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Comunicado

As técnicas de engenharia genética na area vegetal
estao avancando rapidamente. Os métodos de
regeneracao de plantas constituem condicao prévia
essencial para se alcancar as metas da engenharia
genética. A regeneracao de plantas a partir do
cultivo de embriao in vitro, é uma técnica que vem
sendo utilizada ha bastante tempo; jaem 1941, Van
Overbeek conseguiu que embrides imaturos
desenvolvessem pela suplementacao de sacarose,
sais minerais e leite de coco (WAREING et al.,
1970).

A técnica de cultivo de embrides zigbticos in vitro
vem sendo empregada para superar a dorméncia de
sementes, em virtude da imaturidade do embridao ou
da presenca de substancias inibidoras no
endosperma; estudar os aspectos nutricionais e
fisiolégicos do desenvolvimento do embrido; testar a
viabilidade das sementes; recuperar hibridos raros de
cruzamentos incompativeis e como fonte de
explantes com tecido de elevada totipoténcia (HU et
al.,1998).

O cultivo de embrides, assim como qualquer outra
técnica de cultura de tecidos, exige cuidados
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fundamentais para o seu sucesso. A assepsia do
material estudado deve ser rigorosa, de modo que
impeca a proliferacdo de organismos que possam
contaminar os explantes, tais como fungos e
bactérias. No isolamento de embrides jovens tem-se
feito uso de cultura estéril, com o cuidado, pérem,
para nao danifica-lo no momento da excisao
(WAREING, et al., 1970).

Com relacao ao meio de cultivo, deve conter os
nutrientes basicos para o desenvolvimento do
embrido. Os embrides imaturos s6 podem
desenvolver com sucesso quando sao colocados em
meio contendo elementos aditivos mais complexos
que os exigidos pelos embrides maduros (STEEVES
etal.,, 1972). As mudancas nos nutrientes do meio,
principalmente alteracdes envolvidas no balanco de
auxina e citocinina, sdo essenciais para o
desenvolvimento do embrido (WAREING et. al.,
1970). O IAA se concentra especialmente em
regioes de crescimento, como os cotilédones em
desenvolvimento; j& a citocinina regula o
crescimento pela estimulacao da divisao celular
(MITCHELL, 1970). A sacarose esta presente como
fonte de carbono para a glicélise e o ciclo de Kre,
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devido ao explante nao ser autotréfico (CID, 2001).

As macas do algodoeiro Gossypium hirsutum cultivar
Coker 312, com 18, 20 e 25 dias apds
autofecundacéao, foram obtidas de plantas cultivadas
em 2002 em casa de vegetacao da Embrapa
Algodao, localizada em Campina Grande, PB, e
levadas ao Laboratério de Cultura de Tecidos da
Empresa, onde foram submetidas a desinfestacao
em etanol (EtOH) 70% durante um minuto, e
posteriormente em hipoclorito de sédio (NaOCI)
(alvejante comercial com 2 a 2,5% de cloro ativo)
durante cinco minutos sob agitacdo em agitador
magnético; logo em seguida, sob condicdes
assépticas em camara de fluxo laminar, foram
efetuadas trés lavagens em agua destilada estéril.

Os embrides imaturos foram retirados com o auxilio
de lupa, bisturi e pinca esterilizados em ambiente
estéril. Com o auxilio do bisturi foi aberta a maca e
retiradas as sementes; destas, retirou-se o excesso
de fibras da superficie. As sementes foram
submetidas a um corte para separar o endosperma
do embrido; em seguida, os embrides foram
cultivados no meio basal MS (MURASHIGE e
SKOO0G,1962) com 5,5 (g.L") de &gar, carvao
ativado (1,5 g.L") suplementados com: MEO - MS
basico +0,1mg.ml" IAA; ME1- MS +0,1 mg.mI'IAA
+ 10% de &gua de coco; ME2 - MS + 0,1 mg.ml
'TAA + 0,1 mg.mI"'KIN + 10% de agua de coco;
ME3 - MS + 0,5 mg.mI"'l[AA + 0,1 mg.mI"'KIN +
10% de agua de coco; ME4 - MS + 1,56 mg.mI'IAA
+ 0,5 mg.mI"'KIN + 10% de dgua de coco; MED -
MS + 1,5 mg.mI"'IAA + 0,5 mg.mI"'KIN + 250
mg.L" de caseina hidrolisada, todos com o pH
ajustado para 5,8.

Depois de cultivados os embrides foram colocados
em estufa B.O.D. a 28°C onde permaneceram 20
dias no escuro; passado esse periodo, os embrides
foram submetidos a fotoperiodo de 16/8 h (claro/
escuro) com intensidade luminosa de 50 umol.m2.s™.
Utilizaram-se dez frascos por tratamento, com cinco
embrides cada um. Os embrides foram avaliados
apds os 25 dias no claro. Utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado no arranjo
fatorial 3x6 (trés idades e seis meios) com 15
repeticoes por cada tratamento. Os dados obtidos

foram transformados em /y + 1 e analisados

mediante o procedimento “General Linear Model
(GLM)" do “SAS” , versao 6 (1985) com médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Na Figura 1 encontra-se o resultado da anélise
estatistica da regeneracao dos embrides imaturos

Gossypium hirsutum, variedade Coker 312, para os
efeitos de meios de cultivo e idade das macas.
Constatou-se efeito significativo para os meios de
cultivo e para as idades. As idades dos embrides
influenciaram na regeneracao, de modo que, quanto
mais jovem o embrido for, menor sera o seu
potencial de regeneracao. Se os embrides forem
excisados em fase muito jovem, eles nao se
desenvolverdao, mesmo se suplementados com
sacarose e sais minerais (WAREING et. al., 1970).

Os embrides com 18 dias nao regeneraram em
nenhum dos meios estudados, mesmo quando
suplementados com reguladores de crescimento.
Embrides de 20 dias demonstraram ser mais viaveis
que aos dos embrides de 18 dias nos meios ME3,
ME4 e MED, porém o seu desempenho é inferior aos
embrides de 25 dias, pois esses se regeneraram nos
meios ME1, ME2, ME3, ME4 e MEb; entretanto, no
meio ME2 (MS + O,1Tmg/LIAA + 0,1Tmg/L KIN +
10% de dgua de coco) foi obtido o maior nimero de
embrides regenerados.

Conclusao

e Os embrides de 18 dias sado invidveis para a
obtencao de plantulas a partir da regeneracao do
embrido imaturo.

e Os embrides com idade de 25 dias apresentam
grande potencial de regeneracao, tornando-se,
assim, os mais favoraveis para a obtencao de
plantulas.

e O meio MS suplementado com O, 1mg/L IAA +
0,1Tmg/L KIN + 10% de dgua de coco é o mais
adequado para a regeneracao de embrides
imaturos de 25 dias.
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Fig. 1. Nimero de embrides regenerados de diferentes idades em meio MS, com variacao dos reguladores de
crescimento IAA e KIN. Letras mintsculas comparam as diferentes idades em um mesmo meio e letras maitsculas
comparam os diferentes meios em uma mesma idade. Médias seguidas pelas mesmas letras minudsculas e

maiusculas, ndo sao significativamente diferentes entre si. Dados transformados em ./ x + 1
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