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CULTURA DE TECIDOS DE Siviosanthes guiagnensis (Aubl.) Sw.

€Y. IRI 1022: ESTUDO MORFOGENETICO E HISTOLOGICD

Autora: Benedita Aparecida da Silva

Orientadora: Profa. Dra. Maria Lucia Carneiro Vieira

RESUMO

A espécie Stylosanthes guianensis, importante
forrageira para as regifes tropicais do globo, vem se es-—
tabelecendo a partir da década de BO como um sistema modelo
em potencial, para a tecnologia da cultura de tecidos na
familia Leguminosae (MEIJER & SZABADOS, 182330D.

No presente estudo, avaliou-se o potencial
morfogenétice in wvitro de uma cultivar peritencente a esta
espécie, a IRI 1022, =m relacido aocs fatores gendtipo e meio
de cultura, mais especificamente, a reguladores de cresci-
mento, A indugio de calos foi obtida a partir de explantes
foliares da cov IRI 1022 colocados em meios basais MS suple-—
mentados com combinagdes dos fitorregul adores NAA e BAP, nas
concentragcdes 0,0; 0,1; 0,4; 1,0 = 2,0 mgsl, sob fotopericdo
de 18 horas luz e temperaturas entre 28 a 28°c.

Entre estas combinagbes foram selecionadas

favoravel mente, aguelas capazes de promover fases de caleo



Kvili,
mais prolongadas £ ainda a regeneracic de partes adreas nes-—
tes calos durante o pericdo de indugio de 30 dias.

Calos induzidos nestas condigdes foram trans-—
feridos apdés 30 dias para meios de regeneragio, isto £,
meios MS suplementados apenas com BAP, onde a concentragie
2,0 mgrsl, mostrou-se a mais satisfatdria.

Brotos regenerados foram alongados =em meic MS
com as concentragbes de sals reduzidas a metade 2 a um
quarto, = concentragdco de BAP também reduzida ou ausente.

A implementacio do enraizamsnto em  brotos
alongados se deu em meio MS reduzido a metade & a um guarto,
e suplementado com 0,2 mg-l de IBA. As maicores taxas de
sobrevivéncia de plantas regeneradas in wvitre se deu sob
condiches =levadas e umidade relativa, luminosidade = tem—
peratura,

Plantas SCi {regenerantes primariosd avaliadas
preliminarmente, apresentaram variagbes guanto a alguns as-—
pectos vegetativo e reprodutivo; progénies destas plantas
por sua vez, gquando submetidas a cultura, demonstraram
variabilidade para o carater regeneragio.

A inducioe de calos e a organogénese de partes
agéreas nestes, foram igualmente avaliadas a nivel estrutural

Os eventos chaves que levam a indugio de calos
em explantes foliares da cultivar IRI 1022, ocorrem entre o
segundo e o terceiro dias de cultura; a desdiferenciagio = a

proliferacdo celulares tém inicio nas regides de ferimento



xviii.
do explante. notadamente a nivel da nervura principal, =m
c2lulas do parénguima & da bainha do feixe vascular.

No quinto dia de cultura, ji €& evidente a ni-
vel da morfologia externa, © inicio de formagio de calo. Em
torne do décimo dia de cultura j3& se observa a presenca de
meristemdides. Trinta dias apds a inoculacdo do explante,
s30 evidentes as gemas caulinaes.

O processo de regeneracidno ocorre por organogé-—

nese, com os brotos desenvol vendo na superficie dos calos.



TISSUE CULTURE ON Stvlosanthes guianensis CAubl.) Sw.

C¥. IRI 1022: MORPHOGENETIC AND HISTOLOGICAL STUDY

Author: Benedita Aparecida da Silva

Adviser: Profa. Dra. Maria Lucia Carneiro Vieira

SUMMARY

Since the 80’s decades, Stvlosanthes
gutanensts, an important forage species for world tropical
regions, has been sstablishesed as a potential model system
far tissuse culture in the Leguminosae family UMEIJER &
SZABAIXDS, 183300,

In the present study, 5. guionensis cultivar
IRI 1022 in wvitro morphogenetic potential was evaluated;
genotype and culture media, specifically. growth regulators
was studied.

Calli induction was obtained from IREI 1022
leaves explants placed on the MS (MURASHIGE & SKOOG, 188622

basal medium supplemented with combinations of NAA and BAP

O

at 0.0, 0.1, 0.4, 1.0 and 2.0 mgl ™ concentrations. Cultures
were maintained at 25 to 28°C, under 16 hs light regims.
Plant growth regulator combinations able to

promote extended callus phase and shoot regensration in a 30

days period were selected. The derived calli were then



transferred o auxin fres ME regenseration media; =2.0 mglﬂ
BAP was the more satisfactory concentration for shoot
regeneration.

Shoots were elongated in half-and-guarter-
strength MS medium, free of hormones or supplemented with
reduced BAP concentration. Rooting was induced in the same
basal medium supplemented with 0.2 mgl_i IBA.

Regenerated plantlets, when transferred to the
soil, showed greater survival rates under high humidity,
light and ‘temperature conditions. SC1 plants {(primary
regenerants) showed some variations related with morphologi-
cal and reproductive aspects: progénies of SC1 plants showed
variability in in wvitro regenerative ability.

Histological analyses of calli induction and
shoot regeneration processes were performed. Lesaf explants
derived calli were induced by hystological events that occur
betwsen the sscond and the third day of culture;, dediffsren-
tiation and cellular prolifsration begin in regions closed
to lesions caused by explant excision, mainly at the central
velin, involving both, cells of the wvascular parenchyma and
sheath of the bundle.

On the fifth day of culture calli began to be
evident at the level of sxternal morphelogy. After the tenth
day of culiure meristemoids can be observed. After thirty
days of explants inoculation shoot buds are svident.

Regeneration process occurs by organogenesis,

with shoot development on calli surfaces.
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1. INTRODUCAO

O requisito basico para se explorar as técni-
cas da cultura de tecidos vegetals em diversas areas como a
morfologia, bioguimica, patologia = gendtica, consiste na
regensragio rotineira de plantas om nimero suficiente.

Entre as espécies cul tivadas, procura-—se
aguelas gue posSsam servir como modelo nido apenas para escla-
recer os mecanismos que restringem a regensrac¢ao in vitro,
como  também, para se verificar a potencialidade destas
téchicas em resclver problemas relativos ac melhoramento de
plantas.

Na familia Leguminosas, o género Styvlosanthes,
imporiante do ponto de vista agrondmico por conter espécies
forrageiras altamente adaptadas a regides tropicais que
apresentam condigdes climdticas e edaficas desfavoraveis,
destaca-se dentro desta abordagem biotecnceldgica.

O relatos de sucesso na aplicagdoc de téoc-
nicas de cultura de tecidos neste género vém aumsntando e
envol vendo principalmente a especie forrageira 5.
guiagnensis, que além de facil manipulagio, demonstira elevada

responsividade ao cultivo in witro.
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Ademais., muitos obstaculos enfrentados em pro-—
gramas de melhoramento genético desta espécie em particular
2 do género como um todo poderio ser superados com a intro-
dugido em tais programas, de técnicas de cultura de tecidos
que ja se mostraram viaveis.

O genéro Stylosanthes, portanto, apresenta uma
tendéncia evidente de tornar—-se um sistema modelo de estudos
2 aplicagdes destas tecnologias e, para gque isto se
concretize, & necessaria a aguisicio de um ndmero cada vez
maior de informacdes acerca do cultivo deste sistema in
witro,

Neste contexto, foram objetivos do presente
estudo:;

1> a indug3o e crescimento de calos a partir de
explantes foliares da cultivar IRI 1022;

2) acompanhar e caracterizar o desenvolvimento mor-
foldgico de calos originados a partir de explantes foliares
da cultivar IRI 1022;

3) acompanhar e caracterizar a nivel anatdmico o
dessnvol vimento ontogenético de calos criginados a partir de
explantes foliares da cultivar IRI 102z, e;

4) cotimizar o processa de aclimatacico de plantas in-

teiras, regeneradas in wvitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Género Stylosanthes: Consideragoes Gerais

0 género Styleosonthes, assim denominado per O
Swartz, em 1788, pertence a subtribo Stylosanthinae, tribkbo
Aeschynomeneae, subfamilia Papilionoideae, familia Legumino-
sase (RUDD, 18812, Sua distribuig¢do geografica natural con-
centra-se principalmente nas regides tropicais e subtro-
picais das Américas, destacando-se o Brasil como o seu maior
centro de diversidade genética (FERREIRA & COSTA, 1879;
WILLIAMS et aolii, 18840 o a Australia como o local onde
ocorreuy o maior ndmero de introdugdes de espéciss poten-—
cialmente forrageiras {(T’MANNETIE, 188453,

As espécies = subesp@clies pertiencentes a este
género, cerca de S0 ao todo, sio frequentemente revistas
CMOHLENBROCK, 1888; FERREIRA & COSTA, 18979; COSTA & FER-
REIRA, 1984; T MANNETJIE, 1977, 1884) e parece estar longe de
um consenso entre os pesquisadores em relagdo a taxeonomia do
grupo.

Ao longo de sua histdria taxondmica, o género

Stylosanthes vem sendo subdiwvidido em duas segbes subgené-

ricas, segaoc Styposanthes e segic Stylosanthes, com bhase
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respecti vamente na presenga ou auséncia de um eixo rudi-
mentar, um pequenc apéndice na base do fruto, gque & uma
vagem do tipo lomento (KIRKBRIDE & KIRKBRIDE, 18872,

STACE & CAMERON (19840, discutem o significado
citoldgico o evolutivo desta subdivisio., O nimero cromos-—
sOmico hapldide do gfnero £ 10, Ate o momento, todas as
espécies classificadas dentro da secidce Stylosanthes sio
dipldides {(2n = 200, o que se constitus em um forte indiciao
da ni3c existéncia de polipldides na mesma. Pertencem a esta
secdo importantes espécies do ponto de vista econdmico, tais
como, S, guianensis, 5. humtlis, 5. viscosa = 5. leitocarpa.

Na segioc Styposanthes, por outro lado, sao
encontradas sspécies dipldides e polipldides, Também al se
encontram espécies de importincia econdmica, tais coma 5.
scabra e 5. capitata, ambas com numero cromossomico 2n=40.

Ainda de acordo com estes autores, a obtengio
de hibridos envolvendo cruzamentos interespecificos € gran-—
dement e limitada pela existéncia de fortes barreiras
meidticas.

A grande importancia do género Styviosanthes
reside no fato dele conter uma grande disponibilidade de es-
pécies potencialmente forrageiras as guais se mostram adap-—
tadas a Areas secas e-/ou de solos pobres dos trépicos e sub-
trépicos, onde caracteristicamente a relacioc entre produgio
de pastagem e produtividade animal € baixa 2 o usc de ferti-
lizantes economicamente inviavel (FERREIRA & COSTA, 1879;

EDYE & CAMERON, 1984>. Em espécies ou mesmo variedades taxo-



nomicas do género onde existem dados relevantes disponiveis,

£ evidente a ocorréncia de ampla variabhilidade em caracteres

de importincia taxondmica e ou agrondmica (Tabela 1D.

Tabela 1. Caracteres de importincia agrondmica em espécies do

género Stviosanthes.

hond

S, o guta-— A, S S5,

ATRIBUTO nensis{var. capt— humi- sca-
guitanensts) tata I1is bra

Para adaptacio regional
.tolerincia a toxidez de Al +v +v - +
.tolerdncia a solos alcalinos +
.tolerancia a solos salinos -
.tolerincia a solos descobertos -n +
.tolerancia a inundagio +v + -V
.tolerancia a seca — + +
.re=sisténcia ac fogo - - +v
.tolerincia ao frio -V +v
,tolerncia ao pisoteioc intenso + +
Para persisténcia
.resisténcia a antracnose +v o + 4+
. resisténcia a brocas +v + +r
.resisténcia a nematdides +r +y
. florescimento +v +v + v +r
. maturagio de sementes +v + v +v
. produgido de sementes +v +v +v +v
.estabilidade na produgio +v
. dormé&ncia + + + +v
. "hanco® de sementes +v + v +v
.regeneracio de plantulas +v +v + +v
. longevidade +v +v -n +v
Para producao
. associagoes com Rhizobium +v +n + v +v
. produgic de matéria seca : +v + + v +
. produgio. sazonal +v +v +v +v
.palatabilidade + + + +v
.digestibilidade in vitro +v +v +v
. produgioco animal + +

Retirada de EDYE ei1 alii (19847, simplificada, Onds:

+ = atributec dess javel presents;

- = atributo dese javel ausente;

v = ocorréncia de variagdo intra-especifica para © atiributlo;
n = auséncia de variagio inirao-especifica para o atributo.

05 espagoes em branco representam dados ndo conhecidos.
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Estudos revelam gus esta variabilidade deve-se
a fatores gendticos & ambientais C(RBRARROS, 13278; BATTISTIN %
MARTINS, 18882, sendo responsavel pelo sucesso agrondmico
das espécies, uma vez gues, plantas forrageiras tropicais e
subtropicais para serem bem sucedidas devem estar adaptadas
a amplas faixas de condigdes climaticas = edaficas (EDYE et
agtit, 1984, WILLIAMS ef alii, 138840,

Entre as espécies pertencentes a este género,
a S guignensits (Aubl.D> Sw. £ a de maior distribuigio na-
tural, extendendo-se desde o México até a Argentina; sendo
encontrada ainda em outros paises tropicais, como a Austra-

lia, onde foi introduzida (COSTA & FERREIRA, 1884,

»

THOMAS,

19840,

I

5. guianensis & também a espécie do género que
apresenta maior wvariabilidade de caracteres (MOHLENBROCK,
1888). &4s plantas s3o perenes, herbaceas e vigorosas cujo
habito de crescimento, em geral, wvaria de totalmente ereto
até prosirado; apresentam ainda variagdes gquanto a produgio,
coloragdce, maturagido, germinacio das sementes ao longo do
tempo (ISON & HUMPHREYS, 189840, nimero de dias para o inicio
do florescimento, o gqual se mostra condicionado ac fotope-
riodisme (TRONGKONGSIN & HUMPHREYS, 18987) e outros caracte-
res como vigor, wvalor nutricional, tolerancia a pragas e
doengas, etc. (IRWIN et glii, 1884; LITILE et alii, 188B4).

A extensa variabilidade encontrada nesta espé-
cie tem gerado problemas de identificagfo e caracterizagio

taxondmica.
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FERREIRA & COSTA (19782 adotam a subdivisdo
proposta por MOHLENBROCK (1998) em subespécie guignensis e
dissitiflora o classificam a subespécie guignensis nas va-
riedades canescens, microcephala s vulgoris. Mais recente-—
mente, a variedade vulgoris foi desmembrada, dando origem a
uma guarta variedade, var. pauciflora {(Brandio et aolii,
citados por VIEIRA, 18988).

No que diz respeito ac seu mecanismo reprodu-—
tive, S, guignensis nio € uma espécie exclusivamente de au-—
tofecundagio = pode mesmo apresentar altas taxas de cruza-
mento aberto, pelo menos para alguns gendtipos ou sob certas
condig¢des ambientails, come por exemplo, a presenga de agen-—
tes polinizadores em Lipo e numero adequados (MILES, 198350,

De acordo com EDYE ef altt (18843, as duas
primeiras espécies do género a ter seus potenciais forragei-
ros reconhecidos foram S humitlis, na Australia em 1814 e
5. gutonensis no Brasil em 1833.

A partir de 1972, novas espécies passaram a
ser comercializadas na Australia (85 hamata e 5. scabrol;
Coldédmbia (5. capitatad e Brasil (5. macreocephalad.

No esntanto, a espécie 5. guignensis continuou
sendo a mais aplicada em programas de selegio @ melhoramen-
to; ©os =scdtipos selecicnados tém sido utilizados como for-
ragem, ou ainda, adubo verde, cultura de cobertura em as-
sociacio a culturas arbdreas e para consservagio do solo

CEDYE et alii, 1884, THOMAS, 1384D,
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Entre as cultivares langadas sncontra-se a IRI
1022, pertencente, de acordo com a classificagio proposta
por FERREIRA & COSTA (19780, a variedade canescens. HYMOWITZ
et alii (19872 relatam gque esta cultivar € oriunda de um
ecdtipo coletado por Friedrich Gullove, em 1862, nas proxd-
midades de Mat3c (SP) o posteriormente selecionado pelo
Instituto de Pesquisas IRI sediado em Mat3oc (SP). Do ponto
de vista agrondmico, constitui-se em uma forrageira vigoro-—
sa, com boa resisténcia a seca, embora apresente melhor de-
sempenho em condig¢des climdticas e edaficas mais favoraveis;
consorcia—-se bem com ©os capins pangola, gordura, mimoso,
etc., & pode sobreviver ac foge CALCANTARA % BUFARAH, 1882).
Embora apresente caracteristicas agronémicas bastante dese-
javeis = tenha sido amplamente cultivada, principalmente no
Estado de S3c Paulo, esta cultivar niac € mais produzida enm
escala comercial em decorréncia de sua alta susceptibilidade
a2 antracnose (doenga causada pelo funge Colletrotrichum
gloesporiocides ¢ que representa a maior limitagdo da cultura
do género como um todo e a nivel mundiald ficando, portanto,
sua multiplicacio restrita as instituicBes de pesquisa (EDYE
& CAMERON, 1984; THOMAS, 1984; COSTA, 1989, comunicagio
pessoall.

O avango nas pesquisas, tem revelado novas
espécies com potencial forrageiro, come € o caso da §. fru-
ticosa, S. letiocarpa, 5. svmpeodialis e 5. viscosa (EDYE et

alii, 19840,
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Oz programas de melhoramento nas espécies do
género Stylosonthes visam basicamente a producio de culti-
vares capazes de persistir e manter uma produtividade rela-
tivamént.e estavel =m ambientes permanentemente pastoreados;
os ambientes nos quais estes programas s3c desenvolvides
apresentam grandes contrastes no que diz respeito a tipos de
climas e solos; consequentemente, os objetivos divergem em
cada programa em particular <(EDYE & CAMERON, 1284), No
sntanto, além dos objetivos especificos, ftodos os programas
de melhoramento neste género visam atualmente encontrar uma
fonte de resisténcia permanente ao fungo causador da
antracnose que representa, como ja foi mencionado anterior-
mente, a maior limitagdc a nivel mundial para o sesu uso
extensivo CIRWIN & CAMERON, 13978; DAVIS et alii, 1887D.

DAVIS (1987) menciona reducdes na produgdo de
matéria seca, em funcido da antracnose, iguais a S8% s 386% em
5. hamata e 5. guianensis, respectivamente, verificadas em
estudos realizados na Fldérida e América do Sul; no Norte da
Australia, as perdas encontradas foram de 22% para S,
scabra, 87X para §. hamata e S4% para S. guitanensis.

Na América do Sul, os programas de melhoramen-
to em Stylosaonthes, conduzidos pele CIAT na Coldmbia tém,
ainda como um dos principais objetivos, encontrar uma fonte
de resisténcia segura as brocas (Caleptillia sp.>, principal
praga das espécies cultivadas naquela regiac (CAMERON et

aqlii, 1984; EDYE % CAMERON, 128432,
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QO desenvolvimento de materiais elites, resis-—
tentes a pragas e doencas, persistentes e produtivos, € a
premissa basica para que Stylosanthes spp. possa ter seu
potencial explorado tanto na formagio de pastagens, como em
sistemas de cultivo.

Todavia, a falta de informacdes sobre siste-—
mas de cruzamento, estrulura populacional e genética das
sspecies, as dificuldades na realizag3o de polinizagio ma-
nual, a existéncia de barreiras para a troca génica dentro e
entre espécies e a ampla variacio de ragas do fungo causador
da antracnose, restringem grandemente © avanco nos programas
de melhoramento deste género CCAMERON et alii, 1984D.

Neste contexto, novas tecnologias como a muta-
gi3c induzida (ALCANTARA et alii, 1888B) e a cultura de teci-
dos (MEIJER & SZABADDE, 18800 abrem novas perspectivas ao
mel horamentoe gengtico em Stvloesaonthes, pois, aliadas aos
métodos convencionais elas podem superar obstaculos intrin-

secos a estes métodos, na obtenc3o de materiais eslites,.

2.2. Cultura de Tecidos: Consideragdes Gerais

As técnicas da cultura de tecidos vegetal ofe-
recem uma excelente oportunidade para se estudar os fatores
que elucidam a totipoténcia celular, bem como agqueles con-—
troladores da diferenciagio citeoldgica, histoldgica e orga-—
nogénica de plantas (BHOJWANI & RAZDAN, 18983). Além disso,

estas técnicas trazem significantes contribuigdes para a
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indGstria através da  produgdo de compostos secundarios
teis, e, para a agricultura através da propagagio clonal,
produgic de plantas livres de patdégenos, obtencdo de mutan-—
tes, plantas hapldides < transformadas geneticamente in
vitreo, entre cutras (EVANS eof alii, 13983D,

0O requisito basico para se explorar tais téc-—
nicas € a regeneracio rotineira de plantas £ em numero su-
ficiente a partir do explante cultivade C(HAMMATT et alit,
18288,

Os vegetail

%

=30 constituidos por uma heteroge-—
neidade de fendtipos celulares os gquais sio consesqgiléncia dos
processos de diferenciagio & dessnvolvimento.

Oz mecanismos apontados como os responsaveis
pelo aparecimendo desta heterogenesidade sio agqueles contro-
ladores da repressio e expressio génica durante o desenvol-
vimenteo, tais como, elementos transponiveis, amplificaciac
génica, metilagioc do DNA (LEE & PHILLIPS, 1388) entre ou-
tros.

Mudangas na expressic génica e portanto no
fendtipo das células influenciam fortemente a capacidade
celular na producido de calos e /0u regeneragio de plantas in
vitro (MORRISH et alii, 13872,

Segundo HALPERIN (19883, existem trés possi-
bilidades gsrais gue explicam a incapacidade que nuitas
espécies apresentam em relacic a regeneragidc in vitro: 1.
blogqusico genético envolvendo a falta de totipoténcia; 2.

blogueioc epigenéticoc envolvendo restricgdes estaveis, po-
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rém, potencialmente reversiveis, sobre o funcicnamento dos
genes redqueridos para a formagico o crescimento dos érgios;
3. blogqueio fisicldgico, no sentido de que, as células podem
ser geneticamente capazes de responder aos sinais morfo-
genéticos in witro, nioc existem restrigdes espigensticas
atuando, no entanto, os “sinais" reqgueridos do ambiente,
estio ausentes.

A regeneragio de plantas através da cultura de
tecidos ocorre por duas vias de desenvolvimento — a embrio—
géness somatica e a organogénese — o qualqgquer uma delas, po-
de se dar dirstamente a partir do explante ou indiretamente
depois da passagem pela fase de calo (BROWN & THORPE, 1388D.

Porém, qualquer gue seja a via de regeneragio,
ela sera iniciada = controlada por influéncias ambientais e
do desenvol vimento (WILLIAMS & MAHESWARAN, 139860.

Na embriogénese somatica, um novoe individuo
com estrutura bipolar, isto &, uma planta rudimentar com um
2ixo raiz-scaule, origina-se a partir de uma Unica célula e
nd3oc mostra conexdes vasculares com seu itecido maternal
CHACCIUS, 1978). A principal wvariavel controladora da em—
briogénese somatica € o tipo e a concentragioc de auxina
utilizada; a fonte de nitrogénio do meio de cultura &, tam-—
bém, um fatcr de grande relevincia (BROWN & THORPE, 1888>. O
aparecimento de variantes somaclonais (LARKIN & SCOWCROFT,
19810 nlAc parece ser comum nesta via de regeneragido. Tal
fato seria decorrente de uma forite pressdo de selegio a

favor das células normais durante este processo de regenera-—
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3o (Vasil, Swedlund % Vasil,; citados por MORRISH et olit,
1887D),

Suspenstes celulares originadas de calos em—
briogénicos constituem uma fonte ideal para protoplastos
CDIXON, 19882, os guais sdo da maior import3ncia para o
estabelecimento de sistemas para manipulagio genética in
wvitro.

Por suas caracteristicas, a embriogénese so-
matica se mostra desejavel guando o objetivo &€ a produgio de
mutantes sélidos e estiveis ou a clonagem de plantas gene-
ticamente engenheiradas (D’AMATO, 12988)., No entanto, sio
necessarios estudos para se determinar o nivel de estabi-
lidade alcancado por esta via de regensragiaco em cada
espécie.

A organogénese, por sua vez, caracteriza-se
pela produgdo de um primérdico de gema, unipolar, gue se
desenvolve em um broto, o gqual induz os feixes procambials a
estabelecer uma conexido condutora entre =le e o tecido
maternal: a organcgénese da raiz vem em sequéncia (HACCIUS,
19782,

A escolha do explante, a composigic do meioc de
cultive © o controle do ambiente fisico sic os fatores
determinantes do sucesso desta via de regeneracgio. Os dados
obtidos com diversos sistemas, indicam que a organogénese
ocorre através da desdiferenciacio de células do explante,
as quais, formam centros meristemdticos precursores de rai-

zes ou brotos; o acimulo de amido estid normalmente associado
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a estas regides onde os centros meristemiticos sio formados
CTHORPE, 1380; BROWN & THOKFE, 18988).

0 conceito basico da regulagic da organogénese
fundamenta—-se nas interagdes guantitativas entire os regula-
dores de crescimento, principalments auxina e citocinina,
como proposto por Skoog & Miller (citados por THORPE %
MURASHIGE, 18702, além de outros metabdlitos reguladores de
todos os tipos de crescimento, incluindo a formagio de
drgaos (RBURGESS, 18388).

A constante variabilidade apresentada por re-
generantes via calo organogéniceo indicam uma origem multice-—
lular dos mesmos, o gque os torna uma fonte para a obtengio
de variantes somaclonais (MORRISH ef alii, 1987,

Em fungio da diversidade = complexidade dos
fatores gue controlam a embriogénese & a organogénese in

vitre, estes processos continuam eminentemente empiricos

CHALPERIN, 1988D.

2.2.1. Cultura de tecidos na familia Leguminosae

Entre as dicotileddneas, a familia Leguminosae
apresenta—-se como uma das mais recalcitrantes 3 regeneragio
in vitro CEVANES et alit, 1883; HAMMATT ef alii, 1388B6D,

No entanto, a partir da década de 70, os rela-
tos de sucesso no cultivo in wviftro de varias espécies desta
familia vém aumentando (SAUNDERS % BINGHAM, 18972; SCOWCROFT

& ADAMSON, 13878; PARROT & COLLINS, 1983; EAPEN & GILL, 1886;
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BARWALE & WIDHOLM, 19300,

Tais relatos refletem um avango no conheci-
mento dos reguerimentos necessarios parab a expressiao da
totipoténcia de células & tecidoes cultivades, De modo ge-—
ral, as leguminosas produtoras de grios s3o menos respon-—
siveis in wvitro do gue as leguminosas forr’ageiras CHUYGHE,
12900,

A regeneracio it vitre na familia Leguminosaes
estd condicionada a ag3oc de trés principais fatores: o gend—
tipo da planta doadora, a origem = o estado fisiolégico do
explante @ as condic¢bes guimicas e fisicas da cultura C(HAM-
MATT et alii, 1988).

Os dados relativos a ag3c destes fatores vém
sendo obtidos principalmente de estudos realizados com
alfafa (Medicageo sativad, a leguminosa forrageira mais estu-
dada s=ob o ponto de vista da cultura de tecidos, em fungio
de sua importancia econtSmica o responsividade (ARCIONI st
alii, 19801.

Além do género Medicage, os géneros Frifolium
CWILLIAMS et alii, 19302 e Stylosanthes (MEIJER & SZABADOSE,
18980), gue também contém espécies forrageiras de importancia
economica, estio contribuinde grandemente para o avango

nestas novas abordagens biotecnoldgicas.
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Z.2.1.1, Gensdti po

Em geral, as espécies do géneroa Medicago sio
passiveis a embriogénese somatica e 3 regeneracio de plantas
in witro (SAUNDERS & BINGHAM, 1272; ARCIONI et alii, 1882;
NAGARAJIAN et olii, 19886; EROWN et alii, 19892D.

O potencial genético de wuma planta, no en-—
tanto, difere das demais = assim, muitas variagcdes sdo en-
contradas nas respostas as manipulacdes in wviitro U(BROWN &
ATANASSOV, 1385D.

BINGHAM et alii (1875), trabalhando com di-
versas cultivares de alfafa, demonstraram que o cariter re-
generacio in witro 2 altamente herdiavel e que, através de
selecido recorrente aplicada a gendtipos selecionados para
este carater, € possivel se obter ganhos na ordem de S0%.

A herancga gquantitativa em alfafa, para este
carater pode estar sendo controlada por pelo menos dois
genes dominantes (REISH & BINGHAM, 188012,

Tem sido demonstrado ainda gue, a habilidade
para a regeneragic via embriogénese somatica, a via mais
comum de regeneracio no género Medicago, estia associada a
bases genéticas especificas CMITIEN et alii, 1984; BROWN &
ATANASSOV, 13850,

A selecio de gendtipos com boa capacidade de
regeneragido in witro ja faz parte da rotina de gualgquer
programa de cultura de tecidos envolvendo espécies deste

género (BROWN et glii, 189882, em relagdoc a alfafa, afir-
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ma-se que estes gendlipos altamente regenerativos podem ser
obtidos em todas as cultivares desde que um nimero sufi-
ciente de plantas seja avaliado C(BINGHAN &t aglii, 13750.

A agdo do gendtipo scobre a regeneragio tn vi-
tro nio se restringe apenas a cultura de calos, mas & obser-
vada também em suspensdes celulares e cultura de protoplas-—
tos (ORR et alii, 18835; DIJAK & BROWN, 1887D.

No entanto, existem divergéncias entre os
autores em relag3o a extensidco da influéncia do gendtipo
sobre a regeneragic in vitre. Sua frequéncia pode ser afe-—
tada por interages entre gendtipo x meioc de cultura (BROWN
& ATANASSOV, 198B) o gendtipo x explante (NOVAK & KONECNA,
1982; ARCIONI ef alii, 19822, Porém, segundo CHEN et olii
{19872 cultivares com alta capacidade regenerativa apresen—
tario respostas embriocgénicas superiores independentemente
do protocolo para meio de cultura ou fonte de explantes
utilizados. Ainda, de acordo com estes autores, mesmo em
cultivares com capacidade regenerativa menor, € possivel se
identificar gendtipos altamentes embriogénicos, com respostas
que superam adquelas apresentadas pelos melhores gendtipes
das cultivares com alta capacidade regeneratiwva.

Atualmente, se procura em alfafa marcadores
morfoldgicos gque possam estar associados com a capacidade de
embriogénese somatica e regeneracio in vitro (BROWN et alii,
1980,

Os estudos realizados no género Trifolium

também mostram gue o estabelecimento da cultura (periode de
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indugio, taxa de crescimentcd, a habilidade na regeneragio
de brotos diretamente do meic de induglico de calos sem a
necessidade de transferéncia para um meioc de regeneragiao,

bem como, a wvia de regeneragio, isto &€, se eombriogénese

somatica ou organogénese, s3o gendiipo-dependentes, por-
tanto altamente herdaveis, podendo responder ac melhora-—

mento (KEYES et olii, 1880; WILLIAMS ef alii, 138800,

Isto tem sido wvalido para culturas de calo,
suspensic celular e de protoplastos (PHILLIPS & <COLLINS,
12972, KEYES et olii, 1880; BHOJWANI & WHITE. 18822; cultura
de brotos COELCK & SCHIEDER, 1883; Campbell & Tomes, citados
por WILLIAMS ef oalti, 1880) e resgate de embrides {(PHILLIPS
ot glit, 1898202, PFPara espécies de cruzamento aberto, tais
come Frifolium repens (trevo brancod e F. pratense {(irewvo
vermelhol, onde existe grande wvariabilidade genética, mesmo
gque as manipulacdes in vitre sejam aplicadas a wuma Gnica
cultivar, a avaliaglo de um grande nimero de gendtipos pode-
ra aumentar a taxa de sucessco em tais manipulagcdes (PARROT &
COLLINS, 18983; BHOJWANI et alii, 1884D,

0 género Stylosanthes tem se mostrado como um
dos menos recalcitrantes em termos de regeneragio in vitro;
ate o momento, nove espécies deste género ji foram regenera-—
das a partir de culturas de calos derivadas de varios tipos
de explantes (MEIJER % BROUGHTON, 1981; MROGINSKI & KARTHA,
1981 ; REY =f oglit, 1985; SZABADOS & ROCA, 132862,

A regeneragic de plantas inteiras a partir da

cultura de tecido em espécies deste género ocorre através da
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organogénese de brotos; nido existe nenhum relato na lite-
ratura da regeneragio 1in viftre via embriogénese somiatica
{MEIJER & SZARADOS., 138100,

MEIJER C1RB2) foi © primeiro a relatar o sefei-
to de gendtipos sobre a capacidade de regeneracio in wvitreo
no género Stylosanthes. Trabalhando <com a espécie S.
gutagnensis = utilizando varios tipos de explantes = protoco-
los de meio de cultura, esle observeou diferencas no petencial
morfogenético de culturas de calos de trés cultivares
australianos (cvs. Cook, Endeavour e Schofield), das guais a
cultivar Cock mostrou—se o mais acessivel as manipulagdes in
vitro.

Posteriormente, GODWIN et olii {1987:3, também
encontraram diferencas gencotipicas substanciais na freguén-—
cia de regeneragiac a partir de culturas de calos em trés
cultivares (cwvs. Graham, Endeavour, Oxley? e duas introdu-
coes (CPI 24911 e CPI 187500, da espécie S. guianensis.

Ainda na espécie S. guiagnensis, foram encon—
tradas diferengas gendtipo-especificas no potencial rege-—
nerativoe de duas introdugdes colombianas (CIAT 138 e (CIAT
22432, tanto em suspensdes celulares gquanto em culturas de
protoplastos (SZABADOS & ROCA, 1886),

A agido do gendiipo scobre a induglo, frequéncia
e duracio ao longo do tempo da capacidade regenerativa, tam-—-
bém tem sido relatada em culturas de calo da espéecie §.

scabra (GODWIN et alii, 1387ad.
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MANNERS (1R8B72 observou extrema wvariabilidade
na susceptibilidade de diferentes gendltipos de Sétviesanthes
a infeccio por Agrobacterium tumefosciens e alerta gue este
€ um importante fator a ser considerado em espécies e culti-
vares guando se objetiva a obtencio de plantas transgénicas.

Embora a influéncia do efeito gendtipo m=obre a
regensraciac in  vitro, no  género Stylosanthes, nao seia
demonstrada com contundéncia t3oc grande comoe nos géneros
Medicago e Trifolium, os relatos acima nio deixam davidas
gquanto a necessidade em s considera-lio em gualguer abor-—
dagem in wvifre a ser adotada.

Em Lotus corniculotus, outra importante le-
guminosa forrageira, o gendtipo ftambém €& a variavel mais
critica na determinagdco da taxa de crescimento e tipe de
calo, bem como no nimero de plantas regeneradas por grama de
calo. 0 tipo de explante, por outro lado parece exercer
pouco efeito. A regeneragdo de plantas parece ser contro-
lada por apenas poucos genes, © o melhoramento da respon-
sividade 3 regensracico tem sido obtida através da selecio
fenotipica (MARIOTTI et alii, 1984; Glover & Tomes, citados
por SWANSON et alit, 18200.

A influgncia do gendtipo scbre a inducio,
crescimento & diferenciacfo de culturas de células e tecidos
tem sido relatada ainda em leguminosas produtoras de grios,
cona Qicer artetinum CALTAF % AHMAD, 18802, para aquelas

pertencentes ao género Glvcine (BARWAIE & WIDHOLM, 19302

entre outras.
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fecel. 2, Variacio somaclonal

A ocorréncia de variac3c somaclonal tem sido
registrada em diferentes espécies de leguminosas (ARCIONI et
alit, 1883, MILES e olii, 198%; DAMIANI ef aglit, 123100,

Os mecanismos responsiavels pela variacioc soma-—
zlonal nio estio definitivaments determinados, porém, as
evidéncias obtidas principalmente de estudos da wvariagioc
citoldégica em culturas in vitro & plantas regeneradas indi-
cam gque a5 condigdes genéticas e fisioldgicas da fonte doa-—
dora do explante © as condigdes e duragcio das culturas,
constituem os principais fatores que afetam sua ocorréncia
CLARKIN & SCOWCROFT, 13981; LEE & FPFHILLIPS, 18BB; EVANS,
18810,

De acordo com MILES et alit (18832, a geracgio
de variabilidade genética pela cultura de tecidos tem duas
implicagdes importantes: 12 se esta variabilidade for ampla,
a2 multiplicagioc de um dadeo gendtipo via micropropagacdo n3o
& confiavel, diferentemente do gQue ocorre com os métodos
tradicionais de propagagio vegetativa; 2) a variabilidade
originada a partir da cultura in wvitro, pode ser uma fonte
potencial de novos variantes genéticos de valor agrondmico
Gtil em programas de melhoramento de plantas.

Dados obtidos com Medicogo sative (ARCIONI ef
alii, 18880, Lotus corniculatus (DAMIANI et alit, 138202,
Stylosanthes gutanensis (GODWIN et alii, 1887a; MILES et

alit, 1888) mostram que as variagdes obtidas em caracteres
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morfolégicos & agrondmicos apresentam wum  componente de
natureza genética, sendo a frequéncia e o tipo de variagio
observadas gendtipo-especificas.

MILES et alii (188B8) relatam variacdes negati-—
vas produzidas pela cultura de tecidos em 5. guiagnensis: re-
dugdo no nimerc e tamanho dos ramos e internds, baixa produ-—
t.ividade de sementes e alta susceptibilidade a antracnose
guando comparadas com as plantas testemunhas. Em vista dos
resul tados obtidos, os autores afirmam ser necessario um
procedimento mais eficiente na selegdo da wvariabilidade sur-
gida para gque a variagdo somaclonal possa ser efetivamente
utilizada em programas de melhoramento e, desaconselham a
propagagio in vitro de gendtipos de §. guignensis, sob as
condigdes experimentais desenvolvidas em fung3o da variabi-
lidade gerada.

A necessidade de se melhorar os mecanismos de
selegdo da variabilidade originada in vitro também foi
mencionada em estudos com Medicage sativa e Lotus corni-
culatus., O fato de a variacdo induzida pela cultura in wviitro
geralmente ter natureza deletéria, faz sentido gquando esta
variagio & wvisualizada como um produto de alteragdes alea-—
térias ocorrendo em gendtipos altamente evoluidos (Larkin,
citado por MILES et alit, 19830,

Sob este ponto de vista & possivel se estabe-
lecer uma relagdo sntre o =feito de gendtipo sobre a capaci-

dade de regeneracido in wvitro 2 a variagadoc somaclonal.
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Ja foi mencionado anteriormente gue as legu-
minosas produtoras de grios investigadas apresentam capaci-
dade de regeneracic in uwitre inferior a das leguminosas
forrageiras. OELCK &% SCHIEDER (1883) propdem como explicagio
para  este fendPmenc a reduzida variabilidade genética
apresentada pelas variedadess leguminosas produtoras de
grios, o gue as torna, guando cultivadas in wvitre, lncapazes
de se adaptar ao estresse gue esta condic¢io representa,
demonstrandoc assim, um comportamento recalcitrante.

A estreita wvariakbilidade genética seria re—
sultante dos intensos ciclos de endocruzamento o selecdo aos
quals estas lesguminosas foram submetidas ao longo de seus
cultivos.

Os parentes selvagens das espécies cultivadas,
por outro lado, apresentam uma ampla base genética e s3o de
fato, mais responsiveis in vitre; £ o observado, por
exemplo, com as espécies Glvycine canescens = G. clandesting,
parentes selvagens da soja (G. max), as quais siao regenera-—
das rotinsiramente a partir de culturas de calos (Widholm &
Rick; Grant; Hammatt et alit, citados por BARWALE % WIDHOLM,
12200,

Do mesmo modo, as leguminosas forrageiras por
apresentarem sistemas de cruzamento aberto ou, guando autd-
gamas, por n3o terem sido submetidas a intensos cicleos de
selecido mantém uma variabilidade genética alta e, consegquen-—
ftemente, uma probabilidade maior de conter gentt i pos

propicios a regeneragio in wvitro CHAMMATT ef altt, 19882,
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LARK (188322 no =entanto, usando como modelo a
soja, uma lsguninosa de autofecundagic, ha muito tempo oul -
tivada e Que exibe variabilidade genética, propde uma expli-
cagio alternativa para o comportamento recalcitrante e-ou o
aparecimento de variantes somaclonais degenerados , que nao,
a impossibilidade de responder ao estresse in wvitro em
consequéncia da falta de variabilidade genética.

FPara este autor, materiais como a soja, gue
apresentam em seu genoma complexos multigénicos coadaptados
evolutivamente, quando submetidos ao estresse fisiolédgico do
cultivo in vitro podem sofrer mudancas nestes blocos génicos
e entrar em um estado de desequilibric genético.

O desequilibrioc genético provocado pelas con-
dighes da cultura impediria, entio, a regeneragio =/0u
promoveria o surgimento de variantes degenerados.

As hipboteses levantadas por OELCK & SCHIEDER
{19832 & por LARK {19882 n3o s3oco mutuamente excludentes e,
em ambos os trabalhos, os autores apontam a avaliag3o de wn
numero maior de gendtipos cul tivados in witre como possivel
soluglio para o comportamento recalcitrante & o aparecimento

de variantes somaclonais indesejaveis.

2.2.1.3. Origem e estado fisioldgico do ex-

plante

Q explante, via de regra, € um complexc de

células, as gquais, variam gquantoc a capacidade de prolifera-
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g3o, nivel de ploidia e estade fisioldgico, portanto, apre-
sentam diferentes sensibilidades aocs estimulos impostos
pelas condigdes de cultivo; isto se reflete muitas vezes em
variagtes ocbhservadas entre explantes essencialmente simila-
res cultivados em um meioc definido (YEOMAN & FORCHE, 1880D.

O ambiente gquimico e fisico da cultura, as-—
=im come a manipulagdo deste, pode favorecer alguns tipos
celulares levando a perpetuacdo de alguns & a eliminagio de
outros; os tipos mantidos, ndo s3c necessariamente aguelss
com boa capacidade morfogenética (BURGESS, 19892,

Assim, a escolha do explante & um fator de
grande importincia na obtengcioc da regeneracio in vitro.
Diferentes autores (MURASHIGE, 1%274; THORPE, 18802 tém
discutido as variaveis consideradas nesta escolha: o© drgio
utilizado como fonte de explante, o estadeo fisioldgico e
ontogenédtico do érgio. a estagic na gual o explante foi
obtido, o tamanho do explante & a gualidade global da planta
doadora do explante.

O nivel hormonal endégenco do explante € um
aspecto altamente relevante nesta guestio. Grande parte dos
conhecimentos atuais a este respeito foram cobtidos em estu-—
dos com folhas jovens = os dados indicam que, todas as prin-—
cipals classes de hormdnios, auxinas, citocininas, gibereli-
nas, acido abcisico e stileno, estio presentes nesta estru-
tura; pouco se sabe, porém, a respeito das interacbes e
efeitos gque eles exercem sobre o desenvolvimento in vivo e

in wvitro (BURGESS, 1882),
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A utilizaglco de explantes oriundocs de plan-
tulas recém germinadas =m culturas axénicas {(culturas assép-
ticas) as quais, apresentam alto grau de uniformidade em seu
estado fisicldégico e potencial regenerativo esou de explan—
tes relativamente homogéneos em relagio aos tipos celulares
gque os compdem, come por exemplo, mesdéfilo foliar, cambios
vasculares, etc., s3o estratégias gue permitem contraolar
algumas das variaveis citadas na escolha do explante (CHLYAH
1574; TRAN THANH VAN ef olii, 1374; YEOMAN & FORCHE, 18802,

Em leguminosas forrageiras, tecidos meristemid-
ticos e imaturos respondem a indug3oc mais rapidamente e re-—
generam mais eficientemente do gque tecidos maturcos e dife-—
renciados (PHILLIPS & COLLINS, 1973; MEIJER, 1982: ORR et
alii, 1389,

Existem ainda relatos neste grupo de legumi-
nosas (WILLIAMS & MAHESWARAN, 19886) mostrandeo que determi-
nadas respostas morfogenéticas in wvitro, saco limitadas pela
influéncia exercida pelo estigio do cicleo de vida da planta
a partir da qual o explante ol esxcisado.

Q sucessco no 1scolamento © cultura de proto-
plastos tem se mostrado nas leguminosas, assim como em ou-—
tros grupos de plantas, particularmentse dependente da idade
2 do tipo de dérgic utilizado como sxplante e das pré—condi-
ches da cultura CBHOJIJWANI & WHITE, 1982; HAMMATT et aliti,
18862,

No género Stylosanthes, em particular, os

expl antes sio obtidos basicamente de partes, tais comeo raiz,
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cotilédones, hipocdtilo e folhas (SCOWCROFT & ADAMSON, 1878;
MEIJER % BROUGHTON, 18981 ; MANNERS, 189872 ou calos derivados
destes (SZABADOS & ROCA, 1388D.

Os explantes sic obtidos de plantas cultiva-—
das em casa de vegetacio sob condigdes controladas CMROGINS-
KI & KARTHA, 1981 GODWIN ot olti, 1887a) ou eom culturas
axénicas (MEIJER, 1882),

Explantes hipocotiledonares & foliares tém se
mostrado os mais adequados para o cultiveo in witre (MEIJER &
BROUGHTON, 1281 ;. GODWIN et alzi, 188B7bD. Hipocdtilos =saco
obtidos a partir de plantulas contando poucos dias apés a
germinacio das sementes; foliolos s3co cobtidos de plantulas
com cerca de 30-40 dias apds a germinacio ou de folhas recém
formadas em plantas matu’ras.

N3ao hi dados sobre cultura de anteras, micros-—

poros, avulos ou embrides, no género Stulesanthes (MEIJER &%

SZABADXDS, 18800,

2.2.1.4., Condigdes quimicas e fisicas da

cultura

0 sucesso na regeneracaco de muitas sspécies de
plantas tem sido resultadeo de manipulagdes nas condigbes
guimicas e fisicas do meio de cultura; a otimizaclo destas
condigdes representa © primeiro passo na aplicagdo de técni-

cas da cultura de tecidos (MURASHIGE, 12740,
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THORPE (132202 discute estas condi¢des = apre-—
senta cinco classes principais de componentes guimicos do
meio de cultura necessarios a indugio de crescimento e
regeneraciao in witro: 1) macro e micronutrientes inorga-
nicos; 2) fonte de carbono Cagdcar); 32 vitaminas; 42 nitro-
génio organico e 82 reguladores de crescimento.

A inducido & © estabelecimento de culturas de
calos necessitam de fontes exdgenas de substincias regula-
doras de crescimento (horménios ou substincias sintéticas
gquimicamente anadlogas a eles); as raras sxceghes a sste
principico ocorrem em tumores e algumas espéciesz de Jiftrus
CYEOMAN & FORCHE, 19802,

Skoog & Miller (citados por THORPE & MURAS-
HIGE, 19702 observaram gue interagdes guantitativas entre
regul adores de crescimento estavam criticaments envolvidas
na diferenciagidc e formagio de &rgios a partir de calos.
Estes autores demonstraram gue valores altos para a relagio
citocinina-auxina promovemn a diferenciacio de meristemas
caulinares em culturas de c@lulas somdticas de tabaco & va-—
lores baixos, a diferenciac3o de meristemas radiculares.

Posteriormente, Steward et olii (citados por
BROWN % THORPE, 18BB) desenvolwveram um sistema in wvitro com
tecidos somdticos de cencura, segundo o qual, a obtengic de
embriogénese somatica se dava simplesmente com a remogioc da
auxina sintética 2,4-D do meio de cultiveo,

Estas duas técnicas distintas permanecem ainda

hoje come as principails aliternativas para se obter organiza-
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30 de meristemas vegetals de nowveo, a partir de culturas de
celulas e tecidos th vitro.

Os mecanismos de atuagio das substincias re-
gul adoras de crescimento nos processos de indugico € manu-—
tencio de calos, bem como, na diferenciacio dos mesmos man-—
tém-se ainda grandemente desconhecidos.

WARREIN & PHILLIPE {19812 analisaram o meca-—
nismo de agido dos horménios wvegetais em plantas intactas,
enfocando—-os s=ob os aspectos do crescimento e da divisio
celular. No primeiroc casc, parece bem estabelscido gue as
auxinas = ocutros hormbnios podem causar mudancas nas pro-
priedades mecinicas da parede celular wvegetal, ou seja,
aumentam a plasticidade das paredss celulares; existem con-—
tudo, muitas diavidas em relagido 3 cinética desta agio.
Quanto a divis3do, as auxinas poderiam estimular a sintese de
DNA., porém esta sintese n3o seria, necessariaments, seguida
pela mitose ou citocinese, as gquals seriam reguladas p=slas
citocininas. Os mecanismos pelos quais uma auxina pode es-
timular a sintese de DNA permanecem desconhecidos,

Em plantas intactas, os principais sitios de
produgio de auxinas s30 as folhas jovens do Apice caulinar.
A difusico destas auxinas @ dependente da luz e ocorre no
sentido Apice-base da planta; com a idade o conseguente
maturagido da folha, o nivel de auxina tends a decair na
mesma (BURGESS, 18B92D).

De acordo com WILLIAMS ef glii (19800 nas

culturas in wvitro o aumento no nivel de auxina promove ao
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mesmo tempo, wn aumento na friabilidade e um decréscimo na
diferenciagaoc celular. A proprisdade de friabkilidade, isto
£, a tendéncia das células agruparem—-se e separarem 1logo
apds a divizio., presumivelmente envolve a ruptura dos conta-—
tos célula a célula, os qgquais, de outro modo, contribuem
para a diferenciacio mediada por contatos entre células
vizinhas.

Auxinas sintéticas como o 2,4-D = NAA s3c mais
estavels do gue as auxinas naturais como o IAA e, por isso,
Ao mais freguentemente utilizadas nos meiocs de cultura
CBURGESS, 1898%0,

Em relagi3c as citocininas, esta claramente
demonstrade que =las atuam scbre a atividade mitdtica (WANG
et alii, 1981D pbem como na diferenciagio celular = regene-—
ragac de plantas (Feierabend, citado por SWANSON ef alii,
12830,

Em plantas intactas, o local de sintese das
citocininas parece ser a raiz, porém, ha indicios de sintese
2 actumulo em outros Srglcs. como demonstrade em el jio
CPhaseolus vulgaris) onde as folhas apresentam uma forma de
zeatina da gqual nac se encontra vestigios na raiz {(BURGESS,
13833,

Em cultura, determinadas celulas de um ex—
plante, devido aos seus niveis de plodia es/ou estiagic em que
se encontram de seus ciclos, podem ser mais susceptivelis as
divistes dando origem a centros meristematicos = posterior-

mente a ndédulos de diferenciagio, os guals, parecem desempe-
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nhar importante gpapel no metabolismo das citocininas (KER-
BAUY et glii, 18882, No entanto, a adigloc de altas concen-—
trages de citocinina no meio de cultura pode ter um efeito
inibitdrio sobre os processos de crescimento e diferenciagio
de um calo C(YEOMAN & FORCHE, 189802, chegando mesmo a causar
o fendmeno da vitrificagioc (PHAN, 1881D.

Estudos envol vendo wuma linhagem de calo, mu-
tante albkino, em Lotus corniculatus, indicam que, no pro-—
cesso de inibiclo do citosol pelos altos niveis de citoci-
nina, o plastidio deva ser o primeiro sitio de agidc sobre o
gual slas atuam (SWANSON ef alzt, 1383,

O gas etileno também atua sobre o crescimenta
e desenvol vimento de plantas.

Em plantas intactas, © amadurecimento de fru-
tos, ferimentos, estimulos mecinicos, aplicagio de auxinas e
herbicidas, =tc. estic associados a mudangas na produgiao de
etileno concomitantemente a modificagdes no crescimento esou
desenveol vimento (Abeles, citado por HUXTER et alii, 127%0.

HUXTER e&f alit C1979) verificaram gue a pro-

dugio de stilenco em culturas de calos depende de fatores co-

mo, condicido de luminosidade - a condiglc escuro continuco
determina as malores produgdes - 2 idade da cultura, bem
come, a existéncia de uma correlagan altamente positiva

entre a produgldo dests gas e a rapidez no crescimento do
calo. As mudangas na produgio de etileno estimuladas pelas
condigdes da cultura, foram interpretadazs por estes auto-

res, como marcadores de alteracgdoes metabdlicas ligadas aco



crescimento e /cu desenvol vimento do calo.

O etileno estimula a ocorréncia de divisdes
celulares, as gquais d3oc origem acs meristemdides, precurso-
res dos primérdios caulinares no processo de organogénese
CHUXTER et alii, 13813,

Ainda em cultura, atribui-se ao etileno efei-
tos come a formagiao de folhas menores gque a de plantas
controles = com tendéncia a wum rapido amarelecimento; no
entanto, sua participag3oc ou de seu precursor, o ACC (acido
1-carboxilico-l—-aminocciclopropanco) no fendmenc da vitrifi-
cacio estid descartada (PHAN, 1891D,

Todas as substi3ncias reguladoras de cresci-

mento devem apresentar mecanismos, existentes em suas pr
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prias vias metabdlicas, gque regulem suas concentragdes no
interior da célula. Quande =em cultura, celulas =2 tecidos
apresentam diferentes respostas as manipulagdes externas de
substancias reguladoras de crescimento, como por exemplo, o©
fentmenc da habituagio,

O termo habituagio refere-se a mudangas nos
requerimentos nutricionais ocorridas em células em cultura,
mudangas estas herdaveis e relacicnadas principalmente a
horménios vegeltais (DODDS & ROBERTS, 18830,

Culturas de calos apresentando o fendmeno da
habituagio caracterizam-se por prescindirem da suplementa-
30 externa de auxinas e citocininas para sua manutengio

CYEOMAN & FORCHE, 13802.



A habituagic em calos para citocinina pode
estar relacionada com o processo de regeneracgio (KRAUS ef
alii, 1985; KERBAUY eof olii, 18B8D.

Por outro lado, fatores come  temperatura,
umidade, luz {(gualidade espectral, intensidade = fotoperio-
dod, consisténcia fisica do meio, tamanho do recipiente de
cultive, stc., fazem parte das condigbes fisicas, =, junta-—
mente com os procedimentos adotados na condugdo da cultura,
isto &, a sequéncia de estimulos promovidos pelas subs-
tancias reguladoras de crescimento, os intervalos nas trans-
feréncias de meios, © volume de material repicado, complstam
o gquadro dos determinantss da responsividade in wvitro, ex-
trinsecas ao explante (THORPE, 1380; YEOMAN & FORCHE, 18802,

A seguir serdo apresentadas as condicdes de-—
terminantes da indugio, crescimento ¢ manutencio de culturas
de calos, bem como a regeneragido de plantas a partir destas
culturas, =m leguminosas forrageiras.

Em al.fafa, diferentes meios basais s3o utili-
zados na indugio de calos, tais como, BOi 2Y um meic Blaydes
modificado cujo wuso foi relatado por SAUNDERS &% BINGHAM
18722: meio Bs relatado por ATANASSOV & BROWN (19824); meio
MS relatado por LUPOTIQ (19B32 ;. meico SH relatado por WALKER
et alit (19790 = meiocs mals complexos come o relatado por
NOVAK & KONECNA (13882).

A indugido do calo, no entanto, sé & alcancgada
com a suplementagio do meio basal com uma fonte exdgena de

auxina, em combinacio ou n3oc com uma citocinina (EVANS et
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alit, 12983; ARCIONI =f alii, 13200,

A auxina sintética 2.4-D nesta espécie, tem se
mostrado a mais efetiva no processo de indugido de calo,
promovendo ndo apenas a manutengio 2 crescimento deste, como
também influenciando sua posterior morfogénese (SAUNDERS &
BINGHAM, 1975, WALKER et glii, 1979; ARCIONI et alit, 12830,

Qutra auxina sintética, o NAA, embora também
se mostre efetiva na indugo de calos ndo parece ser essen—
cial A inducio de gemas (WALKER ef alii, 19279,

Uma fonte exdgena de citocinina, por outro
lade, n3o € imprescindivel a indugdo de calo., Porém, esstu-—
dos desenvolvidos por WALKER et alii (18780, demonstram gue
sua presenca no meio de inducio € essencial para o dire-
cionamento da argancogénese no sentido de haver formagio de
brotos Calta concentragdo de 2,4-D e baixa concentragio de
KIN 3 ou de raiz (baixa concentracgic de 2,4-D & alta concen-—
tragido de KIN2. As citocininas KIN & BAP tém sido ampla-
mente utilizadas no cultivo in wvitro de leguminosas (EVANS
et olii, 1883; HAMMATT et alii, 1286).

As concentragdes requeridas de 2,4-D ou NAA =
KIN ou BAP para a inducglo de calos em alfafa estioc na faixa
de ©,5-2,0 mgsl = 0,1-0,9 mg-l, respectivamente CARCIONI et
alii, 13202,

Os calos induzidos sob estas condigdes si3o
geralmente friaveis e de crescimento rapido; o pericdeo de
indugic dos mesmos € variavel, de acordeo com a concentracgio

de =2,4-D utilizada (WALKER et alii, 1372; BROWN & ATANASEOV,
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O fator luz nao parece exercer resultados mui-
to pronunciados sobre o resultado final da indugio; calos
tém sido induzidos scob luz continua (SAUNDERS & BINGHAM,
19780 fotopsriodo de 18h luzs/Bh escuro (WALKER et alii,
12792; LUPOTTIO, 1883 J ou outros regimes de 1luminosidade (Kao
& Michayluk, citados por ARCIONI, 12302,

A propagacic de calos na presenca de 2,4-D, em
alguns casos parece particularmente sensivel a composigiao do
meio basal (LUPOTTO, 18831,

A regensragio do calo, organogénico ou smbrio-
génico, induzido na presenga do £,4-D se da com a transfe-
réncia deste para um meic basal livre de fitorreguladores ou
suplementado com uma fonte de citocinina (HAMMATT et olit,
1986; ARCIONI, 182890D.

No casco especifico da embriogénese somatica a
formagic de embrides no calo tem sido estimulada por varios
compostos orginicos e inorganicos (WILLIAMS & MAHESWARAN,
19862,

De acordo com ARCIONI et alii C18800, a ma-
nutencido do potencial regenerative por periodos longos ou
curtos, em culturas de calos de alfafa, € altamente depen-—
dentes do gendtipo.

Os meios basais utilizados na indugdo de ca-
los em espécies pertencentes ao género Trifolium sic MS, Bs,
SH & Lz, como relatado por PHILLIPS & COLLINE (1972) suple-~

mentados com auxinas e citocininas.



Diversos reguladores de aorescimento i1ém se
mostrade sfetivos na indugdo de calos embriogénicos ou or-
ganogénicos de Frifolium spp. O 2,4-D (0,1 a 2,0 mgrsl> jun-—
tamente com KIN (0,04 a 2,0 mg- /12 s3c os mais utilizados: a
auxina sintética NAA (0,5 a 2,0 mgr/l) também tem sido usada
iscoladamente ou em conjunto com o 2,4-D; a KIN eventualmente
& substituida pele Z2iP 1 a 2 mgsl) ou BAP (0,5 mgrl); a
combinacio PIC (0,08 mg-12 mais BAP (0,1 mgsl) &€ aplicada
particularmente a T. protease ou as espécies altaments apa-
rentadas (FHILLIPS & COLLINS, 13840,

De acordo com WILLIAMS et giii (18802, os ca-
los induzidos apresentam fregquentemente uma grande variedads
de fendtipos morfoldgicos. Eles podem ser leves e fridveis,
pesados © campactos ou viscosos; de coloragico branca, ama-—
rela ou verde e podem conter células diferenciadas, parti-
cularmente elementos vasculares., O fendtipo = a homogesnei-
dade dos calos podem geralmente ser controlados pelo ajuste
de substincias reguladoras de crescimento.

Ajinda, segundo estes autores, a otimizagio do
meio basal para as espécies envolvidas =2 um balango sufi-
cientemente alto entre auxina & citocinina em termos de ati-
vidade bicldgica, parecem ser os grandes fatores determinan-
tes do sucesso na induglo de calos de Trifolium spp.

Una wvez induzido, © calo £ subcultivado re-
gularmente sobre o mesmo meico basal utilizado na indugio ou
sobre um meio de indugloc modificado onde © balango entre

auxina e citocinina pode  ser diminuide ou aumentado
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A regenseragio de plantas a partir de culturas
de calos ocorre via organogénese ou embriogénese somatica;
esta Ultima € induzida em meio contendo 2,4-D (PHILLIPS &
COLLINS, 1872, 1984, PARROT & COLLINES, 1883).

Subcultivos de calos apds a iniciagio de bro-
tos ou embridides fazem-se necessarios para a obtengico em
primeiro lugar do alongamentoc de brotos =, subseguentemente
do enraizamento dos protos alongados. O alongamento dos
brotes & promovido por altos valores na relagdo citocininas
auxina 2 © snraizamento, por altos niveis de auxina gque nao
o 2,4~-D, ou em meio basal livre de horménios e com concen-—
tragdes de sals minerais reduzidas (PHILLIPS & COLLINS,
1884 ; WILLIAMS et alii, 13802,

WEBB et alii (182887) estudando a morfogénese in
vitre no género Trifoliuwm, inocularam explantes oriundos de
plantulas de 72 espécies sobre os meios basais MS = Bs,
suplementados com 3% de sacarose, 0,8 mgs/l de NAA = 0,8 mg-rl
de BAP. Explantes de 32 espécies formaram apenas calos sob
estas condi¢des, no entanto, explantes das 40 espécies res-—
tantes foram capazes de formar brotos ersou raizes. 0s dados
indicam que mais estudos como estes sS3o necessarios para se
detectar neste género, materiais com capacidade de regenera-—
3o em condigdes simplificadas de cultivo.

Calos de Lotus corniculatus sioco usualmente
induzidos £ mantidos sobre o meio basal Bs suplementado com

1 mgrsl de 2,4-D, em temperaturas ao redor de 2Z5°0, =sob
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fotoperiodo de 18Bh luz- 8h sesscuro, e intensidades luminosas
variando entre 100~EOOHEfm2/S CSWANSON et glii, 12200,

Os calos induzidos sob estas condigcdes apre-—
sentam grande diversidade sntre e dentro cultivares no ques
diz respeito a cor, taxa de crescimento & textura, podendo
manter o potencial morfogengtico por varios anos em cultura
CMARIOTTII et alii, 18984D.

A regeneracio € facilmente obtida e ocorre via
embriogénese somatica ou organogéness; devido a grande
influéncia exercida pelo gendtipo sobre a responsividade in
vitro aliada ac fato desta espécie ter uma variabilidade
genética extremamente ampla, a otimizaclio das condigdes da
cultura dever8c ser feitas para gendtipos especificos
CSWANSON et olii, 19800,

fegundo SATOR (12802, os meios basais wutili-
zados na indugio de calos no género Lupinus {(iremogod sio
Ls, Bs 2 MS, os guais devem ser suplementados com auxina,
preferencialmente 2,4-D se o objetivo for © calo em si mes—
mo, ou NAA, se a regeneragdo de plantas € o obhjetive finaljg
a lndugio se did no escuro, em temperaturas ao redor de 25°C,
A regeneracgio neste géneroc ocorre via de regra por organogé-—
nese indireta, e pressupde, a subcultura dos calos induzidos
em um meio proprio para regeneracio, no gual, a reslacio
citocininasauxina deve ser alta; a fonte de citocinina mais
efetiva parece ser o BAP; o enraizamento se di no melo de
regeneraciao livre de citocinina. A redugdo nas concentragoes

dos componentes do meio basal também melhora o esnraizamento



in vitro (SATOR, 1985,

A indugidco de calos no género Stvlosanthes
ocorre em meio MSE suplementado com auxina =2 citocinina
conjuntamente (MEIJER, 1382; MEIJER & SZABADDOS, 13100,

A utilizaclo no meio de indugic de calo dos
regul adores 2,4-D ou NAA & BAP ou KIN, os mais sfetivos para
este ggénero, favorecem nioc apenas o crescimento do calo,
como também a diferenciagio de gemas s-/ou brotos e raizes,
demonstrando gque nesta fase da cultura os primeiros eventos
para a regeneragaco ja tiveram inicio (SCOWCROFT & ADAMSON,
1878; MROGIMSKI % KARTHA, 18981i;: MEIJER & BROUGHTON, 1981;
MEIJER, 13882; GODWIN et alit, 138B7Va,bd,

A resposta morfogendtica pode ser contreolada
pelo kbalango de reguladoress de crescimento no meio de
cultive., Quando o objetivo & a obtencio de calos com gemas
caulinares, o wvalor do balango auxinascitocinina deve ser
baixo; para a manutengio de calos indiferenciados médio, em
torno de 1; e para a rizogénese, © balango deve ser alto
CMROGINSKI &% KARTHA, 1881, GODWIN ef alii, 18987a; MEIJER &
SZABADOS, 12200,

Estas respostas =30 vialidas guando os calos
s3c cultivados na luz, comumente em fotoperiodo de 18h
luz-8h escuro; se a indugio = manutengio ocorrer ©m escuro
continueo, a diferenciagio € rara = apenas rizogénese sera
abtida C(MEIJER & BROUGHTON, 18981; MEIJER, 13282; PEREIRA-NETO

et aqlii, 13987D.
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A wvariabilidade fenotipica de calos cultiva-
dos na luz € grande, mas assim como no género FTrifelium spp,
& possivel obter uma maior homogeneidade através de mani-—
pulacdes nos reguladores de crescimento UMROGINSKI 2% KAR-
THA, 1981 ; MEIJER, 1382; GODWIN et alii, 13287bD.

As temperaturas sob as gquais as culturas de
calos sAe induzidas © mantidas variam entre 22 a 28BC (MEI-

JER, 138412,

Como verificado @m alfafa, o género
Styvlosanthes também reguer uma sequéncia de meios e estimu-
los promovidos pelas substincias reguladoras de crescimento
para gue a regeneragio de plantas inteiras ocorra C(MROGINSKI
& KARTHA, 1881 ; GODWIN ot alii, 198B7a0.

A organogénese de brotos € obtida em sequén-—
cia a indugido de calos, em um meic contendo os mesmos re-
guladores de crescimento usados na fase anterior, porém, com
um aumento na proporgio de citocinina em relacio a auxina ou
omissao total da fonte de auxina do meio de cultivo. Enguan-—
to a citocinina, particularmente BAP, claramente promove a
organcogénese de brotos, a auxina inibe—a e estimula a produ-
gd0 de raiz (MEIJER & SZABADOZ, 19200,

Em §. guiagnensis, duas semanas apdés a trans-
feréncia de calos induzidos para © meico de regeneragio no
caso de sxplantes hipocotiledonares o trés semanas no caso
de explantes foliares, ja € possivel observar a regensracio

de numeroasos brotos (MEIJER & BROUGHTON, 18812,
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A transferéncia de brotos regenerados para
meio MS com concentracdes de sais, vitaminas e sacarose re-
duzidas a metade ou a um gquarto & sem reguladores de cresci-
mento propicia o alongamento 2 enraizamento dos brotos rege-—
nerados; © enralzamento pode ainda ser melhoradoe com a adi-—
cl3o de IBA ao melio basal reduzido (MEIJER & SZARADOS, 18802,

Culturas de calos de varias espécies de Sty-
losanthes sioc capazes de mantesr seu potencial morfogendtico
por longos periodos (SCOWCROFT & ADAMSON, 18278; MEIJER,
1884; Mroginskil & Kartha, citados por MEIJER & SZABADOS,
12203,

Em 5. guiagnensis, culturas de calos podem se
tornar auxina—autotrdéficas depois de um prolongade periodo
de cultivo in witro, na presenca de luz; linhagens com esta
caracteristica apresentam capacidade regenerativa reduzida
CMEIJER, 132843,

De modo geral, as concentrages dos regula-
dores de crescimenteo utilizados variam entre 0 a 2,0 mgsl de
acorde com a natureza quimica dos fitorreguladores e a etapa
do procedimento (indugio de calos, regeneragio de brotos ou
enraizamento de brotos regenerados). Altas fregquéncias de
regeneracdo de brotos foram obtidas em meico de regeneragio
suplementado apenas com 1,0 mgsl de BAF, nas espécies S
gutanensis (MREOGINSKI & KARTHA, 1881; MEIYER % BROUGHTON,
18810 = 5. humilis (MEIJER, 18B2) ou 2,0 mg-l de BAP, nas
espécies 5. scabra (GODWIN et alit, 18987bh) e S. guianensis

C{GODWIN et alit. 1887ad.
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A espécie S guianensis parece ter potencial
de regeneracgio de brotos a muitos valores da relacdo auxinas
citocinina (MEIJER % BROUGHTON, 1981; MROGINSKI & KARTHA,
1881 ; Mei jer, citado por MEIJER, 182D,

Estudos tém mostradeo a interacio existente en—
tre a forma e a concentracdo dos reguladores de crescimento
e os genotipos testados C(GODWIN et alii, 1987a,b2.

Flantulas regeneradas podem ser transferidas
para © solo com taxas de sobrevivéncia de 50 a 70%; recomen-—
da-se a manutenc¢iao destas =m temperaturas entre 28 a 20°C e

alta wumidade relativa durante o periodo de transico in

vitro para in vive (MEIJER, 13984D).,

2. 2.2, Avancos da cultura de tecidos no género Sty-

losanthes

As técnicas da cultura de tecidos podem ter as
seguintes aplicagbes praticas em programas de melhoramento
no género Stylosanthes:

1. cobtencio de hibridos somdticos entre sspécies se-

xual mente incompativeis;

Py

2. obtengio de plantas transgénicas, isto €, plantas
com genes exdgenos, codificadores de caracteres agrondmicos
dese javels, inseridos em seus genomas.

2, obtencio de variantes somaclonais, com variabili-
dade genética desejivel do ponto de vista agrondmico;

4. clonagem de gendtipos selecionados;
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5. rapida produgico de linhas homozigotas facilitando
2 acelerando a obtencio de hibridos;

5. resgate de embrides obtidos do cruzamento entre
espécies parcialmente compativeis do ponto de vista sexual.

De um modo geral, estas aplicagdes para se
tornarem wviavels, dependem em maior ou menor grau do desen-—
volvimento da tecnologia da cultura de protoplastos; esta &,
portanto, a grande prioridade das pesgquisas no campo da cul —
tura de tecidos em Styiesanthes (MEIJER & SZABADOS, 13100.

O primeiro relato de sucesso na regeneragio de
plantas a partir de protoplastos, isolados de suspenstes
celulares de S, guignensis, foi feite por MEIJER & STEIN-
BISS em 1983, porém a eficiéncia de plantas regensradas em
relagdo ac numero de protoplastos cultivados inicialmente,
foi baixa.

Trés anos depois, novo relato de sucesso na
obtengic de regenerantes a partir da cultura de protoplastos
ocorre na espécie S. gutanensis (SZARADOS & ROCA, 1988); os
protoplastos neste estudo foram isclados de suspensbes
celulares © mesofileo foliar. De acordoe com o©os autores, a
eficiéncia alcangada na regeneragio foi similar ou pouco
superior agquela observada por Meljer & Steinbiss, ante-
riormente.

VIEIRA et alii (19300 relatam, entico, a rege-
neracio ode plantas a partir de protoplastos isclados de
cotilédones de plantulas germinadas in vitro nas espécies S.

guianensts {(cultivares Bandeirante e IRI-1022), S, macroce-
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phala & 5. scabrao. Este estudo representa um avango om rela-
A0 aos anteriores nic apenas por ter aperfeigoado alguns
aspectos relativos ao meio de cultura, reguladores de
crescimento & técnicas de cultivo, o que se refletiu em um
aumento na eficiéncia de regeneracio, mas também por ter
demonstrado a wviabilidade de regeneracioc de plantas a partir
de protoplastos em outras espécies do género.

No entanto, ha muito a ser avancado na tecno-
logia de protoplastos neste género, pois, somente quando a
fusio de protoplastos e a consequente regeneracio de plantas
for possivel €& gque a hibridizacio somatica poderd se con-

cretizar (MEIJER & SZABADOS, 1280D.

A obtengio de plantas itransformadas genetica-—
mente £ também altamente dependents de protocolos otimizados
para culturas de protoplastos. Entretanto, a abordagem que
vem sendo aplicada na obtengico de plantas gesneticamente en-
genheiradas no género Stylosanthes nio utiliza protoplastos,
e sim, o co-cultivo de peguenos fragmentos de folhas e cau-
les com linhagens de Adgrebacterium tumefaciens e A,
rhizogenes (MANNERS, 189B7, 1388; MANNERS & WAY, 1388%0.

Em estudos envol vendo as espécies §. guignen—
sis, 5. humilis = &, hamaoto ficou demonstradeo gus o género
Stylosanthes £ susceptivel a infeccio por A4. tumefaociens
CMANNERS, 18872 & gque plantas transgénicas de 5. humilis po-
dem ser obtidas usando uma linhagem de A, tumefociens desar-

mada & um vetor intermediario integradeo ac T-DNA (MANNERS,

18882, A frequéncia de plantas transformadas utilizando-se
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esta metodologia, no entanto, foi extremamente baixa, apenas
0,3% dos explantes inoculados,

MANNERS & WAY (19830 relatam um sistema de
transformacio e regenseracio na espécie 5. humilis com a uti-
lizagao da bactéria 4. rhizogenes, a gual, induz a formagio
de raizes no explante e concomitantemente a transformagio
destas, em uma frequéncia de B8%., Brotos transformados =
regenerados a partir destas ralizes s3oc obtidos em uma
frequéncia de 23%. Tal método mostrou-se mais eficiente do
que © relatado anteriormente.

Embora os dados s=ejam promissores, nao ha in-
dicios de que a curto ou mesme a médio prazo se consiga

plantas transformadas para caracteres agronomicamente dese-

Jjavels.

Varios autores tém relatado a ocorréncia de
variagic somaclonal no género Stylosanthes.

MEIJER (18984) ocbservou consideravel variacio
em relagdo a morfologia e vigor entre plantas regeneradas a
partir de culturas de calocs apdés dois ancos de cultivo, na
especie §. guitanensis. Estes regensrantes apresentaram anor-—
malidades no tamanho e forma das folhas, espessura do caule,
comprimentce do internd, aparente auséncia de domindncia
apical em combinag3o com a formaglio excessiva de brotos
laterais. Tais anormalidades persistiram guando as plantas
que as apresentavam foram propagadas por estaguias. Nenhuma
avaliag3o acerca da base genética ou da transmissio sexual

destas variagdes fol realizada.
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GODWIN ot giii (18987a) relatam um estudo sobre
a herdabilidade e base genética da wvariagiao somaclonal en-—
velvendo a espécie S, gutanensis. Foli verificado através
deste esstude gque, grande parte da wvariag3o gerada pela
cultura de calos n3c foi evidente na geracio SC1 devido a
sua natureza recessiva; a geracio SCz permitiu uma avaliaglo
mais confiavel do fendmenc. A& base genética da wvariacgio
pareceu ser mendeliana simples cujo efeito fol a geracio de
isclinhas diferindo e&m um carater, a partir dos tipos
parentais. Estes mesmos autores, ainda =m 1887(b), relatam
variagdes quanto a fertilidade = morfologia em estudos
preliminares com regenerantes SC1 de &, scabra.

Exceto as diferengas no florescimento, as va-
riagdes tiveram pouco ou nenhum valor agronfmico,

Posteriormente, novo relato de variacio foi
feito para a espécie S. guianensis (MILES et alii, 1383). De
acordo com os autores, © maior efeito da cultura de calos
observado, fol a indugic de wvariantes tetrapldéides., Os te-—
trapldides diferiram fenotipicamentes dos dipldides além de
apresentarem uma menor produgic de semente. A observacio
feita anteriormente por GODWIN et alii {1287a) em relacgio ao
fato da geragldo Sz ser mais adequada a avaliagaoc da
variacio cbservada, confirma-se neste estudo.

Assim como ja verificado em outros estudos, as
variacdes obtidas tiveram pouco valor ou foram negativas do
ponto de vista agrondmico - paixa produgic de sementes,

maior susceptibilidade a antracnose gquando comparada com ©
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cantreole, =2tc. —~ levando os autores a concluir gue, a varia-—-
cAo somaclonal poderd ser tutil ao melhoramento da espécie S,
sgutanensis soments onde a geragio desta variagdo puder estar
ligada a mecanismos de selegio altamente eficientes.

Esta conclusio sera provavelmente aplicavel a
gqual gquer espécie do género Stylosanthes onde se queira ex-—
plorar a variacgioc somaclonal.

A obtengio de linhas homozigotas =-/ou resgate
de embrides através da cultura de tecidos, talvez sejam os
eventos gue mais demorem a ocorrer no género Stylosoanthes
visto nio existir ate o momento, nenhum relato de cultura de
anteras, micrédsporos, dvulos ou embrides para o mnesmo
{MEI JER & SZABADOS, 19202,

A facilidade na manipulagdo £ a responsivi-
dade in witro observadas em relacio ac género Styvlosanthes,
nidc apenas contribuem para o alcance dos objstivos relacio-
nados com © melhoramento desta cultura, come também, o torna
um sistema modelo para estudos basicos no campo do desen-—

volvimento e diferenciagiao de plantas.

2.2.3. Estudos cito-histoldgicos da morfogénese 1in

witro

A célula vegetal, mesmo matura e diferenciada
& capaz de regredir a um estiagio meristematico desde qgue
apresente sistema de membranazs & ndcleo wviadveis; a este

fendtmeno da-se o nome de desdiferenciacioco (BHOJIJWANI & RAZ-
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DaN, 1283).

Ho contesxto da cultura de tecidos, o fendo—
meno da desdiferenciacgido pode levar a formagio de uma massa
e células parenquimaticas., altamente desorganizada e pro-
liferada, denominada calco (DODDE & ROBERTS, 18983%) o qual,
posteriormente pode ser induzido a rediferenciar-se, isto &,
a formar celulas sspecializadas, tecidos e drgios de noveo
CBURGESS, 13880,

Assim, a caracteristica mais importante de um
calo do ponto de vista funcicnal € gue, embora represente
uma proliferacic anormal de células, =le tem ©o potencial
para desenvolver raizes, brotos e embridides normais, os
quais por sua vez, podem originar plantas inteiras (DPODDS &
ROBERTES, 12880,

0 calo & portanto um sistema gue serve nio
apenas para a exploragio de produtos = propagacio de plan-—
tas, como também para estudos de desenvolvimento & dife-—
renciagico destas.

As caracteristicas gerais de crescimentc de um
calc envolve una complexa relacio entre o material bot3nico
usado como explante 2 as condicgdes gquimicas & fisicas da

cultura (THORPE, 13802,

O principal fator responsavel pela iniciagio e
estabelecimente de um cale & a acentuada mudanga no am—
biente quimico dos constituintes celulares, mnudanga esta

promovida por injirias mec3nicas (ferimentos) esouy adicio de

substancias estimuladoras de crescimenteo, as gquais, deses-
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truturam a organizagao celular CYEOMAN & FORCHE, 13802,

Do ponto de vista anatdmico, a sequéncia do
desenvolvimento de wum calo levando a formagico de brotos,
organogénese de parte aérea, tem sido estudada de modo bas-—
tante completo em seus aspectos particulares e gerais em
calos de tabaco (THORPE & MURASHIGE, 1870; ROSS et olit,
18732, Maeda & Thorpe, citados por THORPE, 18800,

Em seus estudos snvolvendo calos de tabaco,
THORPE & MURASHIGE (19702 descreveram a composigico celular
tipica deste sistema: celulas parenquimaticas, altamente
vacuoladas, com nicleo o citoplasma inconspicuos =2 ele-
mentos do xilema distribuidos aleatoriamente. Por wvolta do
citaveo dia de cultura, ol relatade por estes autores, o
aparecimento de zonas preferenciais de divisico celular na
massa de células do calo; a partir destas regides, centros
meristematicos ou meristemdides foram originados apds 13
dias de cultura.

O termo meristemdide foi atribuido por Torrey
Ccitado por THORPE &% MURASHIGE, 12702 a massas esféricas
constituidas por células meristematicas pequenas e isodiamé-
tricas. Estas celulas tém citoplasma e nidcleo densos e parede
celular fina; © nicleco ocupa grande parte do citoplasma. A
nivel de microscopia fotdnica estas células parecem nio
vacuol adas.

Ainda segundo THORPE & MURASHIGE C1870>, a
partir destes meristemdides, primérdios = postericormente

brotos, foram formados. Do ponto de vista histogquimico,
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estes autores chamam atengdo para © acimulo de amido nas
celulas da zona preferencial de divis3o noe periodo gue
antecede a formacio dos meristemdides e, propdem gue este
carboidrato deva funcionar como fonte energética para os
processos de diferenciagic e crescimentoe do broto,

Posteriormente ROES et alit (18730 confirmaram
a existéncia de zonas preferenciais de divis3c celular em
calos de tabaco, =2, o desenvolvimento de meristemdides, os
guais, foram sncontrados em diferentes estagios, no periodo
de 8 a 10 dias de cultura.

As fases inicials do desenvolvimentao do broto
foram completadas por volita de 12 dias =, com 14 dias de
cultura, o processo da organogénese havia prosseguido pelo
menos até o estigio de primdrdio ocu entio, brotos ja estavam
formados. O fato de as ceélulas oriundas de zonas preferen-—
cialis de divizaoc manterem—se menores, segundo estes autores,
pode representar um pré-reguisito essencial & formacio de
primérdios caulinares ou radiculares.

0 estudo realizade por estes autores a nivel
de microscopia eletrdnica revelou gue, as células ques formam
os meristemdides apresentam vacuolos, porém, estes s3o
pequencs e se distribuem na periferia celular; s3o c@lulas
tipicamente meristematicas, o gue di subsidios A& ocorréncia
do fendmeno da desdiferenciacgio.

CHLYAH (19742 demonstrou o potencial morfo-
genético de diferentes tecidos excisados de segmentos de

caule de Torenia fournieri. A epiderme juntamente com 1 a 7
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camadas de parenguima subepidérmico, mesmo sem tecido vascu-
lar, apresentam potencial de proliferacic., Calos formaram-
se a partir da camada subepidérmica om contato com o meio de
cultura. Duas a irdés semanas apds o inicio da cultura,
dependendo do numerco de camadas parenquimaticas acompanhando
a epiderme, o primeiro primdrdico de gema foi observado.
Neste estudo, demonstrou—se também a diferenciagio de tra-—
gqueides durante a formag3o de gemas. Divisdes periclinais e
obligquas foram observadas em certos locais do parénquima
subepideérmico. Estas divisdes acentuaram—-se por wvolta do
quarto dia de cultura dando origem a fileiras de c£lulas
afiladas. No sexto dia de cultura e na segquéncia deste,
numerosas celulas formadas por esta regiico nsocambial,
diferenciaram-se em tragueides.

Organogénese sm calos derivados de cotilédo-
nes de Pinus radiata & relatada por PATEL & THORPE (192843,
Neste processo, meristemdides ou nddulos de diferenciacgio
desenvol veramse entre 10-12 dias na superficie do cotilédo-
ne, em contato com o meio de cultura;, por volta de 21 dias,
primérdios de gema foram detectados. Segundo estes autores,
mesmo entre as células da epiderme e camadas da subepiderme
em contato com © meico de cultura, provavelmente apenas algu-
mas poucas células—alvo sd30 sensivelis ao estimulo das subs-—
tancias reguladoras de crescimento. Isto estia de acordo com
os niveis de blogqueios listados por HALPERIN (1888) para
explicar © comportamento recalcitrante de alguns materiais

quanto a regenseracio in vitre e com os requerimentos propos-—



52,
tos por THORPE (12800 para gque uma c2lula vegetal expresse
sua totipoténocia.

FATEL & THORFE <({1884), estabeleceram ainda,
smbasados em seu sistema de estudo e em outros, gue a cito-
cinina BAP adicionada na cultura, media uma cadeia espe-—
cifica de sventos nas células—-alveo gue leva A divisio ce-—
lular organizada & subseguentements 2 formacio de brotos.

Ainda em calos originados de cotilédones de
Pinus radiata, VILLALOBOS et glii (1983), verificaram que
astruturas organizadas desenvolvem—se a partir de algumas
poucas células de uma Gnica camada de células subepidérmicas
em contado com o meio de cultura contendo BAP, as gquais,
comegaram a dividir-se periclinalmente apds o terceiro dia
de cultura. As células-filhas por veolta do guinto dia de
cultura dividiram-se anticlinalmente e formaram um aglome-
rado de B8-8 células. Este aglomerado celular foi denominado
pelos autores de promeristemdides. Os promeristemdides deram
origem acs meristemdides por volta do décimo dia de cultura.

Assim como a formagio de meristemdides, o acd-
mulo @ a utilizag3o de amido durante a organcg@nese in wvitro
parece ser um fendmenco de ogorréncia geral (THORPE &
MURASHIGE, 1270; ROSS et aqlii, 19732; THORFE, 12801,

O fato de estruturas organizadas surgirem na
superficie em contato com © meico revela gue esta posigio
deva ser influenciada pelos gradientes fisioldgicos dos
constituintes do meic de cultura (Ross & Thorpe, citados por

ROSE et alii, 19732; VILLALOBOS et olii, 188DD.
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Além de citocininas, o gas stileno também pa-
rece desempenhar importante papel na organogénese de brotos.

HUXTER et alii (18812 trabalhando com seg-—
mentos de caule de ftabaco, wverificaram o aparecimento de
zonas preferenciais de divis3o celular na porgio inferior do
explante em proliferacioc em contato com © meio de cultura,
por volta do sétimo dia de cultivo: estas regides, no en-
tanto, naoc foram detectadas antes do guinto dia de cultu-
ra, periodo gue coincide com uma acido inibitdria das taxas
endégenas = exbdgenas do etileno sobre o processo organo-
gendtico. Meristemdides surgiram nas zonas preferenciais de
divisido, por volta do nono dia de cultive., O tecido tor-
nou-se nodular, com o primérdio do broto comegando a emergir
entre os dias 8-10, porém mais comumente aos 12 dias. O
processo ndo se mostrou sincrdénico, como verificado prévia-
mente por ROSS 2t aliti (1873), pois todos os estigios de de-—
senvelvimento do meristemdide & primérdic podem ser sncon-—
trados no mesmo calo no periodo de B-14 dias. Este segundo
periodo do processo da organogénese sstaria correlacionado
com © aumento nas taxas enddgenas =/0u exdgenas de etileno.

MONACELLI ef olii (1888) realizaram um es-—
tudo acerca do padrio de desenvolvimento dos brotos em calos
derivados de cotilédones de tomate onde discutem as impli-
cages que a génese multicelular de brotos pode ter para os
programas de melhoramento genético envol vendo plantas rege-

neradas a partir do cultivo in wvitro.
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Foi wverificado neste estudo gque as primeiras
divistes celulares levando a desdiferenciacio = crescimento
do calo ocorrem no parénquima do fleoema das nervuras prin-
cipal e =ecundarias de materiais com 3 dias de cultura in
witro,

Entre 3 e B dias de cultura, o parénguima
abaxial do floema, paréngquima do xilema e as células do pe-
ricicle das nervuras principal e secundarias entram em di-
vis3c. Neste periodo, o crescimento do cale comega a romper
o padr3c estrutural dos feixes pela separacic dos slementos
vasculares. Nos dias gue se seguem, corddes neocambiais
ligam o© xilema das nervuras principal e secundarias &
superficie do calo. Estes corddes neocambiais diferenciam
ainda traqueides de transfus3ec ou ligam—se aos centros
meristemdticos superficiais.

No terceiro dia de cultura, divisdes celulares
também foram observadas na epiderme superior e em algumas
células do parénguima paligadico levande a formagido de
pequenos grupos meristemidticos; no entanto, niao se detectou
domos ou brotos cuja origem tenha se dado a partir destes
grupos meristematicos.

A diferenciagioc de brotos ocorreu assincro-
nicamente, tendo inicio no gquinto dia de cultura com a di-
visio de umas poucas celulas de um cordio neocambial dife-
renciade no interior da regifc superficial do calo, A di-
vis3c de grupos de £ a 4 destas células iniciais, levaram a

formag3oc de zonas de intensa atividade meristematica a par-
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tir das guais, nac apenas brotos, mas também pélos glandu-
lares diferenciaram—-se.

Os brotos foram formados pelo desenvolvimento
de um domo vegetativo;, as celulas externas de cada domo
dividiram-ses anticlinalmentes produzindo uma camada celular
que se constitue na tidnica do futuro apice. Os meristemas
com tdnica nem sempre foram superficiais, =m alguns casos,
eles estavam inseridos na massa celular do calo. Domos podem
ser considerados sistemas heterogénsos cujas areas possuem
potencialidades ontogenéticas especificas gque s3o expressas
na formagao de caule o produgio de folhas.

Embora as condigdes da cultura n3c tenham fa-
vorecidoe © processo de rizogénese, MONACELLI ef alii (13882
relatam a ocorréncia esporadica de raizes no calo cotiledo-
nar durante a primeira semana de cultivo.

Anidlises histoldgicas mostraram gque as rai-
zes emergem dos calos na regific da nervura central. As
primeiras divisSes levando a formacgio do meristema radicu-
lar, ocorreram em celulas do parénquima abaxial do floema.

Resultados similares foram obtidos por Cole-—
man % Greyson (citados por MONACELLI ef olii, 1388) para o
desenvolvimento de raizes em explantes foliares de tomate.

Os autores concluem ao final deste estudo gque
os brotos n3o tém origem unicelular, o que estia de acordo
com varias linhas de evidéncia sobre a origem multicelular

de brotos adventicios criginados in vitro (D’ AMATO, 18885,
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Al nda de acordo com MONACELLI ¢ alii (18BB) a

origem multicelular dos brotos, pode levar ac gquimerismo na

primeira geracio de plantas regeneradas caso ocorra mutacgio
em algumas destas cdlulas. No entanto, os relatos de ocor-
réncia de guimerisme em tomate s3c raros, o que € explicado
pelo pequeno nimero de células gue iniciam a formagio do
broto. As mutacdes ocarridas no inicio do desenvelvimento
deste, atingiri a todas as cflulas iniciais, dando origem
entic a mutantes sdlidos.

BROWN & THORPE (18988) reunindo dados de varios
estudos afirmam conclusivamente gque, os ceniros meristemati-
cos ou meristemdides podem aparentemente ser formados de uma
ou varias células; no entanto, em todos oz casos, uma ativi-
dade localizada de divis3o celular levando a organizagdo dos
mesmos se faz presente e portanto, esta deve ser a via
histoldgica geral da formacio do primdrdio caulinar.

A maioria dos estudos de diferenciacgioc em cul -
tura, referem-se nio apenas a organogénese mas também, a
pspecializacio de determinados tipos celulares.

A especializacio de células., a gqual representa
um evento basico do desenvolvimento em eucariotos, € defi-
nida como citeodiferenciagio. Em plantas supericores, um dos
sistemas mais eficientes para se estudar a citodiferencia-
gAo, do ponto de vista citoldgico o genético, € a formagio
de células semelhantes acs elementos do tragqueais a partir

de celulas parenguimidticas (FUKUDA & KOMAMINE, 19852,
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Os slementos tragueails, termo gsral usado para
designar celulas condutoras constituintes do xilema, apre-
sentam as seguintes vantagens para os estudos de citodife-—
renciaclo: facil identificagico e quantificag¢deo, pois o
sspessamento da parede secundaria em padrdées determinados,
anular, espiral, reticulado ou pontuado € facilmente iden-
tificavel a nivel de microscopia fotdnica; os compostos qui-
micos requeridos para a indugio dos mesmos siao reslativamente
simples e, apresentam uma sequ@ncia bastante clara de alte-
racgdes duranie sua diferenciacic (DODDE & ROBERTS, 198%5),

InGmeros fatores, tais como fitorreguladores,
nutrientes, luz, estiagio de desenvolvimento do explante e
idade da cultura, podem influir no grau de ocorrencia e di-
ferenciagio dos elementos tragueais (BHOIWANI & RAZDAN,

1283; DIXON, 12895

»
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3o gue permanece a respeito da
citodiferenciacio de eslementos tragqueais £© se a divisao
celular & um pré-reguisito ou n3c para a sua cocorréncia.

Muitos estudos abordando esta guestic compro-
varam a necessidade de divis3o celular para que eslementos
tragueais fossem difersnciados (BORNMAN et alii, 1877
Torrey % Fosket, citados por BHOJIWANI & RAZDAN, 1983;Dodds,
citado por DODDS & ROBERTS, 13852,

No entanto, dados mais recentes envol vendo di-
ferentes sistemas mostram <claramente gue, nem sempre a
divisio celular & um pré-requisito para a diferenciac¢i3o de

elementos tragueais (FUKUDA & KOMAMINME, 12895,
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Os sistemas em estudo tém demonstradeo gque
celulas parenguimdticas quiescentes guando estimuladas,
podem sofrer uma reprogramacico gue as levem a Lransdife-—
renciar—-se, isto €., a diferenciar-se diretamente em um novo
tipo celular, no caso, em =2lementos tragueais. Ferimentos
mecinicos, reguladores de crescimente como auxina, citoci-
nina e etileno, calcio, seriam alguns dos fatores a servir
de estimulo para gue estas células parengquimaticas sofres-
sem transdiferenciacio (SUGIYAMA & KOMAMINE, 18%0D).

A nivel de sintese de DNA, FUKUDA & KOMAMINE
{1983) estabelecem a hipdtese de gue uma pequena gquantidade
de DMA independentemente da replicagic do genoma na fase S
do ciclo celular, deva ser imprescindivel a transdiferen-—
ciacao.

E fato bem conhecido que a constituigio estru-
tural £ os diferentes graus de diferenciagio celular de um
calo ir3c determinar sua morfologia externa. Assim, as
variagdes ocbservadas quanto a textura, peso etc., refletem
um maior ou menor numero de centros meristematicos crganiza-
dos., nddulos, céelulas diferenciadas, bem como o arranjo ou
acondicionamento destas células no calo (KRAUS et alit,
1985; WILLIAMS et alii, 139300,

Na andlise do padrio estrutural do calo, tor-
na-se fundamental © conhecimento da estrutura anatdmica do
expl ante.

O dUnico relato da anatomia foliar de S. guia-

nensis var. canescens, cujas folhas s3o do tipo composto-
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—trifoliada, foi realizado por D’ASSUMPCAD C19Q78), o gual
fornece a seguinte caracterizacio deste drgio:

a2 epiderme adaxial: “c£lulas epidérmicas de paredes
lisas; estématos encontrados isoladamente; pélos simples

enormes ',

b)) epiderme adaxial: “celulas epidérmicas de paredes
lisas; eostdomatos sncontrados em grupos de 2 a 5; pelos

simples em maior gquantidade';

) lamina foliar: “paréngquima paligadico formade por
uma camada de céelulas muito alongadas; parénguima lacunoso
formade por £ a 3 camadas de células; hipoderme bem desen-—
volvida; epiderme abaxial papilosa‘;

d) nervura média: “epiderme unisseriada, com trico-
mas; hipoderme; auséncia de wun paréngquima definido, uma
grande faixa esclerenguimatosa envol vendo o tecido vascular:

parénguima medular com alguma clorofila‘.



3., HMATERIAL E METODOS

32.1. Material Botanico

Utilizou—se no presente trabalho, o Stvlosan—
thes guianensis CAubl.D> Sw. wvar. conescens Ferr. e {losta,
cultivar IRI 1022, cujas sementes foram cedidas pelo Dr. Nu-
no Maria Sousa Costa, da EPAMIG = pelo Instituto de Pes-—

gquisas IRI.

2. 2. Hétodos

3.2.1. Obtencio de explantes

As sementes, foram inicialmente escarificadas,
atraves da imers3c em HzS04 concentrado por 5 minutos, sob
agitagio; em seguida, enxaguadas em Agua corrente & secas em
papel toalha.

Apds a esscarificagido, as sementes foram este-—
rilizadas em cimara de fluxo laminar.

O processo de esterilizaclco consistiu em sub-
meter as sementes a stanol 70% por 40 segundos & em seguida
a NadCl 2% por 10 minutos e, =ntio, snxaguid-las itrés vezes

em agua destilada esterilizada.
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Apds a retirada do sxcesso de agua com papel

filtro ou toalha, esterilizados, as sementes em grupos de S

a B foram colocadas em frascos medindo 5,0x10,0 om {(Figura

1A os qualis, continham individualmente 2Z0 ml de meio para

germinagio.

Figura 1. Frascos de cultura utilizados nas diferentes e=ta-

pas do processo de regeneragio de plantas in witro,
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QO meic para germinacic fol preparado a partir

de uma solucio nutritiva contendo =ais de meio basal MS

CMURASHIGE & SKOOG, 18822 com concentracdes reduzidas a

metade e 1,5% Cpr/v2 de sacarcse. Uma vez ajustado o pH desta

solugldo para 959,82 & 0,1 adicionou-se a mesma 0,7% (pr/vd de

. - DI . . = . - p "
Agar SEALGAS . O meio fol entac distribuido nos frascos de

cultura = autoclavado a 1200 = 1,0 atm por 20 minutos,

Oz frascos inoculados com sementes foram ve-

@

dados com filme transparente de PVC ROLOPAC = mantidos em
condig¢cdes de temperatura entre 25 a E28°(, fotopericdo de 18
horas luz, intensidade luminosa média de 1384 lux, ou
aproximadamente 24,54 uEm ‘sec © CCROOKSTON et alii, 19752
provenientes de lampadas flucorescentes Branca Fria {(Sylva-
nia, 83 W),

Decorridos 30 a 3% dias da data da semeadura
in wvitro, as plantulas oriundas da germinagio foram utiliza-
das como fonte doadora de explantes.

Com o auxilio de wum bisturi, as regides cen-—
trais dos foliclos da segunda & terceira folhas sofreram
dois cortes perpendiculares aoc seu maior eixo (Figura 22
dando crigem a explantes de aproximadamente 16,0 mm?

Cada plantula forneceu de B a 12 explantes fo-

liares, de acordo com o experimento,



Figura 2. Aspecto geral da planta de Styvilosanthes guianensis

cv IRI 1022 germinada in vitro = detalhe do folio-

lo usado na obtengldo de explante (setad para a

indugac de calo.

3.2.2. Estabelecimento de culturas de calo, regene-

racdo e aclimatacio de plantas

Conforme apresentado na Revisio, os dados da
literatura mostram como um todo a =ficidncia do meio MS

suplementado com auxinas s /ou citocininas sintéticas, em

promover a indugio & manutengiao de culturas de calos, bem

como, a regeneragio de brotos no género Styviosanthes e em

particular, na especie 5. guiagnensis.
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Com base nos dados da literatura, em informa-—

. . 1 . .
ches relatada Ferreira & de acordo com oz objetivos

il
T
a
=

propostos por este estudo, inicialmente {foram conduzidos
experimentos visando conhecer o comportamento morfogengtico
do material em estudo sob diferentes concentracdes de fitor-

regul adores.

2.2.2.1, Estabelecimento de culturas de calo

O meio bhasal utilizado nesta stapa experi-
mental & nas seguintes foi o MS, como descrito originalmente

por MURASHIGE & SKOOG (12B82D:

a2 Macronutrientes Cmg~12
NHaMNOs 1880,0
KNO= 1200, &
Callz. 2Hz0 240,00
MgSQOa. THzO 370,00
KHzPO4 170.0
Naz EDTA 37,28
FelSQas, 7HzO 27,88
FERREIRA, M.E. pioplanta Tecneleogia de Plantas Lida., Pauliniar,

Anotacdes, 1987.
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b) Micronutrisntes {mg-1D
MnSQa. 4HzO =2z, 30
ZnSQa . 4Hz2O 2,80
HaBOs 5,20
KI 0,83
NazMoQa, 2H20 0,28
Cu304. BHzO 0,028
CoCl 2. B8HzO 0,028

<3 Vitaminas Cmg-12
glicina =,0
Acido nicotinico 0.5
piridoxina o,5
tiamina 0,1

Sacarose 20 gl

O meio basal foi suplementado com os regula-

dores de crescimento NAA e BAP nas seguintes concentracdes:

BAP\ Cmgf‘?) 0,0 ©.,1 ©,4 1,0 2,0
{mg-12
0,0
0,1
0,4
1,0
2,0

Apds suplementacico da solugio nutriente com

reguladores de crescimento, ajustou-se o pH para 5,8 * 0,1 e
o . - - ® .

acrescentou-se 0,7% {(pr/v) de adgar SEALGAS . O tipo de fras-—

co, © volume de meio distribuido por frasco & as condigdes

de autoclavagem dos meios foram as mesmas descritas no item
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A incoculagl3c dos explantes ocorreu dentro de
um delineamento estatistico inteiramente casualizado. Foram
colocados B explantes por frasco - correspondendo a parcela
experimental - © frascos {(repetigdes)d por meio, totalizando
20 explantes por tratamento. Cada plantula oriunda de semen—
te & posteriorments usada como explante, foli considerada um
gendti po.

As culturas de calo a partir de explantes
foliares, foram induzidas = mantidas em condigdes de tempe-—
ratura entre 25 a 28-°{, fotoperiodeo de 18 horas luz, inten—

sidade de radiag3o luminosa média de 1800 lux ou aproximada-—

mente 28,328 NE m ? sect provenisnte de lampadas {lucrescen—
tes Branca Fria (Sylwvania, 85 W),

A indugio e subsequente crescimento de calos,
foram avaliados 30 dias apds a inoculacido dos explantes.

Esta avaliagio consistiu em:
a) pesagem de calo {(peso fresco em gramal;

b)) contagem aproximada do ndmero de gemas e ou bro-

tos regenerados {(n® G/B> com respectiva atribuigio de notas;

NOmero de gemas e-ou

brotos-calo Neta

O O
i -8 1
5 - 10 =
11 - 19 =2
i6 - 20 4
+ 20 =
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c> atribuigio de nota a cor do calo:

.12 Cultivo na luz c.22 Cultivoe no escuro

{“or Nota Cor Nota

verde esbranguigado 1 branco

verds claro = creme =
verde médio 2

verds amarelado 4

verde amarronzado 5

marrom =]

42 atribuigdo de nota a textura do calo:

Textura Nota

friavel 1
intermedidria 2
compacta 3

Nestas avaliagbes, rizogénese, foi considerada
um aspecto negativo; explantes gue apresentaram este tipo de
resposta exclusivamente foram avaliados gquanto a intensidade
{+) de raizes formadas =, as concentragdes de fitorregulado-
res que as promoveu, foram descartadas para avaliagdes pos-—
teriocres,

Este procedimento baseocu-se no fato de que, a
indugdo de brotos em calos com raiz mostra-se dificil, sende

mais pratico portanto, a indugdo de raizes em partes adéreas
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regeneradas, do gue o contrario (MURASHIGE, 1974>2.

An final desta primeira etapa foram seleciona-
dos © meios, os gquais, se mostraram satisfatdrios a2 inducgio
2 crescimento de calos:

- Meio 1: MS + 1,0 mg-/l Naa + 0,1 mg-rl BAP

- Meio 2 MS + 1,0 mg-l NAA + 0,4 mg”sl BAP

- Meic MS + 2,0 mg-sl NAAa + 0,1 mgs1l BAP

- Meic 4: MS + 2,0 mg~-)l NAA + 0.4 mg-l BAP

- Meio =+ 1,0 mgol NAA + 2,0 mg-ol BAP

A partir desta selec¢io dois encaminhamentos
foram adotados, dando prosseguimento ac estudo:

I - Conduglo daqueles calos induzidos em meios
sslecionados nra stapa precedente visando a regeneragic,
alongamento & enraizamento de partes aéreas in wvitre, bem
como a aclimatagldo de plantas inteiras regeneradas.

II - Estabelecimento de novas culturas de ca-
los em meios selecionados a partir deste trabalho s/cu de
dados da literatura, wvisando uma analise mais abrangente do

processo de indugio de calos em explantes foliares,

2.2.2.2. Regeneracio = aclimatagio de plantas

Em relagic ac encaminhamento I, procedeu-se do
seguints modo:
Segmentos de calos induzidos nos © meios seleciona-

dos na fase inicial do trabalho, foram transferidos para
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meios controle e meios de regeneragio de brotos.

Os meios controles consistiram em meios fres-
cos, cujos sais, fonte de carbono, vitaminas e reguladores
de crescimento foram mantidos em condicdes idénticas aquelas
presentes nos S meios selecionados,

Nos meios de regeneracio avaliados, foram man-—
tidos o©os nuirientes basais do meio MS acrescentando-se as
seguintes concentrages do fitorregulador BAP:

MR1i: MS + 1,0 mg-l RAP

MRz: MS + 2,0 mg-sl BAP
Assim, partes de calos foram transferidas para meios con-—
trole de acordo com o meic de indugico original =, para cada
um dos dois meios de regeneragio.

Os calos em meio controle sofreram repiques a
intervalos médios de 30 a 45 dias e, pdde—-se manté-los, por
até 12 meses ou mais,

Os calos e=m meio para regeneracac sofreram
repigues a cada 30 dias, durante um periodo de B0 dias. A
partir dai, agueles gue mostraram regenseracgico foram manipu-
lados no sentido de se obter plantas inteiras, o gue também
se deu em até 12 meses ou mais.

Cada hroto regenerado e em inicio de alonga-
mento, isto €, com cerca de 2,0 ocm em média, fol isolado do
restante do calo 2 transferido para novo frasco medindeo 2,8
x 8,8 ocm (Figura 1B), contendo 10 ml de meioc MS com as con-—
centracdes de macro e micronutrientes, vitaminas e sacarose,

reduzidas.
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As primeiras transfesréncias realizaram-se em
meio ME reduzido 2 metade o posteriormente a um guarto.

QO regulador de crescimento também teve suas
concentracdes progressivamente diminuidas.

Alongamentos desejaveis da parte aérea rege-
nerada, foram obtidos através da manipulagic destas concen-—
tragdes,

A reducido nas concentragdes dos componentes do
meio nutriente e a retirada do regulador de crescimento
favoreceram também, © enraizamento dos brotos alongadoes. No
entanto, © enraizamento sem indutcores sintéticos mostrou-se
lento & hetlerogéneo na populagio de brotos alongados. Para
incrementar © enralzamento suplementou-se o meic nutriente
com 0,2 mg-l de IBA,

O passo seguinte ao enraizamento, foi a acli-
matagico das plantas regeneradas.

Dois procedimentos foram efetuados na etapa de
aclimatacgio.

O primeiro procedimento utilizado consistiu na
transferéncia de plantas alongadas, com cerca de 8,0 cm de
comprimento em média, snraizadas ou com gemas radiculares,
do frasco de cultura para frascos maiores medindo 6,85 x 13,0
cm (Figura 1T 3, os guais, continham uma mistura de vermicu-—
lita & areia (1:1) autoclavada = regada com solucda de sais
do meio MS reduzida a um tergo, livre de fitorreguladores.
Estes frascos foram vedados com filme tftransparente de

PVC/ROLOPAC®, e, mantidos por cerca de 30 dias nas mesmas
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condicdes de temperatura = luminosidade, nas gquais, as plan-—
tas foram obtidas.

Ao longo deste pericdo o filme transparente
sofreu perfuracdes, até ser restirado por completo.

A avaliagdo viswual do vigor das plantas de-
terminou © pericdo de transplantio das mesmas para copos
plasticos contendo uma mistura autoclavada de terra, vermi-
culita & areia (1:1:22, e regada com adubo gquimico comercial
CQuro Verded., A partir dai, as plantas foram mantidas em
telado.

FPosteriormentes, novo procedimento passou a ser
adotado. Neste, as plantas foram transferidas diretamente
dos frascos de cultura para copos plasticos contendo uma
mistura autoclavada de terra rica em adubo organico, vermi-
culita 8 areia (1:1:2), = regada com Agua destilada.

Estas plantas., j& em copos, foram colocadas no
intericr de sacos plasticos ZAP®, com atmosfera saturada em
Agua até£, no minimo, uma semana apds o transplantio. O mate-
rial foi mantido em telado.

Em ambos os procedimentos adotados, apds o
pegamento e crescimento, em torno de 1% cm em média, as
plantas foram transferidas dos copos para sacos de muda onde
permaneceram até o florsscimento., Foi utilizada a nomencla-—
tura proposta por LARKIN st alii (18842 para denominar os
regenerantes primarios e suas progénies (SC1 = Sz, respec-—

tivamente).
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O nimero de plantas regeneradas, transplanta-

das 2 sobreviventes fol computado e organizado em forma de

tabel as.

3.2.2.3. Efeito dos fatores fitorregulador e
gendtipo sobre o crescimento e o po-

tencial morfogenético de calos

Quanto ao encaminhamento 11, foram realiza-—
dos cinco experimentos wvisando comparar o efeito de dife-
rentes combinag¢des de fitorreguladores seleciocnadas a partir
da etapa 3.2. 2.1 ersou de dados da literatura, assim como, ©
efeito de gendtipos sobre o crescimento & potencial morfoge-
nético 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 tGnica plantula germinada

in vitre fol considerade um gendtipo.

Experimento 1: Efeito da fonte auxinica em conjunto
com BAP e dos gendtiipos
As auxinas avaliadas foram Z2,4-D e NAA:

Meico 1: MS + 2,0 mgrsl 2,4-D + 1,0 mgsl BAFP (meic
descrite por GODWIN eof olitt, 1887a, como © melhor para a
manutengioc de calo indiferenciado por longo tempod.

Meio 2: MS + 2,0 mgsl NAA + 1,0 mgsl BAP (meio esta-
belecido para efeito de comparagio entre as duas fontes

auxinicas?). 0 experimento foi montade dentro de um delinea-—
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mento estatistico fatorial.

Em cada meio, inoculou-se S gendétipos por
frasco, sendo a parcela experimental representada por 10
frascos totalizande 80 gendtipos por meio & trés repeticdes
para cada frasco e portanto para cada gendiipo.

As culturas foram mantidas nas mesmas condi-
cohes de temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa gque
as descritas ne item 2.2.2.1..

Trinta dias apés a inoculaglo dos explantes,
os calos induzidos foram avaliados segundo os parametros,

peso, numero de gemas =es0u brotos, cor e textura, também

como descrito no item 3.2.2.1. .

Experimento 2: Efeito dos fitorreguladores NAA = BAP
em trés combinacdes distintas e dos gendtipos
Utilizou-se © meio MS suplementado com as se-—
guintes concentracbes de fitorregul adores:
Meic 1: MS + 2,0 mg-1l NAA + 1,0 mg-l BAP
Meio 2: MS + 1,0 mgsl NAA + 0.4 mg-l BAP
Meio 23: MS + 2,0 mgs/l NAA + 0,4 mg-/l BAP
O delineamento estatistico wtilizadeo, o na-
mero de gendtipos e repeticdes por meio, foram os mesmos
mencionados para o expesrimento 1, assim como, as condig¢des

de manutengio e avaliagio das culturas de calos.
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Experimento 3: Efeito dos fitorreguladores NAA = BAP
combinados em concentracdes proporcionalmente aumen-—
tadas e diminuidas em relacdo a um meio controle e
dos genotipos
O meio MS + 1,0 mg-sl NAA + 0,4 mg-sl BAP, foi
considerado meio de indugdoc controle nesta stapa experimen-

tal.

Os meios MS + 4.0 mgsl NAA + 2,0 mgsl BAP = MS
+ 0,5 mg-sl NAaa + 0,25 mgrsl BAP, foram meios experimentais.

Mantendo um delineamento estatistico do tipo
fatorial ., inoculou—-se 30 gendtipos nos meios mencionados.
Cada frasco de cultura conteve © gendtipos, sendo a parcela
representada por B frascos, com 2 repeticdes.

As condig@es de manutencio = avaliagdo das

culturas de calos foram as mesmas mencionadas no experimen—

to 1.

Experimento 4: Efeito dos fitorreguladores NAA e BAP
sob duas condicdes de luminosidade e dos gendtipos
As condig¢des de luminosidade avaliadas foram:

a) Fotoperiodo 186 horas de luz (intensidade luminosa
média de 1.600 lux, ou aproximadaments =Z8,30 pﬁhfzsec—i pro-
porcionada por lampada fluorescente Branca Fria (Sylvania,
83 W,

b) Escuro continuo.

Os meions avaliados foram:



Meic A MS + 2,0 mg-l NAA + 1,0 mg-sl BaAF

Meico B: ME + 1,0 mgsl NAA + 0,4 mg-l BAP
O delinsamento experimental fol o mesmo wtili-
zado no experimento 3 2 as condigdes de manutencgio das cul -
turas e de avaliag3o dos calos (exceto as referentes a lumi-

nosidade), foram as mesmas mencionadas no experimento 1.

Experimento S: Efeito de trés gendtipos Sz e dos
fitorreguladores NAA e BAP
- Os gendtipos testados, forém designados por:
332z, Ges e G113,
-~ 0s meios avaliados foram:
Meio A: ME + 2,0 mgrs1l NAA + 1,0 mg-1l BAP
Meio B: MS + 1,0 mgsl + 0,4 mg-l BAP
Neste experimento, a parcela experimental em
cada meio de cultura fol representada por um frasco inocula-
do com 2 explantes de cada gendtipo, perfazendo um total de
B explantes por frasco e um total de 19 frascos por meio.
As condigdes de manutengidc = avaliagioc das

culturas de calos foram as mesmas mencionadasz no experimento

1.
3.2.3. Analise estatistica dos dados
Quatro variavelis foram avaliadas nos diferen-—
tes experimentos; em apenas uma delas - peso fresco de calo

- cujas medidas foram realizadas em grama, as observagbes
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apresentaram distribuigic normal. Nas demais variaveis,
numero de gemas 270U brotos; cor e textura de calo, cujas
medidas foram realizadas atraveés de atribuicio de notas, as
observagdes nido apresentaram distribuig3o normal = nem foi
possivel obter tal distribuicdo com o uso de transformagdes.

Em vista de tal fato, as observagdes de todas
as variaveis foram analisadas através de testes n3o—-para-—
métricos.

Inicialmente foi realizada uma analise explo-
ratdria, ni3c paramétrica, para se verificar a simetria e ©
tamanho da ctauda da distribui¢io dos dados.

A partir dos resultados desta andlise, sele-—
cionou-se a fungio escore que levaria ao teste localmente
mais poderose. Uma das seguintes fungdes piode ser selecio-

nada =m cada situagio:

1) escore de Van der Varden (distribuigic normal dos

dados) ;

22 escore de Gastwirth ddistribuicico uwuniforme de
dados)

3> escore de Wilcoxon (distribuigfico logistica dos
dadosh;

42 escore da mediana;
52 assimetria a direita;

42 assimetria a esquerda.

A selecio destas fungdes segue regras suge-—

ridas por NEGRILLO (18832, Tais regras visam permitir a
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obtengio de estimadores mais eficientes = testes localmente
mais poderosos.

Una vez selecionada a fungio escore, apli-
cou-se o teste estatistico para comparar os efeitos dos tra-—
tamentos.

A estatistica do teste () scob Ho, tem dis-—
Ltribuicido assintdtica qui-quadrado com v graus de liberdade

sz), onde:

W

SQ = soma de guadrados;

BN = wariancia.

Quando os valores calculados de Q foram maio-—
res gque os valores criticos de Xi(a~’ onde o igual a 10%, 5%
ou 1%, a  hipdtese de nulidade foi rejeitada, isto &, houve
evidéncias significativas de gue pelo menos dois trata-
mentos diferiram entre si.

Nestas situagdes, para se detectar quais tra-—
tamentos mostraram diferenc¢as significativas, foram realiza-
das comparacdoes multiplas entre tratamentos dois a dois.

Em delineamentos fatoriais, wverificou-se tam-~
hém a existéncia ©ou nac de interacic esntre fatores. Os
fatores considerados foram, meio de cultura ((fator 2 e

gendtipo (fator BD.



2.2.4. Histologia dos calos cultivados in wvitro

Esta etapa experimental foi realizada com o©
objstiveo de se estudar o processo de indugio e diferenciacio
de calos a nivel estrutural.

Foliolos de plantulas oriundas de sementes
germinadas in vitre e em vaso mantido sob telado, constitui-

ram © material controle, o gual, sofreu trés processamentos

distintos:

1 — Cortes a m3o livre: foliolos fixados em etanol
70% foram cortados a mao livre e tratados com cloreto de
zinco icdado (SASS, 19513, Os cortes transversais obtidos
foram montados om gelatina glicerinada (SASS, 1851).

2 — Cortes om micrdtomo: foliclos fixados em stanol
70% ou FAA segundo SASS (1893510 foram desidratados em série
etilica, incluidos em parafina e seccionados em micrdtomo
American Optical®, empregando metodologia classica descrita
por JOHANSEN (139402, Os cortes transversais 2 longitudinais
de 1% pm de espessura, foram corados com safranina e verde
firme, de acordo com a metodologia descrita por Foster e
modificada por GIFFORD (18868). As laminas histoldgicas foram
montadas com balsamo do canada.

2 - Maceragdo: foliclos fixados em etanol 70% foram
macerados e acordo com o método de Jeffrey descrito por
JOHANSEN (1240)0. ApfHs maceracio, o material foi corado com

hematoxilina de Delafield {(JOHANSEN, 182402 = montado em
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gelatina glicerinada (SASS, 19510,

0 material experimental foi repressentado por
explantes foliares inoculados com a porgio abaxial em con-—
tato com o meio ME + 2,0 mg-sl NAA + 1,0 mg ~1 BAP.

Foram coletadas diariamente trés amostras do
material inoculado, durante o periodoe de trinta 30 dias.

As diversas amostras do material experimental
seguiram os processamentos 2 & 32, descritos para o material
controle.

Os estudos estruturais e ontogendticos de ca-—
los itn witro foram realizados basicamente com as amostras de
material experimental obtido, = contando com 1 a 10; 185; 20;
28 & 20 dias de cultivo. Quando necessario, idades interme-—
diarias a sstas também foram awvaliadas.

Os aspectos estruturais mais relevantes das
preparagoes histolégicas e maceradas foram fotomicrografa-
das. Estas fotomicrografias foram realizadas om fotomicros-—
copios Ol ympus Vanox AHB-1LB-1 com cimera PM 10 AC 38 AD-1 e
Zeiss Jenamed, com camera BCA-M eletronic e luz convencional

2 polarizada, utilizando—-se filme Kodak Panatomic X-32 ASA.



4. RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. Analise do Efeito de Fitorreguladores no Estabeleci-

mento de Culturas de Calo

Na etapa inicial desse estudo onde se pre-
tendeu verificar o efeito de meio de cultura, mais especifi-
camente dos fitorreguladores NAA e BAP sobre a indugio e
crescimento de calos, o sfeito gendtipo ndo fol considerado.

Cabe relembrar gQue para cada meio avaliado,
utilizou-se explantes oriundos de B plantulas, portante B
gendtipos diferentes, e gue, entre meios, os gendtipos uti-
lizados também diferiam.

Dois foram os motivos gue levaram a se des-—
considerar o efeito gendtipo entre 2 dentro meics de cul-
tura, nessa fase experimental.

O primeiro foi de ordem pratica, pois, cada
plantula de acordo com og parameiros de colsta do explante
{idade da plantula, nUmero de foliolos e tamanho do explan-
ted) forneceu no maximo 12 explantes, numero . este insufi-
cisnte para ser avaliado em todos os meios de cultura, os

gquais, totalizaram 28 incluindo o meio controle, isto &,
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meio MS livre de reguladores de corescimento, bem como para
as repeticdes de cada un destes meios.

O segundo motivo foi o de adequacio aos obje—
tivos propostos neste estudo, ou seja, selecionar =entre os
meios testados agueles que promovessem indugio e crescimento
satisfatdérios de calos 3 uma média de gendtipos da populagioc
avaliada.

Os resultados obtidos nos experimentos desta

setapa inicial encontram—-se nas Tabelas 2 a 8 e Figura 3.

Tabela 2. Respostas morfogenéticas em explantes foliares de
Stylosanthes guignensis cv. IRI 1022 apds 30 dias

de cultura em meio MS (18 h luz-® h escurod,

MASL
BAFP Cmg-13
{mg-12
O, 0 O,1 O, 4 1,0 2,0
0,0 - RC+D RC++D2 RC++D RC +++2
0,1 < < c C <
0,4 & < < < <
1,0 < < C Q <
2,0 c C C c Lo
(=) 1 meio conirole, morfogénese nula
(R) ! meios indutores de rizogénese
T+ rizogénese bailxa

{++* rizogénese moderada
{(+++) rizogénese alta
(@ ! meios indutcres de calos
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A Tabela Z mostra de modo genérico as res-—
postas dos sxplantes apds 30 dias de cultura; basicamente
trés respostas estio discriminadas na mesma:
1. auséncia de morfogénese (-2
2. indugio de rizogénese direta e intensidade de raizes
formadas (RA7+D;

2, inducgidc & crescimento de calos (2D,

A resposta n® 1 foi observada apenas no meio
controle; os explantes incculados neste meico, ao final de 30
dias de cultura, mostraram—se oxidados e sem indicios de
mor f ogénese.

A resposta n® 2 foi observada nos meios suple-
mentados apsnas com o regulador de corescimento NAA, os
explantes colocados nestes meios apresentaram como resposta,
rizogénese direta (R), isto £, a formag3o de raizes sem a
prévia inducio de calos. A intensidade (42 de raizes forma-
das foi diretamente proporcional a concentragdo do fitor-
regul ador NAA presente no meio de cultura, o gque € mostrado
também pela Figura 2(A = B). Em 2A, a concentragio utilizada
foi 0,4 mg-l de NAA e o numerc médio de raizes formadas por
explante esteve entre B a B; as setas indicam gque as raizes
originaram—se a partir das regides de ferimento do explante
2 da nervura central. Em 3B, a concentragido utilizada foi
2,0 mgrl de NAA e o nimerc médico de raizes por explante es-—
teve entre 12 a 18:; a seta indica uma estrutura, semelhante

a um calo, formada durante o desenvolvimento das railzes.



83,

(A & B) rizogénese direta &m meios MS suplementados com NAA iso-

ladamente (2,4 & 2,0 mg-l, respectivamente!, As setas em A in-
dicam os locais de corigem das raizes no explante e em B a 1 ndu-
¢do de colo com o desenvolvimenio das raoizes; (€ e D? indugdo de
calos friaveis, de crescimento reduzide e coem muitos pontos

de resgensragdc em meios MS suplementadeos com BAP isoladaments
(0,4 & 2,0 mgs-l, respectivaments?)., A seta em € indica pontos de

regeneragdo.

Figura 3. Respostas morfogenéticas obtidas apds 30 dias de
cultivoe in witro de explantes foliares de S,

gutanensis — cv IRI 1022.
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O nimerc média de ralzes por explante no meio
MS+0,1 mgsl de NAA esteve em torno de 2 e, no meio MS+H,0
mg-1l de MAA, entre § a B, valores correspondentes, respecti-
vamente, a= intensidades baixa (+2 = moderada (++) na Tabela
c.

Embora ndoc se tenha realizade analises cito-
histoldgicas destas raizes, o aspecto geral por eslas apre-
sentado indicou um desenvol vimento provavelmente ancrmal.

A resposta n® 2 fol observada em todos os
meios MS suplementados com NAA = BAP conjuntamente = naque-
les suplementados apenas com BAP.

A Figura 3 (C & D) mostra calos induzidos em
meios MS suplementados apenas com BAP (30 - meic MSE + 0,4
mg-l de BAF;, 3D - meioc MS + 2,0 mgrsl BAP2. 0Os calas induzi-
dos nestes meios apresentam textural fridvel, muitos pontos
de regeneragic = crescimento reduzido.

O crescimento © o potencial morfogenético dos
calos induzidos nos meios promotores da resposta n® 3 foram
avaliados 30 dias apds © inicio das culturas com base nas
variaveis peso fresco, nimero de gemas s-/ou brotos (N2 G/B),

cor e textura.

0s resultados destas avaliagbes se encontram
nas Tabelas 32 a B.

Verifica—-se a partir da analise da Tabela 3
que os 20 meios de cultura capazes de promover a indugio e
crescimento de calos, promoveram também a organogénese  de

partes aéreas nestes calos. Estes meios podem ser distribuil-
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dos em trés grupos de acordo com as suas respostas especifi-

Tas

em re=lacio

a promogio de crescimento e freqgii®ncia de

regeneragic nos calos induzidos.

Tabela 3. Valores

mero de

£ 3
ra por

cultivo

médios das varidaveis peso fresco (g2, na-
. . o *

gemas =-s0u bhrotos (N2 G7/B) , cor = textu-

calo @ por meio de cultura apdés 230 dias de

mn wvitro.

Meios MS suplementados
com NAA = BAP U(mg-r12

VARI AVEIS

PESO Cg> Ne® G/B°  COR.  TEXTURA"

<12

O, 1RAP 0,025 0,70 2,867 1,87
{22 0,4BaAP 0,031 1,03 2,13 =,00
(32> 1,0BAP 0,031 1,13 2,20 1,73
C4> 2,0BAFP 0,031 1,00 3,87 2,20
(8 0,1 NAAYC,1BAP 0,120 1,50 2,83 1,20
(8)  O,1NAA+O, 4BAP O, 080 0,73 3,47 1,13
<72 O,1NAAYL , OBAP 0,077 1,80 2,37 1,72
8y O,1HAAYC, OBAP O, 088 1,47 3,30 1,83
{22 O, 4NAA+Q,1BAP Q,197 0,27 =, 80 1,87
€102 O, 4NAA+D, ABAP 0,189 1,80 c,82 2,50
€112 0O, 4NAA+L , OBAP 0,180 1,33 Z,80 1,77
12> 0O, 4NAA+E, OBAP 0,184 1,87 2,73 =, 08
€132 1,0NAA+O,1RBAP 0,208 0,683 1,93 =,33
14> 1,0NAA+O, 4BAP 0,220 1,20 32,08 =,27
182 1,0MAA+L , CBRAP Q, 2687 Q,B3 1,92 =, 80
<182 1,0NAA+E, OBAP 0,241 1,07 2,13 =,37
{172 2,0NAA+D,1BAP 0,213 0,07 1,82 2,73
C18) 2, OMAA+O, 4BAP o,278 O, 82 =, 30 =, 80
190> 2,0NA8+1 , OBAFP 0,281 0,80 2,13 =, 93
(202> 2, 0NAA+Z, OBAP 0,207 o, 80 2,20 2,73
*Ver

em “"Material e Métodos', a escala de notas atribuidas &s varidves.
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Un primeiro grupo seria constituido por ague-
les meios suplementados apenas por BAP (meios 1 a 42 & tam-
bém por agueles cujas concentragdes de BAP sioc supericores ao
dobro em relacio as concentracdes de NAA (meics B a 8 e 120,
Os calos induzidos nestes meios tendem a apresentar cresci-
mento reduzido, coloragico verde médio ou verde amarelado
(notas 2 2 4 respectivamente), textura intermediiria (nota
2) tendendo a friavel (nota 12 & as mais altas fregiidncias
de regeneragio, isto &, de 1 a 8 e de 6§ a 10 gemas =7 ocu bro-
tos por calo Chnotas 1 e 2 respectivamente para N2 G/BY. Nes-—
tes grupos verifica—-se ainda gue agqueles meios suplementados
com BAP s NAA conjuntamente (meios © a 8 & 12) promoveram,
nas condi¢des experimentais deste estudo, crescimentos de
calos no minimo duas vezes superior em relacico aos suplemen-—
tados apenas com BAP (meios 1 a 42.

Os dois outros grupos visualizados a partir da
Tabela 3 estariam constituidos por meios suplementados por
NAA & BAP conjuntamente.

Un segundo grupo, portanto, seria formado por
agusles meios suplementados com 1,0 mgrsl ou 2,0 mgsl de NAA
e BAP nas proporcgfes de 1:1 (meiocs 195 e 202 = também, por
todos agueles suplementados com 2,0 mg-sl de NAA independen-—
temente das concentracgdes de BAP (meics 17 a 202, Os calos
induzidos nestes meios tendem a apresentar os maiores cres-
cimentos verificados neste =sstudo, coloragico verde claro
Cnota 22, textura compacta (nota 2 & as mals baixas fre-

giigncias de regeneragio, isto €, de 0 a menos que S gemas
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es/ou brotos por calo (notas O a 1 para N2 G/BD.

O terceiro, dltimo grupo, seria constituido por
agueles meios suplementados com O,1 mgsl ou 0,4 mgrsl de NAA
e BAP nas proporgdes de 1:1 (meios S & 102, meios suplemen—
tados com concentracdes de NAA no maximo igual a 1,0mgsl e
proporcicnalmente supericres so dobro das concentragboes de
BAF (meios 8 = 132, e, também, por agusles meios suplementa-
dos com concentracdes maximas de NAA igual a2 1,0 mgsl = de
BAP igual a 2,0 mgsl nas proporcgdes de 2:1 ou proximas a
este valor (meios 11, 14 e 183. Os calos induzidos nestes
meios, de modo geral, apresentam valores de crescimento e
potencial morfogenético intermediarios aos verificados nos
dois grupos precedentes; estes valores tendem a ser mais
proximos aqueles verificados a um dos dois outros grupos em
fungio das semelhangas nas concentracgfes e proporgdes de NAA
= BAP entre eles,.

Atraveés de andlises estatisticas das observa-—
ces obtidas para as variaveis peso fresco, numero de gemas
s/ou brotos, cor e textura, pOde-se comprovar gque as dife-
rencas verificadas entre os 20 meios de cultura avaliados
s30 significativas do ponto de vista estatistico.

O procedimento adotado na andlise de cada va-
riavel consistiu em selecionar a fungio escore, aplicar o
teste e confrontar o valor calculado da estatistica Q com o©
valor tabelado para xz com 18 graus de liberdade (a=10%, 5%
ou 1% e, sendo o valor calculado significativo, realizaram-

se comparacdes miltiplas entre os meios de cultura 2 a 2
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para se deltectar gquais diferiam entre =si.

A fungi3c selecionada para as variaveis peso
fresco, cor 2 textura foi a Escore de Gastwirth e os resul -
tados das comparagdes miliiplas se encontram nas Tabelas 4,
5 & 7, respectivamente; para a variiavel nimero de gemas e ou
brotos a fungio selecionada foi a Assimetria a Direita e os
resultados das comparagdes multiplas se encontram na Tabe-—
la S. |

A Tabela 8 retns as comparagdes miltiplas en-
tre os meios de cultura com base nas quatro variaveis em es-—
tudo,

Verifica-se a partir da Tabela 4 gue as dife-
rencas estatisticas significativas para a varidvel peso
fresco foram encontradas basicamente entire dois grupos de
meios, ©Os guals correspondem ao primeiro e segundo grupos
discriminados com base nos resultados da Tabela 2. Un destes
grupos, constituido pelos meios 1 a 4, representa os valores
minimos obtidos para esta varidvel nas condic¢des experimen—
tais deste estude 2 s3c oz meios suplementados apenas com
BAP. Por outro lado, o grupe constituido pelos meios 15, 185,

18 e 13, representa os valores maximos.
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Tabela 4. Comparagdes miltiplas para variavel peso fresco de
calos induzidos em meiocs MSE suplementados com 20
combinacdes de NAA = BAF apds 30 dias de cultura.

1 2 2 4 5 88 7 8 210 11 12 12 14 15 18 17 18 139 =20
i NS NE NE NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ¥% ¥ ns ¥ ¥% N
= Nns NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ¥ ¥k Ny #& ¥ n=
2 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS %% * NS kH * ns
4 ns NS NS NS NS NE NS NS NS NS #¥% * NS * ns
o NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns nNs
B NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
7 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
3 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns
2 NS NS NS NS NS NS NS NS NS Ns nNs

10 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

11 ns NS NS NS NS Ns NS NS ns

iz ns NS NS NS NsE NE NS NS

13 ns NS NS Ns NS nNs ns

14 ns NS NS NS NS NS

15 ns NE NS nNs ns

16 ns NS nNs ns

17 ns ns ns

18 ns ns

18 ns

20

ns = nido significativoe

+ = sigmificativo a 10%
#* = sigmficativo a T%
*#% = significative a 1%



20.

Em relacio a variavel N2 G-/B, observa-se atra-
vés da Tabela B gue as diferencas significativas ocorrem
gntre ©o meio 8 2 o3 meiocs 2, 2B, 4, B, 7, 8, 10, 11, 12, 14 =
16 2 sntre o medio 17 2 os meicos 2, =2, 4, S, 7, 8, 10, 11, 14
e 16; os meios 8@ & 17 ndo diferem entre si. Ao se confrontar
os resultados das Tabelas 3 & 8, nota-se que os meios 8 o 17
apresentam as mais baixas fregii®ncias de regeneracio entre
os 20 meios avaliados,

A Tabela B mostra gue as diferengas significa-
tivas wverificadas para a variavel cor, foram detectadas sn-
tre meios que tendem a induzir calos com coloracgio verde
amarelado (meios 1 e 40 e aqueles gue tendem a induzir calos
com coloraglo verde claro Cmeios 13, 18, 17 = 192,

Quanto 3 wvariavel textura, wverifica-se a par-—
tir da Tabela 7 gque hi diferengas significativas entre ague-
les meios gue tendem a induzir calos fridveis (meicos 9 e B2
2 os gue tendem a induzir calos com textura intermediaria
{meio 100 ou compacta (meios 198, 17, 18, 18 e 200 assim co—
mo, entre agueles que tendem a induzir calos com textura in-—
termediaria {(meios 8 e 92 2 compacta (meio 1322,

Todas as diferengas estatisticas significati-
vas encontradas em cada uma das varidveis estf3o reunidas na
Tabela 8, estas diferencas de um modo geral, foram encontra-—

das entre valores extremos de cada variavel.



Tabela 5.

Comparagdes maltiplas

o1.

para variavel nimero de ge-—

mas e-ou brotos (N2 G7BY em calos induzidos em
meio MS suplementados com 20 combinagdes de NAA e
BAP apds 20 dias de cultura.
2 3 4 5 68 7 8 810 11 12 13 14 18 18 17 18 18 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 ¥ NE NS NS NS NS NS NS %% ns ns nNs
2 NS NE NS NS NS % NS NS NS NS NT NS NS *¥¥ NS NS NS
4 NS NS NS NS + NS NS NS NS NS NS NS ¥ Ng NS NS
=) NnsE NS NS # NS NS NS NS NS NS NS ¥% NS NS NS
S NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
7 Nns % NS NS NS NS NS NS NS ¥¥ nNs ns ns
2 # NS NS NS NS NS NS NS ¥% ns ns ns
2 ¥ # ®* NS % ns  + NS ns NS nNs
10 NS NS NS NS NS NS ¥% NS nNs ns
11 NS RS NS NS NS *¥¥ NS Ns ns
iz ns NS NS NS NS NS nNs NS
1z NS NS NS NE NS NS nNs
14 ns NS % ns Ns ns
18 Nns NS NS NS ns
16 *% NS ns ns
17 ns ns ns
18 ns ns
18 ns
=0
ns nda sigmficativo

significative a 10%
stgnificative a 5%

signficative a 1%



Tabela 8. Comparacgdes maltiplas para variavel

induzidos

nagdes de

1.

- Oor

22,

2m calos

em meiocs ME suplementados com 20 combi-—

NAA = BAP apds 30 dias de cultura.

8 910 11 12 13 14 18 18 17 18 18 20

i NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS % Ns Ns nNs
= NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
3 NS NS NS NS NS NE NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS nNs
4 NS NS NS NS NS NS ns ns + ns + ns *% ns  + ns
= NS NS NE NS NS NS DS NS NS NS NS NS NS NS 1S
& NET NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
7 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS s
2 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS Ns ns
= NS NS NS NS NS NS NS NS NS Ns nNsS
10 Nns NS NS NS NS NS NS NS NS ns
11 nsS NS NS NS NS NS NS NS ns
1z nNs NS NS NS * nNs ns ns
13 NS NS NS NS NS NS nsS
14 Nns NsE NS NS nNE NS
18 ns NS nNs ns ns
16 nsE N ns ns
17 ns ns ns
18 ns ns
12 ns
20
ns = neo significativo

+ = significative a 10%

* = significative a 5%
*¥ = significalivo a 1%
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Tabela 7. Comparagdes maltiplas para varidvel textura em ca-

los

combinagdes de NAA = BAP

induzidos em meics

MS suplementados com 20

apds 20 dias de cultura.

1 2 2 4 85 6 7 8B 91011 12 12 14 18 186 17 18 19 20
NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS nsS
= NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS nsS nsS
3 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS+ NS
4 NS NS NS NS NS NSE NS NS NS NS NS NS NS NS NS nNs
3 NS NS NS NS NS NS NS NS NS ¥ NS & Ak Kk xx
5 ns NS ns ¥ NS NS NS NS ¥%E NS K KR Rk ER
7 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS nsS
2 nsS NS NS NS NS NS NS NS ns ns  + ns
2 NS NS NS NS NS NS NS NS NS % NS
10 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
11 ns NS NS NS NS NS NS NS ns
iz NE NS NS NS NS NS NS ns
12 NnNs NS NS NE NS ns ns
14 ns NS NS NS ns ns
15 ns NS NS ns ns
16 ns nNs nNs ns
17 ns nNs ns
iR ns ns
ig ns
20
ns = ndo sigmficative
+ = signmficaliveo a 10%
¥ = signficolivo a 5%
*% = significalivo a 1%
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Tabela 8, Comparagies miltiplas para as varidveis pesoc fres-—

co, numero de gemas =-ou brotos, cor e textura, em
calos induzidos =m meios MS suplementados com 20

combinacdes de NAA = BAP apds 30 dias de cultura.

2 2 4 5 68 7 8 81011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS DS %% %% % %% %% NS
2 NS NS NS NS NS NS * NS NS NS NS NS %% %k kk %% ¥k nNs
2 NS NS NS NS NS % NS NS NS NS NS *¥% - & *% *%  + ns
4 NE NS NS NS + NS NS NS+ nNns  + % %% x*% + ns
= NS NS NS # NS NS NS OS NS ¥% [0S % %k KK N
8 NS NS NS ¥ NS NS NS NS %% NS k& Sk kK
F NS * NE NS NS NS NS NS NS *¥ NS ns ns
= * NS NS NS NS NS NS NS %% ns  + ns
= # % *¥ ns * ns + nNns ns ¥ nsS
10 NS NS NS NS NS ns % Nns ns NS
11 NS NS NS NS NS %% s ns nNs
12 Nns NS NS nNs % Nns ns ns
13 nE NS NS NS NS ns nsS
14 NS NS %% nNs Ns NS
18 ns NS nNs ns ns
18 *¥ NS ns NS
17 ns ns ns
i8 ns ns
12 ns
20
ns nGo significative

significative a 10%
signmiicalive o  T%

signficative a 1%
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A precis3o em se localizar diferencas estatis-—
ticas =ignificativas entre os tratamentos avaliados depende
do nimero de repeticdes utilizadas e este nimero, de acordo
com a teoria da analise estatistica aplicada, deve ser no
minimo igual a 8 (NEGRILLO, comunicag3o pessoald.

Levando-se em conta os aspectos inerentes 3a
culﬁura de tecidos, para se garantir as 8 repsticdes do ma-
terial =m cultura no momento da avaliaclo zeri necessarioc em
muitos casos partir de um numero de explantes superior a B;
este procesdimento esbarra-se, no entanto, na impossibilidade
que mulitas vezes surge em se dispor de determinados explan-—
tes em guantidade desejivel. De gualgquer modo, o nimero ade-—
guado de repeticdes € um regquisito gue sempre deveri ser le-
vado em conta guando se deseja conduzir um experimento =m
cultura de tecidos.

No presente estudo, para estes experimentos
foram wutilizadas O repetices por meio de cultura; possivel-
mente um nimerc maior de diferencas estatisticas significa-
Ltivas entre o35 neios testados poderiam ser detectadas cum-—
prindo-se o requisito acima mencionédo.

Os resultados obtidos com a andlise nio—-para-
métrica, no sntanto, sioc altamente cosrentes com agqueles ve-—
rificados a partir da Tabela 3, ou seja, diferencas signifi-
cativas sd ocorrem entre meios de cultura cujas concentra-
ches de NAA e BAP sSo muito contrastantes o gque implica em
respostas ou efeitos também contrastantes., Como a faixa de

variag3o entre as concentracies de fitorreguladores utiliza-
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das neste estudo fol restrita, a maioria deste grupe de =20
meios tenderam a apresentar respostas semelhantes entre si;
e no geral, todos os 29 meios induziram respostas tipicas ao
comportamento - padri3o in  wvitre da espéecie Stvlosanthes
guianensis.

A espécie 5. gutanensis, in vitro, assim como
o demonstrade por Skoog & Miller (citados por THORPE &
MURASHIGE, 12702 em plantas de tabaco, sob a agio de estimu-
los exdgenos de auxinas © citocininas € capaz de formar
calos, raizes es/ou partes adreas, comportando-se comoe um
sistema modelo para estudos em cultura de tecidos.

Como regra geral, uma planta pode ser conside-—
rada um sistema experimsntal modelo em cultura de tecidos
gquando a presencga de uma fonte de auxina isoladamente, induz
rizégenese prematura (o nivel de auxina € determinado para
cada especis); a combinagico auxina-citocinina induz regene-
ragio de partes aéreas na presenca de uma fase de calo g a
presenca de uma fonte de citocinina isclada promove organo-—
génese direta ou a partir de uma fase muiteo branda de calo
fridvel.

A organogénese de partes agéreas em explantes
foliares de S. gulgnensis & facilmente obtida sob sstimulo
da citocinina =sintética BAP (MEIJER & BROUGHTON, 1381;
MROGINSKI &% KARTHA, 13281; GODWIN et glit, 1887a0.

No presente sstudo onde se teve por objetive a
regenseracio de plantas da cov IRI 1022 da ‘espécie 5. guianen-—

sis a partir de fases de cale mais longas, foi possivel
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determinar os niveis de BAP = NAA gues promoveram as mais
brandas e as mais longas fases de calo; fases mais brandas
ou rapidas s3o indicadas para a clonagem ou propagagio de
materiais genéticos selecionados ¢ as fases mais longas para
a obtengio de variabilidade genética in wvitro.

Valores altos para a relagio NAA/BAP tendem a
promover fases longas de calos, = baixos, fases brandas,

As=sim, os resultados cobtidos neste estudo com
a cultivar IRI 1022, est3o de acordo com os dados da litera-

tura envolvendo outros materiais genéticos da espécie S.

guignensis.

4,2. Andlise dos Processos de Regeneracioc e Aclimatacglo

de Plantas Inteiras (SCi1)

Os resultados obtidos da andlise destes pro-
cessos encontram-se nas Tabelas 8 ¢ 10 o Figura 4.

A Figura 4 mostra o procedimento geral wtili-
zado neste estudo para cobten¢io de plantas inteiras, regene-
radas in witro a partir de explantes feoliares da cov IRI
1022,

Explantes colocados em meios de indugio (ver
item 4.12, iniciaram a formagio de calos nas re=gides do
ferimento (Figura 4A) & ainda nestes meios, cresceram & co-

megaram a diferenciar—-se, apresentando pontos de regeneragio

{Figura 4B>.
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P

Apds 30 dias, segmentos de calos induzidos,
foram transferidos para meios de regeneracgic suplementados

apenas com a citocinina BAP.

Nestes meios de regeneracgico, onde permaneceram
por BO dias, ocorrsu a proliferagio de brotos.

Brotos com al ongamentos de 2,0 cm, em média,
foram isclados do restante do calo (Figura 4C) e transfe-
ridos para frascos contendo meioc basal ME e {itorregulador,
reduzidos (Figura 4D9. A Figura 4D mostra ainda, o snrai-
zamento in vitro dos brotos al ongados.

Alongamento e enraizamento, foram processos
caracteristicamente lentos = hefterogénens. O enraizamento,
especificamente, foi melhorado com a adigio do fitorregula-
dor IBA (0,2 mg/l2 no meio de cultiwvo.

Os procedimentos utilizados para a aclimatacio
das plantas regensradas est3c representados na Figura 4E1 e
4Ez. O cuidado com o© fator wumidade durante o periodo de
transicfo do ambiente in wvitro para o ambiente ex wvitro foi
maior no procedimento representado na Figura 4Ez, assim como
o numera de plantas sobreviventes obtidas.

Flantas regensradas adultas, s=3c mostradas na

Figura 4F.



tA> indugdo de calos em explantes foliares culiivados em meio MS

suplemeniado com NAA & BAP conjuntamenie; a seta indica local de
explonte onde a indugdo tem inicic; (B} calos primarics apresen-—
tando pontos de regeneracgdo (sela) cerco de 3 semanas apds ini-

cro da cultura; (G broto regeneradec a partir de calo; tDP> bro-
tos alongados & enraizados (seta); (E1 e E2» aclimatag@deo das
plantas regeneradas &m laboratéric e em ielado, respectivamen—

te; (F» plantas regeneradas & meses apds & saida do tubo de cul -
tura para terra.

Figura 4. Procedimento geral usado para a obtengio de plan-—-
tas inteiras regeneradas itn wvitro (SCi) na culti-
var IRI 10z2.
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A Tabela 9 apresenta o nimero de plantas
transplantadas para a terra, as guais, foram obtidas a par-—
tir de deois meios de regenesragio associados a cinco meios de
indugan de calos,

Verifica-se através desta tabela que o meio de
regeneracio MRz (MS+2,0 mg-1 de BAP) no geral foi cerca de
20% mais efestivo em relagioc ac meio MR1 (MS+1,0 mg-l) e que
plantas foram regeneradas a partir de todos os meios de
indugio, selecionados a partir da etapa inicial deste estu-
do, porém. a porcentagem de plantas regensradas foi maior

nos meios de inducgdo com 1,0 mg-rsl de MAA & 0,4 ou 2,0 mg-rl
de BAP.

O fato de o nimero de plantas regeneradas a
partir do meio de indugio MIs CMS+1,0 mgrsl NAA+E,O mgsl BAPD
ter sido inferior ao ohservado para meios com a relacio
NAABAP alta, como por esxemplo, o meico Mis (MS4+2,0 mgsl
NAAYO,1 mgs/l BAPD fol decorréncia de perdas de material
inoculado ao longe dos subcul tivos.

Entre os meios controles foi observado que
agueles suplementados com 2,0 mg-l de NAA ¢ concentragdes de
BAP iguais a 0,1 ou 0,4 mgsl tenderam a manter—se indiferen-—
ciados ao longo do tempo de cul tivo.

De modo geral a presenga da auxina nos meios
controle, inibiu a proliferacio de brotos em calos ai ino-

cul ados.

A Tabela 10 representa o©o numero de plantas
transplantadas & sobreviventes, =om fungic do pericdo em que

as transferéncias para ambhientes ex wvitreo foram realizadas.
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Tabela 8. Nimero de plantas obtidas a partir de calos man-
tidos por 20 dias em meios de inducic (MI2 e pos-—

teriormente transferidos para meios de regeneragio
CMRD,

+ fi Cmg-12
MS + fitorreguladores M= fitorregulador BAP Cmg-l

NAA + BAP Cmgr/1D MR

MI 1,0 BAP 2,0 BAP Total
1,0 NAA
0,1 BAP 11 18 29
1,0 NAA
0,4 BAP 36 52 88
2,0 NAA
0,1 BAP 19 30 49
2,0 NAA
0,4 BAP 5 15 21
1,0 NAA
2.0 BAP 20 =7 47
Total oz ' 142 234
D c39, 3% CBO, 7%

Tabela 10, Ndmero de plantas SC1 transplantadas e scobrevi-

ventes em fungfo dos periodos de transplantios
para ambientes esx uvifro.

FPERI QLD NUMERC DE PLANTAS SC1
Semanas apds data inicial
da cultura TRANSFPLANTADAS SOBEREVIVENTES
18 10 O
=z i4 10
23 is8 (=
=6 7 O
cY 18 4
42 10 =
48 53 43
50 52 43
54 28 328
57 16 =
51 B 2
TOTAIL =234 152

data inicial da cultura : 27/01.89.
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Observa-se a partir desta tabela que os maio-
res indices de transplantios = sobrevivéncia foram obtidos
nos periodos de 48, S0 = 84 semanas apds a data inicial da
colocacio dos explantes 2m meio de cultura ocorrida em 27 de
janeiro de 1883, Estes pericdos coincidem com a realizagio
de um segundo procedimento de aclimatagio, no gual, as
plantas S1 foram retiradas dos frascos de cultura e
transferidas diretamente para copos plasticos contendo uma
mistura de terra + vermiculita + areia s mantidas em telado
sob alta umidade relativa, principalmente durante as primei-
ras semanas apds a transferéncia do ambiente in viftro para
ex vitre. Além da nudanca no procedimento de aclimatacio, as
condigides ambientais nos pericodos de 48, 50 e 9S4 semanas,
correspondentes respectivamente as datas de © e 10 de janei-
ro o 7 de fevereiro de 19820 foram extremamente favoriveis,
com altas temperaturas diurnas, abundante luminosidade e
temperaturas noturnas n3o inferiores a 25°¢c.

Verifica—se ainda através da Tabela 10 que os
transplantios foram irregulares ao longe do tempo =
extenderam-se por um pericdo aproximado de 80 semanas.

Apds B4 semanas a contar da data inicial da
colocagio dos explantes em meios de cultura, observa-se um
declinio no nimero de plantas transplantadas, consegiiéncia
do declinio no potencial organogsnético dos calos.

A taxa de scbrevivéncia observada neste estudo
em relag8c ao nimero total de plantas transplantadas foi de

85% (234 plantas transplantadas/152 plantas sobreviventesd.
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Pe acordo com MEIJER (1884), s3c esperadas
taxas de sobrevivénca para a espécie 5. guignensis na ordem
de S0 a 70%.

Alguns aspectos morfolégicos e fisioldgicos
das plantas SC1 mantidas em telado ate a maturidade, foram
avaliados preliminarmentes naguele grupo de plantas cujos
transplantios para a terra ocorreram nos periodos de 48 e 50
semanas apds o inicio da cultura. Este grupo além de ser o
mais numeroso (88 plantas szobreviventes2, constituiu-se de
plantas com idades homogéneas = regeneradas a partir de
calos mantideos por longos periocdos em cultura, os gquais, =2m
fungao deste fator, entre outros, poderiam ter sofrido algum
tipo de variagio somaclional.

Em relagio a parte vegstativa, foi observado
plantas SC1 com nimero reduzido de ramos, sendo estes finos
e alongados e com numero de folhas também reduzido, em com-—
paragdoc com plantas oriundas de sementes e nao submetidas ao
cultive in vitro; no total de 88 plantés, 22 apresentaram
esta caracteristica e entre estas, B2,B% pertenciam a um
niceo gendtipo denominado B3, 1.

As plantas pertencentes ao gendiipo BS.1 apre-—
sentaram ainda os menores indices de fertilidade, - quer seja
pelo nidc florescimento ou florescimento reduzideo e baixa

produgio de sementes.
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Outra caracteristica associada a parte vegesta-—
tiva de algumas plantas SC1, distinta do observadeo para
plantas oriundas de Sementeé e nio submetidas ao cultive in
vitro, as gquais apresentam ramos lisos, foi o aparecimento,
nas primeiras, de cerdas ao longo dos ramos. Esta carac-—
teristica foi observada em plantas pertencentes a apenas um
gendtipo, gendtipo BS.1.

Das 17 plantas, no total de 88, pertencentes
ac gendtipo BB.1, todas apressntaram cerdas ao longo dos ra-
mos & as demais caracteristicas vegetativas tais como ndmero
de ramos & de folhas por ramos, alongamento, etc, com aspec-—
to normal. Estas plantas em conjunto foram ainda as mais
prolificas no grupo geral das B8 e, sd perderam a nivel
individual para uma planta identificada como GLI1Z.

O florescimento entre as 88 plantas teve ini-
cio em abril de 1830, portanto, 3 meses apds a transferéncia
das mesmas para a terra. No periodo de abril a agosto de
1820, acompanhou-se o desenvolvimento do florescimento = da
produgio de‘ sementes nestas plantas e pode-se observar va-—
riagdes em guantidade e duragio destes processos sntre slas.

De um modo geral, esta avaliacio preliminar
indicou gue existem variagdes eom caracteres vegstativos =
reprodutivos na populacio de plantas 301 regeneradas scobh as
condigdes experimentais desenvolvidas neste estudo., Se por
um lado as variagbes demonstradas pelas plantas do gendtipo
BS.1 parscem deletérias e comum ao gqus vem sendo obtido por

outros autores (CODWIN et oalii, ig87a; MILES, et olit,
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19890, aquelas variagides apresentadas pelas plantas do gend-—
tipo B8.1, tendem a ser favoraveis. Além do nic comprometi-—
mento da fertilidade, estas plantas apresentam cerdas em
SPUsS ramos, as guals, podem s constituir em mecanismos de
defesa contra pragas como o observado em outras espécies do
género Stylosanithes (SUTHERST et otii, 1988). No entanto,
somente com avaliagbes realizadas no campo da citogesnética,
da genética gquantitativa, molecular & bioguimica se podera
determinar com seguranca © grau s a natureza das variagdes
cbhser vadas nas pesgquisas com cultura de tecidos, =
conseguentemente, © valor gus elas possam ter do ponto de

vista do melhoramento, entre outros.

4,3, Analise do Efeito dos Fatores Fitorregulador e Gend-—
tipo Sobre o Crescimento e o Potencial Morfogenético

de (Calos

0= resultados agqui contidos, referem—se acs
experimentos conduzidos no sncaminhamento II deste esstudo.

Em todos estes experimentos, as obhservagdes
obtidas para as wariaveis peso, nimero de gemas e~ ou brotos
(N2 G/B), cor = textura de calos em relacio aos fitorregula-
dores presentes nos meios de cultura onde foram induzidos
{fator A», ou aos ssus gendttipos (fator B), sofreram analise

estatistica n3o paramétrica.
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¢ procedimento adotado na analise de cada va-
riavel, =m cada experimento, consistiu em selecionar a fun-—
Ao escore, aplicar o teste e confrontar o valor calculado
da estatistica Q com o valor tabelado para 23 com OsS Jgraus
de liberdade respectivos (g = 8% e, sendo o valor calculado
significativo, realizaram-se comparagdes miltiplas entre os
tratamentos 2 a 2 para se detectar quais diferiam entre si.

O conjunto de resultados obtidos nestes expe-—
rimentos nos permitiram verificar n3o apenas o efeito dos
fitorreguladores presentes nos meios de cultura sSobre o
crescimento © potencial morfogenédtico dos calos, como também
o efeito de gendtipos scobre estes parametros. O motive que
levou a se avaliar apenas “meios de indugio de calos™ nesta
etapa especifica do presente estudo, reside no fato de gque
nesta fase da cultura, tém inicio os primeiros eventos que

levam a regeneragdo (MEIJER & BROUGTON, 1881; GCODWIN et

alit, 1887al.

4,3,1. Analise do efeito da fonte auxinica em con-

junto com BAP e dos genotipos

0s resultados desta andlise sfo relativos ao
experimento 1, do item 2.2.2.3. de “Material s Métodos" e
encontram-se nas Tabelas 11 e 12.

As fungdes selecionadas para as variaveis peso
fresco, nimero de gemas e-0u brotos, cor = textura do fator

A lmeio de cultura2 = do fator B (gendttipo) foram, respecti-
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vamente, Escore de VYan der Warden, Assimetria a Direita,
Assimetria a Direita © Assimetria a Esquerda.

Os resultados da aplicacfio do teste xz com 1
grau de liberdade Ca = 0,080 para o fator A, se encontram na

Tabela 11.

Tabela 11. Estatisticas obtidas para o fator A d{dois meios
de cultura suplementados com fontes auxinicas
distintas) na avaliagfo de calos da cv IRI 10282

apds 20 dias de cul tivo,

MEDI A
VART AVEL VALOR DA ESTATISTICA Q
M M
1 2

Peso Cgd° 0,48"° 0, 368 0,373
Ne & 158,51 0, 45 1,83
Cor® 97,33 1,58 2,28
Textura® 149,37 =,63 1,82

(a) ver em "Material & Méilodos” a escala de notas airtbuidas &s wvaridveis

Mi = MS + Z,0 mg-l1 2,4 D + 1,0 mg-l BAP
Mz = M8 + 2,0 mg-sl NAA + 1,0 mgsl BAP
ns = ndo significativo

#* = Significativo o 5962

D valor itabelado para xi; D05 = 3.84.

Q meio M5 + 2,0 mg-l 2,4-D + 1,0 mgsl BAP, foi
descrito por GODWIN et otlii (1987a) como o melhor meio entre
agquele=s avaliados sm ssu estudo, para manter calos origina-—
dos a partir de explantes foliares de 5. guignensis indife-

renciados por longo tempo.
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Yerifica-se através da Tabela 11 gus a substi-
tuigdco da auxina 2,4-D por NAA, mantendo—se no esntanto as
mesmas concentragdes de auxina e citocinina BAP observadas
no meio de cultura proposto por GORDWIN eof agiti C1887a2,
promove diferengas estatisiicas significativas guanto ao
potencial morfogenédtico dos calos induzidos.

Enguanto no meio M: suplemsntade com 2,4-D, o©
valor para a variavel nimero de gemas =-ou brotos tende a O
Causéncia de regensracio), no meio Mz suplementadeo com NAA,
este valor tende a 2 (6-1Q gemas =-ou brotos por calod,

Em relagio as variaveis cor e textura, verifi-
ca-se gue o meio ﬂltende a promover valores médios iguais a
1 Cverde esbranguigadol e 3 (textura compactal) respectiva-—
mente., Os calos apresentando tais caracteristicas em nossas
avaliagdes, de modo geral, raramente sofreram }egeneracﬁo.

Por outro ladeo, os valores médios para as va-—
ridveis cor e textura no meio Mz tendem émbos a =, verde
claro e textura intermediaria, respectivamente; estas carac-—
teristicas em nossos estudés indicam potencial regensratiwvo.

Os valores para a variavel peso fresco, a gqual
reflete mais diretamente o crescimento dos caleos, nao dife-
riu estatisticamente nos dois meios avaliados.

Fste conjunto de resultados demonstra gue para
a cultivar IRI 1022, assim como para outros materiais
pertencentes a 5. guitanensis, os fitorreguladores NAA = BAP
s30 altamente eficientes nic apenas na indugio 2 crescimento

de calos, como também na diferenciacio de gemas e-ou brotos.
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No presente estudo, verificou—se ainda gue as concentragdes
- 2,0 2 1,0 mgsl de NAA e BAE, respecitvamente - ni3o foram
as mais efetivas na manutencfo de calos indiferenciados ao
longo do tempo.

0Os resultados da aplicac3c do teste xz com 48
graus de liberdade (a = 0,08) para o fator B & para a Inte-
ragioc entre os fatores A & B, assim como, das comparagdes

miltiplas para o fator B s encontram na Tabela 12.

Tabela 12. Estatistica ¢ obtida para o fator B (S0 gendti-
pos) e para a interacio AR (dois meios de cultura
versus S0 gendtipos) na avaliagfo de calos da cv

IRI 1022 apds 30 dias de cultivo.

VALOR DA COMPARACSES MULTIPLAS VALOR DA
) IR - 3 f

VARI AVEL. ESTATISTICA Q (fator B ESTATISIICA Q
Cfator ED CInteracao entre
: Ne % fator A e BD

. a * E 3

Peso Cgd 152,58 71 5,8 118,85

Me e-B® 128,00 57 4,868 148, 40"

Cor ® 122,88 20 2,48 138,23

Textura® 132, 05 54 5,22 130,18

(a? ver em “"Matsrial & Métodos” a escala de notas airibuidas &s varidveis

tb) numeroc de contrastes que apresentam diferengas esialisiicas signifi-
cativas em um um total de 1225 contrastes.

* = Significativo a T%. =

O valor tabelade para ;(49; 0,05 = &7,50.

A Tabela 12 mostra gue os 80 gendtipos testa-
dos nos meios M1 =) Mz apresentam diferencas estatisticas

significativas entre si.
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As diferengas observadaz anteriormente entre
os melos de cultura tém portanto, um componente genotipico;
isto & demonstrade pela existéncia de interagfo significati-
va entre os fatores A Umeio de cultura2 e B (gendtipod.

Assim, o crescimento de calos e a freqgii@ncia
de regeneragio nestes podem ser aumentados, selecionando-se

conjuntamente meios de cultura o gendtipos para tais parime-—

tros,
4,3.2. Analise do efeito dos fitorreguladores NAA e
BAP em trés combinagfes distintas e dos gend-
tipos
0s resultados desta andlise s3o relativos ao
experimento 2 do item R.2.2. 2., de “"Material e Métodos" e

encontram—se nas Tabelas 13 e 14.

A fungio selecionada para as variaveis peso
fresco, cor g textura dos fatores A e B foi a Escore de
Wilcoxon & para a varidvel nimeroc de gemas =/0u brotos foi a
Assimetria a Direita.

0Os resultados da aplicagio do teste xz com 2
graus de liberdade (a = 0,082 e das comparacbes maltiplas

realizadas para o fator A, sncontram—se na Tabesla 13,
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Tabela 13, Estatisticas obltidas para o fator A (irés nmeios
de cultura suplementados com concentragdes dis-
tintas de NAA = BAPD na avaliaglo de calos da cwv

IRI 1022 apds 30 dias de cultivo.

COMPARAGCOES MULTIPLAS

) VALOR’DA PARA OS NIVEIS DO MEDI AS
VARI AVEL ESTATIS- FATOR A
TICA ©Q
(M -M 2> M -M D> (M —-M D M M M
12 1 3 2 3 1 2 a

k3
Peso ¢g2>® 15,83

*
*
¥

0,388 0,317 0,348

Ne G B® g1 * * * 1,88 1,74 1,69
Cor ® 92,79 * * * 1,94 2,22 2,22
Textura® 47,20 * * * 2,08 2,06 2,17

(ar ver em "Matlerial e Mditodes” a escala de nolas atribuidas &= varidvels

M1 = MS + 2,0 mygsl NAA + 1,0 mg-l BAP
M_ = MS + 1,0 mgr-l NAA + 0,4 mg-l BAP
M_ = MS + Z,0 mg-l NAA + 0,4 mgsl BAP
* = Zignificativo a 596.2
O valor tabslado para xz; 0,05 = 5,00,
. ~ z

Os resultados da aplicagio do teste yx com 42

graus de liberdade (a = 0,08) e das comparaces mialtiplas

realizadas para o fator B, assim como a aplicagioc do teste
2 . ~
x com 2B graus de liberdade para a Interagiaoc entre os

fatores A e B, encontram—-se na Tabela 14.
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Tabela 14. Estatistica Q obtida para o fator B (30 gendti-
pos) e para a interacioc AB (trés meios de cultura
versus D0 gendtiposd na avaliaglo de calos da cv

IRI 1022 apds 30 dias de cultivo.

COMPARACSES MOLTI PLAS VALOR DA
VALOR DA Cfator BD ESTATISTICA Q
VARI AVEL ESTATISTICA Q {Interacioc entre
Cfator BD MNe % fator A g B2
a . * *
Pesc Cgd 244, 40 62 21,38 142,082
Ne G B 231,14 ] 24,08 182,70
Cor ® oe2, 58 =05 16,72 213,08
Textura® 227,15 273 22,28 180, 49"

‘{ay ver em “"Material & Méilcdos” o escala de notas atribuidas &s varidveis
(b numerc de conirastes que apresentam diferencas estatisticas signifi-
cativas em um um total de 1225 contrastes.

* =mignificative a 5%.

e

Z 2
O valor tabel ado para X4 0,05 = &57,30 & para xpe; 0,05 = 124,34.

9;

Observa—se atraveés da Tabela‘13 gue os valcores
médios para as varidveis psso fresco, nimero de gemas e/ou
brotos, cor e textura nos trés meios de cultura avaliados
foram muito préximos; no entanto, todos diferiram estatisti-
camente ao nivel de significincia indicado.

Mesmo gue os valores médios encontrados fossem
idénticos entre si, tais diferengas estatisticas ainda pode-—
riam, ocorrer. Isso se did em funcio da analiss estatistica
nda paramétrica trabalhar com as posigdes ocupadas pelas
observactes e nio com seus valores reais. Assim, guando dois
tratamentos apresentarem valores médios idénticos para uma
dada wvariavel, mas o conjunto de observagdes que levaram a

estes valores coccuparem postos diferentes, sles poderioc dife-—
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rir estatisticamente entre si.
Na pratica experimental, porém, as diferencgas
verificadas nas respostas promovidas entre os meios M1 e M
foram sempre peguenas. A explicacgio para as diferencas ssta-
tisticas significativas observadas entre =sles parece estar
nos resultados apresenta— dos na Tabela 14. Provavelmente o
grande numero de diferencas estatisticas significativas
encontradas entre os gendtipos, sesteja refletido nos dados
obtidos para o fator A (meio de culturad.
A ocorréncia de valores significativeos da
estatistica Q para a Interacdo entre os fatores A e B dio

embasamento para esta colocacio.

4,3.3. Analise do efeito dos fitorreguladores NAA e
BAP combinados em concentracdes proporcional-
‘mente aumentadas & diminuidas em relac3o a um

meio controle = dos gendtipos

0s resultados desta andlise sio relativos ao
experimento 3 do item 3.2.2.2., de “Material o Métodos" e
encontram-se nas Tabelas 18 e 18 e Figura S,

A funcgio selecionada para as varidveis peso
fresco, nimero de gemas =2-0U brotos, cor e textura dos fato-
res A e B fol a Assimetria a Direita.

Os resultadeos da aplicacio do teste xz com 2
graus de liberdade (a = 0,08) e das comparacdes mialtiplas

realizadas para o fator &, encontram—-se na Tabsla 13,



graus de liberdade (x =

realizadas para o fator B,

i1 4.

- . o z
Os resultadoes da aplicagac do teste 37 com 28

0,082 e das comparagides multiplas

assim como a aplicagdo do teste

xz com 58 graus de liberdade para a interagio entre os fato-—

res A e B,

Tabela 13,

encontram—-se na Tabsla 186.

Estatisticas obtidas para o fator A (trés meios

de cultura suplementados com NAA @ BAP em concen-—

tragdes proporcionalmente aumentadas e diminuidas

em relagido a um meio controle na avaliacio de

calos da cv IRI 1022 apds 30 dias de cultivo,

COMPARAGOES MULTIPLAS

VALOR DA PARA OS NEVEIS DO MEDI A
VARI AVEL ESTATIS- FATOR A
TICA Q
CM -M D> CM -M D CM -M 3> M M M

1 2 1 a 2 3 i 2 2
Peso Cgd® 31,91 * * * 0,189 0,272 ©,190
Ne ©B® 108,30 * * * 1,76 0,82 1,66
cor ® 139,78 x * * 2,08 1,13 2,21
Textura® 149,48 * * 1,768 2,88 1,55

{ar
M
M

2
M =
3
¥ =

ver em “"Material
MS + 1,0 mgsl NAA
MS + 4,0 mg-sl NAA
MT + 0,35 mg-sl Naa
Figniftcative a 5%2
o valor tabelado para ¥

e Mdiodos” o escala de notas airibuidas as varigvels
+ 0,4 mg-s1 BAP (meic coniroler

+ 2,0 mg-1 BAP

+ 0,23 mg.-t BAP

7} 0,05 = 5,09,
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Tabela 18. Estatistica Q obtida para o fator B (30 gendti-
posl) © para a interacido AB (trés meios de cultura
versus 30 gendtipos) na avaliag3do de calos da cv

IRI 1022 apdos 20 dias de cultivo.

COMPARACOES MULTIPLAS VALOR DA
VALOR DA Cfator BD ESTATISTICA Q
VARI AVEL ESTATISTICA Q {Interacio entre
’ Cfator BD Ne % fator A e B>
a P ns
Peso (g2 124,29 89 20, 45 79, 92
Ne GBS 109,81 83 19,08 90,19
cor® 114,17 g 20,22 88,72
'!('
Textura® Q7,56 84 14,71 15,02"°

{ary ver em “"Material & Méiodos” o escala de notas airibuidas &s varidveis
tb? namero de conlrasties que apreseniam diferengas estalisiicas signifi-
cativas em um um tctol de 43T contrasies.

ns = nédeo significative
* = zignificativo a 5962 2
o valor tabel ade para ;{zp; 0,03 = 42,50 & para X:SB; 0,05 2 70,08,

Verifica—-se a partir da Tabela 1% gue os meios
Mz = Ma’ embora diferentes estatisticamente, tendem a pro-
mover respostas semelhantes no que diz respeito ao cresci-
mento 2 potencial morfogenético em calos neles induzidos., O
meio M3 CME + 0,8 mgrsl NAaA + O,25 mgs/l BAPY tem suas concen-—
tracbes de NAA = BAP reduzidas a metade em relacic aguelas
do meio M1 CMS + 1,0 mg-s1l NAA + 0,4 mg-l BAPD); esta redugio
& capaz de manter favoravelmente os niveis de crescimento e

freqii®ncia de regeneragio nos calos induzidos ja verificadeos

para © meio M1 e, com uma vantagem adicional pratica gue € a
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obhtengio de respostas morfogengticas desejavels utilizando~
-2 concentractes de fitorregul adorss menores.

Por outro lade, a Tabela 15 também mostra a
éxisténcia de diferengas estatisticas significativas entre
os meios M1 =] Mz = Mz e Ma' O meio Mz CMSE + 4,0 mg-sl Naa +
2,0 mg-sl BAPD tem suas concentragdes de NAA = BAP duplicadas
em relagio aguslas do meio M1; este aumento, promove respos-
tas semelhantes ao observado gquando © meio de cultura esta
suplementado com a auxina =, 4-D.

A Figura S mostra calos de 18 = 30 dias indu-
zidos nos meios M1 C5A1 =) ‘SBIZ} =) Mz (Z‘:BAZ = SBZD. Acs 15 dias
Jji& & possivel notar que os calos induzidos no meio Mz CSAZD
s3ao majiores & mais claros que os calos induzidos no meio M1
C‘SAID; aps 30 dias, verifica—-se pontos de regeneragic nos
calos induzidos no meio Mz {setas, SAI), ao contrario do gue
ocorre nos calos induzidos no meio MZ i‘.:“:ﬁsz), os guals

mantém—-se indifersnciados.
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(A1 e B1> calos respecitivamente com 15 & 30 dias de cultura em meio
MS + 4,0 mg-l de NAA + 2,0 mg/l BAP; (A2 & B2) calos respectivamen-
te com 15 & 30 dias de cultura sm meic MS + 1,0 mgsl NAA + ©,4 mgrl
BAP; setas em B2 mosiram pontos de regeneragdo.

Figura 5. Efeito das concentragtes de fitorreguladores no

meio de indugdo scobre o crescimento e potencial

mor fogenético dos calos.
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A Tabela 185 mostra novamente a existéncia de
diferencas estatisticas significativas entre gendtipos;
porém, a interagdo destes com os meios de cultura é& menor do
gue o cobservado nos resultados dos dois experimentos ante-—
riores. Possivelmente, o©o aumento para determinados valores
nas concentracdes de fitorreguladores, tendem a eliminar o
efeito de gendtipo, constituindo-se noe fator preponderante

na determinagio das respostas morfogenéticas dos calos.

4,3.4., Analise do efeito dos fitorreguladores NAA e
BAP sob duas condicfes de luminosidade e dos

genotipos

0s resultados desta anadalise s3c relativos ao
experimento 4 do item 2.2.2.3., de “Material e Métodos" e
encontram-se nas Tabelas 17 e 18 e Figura ©6.

As fungdes selecionadas para as variaveis peso
fresco, nuUmero de gemaé e/ou brotos (N2 &BY®, cor® e textu-—
ra® dos fatores A & B foram Assimetria a Direita (peso fres-—
co 2 numero de gemas =-sou brotos), Escore de Van der Warden
{cor) e Escore de Wilcoxon Ctexturad.

Os resultados da aplicagico do teste xz com 3
graus de liberdade (a = 0,082 e das comparacgdes miltiplas

realizadas para o fator A, encontram—-se na Tabela 17.
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Tabela 17. Estatisticas obtidas para o fator A (dois meios de cul-
tura sob duas condicdes de luminosidade) na avaliacio

de calos da cv IRI 1022 apds 30 dias de cultivo.

COMPARACOES MULTIPLAS

YALOR DA PARA OS NIVEIS DO FATOR A
YARI AVEL ESTATIS-

TICA Q M M2 (M -MD> (M -M> M -M 3 CM_~-M 2 (M_-M 2
1z 1 a3 i 4 2 3 z  a 3 a4

¥
Feso Cg2® 199,832 * ns * * * *
Ne & BY 100,80 * » * * ns *
Cor © 107, 43* * * * #* * *

¥
Te-xturaa 74,332 #* s * »* * *

MEDI A
VART AVEL -
M M M M
1 4 3 4

Peso Cg® 0,231 0,112 0,232 o, 080
MNe &-B® 0, 48 0,00 1,26 o0, 00
Cor ® 1,83 1,41 1,93 1,72
Textura® 2,10 2,28 2,10 2,08

{(a>» ver em "Malerial & Mélodos~ a escala de nolas oairibuidas s varitaveis

M1 = MS + 2,0 mgsl NAA + 1,0 mg-sl BAP (clarc’
M = M3 + 2,0 mgsi NAA + 1,0 mgsl BAP (escuro’
Mz = M3 + 1,0 mgsl NAA + 0,4 mg-l BAP (claro?
Ma = M3 + 1,0 mg-sl NAA + 0,4 mg-l BAP (escuro’
ng = ndéo significative

#

= Significative a 5%2
O valor tabeslado poara ;{;‘3; 0,09 = 7,81,
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Os resultados da aplicagio do teste xz com 28
graus deg liberdade (a = 0,08} & das comparagdes miltiplas
realizadas para o fator B, assim como a aplicacdo do teste
xz com B7 graus de liberdade para a Interagio entre os fato-

res A e B, encontram—-se na Tabela 18.

Tabela 18. Estatistica Q obtida para o fator B (30 gendti-
posd ® para a interagio AB (dois meios de cultura
sob duas condigdes de luminosidade versus 30 ge-
notipos) na avaliagio de calos da cov IRI 1022

apds 30 dias de cultivo.

COMPARACOES MOLTI PLAS VALOR DA
VALOR DA Cfator B ESTATISTICA Q
VARI AVEL, ESTATISTICA Q CInteracio sntre
{(fator B2 N2 3% fator A e B2
o E E 3
Feso (g 128,10 i1 27,28 160,31
»*
Ne GB® 158, 86 158 35,63 161,55
cor ® 151,85 140 32,18 180,07
Textura® 1554, a8 146 233, 56 163,39

(ar ver em "Material & Métcodos” a escala de notas airibuidas &s varidaveis

(b namerc de conirasies que apresentam diferengas esiatisticas signifi-
catitvas em um um total de 435 conirasies.

* significativo a 5% 2 2

O valor tabelado para xzp; 0,05 = 42,56 e para xa?; 0,05 o 113,14,

A Tabela 17 mostra gue todos os meios avalia-
dos diferem estatisticamente entre si; no entanto, as dife-
rencas observadas para os valores médios das wvaridveis ten-
dem a ser menores entre meios mantidos sob as mesmas condi -
so0es de luminosidade (fotoperiocodo de 18 horas ou escuro
continuo) do gque, para um mesmo meio de cultura mantido sob

condigdes de luminosidade distintas.



i21.

HNa sequé&ncia de eventoé mostrados na Figura 5,
nota-se que a indugldoc de calos em explantes foliares da cul-
tivar IRI 1022 no inicic € mais lenta nagusles explantes
mantidos no escuro continuo., Com 7 dias de cultivo ja € pos-—
sivel wvisualizar a indugfo de calos nas regides de ferimen-—
tos em explantes mantides na luz (seta em Bﬁﬁ); o mesmo nio
occorre em explantes mantidos no escuro (seta em SAJL fits)
final do periodo de +trinta dias, no entante, os calos
mantidos no escuro alcancam o©os calos mantidos no claro em
relacic ao crescimento., Porém, estes calos ndo sio capazes
de regenerar partes aéreas CBBi e BC£> ao contrario dagqueles
mantidos na luz 'CBBZ =) SCZD; eventualmente se observa a
diferenciagfo de ralizes nos mesmos {(seta em BBEL

A Tabela 18 mostra que os gendtipos avaliados
também diferem estatisticamente entre si e, gue hi interagio
significativa entre oz meios de cultura e o0os gendtipos.
A==im, as diferengas estatisticas significativas observadas

entre os meios de cultura, tém também um componente genoti-

pico,
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(A1, B1 e Ci)» calos respectivamente com 7, 20 e 30 dias de cultura
em meic MS + 2,0 mg-st NAA + 1,0 mgs/l BAP e mantides scob escuroe
continuo; a seta em (A1) aponta local de indugdce de caleo no ex—

plante 2 em (B1) a regenerag¢do de raizes observada eventualmente
sob escuro ceontinuco; (A2, B2 e C2Z) calos respectivamente com 7, 20
e 20 dias de culitura em meioc MS + 2,0 mg-s-l NAA + 1,0 mgsl BAP e
maniidos scob foilopericdo de 16 horas; a seta em (AZ) aponta leocal
de indugcdo de calo no sxplante; ponteos de regeneragde nos cal os

induzidos sdaoc mostirados em B2Z e 2 (setas?).

Figura B. Efeito da condigio de luminosidade sobre o cresci-

mento e potencial morfogenetico dos calos.
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4,3.5. Anidlise dn efeito de trés genotipos SCz e dos

fitorregul adores NAA e BAP

0s resultados desta andlise s3o reslativos ao
experimento 89 do item 3. 2.2. 3., de “Material e Métodos" e
encontram—se nas Tabelas 18 e 20 e Figura 7.

A fung3oc selecionada para as variaveis peso
fresco, nimero de gemas e-ou brotos & cor dos fatores A e B
foi a Assimetria a Direita e para a varidvel textura foi a
Escore de Wilcoxon.

0Us resultados da aplicagidc do tsste xz com 1
grau de liberdade (o = 0,082 para o fator A, encontram—-se na

Tabsla 189.

Tabela 18. Estatisticas obtidas para © fator & (dois meios
de cultura) na avaliagio de calos da cv IRI 1022

apds 30 dias de cultiwvo.

MEDI A
VART AVEL VALOR DA ESTATISTICA Q
M M
1 2
Pesoc Cg° 1,247°% 0,21 0,20
Ne &-B® 2,277° 0,98 1,18
Cor ® 5,868 1,48 1,81
Textura® =2z, 02" 2,24 2,04

tay ver em "Malerial e Mélodos” a escala de notas atribuidas &as varidveis

Mi = ME® + 2,0 mg-l NAA + 1,0 mg-l BAP
Mz = MS + 1,0 mg-sl NAA + 0,4 mg-l BAP
ns = néo significativo

* =

Significative a 5%
O valor tabelado para xl; 0,05 = 3,84.
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Os resultados da aplicago do teste Xz com 2
graus de liberdade (a = 0,08), para o fator B e para a

Interagio sntre os fatores A e B, encontram—-se na Tabela 20.

Tabela 20. Estatisticas obtidas para o fator B {tirés gendti-
pos SC2) e para a interagio AB (dois meios de
cultura versus trés gendtipos 8CGz22 na avaliagio

de calos da cv IRI 1022 apds 20 dias de cultiwvo.

- VALOR DA ESTATISTICA Q OMPARACOES MULTIPLAS
VART AVEL Crotor B
e EE-CR3  GIe-Gl13 GB3-G113

Peso (gl @ 70,83 #* * *
Ne &-B® 103,95 * * *
Cor 57,58 * » *
Textura® 33,87 * * *

. MEDI A VALOR DA ESTATISTICA Q
VARI AVEL CInteracio entre fator & e B

Gz cez Gliz - ~ i ‘

Peso Cg2® 0,088 0,240 0,294 27,00
Ne GoB® 1,28 1,81 0,03 3,007°
Cor ® 1,28 2,75 1,23 23,00
Textura® 2,73 1,98 2,78 21,83

(ay ver em "Material e Méicdos” a escala de notos atribuidas &= varibveis
ns = néo significative

* = Zignificative a 5962
D valor Ltabslado para Xz; 0,05 = 5, 90,
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Verifica-se a partir da Tabela 128 que os meios
M1 =) Mz nio diferem estatisticamente para as wvaridveis peso
fresco e nimero de gemas es/ou brotos (N2 G/B), isto €, para
as varidveis gue expressam diretamente o crescimento e o
potencial morfoldgico dos calos induzidos. Mo entanto, sstes
meios diferem entre =i ja que, diferengas estatisticas
significativas foram encontrados para as varidveis cor e
textura.

Os resultados apresentados na Tabela 20, mos-
tram por sua vez gue para todos os contrastes realizadeos
entre os gendtipos G32, G83 = G113, foram encontradas dife-—
rencas estatisticas significatiwvas,

Através da Tabela 20 podemos observar ainda
que o= calos coriundos do gendtipo G32 tendem a apresentar
crescimento (valor peso fresco em gramas =« 90,1000 o regene—
ragio C(valor N2 G/B = 1, isto &€, de © a 5 gemas s/0u brotos
por caloed reduzides, além de coloragio verds esbranquicado
Cvalor cor = 12 e textura compacta (valor textura = 3); os
calos do gendtipo GB2 tendem a apresentar crescimento dentro
da média wverificada para os calos neste estudo (valor peso
fresco em gramas = {(,2400 e, a fregii&ncia mais alta de

regeneragio observada entre os trés gendtipos sob avaliaglo

Cvalor N2 G/B = 2, isto &, B a 10 gemas ou brotos por calod
além de, coloragio verde médio (valor cor = 3) e textura
intermedidria (valor textura = 20 e os calos do gendtipo

G113 tendem a apresentar o maior crescimento observado entre

os trés gendtipos scb avaliaglo {(valor peso fresco em gramas
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= 0,2894) = a fregiUéncia de regeneracgio mais baixa (wvalor N2
G/B = 0D além de, colcoragio verde esbranquicado (valor cor =
12 e textura compacta (valor textura = 32,

Em relacdc a variidvel “nimero de gemas e ou
brotos" a ni3o detecgldn de difsrencas estatisticas signifi-
cativas, neste estudo, enire meios de cultura C(Tabela 182 &
para a Interacio entre os fateores A (meio de culturad e B
{gendtipos? mas sim entre gendtipos (Tabkbela 202 confirma gue
as respostas obtidas em termos de potencial regenerativo
devem—-se agui, sxclusivamente ac fator gendtipo,

Na descrig3o apresentada acima dos calos per-
tencentes aocs gendtipos G232, G232 = G113, fica evidente gue ©
gendotipo GB2, apresenta capacidade regensrativa distinta e
superior aos dois cutros,

A Figura 7 mostra calos obtidos a partir de
trés gendtipos S0z - G332, GB2 & G113 ~ apds 30 dias de cul-
tura em 2 maios de indugio (74 o 7B).

Nota—-se a pértir desta figura gue os calos de
mesmo genttipo tendem a manter o mesmo comportamento em re-—
lag3o ao crescimento e potencial morfogenético em meios de
cultura diferentes; porém, calos de genétipos diferentes
apresentam respostas bem distintas entre si, em relagido a

estes parametros, mesmo dentro de um mesmo meio de cultura,



(A calos induzidos em meioc MS + 2,0 mg-l NAA + 1,0 mg~-l BAP; (B)
calos induzidos em meioc MS + 1,0 mgsl NAA + 0,4 mg-l BAP. Obhser -
va-se que em ambos os meios os calos de cada genétipoe mantém en-
tre si1, distintos comportamentos em relagéoc ao crescimentec e po-
tencial morfogenético; (C) presenga de cerdas nos ramoes do planta
SC1 83).

Figura 7. Crescimento e potencial morfogengético apresentado
por calos oriundos de trés gendtipos SCz (G3z2, G83
e Gl13) e caracteristica vegetativa apresentada

por planta parental SCi (GB3D.
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Estes gendtipos s3c progénies respectivamente
de trés plantas SCi1, gue compunham o grupo das 88 plantas
mencionadas no item 4.2, de “Resultados e Discuss3e*, as
gquais, e—gus foram avaliadas em relacic a alguns aspectos
morfolégicos ¢ fisicldgicos.

As plantas SC1 parentais foram selecionadas
aleatoriamente, com base apenas na produti vidade de
sementes; no grupo das 88 plantas sstavam entre agquelas gue
apresentavam os maiores indices individuais de produtividade
de sementes no periodo de colsta realizada entre abril a

agosto de 139980:

SCi1 32 = B8 sementes
SCi1 283 =115 sementes

SCa 113

=68 sementes

Em relagio a parte vegetativa, a Unica variacio
detectada entre estas plantas SC1 e aquelas coriundas de se-—
mentes © n3oc submetidas ao cultivo in wvitre foi a presenga
de cerdas nos ramos da planta SC1 82 (Figura 7C. Como
mencionado no item 4.2, de “Resultados o Discuss3ce", apenas
as plantas pertencentes a um dado gendtipo denominado B8.1
apresentaram tal caracteristica, logo, ssta planta pertencia
a este gendtipo.

Quanto aoc histérico in wiftreo destas plantas
parentais SCi1, elas foram regeneradas a partir de calos in-
duzidos em meios ME suplementados com diferentes concen-—

tracgdes de NAA = BAP:



i=s.

SCa 32 ME + 1,0 mgsl Nas + 0,1 mgrsl BAFP
SCi 83 : MS + 1,0 mgol NAA + 2,0 mg-sl BAP
SC1 1123 : MS + 2,0 mgsl NAA + 0,1 mgsl BAP

Sementes (progénies) destas plantas parentais
foram postas para germinar para se obter plantulas e destas,
explantes foliares.

A taxa de germinacio observada para 35 semen-—
tes de cada planta parsntal foi 100%. Na progénie G32 veri-
ficou-se gue, das 38 sementes germinadas 28% oram albinas.

Tude indica gue assim come o© observado em
alfafa C(BINGHAM et alii, 19782, o© cariater regeneragio 1in
vitro deva ser altamente herdiavel na espécie 5. guiagnensis
2, através de selecdo recorrente aplicada a gendtipos sele-
cionados para este carater poderi ser possivel melhorar a
capacidade de regeneragio de uma populagio; ademais, gendti-
pos altamente regenerativos podem ser obtidos =m todas as

cultivares desde gque umn nimerce suficiente de plantas seja

avaliado.

4.4. Estudo Histoldgico dos Calos

Este estudo foi realizado com o intuito de se
verificar a niwvel estrutural os esventos iniciais da indug3o
de calos em explantes foliares de §. guwignensis, cultiwvar
IRI 1022, bem como as proliferacdes e as diferenciagtes

celulares ocorridas nestes calos ac longe de 30 dias de
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cultura em meio MS suplementado com 2,0 mgrsl MASA + 1,0 mgrsl
BAP.

A escolha desse meio de indugido foi baseada na
sua capacidade, observada em stapas anteriores do presente
estudo, em promover a indugdo o © crescimento de calos,
assim como, a indugio de regeneracico nos mesmos.

A Figura @ mostra inicialmente a caracteriza-—
gao destes processos a nivel da morfologia externa. Explan-—
tes foliares colocados em meic ME + 2,0 mgrsl de MAA + 1,0
mg-1 BAP & mantidos sob fotopericodo de 16 horas de luz e
temperaturas entre 25-28°C C2AY iniciam o processo de indu-—
30 de calos, o gqual jid se faz notar nas regides de ferimen-—
to dos explantes, no 852 dia de cultura {(seta em 8BY; com 7
dias de cultura este processo € mais visivel (ssta em 20D,
com 10 dias de cultura os calos apresentam um crescimento
maior nas regidtes dos ferimentos (8BD); com 185 dias de
cultura os calos apresentam um crescimento maior mas pontos
de regeneracio ainda ndo s3o visualizados (8E); com 20 dias
de cultura os pontos de regeneragio s3io visualizados nos
calos (seta em BFY;, com 28 e 230 dias de cultura (BG e 8H
respectivamente) os pontos de regeneragio se acentuam. Caloes
transferidos para meio de regeneracio (meio MS suplementado
com 1,0 ou 2,0 mgsl de BAP, = mantidos sob as condigdes de
luminosidade = temperatura menciocnadas acima apresentam
organogénese acentuada de partes adreas (brotos) (812,

A anidlise a nivel anatémico, no entanto, foi

realizada em calos mantidos apenas em meio de indugio (30
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dias iniciais de culturad.

A Figura 2 mostra inicialmente o padraoc de
organizagdo aco nivel da nervura central visto em cortes
transversais de foliolos de plantas germinadas a partir de
sementes da cv IRI 1022 cultiwvadas na natureza (8A = 80 e
in wvitro (BB = 3D, assim como, o detalhe de um tricoma na
epiderme abaxial (2E) g de estdmatos do tipo paraciticeo
C3FD,

Observa-se gue as folhas de plantas mantidas
na natureza, apresentam células esclereficadas (tecido de
sustentaciod mais desenvolvidas, na base do feixe da nervura
central do gue as folhas de plantas e mantidas in uitro.
Além disso, foi observado gque a intensidade de coloracgio do
paréngquina clorofiliano (paréngquina palicadicod, também &
maior nos foliclos da planta mantida na natureza. E provivel
que essas folhas apresentem uma guantidade maior de clorofi-
la & de amido de assimilacio. A presenga de tricomas em
maior numero nos foliclos das plantas mantidas na natureza,
por sua vez, pode estar relacionada com a defesa de pragas.

A Figura 10 caracteriza o explante foliar,
obtido de plantas oriundas de sementes = mantidas in vitro:
inicialmente € mostrado o parénquima esponjosc em material
dissociado (108Y; a terminacio de uma nervura onde se véem
as tragueides e células parénguimdticas (bainha do feixed
envolvendoe os elementos traqueais € mostrada em C(10B>;
tragueides curtas com espessamento escalariformesespiralado

e tragueides longas com espessamento espiraladosanelado, si3o
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mostradas respectivamente em (100 & 10D, elementos de vaso
com espessamento espiralado e espiraladosescalariforme s3o
mostrados respectivamente em (10E e 10F). No explante foliar
oS elementos de vaso com espessamento reticulade também s3o
observados., Do ponto de vista evolutive, as tragueides sao
mais priﬁitivcs que os elementos de vaso, pois desempenham
as funces de sustentacio e de condugio. Os elementos de
vaso por sua vez, desempenham apenas fungido de condugdo

sendo portanto mais eficientes nesta atiwvidade.
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(A> explantes foliares no dia 0 de cultiura; (B> a seta mostra ini-
cio de indugdo visivel de calos, nas regides de ferimento dos ex—
plantes, no 5% dia de culiura; (C) com 7 dias de cultura a indugde
se torna mais visivel (setar; (D e E) com 10 e 15 dias de cul tura,
respeciivamente, os calos (& sédc estruturas definidas porém nao
apresentam indicios de regeneragdo; (F, G e H», calos com 20, 2S5 e
30 dias em cultura, respecitivamentie, apresentam inicic e desenvol-
vimento de regeneragdo; (I) calos transferidos pora meios de rege-

neracgéo, acentuam a organogénese de paries aéreas (brotos),

Figura 8. Caracterizag3o a nivel da morfologia externa do
desenveol vimento de calos mantidos em meio de indu-

cao.



(A e ) cortes transversais ao nivel da nservura central (NC ) de

foeliclos de plantas germinadas & pertir de sementes & mantidas gl
natureza; a seta em () mostra um colénguima mats desenvelvido ac
nivel da nervura central; (B e Dy cortes transversais de fol iclos
de plontas germinadas a partir de sementes e mantidas tn witre; (E
¢ F) epiderme abaxial; (E) detalhe de tricoma; (F) est Gmatos do
tipc paracitico em vista frontal.

As barras da Figura ©® (A, B, G, D, E  F) correspon-
dem respectivamenie o 100, 100, S0, SO, S0 e S0 Lm.

Figura 2. Aspectos estruturais dos folioclos de Stviloesanthes

gutanensis cv IRI 1022.
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({A) parénquima esponjoso; (B) termina¢géo de nervura onde se Vvé as
tragueides (Tr»> e células parengquimaticas (Pg) envolvendo os ele-
mentos tragqueais (bainha do feixe!; (C)» traqueides curtas com es—

pessamento escaloariformesespiralado; (D traqueides mais alongades
com espessamento anelodo e espiralado; (E> elementos tragueais com
espessamentc espiralade; (F) elementos traguealis com espessamento
espiraladasescalariforme (setar.

As barras da Figura 10 (A, B, =, D, E & FJ) corres-
pondem respeciivamente a S0, 20, 20, 20, 20 & 20 um.

Figura 10. Aspectos estruturais do explante foliar cobtido de

planta germinada a partir de semente e mantida 1in

vitro.
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A anidlise dos eslementos celulares presentes em
calos submetidos a dissociaglo revela que n3c ocorre a for-—
magdc de novas estruturas nestes, porém, a fregiéncia de
alguns elementos mostra-se alterada. As tragueides foram
encontradas em grande nimero no material dissociade =, uma
provavel explicac3o para este fato pode sstar relaciconada
com a alta eficiéncia destas estruturas em condigdes de es-
tresse C(BURGES, 1988) o gue & caracteristico no cultive in
witro.

As Figuras 11 e 12 mostram as modificagdes
ocorridas no explante foliar com 2 dias de cultura, em corte
transversal e longitudinal respectivamente ao nivel da ner-
vura central. 0s principais eventos ocorridos neste periodo
2 gue levam a inducio de calos s3o as divisdes das células
do parénguima vascular (principalmente parénquima de floemad
2 da bainha do feixe, dando inicio portanto, a proliferagio
celular.

A Figura 13 mostra o explante foliar com 3
dias de cultura, Em cortes longitudinais © possivel verifi-
car que préximo a regidco do ferimento, na epiderme em conta-
to com o meio de cultura e principalmente no parénguima
esponjoso (13A e 13B) a ocorréncia de intensa proliferacgio
celular. Ma regiio intermédiéria entre as extremidades feri-
das deo explante, nesta idade, n3co s3o observadas alteragtes
na epiderme e sou mesdfilo {13C), nem mesme a nivel das

nervuras laterais C13D0.
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(A? aspecto geral do explante na porgdo mais interna; seta mostra
regiéo da nervura central (NG>; (B> detalhe da nervura central com

elementos do xilema (X>) & do floema (F»; () aspecto geral do ex-

planie na porgdoc mais externa; seta moestra a regidce da nervurao
central (Nc»; (D> detalhe da nervura central; as setas mostiram cé-—-
lulas parenquimaticas proximas oo {loema em inicico de divisdo.

As barras da Figura 11 (A, B, C & D) correspaoandem

respectivamenie o 100, 100, 20 e 20 um.

Figura 11. Cortes transversais dos explantes foliares com 2

dias de cultura in vitro.



138,

4 ﬁai‘.”
. 'S IR

(A} aspecto geral do explante a nivel da nervura central; (B} de-

talhe dos elementos de vaso; seta mestira espesssamento reticulado;
(g detalhe das células da bainha do feixe 1a divididas (seta);
(D> células da bainha do feixe vascular (seta?) apresentandoc nucleo

e nucléolo bem evidentes.
As barras da Figura 12 (A, B, C e D> correspondem

respectivamente a TOD, 20, 20 e Z0O Um.

-

Figura 12. Cortes longitudinais dos sexplantes foliares com 2

dias de cultura in witro.
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aspectc geral do explante nas proximidades da regide do
mento, Dbserve a proliferagdo celultar na
contato com ¢ meiro {(setay; (B»

feri-
porgéo do explante em

a preliferagde celular & observada

atnda na regific de ferimente, em células do parénquima espon ]oso;

fisicamenis do local de ferimento,
ndo se verificam alieragdes; (D) detalhe do feixe
frer alteracées.

() nas porcghes mais distaontes

lateral sem so-

As tarras da Figura 12 (A, B, C e D>

caorrespondem
respectivamente o JIO00, ZD, 20 & ZO um.

Figura 13. Cortes longitudinais dos explantes foliares com 3

dias de cultura in vitro.
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A Figura 14 mostra o explante foliar com 4
dias de cultura, O aspecto geral do explant® em corte trans-
versal (144), mostra que no todo =le ainda ni3o sofreu gran-—
des aiterac&es, a excecio, do feixe da nervura central C14B>
gue s mostra grandemente alterade em funcio das divisdes
celulares gue continuam ccorrendo no parénguima vascular, na
bainha do feixe e no colénguima. Em cortes longitudinais,
por cutro lado, & possivel perceber a formagdo de um tecido
cicatricial na regiio do ferimente (140 e 14 DD por divis3o
das células do parénguima clorofiliano e da espiderme.

A Figura 195 mostra o explante foliar com S
dias de cultura e a existénocia de um verdadeirc calo. A
visao geral do explante em corte longitudinal, esvidencia que
o3 calos induzidos restringem—se ainda as extremidades do
mesme. Neste estigio & nesta regifo, n3c mais se cobserva o
padrico original do explante C13B); observa-se ainda gue
elementos tragqueais se diferenciaram no interior desta massa
de células em proliferacio (15C = 15D).

Com 7 dias de cultura ja se observa no explan-—
te foliar que o caleo estd induzido (Figura 18). Através de
cortes longitudinais &€ possivel verificar gue o calo apre-—
senta uma grande guantidade de elementos tragueais neoforma-
dos (18aA, 16B e 18C). Estes elementos tragueais 1ém origem
por transdiferenciacfo, peois tecidos procambiais n8o sio
observados; estes eslementos localizam—se até proximo a
periferia deo cale (seta em 18B) esstande ou nio conectados

aos antigos elementos tragusais do explants. Em (18D cbser-
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va-se em detalhe a epiderme em divisio.

Cortes longitudinais de calos com 10 dias de
cultura sio vistos na Figura 17. MNota-se nas células meris-—
temdticas a formaglo de primérdios de gemas (meristemdidesD
{setas em 17A e 17C). Tais meristemdides localizam—-se prin-
cipalmente na regido periférica dos calos e associados a
eles existem slementos tragueais (setas em 17B = 17D0.

A Figura 18 mostra cortes transversais de
calos contando 28 dias de cultura. Observa-se a inducio dos
calos nas regides mais periféricas do explante (préximas as
regites onde havia ferimento) e na regifo da nervura central
{1820, nas regides mais periféricas do calo, células meris-
tematicas formam primdrdios de gemas gue diferenciam—se em
gemas (18B) s3co chamados “pontos de regensragio’. Nas
porgtes mais internas do explante, no entanto, observa-se a
formagdo de calos apenas nas extremidades & n3c a nivel da
nervura central (18C), embora ssta seja bastante meodificada
pela proliferagio dos diversos elementos vasculares do
feixe, E possivel observar também a proliferagio celular na
epiderme adaxial, possivelmente onde ocorreu um ferimento
{setad.

Em (1800 observa-se ainda as modificagdes na
regiio de transicfo entre o restante do explante e o calo,

A Figura 18 mostra cortes transversais de calo

zcom 30 dias de cultura.



(A7 aspecio geral do explante em corite transversal. As setas apon-

iam @ nervura central (NC) e a nervura ltaterol (NS)»; (B> detalhe
da nervura central, o qual 14 se encontra completamente alterada,
as setas apontam células do parénguima vascular proximas ae floema
e do colénquima recém divididas; (C) corte tongitudinal na regido
do ferimento mostrandoe um itecido de cicairizagdo; (D a seta indi-
ca células da epiderme em divisdo.

As barras da Figura 14 (A, B, T e D> correspondem
respectivaments o 200, ZO, 100 & 10 um.

Figura 14. Cortes transversais e longitudinais dos explantes

foliares com 4 dias de cultura in vitro.



143.

(A) aspecto geral do explante; as alteragbes ccorridas nas regides

de ferimentoc j& caractsrizam o {formagdo de um calo; (B e C» deta-
the em maior aumentc de ambas as extremidades do explante onde o
calo esta formade; (D) detalhe em maior acumento mostra elementios
iraquealrs difsrenciados préoximos & spiderme na massa de células em
proliferagcdo (calo).

As barras da Figura 15 (A, B, © e D) correspondem
respectiivamente a SO0, 100, 100 & 20 Lim.

Figura 1%5. Cortes longitudinais dos explantes foliares com 8

dias de cultura itn uvitro.
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(A) aspecto geral do explante e do cale; nocta-se a grande prolife-

ragac de cslulas meristematicas = dos slsmentas {ragquesails das ner-—
vuras laterais; (B) detalhe em moior aumento do calo; os el ementos
t ragquecis dispbem-se até as por¢des mais periféricas do calo (se-
tar; (C» detalhs da regidc de itransigdo entre o explante e o calo;
(D> detalhe em maior aumenio mostira a epiderme em diviséo (setar,
na regido de Ltransigde entre o calo e © explante.

As tarras da Figura 16 (A, B, C e D} cerrespondem

respectivamente a BP0, 100, 100 e 20 [Im.

Figura 18. Cortes longitudinais dos explantes foliares com 7

dias de cultura in wvitro.
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(A & 0! presen¢ga de primérdic de gemas cu meristemoides (setas?! na

grande massa de células meristematicas; (B & D destalhs em maior
aumentic dos primérdios des gema.
As barras da Figura 17

respectivamente a 200D, 200, 100 e 100 Um.

(A, B, C e D) correspondem

Figura 17. Cortes longitudinais de calos com 10 dias de cul-

tura in vitro.



(A} na porgdo mars periférica ac ferimentc do explants cbssrva-

-se a ccorréncia de caleos nas sxtremidadess & na regido da nervura
central; (B> a periferio destes calos apresentam células meriste-
maticas agrupadas para formar meristemdides (setas?); (CY a porgde
mais central do explante (distante do ferimento) apresenia indugdo
de caloe, mas néo na regiéo da nervura central embora esta e as

nervuras laterais se apresentem completamente alieradas; a setlo
mostra formagdo de calo na por¢do oposta ao meiro de cultura, pro-
vavelmente em local feride no momento da inocculagdo; (D> detalhe

em mator aumenta da regido de transig@o sntirse o caleo & o explante.
As barras da Figura 18 (A, B, © = Dy sorrespondem
respectivamente a S0ON, 100, SO0 & 100 Um.

Figura 18. Cortes transversais de calos com 2% dias de cul-

tura in wvitro.
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(A> na porgéo mais periférica do calo observa-se gemas caulinarses
(setas?; (B & G detalhs em maior aumenic de gemas caulinares; (G)
tricoma ja diferenciado; (D} parénquimas esponjosco e paligadiceo em
profunda transformagdc nas proximidades da regiéec de formagéde do
calo; (E) detalhe em maiocr aumento da nervura lateral grandement e
alterada (seta’.

As barras da Figurao 19 (A, B, C, D e E) correspondem

respecliivamente a T00, 100, 100, 100 e S0 Um.

Figura 189, Cortes transversais de calos com 30 dias de cul-

tura in vitro.
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Verifica—-se gque wvarias gemas diferenciaram-se
na regiio periférica do caleo C18A, 19B = 12C). No restante
do explante, correspondente a regifoc mais afastada do feri-
mento nic houve inducdo de calo mesmo no periodo de 20 dias
de cultura; no entanto, os par&ngquimas paligadico e esponjo-
so, proximos ao calo, mostram-se profundamente alterados
CigD), assim como os feixes laterais, os guais apresentam
mais nimero de slementos £raqueais C1I9ED.,

A Figura 20 apresenta'uma caracterizagcio geral
dos calos induzidos em explantes foliares apds 20 dias de
cultura em relacdc a células parenquimdticas = aos elementos
de condugdo. Em (208 & mostrado o aspecto geral dos diver-
sos selementos celulares do calo dissociado; em (20B e 2000 &
mostrado a variabilidade de tamanho sncontrada na populagio
de células parenguimaticas do calo {(fotos na mesma escalad;
elementos de wvaso sac mostrados em 20D e 20F (seta em D
mostra placa de perfuragio) e tragueide com espessamento
reticulado em (Z0ED.

Assim, no material em estudo, o processo de
indugac de calos inicia—-se com as divisdes ocorridas nas
c2lulas do parénguima wvascular, principalmente floema e da
bainha do feixe, no 22 dia de cultura muito antes das
evidéncias externas. © processo de indugic s & observado
macroscc;pit:amente por wvolta do 52 dia. A diferenciagic de
partes aéreas neste calo induzido, tem inicio por wvolta do
102 dia de cultura, com a formacic de primérdicos de gemas

ou meristemdides; do 202 ac 252 dia de cultura ocorre a
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diferenciagioc das gemas a partir dos primérdios, nas porgbes
mais externas do calo. Sao oS chamados “pontos de
regeneragio”. A partir desse momento as gemas passam a se
desenvol ver, tornando-se bem evidentes por veolta do 302 dia
de cultura. O processo de regeneragio em 5. guignensis se da

portanto, via organogénese de partes adreas.



150,

(A aspecto geral dos elementios celulares do calco dissocciado; (B e
C) células parenguimatlicas apresentiande variabilidade no tamanho;
(B> nuclec & relativamentie grande, o© nucléclcoc evidente e o vacuclo
bem desenvolvido; (C» o nucleoc & mencs evidenie porém o vacuolo &
bem desenvolvido; (D) elementos do wvaso do xilema com espessamento
reticulado (X)), a seta indica placa de perfuragdo; (E> iragqueides;
(F» elementos de vaso mais curtos.

As barras da Figura 20 (A, B, o, D, E e F corres-—

pondem respectivamente a 2zDD, 2O, 20, ZO, 20, e ZO Wm.

Figura 20. Aspectos estruturais do calo apds 30 dias de cul-

tivo in vwviitro.
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5. CONCLUSGES

1. © cultivo in witro em meioc basal MS (MURASHIGE %
SKOQOGE, 18620 suplementado com NAA o BAP de explantes fo-
liares da cv IRI 1022 da sospécies §. guianensis, promove as
seguintes respostas morfogenéticas ao finmal de 30 dias:
indugdoc de rizogénese direta, nagueles meios suplementados
com MNAA isoladamente; indugio de calos com crescimento muito
reduzido 2 intensa organogeénese de partes agreas, nagueles
meios suplementados com BAP iscoladamente &, indugdo de calos
com crescimente e frequéncia de regeneragio das partes
agéreas variaveis, nagusles meios suplementados com NAA o BAP
conjuntamente;

2., 0Os calos primarics induzidos em meios suplementa-—
dos com concentracdes de NAA supericres ao dobro em relagio
as de BAP e mantidos nas condigdes de 18 horas Luz 2 tempe-—
ratura entre 28 e 28°C tendem a ser grandes, compactos, com
coloragdo clara 2 apresentar as menores frequéncias de
regensragio de gemas =/0u brotos observadas, estas téndén—
cias se acentuam com o aumento nos valores da reslacio

NAASBAP e na presenga de NAA séﬁente;
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3. Os meios suplementados com NAA e BAP (na propor-
30 £:1, respectivamente) = na concentragio de 2,0 mgs/l de
NAA promovem regeneracio de gemas e/ﬁu brotos em calos
primarios;

4, A presenga de luz nio & necessaria para haver
Jindug3o de calos, mas =im para a organogénese de partes
aéreas;

8B, Existe variac¢l3o nas respostas aoc cultive in viire
na populagio de Stylosanthes guignensis avaliada, com fories

~

indicios de que o carater regensracidc seja de natureza
herdavel ;

6. O potencial morfogenético dos calos deriwvados de
explantes foliares da <v IRI 1022, mantém-ze por pericdos
prolongados, supsriores a um ano,

7. Plantas SC1 {regenerantes primarios? mostram va-
riagdes quanto ao aspecto vegetativo e reprodutive (dias para
o florescimento = produgio de sementes),

8, 0Os esventos chaves gque levam a indugido de calos em
explantes foliares da cultivar IRI 1022, ocorrem entre o 2%
2 o 32 dias de cultura; as primeiras divisdes celulares que
levam ©o explante foliar a se desdiferenciar e a formar
calos, ocorrem nas regidtes de ferimento, principalmente a
nivel da nervura principal, em células do paréngquima wvascu-
lar © da bainha do feixe: as diwvisdes prosseguem entio, pslo
tecido clorofiliano e epiderms, neste caso, particularmente

na regidco =m contato com 0o meio; em torno do 102 dia de
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cultura, =s3o observados os meristemdides, ou primordic de
gemas, estes se concentram nas regides periféricas do calog
9. A regensracgico in wviiro de plantas inteiras occor-—-

reu a partir da organcogénese de partes aéreas.
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