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SUMMARY

IN VITRO GORWTH OF SOYBEANS
TISSUES

The work was conducted in arder to study
growth of soybean tissues in vitro under a
modified medium of Murashige e Skoog,
coconut water and different concentrations
isolated or combined of Naphthaleneacetic
Acid and Kynetin. A total randomly design,
with 5 x 5 fatorial arrangement with
8 repetitions was used. The treatments in
number of 25, consisted of 5 levels of ANA
(0,0, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mg/I), combined with
the same levels of Kynetin, The observations
made at 35 days, showed that the number of
alive explants diminuished increasing Kynetin
levels, in combination with ANA levels. On the
other hand, coconut water induced callus
formation even in the absence of growth
regulators. With Kynetin absent, roots were
induced in ali levels of ANA. Higher fresh
weight were obtained with the highest concen-
tration of ANA.

RESUMO

Objetivando avaliar o desenvolvimento de tecidos
de soja in vitro, utilizou-se um meio modificado de
Murashige e Skoog, 10% de água de coco e diferentes
concentrações de ácido a-naftalenoacético (0,0, 1,0,
2,0, 3,0 e 4,0 mo/l), combinadas com as mesmas
concentrações de cinetina num arranjo fatorial 5 x 5,
segundo o delineamento inteiramente casualizado com
8 repetições. As observações efetuadas aos 35 dias
evidenciaram que o número de explantes vivos dimi-
nuiu com o aumento da concentração de cinetina em
combinação com ANA e que a água de coco induziu
a formação de calo, independente da presença dos
reguladores de crescimento. Na auséncia de cinetina
houve a formação de ra(zes nos explantes, em todos os
n(veis de ANA e um maior peso fresco foi observado
em concentrações mais altas deste regulador.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura de tecidos, hipo.
cótilo, calo, crescimento, diferenciac~o.

INTRODUÇÃO
O Brasil ocupa hoje o segundo lugar no

mercado internacional na produção e exporta-
ção de soja, havendo a necessidade de uma
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durante a noite; fotoperíodo de 8/16 horas de
luz/escuro e intensidade luminosa de 2.000 luxo
A umidade relativa do ar situava-se, em média,
a 60% durante o dia e 70% durante a noite. Os
frascos contaminados até 7 dias foram substi-
tuídos.

Como modelo experimental utilizou-se um
fatorial 5 x 5 num delineamento inteiramente
casualizado com 8 repetições. Para análise do
parâmetro peso fresco, foram consideradas 3
repetições de cada tratamento, escolhidas
aleatoriamente, e a comparação de médias foi
'efe"tuada pelo teste de Tukey ao nível de 5% de
probabilidade. As observações relativas ao
número de explantes vivos e número de explan-
tes diferenciados em raízes foram feitas sobre o
total de 8 repetições por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Número de Explantes Vivos

Conforme a TABELA 1, ao final de
35 dias, dos 200 explantes usados houve uma
sobrevivência de 166, ou seja, 83%. Na ausência
dos dois reguladores. dos 8 explantes utilizados,
sobreviveram apenas 4 (50%). Quando ANA e
cinetina foram adicionados isolados ou em
combinações, o número de explantes vivos foi
de 84%, evidenciando a importância dos regu-
ladores do crescimento na sobreviv~ncia e
longevidade dos explantes de soja. Estes resul-
tados podem ser relacionados aos efeitos da
citocinina no retardamento da senescencia

crescente demanda por tecnologias que possam
aumentar a curto e a médio prazos a produtivi-
dade da cultura. A utilização de técnicas
modernas tem sido objeto de muitas pesquisas
visando a obtenção de cultivares com caracte-
rísticas agronômicas desejáveis. A micropropa-
gação tem sido empregada para produção de
plantas completamente diferenciadas, revestin-
do-se de grande importância para a produção
comercial de muitas espécies vegetais.

Para o sucesso do cultivo in vitro é necessá-
rio a utilização de reguladores de crescimento,
como auxinas e citocininas, que, segundo
MURASHIGE & SKOOG15, influenciam na
forma e textura do calo, extensão da formação
do órgão, tamanho e número de órgãos
formados, vigor e longeviadade das culturas.
Para NOGG LE & F R ITZ 16 estas substâncias

iniciam as reações qu(micas, mudam a composi-
ção química dentro da planta e quando asso-
ciadas aos fatores ambientais como luz, tempe-
ratura etc, interagem com os processos bioquí-
micos durante os processos de crescimento e
diferenciação.

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos isolados e combinados de dife-
rentes concentrações de ANA e cinetina sobre o
crescimento e diferenciação de tecidos de soja
in vitro, utilizando um meio modificado de
Murashige e Skoog e água de coco.

MATERIAL E METODOS

TABELA 1
Número de Explantes Vivos de Soja, Glycine mex

(L.) Merrill, após 35 Dias de Cultivo em um
Meio Modificado de Murashige e Skoog, Contendo

10% de Agua de Coco e Diferentes Concentrações de
Acido a-Naftalenoacético e Cinetina.

Fortaleza, Ceará, Brasi I, 1988.

Acido a-Naftalenoacético (mg/l)

36
31
37
32
30

Para o cultivo in vitro, utilizaram-se secções
de hipocótilo de soja, de aproximadamente
2 mm, coletadas de plântulas após 3 dias da
germinação. Os explantes foram cortados em
placa de Petri, imersos em uma solução de
hipoclorito de sódio a 10% (Agua Sanitária
Brilux, contendo 5% de cloro ativo), depois
lavados três vezes em água destilada e autocla-
vada, quando foram inoculados em frascos
contendo 25 ml de sais minerais e orgânicos do
meio básico de MURASHIGE & SKOOG 15
mais caseína hidrolizada (1,0 g/l), polivinil-
pirrolidona (5,0 g/l), L-glutamina (500 mg/I),
L-asparagina (500 mg/l) e 10% de água de coco.
Os tratamentos foram representados por
concentrações de ANA (ácido a-naftalenoa-
cético) e cinetina (6-furfurilaminopurina), iso-
lados ou em combinações, ambos nos níveis de
0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg/l.

Os explantes foram mantidos em câmara
de crescimento, durante 35 dias, a uma tempe-
ratura média de 27°C durante o dia e 24°C 34 33 33



tes diferenciados em calos formaram raízes.
Com o aumento da concentração de ANA até
3,0 mg/I, houve aumento no número de explan-
tes diferenciados em raízes, com redução a
partir deste nível.

TABELA 2

Número de Calos de Soja, Glycine max (L.) Merrill,
Diferenciados em Ra(zes, após 35 Dias de Cultivo
em um Meio Modificado de Murashige e Skoog,
Contendo 10% de Agua de Coco e Diferentes
Concentrações de Acido a-Naftalenoacético e

Cinetina. Fortaleza, Ceará, Brasil, 1988.

23
3
O
O
O

em tecidos vegetais, segundo relato de van
OVERBEEK19, LETHAM 13, HELGESON9,
WEAVER22, HALL8, SABATER & RODRI-
GUEZ 18 e GROSSMAN & LESHEM7. O

efeito da auxina também pode ser mencionado
como um fator que contribui no retardamento
da senescência, pois, segundo NOOD~N &
TH I MANN17, há evidé'ncias de sua ação na
indução e formação de novas enzimas e

proteínas.
Na presença de apenas cinetina, o número

de explantes vivos foi de 97%, enquanto
somente com ANA a sobrevivência foi de 100%.
Tais resultados devem-se, provavelmente, à
influência exercida pela presença da água de
coco que, de acordo com ALMEHDI3, possui
efeitos reguladores em cultura de tecidos, além
de elementos nutrientes.

Verifica-se ainda na T ABE LA 1 que, a
partir de 3,0 mg/1 de cinetina em combinação
com ANA, há uma tendência de redução do
número de explantes vivos a medida que
aumenta a concentração de cinetina. Tais resul-
tados estão de acordo com os obtidos por
ARAGÃO4 e ALBUQUERQUE2.

o 10 6

Peso Fresco dos Explantes

Diferenciação em Calos

Ao final de 35 dias, 100% dos explantes
vivos estavam diferenciados em calos. Esse
resultado pode ser atribuído à importância da
água de coco para a manutenção e crescimento
dos explantes, pois, mesmo na ausência de ANA
e cinetina houve diferenciação em calo.
Segundo van OVERBEEK et alii 20 e BORRE-

BAECK & LINSEFORS5, a água de coco
promove o crescimento de embriões, em cultura
de tecidos e contém hormônio endógeno,
respectivamente.

Número de Calos Diferenciados em Raízes

Os dados da T ABE LA 2 mostram que, ao
final de 35 dias, 16% dos explantes formaram
raizes. Observa-se, também, que, na ausência
dos dois reguladores de crescimento, não houve
a formação de ra izes, concordando com os
resultados obtidos por JA YOS-R IOS11 em
cultura de calo de Zea mays L. A cinetina na
ause-ncTa de ANA não induziu a diferenciação
em raizes. No entanto, quando ANA foi adicio-
nado na ausência de cinetina, 72% dos explan-

A análise de variância do peso fresco dos
explantes, conforme a T ABE LA 3, evidencia
a existência de efeitos significativos para cine-
tina, ANA e a interação ANA x cinetina.

Os valores referentes ao peso fresco dos
explantes são mostrados na T ABE LA 4. O
exame â referida tabela evidencia que, na pre-
sença dos reguladores, o maior peso fresco
total foi obtido com o maior nível de ANA,
o qual, diferiu significativamente do nível
1,0 mg/1 de ANA. De acordo com LEOPOLD &
KRIEDMANN12 , o efeito da auxina no cresci-
mento de calos in vitro é exercido através do
alargamento celular e aumento não polar de
volume. Já a água de coco, segundo V ASI L &
HILDEBRANDT21 , é considerada uma exce-
lente fonte de vários fatores do crescimento
necessários para induzir a diferenciação em
cultura de tecidos.

Com o aumento da concentração de cine-
tina, em combinação com ANA, observa-se
uma tendência de redução do peso fresco dos
explantes. Segundo WITHAM 23 este compor-

tamento deve-se, provavelmente, ao fato de a
auxina agir, inicialmente, como auxina e, secun-
dariamente, estimular a síntese de citocinina,
hipótese confirmada posteriormente por
INOUE et alii10, trabalhando com tecidos de
calos de arroz.
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TABELA 3

Quadrados Médios da Análise de Variância, do Peso
Fresco dos Explantes de Soja, Glycine max (L.)

Merrill, Cultivados Durante 35 Dias, em um
Meio Modificado de Murashige e Skoog, Contendo
10% de Agua de Coco e Diferentes Concentrações

de Acido cx-Naftalenoacético e Cinetina.
Fortaleza, Ceará, Brasi I, 1988.

0,3758*
0,4578**
0,5566**
0,1146

Total

. Significativo ao n(vel de 5% de probabilidade.
.. Significativo ao n(vel de 1% de probabilidade

3,0 mg/1 aquela que proporcionou o maior
peso. Para ALHOOWALIA 1, enquanto 2, 4-0 é
essencial nos primeiros estágios de regeneração
da planta, a zeatina parece não ser importante
senão no estágio de organogênese, indicando
que, cada estágio parece ter um requerimento
especrfico de reguladores de crescimento. Veri-
ficou-se, porém, que a adição dos dois regula-
dores ocasionou uma redução no peso fresco
total, principalmente quando comparado ao
peso fresco total observado com ANA e cine-
tina isoladamente. Provavelmente, esse efeito
possa ter resultado de uma mudança de ativi-
dade fisiológica, ou seja, passou a haver maior
atividade de divisão celular que de absorção,
como conseqüência da adição de ANA e cine-
tina. Entretanto, a medida que a concentração
dos reguladores foi aumentando até deter-
minados n rveis, houve uma resposta correspon-
dente no aumento do peso fresco.

O maior peso fresco total foi observado
quando os explantes foram tratados com
somente ANA, onde verificou-se também um
maior número de explantes diferenciados em
raizes (TABELA 2). Esses resultados vão de
encontro aos obtidos por GRINBLAT6, o
qual observou uma relação inversa entre a
quantidade de calos produzidos e o número
de órgãos diferenciados. MATOS B RITO 14

constatou também que os calos com maior
crescimento pareciam mostrar menor tendên-
cia à diferenciação em órgãos.

Quando cinetina foi adicionada na ausência
de ANA, houve um aumento de peso fresco até
a concentração de 2,0 mg/l, que embora não
tenha diferido significativamente dos níveis
mais altos, determinou uma redução no peso
fresco, a partir desse nível. O teor de citocinina
existente na água de coco provavelmente contri-
buiu para elevar os níveis de cinetina, não sendo
portanto, necessários níveis mais altos para
obtenção do máximo peso fresco.

Conforme os dados da TABELA 4, o
maior peso fresco foi obtido quando se acres-
centou apenas ANA, sendo a concentração de

TABELA 4

Peso Fresco (g) dos Explantes de Soja, Glycine max (L.) Merrill, ap6s 35 Dias de Cultivo em um Meio
Modificado de Murashige e Skoog, Contendo 10% de Agua de Coco e Diferentes Concentrações de Acido

Q-Naftalenoacético e Cinetina. Fortaleza, Ceará, Brasil. 1988.

--
1,273 a
0,799 b
1,053 ab
0,994 ab
0,932 ab

C 0,477 b
B 0,278b
A 1,644 a
A 1,611 a
A 0,968 ab

Duas médias não seguidas pela mesma letra minúscula em cada coluna, ou não precedidas pela mesma letra
maiúscula em cada linha, diferem significativamente, ao n(vel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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CONCLUSOES

- Após 35 dias, o número de explantes vivos
diminuiu com o aumento da concentração
de cinetina em combinação com ANA, e a
maior porcentagem de explantes vivos foi
observada com cinetina na concentração de
2,0 mg/1 em combinação com os diferentes
n(veis de ANA;

- Na ausência dos regu ladores não houve a
formação de ra (zes, enquanto que, na ausên-
cia de cinetina, o enraizamento foi induzido
em todos os n(veis de ANA e

- O maior peso fresco foi obtido na ausência
de cinetina e maiores concentrações de
ANA.
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