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Introdução 
O feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) 

é uma leguminosa de importância socioeconômica 
elevada nas regiões de clima semi-árido do Brasil, já 
que nessas regiões o feijão comum (Phaseolus 
vulgaris) não possui um crescimento adequado. O 
feijão-caupi representa 73% de todos os tipos de feijões 
consumidos na região Nordeste, e em torno de 10% do 
valor total da produção agronômica [1]. Além do uso 
para consumo humano, o feijão-caupi também é 
utilizado na alimentação animal, adubação verde e 
proteção do solo. Apesar de sua importância, esta 
cultura ainda carece de investimento para o 
desenvolvimento de novas cultivares, mais produtivas 
e mais adequadas às condições de cultivo. Dentro da 
biotecnologia, algumas das técnicas de cultura de 
tecido têm auxiliado significativamente o 
desenvolvimento de novas cultivares. Estas técnicas 
permitem encontrar ou desenvolver novas cultivares 
com características economicamente importantes. A 
seleção do tipo de explante a ser utilizado é um fator 
decisivo no sucesso do desenvolvimento de novas 
cultivares por meio das técnicas de cultura de tecido 
(transgenia, indução de mutação, duplo haplóide, etc). 
Este trabalho objetivou avaliar o efeito do estádio 
fisiológico da semente sobre a resposta regenerativa de 
diferentes explantes (cotilédones e eixo embrionários) 
obtidos de sementes de feijão-caupi cv IPA201.  
 
Material e métodos 

 Neste experimento foram utilizadas 20 
sementes secas e 20 sementes verdes de feijão-caupi cv 
IPA201. As sementes foram lavadas, separadamente, 
em água destilada por dez minutos (3 x). Em seguida, 
as sementes foram desinfestadas em álcool 70% por 1 
minuto e em solução de hipoclorito de sódio 10% (v/v) 
por 20 minutos. As sementes foram, então, lavadas 
duas vezes em água estéril e mantidas em solução 
contendo 100 mg de fungicida (KASUMIN) em 200 
mL de água estéril, por 24 horas. No dia seguinte, as 
sementes tiveram seus tegumentos removidos e os 
eixos embrionários isolados a partir dos embriões dos 
cotilédones.  
Os explantes foram transferidos para frascos contendo 
meio de cultura MS [2] suplementado com BAP 2 
mg.L-1, sacarose 30 g.L1 e agar 6 g.L-1. Cada frasco 
conteve dois cotilédones e um eixo embrionário 
provenientes de uma mesma semente. O material 

permaneceu em sala de crescimento com fotoperíodo de 16 
horas por 45 dias, sendo os meios de cultura renovados a 
cada 15 dias. 
 
Resultados e discussão 

Nos primeiros 30 dias não houve uma grande 
variação entre o padrão de desenvolvimento dos explantes 
testados (cotilédones e eixos embrionários) independente 
do estádio fisiológico (maduras e não maduras). Durante o 
processo regenerativo foram identificadas algumas 
alterações morfológicas nos explantes, que podem estar 
associadas ao início do processo de regeneração. Dentre as 
modificações observadas, o aumento de tamanho e a 
alteração na coloração dos explantes parecem ser as 
principais. Resultados similares foram observados em 
Vigna mungo e V. radiata [3]. Todos os explantes que 
iniciaram o processo regenerativo, independente do estádio 
fisiológico (sementes maduras ou não), desenvolveram 
coloração verde e aumentaram de tamanho. Os cotilédones 
das sementes não maduras (explantes com coloração verde 
claro) apresentaram sinais da regeneração mais 
rapidamente que os cotilédones das sementes maduras. As 
sementes não maduras iniciaram o processo de regeneração 
uma semana antes dos explantes isolados de sementes 
maduras. Estes resultados indicam que o estádio fisiológico 
das sementes pode interferir no potencial regenerativo dos 
explantes.  Diferenças quanto a taxa de regeneração foram 
também observadas entre os diferentes explantes de uma 
mesma semente. Ao final de 30 dias foi observado que 
20% dos cotilédones (Fig.1) e 75% eixos embrionários de 
sementes madura iniciaram regeneração (Figs.4A e 4E). 
Com relação às sementes verdes (Fig.2) 90% dos 
cotilédones e 70% dos eixos embrionários iniciaram 
regeneração após 30 dias.  

Observou-se também uma diferença quanto à 
taxa de contaminação. Porém, nas análises feitas aos 45º 
dia de cultivo, evidenciou-se um alto índice de 
contaminação endógena por fungo (80%) nas sementes não 
maduras. Estes resultados indicam que, apesar dos 
explantes provenientes de sementes não maduras iniciarem 
o processo de regeneração mais precocemente, o alto nível 
de contaminação endógena não permite recuperar um 
grande número de plantas a partir destes materiais. Foi 
observado, também, que essa contaminação foi muito 
menor nas sementes maduras (5%). Estes resultados podem 
estar indicando que a diferença na quantidade de água 
disponível nos tecidos pode facilitar a sobrevivência dos 
contaminantes endofíticos nos explantes utilizados no 
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cultivo in vitro. Sendo assim, para minimizar o efeito 
da contaminação endofítica é preferível a utilização de 
sementes maduras (secas) para iniciar o cultivo in vitro 
de feijão-caupi. Sementes maduras de Capsicum 
annumm também foram consideradas o melhor estádio 
de desenvolvimento para indução de regeneração [4]. 
Outro ponto observado foi que parte dos explantes, 
provenientes de sementes não maduras, interrompeu o 
processo regenerativo após 45 dias. Apenas os eixos 
embrionários deram continuidade à formação de 
plantas, enquanto que todos os cotilédones oxidaram. 
Este resultado demonstra haver uma diferença 
significativa do potencial regenerativo entre explantes 
de uma mesma semente.  

Por outro lado, foi observado que 50% dos 
cotilédones oxidados, provenientes de sementes 
maduras, formaram calo (Fig. 4D) e 40% dos eixos 
embrionários desenvolveram calos em sua superfície. 
Por outro lado, 60% dos eixos embrionários deram 
continuidade ao processo de regeneração (Fig. 4B).   

Foi observada a formação conjunta de tecidos 
diferenciados e de calos em alguns explantes (Fig. 4C). 
Resultados similares foram descritos em diferentes 
explantes de V. unguiculata cultivos na presença de 
2,4-D e ANA [5]. Segundo dados da literatura, um dos 
melhores tecidos para a formação de calos é a 
epiderme dos embriões, no entanto, o desenvolvimento 
de células e calos embriogênicos é positivamente 
influenciado pela composição do meio de cultura [6]. 
Sendo assim, é possível que a formação de calos nos 
cotilédones seja devida a restos da epiderme do 
embrião que tenham permanecido no explante. 

Os resultados obtidos com este experimento 
indicam que o eixo embrionário é o melhor explante 
para induzir a regeneração de plantas através em feijão-
caupi cv. IPA201. 
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Figura 1 Regeneração de explantes originários de                                    Figura 2 Regeneração de explantes originários de 
Sementes secas de Vigna unguiculata, analisadas                                      sementes  verdes de Vigna unguiculata , analisadas 
em 30 e 45 dias.                                                                                           em  30 e 45 dias.             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                    Figura 3 Variação da freqüência de calos em 
                                                                    explantes de Vigna unguiculata de diferentes 
                                                                    estádios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
                
 Figura 4 Regeneração e formação de calo em Vigna unguiculata em presença de  BAP. A: início de regeneração no eixo 
embrionário de semente verde no 30˚ dia. B: regeneração de eixo embrionário de semente verde no 45˚ dia. C: formação de calo em 
eixo embrionário de semente seca. D: calo formado a partir de cotilédones de semente seca (ver seta). E: regeneração em eixo 
embrionário e cotilédones de semente seca. 
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