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Avaliacao daregeneracao in vitro de explantes de caupi e soja’

Evaluation of in vitro regeneration of cowpea and soybean

VivianePinhodeOlivera? Abdellatrf KemaleddineBenbadis®’ e Ana Cristina Portugal Pintode Carvalho*

Resumo - A capacidade de regenerac&o in vitro € uma das exigéncias para a producdo de plantas utilizaveis em
programas de melhoramento genético. Como cada gendtipo apresenta um potencial especifico, diversos protoco-
lostém sido elaborados com o intuito de desenvolver tecnol ogias que possam acel erar o processo de regeneragéo.
O trabalho teve por objetivo avaliar o potencial morfogenético in vitro de diferentes explantes de uma cultivar de
soja, “Doka”, e de quatro cultivares de caupi, “Jodo Paulo 11", “Epace 10", “Pititba’ e “Setentdo”. A avaliagdo
baseou-se nas respostas de explantes excisados diretamente de sementes (embribes zigéticos e cotilédones) ou a
partir de hipocatilos de plantulas germinadas in vitro, cultivados em meios suplementados com diferentes regul a-
doresdecrescimento (2,4-D, TDZ eBA). O meio M Ssuplementado com BA e€2,4-D (5 uM) induz maior formagao de
calos em explantes de cotilédones e embrides zigoticos da cultivar “Doko”. Os explantes de embrides zigoticos
dessa cultivar, apresentam a melhor média para formagéo de brotos, em relacéo as cultivares de caupi estudadas,
quando cultivados em meio MS suplementado com 6,6 UM de BA e 3% de sacarose. Essas respostas ndo sdo
adequadas para a utilizacdo desses cultivares em estudos de melhoramento genético.

Termos para indexacdo: Vigna unguiculata, Glycine max, regeneragdo in vitro.

Abstract - A good potentia for in vitro regeneration is needed to produce useful plantsin genetic improvement
programs. Various protocols have been used to improve specifically soybean and cowpea cultivars regeneration.
In this study, one cultivar of soybean, “Doko”, and four cowpea cultivars (Epace 10, Jo&o Paulo |1, Setentdo and
Pitiuba) served to provide explantsfor in vitro culture. Zygotic embryos and cotyledons extracted from seeds and
segments of hypocotylstaken from germinated seedlings have been cultivated in supplemented environment with
different growth regulators (2,4-D, TDZ and BA). MS environment containing BA and 2, 4-D (5 uM) resultson a
better callus and bud formation on zygotic embryos and cotyledons explants of the cultivar “Doko”. Bud formation
from zygotic explants of this cultivar was higher in averagein relation to thefour cultivars of cowpeaculturedina
supplemented environment with BA (6. 6 uM) and sucrose (3%). These in vitro morphogenetic responses don’t
allow afurther utilization of these materialsfor geneticimprovement.

Index terms: Vigna unguiculata, Glycine max, in vitro regeneration.
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I ntroducéo

A aplicagdo de técnicas de biotecnol ogia, em auxi-
lio dos métodos convencionais de melhoramento, pode
contribuir para a sustentabilidade da agricultura pela pro-
ducdo de cultivos melhorados e mais compativeis com o
ambiente, especialmente em paises ndo desenvolvidos,
onde ha necessidade de tecnologias para problemas espe-
cificos em cultivos tropicais. As técnicas de cultura de
tecidos tém sido adotadas como um dos procedimentos
relacionados com a biotecnologia, no melhoramento de
diversas espécies de interesse econdmico (Barros, 1999).

O principio basico da cultura de tecidos, a
totipotencialidade celular, formulado por Matthias Schieiden
e Theodor Schwann, em 1938, afirmaque acélulaé auténo-
ma e, portanto, contém a informac&o genética necesséria
pararegeneracéo de umaplantacompleta (Cid, 2001).

A maioria dos sistemas de cultura de tecidos apre-
senta como fatores determinantes do crescimento e do pa-
dréo de desenvolvimento vegetal, acomposi¢do e aconcen-
tracéo de reguladores de crescimento. Além disso, osmeios
nutritivos usados paraacultura de células, tecidos e 6rgéos
de plantas se baseiam nas exigéncias das plantas quanto
aosnutrientesminerals, com algumas modificagdes paraaten-
der asnecessidades especificasinvitro (Caldaset al., 1998).

O caupi (MVigna unguiculata) é uma leguminosa
bastante cultivadanaregido Nordeste do Brasil, represen-
tando umafonte alimentar extremamenteimportante, prin-
cipalmente para as camadas sociai s economicamente me-
nos favorecidas dessa regido (Araldjo & Watt, 1988). Nas
Ultimas décadas, a producéo e aérea ocupadacom acultura
dofeijoeiro aumentaram. A produtividade, entretanto, vem
decrescendo em detrimento de fatores socio-econdmicos,
fitossanitérios e agroecol 6gi cos. Diante dos problemas que
esta cultura apresenta e da sua grande importancia paraas
regiGes onde esta estabelecida, o desenvolvimento de
tecnologias que possam acelerar o processo de melhora-
mento continua a ser um desafio para a agricultura
(Aragdoet al., 1998).

A aplicacdo da engenhariagenética para o melhora-
mento de caupi tem sido limitada por causa da sua natureza
recalcitrante em manipulagdes in vitro e da consequiente
escassez de sistemas de regeneracéo aplicaveis aos
gendtipos comerciaisde caupi (Christou, 1995). Algunspro-
tocolos de regeneracdo de caupi vém sendo desenvolvidos
(Pellegrineschi, 1997; Brar et d., 1999; Carvalhoet d., 2000),
no entanto, tais protocolos ndo podem, necessariamente,
ser aplicados a outras cultivares de mesma espécie, pois o
potencial regenerativo depende néo apenas do tipo de

explante ou da composi¢do do meio, mas também do
gendtipo dacultivar (Naborset al., 1983).

O grao da soja da origem a produtos e subprodutos
utilizados atualmente pelaagroindistriade alimentosein-
dustria quimica. Até 1975, toda a producao brasileira de
sojaerarealizadacom cultivares e técnicasimportadas dos
Estados Unidos, onde as condicOes climaticas e 0s solos
sfo diferentesdo Brasil. Em 1980, aEmbrapadesenvolveu
aprimeiravariedade genuinamente brasileirade soja, aDoko,
quefoi o ponto de partida paraaexploragéo do cerrado do
Centro-oeste e Norte do Brasil. Atualmente, o Brasil é 0
segundo maior produtor de sojae, nasafra2003, produziu
cercade 50 milhdesdetoneladas (A soja, 2005). Observa-se
umaexpansdo damesmanaregido Nordeste do Brasil, prin-
cipalmente nos estados do Maranh&o, Piaui, Alagoas e
timidamente no estado do Ceara(Corso, 2004).

Um dos mais eficientes métodos pararegeneragéo de
sojafoi primeiro descrito em 1983 (Christianson et al ., 1983).
Depoisdisso, muitosoutrosartigosforam publicados (Bailey
eta., 1993; Dan & Reichert, 1998; Drogteet d., 2001). O obje-
tivo desse trabalho foi estudar respostas morfogenéticas
in vitro em explantes de caupi e de soja.

Material e M éodos

A pesquisafoi desenvolvidano periodo demargo a
dezembro de 2003, no Laboratério de Culturade Tecidose
GenéticaVegetal daEMBRAPA — Agroindustria Tropical,
em Fortaleza, CE, Brasil.

Condic¢Besdedesinfestacdo dassementes

Sementesde caupi, cultivares* Setent&o” , “ Jodo Pau-
lo 11", “Epace 10" e “Pititiba’, e de soja, cultivar “Doko”,
foram desinfestadas, em cBmaradefluxolaminar, por meio de
imersdo em alcool etilico a70% (v/v) por doisminutose, em
seguida, em solugdo de hipoclorito de sodio a 2% (v/v) por
15 minutos, sob agitagdo manual. Posteriormente, foram la-
vadas por trés vezes em agua destilada e esterilizada. Apos
adesinfestagcdo das sementes, foram realizados trés experi-
mentos com metodol ogias distintas, descritas a seguir.

Patencial morfogenéticoin vitrodesoja, genétipo Doko, a
partir deexplantessubmetidosatratamentosdeembebicdo
e de combinaces de diferentes regulador es de cresci-
mento

Neste experimento, apds 0 processo de assepsia,
as sementes de sojaforam embebidas, por um periodo de 1
e 7 dias, em dguadestilada, ndo esterilizada, em frascos de
vidro transparentes, com capacidade de 220 mL. O pH de
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todos os meiosfoi gjustado para 5,8 antes da esterilizacdo
dos mesmos em autoclave. A autoclavagem dos meios de
culturarealizou-se em temperaturade 121°C, pressédo de 1
Kgf.cm, por 15 minutos. Durante os periodos de embebi¢&o,
as sementes foram mantidas em sala de crescimento, sob
condi¢Bes controladas de temperatura de 24 + 1°C,
luminosidade de 3,682 LEmM?.s*efotoperiodo de 16 horas.

A partir de sementes desinfestadas e embebidas, os
explantes foram obtidos de cortes longitudinais dos
cotilédones e de embriGes isolados das sementes. Esses,
foram inoculados, em frascos de vidro contendo 30 mL do
meio de crescimento. O meio de crescimento consistiu do
meiodeculturaMS (Murashige& Skoog, 1962), solidificado
com 0,45% (p/v) de agar e suplementado com reguladores
de crescimento: 6-benziladenina (BA) em concentragdes
del; 3e5uM; ouBA (1; 3e5uM) combinado com acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), em concentracbesde 1; 3
e 5 uM; ou BA (1; 3 e 5 uM) combinado com &cido
naftalenoacético (ANA), em concentragdesde 1; 3e5 uM
ou BA (1; 3e5 mM) combinado com isopenteniladenina
(2iP), em concentragdesde 1; 3e5 pM.

Explantes provenientes de cotil édones foram inse-
ridoscom aface adaxial em contato com o meio, juntamente
com o embri&o zigético isolado. Santarem & Finer (1999)
observaram gue esta orientac&o do cotilédone foi amais
favoravel parainduzir embrides somaticos em soja.

Durante 30 dias foram feitas avaliagdes periodicas
(acada 10 dias) do nimero de calos em cada repeticdo. A
unidade experimental foi constituida por um frasco con-
tendo dois cotilédones (cada um excisado em duas partes)
e um embri&o zigdtico, sendo seis repeticdes para cada
tratamento. A andlise estatisticafoi efetuadautilizando-se
o delineamento inteiramente casualisado, tendo como fa-
tores, tempo de embebicdo (1 e 7 dias), tipo de explante
(cotilédones e embrides zigdticos) e de meio de cultura
(M S suplementado com os regul adores de crescimento nas
concentragdes e combinagdes citadas anteriormente). Os
dados coletados foram submetidos & andlise de variancia,
utilizando o sistemaestatistico SANEST, com transformagéo
dedados segundoraiz (x + 0,5), eacomparacdo de médias
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Potencial morfogenéticoin vitrodediferentesexplantes
decaupi

Ap0s a desinfestagéo, as sementes de caupi foram
colocadas paragerminar em tubos de ensai o (25x150 mm),
contendo 10 mL do meio de culturaM S, com as concentra-
¢Oes salinasreduzidas pelametade, solidificado com 0,45%
(p/v) de égar. As sementes permaneceram em salade cres-

cimento sob condi¢des controladas de temperatura,
luminosidade e fotoperiodo descritas anteriormente, por
um periodo de duas semanas, necessario para o desenvol-
vimento completo das plantulas. A partir das plantulas de-
senvolvidas in vitro, explantes foram obtidos de cortes
transversais de hipocétilos e inoculados individualmente
em tubo de ensaio (25x150 mm), contendo 10 mL do meio
M S suplementado com 9 uM de2,4-D ou TDZ, (thidiazuron)
[1-fenil 3-(1,2,3-tiadiazol-5il) uréia), naconcentracdo de20 UM.
Osexplantes foram inoculados com umaface excisadaem
contato com o meio de crescimento, e em seguida, foram
mantidos, por 10 dias, em sala de crescimento.

A formacdo de calosfoi avaliada pela contagem de
calosem cadarepeticdo. A unidade experimental foi cons-
tituida por um tubo contendo um explante de hipocatilo,
com trés repeti¢des para cada tratamento. O experimento
seguiu o esquema fatorial 4 x 2, com 4 cultivares
(“ Setentdo”, “Jodo Paulo I1”, “Epace 10" e“Pitilba’) e2
meios de cultura (M S suplementado com 2,4-D 9 uM ou
com TDZ 20 uM). A andlise estatistica utilizou o delinea-
mento inteiramente casualisado. Os dados coletados fo-
ram submetidos aandlise devariancia, utilizando o sistema
estatistico SANEST, e acomparagdo de médias pelo teste
de Tukey a5% designificancia

Potencial morfogenético desoja, cultivar Doko, edequa-
trocultivaresdecaupi, apartir decotiédoneseembrifes
zigGticos

A partir de semente desinfestadas, os explantes fo-
ram obtidos de cortes longitudinais dos cotilédones e de
embriBesisolados das sementes. Em camaradefluxolaminar,
os explantesforam inoculados em frascos de vidro conten-
do 30 mL do meio M S suplementado com 6,6 UM de BA ou
181 pM de 2,4-D. Cada concentragdo foi testada com a
adicd@o de 3 ou 12% de sacarose ao meio de cultura
Explantes provenientes de cotilédonesforam excisadosem
duas partes e, em seguida, inseridos com aface adaxial em
contato com o meio de crescimento, juntamente com o em-
brido zigético isolado.

Osexplantesforam mantidos em salade crescimento
durante 30 dias, recebendo avaliagdes regulares a cada
semana. A formagéo de calosfoi avaliadaatravés daconta-
gem de calosformados em cadarepeticdo. A unidade expe-
rimental foi constituida por um frasco contendo quatro
explantes de cotilédone e 0 embrido zigético, com trésre-
peticBes paracadatratamento. A andlise estatisticafoi rea-
lizada utilizando-se o delineamento inteiramente
casualisado, e os fatores considerados foram: cultivares
(“Setentdo”, “Jodo Paulo 11", “Epace 107, “Pititba’ e
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“Doko”) emeiosde cultura(M S suplementado com 181 uM
de 2,4-D e 3 ou 12% de sacarose e M S suplementado com
6,6 UM de BA e 3 ou 12% de sacarose). Os dados col etados
foram submetidosaandlise de variancia, utilizando o siste-
ma estatistico SANEST, com transformagéo de dados se-
gundoraiz (x + 0,5) eacomparagdo de médias pelo testede
Tukey, ao nivel de significanciade 5%.

Resultados e Discussao

Potencial morfogenéticoin vitrodesoja, genétipo Doko, a
partir deexplantessubmetidosatratamentosdeembebico
e de combinac®es de diferentes regulador es de cresci-
mento.

Detectou-se efeitos significativos para embebicdo
e combinagdo dos reguladores. No periodo de embebicao
deum dia, o tratamento que apresentou melhor médiapara
formag&o de calosfoi acombinacéo de BA e2,4-D em con-
centragbesde 5 uM (T,), cujamediafoi 0,72 (Tabelal).

Tabela 1 - Formagdo de calos em explantes de cotilédones e
embrides zigoticos de soja, cultivar Doko, inoculados em 12
tratamentos, sob dois periodos de embebic¢éo, 1 e 7 dias, 30 dias
apos inoculacdo dos explantes. Fortaleza, CE, Brasil, 2004.

Tratamentos Periodo de embehicao
ldia 7dias

T,(MS+BA 1uM) 0,00Ad 000Aa
T,(MS+BA 3uM) 0,00Ad 000Aa
T,(MS+BA5uM) 0,00Ad 000Aa
T,(MS+BA+2,4-D 1pM) 041Abc  000Ba
T,(MS+BA+2,4-D 3pM) 032Ac 000Ba
T,(MS+BA+2,4-D 5uM) 0,72Aa 000Ba
T,(MS+BA+ANA 1puM) 0,05Ad 000Ba
T,(MS+BA+ANA 3uM) 045Ab 000Ba
T,(MS+BA+ANA 5pM) 045Ab 000Ba
T, (MS+BA+2P1uM) 000A d -
T, (MS+BA+2iP3uM) 000A d -
T, (MS+BA+2iP5uM) 000A d -

Médias seguidas por letras distintas maitsculas na horizontal e minls-
culas na vertical diferem entre si a0 nivel de 5% pelo teste de Tukey.
D.M.S. 5% = 0,039 (linhas) e D.M.S. 5% = 0,066 (colunas).

No periodo de embebicao de sete dias ndo houve
formag&o de calos em nenhum tratamento. A embebicdo
prolongada pode influenciar na perda de constituintes ce-
lulares importantes através da lixiviagdo e assim, causar
perdas no vigor da semente.

Segundo Chathurvedi & Bhatnagar (2001), os me-
Ihores resultados para formagéo de calos, a partir de

cotilédones de melancia, foram obtidos quando se com-
binou uma citocinina e uma auxina, nas concentracdes
de3e5pM. NaFigural pode ser observadaaformacdo de
calos, a partir de explantes de embrido zigético e de
cotilédonesdacultivar “Doko”, em meio M S suplementado
com BA e2,4-D em concentragesde 1, 3 e 5uM.

Figura 1 - (A—C) Calos formados a partir de embrifes de soja
inoculados em meio contendo BA combinado com 2,4-D. (A) —1
uUM; (B) =3 pM; (C) =5 uM. (D — F) — Calos formados a partir
de cotilédones de sojainocul ados em mei o suplementado com BA
combinado com 2,4-D. (D) — 1 uM; (E) — 3 uM; (F) =5 pM.

Asauxinas apresentam respostas diferentesin vitro.
0 2,4-D éconhecido por suaestabilidade e agdo naindugdo
de calos e em sistemas de embri ogénese somética, enquan-
to o &cido indolbutirico (AIB) é fregiientemente melhor
parainducéo deraizes. Existem também asdiferencasentre
as citocininas, sendo o BA responsével pela inducéo da
formagdo de um grande nimero de brotos e alta taxa de
multiplicac8o em sistemas de micropropagacdo, enquanto
acinetina (CIN) e o 2iP permitem apenas o crescimento
normal sem brotagdes multiplas (Torreset a., 1998).

O uso de citocininas em combinagdo com auxinas,
nainducéo de caloseformagéo de brotos, foi aplicado com
sucesso no protocol o desenvolvido por Geethaet al. (1997),
para regeneracdo de plantas de Vigna mungo, a partir de
explantes de hipocétilo, epicotilo, gema axilar, nos
cotiledonares e folhas imaturas.
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Tabela 2 - Formagdo de calos em explantes de hipocétilo de quatro cultivares de caupi

submetidos a dois tratamentos. Fortaleza, CE, Brasil, 2004.

var Jodo Paulo Il nesse tratamento
(Tabela2). Paraascultivares* Jodo

Tratamentos Cultivar Paulo11” e* Setent&o”, o efeito dos
Jodo Pauloll  Setentdo Epace 10 Pitidba tratamentos com 2,4-D e TDZ ndo

T,(MS+24D90mM)  10000Aa  6666ABa 8366ABa 5000Ba  diferiu significativamente, porém,
T,(MS+TDZ20mM) ~ 10000Aa  8333ABa 5566Bb  2000Ch  Paasscultivares*Pitidba’ e”Epace

Médias seguidas por letras distintas maitsculas na horizontal e mintsculas na vertica diferem entre
s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia D.M.S. 5% = 35,42 (linhas) e D.M.S. 5% =

26,24 (colunas).

Potencial morfogenéticoin vitrodediferentesexplantes
decaupi.

Observou-se a presenca de efeitos significativos
paracultivar etratamento. No tratamento com 9 uM de 2,4-
D, acultivar “Jodo Paulo 11" ndo diferiu significativamente
das cultivares “ Setentdo” e “Epace 10", diferindo apenas
de“Pitiuba’. “ Setent&o” e“Epace 10" ndo diferiram signi-
ficativamentedacultivar “Pitilba’ (Tabela2).

No tratamento com 20 uM de TDZ, “ Jodo Paulo I1”
e " Setentdo” nao diferiram entre si paramédias de forma-
¢éo de calos, porém, 0 Jodo Paulo |1 diferiu de“Epace 10”
e“Pititba’. “ Setentdo” e“Epace 10" ndo diferiram entresi
paraformacao de calos. “Pititba’ diferenciou-se da culti-

10", otratamento com 2,4-D diferiu
significativamente do tratamento
comTDZ (Tabela?2).

Esses resultados sugerem uma relacéo entre esses
gendtipos e o tipo de resposta morfogenética, entretanto,
a possihilidade de se testar sementes mais saudaveis per-
mitiria a obtencdo de melhores resultados, uma vez que
foram constatadas contaminagdes enddgenas na germina-
¢do de todas as cultivares, principalmente na cultivar
“Pititba” (dados ndo apresentados).

A Figura2ilustracalosformadosapartir de explantes
de hipocdtilo, das quatro cultivares estudadas, inocula-
dos nos meios com 2,4-D e TDZ. Os calos cultivados em
meio com 2,4-D apresentaram umacoloragdo verdeclarae
textura compacta, aspecto caracteristico de calos
embriogenéticos. Os calos cultivados em meio com TDZ
apresentaram calos com colorag&o verde escura e textura

Figura2 - Calosobtidos apartir de explantes de hipocétilo, de quatro cultivares de caupi,
inoculados em meio MS contendo 2,4-D a 9,0 uM ou TDZ 20 uM, um més apds a
inoculagdo em meio de crescimento. (A) — Cultivar “ Epace 10" em meio M S suplementado
com 2,4-D a9,0 uM; (B) — Cultivar “Epace 10" em meio M S suplementado com TDZ 20
UM; (C) — Cultivar “Setent&0” em meio M S suplementado com 2,4-D 9,0 uM; (D) —
Cultivar “ Setentdo” em meio M S suplementado com TDZ 20 uM; (E) — Cultivar “ Pititba’
em meio MS suplementado com 2,4-D 9,0 uM; (F) — Cultivar “Pititba” em meio MS
suplementado com TDZ 20 uM; (G) — Cultivar “Jo&o Paulo II” em MS+ 2,4-D 9,0 uM;
(H) — Jo&o Paulo Il em meio M S suplementado com TDZ 20 uM.
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fridvel, caracteristicaessaqueidentifi-
cacal os ndo-embriogenéticos (Oropeza
etal, 2001).

Ap6s um periodo de, aproxima-
damente, dois meses, os calos cultiva-
dos em meio contendo 20 uM de TDZ
se apresentavam oxidados. Carvalho et
al. (2000) demonstraram que a exposi-
¢do a concentracdo de 10 UM de TDZ
foi suficiente para obter uma indugéo
6timade brotosem P. vulgaris, apartir
de explantes de epicétilo, entretanto, foi
observado que uma exposi¢éo prolon-
gada a esta concentracéo de TDZ teve
um efeito inibitério no desenvolvimen-
to de brotos e raizes.

Potencial morfogenético de soj a, culti-
var “Doko”; caupi, cultivares
“Setentdo”, “Jodo Paulo11”, “ Epace
10" e Pititba”, apartir decotilédones
eembrideszigoticos.

Observou-se efeitos significati-
VOs para cultivar e tratamento. Esses
resultados permitem relacionar aimpor-
téncia de fatores como os reguladores
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de crescimento e as caracteristicas genéticas de cada
gendtipo nas respostas morfogenéticas.

Conforme apresentado na Tabela 3, a cultivar
“Doko” obteve resultados mais significativos que as cul-
tivares de caupi apenas parao tratamento 1. No tratamen-
to 2, ascultivares “Doko” e as cultivares de caupi, “ Jodo
Paulo 11", “Pititba” e“Epace 10" ndo diferiram significati-
vamente entre si paraformacéo de brotos. Dentro da cul-
tivar “Doko”, ostratamentos 1 e 2 diferiram significativa-
mente entre si.

Segundo Charriereet al. (1999), aindugéo deembiri-
Oes sométicos e brotos a partir de células de embrides
Zig6ticos imaturos de Helianthus annuus, é dependente da
concentracéo de aglicar no meio deindugdo. Com amesma
concentragdo de BA, brotos s8o induzidos em concentra
¢Oes de sacarose de 3%, enquanto embrides sométicos se
desenvolvem em concentracdes de sacarose de 12%.

Varios sdo 0s protocolos desenvolvidos para es-
tabelecer um sistemaalternativo de regeneracéo de plan-

tas para cultivares de soja. Em parte, alimitac@o desses
protocolos de transformag&o de soja € devida aincapaci-
dade de uma grande produc&o de embrides, 0s quais S&o
adquiridos pela aplicacéo de altas concentragdes de 2,4-
D durante a inducéo e proliferacdo dos embrides
somaticos (Drosteet al., 2001).

Para um conhecimento mais aperfeicoado sobre a
capacidade de regeneracdo in vitro é imprescindivel a uti-
lizac8o de sementes vigorosas e livres de contaminactes
enddgenas para, desta forma, permitir a manipulacéo de
um maior nimero de explantes e, consegiientemente, con-
tribuir parao desenvolvimento de protocol os eficientes de
regeneracao de plantas. Além disso, como cada gendtipo
apresenta um potencial de regeneracédo especifico, o estu-
do da cultura de tecidos, in vitro, deve ser aprimorado
utilizando um ampl o espectro de fatores externos como o
meio de cultura, aconcentracdo de reguladores, luz etem-
peratura, favorecendo o desenvolvimento de potenciais
morfogenéticos de cada cultivar.

Tabela 3 - Formag&o de brotos a partir de explantes de embrido, em cultivares de caupi (“Setent&o”, “ Jodo Paulo 11", “Epace 10" e
“Pitiba’) e uma cultivar de soja (“Doko”), submetidos a quatro tratamentos. Fortaleza, CE, Brasil, 2004.
Tratamento Cultivares
Doko Jodo Paulo 1 Pitidiba Epace 10 Setentao
T, (MS+ sacarose 3% + BA 6,6 UM) 069Aa 0,30Ba 0,21BCa 0,00Ca 0,00Ca
T, (MS+ sacarose 12% + BA 6,6 uM) 0,38Ab 0,18ABab 0,14ABa 0,14ABa 0,00Ba
T, (MS+ sacarose 3% + 2,4-D 181 uM) 0,00AC 0,00ADb 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa
T, (MS+ sacarose 12% + 2,4-D 181 uM) 0,00AC 0,00ADb 0,00Aa 0,00Aa 0,00Aa

Médias seguidas por letras distintas maitsculas na horizontal e mindsculas na vertical diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia D.M.S. 5% = 35,42 (linhas) e D.M.S. 5% = 26,24 (colunas).

Conclusbes

1.0 meio de cultura MS suplementado com BA e 2,4-D,
ambos naconcentracéo de 5 pM, utilizando o periodo de
embebicdo de 1 dia, éfavordvel paraainducgdo de calos
em soja, cultivar “Doko”, a partir de explantes de
cotilédones e embrifes zigéticos.

2.0sexplantes de hipocatilo das cultivares“ Jodo Paulo 11"
e“ Setentdo” apresentam maiores médias paraformacgao
decalosqueascultivares“Epace 10" e “Pititiba’, quan-
do éutilizado o meio com 20 uM de TDZ.

3.0 meio M S suplementado com 9 mM de2,4-D induz maior
formacao de cal os em explantes de hipocétil os nas culti-
vares“Epace 10" e“ Pitilba’”, em relagdo ao meio com 20
UM de TDZ.

4.0s explantes de embrides zigdticos da cultivar “ Doko”
apresentam a melhor média para formacéo de brotos
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guando cultivados em meio MS suplementado com
6,6 UM de BA e 3% de sacarose, em relacdo as cultiva-
res de caupi.

5.0s meios suplementados com alta concentracéo de
2,4-D, em ambas concentracfes de sacarose (3 ou 12%)
nado induzem respostas morfogenéticas nas cultivares
deste estudo.
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