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Heranca da capacidade de regeneracao in vitro
do feijao

Inheritance of the in vitro regeneration ability in beans

RESUMO: Na cultura do feijdo, a regeneragao in vitro é um processo dificil e tem sido
pouco utilizada, em razdo da falta de conhecimento sobre controle genético da caracteristica,
aliado ao fato de esta leguminosa ser recalcitrante. O objetivo deste trabalho foi realizar um
estudo da heranga genética da capacidade de regeneracgdo in vitro em populagdes de feijao
obtidas a partir dos genitores Xan 159 e Pérola. As sementes foram levadas ao laboratdrio
de cultura de tecidos, onde foram avaliadas quanto ao potencial de regeneragdo. Apés a
obtencdo dos dados, foram calculadas as médias e as varidncias, e a partir destas foram
estimados os componentes ambiental, genético e fenotipico, a herdabilidade e o nimero
de genes. O genitor Xan 159 apresentou maior média. A interacao alélica € ndo aditiva. O
componente ambiental possui uma maior contribuicao no fenétipo das sementes avaliadas.
O valor encontrado para herdabilidade no sentido amplo foi intermediario. Contudo, pode-se
concluir que ha contribuic@o do fator genético (efeitos aditivos e dominantes) na expressdo
da capacidade de regeneracio in vitro do feijao. O efeito reciproco se mostrou importante
para esta caracteristica. A estimativa do nimero de genes detectou a influéncia de pelo
menos um gene nuclear de efeito maior.

ABSTRACT: In bean crop, in vitro regeneration is a difficult process and it has been little
used due to the lack of knowledge on genetic control traits, coupled with the fact that this
leguminous plant is recalcitrant. The objective of this study was to investigate the genetic
inheritance of the in vitro regeneration capacity in bean populations obtained from the
parents Xan 159 and Perola. Seeds were brought to the laboratory of tissue culture, where
they were evaluated regarding their regeneration potential. After data collection, means and
variances were calculated and based on them, the following components were estimated:
environmental, genetic and phenotypic, as well as heritability and number of genes. The
parent Xan 159 showed the highest mean. The allelic interaction was not addictive. The
environmental component presented major contribution to the phenotype of seeds. The value
found for broad-sense heritability was intermediate. However; it was possible to conclude
that the genetic factor (dominant and additive effects) actually contributes to the expression
of the in vitro regenerative capacity of beans. The reciprocal effect was important to this
trait. The estimated number of genes detected the influence of at least one nuclear gene of
major effect.
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1 Introducao

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) faz parte da dieta da
maioria da populagdo brasileira (ARELLANO et al., 2008).
Frente as tendéncias atuais de crescimento da populacio e
do aumento no consumo do feijdo, € prevista uma demanda
crescente do mesmo, a qual sé poderd ser suprida se novas
cultivares forem desenvolvidas.

O melhoramento genético vegetal utiliza algumas
ferramentas para desenvolver cultivares de feijdo com
caracteristicas agrondmicas desejdveis e adaptadas a diversas
regides. Dentre essas ferramentas, estd a cultura de tecidos que,
por meio do potencial de regeneracio in vitro das plantas, é
possivel realizar a transformacao genética, auxiliando, dessa
forma, no desenvolvimento de cultivares adaptadas a diversas
condi¢des ambientais.

A utilizacdo da técnica de cultura de tecidos tem sido
limitada a um nuimero restrito de gendtipos (SHARMA;
BELLO; SAPRA, 1980; HANZEL et al., 1985); assim, ocorre
uma restri¢do do germoplasma a ser trabalhado pelas técnicas
biotecnolégicas, além de impossibilitar a utilizacao de alguns
gendtipos com caracteristicas desejaveis, porém com um baixo
potencial para ser cultivado em vitro (MILACH et al., 1991).
Segundo Vendruscolo et al. (2008), a engenharia genética de
qualquer espécie depende do desenvolvimento de calos vidveis
para a regeneracdo de plantas in vitro.

A regeneragdo in vitro do feijdo € um processo dificil,
com baixa repetibilidade e eficiéncia, pois esta leguminosa
é recalcitrante tanto para a regeneracdo quanto para a
transformacgio genética (BROUGHTON et al., 2003;
HAMMATT; GHOSE; DAVEY, 1986); entretanto, o feijao
pode ser regenerado in vitro apesar da baixa eficiéncia
(VELTCHEVA et al., 2005).

Diversos trabalhos tém sido realizados para conhecer o
controle genético da regeneracdo de plantas in vitro, sendo
constatado que esta caracteristica € controlada geneticamente
(TOMES; SMITH, 1985; MONTEIRO et al., 2000;
NOGUEIRA et al., 2001; LANNES et al., 2004; AZEVEDO;
HOULLOU-KIDOO; BENKO-ISEPPON, 2007).

A etapa inicial do estudo da heranga genética de uma
caracteristica sdo os cruzamentos artificiais, que recombinam a
variabilidade genética existente (BERNARDO; BOHN, 2007),
dando origem as populagdes que sdo utilizadas para estimar
os parametros genéticos, baseados nas médias e varidncias
(CRUZ; REGAZZI, 1997) como os componentes ambiental
e genético, bem como a herdabilidade no sentido amplo e
restrito, e o nimero de genes que controlam essa caracteristica.
A partir dos parametros genéticos, € possivel conhecer o tipo
de heranga que controla o carater, podendo-se, assim, escolher
o método mais adequado a ser aplicado no desenvolvimento
de novas cultivares (LOBO; GIORDANO; LOPES, 2005).

O objetivo foi estudar a heranca genética da capacidade
de regeneracgdo in vitro em populacdes fixas e segregantes
de feijdo, obtidas a partir dos cruzamentos entre os genitores
Xan 159 e Pérola.

2 Material e Métodos

Este experimento foi constituido de duas etapas, sendo que,
na primeira, foram escolhidos os genétipos de feijao Xan 159
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(com capacidade de regenerag@o in vitro) e Pérola (recalcitrante
para a regeneracdo in vitro), os quais foram semeados em casa
de vegetacdo; apds a emergéncia dos botdes florais, foram
realizados os cruzamentos artificiais de acordo com Vieira
(1967), para obtengdo das sementes F , que foram semeadas
€ deram origem as sementes F,.

A segunda etapa do trabalho, realizada no laboratério
de cultura de tecidos vegetais, consistiu na utilizagdo das
sementes obtidas nos cruzamentos para a realizagao do estudo
da heranga da capacidade de regeneracdo in vitro do feijo,
sendo 36 sementes de F, 26 do F, reciproco (Fr), 210 de F,
€ 246 do F, reciproco (F,r), juntamente com 103 sementes do
Xan 159 e 110 do Pérola.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com quatro repeti¢des, sendo que cada semente
foi considerada uma repetigao.

Primeiramente, foram preparadas as solucdes estoque
de macronutrientes, micronutrientes, FeEDTA, vitaminas
BS5, AIA (4cido indolacético), BAP (6- benzilaminopurina
cinetina) e CPPU (forchlorfenuron). Para o preparo dos meios
de cultura, foi utilizada dgua autoclavada acrescida com as
solugdes estoques, agar e sacarose, de acordo com Murashige
e Skoog (1962). O pH foi ajustado a 5,8 e, a seguir, 0 meio
de cultura foi autoclavado a 120 °C por 17 minutos. Todos os
materiais, antes de ser utilizados na cultura de tecido, foram
autoclavados a 120 °C por 17 minutos. Além disso, todas as
etapas do trabalho foram realizadas na cAmera de fluxo laminar,
para evitar a contaminacio dos materiais e das sementes.

As sementes foram desinfestadas utilizando-se alcool 70%,
dgua destilada autoclavada e hipoclorito 2%; em seguida,
foram colocadas no meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) para germinacio, onde permaneceram por trés
dias. As sementes germinadas foram cortadas ao meio, com o
auxilio de um bisturi, para retirar o tegumento e o embrido, e
separar os dois cotilédones.

Os cotilédones foram transferidos para o meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) de indugdo de calo, no
qual permanecem por 24 dias, sendo 7 dias no escuro e 14
dias no fotoperiodo de 16 h, 50 umol m= s™!, em temperatura
de 22 a24 °C.

As avaliagdes dos cotilédones quanto a formagio de calo
foram realizadas apds os 21 dias de permanéncia no meio de
cultura de indugdo de calo, com o auxilio de um Microscépio
Estereoscopico Stemi 2000C. As sementes que apresentaram
calo obtiveram nota um (1) e as que ndo apresentaram, nota
zero (0), seguindo um sistema binomial.

Em funcdo do grande nimero de observagdes, os dados
tendem a uma distribui¢do normal. Sendo assim, foi aplicado
o teste de normalidade para verificar a condi¢ao de distribui¢ao
dos dados. Comprovada a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk (W), foram realizadas as analises de médias e variancias.
As médias dos genitores, das geragdes F e F,, e dos F, e F,
reciprocos foram comparadas com contraste entre duas médias
por meio do teste t-student, utilizando-se o software SAS 9.1.3
(SAS, 2007).

Foram estimadas varidncias ambiental (c?), genética
(c?) e fenotipica (c?), e a herdabilidade no sentido amplo
(h?), segundo Mather e Jinks (1984); o nimero de genes foi
estimado de acordo com Cruz e Regazzi (1997).
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3 Resultados e Discussao

O gendtipo Xan 159 apresentou a maior média (0,708)
e a cultivar Pérola, a menor (0), para a presenga de calos
(Tabela 1). A partir das médias e variancias apresentadas,
fica evidente que o genitor Xan 159 possui um desempenho
superior quanto a capacidade de regeneragdo in vitro, o que
justifica o seu estudo em relagdo a heranca genética desta
caracteristica.

Por meio das médias das geragoes P, P, F, e F,, € possivel
conhecer os tipos de interagdes alélicas predominantes que
estdo envolvidas no controle genético da caracteristica. Com
base nas médias obtidas (Tabela 1), pode-se observar que a
regeneracdo in vitro € influenciada por interacdes alélicas ndo
aditivas, uma vez que a média do heterozigoto ndo corresponde
a média dos genitores (MATHER; JINKS, 1984), o que
dificulta a previsdo do comportamento desses gendtipos quanto
ao potencial de regenerag@o nas geragdes seguintes.

O niimero de sementes F, e F r utilizadas neste trabalho foi
limitado em virtude da grande porcentagem de aborto das flores
quando se realizavam os cruzamentos entre os dois genotipos,
justificando, assim, os valores baixos das estimativas.

Os indices de inducdo de calos se diferenciaram
significativamente pelo teste t a 5% de probabilidade de erro
entre os gendtipos Xan 159 e Pérola, demonstrando que existe
variabilidade genética entre os genitores utilizados para o
estudo da capacidade de regeneracdo in vitro.

O efeito reciproco se mostrou importante para a regeneraciao
in vitro, pois houve diferenga entre as geragdes F, do
cruzamento Xan 159 vs Pérola e a F, do cruzamento reciproco
Pérola vs Xan 159. O efeito reciproco deve-se a efeitos de
genes nucleares da mie, a efeitos de genes citoplasmaticos
e/ou a interacdes destes. Os genes de efeito materno ndo
sd0 autoperpetuantes € se mantém apenas por uma ou, no
maximo, duas geragdes; entretanto, sdo responsaveis por
certas condicdes no citoplasma do 6vulo, que determinam a
expressao fenotipica de algumas caracteristicas do filho, sendo
estas independentes dos genes doados pelo pai. Por sua vez,
os genes citoplasmdticos s@o considerados permanentes, pois
sdo transmitidos exclusivamente pela mae de geracdo para
geragdo (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2008).

A partir da diferenca entre as médias do Xan 159 e da
F, (Xan 159 vs Pérola), acredita-se que alguns genes estdo
mascarando a expressdo do fenétipo do hibrido que deveria
expressar o genétipo da mée, visto que ocorreu uma pequena
taxa de formagéo de calos na geracdo F,. A igualdade entre
as médias do genitor Pérola e da geragdo Fr indica que o

Tabela 1. Nimero de sementes avaliadas (N), média (X) e variancia (%)
para a presenga de calos.

fenétipo do filho € influenciado pelo gendtipo da mae, pois,
nas sementes da geragdo F r, ndo houve a formagéo de calos.

As geragdes F| vs. Fr, F vs. For, Frvs. Fr (Tabela 2),
quando comparadas entre si, ndo apresentaram diferenca. Isso
pode ser decorrente da baixa taxa de indug@o de calos obtida
nessas geragdes, indicando que os gendtipos apresentaram
respostas diferenciadas tanto entre si quanto entre seus tecidos
(AZEVEDO; HOULLOU-KIDOO; BENKO-ISEPPON,
2007). Segundo Bordallo et al. (2005), se a heranca de
um determinado cardter € controlada por genes nucleares,
os resultados de um cruzamento e seu reciproco serdo
similares. Se houver efeitos citoplasmaticos, os resultados dos
cruzamentos reciprocos serdo diferentes, em que o fenétipo
dos descendentes serd influenciado pelo genitor feminino que
contribuiu com o citoplasma.

A diferenga que existe entre as médias das geragdes F| vs.
F,.Frvs.F, eF,vs. Frindica que a regenerago in vitro pode
ser controlada por genes do nicleo, sendo eles de efeito simples
ou de efeito materno, por genes citoplasmaticos ou ainda pela
acdo conjunta dos genes nucleares e citoplasmaticos.

As estimativas dos componentes da varidncia, da
herdabilidade e do nimero de genes da capacidade de
regeneracdo in vitro para o cruzamento Xan 159 vs. Pérola
estdo apresentadas na (Tabela 3). O estudo destes componentes
¢ importante para saber o quanto da variabilidade existente
no cruzamento € em razdo de causas genéticas, pois assim
€ possivel conhecer o controle genético da caracteristica e
o potencial da populacdo avaliada (RAMALHO; SANTOS;
PINTO, 2008).

Tabela 2. Teste de significincia entre as médias dos genitores Xan 159
e Pérola, e entre as médias das geracdes.

Diferenca

Contraste' s Probabilidade >t
entre as médias
Xan 159 vs Pérola 0,708 0,0001
Xan 159 vs F| 0,625 0,0001
Pérola vs F r 0 1,0000
F vsF, 0,145 0,0121
F vsFr 0,083 0,3120
F vsFr 0,026 0,6437
FrvsF, -0,229 0,0006
FrvsEFr -0,057 0,3888
F,vs Fr 0,172 0,0001

'F, - Xan 159 vs Pérola; F,r - Pérola vs Xan 159; F,- Xan 159 vs Pérola;
F,r - Pérola vs Xan 159. H: t, = 0 igualdade entre as médias e H,: t, # 0
diferenca entre as médias. (p < 0,05) estatisticamente significante.

Tabela 3. Estimativa dos componentes da variancia fenotipica, genotipica

Geragéo N Média (x)  Varidncia (c?) e ambiental, da herdabilidade no sentido amplo e do ndmero de genes
P] Xan 159 103 0,708 0,208 para o cruzamento Xan 159 x Pérola.
P, Pérola 110 0 0 Parimetro Xan 159 x Pérola
F, Xan 159 vs Pérola 36 0,083 0,078 Variéincia genotipica (ng) 0,08
F r Pérola vs Xan 159 26 0 0 Varidncia ambiental (c?) 0,10
F,Xan 159 vs Pérola 210 0,228 0,178 Herdabilidade no sentido amplo (h:) 46,62
F r Pérola vs Xan 159 246 0,057 0,054 Numero de genes (1) 1
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A vari@ncia fenotipica total da gerag@o F, € muito ttil e pode
ser decomposta em subcomponentes: a variancia genética, que
corresponde a segregacdo e a recombinacdo dos genes, € a
variancia ambiental, que € devida a fatores ambientais bi6ticos
e/ou abidticos. O valor da variancia fenotipica proveniente dos
cruzamentos Xan 159 vs. Pérola foi de 0,18 calo. Fracionando-
se esse valor fenotipico total, obteve-se o valor de 0,08 calo,
que corresponde a fracdo mais importante do componente
fenotipico, a variancia genética.

A variancia ambiental, por sua vez, apresentou valor de
0,10 calo, o que indica que o ambiente possui uma maior
contribui¢do sobre o fenétipo das sementes avaliadas quando
comparado com o componente genotipico, pois os tecidos
vegetais respondem de forma diferenciada ao meio em que se
encontram. Além disso, as condigdes ideais de cultivo sdo quase
que especificas para cada genétipo (PETERS; BOBROWSKI;
ROSINHA, 1999), denotando que a regeneracdo in vitro é
influenciada pela interacdo Gendtipo x Ambiente.

A herdabilidade reflete a presenga dos componentes
genéticos que contribuem na expressdao do fendtipo
(ROCHA et al., 2003) e, por ser uma propriedade do carater,
€ vélida apenas a populacio nas condi¢des ambientais a que 0s
individuos foram submetidos (CRUZ; REGAZZI, 1997). Neste
trabalho, a herdabilidade, no sentido amplo, apresentou valor
de 46,6%, considerado um valor intermediario, semelhante aos
encontrados por Aryeetey e Laing (1973). Mostra-se, dessa
forma, que houve contribui¢do do fator genético na expressao
da capacidade de regeneragdo in vitro, pois estd associada a
varidncia genética total (aditiva e ndo aditiva).

A ocorréncia de varidncia genética com valores médios a
altos de herdabilidade e baixa influéncia ambiental indica a
possibilidade de obtencdo de ganhos genéticos mediante a
selec@o fenotipica de individuos com capacidade de formar
calos em populagdes segregantes.

A partir da estimativa do nimero de genes, pode ser
constatado que a caracteristica capacidade de regeneragdo in
vitro € influenciada por pelo menos um gene nuclear de efeito
maior. Quando a caracteristica € controlada por poucos genes,
o seu estudo € facilitado, pois quando sdo muitos os genes que
controlam um carater, maior deve ser o nimero de individuos
avaliados. Isto se deve a manifestagdo da caracteristica, que
depende da combinacdo de varios genes em um tinico genétipo
e ndo apenas da reorganizacdo dos alelos presentes no gene,
como ocorre na heranga monogénica (VARGAS; MORAES;
BERTO, 2007).

O valor da estimativa da herdabilidade no sentido
amplo indica que efeitos genéticos contribuem mais para a
regeneracgdo in vitro do que os fatores ambientais. O efeito de
genes nucleares do genitor utilizado como mae e a interagao
com genes citoplasmaticos sdo importantes para a regeneragao
in vitro do feijdo. As interagdes alélicas que estdo envolvidas
com esta caracteristica sdo do tipo ndo aditivas.

4 Conclusodes

A herdabilidade no sentido amplo estimada indica que ha
contribui¢do do fator genético na expressdo da capacidade
de regeneragdo in vitro, porém ndo ha como identificar se a
contribui¢do maior € dos efeitos aditivos ou dominantes. O
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efeito reciproco se mostrou importante para a regeneragio
in vitro do feijdo. A estimativa do nimero de genes foi
influenciada por pelo menos um gene nuclear de efeito maior.
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