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CULTURA DE TECIDOS DE FEIJOEIRO
VISANDO A INTRODUGAOQ DE GENES EXQGENOS !

LEILA MARIA G. BARROS?, MARIA |. CONCEIGAO S. GAMA®, CHRISTINA H. R. DE P, GONGALVES?®,
CRISTINE CHAVES BARRETOQ?, ELIANA F. SANTANA® e VERA TAVARES DE C. CARNEIRO?

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi determinar parimetros da cultura de tecidos de feijoeiro
necessdrios para a aplicagio da técnica de transformagfo via Agrobacterium. Diversos genétipos de
fetjoeiro (Phaseolus vulgaris L.) foram cultivados in vitro. Alguns parimetros visando & infecgo de
Apices caulinares com Agrobacterium tumefaciens foram otimizados, como a eliminagfio da agrobactéria
apos a co-cultura ¢ a concentragfio de kanamicina suficiente para a selegio dos 4pices infectados,
Multibrotagdes em nés cotiledonares foram obtidas com freqliéncia de até 55,7%, dependendo do
genédtipo utilizado. Estes nés foram infectados com 4. tumefaciens contendo em seu plasmideo Ti o
gene da P-glucuronidase (GUS) sob regulag@o de promotor eucaridtico. Entre as multibrotagdes obti-
das, 30% apresentaram regifio onde foi detectada atividade do gene GUS. Demonstrou-se também a
susceptibilidade de fefjoeiro a Agrobacterium rhizogenes. Raizes transgénicas foram obtidas apés -
infecglo de epicétilos.

Termos para indexagdo: Phaseolus vulgaris, cultura in vitro, Agrobacterium.

BEAN TISSUE CULTURE FOR INTRODUCTION OF FOREIGN GENES

ABSTRACT - The objective of this work was to determine different bean tissue culture parameters
necessary to the application of Agrobacterium-mediated transformation technique. Several bean
(Phaseolus vulgaris L.) genotypes were cultured in vitro. The protocols for Agrobacterium ¢limina-
tion, after infection of the apical meristems with Agrobacterium tumefaciens and the selective kana-
mycin concentration were determined. Depending on the genotype, multiple buds were obtained from
cotiledonary nodes in a frequency up to 55.7%. The cotiledonary nodes were infected with 4, tumefaciens
carrying in the Ti plasmid the gene for B-glucuronidase (GUS) under the control of an eucariotic
promoter. Regions with GUS activity were detected in 30% of the shoots, The susceptibility of bean to

Agrobacterium rhizogenes was also shown. Transgenic roots were obtained after infection of epicot-

yls with 4. rhizogenes.

Index terms: Phaseolus vulgaris, in vitro culture, Agrobacterium,

INTRODUGCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma
leguminosa largamente utilizada para alimentagio
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em pafses da América Latina, Africa ¢ oeste da Asia.
As variedades mais cultivadas no Brasil s3o: Jalo,
Carioca, Rosinha, Roxinho e Preto (Schwartz &
Pastor-Corrales,1989). A produg#o brasileira de fei-
j30 no ano de 1994 foi de 3,1 milhdes de toneladas
(CONAB citado por Reti, 1995).

Atualmente, gragas ao progresso da
biotecnologia, é possivel introduzir no genoma ve-
getal caracteristicas encontradas em outras plantas,
animais, virus ou bactérias. No caso do feijoeiro, é
grande o interesse na introdugio de genes agrono-
micamente importantes, como os que conferem re-
sisténcia a doengas ou os que aumentam o valor
nutricional (Castro et al,,1987; Aragio et al.,1992).
Para introduzir um gene de interesse utilizando téc-
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nicas de DNA recombinante é fundamental que um
método de regeneragio eficiente e alguns processos

dos.

O sucesso na obtengio de plantas transformadas
. viaagrobactéria é dependente da interag3o patdgeno-
-hospedeiro, da determinagio de um sistema de se-
lecBio que permita apenas as células portadoras do
gene exdgeno originarem plantas, e da eliminag3o

eficiente das bactérias utilizadas como vetores, sem

causar danos ao tecido vegetal. -

O procedimento para selegiio de plantas trans-
formadas ¢ realizado, normalmente, com o auxilio
de genes que conferem resisténcia a antibidticos
(kanamicina), por exemplo, & genes repérteres, cujo
produto da express&o pode ser detectado por técni-
cas de espectrofotometria ou por ensaios
histoquimicos como o gene que codifica para enzima
GUS. E usual a utilizagio concomitante destes dois
tipos de genes marcadores, 0 que permite verificar
nas plantas sobreviventes ao meio de selegdo, a ex-
pressio do gene introduzido. -

Dada a importancia do fetjoeiro, vanos Erupos -

de pesquisa de diversos pafses vém trabalhando com
cultura de tecidos nos tltimos 30 anos; no entanto,
os resultados s3o pouco satisfatérios, Embora alguns
trabalhos relatem regeneragio de plantas de feijoeiro
(Crocomo et al.,1976; Malik & Saxena, 1992;
Mochamed et al., 1993), em alguns deles osresulta-
dos no puderam ser reproduzidos, e em outros, os
métodos desenvolvidos sfo restritos a poucos
gendtipos, com eficiéncia de regeneragiio bastante
baixa, impossibilitando sua aplicagic em um pro-
grama de engenharia genética. Alguns grupos de
pesquisa contornaram este problema infectando te-
cido meristemitico com Agrobacterium. Deste
modo, plantas transgénicas de petinia (Ulian et al.,
1988); milho (Gould et al., 1991 ) e ervilha (Hussey
et al,,1989) foram obtidas através da inoculagio de
A. tumefaciens diretamente no meristema. Outra
maneira de contornar a auséncia de regeneragdo é a
utilizagio da técnica de aceleragdo de particulas,
como demonstrado por Aragio et al. (1993), em
meristemas de feijoeiro. Deste modo, as plantas ob-
tidas, embora quiméricas, poderfio conter na sua pro-
génie plantas transgénicas, dependendo das células
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atmgldas no processo de transformaqéo (Medford,

1992). .

O objetwo deste trabalho foi determinar uma sé-
rie de parAmetros necessérios 3 aplicagdo da técnica
de transformagio indireta, onde se utiliza A.
tumefaciens ou A. rhizogenes como vetor de trans-
formagdo: a origem dos explantes, a influéncia de
agentes geleificantes e as auxinas no enraizamento,
a .susceptibilidade a diferentes cepas de
Agrobacterium, a capacidade de expressio do gene
repérter GUS e do gene marcador NPTII em tecidos

- .transgénicos, ¢ a sensibilidade aos ant:blétlcos

cefotaxlma e kanamlcma

MATERIAL E METODOS

Material vegetal . -

Sementes de Phaseolus vulgaris cv. Jalo, Carioca, Preto
de Cacho, Costa Rica, CNF 172, Rico 23, CNF 10, Rio
Negro, Rosinha ¢ Rio Tibagi foram gentilmente cedidas
pelo Centro Nacional de Pesquisa de Arroz ¢ Feijio
{CNPAF), da Embrapa, em Goifnia, GO. A cultivar La
Victoire foi cedida pela Station d° Améhoratlon des Plan-
tes, INRA Versalhcs, Frang;a :

Bactérias

Todas as cepas de Agrobacterium foram doadas pela

Station d’Amélioration des Plantes, INRA, Versalhes,

Franga.

A cepa C58C1 de A. tumefaciens foi utilizada para in-
fecgdo de dpices caulinares, Esta cepa é resistente ao anti-
biditico rifampicina e hospedeira do plasmideo Ti desar-
mado PGV 3850::pLGV 1103 (Hain et al,, 1985). O gene
da neomicina fosfotransferase (NPTII), presente no
plasmideo Ti, sob controle do promotor da enzima
octopina sintase, confere 4 planta hospedeira resisténcia 4
kanamicina, e 0 gene da f-lactamase, confere 4 bactéria
resisténcia & ampicilina.

A cepa desarmada GV2260 de A. tumefaciens foi uti-
lizada para infecgfio de nés cotiledonares. Esta cepa é re-
sistente ao antibiético rifampicina (Deblacre et al., 1985),
abrigando o vetor bindrio p35SGUS INT (Vancanneyt
et al., 1990) que contém o gene reporter uid A codificante
daenzima p-glucuronidase (GUS) (Jefferson et al., 1987),
sob controle do promotor CaMV 35S, Neste plasmideo, a
regido codante foi interrompida por um intron de célula
vegetal, Em plantas transgénicas que contém este gene, o
intron é removido eficientemente, possibilitando a expres-
sfo da enzima. Organismos procariotos nfio possuem
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mecanismos para remover o intron, logo, a expressio da
enzima GUS na agrobactéria é bloqueada. O vetor bini-
rio possui também o gene da NPTII, ,

. As cepas selvagens de A. rhizogenes A4PCRS ¢
A4GUSKANA foram utilizadas para a infecgdo de
epicétilos. Estas cepas carregam o vetor bindrio contendo
o gene repbrier GUS ¢ o gene de selegfio NPTIL, sob
regulagiio de promotor eucaridtico, 358 do CaMV (Jouanin
etal, 1987). ~
. Todas as agrobactérias foram cultivadas em meio YEB

(Vervliet et al., 1975) contendo rifampicina 50 pg/m!, 3
temperatura de 28°C durante 16 a 18 horas, com agitagio
até a cultura atingir a fase log de crescimento (densidade
Gtica 2 600 nm entre 0,8 ¢ 1,0). Adicionou-se ampicilinaa
100 pg/ml para o cultivo da cepa C58C1 ¢ streptomicina
a 250 pg/ml para a cepa GV2260.

Desinfesta¢io das sementes

As sementes foram lavadas em dgua corrente, imersas
em solugio de hipoclorito de sodio 2,5% v/v durante
20 min, com agitagfo, ¢ lavadas cinco vezes em dgua des-
tilada autoclavada, - ‘

Condigdes de cultivo dos explantes e plintulas

As culturas dos tecidos vegetais foram incubadas em
cimara de crescimento com temperatura média de 26°C,
com fotoperiodo de 16 horas de luz (40-60 mmol. m2.5)
utilizando ldmpada fluorescente. Todos os meios foram
autoclavados a 121°C com pressio de | kg/cm? durante

15 a 20 minutos. As vidrarias foram autoclavadas na mes-
ma temperatura ¢ pressdo durante 30 a 40 minutos.

Infecgho de dpices caulinares com A. tumefaciens

Apés a desinfestagdio, as sementes (cv. Rio Tibagi)
foram colocadas em placas-de-petri contendo 4gua com
agar a 7 g/L. e mantidas em cimara de crescimento por 96
horas, as primeiras 48 horas no escuro. Qs dpices
caulinares, de aproximadamente 0,7-1 mm, foram
excisados assepticamente ¢ colocados em meio bisico MS
(Murashige & Skoog, 1962) com vitaminas do meio BS
(Gamborg et al,1968) adicionado de Aacido
naftalenoacético (ANA) 0,1 mg/L, agar 0,8% ¢ pH 5,8.

Para determinar a sensibilidade de tecidos de feijociro
4 kanamicina (Km), visando 4 sua utilizagdo como agente
seletivo, 4pices caulinares (cv. Rio Tibagt), foram culti-
vados no meio de cultura acima, adicionado de 10, 30,50
¢ 100 mg/L de Km, 30 épices por tratamento, Foram fei-
tas avaliagdes aos 30, 50 e 70 dias de cultivo.

Para testar a sensibilidade dos dpices de feijoeiro 4
cefotaxima (Cx) visando a utilizagZo deste antibidtico na
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eliminagfo da agrobactéria apés o co-cultivo, os 4pices
foram colocados em meio de cultura contendo 250 e
500 mg/L de Cx ou em combinagiio com 50 mg/L de Km.
Foram usados 20 éipices por tratamento, com avaliagdes
aos 30 e 70 dias de cultivo.

A infecgdo dos dpices caulinares com Agrobacterium
foi realizada imediatamente apds a excis3o. Foram colo-
cados 30 épices caulinares em placas-de-petri, contendo
meio bésico, ¢ em seguida foram adicionados 10 ul da
cultura bacteriana, cepa CS8C1, em cima dos 4pices. Apds
48 horas, a agrobactéria foi eliminada por imersao dos
explantes em concentragdes variadas de hipoclorito de
sédio (0,25; 0,5; 0,75%) e lavados trés vezes em 4gua
destilada autoclavada. Os 4pices foram entdo cultivados
em tubo de ensaio (25150 mm) contcndo 10ml do meio
bésico,

Infeccdio de nés cotiledonares com A. tumefaciens

Visando testar a infectividade de 4. tumefaciens em
nés cotiledonares de feijociro, bu'scou—‘se encontrar
gendtipos com sistema de multibrotag3o in vitro eficien-
te. Assim, foi induzida multibrotagsio em nés cotiledonares
de nove gen6tipos de Phaseolus vulgaris. As sementes
desinfestadas foram cultivadas em placas-de-petri (trés
sementes por placa) contendo meio MS acrescido de
NS-benzilaminopurina (BA) 1 mg/L ¢ 4gar 0,7%. Apés
sete dias, os cotilédones e gemas cotiledonares foram re-
tirados das plintulas, e os nds cotiledonares foram isola-
dos cortando-se o hipocétilo 0,5 cm abaixo da insergdo
do cotilédone e o epicétilo 0,2 cm acima. _

.. Nés cotiledonares de plantas da cultivar Jalo foram
infectados com A. tumefaciens cepa GV2260. A inoculagio
foi realizada apds centrifugaglio da cultura bacteriana e
ressuspensio em igual volume de MgSO, 10 mM. Esta
suspensfio foi aplicada nos orificios das gemas
cotiledonares previamente retiradas, utilizando-se serin-
ga e agutha hipodérmica. Apods a infecglo, os explantes
foram mantidos no escuro, em meic MS contendo BA
I mg/L, e agar 0,7%, a 25°C, durante dois dias, ¢ entio
foram transferidos para o mesmo meio, acrescido do anti-
bistico cefotaxima 250 mg/L, para eliminagdo da
agrobactéria. Apés 30 a 40 dias, quando as multibrotagdes
atingiam aproximadamente 2 cm de comprimento, foram-
isoladas e transferidas para meio de enraizamento ou syb-
metidas a ensaio histoquimico, para detecgZo da expres-
sio do gene GUS. Para favorecer o enraizamento destes
brotos, foram testadas diferentes auxinas: ANA, AIB (4ci-
do indolilbutirico) e AIA (4cido 3-indolilacético) nas con-

-centragdes de 0,1: 0,5; 1,0 e 10 mg/L adicionadas, antes

da autoclavagio, aos meios MS ¢ BS, solidificados com
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4gar da marca Cialgas. Os explantes foram mantidos em
cultura durante 40 dias.

Diferentes marcas de Agar foram testadas em experi-
mentos de micropropagagio. Entrends de plantas de
feijoeiro cv. La Victoire foram retirados de plantas ger-
minadas in vitro em meio TO (Doré, 1975) e colocados no
mesmo meio, sem regulador de crescimento, contendo os
seguintes Agares: gelrite, agarose, biomar ¢ sigma.

Visando verificar a sensibilidade 4 Km, nds
cotiledonares da cultivar Jalo foram colocados em placa-
-de-petri contendo meio MS acrescido de BA 1 mg/L ¢
dgar 0,7%, adicionado de 50 ¢ 100 mg/L de Km, Estes
explantes foram mantidos na cAmara de crescimento du-
rante 30 dias, ¢ entdo foram feitas as observagdes.

Infecciio de epicbtilos com A, rhizogenes

Sementes da cultivar La Victoire foram germinadas
in vitro em meio TO (Doré,1975). Apés sete a dez dias,
segmentos de epicotilos foram colocados em cultura, com
a extremidade apical invertida, em contato com ¢ meio
T0, de acordo com o método descrito por Tepfer (1984).

A porgio basal foi infectada com as diferentes cepas
de A. rhizogenes, A4PCRS ou A4GUSKANA, com auxi-
lio de alga de platina. As agrobactérias eram cothidas di-
retamente de culturas de dois dias em meio YEB s6lido.

Um més apds a infecglo, as ralzes oriundas de
epicttilos infectados ¢ rafzes de plantas germinadas in vitre
(controle) foram retiradas e colocadas em cultura, sendo
testados os meios TO ¢ N/5 (meio MS com nitrogénio di-
luido cinco vezes: NHyNO; 330 mg/L ¢ KNO;
380 mg/L). Foi determinada uma curva de sobrevivéncia
* de raizes transformadas com a cepa selvagem A4PCRS
em meio N/S, contendo concentragdes crescentes de Km
(10, 20, 50 e 100 mg/L).

Ensaio histoquimico da enzima B-glucuronidase (GUS)

O ensaio histoquimico foi realizado de acordo com
McCabe et al. {1988), (100 mg do substrato, 5-bromo-4-
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~cloro-3-indolil glucuroni{deo (X-gluc) em 2 mi de dimetil
suféxido, adicionado em 200 ml de tampao fosfato de
sédio 100 mM pH 7,0, ferrocianeto de potédssio 0,5 mM,
EDTA 10 mM ¢ triton X-100 0,1%). Os explantes foram
incubados a 37°C durante 4 a 24 horas,

Transferéncia das plintulas para a terra

Em todos os experimentos, plantas com altura aproxi-
mada de 5 cm foram transferidas para solo adubado ¢ es-
terilizado, em casa de vegetaglo, e aclimatadas por dez
dias, utilizando-s¢ um saco de plastico como cobertura,
que era gradativamente retirado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Infeccdo de dpices caulinares com A, tumefaciens

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram
que a adig%o de 50 mg/L-de Km ¢ suficiente para
inibir, em 30 dias, o desenvolvimento de plantas,
Com 30 mg/L. de Km no meio de cultura, os apices
apresentavam parte aérea bem desenvolvida, mas
com o decorrer do tempo nio enraizavam, torna-
vam-se cloréticos, e necrosavam. A unica planta
obtida apés 30 dias em 30 mg/L de Km n3o sobrevi-
veu ao cultivo. O numero de plantas obtidas, em meio
com adigio de 10 mg/L de Km, foi menor que no
controle, 0 que indica que dpices caulinares de
feijoeiro s3o muito sensiveis 4 Km, e que este é um
bom agente seletivo.

Com relagfio A cefotaxima (Cx), sua adi¢fio a
250 mg/L de meio de cultivo, teve um efeito inibidor
no desenvolvimento dos dpices (Tabela 2). Nesta
concentragfo foi obtido um menor mimero de plan-
tas, que se apresentavam cloréticas ¢ menos desen-
volvidas, em comparagdo com as plantas-controles.
Este efeito inibitério foi mais acentuado na con-

TABELA 1. Aclo da kanamicina no desenvolvimento de Apices caulinares de feijoeiro cv. Rio Tibagi, cultiva-

dos in vitro.

Kanamicina 30 dias 50 dias 70 dias

mg/L N? brotos' N plantas N? brotos N? plantas N brotos N® plantas
0 16 5 15 6 11 13

10 23 1 12 6 11 7

30 19 | 1 0 0 0 0

50 16 0 0 0 0 0

100 11 0 0 0 0 0

! Parte aérca sem raiz.
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centragio de 500 mg/L de Cx, obtendo-se plantas
de menor porte e 85% dos dpices necrosados. Estes
resultados indicam que nio seria vidvel a utilizagio
da Cx durante longo periodo. Por isto, este antibid-
tico era utilizado apenas por um periodo de cinco
dias, e entfio os dpices eram transferidos para meio
sem antibidticos.

Como tratamento alternativo & Cx, foi realizada
desinfestagdo em hipoclorito de sédio. Melhores
resultados foram obtidos na concentragio de 0,25%
por dez minutos, apds a infecgfo (Tabela 3). Apos
este tratamento, os dpices foram colocados sobre
250 mg/L de Cx durante cinco dias, e entfo transfe-
ridos para meio sem antibiético. Este tratamento
permitiu a eliminagio da bactéria, reduzindo os efei-
tos toxicos observados quando se utilizou a Cx por
umn perfodo mais prolongado.

TABELA 2, Aclo da cefotaxima (Cx) e cefotaxima
combinado com kanamicina (Km) no
desenvolvimento de dpices caulinares de
feijoeiro cv. Rio Tibagi.

Tratamento 30 dias 70 dias
mg/L, N? N¢ N® N®
brotos' plantas brotos plantas

0 13 5 9 8
250 Cx B 0 3 3
500 Cx 4 1 0 3
250Cx + 50 Km 3 0 "0 0
500 Cx + 50 Km 0 0 0 0

} Parte aérea sem raiz,
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Infec¢lio de nds cotiledonares com A. tumefaciens

A porcentagem de multibrotaglo obtida em nds
cotiledonares variou de 0,0 a 50,7% entre os nove
gendtipos testados (Tabela 4). As cultivares com
maior niimero de brotos (eficiéncia de multibrotagio)
foram: Carioca, Preto de Cacho e Jalo. Verificou-se
que a cepa desarmada GV 2260 ¢ bastante infectiva
nestas cultivares. A cultivar Jalo foi escolhida para .
dar seqtiéncia ao trabalho, por apresentar explantes
maiores que, facilitam as manipulagdes de infecgiio
com agrobactéria. Embora nfio se tenham obtido
plantas transgénicas, 30% dos brotos apresentaram
coloragdo azul em pequenas regides do caule
(Fig. 1), o que indica transferéncia do gene para al-
gumas células. A obtenglo de plantas com expres-
s3o do gene GUS, restrita a regides especificas, su-
gere que a infec¢do ocorreu em células ja diferen-
ciadas, dando origem a tecidos quiméricos. De acor-
do com McClean & Grafton (1989), a regido do né
cotiledonar conteria um Gnico meristema, elimina-

TABELA 3. Influéncia da desinfestagfio com
hipoclorito de sédio no desenvolvimento
_ de dpices caulinares de feijoeiro.

Hipoclorito de Tempo Nimero de plantas

s6dio (%) (min) desenvolvidas (%)
0,00 0 55
0,25 10 35
0,50 -5 - 25
0,50 10 : 15
0,75 5 - 20

TABELA 4. Multibrotagio em nés cotiledonares de diversos gendtipos de Phaseolus vulgaris, cultivados por
40 dias, em meio acrescido de Nf-benzilaminopurina (Img/L).

Cultivares Nimero de nds cotiledonares  Nimero de nés cotiledonares Porcentagem de explantes
em cultura apresentando brotos com brotos
Jalo 40 13 32,5
Carioca 71 36 50,7
Preto de cacho 21 8 380
Costa Rica 60 5 83
CNF 172 34 4 11,7
Rico 23 28 0 0,0
CNF 10 30 8 26,6
Rio Negro 20 2 10,0
Rosinha 33 1 30

Pesq. agropec. bras,, Brasilia, v.32, n 3, p.267-275, mar, 1997
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FIG. 1. A) Broto desenvolvido a partir de né cotiledonar de feijoeiro (cv. Jalo) infectado com A. tumefaciens
cepa GV2260, carregando o plasmideo p3SSGUS INT, apresentando reacfio positiva (flecha) no teste
histoquimico para enzima B-glucuronidase. B) Corte transversal do tecido expressando GUS.

do na excisdo. No entanto, Martins & Sondahl (1984)
demonstraram a existéncia de gemas dormentes neste
tecido, além da gema lateral ja desenvolvida.

Verificou-se que em 50 mg/L de Km ainda ocor-
ria desenvolvimento de brotos, enquanto que
100 mg/L eram capazes de inibir totalmente o de-
senvolvimento desses brotos, sendo, assim, esses
100 mg/m] de Km, adequados 4 sele¢do. No entan-
to, no caso de brotos quiméricos, com uma grande
regifo de tecido n3o transformado, sensivel & Km,
poderia inviabilizar-se a sele¢do. Os tecidos nio
transformados sofreriam necrose, e, provavelmen-
te, impediriam a sobrevivéncia do tecido transfor-
mado. Optou-se pela ndo-utilizagdo deste antibioti-
co em nos cotiledonares.

Dentre as auxinas testadas, nenhuma foi capaz
de favorecer o enraizamento de brotos provindos de
né cotiledonar. Foi observado o enraizamento e o
desenvolvimento das plantas na presenga de dife-
rentes agentes geleificantes, ap6s um més de cultu-
ra (Fig. 2). Plantas completas ndo se desenvolveram
em gelrite e agarose, e a maior parte delas ndo de-
senvolveram raizes e apresentaram entre-nds curtos
(plantas mal formadas). Com o 4gar sigma, o nime-
ro de plantas completas foi mais elevado do que no
biomar. Em brotos oriundos de né cotiledonar, veri-
ficou-se que determinados lotes de 4gar cialgas ini-
biram completamente o enraizamento. O agar foi,
portanto, um fator limitante para o enraizamento de
plantas de feijoeiro.
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FIG. 2. Porcentagem de plantas obtidas a partir de
200 entrends de feijoeiro cultivados em meio
TO na presenga de diferentes agentes
geleificantes, ap6s 1 més de cultivo. As plan-
tas obtidas foram classificadas de acordo com
seu desenvolvimento in vitro : sem crescimen-
to, necrose dos entrends; mal formadas,
entrends desenvolveram plantas sem raizes e
com entrends reduzidos; plantas completas,
entrends desenvolveram plantas normais.

Infecciio de epicotilos com A. rhizogenes

Verificou-se a infectividade da cepa A4PCRS de
A.rhizogenes na cultivar La Victoire utilizando seg-
mentos de epicotilos como explante. Raizes em cres-
cimento puderam ser observadas sobre 25 dos 40
epicotilos colocados em meio TO e infectados com
esta cepa. Por outro lado, em 30 epicétilos ndo-
-infectados, utilizados como controle, nenhum apre-
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sentou desenvolvimento de raizes, o que sugere que
as raizes eram resultado da infecgdo dos explantes
pela agrobactéria.

As raizes oriundas de epicétilos infectados cres-
ceram 1,5 vezes mais que as raizes controle. O meio
N/5 mostrou ser o mais favoravel ao crescimento
destas raizes.

Verificou-se que a concentragdo de 100 mg/L de
Km ¢ suficiente para impedir o crescimento de raizes
oriundas de infeccdo com a cepa selvagem
(A4PCRS). Kanamicina a 100 mg/L foi utilizada,
portanto, para selecionar raizes oriundas da infec-
¢do com A4GUSKANA (Fig. 3). A expressdo do
gene GUS nas raizes transgénicas foi demonstrada
através de ensaio histoquimico (Fig. 4). Assim, de-
monstrou-se a infectividade de A. rhizogenes em
plantas de feijoeiro (cv. La Victoire). Acredita-se
que o estabelecimento de método para regeneragio
de plantas a partir destas raizes levaria a obtengao
de plantas transgénicas. No entanto, até agora, ndo
foi obtido sucesso nos vérios ensaios de cultura
in vitro de raizes visando a regeneragdo de plantas.
Portanto, a limitagdo deste método restringe-se ao
estabelecimento de um processo de regeneragdo de
plantas.

FIG. 3. Acfo da kanamicina em raizes obtidas por
infeccAo de epicotilos de feijoeiro com
A. rhizogenes: cepa A4PCRS (A e B) e cepa
A4GUSKANA (C e D), carregando o gene da
NPTII, cultivadas em meio N/5 na presenca
de 100 mg/L. de kanamicina (B e D), compa-
radas s raizes crescidas em auséncia deste
agente seletivo (A e C).

FIG. 4. Raiztransformada com a cepa AdGUSKANA
apresentando expressdo do gene GUS em teste
histoquimico para a enzima P-glucuronidase
(flecha), comparada a raiz obtida por trans-
formacgdo com a cepa selvagem A4PCRS.

CONCLUSOES

1. A cultura in vitro de Phaseolus vulgaris é
genotipo dependente,

2. Algumas cultivares desenvolvem-se satisfato-
riamente em meio de cultivo a partir de entrenos,
apices caulinares ou nos cotiledonares, enquanto
outras necrosam totalmente.

3. O agente geleificante é determinante para o
enraizamento de plantas de P. vulgaris enquanto
nenhuma das auxinas testadas influencia no
enraizamento.

4. E possivel transferir um caréter génico para
tecidos de feijoeiro, via Agrobacterium.

5. A infecgdo de nos cotiledonares com a cepa
GV2260 de A. tumefaciens da origem a brotos qui-
méricos.

6. As cepas de 4. rhizogenes A4PCRS e
A4GUSKANA sdo igualmente capazes de infectar
plantas de feijdo e induzir raizes que crescem inde-
finidamente em meio de cultura

7.0 gene reporter GUS e o gene marcador NPTII
expressam-se nas raizes transgénicas.

8. O antibiotico cefotaxima, utilizado na maioria
dos sistemas de transformagdo, para eliminar a
agrobactéria, inibe o desenvolvimento de dpices de
feijoeiro, quando utilizado por longo periodo.

9. A incubagdo do explante em 0,25% v/v de
hipoclorito de sédio por 10 minutos, seguida de cul-
tivo em meio com 250 mg/L de cefotaxima durante
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apenas cinco dias ¢ eficiente para eliminagdo das
agrobacténas ¢ ndo prejudica o desenvolvimento do
explante

10. O antibi6tico kanamicina € um agente seleti-
Yo adequado para tecidos de. fegoeuo, na concen-
traqﬁo de 50 mg/L inibe o des“nvolwmento de épl-
ces caulmares ede 100 mg/L7 inibe o aparec1mento
de mulnbrotaqﬁes em nés cotlledonares € 0 cresci;
mento de ralzes.
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