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Apresentação

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, água, ar,
flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza são cada vez mais
necessárias para a sociedade moderna acarretando em uma busca constante por
sistemas de produção agropecuários apoiados em princípios ecológicos e naturais.

Dentro desse cenário, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu atual plano diretor de
pesquisa, desenvolvimento e inovação, com a seguinte missão: “gerar  conhecimentos
e viabilizar tecnologias e inovação apoiados nos processos agrobiológicos,
em  benefício de uma agricultura sustentável para a sociedade brasileira”.

O documento nº 269/2010 apresenta uma revisão de resultados de pesquisa
sobre o uso das técnicas de transformação genética em plantas, com ênfase
no cultivo in vitro do gênero vegetal Phaseolus, que representa os feijões e em
particular a espécie Phaseolus vulgaris L., conhecida como feijoeiro comum. O
feijão, um dos alimentos básicos da alimentação dos brasileiros é produzido em
sua maior parte por pequenos agricultores e existe uma continua demanda por
novas linhagens e cultivares que incorporem atributos de maior produção,
qualidade nutricional e sanidade. A presente publicação é indicada para
estudantes e pesquisadores da área de melhoramento genético interessados
em obter informações sobre o estado da arte das transformações genéticas
e do potencial destas para os programas de melhoramento de feijão.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Introdução

Os programas de melhoramento genético vêm buscando, ao longo dos anos,
tecnologias que acelerem o desenvolvimento de novas variedades. Entre as
ferramentas com potencial para acelerar esse desenvolvimento estão a
técnica de cultura in vitro e a transformação genética. O estabelecimento
de condições apropriadas para o cultivo in vitro de espécies pertencentes
ao gênero Phaseolus pode possibilitar a utilização da transformação
genética como ferramenta auxiliar ao melhoramento desta cultura. No
entanto, o desenvolvimento de um sistema ideal para o cultivo in vitro
desse gênero ainda permanece um grande desafio. Neste trabalho serão
apresentados alguns resultados alcançados por diversos autores para o
cultivo in vitro, especificamente de Phaseolus vulgaris L., e uma visão geral
sobre a transformação genética do feijão comum.

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) ocupa uma área de 12 milhões
de ha e constitui-se na leguminosa mais importante para a alimentação de
mais de 500 milhões de pessoas na América Latina e África. O feijoeiro
comum é a espécie mais cultivada entre as demais do gênero Phaseolus.
Considerando todos os gêneros e espécies de feijão englobados nas
estatísticas da FAO publicadas em 2005, a produção mundial de feijão
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situou-se em torno de 18,7 milhões de toneladas, ocupando uma área de
26,9 milhões de ha (EMBRAPA, 2009).

O feijão é um alimento básico para a população brasileira, constituindo-se
em sua principal fonte de proteína vegetal. O teor de proteína das
sementes varia de 20 a 33%, sendo também um alimento energético,
contendo cerca de 340 cal/100g (FAO, 2007). No Brasil, o feijão é
produzido basicamente por pequenos produtores. Aproximadamente 80%
da produção e da área cultivada encontram-se em propriedades menores
que 100 ha. Os diversos tipos de feijão são cultivados desde o nível do mar
até mais de três mil metros de altitude, sendo empregados pouco ou
nenhum tipo de fertilizante, pesticida e irrigação (SCHOONHOVEN e
VOYSEST, 1991).

O melhoramento genético de feijão tem como finalidade principal
desenvolver germoplasmas com variabilidade genética, gerando populações
e linhagens com características de interesse agronômico visando
desenvolver cultivares mais produtivas e adaptadas às diferentes regiões
produtoras, permitindo assim manter a competitividade e sustentabilidade
do feijoeiro no agronegócio brasileiro.

Em face da crescente demanda por novas cultivares, os programas de
melhoramento genético têm buscado tecnologias que acelerem o
desenvolvimento de novas cultivares ou que possibilitem corrigir alterações
genotípicas indesejáveis das que estão em uso. Entre as ferramentas com
potencial para acelerar este processo estão as técnicas de cultivo in vitro e
de transformação genética.

O desenvolvimento de técnicas de cultivo in vitro de órgãos, tecidos e
células e o desenvolvimento de protocolos de transferência de genes entre
espécies incompatíveis sexualmente, tornou possível ao melhorista obter
matrizes com qualidade genética e sanitária comprovada, além de acelerar
as etapas de melhoramento genético de algumas culturas (CAPLAN et al.,
1983); no entanto, para o uso prático da micropropagação se faz
necessário o aperfeiçoamento das condições de cultura para cada espécie
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e/ou variedade (ROGALSKI, GUERRA, SILVA, 2003). A técnica de
micropropagação consiste na produção rápida de milhares de clones de uma
planta, a partir de uma única célula vegetal somática ou de um pequeno
pedaço de tecido vegetal (HARTMAN e KESTER, 1975).

A capacidade de fazer com que células de plantas formem órgãos, até
plantas inteiras, é uma importante ferramenta no melhoramento de
qualquer espécie, permitindo o acesso a técnicas como mutagênese
in vitro, seleção in vitro, utilização de variantes somaclonais, rápida
micropropagação e em especial a transformação genética (GAMBORG e
PHLLIPS, 1995).

Apesar do desenvolvimento de processos para transformação de diversas
culturas, muitos obstáculos precisam ainda ser vencidos para aplicabilidade
dessa tecnologia (DAMM et al., 1989; COOLEY et al., 1995). Os primeiros
esforços para produzir plantas de feijão transgênicas não foram bem
sucedidos devido a inexistência de sistemas eficientes de transferência de
DNA e de regeneração de plantas de feijão. As dificuldades vão desde a
introdução do gene à regeneração das plantas, passando por problemas
como a falta de reprodutibilidade e aplicabilidade a todas as variedades e a
baixa eficiência de transformação (NAGL et al., 1997).

A transformação genética com a introdução de genes adequados pode
auxiliar na solução de problemas relacionados à suscetibilidade da
cultura a pragas, doenças, deficiências nutricionais e estresses ambientais
(ARAGÃO et al., 1998; GOOSSENS et al., 1999; MANFREDINI
et al., 2005).

Devido à importância da cultura do feijão, vários grupos de pesquisa de
diversos países vêm trabalhando com a cultura de tecidos nos últimos anos;
no entanto, os resultados são pouco satisfatórios (GUIDOLIN, 2003).
Alguns trabalhos relatam sucesso na regeneração de plantas de feijão,
porém os métodos descritos são restritos a poucos genótipos e apresentam
baixa capacidade de promover a regeneração das plantas, dificultando,
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dessa forma, a aplicação dos mesmos em um programa de melhoramento
que utilize a engenharia genética (NAGL et al., 1997).

Cultura de Tecidos e Regeneração
in vitro de Feijão

A cultura de tecidos em Phaseolus vulgaris L. desenvolveu-se a partir da
cultura de meristemas (KARTHA et al., 1981) seguida pelas técnicas de
regeneração de brotos axilares de ápices (SAAMM et al., 1987) e nós
cotiledonares (MALIKA e SAXENA, 1992), de brotos de pecíolos de folhas
(MALIKA e SAXENA, 1991), de explantes cotiledonares e cultura de eixos
embrionários (MOHAMED et al.,1992b), organogênese direta a partir de
nós de plântulas com ou sem a presença de meristemas axilares
(MCCLEAN e GRAFTON, 1989; MOHAMED et al., 1992a) e com o
emprego de camadas finas transversais ("transverse thin cell layer" - tTCL)
utilizadas na regeneração direta de plantas de P. vulgaris variedade carioca
(CRUZ DE CARVALHO et al., 2000).

Um dos principais problemas encontrados na regeneração de plantas de
feijão é o estabelecimento de um protocolo que permita a utilização da
técnica de cultura de tecidos em larga escala. Nos últimos anos, vários
trabalhos vêm sendo realizados testando diferentes combinações de
hormônios, explantes e meio de cultura na tentativa de se obter suspensões
celulares e calos de P. vulgaris (BARROS et al., 1997; CARDENAS-AVILA
et al., 2000); no entanto, a produção de brotos a partir de calos se
restringe a alguns trabalhos (CROCOMO et al., 1976; MOHAMED et al.,
1993; ZAMBRE et al.,1998; AHMED et al., 2002; GUIDOLIN , 2003;
DELGADO-SÁNCHEZ et al., 2006).

A cultura de meristemas é uma ferramenta útil para a propagação em
massa, eliminação de agentes virais e para a conservação do germoplasma
(KARTHA, 1982). Um dos primeiros trabalhos abordando esse tema foi o
de Crocomo et al. (1976), que regeneraram duas plantas de cultura de
calos empregando meio de cultura suplementado com reguladores de
crescimento e um extrato aquoso de semente de feijão.
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Mohamed et al. (1993) regeneraram plantas a partir de calos primários
induzidos a partir de pedicelos dos genótipos Xan159 e Gn Tara de
feijão comum. Já Zambre et al. (1998), regeneraram plantas a partir
de calos induzidos na região de ligação do cotilédone com o eixo
embrionário.

Ahmed et al. (2002), trabalhando com sementes de P. vulgaris cv.
Fônix e Maxidor observaram a resposta dos explantes, no caso, plântulas
intactas e nós cotiledonares, aos tratamentos contendo meio MS
(Murashige e Skogg, 1962) + 1 mg.l-1 de benziladenina (BA) e 0,1 mg.l-1

de ácido naftalenoacético (ANA). A partir dessa estratégia, avaliaram o
desenvolvimento e o aspecto dos aglomerados de brotos formados a partir
dos diferentes explantes e meios de cultura. Malik e Saxena (1991)
observaram que explantes, que consistiam em pecíolo e uma porção do
limbo, produziam brotos quando cultivados na presença de BAP. Embora a
regeneração ocorresse apenas a partir de tecido peciolar, a presença de
uma porção do limbo foi considerada essencial para a formação de brotos.
Esta constatação levou Ahmed et al. (2002) a investigarem o papel das
partes morfológicas da planta doadora na formação dos brotos. Assim, as
plântulas intactas foram mantidas em parte deste experimento e os nós
cotiledonares foram cultivados sobre os meios de regeneração contendo
BA e ANA. A eficiência de formação de brotos de plântulas intactas foi
comparada com o de nós cotiledonares. O percentual de regeneração de
plântulas intactas e nós cotiledonares foi de 100%. O número de gemas e
brotos produzidos por explantes oriundos de plântulas intactas foi
significativamente mais elevado do que a partir dos nós cotiledonares.
Os resultados são similares aos obtidos por Malik e Saxena (1992).

Delgado-Sánchez et al. (2006), trabalharam no desenvolvimento de um
sistema de regeneração organogênica de feijão empregando eixo
embrionário de duas cultivares distintas, Flor de Junio Marcela (FJM) e Flor
de Mayo Anita (FMA). O eixo embrionário foi excisado de sementes
desinfestadas e estabelecidas em meio MS contendo diferentes
concentrações de benzilaminopurina (BAP) e adenina (A), que
corresponderam a 0,0; 0,1; 5,0; 10,0 mg.l-1 e 0,0; 20,0 e 40,0 mg.l-1,
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respectivamente, compondo 12 tratamentos. Cada tratamento consistiu de
3 repetições contendo 10 embriões por placa de Petri, tendo sido
observado que aos 18 dias após a incubação houve a formação de
aglomerados de brotos na cultivar FJM, sendo que estes foram formados
na região internodal (60 a 90% dos casos) e no meristema apical (10 a
40% dos casos). Já para a cultivar FMA a formação destes aglomerados
de brotos foi observada aos 13 dias após a incubação nas estruturas
meristemáticas. Não houve formação de brotos organogênicos nas
variedades nos tratamentos contendo 0 e 0,1 mg.l-1 BAP após 30 dias em
meio de cultura, independentemente da concentração de adenina
empregada. A formação de brotos organogênicos variou com a
concentração de BAP empregada de 5 ou 10 mg.l-1. De cada 10 eixos
embrionários da cultivar FJM, foi observada a formação de 6,5 a 9,0
brotos; enquanto que apenas um broto foi formado a partir de cada 10
eixos embrionários da cultivar FMA. Delgado-Sánchez et al. (2006)
concluíram que a regeneração eficiente foi alcançada quando 5 ou
10 mg.l-1 de BAP foi adicionado ao meio, independentemente da
concentração de adenina, induzindo a formação de células diferenciadas
como aglomerados de brotos. O protocolo descrito demonstrou ainda uma
alta eficiência de regeneração das plantas de feijão, sendo um método
consistente e de alta reprodutibilidade.

Transformação Genética e
Regeneração de Plantas de Feijão

A transformação genética de vegetais permite a introdução de
genes específicos no genoma de cultivares comerciais. Essa ferramenta
nos permite compreender a função e regulação dos genes das plantas,
ou realizar a transferência dirigida de genes de interesse agronômico em
programas de melhoramento, os quais seriam impossíveis de ocorrer
através de cruzamentos sexuais ou fusão de genomas (DRAPER
et al., 1988).

Os requisitos essenciais em um sistema de transferência de genes para
produção de plantas transgênicas são: (a) a disponibilidade de um tecido-
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alvo, incluindo células competentes para a regeneração de plantas, (b) um
método para transferir o DNA para essas células regeneráveis, e (c) um
procedimento para selecionar e regenerar plantas transformadas com uma
frequência satisfatória (POTRIKUS, 1991).

A transformação genética de vegetais superiores tem passado por avanços
consideráveis nas últimas duas décadas, tanto com relação à descrição de
métodos de regeneração para inúmeras espécies vegetais, quanto à
otimização de metodologias de transformação propriamente dita.
Atualmente, os métodos mais empregados são: o processo biobalístico,
introdução de genes mediada por Agrobacterium e a eletroporação de
protoplastos e tecidos (BIRCH, 1997).

Como já mencionado, um dos pontos de estrangulamento para obtenção de
uma planta geneticamente modificada reside muitas vezes na inexistência
de um processo eficiente para regeneração de plantas a partir das células
transformadas. Este fato não é diferente quando se pensa em leguminosas.
Diante dessa premissa, vários grupos têm centrado seus esforços neste
ponto, tendo sido relatado por vários deles um sucesso quando culturas de
células meristemáticas são empregadas como fonte de células totipotentes
em uma variedade de métodos de transformação (CHRISTOU, 1997).

Um dos métodos que emergiu como sendo promissor para a obtenção de
leguminosas geneticamente modificadas, por ser rápido e relativamente
eficiente na transformação de uma série de leguminosas, encontra-se
fundamentado na infecção por bactérias do gênero Agrobacterium, no
caso, A. tumefaciens ou A. rhizogenes, utilizando como explantes tanto nós
cotiledonares, como tecidos meristemáticos (LARKIN et al., 1996; TRIEU e
HARRISON, 1996; OGER et al., 1996; SHARMA e ANJAIAH, 2000;
OLHOFT  et al., 2001; OLHOFT e SOMERS, 2001). Contudo, um outro
número de espécies de leguminosas também já foram transformadas
através de métodos de transferência direta de DNA, incluindo microinjeção,
eletroporação, e biobalística (CHRISTOU, 1997; ATKINS e SMITH, 1997;
BABAOGLU et al., 2000; ARAGÃO et al., 2000b; ARAGÃO et al., 2002;
SOMERS et al., 2003; RECH et al., 2008). Como exemplo da última técnica



16 Um panorama sobre regeneração in vitro e transformação genética
de feijão comum (Phaseolus vulgaris L.)

citada, Aragão et al. (1996) desenvolveram um processo de obtenção de
plantas transgênicas de feijão, onde o meristema apical é bombardeado
com micropartículas cobertas com o DNA. Em seguida, brotos transgênicos
são regenerados a partir das células transformadas, sendo posteriormente
transferidos para o solo, onde a nova planta modificada geneticamente gera
sementes transgênicas. No entanto, os sistemas já conhecidos de obtenção
de plantas transgênicas de leguminosas baseados na transformação de
células merismáticas da região apical utilizando o processo de biobalística
apresentam como desvantagens a impossibilidade de seleção das células
transformadas e a baixa produção de plantas transgênicas (ARAGÃO
et al., 2000a).

No processo de biobalística, as micropartículas aceleradas penetram na
parede e membrana celular de maneira não-letal, localizando-se
aleatoriamente nas organelas celulares. Em seguida, o DNA é dissociado
das micropartículas pela ação do líquido celular, ocorrendo o processo de
integração do gene exógeno no genoma do organismo a ser modificado.
Uma das vantagens do sistema de transformação através do processo de
biobalística é que este permite a introdução e expressão gênica em
qualquer tipo celular. Foi surpreendentemente verificado que um processo
de biobalística para a transformação de plantas leguminosas através da
introdução de DNA exógeno em sua região merismática apical possibilita a
regeneração e produção de plantas transgênicas com uma frequência de
produção da ordem de 1% enquanto que, até então, pelos processos
conhecidos esse índice era da ordem de 0,03% a 0,07% (ARAGÃO
et al., 2000a).

A obtenção de plantas de Phaseolus vulgaris transformadas geneticamente
via Agrobacterium ainda é muito difícil, principalmente pela falta de
reprodutibilidade e baixa eficiência das metodologias de regeneração de
plantas a partir de calos. Alguns autores sugerem que a falta de
reprodutibilidade da metodologia poderia ser solucionada utilizando-se
explantes produzidos a partir de sementes maduras germinadas in vitro.
Estes explantes seriam confiáveis e produziriam calos com maior
confiabilidade e eficiência (ZAMBRE et al., 1998; MOHAMED et al.,
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1993b). Segundo Zhang et al. (1997) os principais fatores limitantes da
transformação genética de feijão englobam: genótipo, idade, tipo e origem
do explante primário, pré-condições de cultivo, estirpes de Agrobacterium,
condições de co-cultivos, sistema de seleção, as condições para a
regeneração e os métodos de identificação e análises quantitativas de
material transgênico.

A regeneração de plantas a partir de calos pode levar ao surgimento de
variação somaclonal propiciando o surgimento de variantes úteis, uma vez
que se utiliza da totipotência de algumas células e/ou explantes. Este
método pode aumentar a variabilidade genética disponível para o
melhorista, além de permitir a seleção in vitro, estudos fisiológicos,
obtenção de produtos secundários e a transformação genética via
Agrobacterium, sendo utilizado neste caso como explante, um calo
previamente gerado in vitro por meio de balanço de fitohormônios
(GAMBORG e PHILLIPS, 1995).

A primeira publicação de uma transferência de genes via Agrobacterium
para P. vulgaris bem sucedida foi relatada por Mariotti et al. (1989);
contudo, o protocolo quando aplicado por outros grupos de pesquisas não
foi aprovado como eficiente. Possivelmente, um genótipo em particular ou
estágio fisiológico do explante venha desempenhar um papel crucial neste
sistema (VELTCHEVA et al., 2005).

Guidolin (2003), em estudos visando à transformação de P. vulgaris via
Agrobacterium estabeleceu um sistema eficiente e reprodutível de
regeneração de plantas a partir de calos induzidos na região de inserção do
cotilédone com o eixo embrionário. Este utilizou meio basal composto dos
sais MS (1962) e das vitaminas B5. Na indução, desenvolvimento e
proliferação do calo utilizou-se a citocinina forchlorfenuron (CPPU) em
combinação com o ácido indolacético (AIA). Os explantes utilizados foram
os cotilédones de sementes (linhagem Xan 159, CIAT), germinadas in vitro
(5 μM de BAP). Na fase de indução de calo os explantes permaneceram em
meio de cultura (2,5 μM de CPPU e 2,5 μM de AIA) por 21 dias, sendo os
primeiros 7 dias no escuro. Após a indução, parte dos cotilédones
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(aproximadamente 4 mm, da região de contato com o eixo embrionário)
foram transferidas para o meio de desenvolvimento e proliferação do calo
(0,25 μM de CPPU e 0,125 μM de AIA), com repicagens a cada 30 dias.
A indução de brotos foi obtida com o aumento do tempo de permanência do
calo no meio de proliferação para 50 dias, na última etapa de repicagem e
transferindo-se para meio de indução de brotos (10 μM de BAP e 10 μM de
nitrato de prata) por mais 30 dias. Os calos foram transferidos para meio
de desenvolvimento de brotos (10 μM de BAP, 3 μM GA3 (Ácido
giberélico) e 10 μM de nitrato de prata) até atingirem aproximadamente
2  cm. No enraizamento dos brotos utilizou-se o ácido naftalenoacético
(2 μM) por 30 dias. Os explantes enraizados foram transferidos para vasos
e aclimatados em casa de vegetação. As plantas regeneradas produziram
sementes férteis, não apresentando diferenças visuais em relação às
plantas originais.

No mesmo trabalho, Guidolin (2003) avaliou a virulência de algumas
linhagens de Agrobacterium tumefaciens [GV3101 (pBECKS20004),
EHA105 (pBECKS20004), LBA4404 (pBECKS20004), GV2260
(pBECKS20004) e LBA4404 (pTOK233)], o efeito dos tempos de duração
da sonicação (0, 30, 60, 90, 120 e 180 s), a tolerância a várias
concentrações de glufosinato de amônio (GA) (0; 0,01; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8;
1,6 e 3,2 mg.l-1) e o efeito de antibióticos (utilizados para controle da
Agrobacterium) em calos organogenéticos de feijão da linhagem Xan 159
(CIAT). Os resultados demonstraram a suscetibilidade do feijão a
Agrobacterium e a importância da combinação de linhagens e plasmídeos
supervirulentos, como a LBA4404 (pTOK233), na transformação genética
do feijão. Essa linhagem foi a que apresentou a maior expressão transitória
da β-glucuronidase. O tempo de sonicação de calos de feijão de 60
segundos produziu o melhor resultado, observado pelo aumento significativo
da expressão transitória da β-glucuronidase. Os calos de feijão cultivados
por 30 dias em presença de GA, mostraram suscetibilidade ao mesmo nas
concentrações de 0,1 mg.l-1 (20% de calos mortos) e 0,2 mg.l-1 (80% dos
calos mortos). Com 0,4 mg.l-1 de GA todos os calos morreram antes dos 30
dias de cultivo. Dentre os antibióticos utilizados para o controle da
Agrobacterium após o co-cultivo, a cefotaxima foi o único que não
interferiu no crescimento dos calos.
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Estrada-Navarrete et al. (2007) descreveram um protocolo de
transformação de raiz para diferentes cultivares e variedades de
P. vulgaris utilizando Agrobacterium rhizogenes K599. A partir de cepas de
A. rhizogenes K599 contendo a construção p35SGFPGUS, caracterizada
por possuir um promotor 35S com dois genes repórter - o gene gus, que
codifica a enzima β-glucuronidase, fusionado a uma catalase, seguido pelo
gene gfp, que codifica a proteína verde fluorescente, mais conhecida por
GFP (abreviatura do inglês green fluorescent protein) - foram introduzidas
em plântulas de Phaseolus spp através da infecção do nó cotiledonar. Para
avaliar a capacidade de transferência de genes, a expressão da enzima
β-glucuronidase e da proteína GFP foram monitoradas nos pêlos
radiculares. A frequência de co-transformação obtida através deste
procedimento foi elevada (75-90%), com as raízes transgênicas
apresentando crescimento rápido, robusto, e passíveis de serem noduladas
pela inoculação com rizóbio.

Colpaert et al. (2008) também adotaram a estratégia de transformação de
plântulas de feijão com A. rhizogenes K599 utilizando dois marcadores
visíveis, GFP e GUS; entretanto, antes da etapa de transformação das
plântulas os cotilédones foram removidos e as raízes formadas empregadas
no processo de infecção via Agrobacterium. Baseado na análise da
expressão de GFP e GUS foi estimado que cerca de 75% das raízes foram
co-transformadas.

Os protocolos descritos anteriormente tratam de investigações in vitro,
que tornam possível selecionar e trabalhar com raízes transformadas de
P. vulgaris, uma vez que esta espécie, assim como outras leguminosas, tem
se mostrado recalcitrante. Espécies recalcitrantes eram conhecidas como
grupos vegetais em que o processo de transformação genética é
extremamente difícil; contudo, este termo vem caindo em desuso, uma vez
que à medida que o tempo passa e os estudos relacionados aos processos
de transformação avançam, uma espécie após outra pertencente a este
grupo se junta à lista de plantas com disponibilidade de sistemas de
transformação de confiança.
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Conclusão

Apesar do histórico de dificuldades para obtenção de sistemas eficientes de
regeneração in vitro de feijão, observa-se que houve uma significativa
evolução no desenvolvimento de protocolos; no entanto, a eficiência de
transformação e regeneração de plantas de feijão ainda é dependente de
vários fatores, como a relação entre a concentração de reguladores
vegetais de crescimento e o genótipo da planta e, principalmente, a grande
quantidade de cultivares de feijão existente em todo mundo.

O método de regeneração de plantas pela organogênese indireta
demonstrou ser consistente e com boa reprodutibilidade, bastando apenas
alguns testes para possíveis ajustes, podendo ser utilizado em futuros
experimentos de transformação genética do feijão via Agrobacterium
tumefaciens.

A partir dos estudos aqui relatados, pôde-se verificar que diversas espécies
do gênero Phaseolus, em especial a P. vulgaris, foram regeneradas e
transformadas geneticamente com limitado sucesso.
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