores a concluir que, a varia­

ção somaclonal poderá ser út.il ao melhorament.o da espécie S. 

c;uian.ensis soment.e onde a geração dest.a variação puder est.ar 

ligada a mecanismos de seleção alt.ament-e eficient.es. 

Est-a conclusão será pr-ovavelment.e aplicável a 

qual quer espéci e do gênero Stylosanthes onde se quei ra ex­

plorar a variação somaclonal. 

A obt.enção de linhas homozigot.as e/ou resgat.e 

de embriões at.ravés da cult.ura de t.ecidos, t.alvez sejam os 

event.os que mai s demorem a ocorrer no gÊmero Stvlosanthes 

vist.o não exist.ir at.é o moment.o, nenhum relat.o de cult.ura de 

ant.eras, micrósporos, óvulos ou embriões para o mesmo 

eMEIJER & SZABADOS, 1990). 

P .. facilidade na manipulação e a responsivi­

dade in. vitro observadas em relação ao gênero Stylosan.thes, 

não apenas cont.ribuem para o alcance dos objet.ivos relacio­

nados com o melhorament.o dest.a cult-ura, Gomo t.ambém, o t.orna 

um sist.ema modelo para est.udos básicos no campo do desen­

volviment.o e diferenciação de plant.as. 

2.2.3. Estudos ci t.o-histológicos da 

vitro 

morf'ogênese in 

A célula veget.al, mesmo mat.ura e diferenciada 

é capaz de regredir a um est.ágio merist.emát.ico desde que 

apresent.e sist.ema de membranas e núcleo viáveis; a est.e 

fenômeno dá-se o nome de desdiferenciação CBHOJWANI & RAZ-
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DAN, 1983). 

No cont.ext.o da cult.ura de tecidos, o fenô­

meno da desdi fel-enci ação pode 1 evar a formação de uma massa 

de c~lulas parenquimãt.icas, alt.ament.e desorganizada e pro­

liferada, denominada calo (DODDS & ROBERTS, 1985) o qual, 

post.eriorment.e pode ser induzido a rediferenciar-se, ist.o ~, 

a formar c~lulas especializadas, t.ecidos e órgãos de novo 

( BURGESS , 1989). 

i\ssim, a caract.eríst.ica mais important.e de um 

calo do pont.o de vist.a funcional ~ que, embora represent.e 

uma proliferação anormal de c~lulas, ele t~em o pot.encial 

para desenvolver raízes, brot.os e embrióides normais, os 

quais por sua vez, podem originar plant.as int.eiras CDODDS & 

ROBERTS, 1985). 

o calo ~ port.ant.o um sist.ema que serve não 

apenas para a exploração de produt.os e propagação de plan­

t.as, como Lamb~m para est.udos de desenvolviment.o e dife­

renciação dest.as. 

i\s caract.eríst.icas gerais de cresciment.o de um 

calo envolve uma complexa relação ent.re o mat.erial bot.ânico 

usado como explant.e e as condições químicas e físicas da 

cul tura CTHORPE, 1980). 

O principal fat.or responsãvel pela iniciação e 

est.abeleciment.o de um calo é a acent.uada mudança no am­

biente químico dos constit.uint.es celulares, mudança est..a 

promovida por injúrias mecânicas Cferiment.os) e/ou adição de 

subst.âncias estimuladoras de cresciment.o, as quais, deses-
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trut.uram a organização celular CYEOMAN &. FORCHE, 1980). 

Do pont.o de vist-a anat-ômico, a sequência do 

desenvolviment.o de um calo levando a formação de brot.os, 

organogênese de part.e aérea, t.em sido est.udada de modo bas­

t~ant.e complet.o em seus aspect..os part.iculares e gerais em 

calos de t.abaco CTHORPE &. MUR.ASHIGE, 1970~ ROSS et alii, 

1973~ Maeda &, Thorpe, cilados por THORPE, 1980). 

Em seus est.udos envol vendo calos de t.abaco, 

THORPE &. MURASHIGE (1970) descreveram a composição celular 

t.ípica dest.e sist.ema: células parenquimát.icas, 

vacuoladas, com núcleo e cit..oplasma inconspícuos e ele-

menlos do xi 1 ema di st.r i buí dos al eat.or i ament.e. Por vol t.a do 

oit.avo dia de cult.ura, foi relalado por est.es aut.ores, o 

apareci ment.o de zonas preferenci ai s de di vi são cel ul ar na 

massa de células do calo; a parlir dest.as regi 5es , cent.ros 

merist.emát.icos ou merislemóides foram originados após 13 

di as de cul t.ur a. 

O t.el-mo merislemóide foi alribuído por Torrey 

(ci t.ado por THORPE &. MURASHI GE, 1970) a massas esféricas 

const.i luí das por cél ul as mer i st..emáli cas pequenas e i sodi amé­

t.r i cas. Est.as cél 1.11 as t.êm ci t.opl asma e núcl eo densos e parede 

celular fina~ o núcleo ocupa grande part.e do cit.oplasma .. l1. 

ni vel de mi croscopia f'ot.ôni ca est.as cél ul as parecem não 

vacuoladas. 

Ai nda segundo THORPE &. MURASHI GE C 1 970) , a 

parlir dest.es merislemóides, primórdios e posleriorment.e 

brot.os, foram formados. Do ponlo de vist.a hist.oquímico, 
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est.es aut.ores chamam at.enção para o acúmulo de amido nas 

cél ul as da zona pre:ferenci al de divisão no período que 

ant.ecede a :formação dos merist.emóides e, propõem que est.e 

carboidrat.o deva :funcionar como :font.e energét.ica para os 

processos de di:ferenciação e cresciment.o do brot.o. 

Post.eriorment.e ROSS et alii (1973) con:firmaram 

a exi st_ênci a de zonas pre:ferenci ai s de di vi são cel ul ar em 

calos de t.abaco, e, o desenvol vi ment.o de mer i st.emói des, os 

quais, :foram encont.rados em di:ferent.es est.~gios, no período 

de 8 a 10 dias de cult.ura. 

As fases i ni ci ai s do desenvol vi ment.o do brot.o 

:for am compl et.adas por vol t.a de 12 di as e, com 14 di as de 

cult.ura, o processo da organogênese havia prosseguido pelo 

menos at.é o est.~gio de primórdio ou ent.,a.o, brot.os já est.avam 

:formados. {) :fat.o de as células oriundas de zonas pre:feren-

ciais de divisão mant.erem-se menores, segundo est.es aut.ores, 

pode represent.ar um pré-requisi t.o essencial à formação de 

primórdios caulinares ou radiculares. 

O est.udo realizado por est.es aut.ores a nível 

de microscopia elet.rônica rE?velou que, as células que :formam 

os merist.emóides apresent.am vacúolos, porém, est.es são 

pequenos e se dist.ribuem na peri:feria celular; são células 

t.ipicament.e merist.emáticas, o que dá subsídios à ocorrência 

do :fenômeno da desdi:ferenciação. 

CHLYAH (1974) demonst.rou o pot.encial mor:fo-

genét.i co de di .:ferent.es t.eci dos exci sados de segment.os de 

caule de Torenia fournieri. A epiderme junt.ament.e com 1 a 7 
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camadas de parênquima subepidérmico, J:1esmo sem t.ecido vascu­

lar. apresenLam potencial de proliferação. Calos formaram­

se a partir da camada subepidérmica em conLaLo com o meio de 

cul t.ur a. Duas a l.rês semanas após o início da cult~ura, 

dependendo do n6mero de camadas parenquimáLicas acompanhando 

a epiderme, o primeiro primórdio de gema roi observado. 

NesLe est.udo. demonsLrou-se também a diferenciação de Lra­

queídes durant.e a formação de gemas. Divisões periclinais e 

oblíquas foram observadas em cerLos locai s do parênquima 

subepi dérmi co. Estas di vi sões acenLuaram-se por vol t,a do 

quarLo dia de culLura dando origem a fileiras de células 

ariladas. No sexLo dia de cult.ura e na sequência desLe, 

numerosas cél ulas formadas por esLa região neocambial, 

diferenciaram-se em Lraqueídes. 

Organogênese em calos deri vados de cot.ilédo­

nes de PinuoS radi.ata é r el aLada por PATEL & THORPE (1984). 

NesLe processo. meristemóides ou nódulos de diferenciação 

desenvolveramse enLre 10-12 dias na superfície do cot.ilédo­

ne, em conLato com o meio de cult.ura~ por volLa de 21 dias, 

primórdios de gema foram delecLados. Segundo est.es aut.ores, 

mesmo enLre as células da epiderme e camadas da subepiderme 

em conLato com o meio de culLura, provavelment.e apenas algu­

mas poucas células-alvo são sensíveis ao est.ímulo das subs­

tâncias reguladoras de cresciment.o. Isto est.á de acordo com 

os ní vei s de bl oquei os 1 i st.ados por HALPERI N C 1 986) par a 

explicar o comport.amenlo recalcit.rant.e de alguns mat.eriais 

quanto a regeneração in vitro e com os requer i mentos propos-
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t~os por THORPE C 1 980) par a que uma cél uI a vegeLal expresse 

sua LoLipoL~ncia. 

PATEL & THORPE (1984), esLabeleceram ainda, 

embasados em seu sisLema de esLudo e em ouLros, que a ciLo-

cinina BAP adicionada na cul Lura, media uma cadeia espe-

cífica de event~os nas células-alvo que leva à divisão ce­

lular organizada e subsequent-emenLe à formação de brot.os . 

.lu nda em calos or i gi nados de cot.i 1 édones de 

Pinus radiata, VI LLALOBOS et alii C 1985), ver i f i car am que 

est.ruLur as organi zadas desenvol vem-se a par t.i r de aI gumas 

poucas células de uma única camada de células subepidérmicas 

em cont.ado com o meio de cul Lura conLendo BAP, as quais, 

começaram a dividir-se periclinalment.e após o Lerceiro dia 

de cultura .. b.s células-filhas por volta do quinLo dia de 

culLura dividiram-se ant.iclinalment.e e formaram um aglome­

rado de 5-8 células. Est.e aglomerado celular roi denominado 

pelos aut_ores de promerist.emóides. Os promerist.emóides deram 

origem aos merist.emóides por volLa do décimo dia de cult.ura. 

Assim como a formação de merist.emóides, o acú­

mulo e a uLilização de amido durant.e a organog~nese in vitro 

parece ser um ren6meno de ocorrência geral CTHORPE & 

MURP>SHI GE, 1 970 ~ ROSS et alii, 1973; THORPE, 1980). 

O faLo de esLruLuras organizadas surgirem na 

superfície em conLat.o com o meio revela que est.a posição 

deva ser i nr 1 uenci ada pelos gradienLes risio16gicos dos 

const-i t.uint.es do meio de cul tura CRoss & Thorpe, ci t-ados por 

ROSS et alii, 1973; VILLALOBOS et alii, 1985). 
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Al ém de ci t.oci ni nas, o gás et.i 1 eno t..ambém pa­

rece desempenhar import.ant.e papel na ol-ganogênese de brot..os. 

HUXTER' et alii C 1981) t..rabalhando com seg-

ment.os de caule de t.abaco, verif'icaram o apareciment..o de 

zonas pref'erenciais de divisão celular na porção inf'erior do 

explant.e em prolif'eração em cont.at.o com o meio de cuIt.ura, 

por volt..a do sét.imo dia de cult..ivo; est..as regiões, no en-

t.ant.o, não f'oram det.ect.adas ant..es do quint.o dia de cuIt.u-

1- a, período que coi nci de com uma ação i ni bi t.ór i a das t.axas 

endógenas e exógenas do et.il eno sobre o processo organo­

genét.ico. Merist..emóides surgiram nas zonas pref'erenciais de 

di vi são, por vol t..a do nono di a de c uI t..i vo. o t.ecido t.or-

nou-se nodular, com o primórdio do brot.o começando a emergir 

ent.r e os di as 9-10, porém mais comument..e aos 12 dias. o 

processo não se most.rou sincrônico, como verif'icado prévia-

ment.e por ROSS et alii (1973), pois t.odos os est..ágios de de­

senvol vi ment.o do mer i st..emói de e pr i mórdi o podem ser encon­

t.rados no mesmo calo no período de 6-14 dias. Est..e segundo 

período do processo da organogênese est..aria correlacionado 

com o aument.o nas t..axas endógenas e/ou exógenas de et.ileno. 

MONACELLI et alii (1988) realizaram um es-

t~udo acerca do padrão de desenvolviment.o dos brot.os em calos 

der i vados de cot.i 1 édones de t_omat.e onde di scutem as i mpl i­

cações que a gênese muI t..i cel ul ar de br otos pode ter par a os 

programas de melhorament..o genét..ico envolvendo plant.as rege­

neradas a part..ir do cul ti vo in vitro. 
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Foi ver i r i cado nest..e est. udo que as pr i mei r as 

divisões celulares levando a desdirerenciação e cresciment.o 

do calo ocorrem no parªnquima do rloema das nervuras prin­

cipal e secundárias de mat.eriais com 3 dias de cult.ura in 

vitro. 

Ent.re 3 e :3 di as de cul t.ura. o parªnquima 

abaxial do rloema, parênquima do xilema e as células do pe­

r i ci cl o das ner Vl,.I!- as pr i nci paI e secundár i as ent.r am em di­

visão. Nest.e período, o cresciment.o do calo começa a romper 

o padrão est.rut.ural dos reixes pela separação dos element.os 

vasculares. Nos di as que se seguem, cordões neocambiais 

ligam o xilema das nervuras principal e secundárias à 

superf"ície do calo. Est.es cor dões neocambi ai s di f"erenci am 

ainda t.raqueídes de t.ransf"usão ou ligam-se aos 

mer i st.emáti cos super i'i ci ai s. 

cent.ros 

No terceiro dia de cult.ura, divisões celulares 

t~ambém foram observadas na epiderme superior e em algumas 

células do parênqui ma pali çadi co 1 evando à formação de 

pequenos grupos merist.emát.icos; no ent.ant.o, não se det.ect.ou 

domos oU brot.os cuja ol-igem t.enha se dado a part_ir dest.es 

grupos merist.emát.icos. 

A diferenciação de brotos ocorreu assincro­

nicament.e. t.endo inicio no quint.o dia de cult.ura com a di­

vi são de umas poucas cél 1.11 as de um cordão neocambi aI di re­

renciado no int.erior da região superficial do calo. A di­

visão de grupos de 2 a 4 dest.as células iniciais, levaram a 

formação de zonas de int.ensa at.ividade merist.emát.ica a par-
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~ir das quais, n~o apenas bro~os, mas ~amb~m p~los glandu­

lares direrenciaram-se. 

Os bro~os roram rormados pelo desenvol vimen~o 

de um domo veget.at-i vo~ as cél ulas externas de cada domo 

dividiram-se anticlinalmen~e produzindo uma camada celular 

que se const.i t.ue na t.úni ca do Iut.uro ápi ce. Os mer i st.emas 

com lúnica nem sempre roram superriciais, em alguns casos, 

eles est.avam inseridos na massa celular do calo. Domos podem 

ser consi der ados si s~emas het.erogêneos cujas áreas possuem 

po~enci aI i dades ont-ogen~t.i cas especí ri cas que são expressas 

na rormação de caule e produção de folhas. 

Embora as condições da cult.ura não tJenham ra­

voreci do o processo de r i zogênese, MONACELLI et alii C 1 988) 

relat.am a ocorrência esporádica de raízes no calo cot.iledo­

nar durante a primeira semana de cultivo. 

Anál i ses hi s~ol ógi cas most.r al- am que as r aí -

zes emergem dos calos na região da nervura central, As 

primeiras divisões levando à rormaç~o do meris~ema radicu­

lar, ocorreram em c~luIas do parênquima abaxial do floema. 

Resultados similares foram obt-idos por <:ole­

man & Greyson Cci tados por MONACELLI et aZii, 1988) para o 

desenvolviment.o de raízes em explan~es roliares de ~omat.e. 

Os aut.-ores concl uem ao ri nal dest.e estJudo que 

os brotos n~o t.êm or i gem uni cel uI ar, o que est.á de acordo 

com vár i as 1 i nhas de evi dênci a sobre a origem muI t.i cel uI ar 

de brot.os advent.ícios originados in vi.tra CD' AMATO, 1985), 
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Ainda de acordo com MONACELLI et alii (1988) a 

or i gem muI t.i cel uI ar dos brot.os, pode .1 evar ao qui mer i smo na 

primeira geração de plant.as regeneradas caso ocorra mut.ação 

em algumas dest.as células. No ent.ant.o, os relat.os de ocor­

rência de quimerismo em t.omat.e são raros, o que é explicado 

pelo pequeno número de células que iniciam a formação do 

br ot.o. As mutações ocor r i das no i ní ci o do desenvol vi ment.o 

dest.e, a+_ingirá a t.odas as células iniciais, dando origem 

ent.ão a mut.ant.es s6lidos. 

BROWN &, THORPE (1986) reunindo dados de vários 

est.udos afirmam conclusivament.e que, os cent.ros merist.emát.i­

cos ou merist.em6ides podem aparent.ement.e ser formados de uma 

ou várias células; no ent.ant.o, em t.odo.s os casos, uma. at.ivi­

dade localizada de divisão celular levando a organização dos 

mesmos se faz pr esent.e e por t.ant.o, est.a deve ser a vi a 

hist.ológica geral da formação do primórdio caulinar, 

A maioria dos est.udos de diferenciação em cul­

t.ura, referem-se não apenas a organogênese mas t.ambém, a 

especi aI i zação de det.er mi nados f_i pos cel uI ares. 

A especialização de células. a qual represent.a 

um event.o básico do desenvolviment.o em eucariot.os, é defi­

nida como cit.odiferenciação. Em plant.as superiores, um dos 

sist.emas mais eficient.es para se est.udar a cit.odiferencia­

ção, do pont.o de vi st.a ci t.ológi co e genét.i co, é a formação 

de cél ul as semel hant.es aos el ement.os do t.r aqueai s a par t.i r 

de células parenquimát.icas CFUKUDA & KOM.~NE, 1995). 
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Os elemen~os ~raqueais, ~ermo geral usado para 

designar células condu~oras cons~it.uin~es do xilema, apre­

sen~am as segui n~es vant~agens para os est.udos de ci t.odire-

renciação: fácil iden~ificação e quan~iricação, pois o 

espessament.o da parede secundária em padrões de~erminados, 

anular, espiral, re~iculado ou pon~uado é facilmen~e iden­

~ificável a nível de microscopia ro~ônica; os compos~os quí­

micos requeridos para a indução dos mesmos são rela~ivament.e 

si mpl es e, apr esen~am uma sequênci a bast.an~e cl ar a de aI ~e­

rações dUl-an~e sua diferenciação (DODDS & ROBERTS, 1985). 

Inúmeros fat.ores, t.ais como fit.orregul adores , 

nut.r i ent.es , luz , es~ági o de desenvol vi men~o do expl ant.e e 

idade da cult.ura, podem influir no grau de ocorrência e di-

ferenciação dos element.os ~raqueais (BHOJW.~I 

1983; DI X ON, 1 985) . 

& RJeDAN, 

A grande discussão que permanece a respeit.o da 

ci ~odi ferenci ação de 12.1 emen~os t.r aqueai s é se a di vi são 

celular é um pré-requisi~o ou não para a sua ocorrência. 

Muit.os est.udos abordando est.a quest.ão compro­

varam a necessidade de divisão celular para que element.os 

t.raqueais f'ossem diferenciados C BORNJ'.1AN et alii, 1977~ 

Torrey & Fosket., cit.ados por BHOJWANI & RJl..ZDAN, 19S3;Dodds, 

ci t.ado por l)ODDS & ROBERTS, 1985). 

No ent.ant.o, dados mais recent.es envol vendo di-

ferent.es sist.emas most.ram clarament.e que, nem sempre a 

divisão celular é um pré-requisit.o para a diferenciação de 

el ement.os t.r aqueai s C FUKUDA & KOMAMI NE, 1985). 
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Os sistemas em estudo têm demonstrado que 

células parenquimáticas quiescentes quando estimuladas. 

podem soí'rer uma reprogramação que as levem a +_ransdií'e­

renciar-se. ist.o é, a diferencial--se diretament.e em um novo 

ti po cel uI ar, no caso, em el ementos tr aqueai s. Fer i ment.os 

mecânicos, reguladores de crescimento como auxina, cit.oci-

nina e etileno, cálcio. seriam alguns dos fatores a servir 

de estimulo para que estas células parenquimáticas sofres­

sem transdiferenciação CSUGIYJ!JMA &: KOMft.MINE, 1990). 

A nível de síntese de DNA, FUKUDA &: KO~NE 

<:1985) estabelecem a hipótese de que uma pequena quantidade 

de DNA independentement.e da replicação do genoma na fase S 

do ci cIo cel uI ar, deva ser i mpresci ndí vel à t_r ansdi feren­

ciação. 

É í'ato bem conhecido que a constituição estru­

tural e os diferentes graus de diferenciação celular de um 

calo irão determinar sua morfologia ext.erna. Assim, as 

variações observadas quanto a t.ext.ura, peso etc., refletem 

um maior ou menor número de centros merist.emát.icos organiza­

dos, nódulos, células diferenciadas, bem como o arranjo ou 

acondicionamento destas células no calo CKRAUS et alii. 

1 985 ~ WI LLI AMS et a li. i , 1990). 

Na análise do padrão estrutural do calo, tor­

na-se fundament,al o conhecimento da estrutura anat.ômica do 

explant.e. 

o único relato da anat.omia fr;.liar de S. &uia­

nensis var. canescens, cujas folhas são do Li po compost.o-
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-tri fol i ada. foi real i zado por D' ASSUMPÇÁO (1978), o qual 

fornece a seguinte caracterização deste órgão: 

a) epiderme adaxial: "células epidérmicas de paredes 

lisas~ est.ômatos encontrados isoladamente~ pêlos simples 

enormes" ; 

b) epi der me adaxi al: "cél uI as epi dér mi cas de paredes 

lisas; est.ômat-os encontrados em grupos de a pêlos 

si mpl es em mai or quant_i dade"; 

c) lâmina foliar: "parênquima paliçádico formado por 

uma camada de cél ul as mui t.o alongadas; parênqui ma lacunoso 

formado por 2 a 3 camadas de células; hipoderme bem desen-

vol vi da; epi der me abaxi al papi 1 osa "; 

d) ner vur a médi a: "epi der me uni sser i ada, com t.r i co-

mas; hipoderme; ausência de um parênquima definido; uma 

grande raixa esclerenquimat.osa envolvendo o tecido vascular; 

parênquima medular com alguma clorofila". 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3. 1. Mat.er i al Bot.âni co 

Ut.i 1 i zou-se no present.e t.r abal ho, o Styl.osan-

thes guianensis C Aubl .) Sw. var. canescens Fer r . e Cost.a, 

cult.ival- IRI 1022, cujas sement.es roram cedidas pelo Dr. Nu­

no Maria Sousa Cost.a, da EPAMIG e pelo Inst~it.ut.o de Pes­

quisas IRI. 

3.2. Mét.odos 

3.2.1. Obt.enção de exp.lant.es 

As sement.es, foram inicialment.e escarificadas, 

at.ravés da imersão em HZS04 concent.rado por 5 minut.os, sob 

agi t.açâo; em segui da, enxaguadas em água cor rent.e e secaS em 

papel t.oalha. 

Após a escarificação, as sement.es roram est.e­

rilizadas em câmara de fluxo laminar. 

o processo de est.er i 1 i zação consi st~i u em sub­

met.er as sement.es a et.anol 70% por 40 segundos e em seguida 

a NaOeI 2~'~ por 10 minut.os e, ent.ão, enxaguá-las t.rês vezeS 

em água dest.ilada est.erilizada. 



61. 

Após a retirada do excesso de água com papel 

filtro ou toalha. esterilizados. as sementes em grupos de 5 

a B foram colocadas em frascos medindo 5.0xl0.0 em (Figura 

1 PO os quai:s, cont.i nham i ndi vi dual mente 20 ml de mei o par a 

germinação. 

c'-
1rn 

B 

A -
c -

Figura 1. Frascos de cultura ut.ilizados nas diferentes eta-

pas do processo de regeneração de plantas in vitro. 
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o meio para germinação foi preparado a partir 

de uma sol ução nutr i t.i va cont.endo sai s de mei o basal MS 

(MURPSHIGE & SKOOG, 1962) com concent.rações reduzidas à 

metade e 1,5% (p/v) de sacarose. Uma vez aj ustado o pH dest.a 

soluçã.o para 5,8 + 0,1 adicionou-se à mesma 0,7% Cp/v) de 

ágar o meio foi então distribuido nos frascos de 

clJlt-ura e aut-oclavado a 120°C e 1,0 at.m por 20 minut.os. 

Os frascos i noeul ados com sementes foram ve-

dados com filme t.ransparente de PVC ROLOPAC® e mant.idos em 

condições de t.emperat.ura ent.re 25 a 28°C, fot.operiodo de 16 

horas 1 uz, i nt.ensi da de 1 umi nosa médi a de 1384 1 ux, ou 

aproximadamente 24,54 
-2 -1 

pEm sec CCROOKSTON et aUi, 1975) 

provenientes de lâmpadas f1 uorescent.es Branca j:" • . r~a CSyl va-

nia, 85 W). 

Dacarr i dos 30 a 35 di as da data da semeadura 

in vitra, as plânt.ulas oriundas da germinação foram ut.iliza-

das como fonte doadora de explant.es. 

Com o auxilio de um bisturi, as regiões cen-

trais dos foliolos da segunda e terceira folhas sofreram 

dois cort-es perpendiculares ao seu maior eixo (Figura 2) 

2 
dando origem a expl antes de apr oxi madament.e 16, O mm . 

Cada plânt.ula forneceu de 6 a 12 explant.es fo-

liares, de acordo com o experiment.o. 
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o 

,1.4mm, 

Figura 2. Aspect-o geral da plant-a de Stylosanthes gu'ianensis 

cv IRI 1022 germinada 1.n vitro B detalhe do folío­

lo usado na obt.enção de expl ant-e (set-a) par a a 

indução de calo. 

3.2.2. Estabelecimento de cult.uras de calo, regene­

ração e aclimat.ação de plant-as 

Conforme apresentado na Revisão, os dados da 

literat-ura mostram como um todo a eficiência do meio MS 

suplementado com auxinas e/ou citocininas sintéticas, em 

promover a indução e manutenção de cul t,uras de calos, bem 

como, a regeneração de brotos no gênero Stylosanthes e em 

parti cul ar, na espéci e S. gui.anensi.s. 
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Com base nos dados da 1 i t..er a t-ur a, em i nfor ma-

t-;ões relat.adas por Ferreira
1 

e de acordo com os objet..i vos 

propost.os por est.e est.udo, inicialment.e foram conduzidos 

experiment.os visando conhecer o comport.ament.o morfogené+_ico 

do mat.erial em est.udo sob diferent.es concent.raç5es de fit.or-

reguladores. 

3.2.2.1. Estabelecímento de culturas de calo 

o meio basal ut.i 1 i zado nest.a etapa exper i-

ment.al e nas seguint.es foi o MS, como descrit.o originalment.e 

por MURASHI GE & SKOOG (1962): 

a) Macronut.rient.es 

NH4N03 

KN03 

CaClz.2HzO 

MgS04.7HzO 

KHzP04 

Naz EDTA 

FeS04.7HzO 

Cmg/l) 

1l,)50, O 

1900, ° 
440,0 

370,0 

170,0 

37,25 

27,85 

1 
FERREIRA, M.E. (Bl.opLant.o. Tecnologi.a de- PlClnt.a..s Lt.da., 

Anotaç.ões, 1987. 



b) MicronuLrien~es 

MnS04. 4HzO 

ZnS04.4HzO 

KI 

Naz 1'1004. 2HzO 

CuS04.5HzO 

CoClz.6HzO 

c) Vi tami nas 

glicina 

ácido nicoLínico 

piridoxina 

t.iamina 

Sacarose 

Cmg/l) 

22,30 

8,60 

5,20 

0,83 

0,25 

0,025 

0,025 

Cmg/l) 

2,0 

0,5 

0,5 

0,1 

30 g/1 

68. 

o meio basal foi suplemen~ado com os regula-

dores de cresciment.o NJl.A e BAP nas seguin~es concen~rações; 

" NA<\ 
_ BAP '" (mg./l) 
(mg./ l) """ 

0,0 

0,1 

0,4 

1, O 

2,0 

0,0 0,1 ()~ 4 2,0 

Após supl ementação da sol ução nutr i en~e com 

reguladores de crescimen~o, ajustou-se o pH para 5,8 ± 0,1 e 

acrescentou-se 0,7% Cp/v) de ágar SEALGA..S®. O t.ipo de fras-

co, o volume de meio distribuído por frasco e as condições 

de autoc1avagem dos meios foram as mesmas descri~as no i~em 
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3.2.1 .. 

A inoculação dos explant.es ocorreu dent.ro de 

um delineament.o est.at.ist.ico int.eirament.e casualizado. Foram 

colocados 5 explant.es por frasco - correspondendo a parcela 

experiment.al - 5 frascos Crepet.ições) por meio, t.ot.alizando 

30 explant.es por t.rat.ament.o. Cada plânt.ula oriunda de semen-

te e posteriorment.e usada como explante, foi considerada um 

genóti po. 

As cult.t..u-as de calo a part.ir de explant.es 

foliares, foram induzidas e mant.idas em condições de tempe-

rat.ura entre 25 a 28°C. fot.operiodo de 15 horas luz, int.en-

si dade de r adi ação I umí nosa médi a de 1500 I ux ou apr oxí mada-

t -<-. -6 E -2 men.e Co, '.::5 i--l m 
-1 

sec provenient.e de lâmpadas fluorescen-

t.es Branca Fria CSylvania, 85 W). 

A indução e subsequent.e cresciment.o de calos, 

foram avaliados 30 dias após a inoculação dos explant~es. 

Est.a a vaI i ação consi st.i u em: 

a) pesagem de calo Cpeso fresco em grama); 

b) cont.agem aproximada do numero de gemas e/'ou bro-

t.os regenerados Cn 2 G/B) com respect.iva at.ribuição de not.as; 

Número de gemas e/ou 

brot.os/calo Not.a 

O O 
1 5 1 
5 10 2 

11 15 3 
16 20 4 

+ 20 5 
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c) aLribuição de nOLa à cor do calo: 

c. 1) Cul Li vo na 1 uz c.2) Cultivo no escuro 

Cor NOLa Cor NOLa 

verde esbranquiçado 1 branco 1 

verde claro 2: creme .:;:;> 
'--

verde médio 3 

verde amarelado 4 

verde amarronzado :3 

marrom 5 

d) at.ribuição de nota à Le:xt.ura do calo: 

Text.tJ:ra NOLa 

fr i ável 1 

i nt.er medi ár i a 2 

compact.a 3 

NesLas avaliações, rizogênese, foi considerada 

um aspect.o negaLi vo; expl ant.es que apresent.aram eSLe Li po de 

respost.a exclusivament.e loram avaliados quanLo a inLensidade 

C+) de raízes formadas e, as concentrações de fitorregulado-

res que as promoveu, loram descartadas para avaliações pos-

teri ores. 

Este procedimento baseou-se no lato de que, a 

indução de brotos em calos com raiz mostra-se difícil, sendo 

mais prático port.ant.o, a indução de raízes em partes aéreas 
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r egener adas, do que o conLr ár i o (t-1URi\SHI GE > 1974). 

ft.O final desLa primeira eLapa foram seleciona­

dos 5 meios, os quais. se mosLraram saLisfaL6rios ~ indução 

e crescimenLo de calos: 

Meio 1 : MS + 1,0 mg/l N.I\A + 0,1 mg/l BAP 

Meio 2: MS + 1,0 mg./l NAA + 0,4 mg/l BAP 

Meio 3: MS + 2,0 mg/l NAA + 0,1 mg./l BAP 

Meio 4: MS + 2,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP 

- Meio 5: MS + 1. O mg./l NAA + 2,0 mg/l BAP 

A part.ir desLa seleção dois encanúnhamenLos 

foram adoLados. dando prosseguimenLo ao esLudo: 

I Condução daqueles calos induzidos em meios 

selecionados na eLapa precedent..e visando a regeneração. 

alongamenLo e enraizament.o de parLes aéreas in vitro, bem 

como a aclimat.ação de planLas int.eiras regenera.das. 

11 EsLabeleciment.o de novas culLuras de ca­

los em meios selecionados a parLir desLe trabalho e/ou de 

dados da lit.eratura, visando uma análise mais abrangenLe do 

processo de indução de calos em explant.es folia.res. 

3.2.2.2. Regeneração e aclimatação de plantas 

Em relação ao encaminhamento I. procedeu-se do 

seguinLe modo: 

SegmenLos de calos i nduzi dos nos 5 mei os seI eci ona­

dos na rase inicial do Lrabalho. foram t.ransferidos para 
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meios cont.role e meios de regeneração de brot.os. 

Os meios cont.roles consist.iram em meios fres­

cos, cujos sais, font.e de carbono, vit.aminas e reguladores 

de cresciment.o foram mant.idos em condições idênt.icas àquelas 

present.es nos 5 meios selecionados. 

Nos meios de regeneração avaliados, foram man­

t_i dos os nut.r i ent.es basai s do mei o MS acrescent.ando-se as 

seguint..es concent.rações do fit..orregulador BAP: 

MR1: MS + 1,0 mg/l BAP 

MRz; MS + 2,0 mg/l BAP 

Jl..ssim, part.es de calos foram 1:..ransferidas para meios con­

t.role de acordo com o meio de indução original e, para cada 

um dos dois meios de regeneração. 

Os calos em meio cont.role sofreram repiques a 

i nt.er valos médi os de :30 a 45 di as e, pôde-se mant.ê-l os, por 

at.é 12 meses ou mais. 

Os calos em meio para regeneração sofreram 

repiques a cada 30 dias, durant..e um período de 50 dias. A 

part.ir daí, aqueles que most.raram regeneração foram manipu-

1 ados no sent.i do de se obt.er pl ant.as i nt.ei r as, o que t.ambém 

se deu em at..é 12 meses ou mais. 

Cada brot.o regenerado e em inicio de alonga­

ment.o, ist.o é, com cerca de 2,0 cm em média, foi isolado do 

rest.ant.e do calo e t.ransferido para novo frasco medindo 2,5 

x 8,5 cm (Figura lB), cont..endo 10 ml de meio MS com as con­

cent.rações de macro e micronut.rient..es, vit..aminas e sacarose, 

reduzidas. 
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As pr i mei r as t.r ansfer ênci as r eal i zar am-se em 

meio MS reduzido à met~ade e post-eriorment.e a um 

o regulador de cresciment.o t.ambém teve suas 

concent.r ações pr ogr essi vament.e di mi nuí das. 

Alongament.os desejáveis da part~e aérea rege­

nerada, roram obt.idos at.ravés da manipulação dest.as concen­

t.rações. 

A redução nas concent.rações dos component.es do 

meio nut.rient.e e a ret.irada do regulador de cresciment.o 

ravoreceram t.ambém, o enraizament-o dos brot.os alongados. No 

ent-ant.o, o enr ai zament.o sem i ndut-ores si nt-ét.i cos most.r ou-se 

lent.o e het-erogêneo na população de brot.os alongados. Para 

i ncrement.ar o enr ai zament-o supl ement.ou-se o mei o nut.r i ent-e 

com 0,2 mg/l de IBA. 

o passo seguint.e ao enraizament.o, roi a acli­

mat-ação das plant-as regeneradas. 

Dois procediment-os roram ef'etuados na et.apa de 

acl i mat.ação. 

o primeiro procediment.o ut.ilizado consist.iu na 

t.ransferência de plant.as alongadas, com cerca de 5,0 cm de 

compriment.o em média, enraizadas ou com gemas radiculares, 

do frasco de cult.ura para Irascos maiores medindo 5,5 x 13,0 

cm (Figura lC ), os quais, cont-inham uma mist-ura de vermicu­

lit-a e areia (1:1) aut.oclavada e regada com solução de sais 

do mei o MS r eduzi da a um t-er ço? li vr e de I i t-or r egul ador es. 

Est-es Irascos 

PVC/ROLOPAC®, e, 

foram vedados 

mant.i dos por 

com filme t.ransparent-e de 

cerca de 30 di as nas mesmas 



71. 

condiç6es de ~empera~ura e luminosidade. nas quais. as plan-

~as foram ob~idas. 

Ao longo des~e período o filme ~ransparen~e 

sofreu perfurações, a~é ser ret_irado por complet-o. 

A aval i ação vi sual do vi gor das pl ant,as de­

+_erminou o período de ~ransplan~,io das mesmas para copos 

plás~icos con~endo uma mis~ura autoclavada de ~erra, vermi­

culit,a e areia (1:1:2), e regada com adubo químico comercial 

(Ouro Verde). A par ~i r daí, as pl an~as for am mant,i das em 

~elado. 

ado~ado. 

Pos~er i or ment-e, novo pr ocedi men~o passou a ser 

Nest.e, as plantas foram ~ransferidas diret.ament.e 

dos frascos de cult.ura para copos plás~icos cont_endo uma 

mistura autoclavada de terra rica em adubo orgânico, vermi­

culi~a e areia (1:1:2), e regada com água des~ilada. 

Estas plantas, já em copos, foram colocadas no 

int_erior de sacos plást.icos z.Ap®, com at.mosfera sat.urada em 

água at.é, no mínimo, uma semana após o t,ransplant.io. O mat.e­

rial foi man~ido em ~elado. 

Em ambos os pr ocedi mentos adotados, após o 

pegament.o e cresciment.o, em t-orno de 15 em em média, as 

plan~as foram transferidas dos copos para sacos de muda onde 

permaneceram até o floresciment.o. Foi ut.ilizada a nomencla­

t ur a pr opos ta por L.DJCKI N et. al i i ( 1984) par a denomi nar os 

regenerant.es primários e suas progênies eSC1 e SCz, respec-

t.ivament.e). 
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o número de plantas regeneradas, ~ransplan~a­

das e sobrevi ven·tes roi comput.ado e organi zado em !~orma de 

~abelas. 

:3.2.2.3. Efeito dos fat.ores f i t.orregulador e 

genót.ipo sobre o cresciment.o e o po­

tencial morfogenét.ico de calos 

Quant~o ao encaminhament.o 11, roram realiza­

dos cinco experimen~os visando comparar o erei~o de dife­

ren~es combinações de fi~orreguladores selecionadas a par~ir 

da e~apa 3.2.2.1 e/ou de dados da literatura, assim como, o 

ereit.o de genótipos sobre o cresciment.o e pot.encial morroge­

n~tico de calos durante a fase inicial da cultura. 

Do mesmo modo que no item 3.2.2.1., cada con­

junto de explantes oriundos de uma única plânt.ula germinada 

in vt.tro foi consi derado um genóti po. 

Experiment.o 1: Efeit.o da fonte auxínica em conjunto 

com BAP e dos genótipos 

As auxinas avaliadas foram 2,4-D e NAA: 

Mei o 1: MS + 2, O mg/l 2, 4-D + 1, O mg/l BAP <: mei o 

descrito por GODWIN et aZii, 19S7a, como o melhor para a 

manut.enção de calo indi ferenci ado por longo tempo). 

Meio 2: MS + 2,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP (meio esta­

bel eci do para erei to de compar ação entre as duas rontes 

auxínicas). O experimento foi montado dent.ro de um delinea-
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ment.o est.at.íst.ico fatorial. 

Em cada meio, i nocul ou-se 5 genót.i pos por 

frasco, sendo a parcela experiment.al represent.ada por 10 

frascos t.ot.alizando 50 genót.ipos por meio e t.r§s repet.ições 

para cada frasco e port.ant.o para cada genót.ipo. 

As cult.uras foram mant.idas nas mesmas condi­

ções de t.emperat.ura, fot.operíodo e int.ensidade luminosa que 

as descritas no it.em 3.2.2.1 .. 

Tr i nt.a di as após a i nocul ação dos expl ant.es, 

os calos induzidos foram avaliados segundo os par âmet.r os , 

peso, número de gemas e/ou brot.-os, cor e text.ura, t_ambém 

como descrito no item 3.2.2.1 .. 

Experiment.o 2: Efeito dos fitorreguladores NAA e BAP 

em três combinações distintas e dos genótipos 

Uti 1 i zou-se o mei o MS supl ement-ado com as se­

guintes concentrações de fitorreguladores: 

Mei o 1: MS + 2, O mg/l NAA + 1, O mg/l BAP 

Meio 2: MS + 1,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP 

Meio 3: MS + 2,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP 

o delineamento estatístico utilizado, o nú-

mero de genótipos e repetições por meio, foram os mesmos 

mencionados para o experimento 1, assim como, as condições 

de manutenção e avaliação das culturas de calos. 
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Experiment-o :3: Efeit-o dos fit-orreguladores NAA e BAP 

combinados em concentrações proporcionalmente aumen-

tadas e diminuídas em relação a um meio controle e 

dos genótipos 

o meio MS + 1,0 mg/l NAA + 0,4 mg/l BAP, foi 

considerado meio de indução cont.l-ole nest.a et.apa experimen-

t.al. 

Os meios MS + 4,0 mg/l N.~ + 2,0 mg/l BAP e MS 

+ 0,5 mg/l NAA + 0,25 mg/l BAP, foram meios experiment.ais. 

Mant.endo um delineament.o est.at.ist.ico do t.ipo 

fat.orial inoculou-se 30 genót.ipos nos meios mencionados. 

Cada frasco de cult.ura cont.eve ô genót.ipos, sendo a parcela 

represent.ada por 5 frascos, com 2 repet.ições . 

. fJ.s condições de manut.enção e avaliação das 

cult.uras de calos foram as mesmas mencionadas no experimen-

t.o 1. 

Experimento 4: Efeito dos fitorreguladores NAA e BAP 

sob duas condições de lunrinosidade e dos genótipos 

fts condições de luminosidade avaliadas foram: 

a) Fot.operíodo 16 horas de luz (int.ensidade luminosa 

média de 1.600 lux, 
-z -1 

ou aproxi madament.e 28,"36 I-JEm sec pro-

porcionada por lâmpada fluorescent.e Branca Fria CSylvania, 

85 W). 

b) Escuro cont.ínuo. 

Os meios avaliados foram: 
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Me.io ,1\; 1'15 + 2,0 mg/.l N.l1.A + 1 ,O mg/l B.lW 

Meio B; 1'1<::: + 1 ,0 mg/l N.l1.A + 0,4 mg/l BP>,P 

O deline.amen'lo ex-per i ment..al .foi () mesmo u'li 1 i-

zado no experimen'lo 3 e. as condições de manu'lenção das cul-

'luras e. de avaliação dos calos Cexcet..o as rereren'les a lumi-

nosi dade), ror am as mesmas menci onadas no exper i ment.o 1. 

Experiment.o 5: Efei to de três genót.ipos SCz e dos 

fi'lorreguladores NAA e BAP 

- Os gen6'lipos t.est.ados, roram designados por: 

G3Z, GS3 e G113. 

Os meios avaliados foram: 

Mei o ,1\: MS + 2, O mg./l NAA + 1, O mg./'l BAP 

Meio B: + 1, O mg/l + 0,4 mg/l BAP 

Neste exper i ment.o, a parcel a exper i ment.al em 

cada meio de cul'lura foi repre.sen'lada por um frasco inocula-

do com 2 explant.es de cada gen6'lipo, per.fazendo um t.o'lal de 

ô e.xplant.es por .frasco e um t.ot.al de 15 .frascos por meio. 

As condições de manut.enção e avaliação das 

cul'luras de. calos foram as mesmas mencionadas no experimen'lo 

1. 

3.2.3. Análise est.at.íst.ica dos dados 

Qua'lro variáve.is foram avaliadas nos diferen-

tes experiment..os~ em apenas uma delas - peso fresco de calo 

cujas medidas foram realizadas em grama, as observações 
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apresen~aram dis~ribuiçâo normal. Nas demais variáveis, 

número de gemas e./ou brot~os; cor e textura de calo, cujas 

medidas Ioram realizadas a~ravés de a~ribuição de no~as, as 

observações não apresent_aram dis~ribuição normal e nem foi 

possível ob~er ~al dis~ribuição com o uso de ~ransformações. 

Em vis~a de ~al Ia~o, as observações de ~odas 

as variáveis foram analisadas a~ravés de t-es~es não-par a­

mé~ricos. 

Inicialment.e Ioi realizada uma análise explo­

ra~6ria. não paramé~rica, para se verificar a sime~ria e o 

~amanho da cauda da dis~ribuição dos dados. 

A par~ir dos resul~ados des~a análise. sele­

cionou-se a função escore que levaria ao ~est-e localmen~e 

mais poderoso. Uma das seguin~es funções pôde ser selecio­

nada em cada situação: 

dados); 

dados); 

dados); 

1) escore de Van der Varden (distribuição normal dos 

2) escore de Ga.stwir~h Cdist.ribuição unif'orme de 

3) escore de Wilcoxon Cdis~ribuição logística dos 

4) escore da mediana; 

5) assime~ria a direi~a; 

4) assime~ria a esquerda. 

A seleção destas funçí..Ses segue regras suge-

r i das por NEGRI LLO C 1 989) . Tais regras visam permitir a 



77. 

obLenção de est.imadores mais eFicient-es e t-esLes localmenLe 

mais poderosos. 

Uma vez sel eci onada a função escore, apli-

cou-se o LesLe esLaLisLico para comparar os efeiLos dos Lra-

LamenLos. 

A esLaLisLica do t.esLe (Q) sob Ho, Lem dis-

Lribuição assinL6t.ica qui-quadrado com v graus de liberdade 

2 eX ), onde: 
v 

SQ = soma de quadrados; 

S2 = var i ânci a. 

Q = SQ 

Quando os valores calculados de Q foram maio-

1 'L' d Z res que os va ores crl lCOS e XV(o>' onde o, i gual a 10Y., 5::''{ 

ou 1%, a hip6t-ese de nulidade roi rejeit.ada, ist.o é, houve 

evi dênci as si gni f i ca t~i vas de que pelo menos doi s t-r a t.a-

menLos diferiram ent.re si. 

Nest.as sit.uações, para se deLecLar quais t.ra-

t.ament.os mostraram diferenças significativas, foram realiza-

das comparações mólt.iplas enLre t.raLamenLos dois a dois. 

Em delineament-os fat-oriais, verificou-se Lam-

bém a exisLência ou não de inLeração enLre faLores. Os 

faLores consi der ados foram, meio de cult.ura (fat.or p.;) e 

genót.ipo (fat.or B). 
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3.2.4. Hist.ologia dos calos cul t.i vados in vitro 

Est.a et.apa experiment.al foi realizada com o 

objet.i vo de se est.udar o processo de indução e diferenciação 

de calos a nível est.rut.ural. 

Fol í 01 os de pl ânt.ul as or i undas de sement.es 

germinadas i.n vitro e em vaso mant.ido sob t.elado, const.it.uí­

ram o mat.er i al cont.rol e, o qual, sofreu t.rês processament.os 

dist.int.os: 

1 - Cort.es a mão livre: folíolos fixados em et.anol 

70% foram cort.ados a mão li vre e t.rat.ados com cloret.o de 

zinco iodado C SPSS , 1951). Os cort.es t.ransversais obt.idos 

foram mont.ados em gelat.ina glicerinada CSPSS, 1951). 

2 - Cort.es em micrót.omo: Iolíolos fixados em et.anol 

70% ou F AA segundo SPSS (1951) foram desi dr a t.ados em sér i e 

et.í li ca, i ncl uí dos em par afi na e secci onados em mi cr ót.omo 

Amer i can Opt.i cal ®, empregando met.odol ogi a cl ássi ca descri t.a 

por JOHANSEN (1940), Os cort.es t.ransversais e longit.udinais 

de 15 pm de espessura, foram corados com safranina e verde 

f i r me, de acor do com a met.odol ogi a descr i t.a por Fost.er e 

modificada por GIFFORD (1955), As lâminas hist.ológicas foram 

mont.adas com bálsamo do canadá. 

3 - Maceração: folíolos fixados em et.anol 70% foram 

macerados de acordo com o mét.odo de ~Jeffrey descri t.o por 

JOHANSEN (1940), ~~ós maceração, o mat.erial foi corado com 

hemat.oxilina de Delafield (JOHANSEN, 1940) e mont.ado em 
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gelatina glicerinada CSASS, 1951). 

O ma ter i al exper i ment.al f oi r epr esent.ado por 

explanLes foliares inoculados com a porção abaxial em con­

tato com o meio MS + 2,0 mg/l NAA + 1,0 mg /1 BAP. 

For am col et.adas di ar i ament.e t.rês amost.r as do 

mat.erial inoculado, durant.e o periodo de trint.a 30 dias. 

l:1,s di ver sas amos t.r as do ma t.er i 0.1 exper i ment.al 

seguiram os processament.os 2 e 3, descrit_os para o material 

contraI e. 

Os est.udos est.rut.urais e ont.ogen~t.icos de ca­

los i.n vitro foram realizados basicament.e com as amost.ras de 

mat.erial experimental obt.ido, e contando com 1 a 10; 15; 20; 

25 e 30 di as de cul t.i vo. Quando necessár i o, i dades i nt.er me­

diárias a estas t.amb~m foram avaliadas. 

Os aspect.os est.rut_urais mais relevant.es das 

preparações hist.ológicas e maceradas foram fot.omicrografa­

das. Est.as fotomicrografias foram realizadas em fot.omicros­

cópi os 01 ympus Vanox AHB-LB-l com câmer a PM 10 AC 35 AD-l e 

Zeiss Jenamed, com câmera BCA-M eletronic e luz convencional 

e polarizada, ut.ilizando-se filme Kodak Panatomic X-32 ASA. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Análise do Efeit.o de Fit.orreguladores no Est.abeleci­

ment.o de Cul t.uras de Calo 

Na et.apa inicial desse est.udo onde se pre­

t.endeu verilicar o eleit.o de meio de cult.ura, mais especili­

cament.e dos li t.orregul adores NAA e BAP sobre a i ndução e 

cresciment.o de calos, o eleit.o gen6t.ipo não loi considerado. 

Cabe reI embrar que para cada mei o avaliado, 

ut.i 1 i zou-se expl ant.es oriundos de 6 pl ânt.ul as, port.ant.o 6 

gen6t.ipos di ferent.es , e que, ent.re meios, os gen6t.ipos ut.i­

lizados t.amb~m diferiam. 

Doi s for am os mot.i vos que levar am a se des­

considerar o efeit~o gen6t.ipo ent~re e dent.ro meios de cul­

t.ura, nessa lase experiment.al. 

O primeiro loi de ordem prát.ica, pois, cada 

plânt.ula de acordo com os parâmet.ros de colet.a do explant.e 

Cidade da plâni.ula, número de lolíolos e i.amanho do explan­

t.e) forneceu no máximo 12 explant.es, número est.e insufi­

cient.e para ser avaliado em Lodos os meios de cult.ura, os 

quais, t.ot.alizaram 25 incluindo o meio cont.role, ist..o e, 
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meio MS livre de reguladores de cresciment.o, bem como para 

as repet.i ções de cada um dest.es mei os. 

o segundo mot.ivo roi o de adequação aos obje-

t.ivos propost.os nest.e est.udo, ou seja, selecionar ent.re os 

meios t.est.ados aqueles que promovessem indução e cresciment.o 

sat.israt.órios de calos à uma média de genót.ipos da população 

avaliada. 

Os r esul t.ados obt.i dos nos experiment.os dest.a 

et.apa inicial encont.ram-se nas Tabelas 2 a 8 e Figura 3. 

Tabela 2. Respost..as morfogenét.icas em explant.es roliares de 

Stylosanthes guianensis cv. IRI 1022 após 30 dias 

de cult.ura em meio MS (16 h luz/B h escuro), 

BAP 
Cmg/l) 

0,0 

0,1 

0,4 

1,0 

2,0 

0,0 

C 

C 

c 
C 

0,1 

RC+) 

C 

C 

C 

C 

(-) me.o controLe, morfogênese nul.a. 

(R> me.os indutores de rizogênese 

c+) r~zogênese baixa 

( ++' r-izogênese modera.da. 

(+++) r~zogênese alta 

(c> meios indutores de co.tos 

NAA 
(mg/l) 

0,4 1, ° 2,0 

RC++) RC++) RC +++) 

C C C 

C C C 

C C C 

C C C 
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/1. Tabel a 2 most.r a de modo gen~rico as res-

post.as dos explant.es após 30 dias de cult.ura; basicament.e 

t.rês respost.as est.ão discri minadas na mesma: 

1. ausência de morlogênese C-)~ 

2. i ndução de r i zogênese di r et.a e i nt.ensi dade de r aí zes 

formadas CR/+); 

3. indução e cresciment.o de calos CC), 

/1. respost.a n 2 1 Ioi observada apenas no meio 

cont.role~ os explant.es inoculados nest.e meio, ao Iinal de 30 

dias de cult.ura, most.raram-se oxidados e sem indícios de 

morlogênese. 

A respost.a n 2 2 Ioi observada nos meios suple­

ment.ados apenas com o regul ador de cresci ment.o NAA~ os 

explant.es colocados nest.es meios apresent.aram como respost.a, 

rizogênese diret.a CR), ist.o ~, a formação de raizes sem a 

pr~via indução de calos. A int_ensidade (+) de raízes Iorma­

das f'oi di rei.ament.e proporei onal a concent.ração do I i t.or­

regulador NAA present.e no meio de cult.ura, o que ~ most.rado 

t.amb~m pela Figura 3C/1. e B). Em 3A, a concent.ração ut.ilizada 

foi 0,4 mg/l de NAA e o número m~dio de raízes formadas por 

explant.e est.eve ent.re 5 a 5; as set.as indicam que as raizes 

originaram-se a part.ir das regiões de ferimeni-o do explant.e 

e da nervura cent.ral. Em 3B, a concent.ração ut.ilizada foi 

2,0 mg/l de NAA e o número médio de raízes por explanle es­

t~eve enlr e 12 a 15; a sela i ndi ca urna es lr ul ur a, semel hanle 

a um calo, formada duranle o desenvolvimenlo das raízes. 
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(A e B> rizogen~se direta 

ladamente (0,4 ~ Z,O mg/t, 

dicam os locais de origem 

em meios MS suplementados com NAA iso­

respect.i.vament.e>. As s~tas em A t.n­

das ral.zes no expl ant e e em B a t. ndu-

Çao de calo com o desenvolv~mento das raLzes {C e D> i n d u ç ao de 

caLo.:; de cresc t. men t. o reduzido com mu i t os pont.os 

t. soLa.damente de regeneraç50 em mei.os MS supLementados com 

(0,4 e Z .• O mg/l, respect t.vament.e-). A se-ta em C 

regeneraçã.o. 

BAP 

indica pontos de 

Figura 3. Respost.as morfogenét-icas obt.idas após 30 dias de 

cul t.i vo l.n 

guianensis 

vitro explant.es 

cv IRI 1022. 

de fol i ares de s. 
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o número médi o de r aí zes por expl ant.e no mei o 

MS+O,l mg/l de N.l\A est.eve em t.orno de 3 e, no meio MS+l,O 

mg/l de NAA, ent.re 5 a 6, valores correspondent.es, respect~i­

vament.e, as int.ensidades baixa C+) e moderada C++) na Tabela 

2. 

Embora não se t.enha realizado análises cit.o-

hist.ológicas dest.as raízes, o aspect.o geral por elas apre­

sent.ado indicou um desenvolviment.o provavelment.e anormal. 

A respost.a n 2 3 .foi observada em t.odos os 

mei os MS supl ement.ados com NAl\ e BAP conj unt.ament.e e naque­

les suplement.ados apenas com BAP. 

A Figura 3 CC e D) most.ra calos induzidos em 

mei os MS s upl ement.ados apenas com BAP C 3C - mei o MS + 0, 4 

mg/l de BAP~ 3D - meio MS + 2,0 mg/l BAP). Os calos induzi-

dos nest.es meios apresent.am t.ext.ural .friável, mui t.os pont.os 

de regeneração e cresciment.o reduzido. 

O cresci ment.o e o pot.enci ai mor.fogenét.i co dos 

calos induzidos nos meios promot.ores da respost.a n 2 3 .foram 

avaliados 30 dias após o início das cult~uras com base nas 

variáveis peso .fresco, número de gemas e/ou brot.os CN2 G/B), 

cor e t.ext.ur a. 

Os resul t.ados dest.as avaliações se encont.ram 

nas Tabelas 3 a 8. 

Verifica-se a part.ir da análise da Tabela 3 

que os 20 mei os de cul t.ura capazes de promover a i ndução e 

cresciment.o de calos, promoveram t.ambém a organogênese de 

part.es aéreas nest.es calos. Est.es meios podem ser dist.ribuí-
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dos em ~.ês g.upos de acordo com as suas respos~as especí~i-

cas em reI ação a promoção de cresciment.o e ~reqüência de 

regeneração nos calos induzidos. 

Tabela 3. Valores médios das variáveis peso ~resco (g), nt:1-

* * mero de gemas e/ou bro~os CN2 G/B) , cor e t.ex~u-

* ra por calo e por meio de cul~ura após 30 dias de 

cul t.i voin vitro. 

Meios MS suplemen~ados 
com NAA e BAP (mg/l) 

(1) O,lBAP 

(2) 0,4BJ.\P 

( 3) 1 , OBJ.\P 

(4) 2,OBJ.\P 

(5) 0,1 NAA+O, 1 BJ.\P 

(5) 0,lNA~+O,4BPP 

(7) O,lNAA+l,OBPP 

C 8) 0, 1 NAA+2 , OBJ.\P 

(9) 0,4NAA+O,lBJ.\P 

Cl0) 0,4NAA+O,4BJ.\P 

Cl1) 0,4NAA+l,OBJ.\P 

(12) 0,4NAA+2,OBJ.\P 

(13) 1,ONAA+O,lBJ.\P 

(14) 1,ONAA+O,4BJ.\P 

<: 15) 1, ONAA+l , OBJ.\P 

(15) 1,ONAA+2,OBAP 

(17) 2,ON.~+O,lB.~ 

(18) 2,ONAA+O,4BAP 

(19) 2,ONA~+1,OBAP 

(20) 2,ONAA+2,OBAP 

* 

PESO (g) 

0,025 

0,031 

0,031 

0,031 

0,120 

0,050 

0,077 

0,098 

0,157 

0,155 

0,190 

0,154 

0,208 

0,220 

0,267 

0,241 

0,213 

0,278 

0,251 

0,207 

VARIÁVEIS 

0,70 

1,03 

1,13 

1,00 

1,50 

0,73 

1,50 

1,47 

0,27 

1,60 

1,33 

1,57 

0,53 

1,20 

0,63 

1,07 

0,07 

0,63 

0,80 

0,60 

* COR 

3,67 

3,13 

3,20 

3,57 

2,83 

3,47 

3,37 

3,30 

2,50 

2,53 

2,80 

3,73 

1,93 

3,05 

1,93 

2,1'3 

1,83 

2,30 

2,13 

2,20 

* TEXTURA 

1,97 

2,00 

1,73 

2,20 

1,30 

1,13 

1,73 

1,83 

1,67 

2,50 

1,77 

2,05 

2,33 

2,27 

2,80 

2,37 

2,73 

2,80 

2,93 

2,73 

Ver em "Mater1.oL e Métodos", a escoLa. de notas atT1.butdas às vorióves. 
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Um primeiro grupo seria cons~iluído por aque-

1 es mei os supl emen~ados apenas por BAP <: mei os 1 a 4) e t.am­

bém por aqueles cujas concen~rações de BAP são superiores ao 

dobro em reI ação à.s concen~r ações de NAA <: mei os 5 a 8 e 12). 

Os calos induzidos nes~es meios ~endem a apresen~ar cresci­

men~o reduzido, coloração verde médio ou verde amarelado 

Cno~as 3 e 4 respec~ivamen~e), lext.ura in~ermediária Cno~a 

2) t.endendo a !~riável Cnola 1) e as mais alt.as freqüências 

de regeneração, is~o é, de 1 a 5 e de 5 a 10 qemas e/ou bro­

~os por cal o (no~as 1 e 2 respec~i vament.e para N2 G/B). Nes­

t_es grupos verifica-se ainda que aqueles meios suplemen~ados 

com BAP e NAA conjun~amen~e Cmeios 5 a 8 e 12) promoveram. 

nas condições experimen~ais dest.e es~udo, crescimen~os de 

calos no mínimo duas vezes superior em relação aos suplemen­

~ados apenas com BJ\P (meios 1 a 4). 

Os dois ou~ros grupos visualizados a par~ir da 

Tabel a 3 est.ar i am cons~i luí dos por mei os supl emen~ados por 

NAA e BJ\P conjun~amen~e. 

Um segundo grupo, por~an~o, seria formado por 

aquel es mei os supl emen~ados com 1. O mg/l ou 2, O mg/l de NAA 

e BJ\P nas pr opor ções de 1: 1 C mei os 15 e 20) e ~ambém , por 

todos aqueles suplement.ados com 2,0 mg/l de NAA independen­

tement.e das concen~rações de B.t\P Cmeios 17 a 20), Os calos 

i nduzi dos nes~es mei os ~endem a apresent.ar os mai ores cres­

ci men~os ver i fi cados nest~e estudo, coloração verde cl aro 

(nota 2) , ~ex~ura compac~a (not.a 3) e as mais baixas fre­

qüências de regeneração, i st.o é, de O a menos que 5 gemas 
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e/ou brot.os por calo (not.as ° a 1 para N2 G/B). 

{) t.erceiro, últ.imo grupo, seria const.it.uído por 

aqueles meios suplement.ados com 0,1 mg/l ou 0,4 mg/l de NAA 

e BAP nas proporções de 1: 1 (meios 5 elO), meios suplemen-

t.ados com concent.rações de NAA no máximo igual a 1,Omg/l e 

proporcionalment.e superiores ao dobro das concent.rações de 

BAP (meios 9 e 13), e, t.ambém, por aqueles meios suplement.a-

dos com concent.r ações máxi mas de NAA i gual a 1, ° mg/l e de 

BAP igual a 2,0 mg/l nas proporções de 2:1 ou próximas a 

est.e valor (meios 11, 14 e 16). Os calos induzidos nest.es 

meios, de modo geral, apresentam valores de cresciment.o e 

pot.encial morfogenét.ico int.ermediários aos verificados nos 

dois grupos precedent.es; est.es valores t.endem a ser mais 

próximos àqueles verificados a um dos dois out.ros grupos em 

função das semelhanças nas concent.rações e proporções de NAA 

e BAP ent.re eles. 

At.ravés de análises est.at.íst.icas das observa-

ções obt.idas para as variáveis peso !~resco, número de gemas 

e/ou brot.os, cor e t.ext.ura, pôde-se comprovar que as dife-

renças verificadas ent.re os 20 meios de cult.ura avaliados 

são si gni f i cat.i vas do pont.o de vi st.a est.a t.í st.i co. 

o procediment.o adot.ado na análise de cada va-

riável consist.iu em selecionar a função escore, aplicar o 

t.est.e e confront.ar o valor calculado da est.at.íst.ica Q com o 

valor 
2 

t.abelado para X com 19 graus de liberdade Cet=10%, 5% 

ou 1:7'...) e, sendo o valor calculado significat.ivo, realizaram-

se comparações múlt.iplas ent.re os meios de cult.ura 2 a 2 
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para se de~ec~ar quais diferiam en~re si. 

A função selecionada para as variáveis peso 

fresco, cor e t.ex~uro. foi a Escore de Gas~wir~h e os resul-

~ados das comparações múl~iplas se encon~ram nas Tabelas 4, 

5 e 7, respec~i vament.e; para a vari ável número de gemas e/ou 

bro~os a função selecionada foi a Assime~ria a Direit.a e os 

r esul ~ados das compar ações múl ~i pl as se encon~r am na Tabe-

la 5. 

A Tabela 8 reúne as comparações múl~iplas en-

~re os meios de cultura com base nas quatro variáveis em es-

tudo. 

Verifica-se a par~ir da Tabela 4 que as dife-

renças es~a~ísticas significa~ivas para a variável peso 

fresco foram encontradas basicamente ent..re dois grupos de 

meios, os quais cor respondem ao primeiro e segundo grupos 

discriminados com base nos result..ados da Tabela Um des~es 

grupos, constituído pelos meios 1 a 4, representa os valores 

mínimos obt..idos para esta variável nas condições experimen-

t_ais dest..e estudo €i' são os meios suplementados apenas com 

BAP. Por outro lado, o grupo consti~uído pelos meios 15, 16, 

18 e 19, representa os valores máximos. 
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Tabela 4. Comparações múl~iplas para variável peso fresco de 

calos i nduzi dos em mei os MS supl emen~ados com 2:0 

combinações de NAA e BAP após 30 dias de cul~ura. 

1 2: 3 4 5 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

1 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ** ** ns ** ** ns 

2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ** ** ns ** ** ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ** * ns ** * ns 

4 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ** * ns ** * ns 

5 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

ns = não si.gni.fi.cClti. vo 

+ = si.gni.fi.cClhvoCl 10)16 

* = si.gni.fl-CClti.vo Q !5116 

** = si.gni.fl.CClhvo Cl 1116 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns 

ns ns ns 

ns ns 

ns 
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Em relação à variável N2 G/B, observa-se atra-

\rés da Tabela 5 que as diferenças significativas ocorrem 

entre o meio 9 e os meios 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 14 e 

15 e entre o meio 17 e os meios 5, 7, 8, 10, 11, 14 

e lB~ os meios 9 e 17 não diferem entre si. f:>.o se confront.ar 

os result.ados das Tabelas 3 e 5, not.a-se que os meios 9 e 17 

apresent.am as mais bai xas freqüências de regeneração ent.re 

os 20 meios avaliados. 

A Tabela 6 most.ra que as diferenças significa-

t.ivas verificadas para a variável cor, foram detectadas en-

t.re meios que t.endem a induzir calos com coloração verde 

amar el ado C mei os 1 e 4) e aquel es que t.endem a i nduzi r calos 

com coloração verde claro (meios 13, 15, 17 e 19), 

Quant.o à var i á vel t.ext. ur a, ver i f i c a -se a par-

t.ir da Tabela 7 que há diferenças significativas ent.re aque-

1 es mei os que t.endem a i nduzi r calos fr i ávei s C mei os 5 e 5) 

e os que t.endem a induzir calos com t.ext.ura int.ermediária 

(meio 10) ou compact.a (meios 15,17,18,19 e 20) assim co-

mo, entre aqueles que t.endem a induzir calos com t.ext.ura in-

t.ermedi ár i a (mei os 8 e g) e compact.a C mei o 1 g). 

Todas as diferenças est.atíst.icas significat.i-

vas encont.radas em cada uma das variáveis est.ão reunidas na 

Tabela 8; est.as diferenças de um modo geral, foram encont.ra-

das ent.re valores extremos de cada variável. 
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Tabel a 5. Comparações múl t.i pl as para variável número de ge-

1 2 3 

mas e./ou brot.os C N2 (;...--'8) em calos i nduzi dos em 

meio MS suplement.ados com 20 combinações de NAA e 

SAP após 30 dias de cult.ura. 

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

1 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

2 

3 

4 

5 

ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns 

ns ns ns 

* ns ns ns ns ns ns ns .* ns ns ns 

* ns ns ns ns ns ns ns .* ns ns ns 

+ ns ns ns ns ns ns ns ** ns ns ns 

• ns ns ns ns ns ns n~ ** ns ns ns 

6 

7 

8 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

ns = não sl.gnificativo 

+ = signifi.cativo a J.Oll6 

* = si..gnifico.hvo Q ~1I6 

** = significahvo Q 1% 

ns * ns ns ns ns ns ns ns ** ns ns ns 

* ns ns ns ns ns ns ns ** ns ns ns 

* * • ns * ns + ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ** ns ns ns 

ns PS ns ns ns ** ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ** ns ns ns 

ns ns ns ns ns 

** ns ns ns 

ns ns ns 

ns ns 

ns 
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Tabela 6. Comparações múltiplas para variável cor em calos 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

1 2 

i nduzi dos em mei os MS supl ementados com 20 combi­

nações de NAA e BAP após 30 dias de cultura. 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns .. ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns + ns + ns ** ns + ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns * ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns 

ns ns ns 

ns ns 

ns 

ns = não signi hcati vo 

+ = signifi.cahvo a .1Ol16 

.. = significativo a 5)16 

** = si.gnifi.cati.vo a .1% 
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Tabela 7. Comparações múl"liplas para variável tex"lura em ca­

los induzidos em meios MS suplemen"lados com 20 

combinações de NAA e BAP após 30 dias de cul tura. 

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19 20 

1 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

3 

4 

6 

6 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns + ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ** ns * ** ** ** 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

15 

17 

18 

19 

20 

ns = não si..gnifica.tivo 

+ = si gnifica.tivo o. 1.~ 

* = .si.gni.ficOotl.vo a ~:96 

** = si. gnifi. co.ti..vo a 1.16 

ns ns ns * ns ns ns ns ** ns ** ** ** ** 
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns + ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns * ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns ns 

ns ns ns ns 

ns ns ns 

ns ns 

ns 
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Tabela 8. Comparações múlliplas para as variáveis peso fres­

co, número de gemas e/'ou brolos, cor e lext-ura, em 

calos i nduzi dos em mei os MS supl ement.ados com 20 

combinações de NA.A e B.l\P após 30 dias de cullura. 

1 2 3 4 567 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

1 

2 

3 

4 

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ** ** * ** ** ns 

ns ns ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ** ** ** ** ** ns 

ns ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ** * ** ** + ns 

ns ns ns ns + ns ns ns + ns + * ** ** + ns 

5 ns ns n"'" * ns ns ns ns ns ** ns * ** ** ** 
6 

7 

8 

9 

ns ns ns * ns ns ns ns ** ns ** ** ** ** 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

ns = não significativo 

+ = si. gnifi cativo a 10% 

* = signi.fi cativo Q !:i% 

** = signi,fi.ca.tivo a 1% 

ns * ns ns ns ns ns ns ns ** ns ns ns 

* ns ns ns ns ns ns ns ** ns + ns 

* * * ns * ns + ns ns * ns 

ns ns ns ns ns ns * ns ns ns 

ns ns ns ns ns ** ns ns ns 

ns ns ns ns * ns ns ns 

ns ns ns ns ns ns ns 

ns ns ** ns ns ns 

ns ns ns ns ns 

** ns ns ns 

ns ns ns 

ns ns 

ns 
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A precisão em se localizar diferenças es~a~ís­

~icas significa~ivas en~re os ~ra~amen~os avaliados depende 

do número de repe~ições u~ilizadas e es~e número, de acordo 

com a ~eoria da análise es~at.ís~ica aplicada, deve ser no 

mínimo igual a 8 CNEGRILLO, comunicação pessoal). 

Levando-se em con~a os aspec~os inerent;es à 

cul~ura de ~ecidos, para se garan~ir as B repe~ições do ma­

t;erial em cul~ura no moment.o da avaliação será necessário em 

muit.os cast;\S part.ir de um número de explant.es superior a 8; 

est.e procediment.o esbarra-se, no ent.ant.o, na impossibilidade 

que muit.as vezes surge em se dispor de det.erminados explan­

t.es em quant.idade desejável. De qualquer modo, o número ade­

quado de repe~ições é um requisit.o que sempre deverá ser le­

vado em cont.a quando se desej a conduzi r um exper i ment.o em 

cult.ura de ~ecidos. 

No presen~e es~udo, para est.es experimen~os 

foram ut..ilizadas 5 repe~ições por meio de cul~ura; possivel­

ment..e um número maior de diferenças es~a~ís~icas significa­

t.ivas ent..re os meios t..es~ados poderiam ser de~ect..adas cum­

prindo-se o requisit..o acima mencionado. 

Os result.ados obt..idos com a análise não-para­

mé~r i ca, no en~an~o, são aI t.amen~e coerent..es com aquel es ve­

rificados a par~ir da Tabela 3, ou seja, diferenças signifi­

ca~i vas só ocorrem en~re mei os de cul ~ura cujas concen~ra­

ções de NAA e BAP são muit..o cont..rast.an~es o que implica em 

respost..as ou efei~os ~ambém con~ras~an~es. Como a faixa de 

variação ent..re as concen~rações de fí~orreguladores ut..iliza-
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das nest.e est.udo t~oi rest.rit.a, a maioria dest.e grupo de 20 

mei os t.enderam a apresent.ar respost.as semel hant.es ent.re si; 

e no geral, t.odos os 25 meios induziram respost.as t.ípicas ao 

comport.ament.o 

guianen.sis. 

padrão in t.Jitro da espécie Stylosanthes 

A espécie S. guianensis, in vitro, assim como 

o demonst.rado por Skoog & Miller (cit.ados por THORPE & 

MURASHIGE, 1970) em plant.as de tabaco, sob a ação de estímu­

los exógenos de auxi nas e ci t.oci ni nas e capaz de for mar 

calos, r aí zes e/ou par tes aér eas , compor tando-se como um 

sistema modelo para estudos em cultura de tecidos. 

Como regra geral, uma plant.a pode ser conside­

rada um sist.ema experiment.al modelo em Cult.ul-a de t.ecidos 

quando a presença de uma fonte de auxína isoladamente, induz 

l-izôgenese premat.ura Co nível de auxina é det.erminado para 

cada espécie)~ a combinação auxína-cit.ocinina induz regene­

ração de partes aéreas na presença de uma fase de calo e a 

presença de uma font.e de citocinina isolada promove organo­

gênese di 1- et.a ou a par t.i r de uma f ase mui t.o br anda de calo 

friável. 

A or ganogênese de par t.es aér eas em expl ant.es 

foliares de S. guianensis é facilment.e obt.ida sob est.ímulo 

da cit.ocinina sint.ét.ica BAP CMEIJER & BROUGHTON, 

MROGINSKI & KARTHA, 1981; GODWTN et aUi, 19S7a). 

1981 ; 

No present.e estudo onde se t.eve por objet.ivo a 

regeneração de plant.as da cv IRI 1022 da espécie S. çuianen­

sis a part.ir de fases de calo mais longas, foi possível 
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det.er mi nar os ní vei s de BAP e NAA que pr omover am as mai s 

br andas e as mai s longas f' ases de calo; f ases mai s br andas 

ou rápidas são indicadas para a clonagem ou propagação de 

mat.eriais genét.icos selecionados e as fases mais longas para 

a obt.enção de variabilidade genét.ica in vitro. 

Valores alt.os para a relação NAA/BAP t.endem a 

promover fases longas de calos, e baixos, fases brandas. 

Assim, os result.ados obt.idos nest.e est.udo com 

a cultivar IRI 1022, est.ão de acordo com os dados da lit.era­

t.ura envol vendo out.ros mat.er i ai s genét.i cos da espéci e S. 

guian en.sis. 

4.2. Análise dos Processos de Regeneração e Aclimat.ação 

de Planlas Inleiras (SC1) 

Os r esul t.ados obt.i dos da anál i se dest.es pr 0-

cessos encontram-se nas Tabelas gelO e Figura 4. 

A Figura 4 most.ra o procediment.o geral ut.ili­

zado nest.e est.udo para obtenção de plant.as int.eiras, regene­

radas in "L,itro a part.ir de explant.es foliares da cv IRI 

1022. 

Expl antes colocados em mei os de indução (ver 

it.em 4.1), iniciaram a formação de calos nas regiões do 

fer i ment.o C Fi gur a 4A) e ai nda nest.es mei os, crescer am e co­

meçaram a diferenciar-se, apresent.ando pont.os de regeneração 

(Figura 4B). 
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Após 30 di as , segment..os de calos i nduzi dos, 

foram t.ransferidos para meios de regeneração suplement..ados 

apenas com a ci t.ocinina BAP. 

Nest..es meios de regeneração, onde permaneceram 

por 60 dias, ocorreu a próliferação de brot.os. 

Brot..os com alongament..os de 2,0 cm, em média, 

foram isolados do rest..ant..e do calo CFigura 4C) e t..ransfe­

ridos para frascos cont..endo meio basal MS e fit..orreguladc.r, 

reduzidos (Figura 40). A Figura 40 most..ra ainda, o enrai-

zament..o i.n vl.tro dos brot.os alongados. 

Al ongament..o e enr ai zament..o, foram processos 

car act..er i st.i cament..e 1 ent..os e het..er ogêneos. O enr ai zament..o, 

especificament.e, foi melhorado com a adição do fi t..orregula­

dor I BA CO,2: mg./l) no mei o de cul t..i vo. 

Os procediment..os ut..ilizados para a aclimat.ação 

das plant.as regeneradas est.ão represent..ados na Figura 4E~ e 

4Ez. () cui dado com o f a t.or umi da de dur ant.e o per í odo de 

t.r ansi ção do ambi ent..e in vitro par a o ambi ent.e ex vitro foi 

maior no procediment.o represent.ado na Figura 4Ez, assim como 

o nt:ímero de plant..as sobrevivent..es obt.idas. 

Plant..as regeneradas adult..as, são most.radas na 

Figura 4F. 



IA) ~nduçao de caLos em expLantes foL~ares cuLt~vados em me~o MS 

supLementado com NAA e BAP conjuntamente; a seta ~ndica LocaL de 

expLante onde a ~nduçao tem inicio; (B) caLos pri.má.r~os o.presen­

tondo pontos de regenero.ç&o (seLa) cerco. de 3 semanas após ~ni­

c~o da. cuLtura.; (C) broto regenerado a partir de ccd .. o; {o> bro­

t.os aLongados e enrai.zados (seta); (Ei e EZ) act~motQçõo das 

pLantas regener':ldo.s em Lo.boratorio e em tel.ado, res pec ti vamen-

te; (F) pLo.nLas regenerad(~s 6 meses após a ·5 o. i. do. do tubo de cuL­

tura para terra. 
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Figura 4. Procedimen~o geral usado para a ob~enção de plan-

tas int.eiras regeneradas in vitro eSCi) na cult.i­

var I RI 1022. 
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A Tabela 9 apresen~a o número de plan~as 

~ransplan~adas para a ~erra, as quais, foram ob~idas a par­

~ir de dois meios de regeneração associados a cinco meios de 

indução de calos. 

Verifica-se a~ravés des~a ~abela que o meio de 

regeneração HR:z CHS+2,O mg/l de BAP) no geral foi cerca de 

20% mais efe~i vo em relação ao mei o HR:1 C MS+l ,O mg/l) e que 

plan~as foram regeneradas a par~il- de ~odos os meios de 

indução, selecionados a par~ir da e~apa inicial des~e es~u­

do, porém, a porcen~agem de plan~as regeneradas foi maior 

nos mei os de i ndução com 1, O mg/l de NAA e 0,4 ou 2, O mg/l 

de BAP. 

() fat.o de o número de plan~as regeneradas a 

p3.r~i r do mei o de indução MI ~ C MS+l , ° mg/l NAA+2, O mg/l BAP) 

~er sido inferior ao observado para meios com a relação 

NAAv./Bft-P aI ~a , como por exemplo, o mei o MI"3 <: ~1S+2, O mg/l 

NAA+O, 1 mg/l BAP) foi decorrência de perdas de mat.erial 

inoculado ao longo dos subcul t.i vos. 

En~re os mei os cont.rol es foi observado que 

aqueles suplemen~ados com 2,0 mg/l de NAA e concen~rações de 

BAP iguais a 0,1 ou 0,4 mg/l t.enderam a man~er-se indiferen­

ci ados ao longo do ~empo de cul t.i vo. 

De modo geral a presença da auxina nos meios 

con~role? inibiu a proliferação de bro~os em calos aí ino­

culados. 

A Tabela 10 represen~a o número de plan~as 

t.ransplan~adas e sobreviven~es. em função do período em que 

as ~ransferências para ambient.es ex vitro foram realizadas. 
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Tabela 9. Número de plan~as ob~idas a par~ir de calos man­
~idos por 30 dias em meios de indução eMI) e pos­
~eriormen~e ~ransÍeridos para meios de regeneração 
(NR). 

MS + f'it-orregulador BAP Cmg/l) 
MS + f'it-orreguladores 

MR NAA + BAP Cmg/l) 
MI 

1,0 BAP 2,0 BAP To~al 

1, O NAA 
0,1 B.l\P 11 18 29 

1, O NAA 
0,4 B.l\P 35 52 88 

2,0 NAA 
0,1 B.l\P 19 30 49 

2,0 NAA 
0,4 BAP 5 15 21 

1,0 NAA 
2,0 BAP 20 27 47 

Tot.al 92 142 234 
CY.,) C39,3%) C50,7%) 

Tabela 10. Número de plant-as SC1 ~ransplan~adas e sobrevi­
vent-es em Íunção dos períodos de t-ransplant-ios 
para ambient-es ex l,..!itro. 

PERíODO NÚMERO DE PLANTAS SC1 
Semanas após dat.a inicial 

da cul t.ura TRANSPLANTADftS SOBREVI VENTES 

18 10 O 
22 14 10 
25 15 6 
25 7 O 
35 15 4 
42 10 5 
48 53 45 
50 52 43 
54 35 35 
57 15 2 
51 5 2 

TOTAL 234 152 

dGtG inl.cl.Gl. dG CuttUTG Z7/0:1/89. 
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Obser va -se a par 'li r des'la t.abel a que os mai o­

res índices de 'lransplant.ios e sobrevivência f'oram obt.idos 

nos per í odos de 48, 50 e 54 semanas após a da t.a i ni ci aI da 

colocação dos explant.es em meio de cult.ura ocorrida em 27 de 

janeiro de 1989. Est.es períodos coincidem com a realização 

de um segundo pl-ocedi ment.o de acl i mat.ação, no qual, as 

plant.as SC1 f'oram ret.iradas dos f'rascos de cult.ura e 

transf'el-idas diret.amente para copos plás'licos cont.endo uma 

mi st.ur a de t.el- r a + ver mi cul i t.a + arei a e mant.i das em t.el ado 

sob aI t.a umi dade reI at.i va, pr i Dci paI ment.e dur ant.e as pr i mei­

ras semanas após a t.ransf'erência do ambient.e in vitro para 

ex vitro. Além da mudança no procediment.o de aclimat.ação, as 

condi ções ambi ent.ai s nos per í odos de 48, 50 e 54 semanas, 

correspondent.es respect.ivament.e as dat.as de 5 e 10 de janei­

ro e 7 de fevereiro de 1990 foram ext.remament.e favoráveis, 

com aI t.as t.emperat.uras di urnas, abundan'le 1 umi nosi dade e 

t.emperat.uras not.urnas não inf'eriores a 25°C. 

Verifica-se ainda a'lravés da Tabela 10 que os 

t.r anspl ant.i os foram irregulares ao longo do t.empo e 

ext.enderam-se por um período aproximado de 60 semanas. 

Após 54 semanas a cont.ar da dat.a inicial da 

colocação dos explan'les em meios de cul'lura, observa-se um 

declínio no número de plantas 'lransplan'ladas, conseqüência 

do declínio no pot.encial organogenét.ico dos calos. 

A t.axa de sobrevivência observada nest.e es'ludo 

em relação ao número 'lot.al de plantas t.ransplantadas loi de 

65% (234 plant.as transplan'ladas./152 pl antas sobrevi vent.es). 
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De acordo com MEIJER (1984), são esperadas 

~axas de sobrevivênca para a espécie S. guianensis na ordem 

de 50 a 70%. 

Alguns aspect.os morfológicos e fisiológicos 

das pl an~as Sei mant.i das em t.el ado at.é a ma~ur i dade, foram 

avaliados preliminarment.e naquele grupo de plant.as cujos 

t.ransplant.ios para a t.erra ocorreram nos períodos de 48 e 50 

semanas após o início da cult.ura. Est.e grupo além de ser o 

mais numeroso (88 plant.as sobrevivent.es), const.it.uiu-se de 

pl ant.as com i dades homogêneas e r egener adas a par t.i r de 

calos mant.i dos por longos períodos em cul t.ura, os quais, em 

função dest.e fa~or, ent.re out.ros, poderiam t.er sofrido algum 

t.ipo de variação somaclonal. 

Em relação a part.e veget.at.i va, foi observado 

plant.as Sei com número reduzido de ramos, sendo est.es finos 

e alongados e com número de folhas t.ambém reduzido, em com­

paração com plant.as oriundas de sement.es e não subme~idas ao 

cul ~i vo in uitro; no ~ot.al de 88 pl an~as, 23 apresen~aram 

est.a carac~eríst.ica e ent.re est.as, 82,5% pert.enciam a um 

úni co genót.i po denomi nado B5. 1 . 

As plant.as per~encent.es ao genót.ipo B5.1 apre­

sent.aram ainda os menores índices de fert.ilidade, quer seja 

pelo não f I or esci ment.o ou flor esci ment.o r eduzi do e bai xa 

produção de semen~es. 
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Ou~ra carac~erística associada a parte vegeta-

~i va de aI gumas pl antas SCi, di s~i nt~a do obser vado par~. 

pl an~as or i undas de sementes e não subme~i das ao cul t.i vo in 

'vitro, as quais apresen~am ramos lisos, loi o aparecimento, 

nas primeiras, de cerdas ao longo dos ramos. Es~a carac­

terís~ica loi observada em plantas pertencen~es a apenas um 

gen6~ipo, gen6tipo B8.1. 

Das 1 7 pl an~as , no tot.al de 88, per tencen~es 

ao gen6tipo 88.1, todas apresen~aram cerdas ao longo dos ra­

mos e as demais carac~erís~icas vege~a~ivas ~ais como número 

de ramos e de lolhas por ramos, alongamen~o, e~c, com aspec­

~o normal. Es~as plan~as em conjun~o loram ainda as mais 

prolílicas no grupo geral das 88 e, s6 perderam a nível 

individual para uma plan~a iden~ilicada como Gl13. 

O llorescimen~o en~re as 88 plant.as t.eve iní­

cio em abril de 1990, portan~o, 3 meses ap6s a t.ranslerência 

das mesmas para a t.erra. No período de ~.bril a agost.o de 

1990, acompanhou-se o desenvolviment.o do llorescimen~o e da 

produção de sement.es nest.as plant.as e pode-se observar va­

riações em quan~idade e duração dest.es processos ent.re elas. 

De um modo geral, esta avaliação preliminar 

indicou que exis~em variações em carac~eres vege~at.ivos e 

1- epr odu~i vos na popul ação de pl ant.as SCi r egener adas sob as 

condições experimen~ais desenvol vidas nest.e es~udo. Se por 

um lado as variações demons~radas pelas plan~as do gen6tipo 

B5. 1 par ecem deI et.ér i as e comum ao que vem sendo obt,i do por 

out.ros autores CGODWIN et alii, 19S7a; MILES, et crlii, 
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1989), aquelas variações apresenLadas pelas planLas do genó­

Lipo 88.1, Lendem a ser favoráveis. Além do não compromeLi­

ment.o da ferLilidade, est.as plant.as apresent.am cerdas em 

seus ramos, as quais, podem se consLit.uir em mecanismos de 

defesa cont.ra pragas como o observado em OULras espécies do 

gênero Stylosanthes CSUTHERST et aZii, 1988). No enLanLo, 

soment.e com avaliações realizadas no campo da ciLogenét.ica, 

da genéLica quanLiLaLiva, molecular e bioquímica se poderá 

deLerminar com segurança o grau e a naLureza das variações 

observadas nas pesquisas com cul Lura de Lecidos, e 

consequent.ement.e , o valor que el as possam Ler do pont.o de 

visLa do melhoramenLo, enLre out.ros. 

4.3. Analise do Efei LO dos Fat.ores Fi t.orregulador e Genó­

t.ipo Sobre o Cresciment.o e o Pot.encial Morfogenét.ico 

de Calos 

Os resul t.ados aqui cont.i dos, referem-se aos 

exper i men t. os conduzi dos no encami nhamenLo I I dest.e est.udo. 

Em t.odos eSLes exper i menLos, as observações 

obt.idas para as variáveis peso, número de gemas e/ou brot.os 

CN2 G/B) , cor e t.ext_ura de calos em relação aos .fit.orregula­

dores present.es nos meios de cul t.ura onde foram induzidos 

C.faLor AO, ou aos seus genóLipos C.faLor B), sofreram análise 

esLat.íst.ica não paraméLrica. 
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o procedimen~o ado~ado na análise de cada va-

riável, em cada experimen~o, consis~iu em selecionar a fun-

ção eSCOl-e, aplicar o ~es~e e confron~ar o valor calculado 

da es~a~ís~ica Q com o valor ~abel ado par a 
2 

X com os gr aus 

de libel-dade respec~ivos Cq = 5%) e, sendo o valor calculado 

significat.ivo, realizaram-se comparações múl~iplas en~re os 

t.ra~amen~os 2 a 2 para se de~ec~ar quais diferiam en~re si. 

o conj un~o de resul ~ados ob~i dos nes~es expe-

r i men~os nos per mi ~i r am ver i f i car não apenas o efei ~o dos 

.fi~orreguladores presen~es nos meios de cul~ura sobre o 

crescimen~o e po~encial morfogené~ico dos calos, como ~ambém 

o efei~o de genó~ipos sobre es~es parâme~ros. O mo~ivo que 

levou a se avaliar apenas "meios de indução de calos" nes~a 

e~apa específica do presen~e es~udo, reside no fa~o de que 

nes~a fase da cul ~t..u-a, ~êm i ní ci o os primei ros even~os que 

levam a regeneração CMEIJER &: BROUGTON, 1 981; GODWI N et 

aHi, 1 9S7a) . 

4.3.1. Análise do efei~o da fonte auxínica em con-

junto com BAP e dos genótipos 

Os resul~ados des~a análise são rela~ivos ao 

experimento 1, do i tem 3.2.2.3. de "Ma~erial e Mé~odos" e 

encon~ram-se nas Tabelas 11 e 12. 

As funções selecionadas para as variáveis peso 

fresco, número de gemas e/ou bro~os, cor e ~extura do fator 

A C mei o de cul tura) e do fator B Cgenóti po) foram, respec~i-
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vament.e, Escore de Van der Warden, Assimet.ria a Direit.a, 

Assimet.ria a Direit.a e Assimet.ria a Esquerda. 

Os resul t.ados da aplicação do t.est.e 2 
X com 1 

grau de liberdade C~ = 0,05) para o fat.or A, se encont.ram na 

Tabela 11. 

Tabela 11. Est.at.ist.icas obt.idas para o fat.or A Cdois meios 

de cult.ura suplement.ados com font.es auxinicas 

di st.i nt.as) na aval i ação de calos da cv I RI 1022 

após 30 dias de cult.ivo. 

VARIÁVEL 

Peso (g) a 

N2 G/g a 

~ o. (_or 

Text.ura·~ 

VALOR DA ESTATíSTICA Q 

0,48ns 

"* 158,51 

97,33* 

* 149,37 

M 
1 

0,366 

0,45 

1,58 

2,63 

MÉDIA 

(o.) ver em ··~Içd.eri.at e Me.t.odos·· a es cal. a de not.as at.ri.bui.das 

D + 1,0 mg/L BAP M 
1 

M 
2 

= MS + 2, O mg/L 2, 4 

= MS + 2,0 mg/t NAA 

ns = n50 significat.tvo 

* = signi.fi.cati.vo a ~~ 

+ 1,0 mg/L BAP 

2 
O vaLor tabeLado paro. X ; O.O~ = 3.84. 

1 

M 
2 

0,373 

1,83 

2,28 

1,82 

às vari.ó.veis 

o meio MS + 2,0 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/l BAP, foi 

descrit.o por GODWIN et alii C19S7a) como o melhor meio ent.re 

aqueles avaliados em seu est.udo, para mant.er calos origina-

dos a part.ir de explant.es foliares de S. guianensis indife-

renciados por longo t.empo. 
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Verifica-se at-ravés da Tabela 11 que a subst-i-

t-ui ção da auxi na 2, 4-D por NAA, mant-endo-se no ent-ant-o as 

mesmas concent~r ações de auxi na e ci t-oci ni na BAP obser vadas 

no meio de cult-ura propost-o por GODWIN et alii C19S7a), 

promove diferenças est-at-íst~icas significat-ivas quant-o ao 

pot-encial morfogenét-ico dos calos induzidos. 

Enquant-o no meio M suplement-ado com 2,4-D, o 
1 

valor para a variável número de gemas e/ou brot-os t-ende a O 

Causência de regeneração), no meio M suplement-ado com NAA, 
2: 

est-e valor t.ende a 2 C 6-1 O gemas e/ou brot-os por calo). 

Em relação as variáveis cor e t-exLura, verifi-

ca-se que o meio M t-ende a promover valores médios iguais a 
1 

1 (verde esbranquiçado) e 3 Ct-ext-ura compact-a) respect-iva-

ment-e. Os calos apresent-ando t-ais caract-eríst-icas em nossas 

avaliações, de modo geral, raramenLe sofreram regeneração. 

Por OULr o 1 ado, os valor es médi os par a as va-

riáveis cor e t-ext-ura no meio M t-endem ambos a 2, verde 
z 

claro e t-exLura int-ermediária, respecLivament-e; est.as carac-

t-eríst-icas em nossos eSLudos indicam pot-encial regenerat-ivo. 

Os valores para a variável peso fresco, a qual 

reflet-e mais diret-ament-e o cresciment-o dos calos, não dife-

riu est-at.íst-icamen"le nos dois meios avaliados. 

Est-e conjunt-o de resul t-ados demonst.ra que para 

a cul t-i var I RI 1022, assim como para out-ros mat~eriais 

pert-encen"les a S. guicrnensis, os fi"lorreguladores NftA e BftP 

são al~amen"le eficient-es não apenas na indução e crescimen"lo 

de calos, como t-ambém na diferenciação de gemas e/ou brot-os. 
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No presente est.udo, verificou-se ainda que as concentrações 

- 2,0 e 1,0 mg/l de NAA e BAP, respecitvament.e - não foram 

as mais efetivas na manutenção de calos indiferenciados ao 

longo do tempo. 

Os resul t.ados da apl i cação do t.est.e x'Z com 49 

graus de liberdade CC( = 0,05) para o fator B €i' para a Int.e-

ração ent.re os fatores A e B, assim como, das comparações 

múltiplas para o fator B se encontram na Tabela 12. 

Tabela 12. Est.at.ística Q obt.ida pal~a o f'ator B (50 genót.i­

pos) e para a int.eração AS (dois meios de cultura 

versus 50 genótipos) na avaliação de calos da cv 

IRI 1022 após 30 dias de cult.ivo. 

VALOR DA 
COMPARAçÔES MúLTIPLAS VALOR DA 

ef'at.or B) b ESTATÍSTICA Q 
VARIÁVEL ESTATÍ STI CA Q 

(Int.eração ent.re 
ef'at.or B) 

N2 % fator A e B) 

.. J a. * * Peso 19- 153,58 71 5,8 118,85 

G/B
o. * * N2 138,00 57 4,65 146,40 

a. * * Cor 132,66 30 2,45 136,23 
a. * * Tex-tura 132,95 64 6,22 130,16 

(O.) ver em ··Ma.teri.a.t e Me.todos" a. esca.ta. de nota.s atri.butda.s Qs vo.ri.ãvei.s 

eb> numero de contrastes que apresenta.m di.ferença.s 6'sta1,isti.ca.s sÍ-gnifi.­

cCtti.vas em um um tota.1.. de ~'ZZ~ contra.st6's. 

* = Significa.tivo a ~~. 
'Z 

O va.1..or tabe1..etdo para. X ; O,O~ = t57,~O. 
49 

A Tabela 12 most.ra que os 60 genót.ipos t.est.a-

dos nos meios M e M apresent.am dif'erenças est.at.ísticas 
~ 2 

signif'icat.ivas ent.re si. 
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As diferenças observadas ant.eriorment.e ent.re 

os meios de cul t.ura t.êm port.ant.o, um component.e genot.ípico~ 

ist.o é demonst.rado pela exist.ência de int.eração significat.i-

va ent.re os fat.ores A (meio de cult.ura) e B (genót.ipo). 

Assim, o cresciment.o de calos e a í'reqüência 

de regenel-ação nest.es podem ser aument.ados, selecionando-se 

conjunt.ament.e meios de cult.ura e genót.ipos para t.ais parâme-

t.ros. 

4.3.2. Análise do efei t.o dos fi t.orreguladores NAA e 

BAP em três combinações distintas e dos genó-

tipos 

Os result.ados dest.a análise são relat.ivos ao 

exper i ment.o 2 do i t.em 3.2.2. 3., de "~J!at.er i aI e Mét.odos" e 

encont.ram-se nas Tabelas 13 e 14. 

A função selecionada para as variáveis peso 

fresco, cor e t.extura dos fat.ores A e B foi a Escore de 

Wilcoxon e para a variável número de gemas e/ou brot.os foi a 

Assimet.ria a Direit.a. 

Os resul t.ados da 
2 

apl i cação do t.est.e .::t com 2 

graus de liberdade (C( = 0,05) e das comparações múlt.iplas 

realizadas para o fat.or A, encont.ram-se na Tabela 13. 
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Tabela 13. Est.at.íst.icas obt.idas para o f'ator A (três meios 

de cult.ura suplement.ados com concentrações dis­

tint.as de NAA e BAP) na avaliação de calos da cv 

IRI 1022 após 30 dias de cultivo. 

VALOR DA 
VARIÁVEL ESTATÍS­

TICA Q 

COMPARAÇÕES MúLTIPLAS 
PARA OS NÍVEIS DO 

FATOR A 

eM -M ) CM -M ) CM -M ) 
1 2 1 a 2 3 

Peso (g)O 

N2 G/Bo 

Cora 

TexLura
o 

"* 15,83 

"* 9,18 

92,79* 

* 47,20' 

(a) ve r em ··l'<fCl.t S'rl.al. e 

M = MS + 2, O mg ...... l. NAA 
1 

M = MS + 1,0 mg ...... t NAA 
2 

* 

* 
* 
* 

Metodos·· C!. 

+ .1, O mg/l.. 

+ 0,4- mg/l.. 

+ M = MS + 2 11 0 mg/~t NAA 

*3 = S~qnl.f~cat.l.vo a 5%. 

0,4- mg/l.. 

"* 
* 

* 
* 

e>scal.a 

BAP 

BAP 

BAP 

w 2 
o vator tabelado pCl.ra X ; O,o~ = ~,99. 

2 

* 

* 
* 
* 

de> not.Cl.s 

M 
1 

0,356 

1,88 

1,94 

2,02 

MÉDIAS 

M 
2 

0,317 

1,74 

2,22 

2,06 

M 
a 

0,346 

1,69 

2,23 

2,17 

at.rl.bui..das QS vCl.rl.óve>i.s 

z 
Os resul tados da apl i cação do t.est.e X com 49 

graus de liberdade CC( = 0,05) e das comparações múltiplas 

realizadas para o fat.or B, assim como a aplicação do t.est.e 

2 
X com 98 graus de li berdade para a Int.eração ent.re os 

fat.ores A e B, encont.ram-se na Tabela 14. 
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Tabela 14. Est.at.íst.ica Q obt.ida para o fat.or B C50 genót.i­

pos) e para a int.eração AB Ct.rês meios de cult.ura 

versus 50 genót.ipos) na avaliação de calos da cv 

I RI 1022 após 30 di as de cul t.i vo. 

VARIÁVEL 

Peso Cg)a 

N2 G/Bo. 

CorO. 

Textura a 

VALOR DA 
ESTATÍSTICA 

(fat.or B) 

"* 244,40 

231,14 * 

252,56 * 

"* 227,15 

COMPARAÇÕES 
C f' at.or 

Q 
N2 

262 

295 

205 

273 

MúLTIPLAS VALOR DA 
B) b ESTATÍSTICA Q 

(Int.eração ent.re 
% fat.or A e B) 

"* 21,38 142,02 

24,08 162,70 "* 
16,73 213,03 "* 
22,28 160,49* 

(a} ver em ··Materl.o.L e Métodos·· a escato. de notas a.trl.buídas às vo.rl.óveis 

(b} nllmero de contrast.es que o.present-a.m diferenças estattstico.s signi..fi­

cati..vas em um um total. de i.ZZ~ contrastes. 

* significo.ti..vo o. ~%. 
Z 

O vaLor tabeLado para X ; 
49 

z 
O, ~ ~ 67, ~o e para. :X

98
; O,~ ;:; 124,34. 

Observa-se at.ravés da Tabela 13 que os valores 

médios para as variáveis peso fresco, número de gemas e/ou 

brot.os, cor e t.extura nos t.rês meios de cult.ura avaliados 

foram muit.o próximos; no ent.ant.o, t.odos diferiram est.at.ist.i-

cament.e ao nível de significância indicado. 

Mesmo que os valores médios encont.l-ados fossem 

idênt.icos ent.re si, t.ais diferenças est.at.íst.icas ainda pode-

riam, ocorrer. Isso se dá em função da análise est.at.íst.ica 

não paramét.rica t.rabalhar com as posições ocupadas pelas 

observações e não com seus valores reais. Assim, quando dois 

t.rat.ament.os apresent.arem valores médios idênt.icos para uma 

dada variável, mas o conjunt.o de observações que levaram a 

est.es valores ocuparem post.os diferent.es, eles poderão dife-
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rir est.at.íst.icament.e ent.re si. 

Na prát.ica experiment.al, porém, as diferenças 

verificadas nas respostas promovidas ent.re os meios M e M 
1 2 

foram sempre pequenas. A explicação para as diferenças est.a-

t_íst.icas significativas observadas ent.re eles parece est.ar 

nos resul t.ados apresent.a- dos na Tabel a 14. Provavel ment.e o 

grande número de diferenças est.at.íst.icas significativas 

encont.radas ent.re os genót.ipos, esteja reflet.ido nos dados 

obt.idos para o fator A Cmeio de cult.ura). 

A ocorrência de valores significat.ivos da 

est.atíst.ica Q para a Int.eração ent.re os fat.ores A e B dão 

embasament.o para est.a colocação. 

4.3.3. Análise do efeito dos fitorreguladores NAA e 

BAP combinados em concentrações proporcional-

mente aumentadas e diminuídas em relação a um 

meio controle e dos genótipos 

Os result.ados dest.a análise são relat.ivos ao 

experiment.o 3 do it.em 3.2.2.3., de "Mat.erial e Mét.odos" e 

encont.ram-se nas Tabelas 15 e 16 e Figura 5. 

A função selecionada para as variáveis peso 

fresco, número de gemas e/ou brot.os, cor e t.extura dos fat.o-

res A e B :foi a Assi met.r i a a Di rei t.a. 

Os result.ados da apl i cação 
2 

do t_este X. com 2 

graus de liberdade Co. = 0,05) e das comparações múlt.iplas 

realizadas para o :fator A, encont.ram-se na Tabela 15. 
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Os resul t.ados da aplicação do t.est.e 
z 

X com 29 

gr a us de 1 i ber dade C C( = 0, 05:) e das c ompar aç ões múl t~i pl as 

realizadas para o Íat.or B, assim como a aplicação do t.est.e 

z 
X com 58 graus de liberdade para a int.eração ent.re os Íat.o-

res A e B, encont.ram-se na Tabela 16. 

Tabela 15. Est.at.íst.icas obt.idas para o Íat.or A Ct_rês meios 

de cult.ura suplement...ados com N.1\A e BAP em concen­

t.r ações propor ci onal ment..e aument..adas e di mi nuí das 

em relação a um meio cont.role:) na avaliação de 

calos da cv IRI 1022 após 30 dias de cult.ivo. 

VARIÁVEL 
VALOR DA 
ESTATÍS­

TICA Q 

COMPARAÇÕES MÚLTIPLAS 
PARA OS NÍVEIS DO 

FATOR A MÉDIA 

Peso eg)Q 31,91 * 
G/Ba * N2 106,30 

Cor 
(l 

139,78 * 
Text.ura 

a. 
149,48 * 

( 0.) "va r em ··Mo.t e-rio.l. 

CM -M ) CM -M ) eM -M ) 
1 2 1 3 Z 3 

* * * 
* * * 
* * * 
* * * 

e- Métodos .. Q es c 0.1.0. de not Q..S 

M 
1 

0,189 

1,76 

2,08 

1,75 

M 
Z 

0,272 

0,63 

1,13 

2,55 

Qtributdas às 
M = MS + 1. O mg/I. NAA + 0,4- mg/l. BAP {meio 

4,0 mg/l. NAA + 2,0 mg/l. BAP 

controte> 
1 

M = MS + 
2 

M = MS + 
3 * = Significativo a. ~% 

Z 
o val.or tabel.ado po.ra X ; O.O~ = ~,99. 

O, ~ mg/t NAA + O, 2~ mg/t BAP 

M 
3 

0,190 

1,55 

2,21 

1,55 

variõ.veis 
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Tabela 16. Es~a~ís~ica Q ob~ida para o ra~or B C30 gen6~i­

pos) e para a int.eração AB Ct.rês meios de cul~ura 

versus 30 gen6~ipos) na avaliação de calos da cv 

IRI 1022 ap6s 30 dias de cul~ivo. 

COMP.l\RACÕES MúLTIPLAS VALOR DA 
VALOR DA cra~or B) b EST ATí STI CA Q 

VARIÁVEL ESTATÍSTICA Q CIn~eração en~re 

Cra~or B) N2 % ra~or A e B) 

o. "* Peso Cg) 124,29 89 20,45 79, 92
ns 

G./Ba. * "* NQ 109,81 83 19,08 90,19 
o. "* "* Cor 114,17 88 20,22 86,72 

Text.ura 
o. 97,56* 64 14,71 16,02ns 

(a) ver em "Afa.teri.al. e Métodos" a esca.l.a. de notas atri..bu\.das às va.riQvei.s 

(b> núme-ro de cont.ro.stes que o.pre-senta.m difere-nças E>sta.ti..sticQ.s si.. gn i. fi.­

Ca.t1·Va.S em um um totcü de 43::> contra.stes. 

ns = nao significativo 

* = si.qni.fi.ca.ti.vo a. 5~ 
- 2 

O va.lor tabelado para X ; 
29 

2 
O, cr:J = 42, ~O e pa.ra. X:o.:s

a
; 0,05 ~ 79,08. 

Verifica-se a par~ir da Tabela 15 que os meios 

M eM, embora diferent.es es~at.íst.icament.e, t.endem a pro-
l 3 

mover resPost.as semelhan~es no que diz respei~o ao cresci-

ment.o e pot.enci aI mor rogenét.i co em calos nel es i nduzi dos. O 

meio M C MS + 0,5 mg/l NAA + 0,25 mg./l BAP) ~em suas concen­
<I 

t~rações de NAA e BAP reduzidas a me~ade em relação aquelas 

do mei o M C MS + 1, O mg/l NAA + O, 4 mg/l BAP) ~ es~a redução 
1 

é capaz de mant.er favoravelmen~e os ní veis de cresciment.o e 

freqüência de regeneração nos calos induzidos já verificados 

para o meio M e, com uma vant.agem adicional prát.ica que é a 
1 
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obtenção de respostas morfogenét.icas desejáveis utilizando-

-se concentrações de fitorreguladores menores. 

Por outro lado, a Tabela 15 também most.ra a 

existência de diferenças estat.ísticas significativas entre 

os mei os M e M e M eM. O mei o M C MS + 4, ° mg/l NAA + 
1 Z 2 3 2 

2,0 mg/l BAP) tem suas concent_rações de NAA e BAP duplicadas 

em relação aquelas do meio M ~ este aument.o, promove respos-
1 

tas semelhantes ao observado quando o meio de cult.ura est.á 

suplementado com a auxina 2,4-D. 

A Figura 5 mostra calos de 15 e 30 dias indu-

zidos nos mei os M C5A e 5B) e M C5A e 5B ). Aos 15 dias 
1 1 1 2 2 2 

j á é possí vel notar que os calos 

são maiores e mais claros que os 

i nduzi dos no melo M C 5A ) 
2 2 

calos i nduzi dos no mei o M 
1 

C5A); aos 30 dias, verifica-se pontos de regeneração nos 
1 

calos induzidos no meio M Cset.as, 5A), ao cont_rário do que 
1 1 

ocorre nos calos induzidos no meio M C5A), 
2 Z 

os quais 

mantêm-se indiferenciados. 
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(Ai e B1> CQLos respeciivQmenie com 1~ e 30 dias de cu\. turQ em meio 

f\fS + 4,0 mg/l.. de NAA + 2,0 mg/L BAP; (A2 e BZ) CQtos respETct.i.vClmen­

t.e com 1~ e 30 diQS dETcuttura em mETio MS + 1,omg/L NAA + C,4 mg/t 

BAP; set.as em 5BZ mostram pontos de regeneração. 

Figura 5. Efeito das concentrações de fitorreguladores no 

meio de indução sobl-e o crescimento e potencial 

morfogenético dos calos. 
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A Tabela 16 most..ra novament.e a exist.ência de 

diferenças est.at.íst.icas si gni f i cat.i vas ent.re genót.i pos ; 

porém, a int.eração destes com os meios de cultura é menor do 

que O observado nos result.ados dos dois experiment.os ant.e-

riores. Possivelment.e, o aument.o para det.erminados valores 

nas concent.rações de fit.orreguladores, t.endem a eliminar o 

efei t.o de genót.i po, const.i t. ui ndo-se no f a t.or pr eponder ant.e 

na det.erminação das respostas morfogenéticas dos calos. 

4.3.4. Análise do ef·ei t.o dos fi t.orregul.adores NAA e 

BAP sob duas condições de luminosidade e dos 

genótipos 

Os result..ados dest.a análise são relat.ivos ao 

experiment.o 4 do i t.em 3.2.2.3., de "Mat.erial e Mét..odos" e 

encont.ram-se nas Tabelas 17 e 18 e Figura 6. 

As funções selecionadas para as variáveis peso 

fresco, 
a 

número de gemas e/ou brot.os CN2 G/B) , cora e t.ext.u-

ra
a 

dos fat..ores A e B foram Assimet.ria a Direit.a (peso fres-

co e número de gemas e/ou brot..os), Escore de Van der Warden 

Ccor) e Escore de Wilcoxon Ct.extura). 

Os result..ados da aplicação do t..est..e 
2 

X com 3 

graus de liberdade CC( = 0,05) e das comparações múlt..iplas 

realizadas para o fat.or A, encont.ram-se na Tabela 17. 
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Tabela 17. Est.at.íst.icas obt.idas para o fat.or .t1. Cdois meios de cul­

t_ura sob duas condições de luminosidade) na avaliação 

VARIÃVEL 

Peso - Q 
(g.) 

N2 G.-"'B
Q 

Cor 
Q 

Textura 
Q 

VARIÁVEL 

Peso (g) Q 

N2 G/S
a 

Cor Q 

Text.ura
Q 

de calos da cv IRI 1022 após 30 dias de cult.ivo. 

COMPARAÇÓES MúLTIPLAS 
VALOR DA PARA OS NÍVEIS DO FATOR A 
ESTATÍS-

TICA Q CM -M ) CM -M ) eM -M ) CM -M ) eM -M ) CM 
1 Z .1 ;3 .1 4- Z ;3 Z 4- ;3 

* 155,63 * ns * * * 
* 100,60' * * * * ns 

* 107,43 "* "* "* "* * 
74,33 * * r,s "* "* "* 

MÉDIA 

M M M M 
.1 Z ;3 4-

0,231 0,112 0,239 0,090 

0,48 0,00 1,26 0,00 

1,63 1,41 1,93 1,73 

2,10 2,25 2,10 2,05 

"fe.todos .. a e>sca.ta de> notas o.tri bu i.das às v ariã.ve>i $ 

'" 1 
M 

Z 
M 

;3 
M 

4-

= 

= 
= 
= 

MS + 

MS + 

MS + 

MS + 

Z,O mg/t NAA 

z, O mg/t NAA 

1,0 mg/t NAA 

1,0 mg/l NAA 

ns = nc..o signi ficat ivo 

+ 

+ 

+ 

+ 

"* = SiqnLf~cati.vo a ~% , Z 
O valor t.abela.do para X ; 

;3 

.1,0 mg/l BAP (claro> 

.1,0 mg/l. BAP ce>scuro> 

0,4- mg/l BAP (claro) 

0,4- mg/1. BAP (e>$curo) 

O,O~ = 7,8.1. 

-M ) 
4-

* 
"* 
"* 
* 
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Z 
Os l-esul tados da apl i cação do teste X com 29 

graus de liberdade CC( = 0,05) e das comparações múlt.iplas 

realizadas para o fat.or B, assim como a aplicação do teste 

z 
X com 87 graus de liberdade para a Int.eração entre os fat.o-

res A e B, encontram-se na Tabela 18. 

Tabela 18. Estat.ística Q obt.ida para o fator B C30 genót.i­

pos) e para a int.eração AB (dois meios de cult.ura 

sob duas condi ções de 1 umi nosi dade versus 30 ge­

nót.ipos) na avaliação de calos da cv IRI 1022 

após 30 dias de cultivo. 

VARIÁVEL 

Peso Cg) o. 

N2 6/80. 

Text..ura
a 

VALOR DA 
ESTATÍSTICA 

Cfator 8) 

125,10* 

158,85 * 

* 151,55 

154,36 * 

COMPARAÇÕES 
( fator 

Q 
N2 

119 

155 

140 

146 

MÚ\::TIPLAS VALOR DA 
B) ESTATÍSTICA Q 

(Interação entre 
.. " /0 fat.or A e B) 

27,35 150,31 * 

* 35,53 151,55 
* 32,18 180,07 

'* 33,56 163,39 

(o.) ver em "Materl.al. e Métodos" o. escal.a de notas atTl.bui.da.s às variáv6'l.s 

(b> número de contrastes que apresentam diferenças esta.ti.sti.cas signifi.­

cat.i.vo.s em um um toto.l. de 43:5 contrastes. 

* signi.ficativo a :5% 
Z 2 

O val.or tabel.ado para X
Z9

; 0,0:5 = 42,:5«5 e para X
a
?; 0,0:5 ~ 1.1.3,1.4. 

A Tabela 17 mostra que todos os meios avalia-

dos diferem estat.isticamente ent.re si~ no ent.anto, as dife-

renças observadas para os valores médios das variáveis t.en-

dem a ser menores entre mei os mant.idos sob as mesmas condi-

ções de luminosidade Cfotoperíodo de 15 horas ou escuro 

contínuo) do que, para um mesmo meio de cultura mantido sob 

condições de luminosidade dist.intas. 
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Na sequência de event.os most.rados na Figura 6, 

not.a-se que a indução de calos em explant.es f"oliares da cul-

t_i var I RI 1022 no i ní c i o é mai s 1 ent.a naquel es expl ant.es 

mant.idos no escuro cont.ínuo. Com 7 dias de cult.ivo já é pos-

sível visualizar a indução de calos nas regiões de ferimen-

t.os em expl ant.es mant.i dos na 1 uz C set.a em 6A); o mesmo não 
2 

oeor r e em expl ant.es mant.i dos no escuro (set.a em BA). 
1 

Ao 

final do per í odo de t_r i nt.a di as , no ent.ant.o, os calos 

mant.idos no escuro alcançam os calos mant.ídos no claro em 

relação ao cresciment.o. Porém, est.es calos não são capazes 

de regenerar part.es aéreas (6B e 6C) ao cont.rário daqueles 
:l :l 

mant.í dos na 1 uz (5B e BC)' z z > 
event.ual ment.e se observa 

di ferenciação de raízes nos mesmos (set.a em 6B ). 
:I 

a 

A Tabela 18 most.ra que os genót.ipos avaliados 

t.ambém difel-em est.at.ist.icament.e ent.re si e, que há int.eração 

significat.iva ent.re os meios de eult.ura e os genót.ipos. 

Assim, as diferenças est.at.íst.icas significat.ivas observadas 

ent.re os meios de cul t.ura, t.êm t.ambém um component.e genot.í-

pico. 
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(A1, D1 e C1) calos respectivc~ment.e com 7,20 e 30 dias 

em meLO MS + Z,O mg/l NAA + 1,0 mg/l DAP e mantidos 

de cul.tura 

sob escuro 

continuo; a seta em (A1) aponta. loco.l de indução de cato no ex-
plante e em (D1) a regeneração de raizes observada eventua L mente 

sob eSCUTO continuo; (AZ, DZ e CZ) calos respectivamente com 7,20 

e 30 dias de cuLtura em melO MS + Z,O mg/l NAA + 1,0 mg/l DAP e 

mantidos sob fotoperiodo de 10 horas; a seta em (4Z) aponta 

de indução de calo no explante; pontos de 

induzi.dos são mostrados em B2 e C2 (setas). 

regeneração nos 

tocai 

cai os 

Figura 5. Ef'eit.o da condição de luminosidade sobre o cresci­

ment.o e pot.encial morf'ogenét.ico dos calos. 
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4.3.5. Análise do efei t.o de t~rês genót.ipos sez e dos 

fitorreguladores NAA e BAP 

Os result.ados dest.a análise são relat.ivos ao 

experiment.o 5 do it.em 3.2.2.3., de "Mat.erial e Mét.odos" e 

encont.ram-se nas Tabelas 19 e 20 e Figura 7. 

A í~unção selecionada para as variáveis peso 

fresco, número de gemas e/ou brot.os e cor dos fat.ores A e B 

foi a i\ssimet.ria a Direit.a e para a variável t.ext.ura foi a 

Escore de Wilcoxon. 

Os resul t.ados da 
z 

aplicação do t.est.e X com 1 

grau de liberdade (et = 0,05) para o fat.or A, encont.ram-se na 

Tabela 19. 

Tabela 19. Est.at.íst.icas obt.idas para o fat.or A (dois meios 

de cult.ura) na avaliação de calos da cv IRI 1022 

após 30 dias de cult.ivo. 

VARIÁVEL 

Peso (g)o. 

N2 G/Bo. 

CorO. 

Text.urao. 

VALOR DA ESTATíSTICA Q 

1 ,24 ns 

2,27ns 

* 5,56 

22,02* 

M 
1 

0,21 

0,95 

1,45 

2,24 

MÉDIA 

M 
z 

0,20 

1,15 

1,51 

2,04 

(o.> ver em ··~!lo.ter1.o.l. e Métodos" a escaLo. de notas o.tr1.bui.das à.s vo.r1.Óve1.s 

M = MS + Z,O mg/L NAA + 1,0 mg/l. BAP 
1 

M = MS ... 1,0 mg/l. NAA ... 0,4 mg/l. BAP 
Z 

não si. gn i. f i. co.t i. v o ns = 
* = s i. gn i. f i. c o. t i. vo o. ~u 

z 
O vo.l. o r t.o.bel.o.do po.ro. X • 0,0:5 = 3,84. 

1 ' 
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Os resul t.ados da aplicação do t.est.e ):?' com 2 

graus de liberdade CC( = 0,05), para o f'at.or B e para a 

Int.eração entre os f'at.ores A e B, encontram-se na Tabela 20. 

Tabela 20. Estat.íst.icas obt.idas para o f'ator B (t.rês genóti­

pos SCz) e para a interação AB (dois meios de 

cul tura versus três genóti pos SCz) na aval i ação 

de calos da cv IRI 1022 após 30 dias de cult.ivo. 

VALOR DA ESTATÍSTICA Q 
COMP.llRACÕES MúLTIPLAS 

VARIÁVEL (fat.or B) 
G32-OO3 G32-Gl13 G83-G113 

Peso (g) o, 70,93 '* '* * 

N2 G/Bo, 103,95 * * * 

Cor a 57,58 * * * 

Textura 
Q 

33,87 * '* '* 

MÉDIA VALOR DA ESTATíSTICA Q VARIÁVEL 
632 G83 G113 

(Int.eração ent.re t~at.or A e B) 

Peso (g) o. 0,098 0,240 0,294 27,00* 

N2 G./Bo, 1,23 1,91 0,03 3,00ns 

Cor a 
1,28 2,75 1,23 23,00 * 

Textura a 2,73 1,96 2,78 21,63 * 

(O.) ver em .. Matar 1. at E> Métodos·· a 6>scal.a de notas atrl.butdas: às vo.rl.ãv6>l.s 

ns = n50 signifl.cativo 

* = sLgnLfl.catLvo a ~% 
Z 

O vator tab6>tado pa.ra. X z ; O,O::S = ~,99. 
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Verilica-se a part.ir da Tabela 19 que os meios 

M e M não dilerem est.at.ist.icament.e para as variáveis peso 
1 Z 

lresco e número de gemas e/ou brot.os (N2 G/B). ist.o é, para 

as variáveis que expressam diret.ament~e o cresciment.o e o 

pot.encial morlológico dos calos induzidos. No ent.ant.o. est.es 

meios diferem ent.re si já que, di lerenças est.at.íst.icas 

signilicat.ivas loram encont.rados para as variáveis cor e 

t.extura. 

Os l'esul t.ados apresent.ados na Tabel a 20, mos-

t.ram por sua vez que para t.odos os cont.rast.es realizados 

ent.re os genót.ipos G32, G83 e Gl13, loram encont.radas dile-

renças est.at.íst.icas signilicat.ivas. 

At.r a vés da Tabel a 20 podemos obser var ai nda 

que os calos oriundos do genót.i po G32 t.endem a apresent.ar 

cresciment.o (valor peso lresco em gramas:::,,: 0,100) e regene-

ração (valor N2 G/B = 1, ist.o é. de O a 5 gemas e/ou brot.os 

por calo) reduzidÇls, além de coloração verde esbranquiçado 

(valor cor = 1) e t.ext.ura compact.a (valor t.ext.ura = 3); os 

calos do genót.ipo 683 t.endem a apresent.ar cresciment.o dent.ro 

da média verilicada para os calos nest.e est.udo (valor peso 

lresco em gramas = 0,240) e, a t~reqüênci amai s al t.a de 

regeneração observada ent.re os t.rês genót.ipos sob avaliação 

(valor N2 G/B = 2, ist.o é, 5 a 10 gemas ou brot.os por calo) 

além de, coloração verde médio (valor cor = 3) e t.ext.ura 

i nt.er medi ár i a (valor t.ext.ura = 2) e os calos do genót.i po 

G113 t.endem a apresent.ar o maior cresciment.o observado ent.re 

os t.rês genót.ipos sob avaliação (valor peso lresco em gramas 
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= O, 294) e a f' r eqüênc i a de r egener ação mai s bai xa C valor N2 

G/B = O) além de, coloração verde esbranquiçado (valor cor = 

1) e t.ext.ura compact.a (valor t.ext.ura = 3). 

Em relação a variável "número de gemas e/ou 

brot.os" a não det.ecção de diferenças est.at.íst.icas signifi­

cat.ivas, nest.e est.udo, ent.re meios de cult.ura (Tabela 19) e 

para a Int.eração ent.re os f'alores A (meio de cult.ura) e 8 

(genót.ipos) mas sim ent.re genót.ipos (Tabela 20) conf'irma que 

as respost.as obt.i das em t.ermos de pot.enci aI regenerat.i vo 

devem-se aqui, exclusivament.e ao f'at.or genót.ipo. 

Na descrição apresent.ada acima dos calos per­

t.encent.es aos genót.ipos G32, G83 e G113, f'ica evident.e que o 

genót.ipo G83, apresent.a capacidade regenerat.iva dist.int.a e 

superior aos dois out.ros. 

A Figura 7 moslra calos obt.idos a part.ir de 

t.rês genót.ipos SCz - G32, G83 e G113 

t.ura em 2 meios de indução C7A e 78). 

após 30 dias de cul-

Not.a-se a part.ir dest.a f'igura que os calos de 

mesmo genót.i po t.endem a mant.er o mesmo comport.ament.o em re­

lação ao cresciment.o e pot.encial morf'ogenét.ico em meios de 

cult.ura dif'erent.es~ porém, calos de genót.ipos diferent.es 

apresent.am respost~as bem di sli nt.as ent.re si. em reI ação a 

est.es parâmet.ros, mesmo dent.ro de um mesmo meio de cult.ura. 
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(A> cal.os i.nduzi.dos em meio MS + 2,0 mg/l. NAA + 1,0 mg/t BAP; (B) 

caLos i.nduzidos em meio MS + 1,0 mg/t NAA + 0,4 mg/L BAP. obser­

va-se que em ambos os me i os os caL os de cada genót ipo mant êm en­

tre si. dist\.ntos comportamentos em reLaçQo ao crescimento e po­

tenciQt morfogenetico; (C) pre·sença de cerdQs nos ramos dQ pl .. anta 

SCi 83>. 

Figura 7. Crescimen~o e po~encial morfogen~~ico apresen~ado 

por calos oriundos de três genó~ipos SC2 CG32, G83 

e Gl13) e carac~erís~ica vege~a~iva apresen~ada 

por plan~a paren~al SC1 CG83). 
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Es'les genó'li pos são progêni es respec'li vamen'le 

de 'lrês plan'las SCi, que compunham o grupo das 88 plant.as 

mencionadas no it.em 4.2. de "Result.ados e Discussão", as 

quai s, E;1:-~ f'oram aval i adas em rel ação a al guns aspect.os 

morfológicos e fisiológicos. 

As plant.as SC.1 paren'lais foram selecionadas 

aleat.oriament.e. com base apenas na produ'lividade de 

sement.es; no grupo das 88 plan'las est.avam ent.re aquelas que 

apresen'lavam os maiores índices individuais de produ'lividade 

de sement.es no período de cole'la realizada en'lre abril a 

agost.o de 1990: 

SC.1 32 66 sement.es 

SCi 83 = 115 semen'les 

SC.1 113 = 268 sement.es 

Em relação a par'le vege'la'liva, a única variação 

de'lect.ada ent.re est.as plan'las SCi e aquelas oriundas de se­

ment.es e não submet.idas ao cul 'li vo in vitro foi a presença 

de cerdas nos ramos da plant.a SC.1 83 (Figura 7C). Como 

mencionado no it.em 4.2. de "Resul'lados e Discussão", apenas 

as plan'las pert.encen'les a um dado genó'lipo denominado B8.1 

apresent.aram 'lal caract.eríst.ica, logo, es'la plan'la per'lencia 

a es'le genó'li po. 

Quant.o ao hi s'lór i co in vitro des'las pl ant.as 

parent.ais SC.1, elas f'oram regeneradas a par'lir de calos in­

du~idos em meios MS suplement.ados com diferent.es concen­

t.rações de NAA e BAP: 



SC.1 32 

SC.1 83 

SC.1 113 

MS + 1,0 mg/l NAA + 0,1 mg/l BAP 

MS + 1,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP 

MS + 2,0 mg/l NAA + 0,1 mg/l BAP 
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Semen~es (progênies) des~as plan~as paren~ais 

foram pos~as para germinar para se ob~er plân~ulas e des~as, 

explan~es foliares. 

A ~axa de germinação observada para 35 semen­

les de cada planla parenlal foi 100%. Na progênie G32 veri­

ficou-se que, das 35 semen~es germinadas 29% eram albinas. 

Tudo i ndi ca que assi m como o obser vado em 

alfafa CBINGHAM et alii, 1975), o cará~er regeneração in. 

vitro deva ser aI ~amen~e herdá vel na espéci e S. guianensis 

e, alravés de seleção recorren~e aplicada a genó~ipos sele­

cionados para es~e cará~er poderá ser possí vel melhorar a 

ca.pacidade de regeneração de uma população; ademais, genó~i­

pos aI ~amen~e r egener a ~i vos podem ser obli dos em ~odas as 

cullivares desde que um número suficien~e de plan~as seja 

avaliado. 

4.4. Estudo Histológico dos Calos 

Es~e es~udo foi realizado com o inlui~o de se 

verificar a nível eslru~ural os event.os iniciais da indução 

de calos em explant.es foliares de S. guianensis, cullivar 

IRI 1022, bem como as proliferações e as diferenciações 

cel uI ar es ocor r i das nes~es calos ao longo de 30 di as de 
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cult.ura em meio MS suplement.ado com 2,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l 

BAP. 

A escol ha desse mei o de i ndução roi baseada na 

sua capacidade, observada em et.apas ant.eriores do present.e 

est.udo, em promover a indução e o cresciment.o de calos, 

assim como, a indução de regeneração nos mesmos. 

A Figura 9 most.ra inicialment.e a caracieriza-

ção dest.es processos a nível da morIologia ext.erna. Explan-

t.es rol i ares colocados em mei o MS + 2, ° mg/l de NftA + 1, O 

mg/l 8AP e mant.i dos sob Iot.oper í odo de 16 hor as de 1 uz e 

o 
t.emperat.uras ent.re 25-28 C (9AJ iniciam o processo de indu-

ção de calos, o qual já se faz not.ar nas regiões de Ierimen-

t.o dos expl ant.es, no 52 di a de cul t.ur a C set.a em 98); com 7 

dias de cult.ura est.e processo é mais visível Cset~a em 9C); 

com 10 di as de cul t.ura os calos apresent.am um cresci ment.o 

maior nas regiões dos feriment.os e8D); com 15 dias de 

cult.ura os calos apl-esent.am um cresciment.o maior mas pont.os 

de regeneração ainda não são visualizados (8E); com 20 dias 

de cult.ura os pont.os de regeneração são visualizados nos 

calos Cseta em 8F); com 25 e 30 dias de cult.ura CeG e SH 

respect.i vament.e) os pontos de regeneração se acentuam. Calos 

t.ransIeridos para meio de regeneração Cmeio MS suplementado 

com 1, O ou 2, O mg./l de BAP, e manti dos sob as condi ções de 

luminosidade e temperat.ura mencionadas acima) apresent.am 

organogênese acentuada de part.es aéreas (brot.os) C8I). 

A análise a nível anat.ômico, no ent.anto, foi 

realizada em calos mantidos apenas em meio de indução (30 
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dias iniciais de cul~ura). 

A Figura 9 most.ra inicialmen~e o padrão de 

organização ao ní vel da nervura cen~ral vis~o em cor~es 

~ransversais de rolíolos de plan~as germinadas a par~il- de 

semen~es da cv IRI 1022 cul ~i vadas na nat.ureza C9A e 9C) e 

in l-Jitro C 9S e 9D), as si m como, o det.al he de um ~r i coma na 

epiderme abaxial e9E) e de es~ôma~os do ~ipo parací ~i co 

e9F). 

Observa-se que as folhas de plan~as mant.i das 

na na~ureza, apresent.am células esclereficadas e~ecido de 

sust.ent.ação) mais desenvolvidas, na base do feixe da nervura 

cent.r aI do que as foI has de pl an~as e mant.i das in l-Jitro. 

Além disso, foi observado que a int.ensidade de coloração do 

parênquina clorofiliano Cparênquina paliçadico), t.ambém é 

maior nos folíolos da plant.a mant.ida na nat.ureza. É provável 

que essas folhas apresent.em uma quant.idade maior de clorofi-

1 a e de ami do de assi mi 1 ação. A pr esença de t.r i comas em 

maior número nos folíolos das plant.as mant.idas na nat.ureza, 

por sua vez, pode est.ar relacionada com a defesa de pragas. 

A Figura 10 carac~eriza o explant.e foliar, 

obt.ido de plan~as oriundas de sement.es e man~idas in uitro: 

inicialment.e é most.rado o parênquima esponjoso em mat.erial 

di ssoci ado C 1 OID; a ~er mi nação de uma ner vur a onde se vêem 

as t.raqueídes e células parênquimát.icas (bainha do feixe) 

envolvendo os element.os ~raqueais é most.rada em Cl0S); 

t.raqueídes curt.as com espessament.o escalariforme/espiralado 

e t.raqueídes longas com espessament.o espiralado/anelado, são 
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moslr adas r especli vamenle em (1 oe e 10D); el ement.os de vaso 

com espessamenlo espi r aI ado e espi r aI ado/escal ar i f"or me são 

moslr ados r especli vamenle em (1 OE e 10F). No expl ant.e 101 i ar 

os el emenlos de vaso com espessamenlo reli cul ado t.ambém são 

obser vados. Do ponlo de vi sla evol uli vo, as lr aqueí des são 

mai s pr i mi li vos que os el ement.os de vaso, poi s desempenham 

as Junções de suslenlação e de condução. Os el emenlos de 

vaso por sua vez, desempenham apenas Junção de condução 

sendo porlanlo mais eJicienles nesla alividade. 
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(A> expLant es 1'0 t i.ar es no di.a O de cut tura; (B> a seta mostra 

de feri.mento dos 

i. ni-

ci.o de i.ndu ç ão vi.sLvel. de calos, nas regi.5es 

pl.antes, no ~~ di..c> de culturc> ; (c> com 7 di..as 

ex-

de cultura a i.ndução 

se t.orna mai.s vi.sLvel. (set. çu; (P e E) com 10 e 1~ di. as de cul. Lura, 

respect.i.vClmente, os calos já sGio estruturas defi.ni.dC\s por~m não 

apresentam i.ndLci..os de regeneração; (F, O e H), caLos com 20, Z~ e 

30 di.as em cuLtura , respecti.vamente, Qpresentam i.nici..o e desenvol­

vi.mento de regeneração; (r> calos transferi..dos para me i. os de rege­

neração, acentuam o organogênese de portes aéreas (brotos>. 

Figura 8. Car act.er i zação a ní vel da mor foI ogi a ext.er na do 

desenvolviment.o de calos mant.idos em meio de indu­

ção. 
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(A e C) cor t es t ransvers ais ao n "vel da nervu ra c ent r a L (NC> de 

foLloLos de pLantas germinadas a partir de sementes e mantidas na 

natureza; a seta em (C) mostra um 

nl.vel da nervura central; (B e D) 

de pLant.as germi.nada.s (). parti.r de 

e F> epiderme' abaxiaL; (E) detalhe 

tipc. para.citico em vi.sta. frontaL. 

col~nquima mais desenvolvido ao 

cortes transversais de fol toLos 

sement.es e mantidas l.n vitro; (E 

de tri.coma; (F) estômat.os do 

As barras da FigLlra 5> (A, B, C, D, E e F) correspon­

dem respecti.vamente a 100, 100, ~O. ~O, ~o e ~O I--Im. 

Figura 9. Aspec~os es~ru~urais dos Iolíolos de Stylosanthes 

g-uianensis c v I RI 1 022. 
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lA> parênquima esponjoso; (B> terminaçQo de nervura onde se vÊ> as 

t ro.quei.des (Tr) e cêl.ul.as parenquimáticas (Pq) envoLvendo os eLe­

mentos t.raqueais (bainha do feixe>; CC) traquel.de-s curLa·5 com es­

pe-ssamento esca1.ariforme/espiral.ado; CD> traqueídes mais aLongados 

com espessamento anelado e espiralado; CE) eLementos traqueais com 

espessamento eospiratado; CF> eol.eomentos t.raquE>a\.s com eospessameonLo 

eospiraLado/eoscaLariforme (seta>. 

As bar-ras da Figur'a 10 (A, B, C, D, E e F> corres­

pondem respectivamente a 50, 20, 20, 20, 20 e 20 ~m. 

Figura 10. ftspec~os es~ru~urais do explan~e foliar ob~ido de 

plan~a germinada a par~ir de semen~e e man~ida in 

vitro. 
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A análise dos elemen~os celulares presen~es em 

calos submet.idos a dissociação revela que não ocorre a .for­

mação de novas es~ru~uras nest.es, porém, a freqüência de 

alguns elemen~os mos~ra-se alt.erada. As t.raqueídes foram 

encon~radas em grande número no ma~erial dissociado e, uma 

provável expl í cação para es~e .fa~o pode es~ar reI aci onada 

com a al~a eficiência des~as est.ru~uras em condições de es­

~resse C BURGES, 1989) o que é caract.eríst.ico no cul~ivo in 

vitro. 

fJ.:s Figuras 11 e 12 mos~ram as modificações 

ocorridas no explan~e .foliar com 2 dias de cul~ura, em cor~e 

~ransversal e longi~udinal respec~ivamen~e ao nível da ner­

vura cent.ral. Os principais even~os ocorridos nest.e período 

e que I evam a i ndução de calos são as di vi sões das cél uI as 

do parênquima vascular Cprincipalmen~e parênquima do .floema) 

e da bainha do feixe, dando início por~an~o, a proli.feração 

celular. 

A Figura 13 most.ra o explant.e .foliar com 3 

dias de cul~ura. Em cor~es Iongit.udinais é possível verifi­

car que próximo a região do .ferimen~o, na epiderme em con~a­

~o com o meio de cult.ura e principalment.e no parênquima 

esponjoso C13A e 13B) a ocorrên'cia de int.ensa proli.feração 

celular. Na região in~ermediária en~re as ex~remidades .feri­

das do explan~e, nesta idade, não são observadas al~erações 

na epi der me e/ou mesó.f i I o C 1 3C) , nem mesmo a ní vel das 

nervuras laterais C13D). 
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(A> ~pecto geroL do expLo.nte na porção ma,i-s 1.nterno.: seta mostro. 

r&9~ão da ne-rvura c&ntrat (NC>; cu> d&tal.he do. nervura central.. com 

eLementos do xi- Lemo. (x> & do fl.oemo. CF>: cc> aspecto gero.l.. do ex­

pl.o.nte no. porção mais externa; seta mostra a região do. nervuro. 

central. (NC>; (D> d&tal.he da nervura centraL; as seta.s mostram ce-
1..1..tI.O .S parenqI.J~mó.ticClS próximo..s ao fLoemo. em i-ntcio de di.visão. 

As barro.s da Figura 11 (A, U, C e D> correspondem 

respecti-vamente a 100, 100, 20 e 20 /-Im. 

Figura 11. Cort.es t.ransversais dos explant.es Ioliares com 2 

dias de cult.ura in -vitro. 

o 
./ 
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A 

(A> aspecto geral, do explante Q. nível, da nervura central,; (B> de­

talhe dos elementos de vaso; seta mostra espesssamento ret~cuLado; 

(c> detalhe das cél.uLas da bai .. nha do feixe jã divididas (seLa); 

(D> céluLas da bai.nha do fei.xe va.scular (seta) apresentando núcLeo 

e nucléolo bem evidentes. 

As barras da Figura 12 (A, B, C 

respectivamente a ~OO, 20, 20 e 20 ~m. 

D> correspondem 

Figura 12. Cort.es longit.udinais dos explant.es foliares com 2: 

dias de cult.ura in l.Iitro. 
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'" . 

(A> aspecto geral do explante nas prox~m~dades da reg~õo do fer~­

mento. observe a prol~feraçao celular na porçõo do expLante em 

contato com o meio (seta>; (B> a proL~feraçao ceLuLar é observada 

Q~nda na reg~õo do ferimento, em céluLas do par~nqu~ma esponjoso; 

te) nas porções ma~s distcmt.es fisicamente do local de ferimento, 

nao se verif1.cam alLeraçoes; (P> deLo,l,he do fei .. xe 1,.ateral. sem so­

frer alteraçõ,-"s. 

As barras da Figura. 13 (A, B, C 

r espect i. vament e a ::;00, 20, 20 e 20 /--Im. 
e P> c orrespond'-"m 

Figura 13. Corles longiludinais dos explanles foliares com 3 

dias de cullura in vitro. 
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A Figura 14 IDost.ra o explant.e foliar com 4 

dias de cult.ura. O aspect.o geral do explant.e em cort.e t.rans­

versal (14m, most.ra que no t.odo ele ainda não sofl~eu gran­

des al t.erações , a exceção, do feixe da nervura cent.ral (14B) 

que se most.ra grandement.e aI t.erado em f'unção das di visões 

celulares que cont.inuam ocorrendo no parênquima vascular, na 

bainha do feixe e no colênquima. Em cort.es longit.udinais, 

por out.ro lado, é possível perceber a f'ormação de um t.ecido 

cicat.ricial na região do feriment.o (14C e 14 D) por divisão 

das células do parênquima clorofiliano e da espiderme. 

A Figura 15 IDost.ra o explant.e f'oliar com 5 

dias de cult.ura e a exist.ência de um verdadeiro calo. A 

visão geral do explant.e em cort.e longit.udinal, evidencia que 

os calos i nduzi dos r est.r i ngem-se ai nda as ext.r emi dades do 

mesmo. Nest.e est.ágio e nest.a região, não mais se observa o 

padr ão or i gi nal do expl ant.e C 15B) ; observa-se ainda que 

element.os t.raqueais se dif'erenciaram no int.erior dest.a massa 

de células em proliferação <:15C e 15D). 

Com 7 dias de cult.ura já se observa no explan­

t.e f'oliar que o calo est.á induzido (Figura 15). At.ravés de 

cor t.es 1 ongi t. udi nai s é possí vel ver i f i car que o calo apr e­

sent.a uma grande quant.idade de element.os lraqueais neof'orma­

dos C16A, 16B e 16C). Est.es element.os t.raqueais t.êm origem 

por lransdif'erenciação, pois t.ecidos procambiais não são 

observados; est.es element.os localizam-se at.é próximo a 

per i fer i a do calo C set,a em 168) eslando ou não coneclados 

aos ant.igos element.os lraqueais do explanle. Em (16D) obser-
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va-se em de~alhe a epiderme em divisão. 

Cortes longit.udinais de calos com 10 dias de 

cult.ura são vist.os na Figura 17. Not.a-se nas células meris­

t.emát.icas a formação de primórdios de gemas (merist.emóides) 

(set.as em 17A e 17C). Tais merist.emóides localizam-se prin­

cipalment.e na região periférica dos calos e associados a 

eles exist.em element.os t.raqueais Cset.as em 17B e 17D). 

A Figura 18 most.ra cort.es t.ransversais de 

calos cont.ando 25 dias de cult.ura. Observa-se a indução dos 

calos nas regiões mais periféricas do explant.e (próximas as 

regiões onde havia feriment.o) e na região da nervura cent.ral 

C18.A)~ nas regiões mais periféricas do calo, células meris­

t.emát.icas formam primórdios de gemas que diferenciam-se em 

gemas e18B) são chamados "pont.os de regeneração". Nas 

porções mais int.ernas do explant.e, no ent.ant.o, observa-se a 

formação de calos apenas nas ex~remidades e não a nível da 

nervura cent.ral CIBC) , embora est.a seja bast.ant.e modificada 

pela proliferação dos di versos element.os vasculares do 

feixe. É possível observar ~ambém a proliferação celular na 

epiderme adaxial, possivelment..e onde ocorreu um feriment.o 

Cset.a) . 

Em (18D) observa-se ainda as modificações na 

região de t.ransição ent.re o rest.ant.e do explant.e e o calo. 

A Figura 19 most..ra cort.es t.ransversais de calo 

com 30 dias de cult.ura. 
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CA) Clspecto geral do explante em corte transversal. As setas apon­

tam a nervurCl central CNC) e a nervura. lat.eral. CNS) (O) detalhe 

da nervura central, a qual jó se encontrCl completamente alterada, 

as setas apontam c61ulas do par~nquima vascular pr6ximas ao fl.oema 

e do col~nquima rec6m divididas; cc> corte l.ongitudinal na. região 

do ferimento mostrando um teci.do de cicatriza.çã.o; (P) a. seta indi.­

ca c6lulas da epiderme em di.visão. 

As barras da Figura 14 (A, O, C 

respectivamente a ZOO, ZO, 100 e l0/-lm. 

e D) correspondem 

Figura 14. Cor~es ~ransversais e longi~udinais dos explan~es 

foliares com 4 dias de cul~ura in uitro. 

D 
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(A) aspecto geral do expiante; 

de ferimento j~ caractertzam a 

as aileraç6es ocorr~das nas regi6es 

formaçao de um cal. o; (B e c> deta-

lhe em maior aumento de ambas as extremidades do expLante onde o 

cato estoi formado; (D> detaLhe em maior aumento mostra elemenlos 

tragueals di..ferenci..ados próximos Q epi.derme na ma·ssa de céLulas em 

proliferaç:ao (calo). 

As barras do. Fi.gura 1~ (A, B, C 

respect i.vament e a ~OO, 100, 100 e 20 /-Im. 

e correspondem 

Figura 15. Corles longiludinais dos explanles foliares com 5 

dias de cullura in l-->itro. 



144. 

f 

A 

I A> aspecto geral do expLante e do calo; nota-se a grande proL~fe­

roça0 de c~LuLas mer~stemót~cas e dos eLementos traquea~s das ner­
vuras laterais; (u> detalhe em maior' aument.o do calo; os elementos 

Lraqueais d~sp6em-se at~ as porç6es ma~s per~fér~cas do calo (se­

La>; (C) deLaL he da regi ae, de t ransiçao ent.re o expla.nte e o caLo; 

(D> detalhe em maior aumento most.ra a epiderme em divisa0 (seta>, 

na regiao de transiçao entre o caLo e o expLante. 

As barras da Fl. gura 1<:5 (A, S, C €' Dl corr€'spondem 

respectl. vament e a !:iDO, 100, 100 e ZO !-.lm. 

Figura 16. Cort.es longit..udinais dos explant..es f'oliares com 7 

dias de cul t..ura in vitro. 
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(A ~ C, presença de pr~m6rd~o de gemas ou mer~stemó~des (setas) na 

'3rande mass ,~ de c.3LuLas mert.st. emátt. c a s; (B e D) det.cühe em mat.ar 

aumento dos prt. mórdt. os de gemQ, 

As barras da Ft.g
'
.lro . .17 (A, B , C 

respec t. ~ v Cl..mente a ZOO, 200, .100 e .100 f.-Im. 
D> c orrespondem 

Figura 17. Cortes longitudinais de calos com 10 dias de cul-

tura in vib'o. 



(A> na por.;ão mal. s p€>rl. férl. ca. ao ferim€>nt.o do exp 1. .~.nt. €O 

-s~ a. ocorrênci.a dE! C;Cll.OS nas e;'(trem'idodes e na. regi..ao da 

G€>nt.rcl.-l.; ( D> (:1 peri. f€>ria de .st.€>s calos apresent.a.m cél.ulas 
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ob5€>rva-

nervura. 

meri. 5 t.e-
mót.icas agrllpo.da..s pa.ra forma.r merist.€>m6i. des (.s€>t.as>; (C) a porção 

mo\,s cent.rcd. do ""xptant.e (di.st.ant€> do feri.ment.o> apr€>sent.a indução 

de calo, mas não na região da n€>rvura central embora esta e as 

nervura.s lo.t.erais se apresentem compl.eiamenie al.ie-radas; a. seta 

most.ra. formaçôo de cato na p o rçõ-o opost..=< 0.0 mel·O de c1.J1.t.ura, pro­

vavelmenie em loca.1. ferido no momenio da inoculaçõ-o; (o> detal.he 

em Tn ·~t· or Q.urfleTlt.o d'Ã- r'egião d~ irQnsl. . . -;a.o ent. T6' o calo et o expl.or,t.I7. 

As Darra..s da F\'glu· a . 18 {A .. D, G 

respect.i.vamente a ~oo, 100, ~OO e 100 (.Am. 

çorrespondem 

Figura 18. Cortes t-ransversais de calos com 25 dias de cul-

t ur a l.n l.-,itro. 
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A 

(A> na. porção mat·s peri.féri. ca do cato observa-se gema . .s cauLi.nares 

(.set.as); (B e c.> det.a.lhe em maior o.ument.o de gemas cau1..i.nares; (C) 

tricoma jó di.ferenciado; (v> parênquimas esponjoso e paLiçadico em 

profunda transformaçao nas proximidades da regi.ão de formaçao do 

caLo; í E > detaLhe em mc:úor aumento da nervura LateraL grandemente 

QLt.era.da (seta>. 

As barras da Figura 19 (A, B, C, D e E> cor respondem 

respect iVQment.e a ::>00, 100, 100, 100 e ~o /-Im. 

Figura 19. Cort.es transversais de calos com 30 dias de cul­

tura t.n vitro. 
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Verifica-se que várias gemas diferenciaram-se 

na regiã!;) periférica do calo C 19ft., 19B e 19C). No restante 

do explante, correspondente a região mais afastada do feri-

mento não houve indução de calo mesmo no período de 30 dias 

de cultura; no entanto, os parênquimas paliçadico e esponjo-

so, próxi mos ao calo, mostram-se profundamente aI terados 

C19D) , assim como os feixes laterais, os quais apresentam 

mais número de elementos traqueais C19E). 

A Figura 20 apresenta "uma caracterização geral 

dos calos induzidos em explant.es foliares após 30 dias de 

cultura em relação a células parenquimáticas e aos elementos 

de condução. Em C20A) é mostrado o aspect.o geral dos di ver-

sos element.os celulares do calo dissociado; em (20B e 20C) é 

most.r ado a val- i abi 1 i dade de t.amanho encont.r ada na popul ação 

de cél uI as parenqui mát.i cas do calo (fot.os na mesma escal a); 

element.os de vaso são most.rados em 20D e 20F (set.a em D 

most.ra pl aca de perfuração) e t.raqueí de com espessament.o 

reticulado em (20E). 

Assi m, no ma t.er i aI em est. udo. o pr ocesso de 

indução de calos inicia-se com as divisões ocorridas nas 

células do parênquima vascular, principalment.e floema e da 

bainha do feixe, no 2 2 dia de cul t.ura mui t.o ant.es das 

evi dênci as ext.er nas. O pr ocesso de i ndução só é obser vado 

, 
macroscopicament.e por volt.a do 52 dia. ft. diferenciação de 

part.es aéreas nest.e calo induzido. t.em início por volt.a do 

102 dia de cultura, com a f'ormação de primórdios de gemas 

ou merist.emóides; do 202 ao 252 dia de cult.ura ocorre a 
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diferenciação das gemas a pal-t.ir dos primórdios, nas porções 

mais externas do calo. São os chamados "pont.os de 

regeneração". A part.ir desse moment.o as gemas passam a se 

desenvolver, t.ornando-se bem evident.es por volt.a do 302 dia 

de cult.ura. O processo de regeneração em S. guianensis se dá 

port.ant.o. via organogênese de part.es aéreas. 
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B 
~ 

(A> aspecto ger' aL dos eLementos ceLuLares do caLo di. ssoci.ado; (8 e 

C) c6LuLas parenqu~mót~cas apresentando variabilidade no tamanho; 

(8) nuc\eo é T6'La.tivamente gro.nde, o nucLêoLo evident.e e o vacuoLo 

bem desenvolvido; 

bem desenvoLvido; 
reticuLado (X>, a 

{C> o nucleo é menos evidente porém 

(D> eLementos do vaso do x~lema com 

seta indico. placa de perfuro.ção; (E> 
(F> eLement.os de vaso mais curtos. 

As borTCls do. Figura 20 (A, 8, C, D, E e 

pondem respectivamente o. 200, 20, 20, 20, 20, e 20 J-lm. 

o vacuo L o é 

espessamento 

t r aqu e i. des ; 

corrE>S-

Figura 20 .. ~spect.os est.rut.urais do calo após 30 dias de cul­

t.i vo in vitro. 
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5. CONCLUSõES 

1. {) cul 'li vo in "l-,itro em mei o basal MS C MURASHI GE & 

SKOOG, 1952) supl emen'lado com NAA e BAP de expl ant.es fo­

liares da cv IRI 1022 da esp~cie S. e;uianensis, promove as 

seguin'les respos'las morfogen~'licas ao final de 30 dias: 

indução de rizogênese dire'la, naqueles meios suplemen'lados 

com NAA i sol adamen'le ~ i ndução de calos com cresci men'lo mui 'lo 

reduzido e in'lensa organogênese de par'les aéreas, naqueles 

meios suplemen'lados com BAP isoladamen'le e, indução de calos 

com cresci men'lo e frequênci a de regeneração das par'les 

aéreas variáveis, naqueles meios suplemen'lados com NAA e BAP 

conjun'lament.e; 

2. Os calos primários induzidos em meios suplement.a­

dos com concent.rações de NAA superiores ao dobro em relação 

as de BAP e man'lidos nas condições de 15 horas luz e 'lempe­

ra'lura ent.re 25 e 2SoC t.endem a ser grandes, compac'los, com 

coloração clara e apresen'lar as menores frequências de 

regenel-ação de gemas e/ou brot.os observadas~ es'las t.endên­

çi as se acent.uam com o aument.o nos valores da rel ação 

NA/.!v"'BAP e na presença de NAA s~men'le; 
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3. Os mei os supl ement.ados com NAA e BAP C na propor-

ção 2: 1, respect.i vament.e) e na concent.ração de 2, O mg/l de 

NAA Pl- omovem r egener ação de gemas e/ou br ot.os em calos 

primários~ 

4. A presença de luz não é necessária para haver 

indução de calos, mas sim para a organogênese de part.es 

aéreas; 

5. Exist~e variação nas respost.as ao cult.ivo in vitro 

na popul ação de St:ylosanthes guianensis a vaI i ada, com ror t.es 

indícios de que o carát.er regeneraçã.o seja de nat.ureza 

herdável ~ 

6. O pot.encial morrogenét.ico dos calos derivados de 

explant.es roliares da cv IRI 1022, mant.ém-se por períodos 

prolongados, superiores a um ano; 

7. Plant.as se Cregenerant.es primários) most.ram va­
i 

riações quant.o ao aspect.o veget.at.ivo e reprodut.ivo (dias para 

o rloresciment.o e produção de sement.es); 

8. Os event.os chaves que levam a indução de calos em 

explant.es roliares da cult.ivar IRI 1022, ocorrem ent.re o 2 2 

e o 3 2 di as de cul t.ura; as pri mei ras di vi sões cel uI ares que 

levam o explant.e foliar a se desdirerenciar e a rormar 

calos, ocorrem nas regiões de reriment_o, principalment.e a 

nível da nervura principal, em células do parênquima vascu-

lar e da bainha do reixe~ as divisões prosseguem ent.ão, pelo 

t.ecido clororiliano e epiderme, nest.e caso, part.icularment.e 

na regi ão em cont.a t.o com o mei o ~ em t.or no do 102 dia de 
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cul t.ura , são observados os merist.emóides, ou primórdio de 

gemas. est.es se concent.ram nas regiões perif'éricas do calo~ 

9. A regeneração in ·vitro de plant.as int.eiras ocor­

reu a part.ir da organogênese de part.es aéreas. 
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