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Resposta morfogênica de embriões zigóticos de Erythrina velutina
Willd. (Leguminosae) cultivados in vitro

O cultivo in vitro de embriões zigóticos é uma técnica promissora para se avançar no estudo do desenvolvimen-
to embrionário e da quebra da dormência de sementes. Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho, avaliar
o efeito dos reguladores vegetais 6-benzilaminopurina (BAP) e ácido naftalenoacético (ANA) no potencial
morfogenético, in vitro, de embriões zigóticos de mulungu. Embriões zigóticos maduros, oriundos de sementes
foram utilizados inteiros, ou seccionados em plúmula, região intermediária e radícula, sendo posteriormente ino-
culados em meio de cultura WPM, suplementado com combinações de BAP (0,0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0 e 16,0 µM) e
ANA (0,0; 1,0 e 2,0 µM), acrescido de 87,64 mM de sacarose e solidificado com 0,7% de ágar. Após 30 dias,
avaliaram-se a percentagem de regeneração dos embriões e ápice plumular, o número de brotos, o número de
folhas, o comprimento da parte aérea dos brotos, o número de raízes e a percentagem de formação de calos oriun-
dos da região intermediária e da radícula. É possível a regeneração in vitro de mulungu, a partir dos explantes
plúmula e embriões zigóticos inteiros, cultivados em meio de cultura WPM, suplementado com 4,0 µM de BAP.
Regiões intermediárias e da radícula promoveram a formação de calos compactos (96,06%), na combinação de
10,63 µM BAP e 2,0 µM de ANA.
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Morphogenic response of zygotic embryos of Erythrina velutina Willd. (Leguminosae)
cultivated in vitro

The in vitro culture of zygotic embryos represents a promising technique to study the embryonic development
and dormancy in seeds. The objective of this study was to determine the effect of plant growth regulators, 6-
benzylaminopurine (BAP) and naphthalene acetic (NAA), in the morphogenetic potential of in vitro zygotic embryos
of mulungu. Mature zygotic embryos from seeds were either used as a whole or sectioned in plumule, radicle and
intermediate region, and subsequently inoculated in WPM medium supplemented with combinations of BAP (0.0,
2.0, 4, 0, 8.0, 12.0 and 16.0 µM) and NAA (0.0, 1.0 and 2.0 µM), added with 87.65 mM sucrose and  0.7% agar. After
30 days, the following parameters were evaluated: regeneration percentage of embryos and plumularapice, number
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INTRODUÇÃO

O mulungu (E. velutina) é uma espécie lenhosa, dis-
tribuída na Caatinga e nas florestas secas do oeste da
América do Sul, no Peru, Equador e Caribe (Costa norte
da Venezuela e Cuba). É nativo do bioma Caatinga, ocor-
rendo desde a Paraíba e Piauí até o norte de Minas Ge-
rais (Queiroz, 2009). Espécies lenhosas como mulungu,
geralmente, quando micropropagadas, apresentam baixa
taxa de multiplicação, conforme relatado por Costa et
al. (2010), sendo necessário aprofundar o conhecimen-
to sobre o seu potencial morfogênico.

A morfogênese das plantas é consequência da
integração dos processos de divisão e de diferenciação
celular (Handro & Floh, 1990). Esses processos são
controlados por uma variedade de sinais internos ou do
ambiente, como os hormônios e a luz, capazes de modi-
ficar o crescimento e o desenvolvimento. Segundo
George & Sherrington (1984), o crescimento e a
morfogênese in vitro são fatores regulados pela
interação e balanço dos reguladores de crescimento ve-
getal existentes no meio de cultura, principalmente
citocininas e auxinas.

Alguns padrões morfogênicos são frequentemente
relatados, como: a neoformação de raízes e gemas
caulinares, em murmuru - Astrocaryum ule (Pereira et
al., 2006), Annona  glabra L. (Santana et al., 2008),
pistachio - Pistacia vera L. (Benmahioul et al., 2009); a
formação de calos e embriões somáticos em canafístula-
Peltophorum dubium (Bassan et al., 2006), Heliconia
bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two (Ulisses et al., 2011)
e em maracujá - Passiflora edulis Sims (Pinto et al.,
2012), estando intimamente ligados aos fatores
supracitados, bem como às condições de cultivo e ao
tipo de explante utilizado.

Por essas razões, torna-se importante a avaliação do
potencial morfogênico de embriões zigóticos de E.
velutina, uma vez que são excelentes explantes para pro-
pagação clonal in vitro, por sua natureza juvenil e seu
alto potencial regenerativo (Hu & Ferreira, 1998). O
emprego de embriões zigóticos pode contribuir para
superação de barreiras genéticas à germinação, produ-
ção de plantas assépticas, elucidação de aspectos ine-
rentes à nutrição do embrião no óvulo (Hu & Ferreira,

1998), bem como para observar os processos
morfogenéticos in vitro, contribuindo para avançar no
conhecimento da biologia da espécie em estudo.

 Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho
avaliar o efeito de BAP e do ANA no potencial
morfogenético in vitro de embriões zigóticos de
mulungu.

MATERIAL  E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratório de
Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV), da Unidade Expe-
rimental Horto Florestal (UNEHF), da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), localizado no mu-
nicípio de Feira de Santana, região do Semiárido da Bahia.

Foram utilizadas sementes de E. velutina fornecidas
pela EMBRAPA Semiárido em Petrolina-PE armazena-
das no LCTV do Horto Florestal, sob temperatura ambi-
ente.

Inicialmente, as sementes foram submetidas à
escarificação mecânica em mini-retífica e ao processo
de desinfestação, segundo metodologia de Costa et al.
(2010). As sementes foram lavadas em água corrente por
10 minutos, desinfestadas por imersão em etanol, a 70%,
por 2 minutos, com posterior transferência para solu-
ção de hipoclorito de sódio - NaOCl [2,5% de cloro ati-
vo], misturado a 2 gotas de detergente neutro, por 20
minutos. Após a desinfestação, as sementes foram lava-
das 4 vezes, com água destilada estéril e, em seguida,
colocadas para embebição, durante 20 horas, em recipi-
ente com água destilada estéril, vedado com filme PVC,
em câmara de fluxo laminar sob condições assépticas.

Após o período de pré-embebição, realizou-se a in-
cisão das sementes, cortando-as transversalmente no
centro, separando-se os cotilédones e utilizando-se pin-
ça para a retirada do embrião zigótico, sob condições
assépticas, em câmara de fluxo laminar.

O embrião zigótico foi utilizado intacto, ou
seccionado em plúmula, região intermediária e radícula.
Os explantes foram posteriormente inoculados em fras-
cos, com 60 mL de meio de cultura WPM (Lloyd &
Mccown, 1980), suplementado com concentrações de
6-benzilaminopurina (BAP; 0,0; 4,0; 8,0; 12,0 e 16,0
µM), combinado com ácido naftalenoacético (ANA; 0,0;

of buds, number of leaves, aerial part length of buds, number of roots and percentage of callifrom the intermediate
region and radicle. It was feasible the in vitro regeneration of mulungu from plumule explant and whole zygotic
embryos in WPM medium supplemented with 4.0 µM BAP. Moreover, intermediate and radicle regions promoted
the formation of compact calli (96.06%)by combining10.63 µM BAP and 2.0 µM NAA.

Key words: 6-benzylaminopurine, morphogenesis, mulungu, naphthalene acetic.
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1,0 e 2,0 µM), suplementado com 87,64 mM de sacarose
e solidificado com 0,7% de ágar. O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,7 ± 0,1, antes da autoclavagem, a 121
ºC e sob pressão de 1 atm, por 15 minutos. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
de 25 ± 3 ºC, fotoperíodo de 16 horas, umidade relativa
de 60% e radiação fotossintética ativa de 60 µmol m-2 s-1,
fornecida por lâmpadas fluorescentes branca-frias.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4 x 5 x 3 (tipos de
explantes x concentrações de BAP x concentrações de
ANA) totalizando 60 tratamentos, com 5 repetições,
sendo cada frasco constituído por 4 unidades experimen-
tais. Após 30 dias da inoculação, avaliaram-se: a percen-
tagem de regeneração dos embriões e do ápice plumular,
o número de brotos, o número de folhas, o comprimen-
to da parte aérea dos brotos, o número de raízes e a per-
centagem de calos oriundos da região intermediária e da
radícula.

Os dados foram submetidos à análise de variância
(ANAVA) e as médias, comparadas pelo teste de Tukey,
a 5% de significância, para os fatores qualitativos, usan-
do-se as equações de regressão polinomial para os fato-
res quantitativos. A análise foi realizada com o software
SISVAR (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A interação BAP e tipo de explante influenciou a per-
centagem de regeneração (Tabela 1), observando-se que
apenas os explantes embrião inteiro e ápice plumular
foram responsivos para a regeneração de brotos (Tabela
2). Ao analisar esta variável, não foi possível o ajuste de
um modelo matemático significativo para ambos
explantes responsivos (Figura 1).

Na ausência de reguladores de crescimento vegetal,
a percentagem de regeneração (93,33%) foi maior para
explante embrião inteiro em relação ao explante plúmula
(75%) (Tabela 2). A taxa de regeneração para o explante
embrião inteiro foi mantida com a adição de regulado-
res de crescimento vegetal, diferentemente do reporta-
do por Costa & Aloufa (2007), na regeneração in vitro
de embriões zigóticos de plântulas de tamareira
(Phoenix dactylifera L.), em que a adição de regulado-
res de crescimento BAP e AIA resultaram em efeito ne-
gativo, registrando-se a maior taxa, 66,6% de conversão
de embriões zigóticos, em meio de cultura MS, isento
dos reguladores de crescimento.

No entanto, ao suplementar-se o meio de cultura com
BAP, verificou-se aumento na taxa de regeneração para
o explante plúmula, em todas as concentrações testadas,
obtendo-se um acréscimo de 23,75%, quando compara-

Tabela 1. Resumo da análise de variância para porcentagem de regeneração (%R), número de brotos (NB), número de folhas (NF),
número de raízes (NR), comprimento da maior parte aérea (CPA), matéria seca da parte aérea (MSPA) e formação de calos de plantas
de Erytrina velutina submetidas a concentrações de Benzilaminopurina (BAP) combinado e isolado com ácido naftaleno acético
(ANA) em meio de cultura WPM

Quadrado médio

%R NB NF NR CPA MSPA F.CALO

BAP 4 545,50** 0,46 ** 37,80** 19,53** 2492,41** 381,90** 21395,00**

ANA 2 187,06 ns 0,076 ns 2,20ns 0,23ns 177,89ns 326,66** 4330**

Explante 1 168233,09** 2,88 ** 692,16** 11,29** 14100,67** 3465,37** 563,33 ns

BAP  x  ANA 8 234,90 ns 0,12 ns 2,62 ns 0,13ns 41,68ns 158,29* 630,00**

BAP x Explante 4 316,92** 0,05 ns 3,05ns 7,92** 2433,22** 883,37** 255,00 ns

ANA x Explante 2 75,75 ns 0,076 ns 4,37ns 0,06ns 78,75ns 646,28** 3,33 ns

BAP x ANA x Explante 8 112,34 ns 0,073 ns 0,94ns 0,16ns 30,04ns 101,71ns 195,00 ns

Resíduo 90 92,06 0,064 2,37 0,36 53,92 61,98 134,44

CV (%) 20,93 23,55 33,92 32,42 32,67 51,47 14,77

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. NS Não significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

FV GL

Tabela 2. Porcentagem de regeneração (%R) de mulungu em função de BAP aos 30 dias de inoculados em meio de cultura WPM

BAP (µµµµµM)

0 4 8 12 16

Embrião 93,33 a 98,33 a 86,67 a 93,33 a 96,67 a
Plúmula 75,0 b 98,35 a 83,37 a 93,33 a 98,33 a
R. Intermediária - - - - -
Radícula - - - - -

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, não diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Explante
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do com a taxa do meio isento de regulador de cresci-
mento vegetal (Tabela 2). O efeito da adição de regula-
dores de crescimento vegetal, assim como em ápice
plumular de mulungu, foi significativo no cultivo de ápi-
ces plumular de turkish cowpea (Vigna unguiculata L),
quando embriões zigóticos, tratados com pulso de 44,4
µM de BAP e, posteriormente, inoculados em meio para
regeneração acrescido de BAP (1,11 a 5,55 µM) e ANA
(0,54 µM), mostraram 100% de regeneração de ápices
plumular (Aasim et al., 2009).

Possivelmente, a síntese, no ápice caulinar, de
citocinina do explante plumular de mulungu não é sufi-
ciente para promover um balanço auxina/citocinina fa-
vorável ao crescimento da gema caulinar, o qual foi su-
prido com a adição de BAP ao meio de cultura. Sabe-se
que o centro produtor de citocinina ocorre nos
meristemas radiculares, no entanto, pode sua síntese
ocorrer nos meristemas presentes no ápice caulinar (Taiz
& Zeiger, 2009).

Ao analisar a variável número de brotos, verificou-
se efeito isolado das fontes de variação BAP e Tipo de
explante. Em função do tipo de explante, registrou-se a
maior média (1,23) para embrião zigótico inteiro, sen-
do que, para o explante plúmula, a média foi de 0,93. Os
demais explantes (região intermediária e radícula) não
formaram brotos. Ao avaliar o fator isolado BAP, atra-
vés da análise de regressão não foi possível o ajuste de
um modelo matemático representativo, porém, foi ob-
servado em 16,0 µM de BAP maior formação de
brotações (1,23 brotos/explante) (Figura 2).

A percentagem de brotos oriundos de embriões
zigóticos de mulungu é considerada baixa, semelhan-
temente ao verificado por Dantas et al. (2002), que ob-
tiveram 2,3 brotos por explante, quando utilizados 4 µM
de BAP no cultivo in vitro de embriões zigóticos de
macieira M9 (Mallus pumilla). Já, para o explante
plúmula da espécie em estudo, os dados divergem dos
reportados por Horbach et al. (2012), que obtiveram

Figura 1. Percentagem de regeneração obtidos de explante de embriões zigóticos inteiro () e plúmula (  ) de mulungu em função dos
concentrações de BAP  após 30 dias de inoculação em meio WPM (NS Não significativo a 5% de probabilidade pelo teste F).

Figura 2. Número de brotos em função das concentrações de BAP em explantes de mulungu aos 30 dias de inoculados em meio de
cultura WPM. (NSSignificativo a 5% de probabilidade pelo teste F).
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brotações múltiplas em ápices caulinares de erva-mate,
a partir de embriões zigóticos, após três subcultivos em
meio suplementado com 0,044 µM de BAP.

O acréscimo de citocinina ao meio de cultura prova-
velmente acumulou-se nos ápices produtores de auxina
dos explantes embriões zigóticos e plúmula, promoven-
do, assim, um balanço auxina/citocinina favorável ao
crescimento vegetal, mantendo a dominância apical e
impedindo o desenvolvimento das gemas laterais e ad-
ventícias, em explantes de mulungu. Segundo George et
al. (2008), a obtenção de múltiplos brotos pode ser ini-
ciada a partir de semente, principalmente em espécies
lenhosas como mulungu, ocorrendo nódulos axilares ou
brotações adventícias, em meio basal acrescido de
citocinina, desde que seja dado o estímulo correto.

Ao se analisar o número de folhas, também foi ob-
servado efeito significativo da concentração de BAP e
Tipo de explante isoladamente. Em função das concen-
trações de BAP (Figura 3), constatou-se um comporta-
mento linear decrescente, obtendo-se a maior média na

presença de 4,0 µM de BAP. Esse decréscimo do núme-
ro de folhas pode ser um indicativo de fitotoxicidade do
regulador de crescimento BAP (Grattapaglia & Macha-
do, 1988).

Em relação ao tipo de explante, verificou-se a maior
média (7,15) para a variável número de folhas, quando
utilizado o embrião inteiro, valor significativamente su-
perior aos obtidos para o explante plúmula (2,35 por
explante), únicos explantes testados que apresentaram
formação de folhas.

O comprimento da parte aérea foi influenciado pela
interação BAP e tipo de explante. Em função do tipo de
explante não foi possível o ajuste de uma equação signi-
ficativa, com significado biológico para o explante
plúmula (Figura 4). No entanto, para embrião inteiro, a
equação que melhor se ajustou foi a quadrática descen-
dente. Verificou-se redução do comprimento dos bro-
tos, com o aumento das concentrações de BAP, obten-
do-se o maior comprimento (67,93 mm) em meio isen-
to de regulador de crescimento vegetal (Figura 3). Esse

Figura 4. Comprimento da parte aérea obtido de explante de embriões zigóticos inteiro () e plúmula (  ) de mulungu em função dos
níveis de BAP  após 30 dias de inoculação em meio WPM (** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; NSSignificativo a 5% de
probabilidade pelo teste F).

Figura 3. Número de folhas em função das concentrações de BAP em explantes de mulungu aos 30 dias de inoculados em meio de
cultura WPM (** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F).
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resultado é corroborado por Benmahioul et al. (2009),
que constataram melhor crescimento (26 e 25 mm) da
parte aérea de embriões isolados de pistache (Pistacia
vera L.), em meios sólidos ricos em nutrientes (DKW e
MS) na ausência de regulador de crescimento vegetal.

De acordo com Costa & Aloufa (2007), muitas ve-
zes o acréscimo de reguladores de crescimento vegetal
exógenos pode não ser benéfico, por causa dos teores
indeterminados de hormônios endógenos do embrião.

A variável número de raízes foi influenciada pela
interação BAP e tipo de explante. Para os explantes em-
brião inteiro e ápice plumular registrou-se comporta-
mento quadrático descendente, em relação às concen-
trações de BAP (Figura 5). A formação de calo na base
dos explantes, na presença de BAP, mesmo em concen-
trações baixas, provavelmente inibiu a formação de
raízes. Comportamento semelhante foi reportado por
Costa & Aloufa (2007), no cultivo in vitro de embriões
zigóticos maduros de tamareira (Phoenix dactylifera

L.), os quais observaram que apenas as plântulas oriun-
das do meio de cultura isento de regulador de cresci-
mento apresentaram raízes primárias normais.

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), a
formação de calo na base dos explantes, em espécies
lenhosas, pode estar associada a quantidades excessivas
de auxinas e sacarose, comprometendo dessa forma o
processo de rizogênese.

A interação BAP e ANA influenciou a variável per-
centagem de calos. Nos explantes região intermediária
e radícula, foi observada a formação de calos, apresen-
tando comportamento quadrático ascendente das con-
centrações de ANA, em relação às de BAP. A curva de
resposta indicou que, na concentração 2,0 µM de ANA e
10,63 µM de BAP, atingiu-se o valor máximo estimado
(96,06%) para a formação de calos (Figura 6). Os calos
em todos os tratamentos apresentaram textura compac-
ta e coloração branca, o que pode ser um indicativo de
alta atividade auxínica (Termignoni, 2005).

Figura 5. Números de raízes obtidos de explante de embriões zigóticos inteiro () e plúmula (  ) de mulungu em função dos níveis de
BAP  após 30 dias de inoculação em meio WPM (** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; *Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste F).

Figura 6. Formação de calos em função de BAP e ANA (  ) 0,0; (  )1,0; (  ) 2,0 ANA após 30 dias de inoculação em meio WPM
(** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F).
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A formação de calos nos explantes região interme-
diária e radícula pode estar associada ao balanço auxina/
citocinina, favorecendo a formação de calos, bem como,
a sensibilidade do tecido explantado, pois tecidos em-
brionários têm maior facilidade de expressar a totipo-
tência, por serem jovens e ativos.

CONCLUSÕES

Maiores taxas de regeneração dos explantes plúmula
e embrião zigótico foram obtidas em meio de cultura
WPM, suplementado com 4 µM de BAP.

Na ausência de regulador de crescimento foi
verificada a maior média (67,93 mm) de comprimen-
to da parte aérea dos brotos, a partir de embrião
zigótico.

As regiões intermediárias e a radícula apresentam
potencial morfogênico para formação de calos compac-
tos, quando cultivadas em meio de cultura WPM,
suplementado com 10,63 µM de BAP e 2,0 µM de ANA,
que podem ser fonte de estudo para obtenção de brotos
por via da organogênese indireta.
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