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CRESCIMENTO E DIFERENCIAGAO DE TECIDOS DE FEIJAO-DE-CORDA,
VIGNA SINENSIS (L.} SAVL, IN VITRO *

O feijdo-de-corda, Vigna sinensis (L.)
Savi, leguminosa herbacea e anual,
origindria da parte Oeste ou Central da
Africa, constitui uma importante fonte
de proteinas e carboidratos na alimen-
tacdo dos rurficolas. E a principal espécie
de feijoeiro cultivado no Estado do
Cear4a, contribuindo com 95% do total
produzido. A sua produtividade situa-se
abaixo da média nacional (500 kg/ha).
Esta baixa produtividade é causada, es-
sencialmente, pela utilizacdo de cultiva-
res de qualidade infericr, ataque de pra-
gas (manhoso, Chalcodermus bimacula-
tus e pulgdo,Aphis craccivora) e a ocor-
réncia de doenca {mosaico e o fusdrio).

Pesquisas relacionadas com o me-
lhoramento genético do feijdo-de-corda
vém sendo realizadas objetivando a
obtencdo de sementes de qualidade
superior, resistentes as pragas e doengas.

Parte da dissertacio do primeiro autor, apresen-
tada ao Departamento de Fitotecnia do Centro de
Ciéncias Agririas da Universidade Federal do
Ceard, para obtencio do Grau de Mestrado em
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**  Aluna do Curso de P6s-Graduacio em Fitotecnia
do Centro de Ciéncias Agrdrias da Universidade
Federal do Ceard, vinculada ao Centro de Cién-
cias Agrdrias da Fundacgio Universidade Federal
de Mato Grosso, Cuiabd, Mato Grosso, Brasil.
Professores do Departamento de Fitotecnia de
s(?iéncias Agririas da UFC. Fortaleza, Ceard, Bra-

*x%

MARIA CRISTINA DE F. E ALBUQUERQUE **
RAIMUNDO GLADSTONE MONTE ARAGAOQ ***
JOSE FERREIRA ALVES ***

JOSE BRAGA PAIVA ***

Além dos métodos tradicionais de
melhoramento das plantas superiores, 0s
pesquisadores vém utilizando também
técnica de cultura de tecidos, orgaos, cé-
lulas e protoplastos, /in Vitro, com a fina-
lidade de eliminar a variabilidade genéti-
ca entre plantas obtidas a partir de se-
mentes; produzir clones livres de patdge-
nos; acelerar a taxa de reproducdo e
manter bancos de germoplasma.

A regeneracdo de plantas através des-
te método foi obtida por WALKEY
(1972), CHATURVERDE & MITRA
(1974), HERMAN e HAAS (1975), a
partir de tecidos de macd, Citrus e café,
respectivamente, NAVARRO et alii
(1975) obtiveram plantas de Citrus livres
de virus e LITZ & CONOVER (1978)
conseguiram propagar plantas de mamao
tolerantes ao PRV, ambos através de cul-
tura de meristemas, /n Vitro.

A formagado de plantas, a partir de
um simples tecido que normalmente nio
se diferencia, quando isolado, constitui,
entdo, um importante progresso na pro-
pagacdo vegetal. O desenvolvimento des-
sa tecnologia torna-se indispensavel aos
estudos bdsicos com vegetais e tem apli-
cagdo prdtica na agricultura.

Os objetivos deste trabalho foram
testar o meio de cultura modificado de
Murashige e Skoog no crescimento e di-



ferenciacdo de tecidos de feijdo-de-corda
e estudar os efeitos isolados e/ ou com-
binados de concentracdes de 6-furfuri-
laminopurina (cinetina) e &cido L-nafta-
lenoacético no crescimento e diferencia-
¢do dos “explantes’’.

MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido no La-
boratério de Fisiologia de Plantas Culti-
vadas e na Casa de Vegetacdo do Depar-
tamento de Fitotecnia do Centro de
Ciéncias Agréarias da Universidade Fede-
ral do Ceard, no periodo de julho a de-
zembro de 1978.

Para obtencido dos hipocétilos, foram
plantadas, em julho de 1978, sementes
de feijdo-de-corda, cultivar PitiGba, cujo
ciclo cultural é de cerca de 75 dias. Cita-
das sementes pertenciam a cole¢do do De-
partamento de Fitotecnia do ja referido
Centro de Ciéncias Agrérias. As sementes
foram postas para germinar em caixas de
madeira (40 x 24 x 7 cm) tendo como
substrato a vermiculita.

A germinacdo ocorreu em 3 diase, a
partir do 4.°, extrairam-se com o empre-
go de lamina esterilizada, seccdo do hi-
pocé6tilo, com peso fresco médio de 3,17
mg por tecido. Referidas sec¢Ges foram

imediatamente postas em placas de Petri
contendo &gua destilada esterilizada. Os
“explantes” foram esterilizados em so-
lucdo de Hipoclorito de Sédio (Clorox
10%) e polietileno Sorbitan a 0,2%, du-
rante 15 minutos e lavados trés vezes em
4qua destilada e esterilizada.

Os “explantes’”” foram transferidos
para frascos Erlenmeyer, com capacidade
de 125 ml, contendo aliquotas de 50 ml
do meio modificado de Murashige e
Skoog (Tabela |) e concentracdes isolada
e/ou combinadas de cinetina (6-furfuri-
laminopurina) e dcido £-naftalenoacético
{(ANA) nos niveis 0,0, 3,0, 6,0, 9,0 mg/1
e 0,0, 1,5, 3,0, 4,5 mg/1, respectivamen-
te.

Constituintes Orgénicos

Sacarose 50,0 g/1
Tiamina 0,2 mg/1
Acido nicotinico 0,5 mg/1
Piridoxina 0,5 mg/1
Mio-inositol 100,0 mg/1
Agar 14,0 mg/1
Caseina Hidrolizada 1,0 g1
Glicina 20 g/1
L-Asparagina 500,0 mg/1

TABELA |

Composicdo Quimica do Meio Nutritivo Modificado de Murashige e Skoog, Utilizado na Cultura
de Tecidos de Feijado-de-Corda, Vigna Sinensis (L.) Savi, in Vitro.

Macroelementos mg/1 Microelementos mg/1
KN02 1900 MnSO4. 4H2O 22

NH4 N03 1650 H3 803 6

KH2 PO4 170 ZnSO4.4H20 9
MgS04. 7H2O 370 Ki 0,90
CaC|2., 2H20 440 N32 MOO4 .2H20 0,30
Na2. EDTA 37 CuSO4. 5H20 0,03
FeSO4. 7H20 28 CoCI2 .6H2O 0,03
2 ATRIIOUERROUUFE. M_C.F. E. ET AL



O pH do meio foi ajustado para 5,6 a
5,8 com adicdo de acido (HCI) ou base
(NaOH), antes da adi¢do de agar. A de-
sinfeccdo foi realizada a uma pressdo de
1 kg/cm? e temperatura de 120°C, du-
rante 30 minutos.

Os frascos com tampa de esponja fo-
ram inoculados em cdmara asséptica e
flambados. Durante 55 dias os frascos
foram conservados em camara de cresci-
mento aue apresentava as sequintes con-
dicoes: temperaturas controladas de
27°C durante o dia e 24°C a noite; 8/16
horas de luz/escura; intensidade lumino-
sa de 280 f. c. e umidade de 70% duran-
te o dia e 75% a noite.

Apb6s a formacao dos calos, os me-
thores foram subdivididos em seccdes
com peso médio de 327 mg. A sequir,
procedeu-se a inoculagdo destes em fras-
cos Erlenmeyer de 125 ml, contendo o
meio e as concentragoes dos reguladores
do crescimento ja referidos anteriormen-
te. Ap6s esta operagdo, os frascos foram
conduzidos para a cdmara de crescimen-
to, onde permaneceram cerca de 65 dias.
A cdmara de crescimento foi mantida
com temperatura controlada de 27°C
durante o dia e 24°C durante a noite, in-
tensidade luminosa de 200 f.c.e8/16 ho-
ras de luz/escuro. Foram efetuadas
observacdes quinzenais relativas a varia-
cOes na cor e textura dos tecidos, forma-
cdo de calo, diferenciacdo de calo e de
raiz, e peso fresco. Os frascos contami-
nados foram imediatamente substiturdos
por outros dentro de no maximo uma
semana.

O modelo experimental adotado foi
um fatorial 4 x 4, num delineamento in-
teiramente casualizado, com 10 repeti-
coes.

Os dados relativos ao peso dos “‘ex-
plantes’’ vivos foram transformados para
a escola logaritmica e analisados estatis-
ticamente, de acordo com WINER
{1971).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Namero de “explantes’ vivos

Apb6s 65 dias em meio de cultura,
88,75% dos ‘explantes’’ totais sobrevive-
ram. Na auséncia de ambos os regulado-
res, 60% dos ‘‘explantes’ resistiram e,
quando foi adicionada cinetina ou ANA,
em diferentes concentracdes, houve au-
mento da porcentagem de “explantes”
vivos {Tabela Il). Este fato evidencia que
a adicdo de reguladores do crescimento
afeta a sobrevivéncia dos “explantes’’ de
feijdo-de-corda, in Vitro. Os meihores
resultados foram obtidos com a adi¢do
de cinetina ao meio de Murashige e
Skoog do que em presenca de ANA. O
nivel de 3,0 mg/1 de cinetina apresentou
o mais alto indice de sobrevivéncia e,
guando se elevou este nivel, ocorreu um
decréscimo no numero de “explantes’
vivos. Estes resultados concordam par-
cialmente com os obtidos por MURAS-
HIGE et alii (1972).

O 4cido [L-naftalenoacético, quando
adicionado isolado ao meio nutritivo,
nos niveis de 3,0 e 4,5 mg/1, aumentou a
taxa de sobrevivéncia dos “‘explantes”.
Quando aplicado em combinacdo com
cinetina, também foi observado um au-
mento do ndmero de “‘explantes’’ vivos,
exceto na combinacdo de 1,56 mg/1 de
ANA e 9,0 mg/1 de cinetina. Todos os
niveis de ANA em combinacdo com 3,0
mg/1 de cinetina e todos os niveis de ci-
netina combinados com 4,5 mg/1 de
ANA apresentaram 100% de sobrevivén-
cia. Estes resultados evidenciam nova-
mente a influéncia dos reguladores de
crescimento, ANA e cinetina, quer isola-
dos ou combinados na sobrevivéncia dos
“explantes’’ de feijao-de-corda, in Vitro.
TABACHNIR & KESTER (1977) tam-
bém evidenciaram essa influéncia na so-
brevivéncia de tecidos de Prunus amyyg-
dalus Batsch e Prunus persica (L.)
Batsch.

A sobrevivéncia dos “explantes’’ po-
de estar relacionada com o retardamen-
to da senescéncia dos tecidos por acdo
dos fitoreguladores. A diminuigcdo na se-
nescéncia por acdo de cinetina parece
estar associada com a manutencdo dos
conteidos de clorofila e proteina
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(RICHMOND & LANG, 1957). Auxinas
também foram referidas como um dos
retardantes da senescéncia (GALSTON &
DAVIES, 1970).

ap6s este nivel. Quando os reguladores
ANA e cinetina foram adicionados, em
combinagao/ houve aumento significativo
no peso fresco médio. Os niveis de 3,0 e

TABELA I

ESTADO DO CEARA
FORTALEZA
1979

Namero de “Explantes” Vivos de Feijdo-de-Corda, Vigna Sinensis (L.) Savi, Apés 65 Dias Culti-

vados em um Meio de Cultura Modificado de Murashige e Skoog com Diferentes Niveis de Cine-

tina e Acido L-Naftalenoacético (160 Tubos, 16 Tratamentos, 10 Tubos por Tratamento e 1
“Explante’’ por Tubo)

Acido CINETINA (mg/1)
L-naftalenoacético TOTAL
(mg/1) 0,0 3,0 6,0 9,0
0,0 6 10 9 8 33
1,5 6 10 8 6 30
3,0 9 10 10 10 39
4,5 10 10 10 10 40
TOTAL 31 40 37 34 142

Peso Fresco dos “Explantes”

Houve um considerdvel aumento no
peso fresco médio dos “explantes”
quando se adicionou cinetina e/ ou ANA
ao meio nutritivo de Murashige e Skoog
(Tabeta 111). Na auséncia de ambos os re-
guladores ocorreu um pequeno aumento
do peso fresco médio inicial. Quando se
adicionou cinetina, em todos os niveis,
foi observado um aumento consideravel
no peso fresco médio, tendo o nivel de
9,0 mg/1 apresentado melhor resulta-
do. .A adigdo de ANA isolada, também
promoveu um aumento no peso fresco
sobre o peso inicial, sendo este acréscimo
menor do que o obtido com adigdo de
apenas cinetina. O nfvel de 3,0 mg/1 de
ANA apresentou o melhor resultado,
ocorrendo um decréscimo no peso fresco

4

6,0 mg/1 de cinetina combinados com

todos os niveis de ANA apresentaram
aumento consideravel de peso fresco,

tendo atingido um maximo nos niveis de
3,0 mg/1 de ANA e 6,0 mg/1 de cineti-
na.

O aumento do peso dos “‘explantes”,
ocasionado pela adicdo de cinetina e
ANA ao meio nutritivo, provavelmente,
ocorreu porque a cinetina age como fa-
tor de inducdo da divisdo celular e ANA
atua como um fator de alongagao celu-
lar. Deste modo, atuando em combina-
¢do, eles tém maior capacidade de au-
mentar a massa dos tecidos do que isola-
damente (ARAGAO, 1976). MATSU-
BARA (1975) e MEYER et alii (1975},
também evidenciaram a promogdo do
crescimento, /n Vitro, de tecidos de
Vigna sinensis Endl e Tris sp., respecti-
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vamente quando adicionaram ANA e ci-
netina ao meio nutritivo.

Diferenciacdo em calo

Logo ap6s 15 dias em meio de cultu-
ra, 32,5% do total dos ‘“‘explantes’ ini-

ciaram a diferenciacdo em calo. Com 65
dias, 63,75% de todos os tecidos estavam
diferenciados, dependendo esta diferen-
ciacdo dos niveis dos reguladores ANA e
cinetina, isolados ou em combinacdo

(Tabela V).
~_ Na auséncia de tratamento com am-

TABELA I

ESTADO DO CEARA
FORTALEZA
1979

Peso Médio (mg) dos ”Explantes"‘ Vivos de Feijdo-de-Corda, Vigna Sinensis (L.) Savi, Ap6és 65
Dias Cultivados em um Meio de Cultura Modificado de Murashige e Skoog com Diferentes Niveis
de Cinetina e Acido £-Naftalenoacético (Peso Médio Inicial dos “‘Explantes’” 327 mg)

ocasionado pela adicdo de cimetina e

Acido CINETINA (mg/1) Peso
L-naftalenoacético Médio

(mg/1) 0,0 3,0 6,0 9,0

0,0 420 3535 2241 3536 2433

1,5 995 15090 13442 11423 10237,50

3,0 4334 14006 17711 10398 11612,25

4,5 1141 14742 14299 6100 9070,50
Peso Médio 1722,50 11843,25 11923,25 7864,25 8338,30

TABELA IV

ESTADO DO CEARA
FORTALEZA
1979

Numero de “Explantes’” de Feijdo-de-Corda, Vigna sinensis (L.) Savi, com Diferenciagdo em

Calo Apds 65 Dias Cultivados em um Meio de Cultura Modificado de Murashige e Skoog com

Diferentes Niveis de Cinetina e Acido L-Naftalenoacético (160 Tubos, 16 Tratamentos, 10 Tubos
por Tratamento e 1 “Explante’’ por Tubo)

Acido CINETINA (mg/1)
L-naftalenoacético TOTAL
" (mg/1) 0,0 0,3 6,0 9,0
0,0 1 5 6 8 20
1,5 5 9 7 5 26
3,0 6 9 9 10 34
4.5 2 6 6 8 22
TOTAL 14 29 28 31 102
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bos os reguladores, apenas 10% dos “‘ex-
plantes’” diferenciaram-se e, quando adi-
cionou-se ANA e/ou cinetina ocorreu um
aumento significativo na porcentagem de
“explantes’’ diferenciados. A cinetina
guando aplicada isoladamente apresen-
tou um maior namero de “‘explantes’’ di-
ferenciados do que ANA, tendo o nivel
de 9,0 mg/1 apresentado a mais elevada
taxa de diferenciacdo em calo. O nivel de
3,0 mg/1 de ANA, quando aplicado iso-
lado, foi o que apresentou melhores re-
sultados, ocorrendo, no entanto, inibicao
com a elevacdo do nivel do regulador.
Este resultado concorda parcialmente
com o obtido por ARAGAQ (1976) tra-
bathando com Simmondsia chinensis,
in Vito.

Quando ANA e cinetina foram adi-
cionados em combinacdo, ao meio nutri-
tivo, houve aumento significativo na
porcentagem de “‘explantes’” diferencia-
dos em calo. O tratamento com 9,0 mg/1
de cinetina e 3,0 mg/1 de ANA apresen-
tou a melhor resposta. Os resultados en-
contrados (Tabela V) mostram que
ANA e cinetina, guando em combinacdo,
induzem a diferenciacdo de calo em teci-
dos de Vigna sinensis in Vitro, melhor do
que isolados. Esta diferenciacdo em calo
pode ser devido a relacdo citocinina: au-
xina, como reportado por SKOOG &
MILLER (1957).

O tecido de calo, formado na ausén-
cia de cinetina e ANA, apresentou-se
bastante pequeno, mole e necrosado. Em
concentracOes baixas de cinetina e au-
séncia de ANA ocorreu um inicio de ne-
crose. Na presenca de cinetina e ANA, os
tecidos de calo apresentaram-se fridveis,
macios e com éareas clorofiladas. A con-
centracdo de 4,5 mg/1 de ANA, combi-
nada com 3,0 e 6,0 mg/1 de cinetina
apresentou calos com tendéncias a endu-
recer e formar nddulos, concordando
parcialmente com CHEN & GALSTON
(1967}, trabalhando com tecidos de Per-
lagonium em meio contendo auxinas e
citocininas.

Diferenciacdo em Calo e Raiz

Apb6s 65 dias em meio de cultura,
apenas 11, 87% do total dos “explantes”’
diferenciaram-se em calo e raiz. Esta di-
ferenciacdo foi observada depois de 50
dias, ndo sendo notada alguma diferen-
ciacdo no inicio da cultura. Na auséncia
de ambos os reguladores houve 20% de
diferenciacdo do calo e raiz (Tabela V).
Quando foi adicionado somente cinetina
na concentracdo de 3,0 mg/1 aumentou
o nimero de ‘‘explantes” diferenciado
em calo e raiz. Quando o nivel de cineti-
na foi elevado, a porcentagem de ‘‘ex-
plantes’’ diferenciados em calo e raiz foi
reduzida, ocorrendo uma inibicao total
quando se acrescentou 9,0 mg/1 de cine-
tina ao meio. Esta formacdo de raizes na
auséncia de auxinas exodgenas pode ser
devido ao fato de ja existirem resquicios
de auxina no tecido de calo que deu ori-
gem a estes ‘‘explantes’”’, Entretanto,
MATSUBARA (1975) e MITCHELL &
G!LDOW (1975) também obtiveram
formacdo de raizes em presenc¢a de cine-
tina trabalhando com Vigna sinensis e
Vicia faba, respectivamente.

Quando foi adicionado ANA na au-
séncia de cinetina, ocorreu total inibicdo
nos ‘‘explantes’”’ para se diferenciarem
em raizes. Estes resultados contra-
riam os obtidos por HARAMAKI &
MURASHIGE (1972) e ARAGAO
(1976), trabalhando, respectivamente,
com tecidos de gloxinia e jojoba, in Vi-
tro. Esta inibicdo pode ser devido a acdo
da luz (GALSTON (1948); VASIL e
HILDEBRANDT (1965) ou ao esgota-
mento das substdncias envolvidas na
formacdo de rafzes causado pela presen-
ca da luz (GALSTON, 1948), ou pela
grande producdo de calo (GRINBLAT,
1972).

A adicdo de cinetina e ANA nas con-
centracdes de 3,0 ou 6,0 mg/1 4,5 mg/1,
respectivamente, determinou a diferen-
ciacdo de calo e raiz. O nimero de raizes
por “explantes’” foi de 1 a 5, contendo
pélos radiculares e apresentando
geotropismo  negativo. VASIL &
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HILDEBRANDT (1976) também en-
contraram “‘explante’’ com formacdo de
‘rafzes dotadas de geotropismo negativo,
em experimentos com Petroselinum
hortense e Simmondsia chinensis, respec-
tivamente,

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que a
produgéio de calo e de raiz pode ser in-
duzidg quimicamente, em segmentos de
hipocétilo, de feijdo-de-corda. Na ausén-
cia de fitoreguladores ndo houve tendén-
cia de diferenciacdo desses tecidos. O ti-
po de diferenciacdo dependeu das con-
centracbes dos fitorreguladores utiliza-
dos, tendo 9,0 mg/1 de ANA apresenta-
do a melhor resposta na diferenciacdo de
calo, e a concentragdo de 3,0 mg/1 de
cinetina, isolada ou combinada com 4.5
mg/1 de ANA a mais efetiva na diferen-
ciacdo de calo e raiz.

SUMMARY

The shoot tips of bean plants were
excised and cultured aseptically for 55
and 65 days on modified Murashige and
Shoog medium with different concentra-
tions of kinetin and naphthaleneacetic
acid. The best combination to get just
callus was 9 mg/1 of kinetin and 3 mg/1
of NAA. The concentration of 3 mg/1 of
kinetin and 4 mg/1 of NAA gave the best
results to differenciate the roots and
callus.
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