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Apresentacao

O desenvolvimento da técnica de cultivo de embrido in vitro é de
importancia fundamental no melhoramento genético de plantas, a fim de
regenerar embrifes de sementes, dos acessos do Banco de Germoplasma,
que ndo germinaram em condi¢8es convencionais de semeadura, e permitir
a superacdao de barreiras genética a germinacao e a introgresséo genica por
meio de cruzamentos entre individuos de espécies distintas, o que contribui
para acelerar a obtencao de cultivares de melhor desempenho global. Com
este trabalho, a Embrapa Algod&o coloca a disposicido da comunidade
cientifica, informac®es sobre a técnica de cultivo de embrides.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodao
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Aplicacdo do Cultivo de Embriao
Zigoético ou Imaturo, no
Melhoramento Vegetal

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Silvany de Sousa Araujo

Introducéo

As técnicas de engenharia genética na area vegetal estdo avancando
rapidamente. Os métodos de regeneracgdo de plantas constituem condigdo
essencial para se alcancar as metas da engenharia genética. A regeneragéo
de plantas a partir do cultivo de embrido in vitro € uma técnica utilizada ha
bastante tempo; ja em 1941, Van Overbeek conseguiu que embrifes
imaturos desenvolvessem, pela suplementacao de sacarose, sais minerais e
leite de coco (WAREING et al., 1970).

Segundo Nuiiiz e Becerril (1996), a técnica de cultivo in vitro de embrides
zigGticos é um procedimento muito comum no melhoramento de plantas
para regenerar embrides de sementes que ndo germinam em condicdes
convencionais de semeadura. No entanto, sua maior aplicabilidade se da por
meio do resgate de embrides imaturos a partir de sementes em
desenvolvimento.

As aplicacdes da cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes
formas no desenvolvimento de cultivares superiores de plantas; em geral,
essas técnicas séo utilizadas em uma ou outra etapa do melhoramento, nao
necessariamente no desenvolvimento direto de novas cultivares, mas
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podem oferecer novas alternativas aos programas de melhoramento em
suas diferentes fases e, muitas vezes, oferecem solucdes Unicas; isto
acontece com o emprego da cultura de embrides visando a introgressédo
génica por meio de cruzamentos entre individuos de espécies distantes. Sao
inimeros os exemplos em que a introgresséo de genes de importancia
agronbmica de um acesso silvestre para uma cultivar comercial foi
realizada com o auxilio de cultura de embries; assim, a contribuigcdo das
técnicas de cultura de tecidos e células nos programas de melhoramento
pode se dar em maior ou menor escala, de acordo com o0s objetivos do
melhoramento e com as caracteristicas bioldgicas da espécie-alvo
(FERREIRA et al., 1998).

Historico

Desenvolveram-se, no inicio de 1900, técnicas que possibilitaram o
salvamento de sementes imaturas ou embrides de plantas adultas para
formar pequenas plantas, o que ja era praticado, principalmente com
sementes que tinham um periodo de inatividade muito longo ou quando as
sementes eram particularmente heterogéneas (FERREIRA et al., 1990).

Hannig (1904) foi o primeiro a cultivar, in vitro, embrifes imaturos de
cruciferas (Raphanus sativus, r. caudatuse e colchlearia danica); ele
observou a necessidade de suplementac@o do meio mineral com sacarose
para germinacéo dos embrifes e mostrou o efeito de diferentes fontes de
nitrogénio sobre a sua morfologia. Desde entéo, pesquisas nesta area tém
trazido grandes contribuices para melhor entendimento dos processos
fisiologicos relacionados com a germinacéo. Posteriormente, Knudson
(1922) cultivou embrides de orquideas na auséncia de micorrizas e notou
que a sacarose era importante para o crescimento e desenvolvimento
desses embrides in vitro. Dieterich (1924) mostrou que embrides cultivados
néo apresentavam dorméncia. Laibach (1925) foi o primeiro a visualizar a
aplicacao pratica da cultura de embriGes no melhoramento genético,
recuperando plantas hibridas de cruzamentos incompativeis entre Linum
austriacum X L. perenne.
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Com os continuos desenvolvimentos na cultura de tecido, esta técnica
também foi usada para salvar embrides de 6vulos que haviam sido
fertilizados mas nunca se desenvolveram em sementes viaveis na planta-
mae. Inicialmente, ovarios completos eram colocados em cultura de tecido,
por onde eram obtidas mudas de embrides que teriam morrido em uma fase
posterior de desenvolvimento. O salvamento de embrides que haviam
morrido em uma fase prematura de desenvolvimento, veio em um estagio
posterior, resultando em técnicas de alta tecnologia de cultura de évulos e
embrides. Uma combinacéo dessas técnicas é freqlientemente usada:
partes dos ovarios sé@o colocadas em cultura de tecido e depois disso, a
cultura de 6vulos e/ou embrides é aplicada. Desde entdo, a técnica de
cultura de embrides tem se expandido e ensejado significativas
contribuicdes em estudos basicos da fisiologia do desenvolvimento do
embrido, em programas de melhoramento genético, pela recuperacao de
hibridos de interesse de cruzamentos incompativeis, e para a quebra de
dorméncia de sementes, observada em algumas espécies (FERREIRA et al.,
1990).

Fisiologia do Embrido Zigoético

A terminologia ‘cultura de embrido’ tem sido empregada para descrever os
processos de crescimento de embrido zigotico in vitro, independente da
idade, tamanho e estadio de desenvolvimento em que o embriéo foi
excisado (RAPPAPOT, 1954).

A formagédo do embrido zigdtico inicia-se apés a fecundagéo da oosfera, por
um dos nucleos gaméticos do grao de pélen (FERRI, 1990). O
desenvolvimento do embrido zigético tem inicio com a diferenciacéo de
uma estrutura bipolar, constituida de apice caulinar e radicular, passando
pelos estadios de desenvolvimento pré-embrionarios e embrionarios
propriamente ditos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar.

Na medida em que o embrido zigético se desenvolve, ocorrem mudancas
progressivas na sua exigéncia nutricional, passando de heterotrofico a
autotrofico. A distingdo entre essas duas fases se baseia na dependéncia
do embrido pelas substancias nutritivas armazenadas no endosperma.
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Inicialmente, o zigoto e o embrido tém, nas fases subsequientes a
fecundacao, pouca capacidade de sintese e se utilizam das reservas
nutricionais, reguladores de crescimento e outros metabdlitos essenciais
presentes no endosperma e células acessorias do saco embrionario. Ainda
no estéagio globular o embrido continua sendo heterotréfico. Somente a
partir do estagio cordiforme final, com inicio do desenvolvimento dos
cotilédones, é que o embrido comeca a se tornar independente e
autotrofico (RAGHAVAN, 1976).

Fatores que Afetam a Cultura de Embrido

Diversos sao os fatores que afetam a eficiéncia e 0 sucesso da cultura de
embrides in vitro, tais como a maturidade fisiolégica da semente, a
desinfestacdo da semente, a remocéo inadequada do embrido, a escolha do
meio nutritivo adequado, os reguladores de crescimento utilizados, as
substancias fendlicas liberadas e as condigGes ambientais de cultivo.

Maturidade fisiolégica da semente

Segundo Raghavan (1980), a utilizacdo de sementes fisiologicamente
maduras requer apenas a presenca de sais inorganicos e sacarose no meio
de cultura para germinacao e desenvolvimento dos embrides, em virtude de
possuirem estrutura bipolar desenvolvida e passarem rapidamente para o
estado autotrofico.

Desinfestacdo da semente

As sementes e frutos devem ter a superficie desinfestada e os embrides
excisados assepticamente dos tecidos que o cercam, raz&o por que a
contaminacdo em cultura de embrido é minima. Hipoclorito de sédio e
etanol sdo os desinfestantes de uso mais frequente; humectantes, tais
como Tween 20 ou 80 (0,01 a 0,1%), ou detergentes podem ser
adicionados a solugdo desinfestante, aumentando a eficiéncia do
procedimento. Embora ndo seja essencial, o residuo do desinfestante na
superficie da semente ou fruto pode ser eliminado por lavagens com agua
estéril (FERREIRA e HU , 1998).
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Excisdo do embrido imaturo

A remocéo dos embrides pequenos é realizada em cadmara asséptica, com o
auxilio do microscoépio estereoscopico, para melhor visualizagdo dos
embrides imaturos.

A excisao do embrido imaturo, quando o endosperma ainda esta liquido,
pode ser feita por meio de uma inciséo na porcao terminal do saco
embrionario, junto a micrépila, seguida da aplicacdo de uma pressao, na
outra extremidade para forcar a expulséo do embrido através do corte. O
suspensor, que é a conexao entre o tecido materno e o embrido, e por onde
este se nutre, deve ser mantido preferencialmente quando o embrido é
excisado no estadio globular. Ha evidéncias claras de que o suspensor é um
local ativo de biossintese de substéncia de crescimento, imprescindiveis
para o desenvolvimento dos embrides zigéticos excisados, mesmo quando
em seus estadios iniciais (CECCARELLI et al., 1981; PIAGGESI et al.,
1991; PICCIARELLI et al., 1991).

A desidratac@o dos embrides imaturos pode ser contornada pela adicéo de
meio de cultura ou dgua sobre o0 embrido evitando, assim, sua injdria.

Meio de cultivo adequado

A primeira etapa a ser superada para o inicio do cultivo in vitro de qualquer
espécie, é a utilizacdo de um meio de cultura apropriado. As exigéncias
nutricionais para o crescimento in vitro variam com a espécie e mesmao
explantes excisados de diferentes partes de uma planta podem requerer
meios de cultura distintos para o seu crescimento (PASQUAL, 2001).
Desta forma, tem-se buscado novos meios nutritivos que se aproximem da
composicao do endosperma ou saco embrionario e possibilitem o
desenvolvimento dos embrifes, independentemente da fase em que se
encontram (ANDREOLI, 1986).

Quanto mais jovem for o embrido, mais complexa sera a exigéncia
nutricional que permita o seu desenvolvimento (FERREIRA e HU, 1998).
Embrides excisados no estadio de torpedo exigem, para o seu
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desenvolvimento, sais minerais, sacarose e vitaminas, e no estadio
cordiforme a adicdo de hormoénios a este meio € indispensavel; ja no estadio
globular inicial as exigéncias séo desconhecidas (RAGHAVAN, 1966).

Um aspecto significativo da cultura de embrido imaturo é se definir um
meio de cultura que possa sustentar o0 seu crescimento e desenvolvimento.
Durante o desenvolvimento do embrido imaturo em cultura, deve-se esperar
mudancas progressivas de suas necessidades nutricionais, o0 que, muitas
vezes, significa transferir o embrido de um meio para outro até a
otimizacéo do seu crescimento (FERREIRA e HU, 1998).

Monnier (1978) desenvolveu um método no qual dois meios, de diferentes
composicdes sao colocados em justaposicao na placa de Petri, e 0 primeiro
meio, em solidificacéo do agar, o frasco central é removido sendo, entéo,
adicionado o segundo meio; os embrides séo cultivados neste segundo meio
que, com o tempo, varia de composicéo, em razéo da difuséo reciproca
entre os dois meios. Com este procedimento, embrides de Capsella
cultivados no estadio inicial globular, se desenvolveram até a maturidade
sem transferéncias subseqiientes para 0 novo meio de cultivo.

a) Sais inorganicos

O meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) é conhecido como
de alto conteudo de sais, enquanto o meio White (SINGH e KRIKORIAN,
1981) é considerado de baixa concentracao salina (KRIKORIAN, 1991). Os
meios WPM e Knudson possuem aproximadamente ¥4 da concentracao de
fons nitrato e amdnio do meio de cultura MS (PASQUAL, 2001). Para as
coniferas, o meio LP (ARNOLD e ERIKSSON, 1981) também é muito
utilizado (TAUTORUS et al., 1991).

b) Carboidratos

Em algumas espécies de plantas, como os citros, ha tendéncia de ocorrer
germinacgéo de embrides imaturos originando plantulas fracas e mal
formadas. Pelo fato de meios de cultura com elevada pressdo osmotica
suprimirem a germinacgéo precoce, alta concentracdo de sacarose tem sido
utilizada para minimizar esses efeitos (PASQUAL e PINTO, 1988).
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Segundo Grattapaglia e Machado (1990), as plantas cultivadas in vitro
requerem uma fonte de energia exégena pois nao dispdem de condigbes
adequadas para a realizacao da fotossintese, ante o que a sacarose tem
sido a fonte de carbono mais empregada, estando presente em meios de
cultura em concentracfes que variam de 20 a 40 g.L?* (FERREIRA et al.,
2002); portanto, variagdes na concentracéo deste carboidrato no meio de
cultivo afetam as condigBes osmoticas e o metabolismo da planta in vitro,
influenciando no crescimento e no metabolismo das culturas (KUMAR et
al., 1984; OZAIAS-AKINS e VASIL, 1982). Em geral, quanto mais jovem
for o embrido excisado, mais alta sera a osmolaridade requerida no meio
(FERREIRA e HU, 1998). Em alguns casos, especialmente para gramineas,
outros agUcares, como a maltose (SCOTT e LYNE, 1994; STIVAL, 1995),
ou frutose (FOLEY, 1992) sdo mais eficientes.

c) Nitrogénio

Nitratos de potéassio e de amdnio séo as fontes de nitrogénio inorganico
mais frequentemente usadas. A utilizacédo de nitrogénio em uma dessas
duas formas, depende da espécie e do grau de maturidade do embrido.
Quando a amonia é adicionada ao meio de cultura de embriéo, é preferivel
combina-la com acido organico, especialmente malico ou citrico (FERREIRA
e HU, 1998).

Entre os varios aminoacidos e suas amidas, a glutamina é a substancia mais
efetiva no estimulo ao crescimento de embrifes in vitro. A asparigina
também é bastante efetiva em alguns géneros como, por exemplo, Datura
(PARIS et al., 1953), mas inibitéria em outros géneros, como Arabidopsis,
Capsella e Reseda (RIJVEN, 1955); ja a caseina hidrolisada (CH, mistura
complexa de aminoacidos) é comumente usada no meio de cultura para
estimular o crescimento e o amadurecimento do embrido (FERREIRA e HU,
1998).

d) pH do meio nutritivo

O pH é um fator critico e muito importante do meio de cultura,
influenciando na disponibilidade de nutrientes, fitorreguladores e no grau de
solidificagdo do agar. Se bem ajustado, o pH pode promover maior e melhor
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aproveitamento dos nutrientes pelo explante. Os efeitos do pH podem ser
diretos ou indiretos influindo, por exemplo, na utilizacédo das fontes de
nitrogénio. Valores de pH mais baixos (meios de cultura mais acidos)
dificultam a utilizacdo do aménio, enquanto valores mais altos de pH
diminuem a utilizacdo do nitrato (STREET e SHEAT, 1958; MARTIN e
ROSE, 1976). Para um crescimento adequado da maioria das espécies, a
faixa de 5 a 6,5 revela o melhor ajuste de pH (PIERIK, 1987). Se os niveis
de pH forem inferiores a 4,5 e superiores a 7,8, podera ocorrer paralisacdo
do crescimento e do desenvolvimento in vitro (MURASHIGE, 1974). A
variagcdo de pH no meio de cultura pode ser devida a absorcédo diferencial
do aménio e do nitrato (SINGHA et al., 1987). Durante o crescimento das
células o pH do meio de cultura se altera sempre que diferentes ions sao
absorvidos e os produtos metabdlicos séo excretados para o meio. O
processo de autoclavagem e a estocagem também acidificam os meios de
cultura (SKIRVIN et al., 1986).

Reguladores de crescimento

Na cultura de embrido imaturo reguladores de crescimento sdo, muitas
vezes, usados para evitar a germinacao precoce ou para estimular o
crescimento embriondrio. O regulador efetivo para evitar a germinagao
precoce € o acido abscisico (ABA), que esta normalmente presente no saco
embrionario (KING, 1976; HSU, 1979). Dependendo da espécie, o embrido
jovem pode ser estimulado a crescer por citocininas, por auxinas ou por
giberelinas (FERREIRA e HU, 1998). Ha necessidade de utilizacdo de
reguladores de crescimento quando os embrides sao excisados nos estagios
iniciais do desenvolvimento.

Condicdes ambientais de cultivo

a) Luz

Os efeitos da luz sobre o desenvolvimento embrionario sdo pouco
estudados. Para o cultivo de embrides jovens, a maioria dos pesquisadores
testa, em experimentos preliminares, a necessidade ou ndo de luz para o
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sistema. Em embrides rudimentares de llex, ja se demonstrou que a
embriogénese tardia €, em muito, afetada pela luz (HU, 1976; FERREIRA e

HU, 1984; 1989). Usualmente, nas camaras de cultivo a intensidade

luminosa é de 3 a 5W.m=2,

b) Temperatura

A temperatura mais utilizada para incubacéo é de 25 °C, ndo importando o
tipo de planta; isto parece possibilitar o crescimento embrionario e a
germinacdo, embora ndo seja o 6timo (FERREIRA e HU, 1998).

c) Transplante

Os fatores a serem considerados para o transplante sdo a infeccdo e a
dessecacdo. A esterilizacdo do solo elimina muitos dos problemas de
infeccdo. A dessecacao das plantulas é, apés o transplante, o grande
problema que dificulta o uso de cultura de embrido (FERREIRA e HU, 1998).
Alta perda de 4gua foi constatada nas folhas de plantas e imediatamente
apos o transplante do frasco de cultura para o solo (BRAINERD e
FUCHIGAMI, 1981). Como resultado do estresse do transplante pode haver
morte do meristema apical ou mesmo da plantula. Um periodo imido de
aclimatacéo é necessario para as plantas recém—transplantadas se
adaptarem ao ambiente externo.

Muitas das plantulas de cultura in vitro tém somente duas raizes longas e
finas e, se estas forem danificadas durante o transplante, as plantulas
podem morrer; no entanto, se a plantula obtida for vigorosa, novas raizes
surgirao no lugar da danificada, ndo ocorrendo outros prejuizos por esta
leséo de manipulacao (FERREIRA e HU, 1998).

Aplicagbes da cultura de embrides

Entre as numerosas aplicacdes da cultura de embribes, se destacam: a
recuperacao de hibridos de cruzamentos incompativeis; a micropropagacéo
clonal; a superacdo de dorméncia e da esterilidade de sementes (FERREIRA
e HU, 1998).
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A técnica de cultivo in vitro de embrifes tem sido utilizada com sucesso em
inimeros géneros de plantas, permitindo a superacao de barreiras genéticas
a germinacdo (FERREIRA e HU, 1998).

Recuperacdo de hibridos de cruzamentos incompativeis

Cruzamentos interespecificos e intergenéricos podem aumentar a
variabilidade genética e serem usados para transferir genes desejaveis
entre plantas, sobretudo de espécies silvestres para as cultivadas
(GOMATHINAYAGAM et al., 1999). Em tais cruzamentos podem ocorrer
barreiras, tanto pré como pos-zigoticas, resultando em sementes com
embrides abortivos. A hibridacédo entre espécies é freqlientemente limitada
por falhas no desenvolvimento do endosperma, culminando com a
degeneracao dos embrides antes que atinjam a maturidade (ANGRA et al.,
1999; MALLIKARJUNA, 1999; SUKNO et al., 1999), os quais podem ser
salvos se forem removidos antes que ocorra o aborto, e cultivados
artificialmente em um meio nutritivo (ASANO e IMAGAWA, 1999).

Wardlaw (1965) revisou o assunto de aborto de embrides em sementes de
cruzamentos interespecificos e observou que nas sementes abortivas de
muitos cruzamentos, o primeiro sinal de desenvolvimento anormal aparecia
no endosperma e, eventualmente, levava a inanicao e ao aborto do
embrido. A excisdo e a cultura in vitro dos embries excisados antes do
aborto podem superar esta barreira pés-zigética, recuperando plantas
hibridas. O tempo ideal para resgate varia de espécie para espécie ou
dentro de uma espécie, de cultivar para cultivar.

O uso de técnicas de salvamento de embrido é importante na obtencédo de
hibridos interespecificos e intergenéricos. Com o uso deste método (meio)
produtos interessantes foram obtidos em batatas, legumes e varias safras
ornamentais. Muitos dos novos hibridos de lirio foram obtidos por meio
desta técnica. Diversos estudos tém sido realizados por empresas que
trabalham com cultivo de embrides surgindo, assim, muitos hibridos
interespecificos e intergenéricos de interesse. E impossivel imaginar um
cultivo moderno de plantas sem esta técnica.
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Broue et al, (1982) realizaram poliniza¢des controladas entre a soja
cultivada e as espécies perenes; na maioria dos casos, porém nao ocorreu
desenvolvimento das vagens e as flores polinizadas secavam e caiam da
planta, em 3 ou 4 dias, apenas em uma pequena porcentagem de
cruzamentos houve iniciagéo da vagem; esses embrides hibridos foram
abortados entre 5 e 35 dias ap6s a polinizacdo, devido a degeneracao do
endosperma, impossibilitando a obtengdo de sementes viaveis desses
cruzamentos. Para facilitar a sobrevivéncia dos hibridos interespecificos, a
cultura de évulos e embries foi adotada. Embrides, juntamente com o saco
embrionario, foram excisados da vagem, 11 a 33 dias ap6s a polinizacgéo, e
cultivados. Cinco hibridos férteis foram obtidos, abrindo o caminho para a
exploracado de diversas fontes de germoplasma das espécies perenes de
Glycine.

A superacao das barreiras interespecificas é um dos mais significativos
avancos no melhoramento de plantas, permitindo uma consideravel
expanséo do conjunto génico do tomateiro cultivado (ARAGAO et al.,
2002).

A cultura de embrides é hoje, dentre as técnicas, a mais intensamente
utilizada (NAGAI, 1984; NEAL e TOPOLESKI, 1983; SILVA et al., 1995;
SILVA et al., 1998; SIQUEIRA et al., 1988; SMITH, 1944; THOMAS e
PRATT, 1981). Mas somente baixas porcentagens de hibridos
interespecificos tém sido obtidas. Silva et al. (1995), produziram hibridos
entre L. esculentum e L. peruvianum, com taxa de recuperacéo de
embrides em torno de 1%. O sucesso do resgate de hibridos
interespecificos em tais cruzamentos foi aparentemente influenciado por
fatores genéticos, com alguns genitores apresentando niveis diferenciais de
compatibilidade. Se existe aborto de embrido em um estadio de
desenvolvimento muito precoce, as plantas hibridas podem ser resgatadas
via formacéo de calos e subseqiiente recuperacédo a partir de massas de
células embriénicas. Na maioria dos cruzamentos, a incompatibilidade
permanece entre plantas F1, fazendo-se necessario ainda, o uso de cultura
de embrido na recuperacao de plantas RC1 (ANGORA et al., 1981).
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Existem casos em que as barreiras pos-zigoticas ndo envolvem apenas a
degeneracao do endosperma. Ha situagdes outras em que o embrido ndo se
desenvolve normalmente, néo se significando, portanto, a transicédo do tipo
de desenvolvimento heterotréfico para autotrofico, sendo a cultura de
embrido ineficaz (POYSA, 1990). Em geral, espécies silvestres de
Lycopersicon séo tipos polimérficos havendo grande variagcdo morfoldgica
entre e dentro de populagdes/acessos da mesma espécie, permitindo em
muitos casos, que se obtenha hibridacéo interespecifica com sucesso
(KALLOO, 1991); portanto, a variabilidade de diferentes cruzamentos
interespecificos com L. esculentum é também utilizada como ferramenta
na recuperacao de embrides de hibridos interespecificos (RICK, 1983;
SEGEREN et al., 1993).

A técnica de hibridagéo controlada vem sendo utilizada no melhoramento,
obtendo-se sementes dos cruzamentos entre dipléides (AA) e destes com
cultivares comerciais de banana do tipo Prata e Maca (AAB) gerando,
respectivamente, hibridos diploides (AA) e tetrapldides (AAAB) (NEVES et
al., 2002). O pequeno nimero de sementes obtidas nos cruzamentos e a
baixa porcentagem de germinacéo, devido a dorméncia da semente ou
mas-formacdes do endosperma e/ou embrido, tém sido fatores limitantes a
obtencao de materiais hibridos (SHEPHERD et al., 1994; SILVA et al.,
1997).

A técnica de cultivo in vitro de embrifes € utilizada com sucesso em
inimeros géneros de plantas, permitindo a superacéo de barreiras
genéticas a germinacdo (FERREIRA e HU, 1998). No caso especifico de
bananeira tem possibilitado a obtencdo de porcentagens de germinacéo
superiores a 50%, enquanto em viveiro, é de apenas 1% (COX et al.,
1960; VUYLSTEKE e SWENNEN, 1991).

O resgate de hibridos via cultura de embrido, € uma pratica rotineira no
melhoramento de banana. Trabalhos conduzidos nesta &rea tém mostrado
grande influéncia materna na qualidade do endosperma e embrido que, a
depender do cruzamento, chega a inviabilizar a recuperacgao do hibrido
(NEVES et al., 2002).
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Micropropagacéo clonal

Em razéo de sua natureza juvenil com alto potencial regenerativo, embrides
sdo excelentes explantes para propagacéo clonal in vitro (HU e FERREIRA,
1998). Embrides imaturos tém sido usados na propaga¢édo uma vez que o
calo produzido por embrides maduros usualmente nao tem potencial
morfogenético (OZIAS-AKINS e VASIL, 1983).

Em coniferas, apenas os embrides e plantulas recém-germinadas tém
capacidade regenerativa (NORGAARD e KROGSKRUP, 1991; NAGMANI
et al., 1982). Em gramineas forrageiras e cereais a organogénese € a
embriogénese somatica tém sido observadas a partir de tecido embrionario
(RENGEL, 1987 a,b; AKASHI e ADACHI, 1991). O embrido imaturo é o
explante mais utilizado nos cereais em geral, para inducdo de calos e
posterior regeneracao de plantas (BHASKARAN e SMITH, 1990); além
disso, diversos estudos séo realizados atualmente para a verificacéo do
estadio ideal do embrido que promova maior porcentagem de calogénese e
embriogénese somatica com vista a regeneracio (ZIMNY e LORZ, 1989).
Em aveia, embrides extraidos de sementes no estadio de grao leitoso,
medindo entre 1 e 3 mm, sdo capazes de formar calos embriogénicos com
grande potencial regenerativo (BREGITZER et al., 1989).

A organogénese é um fendmeno bastante comum em cereais,
principalmente em aveia. Heyser e Nabors (1982) observaram pequenas
regibes embriogénicas em apenas 21% dos calos de aveia em cultura,
enquanto o restante era totalmente organogénico. Grando et al. (1993)
também notaram que a maioria dos calos obtidos a partir de embriGes
imaturos era organogénica; por outro lado, diversos autores tém constatado
variabilidade entre gendétipos de diferentes cereais para sua capacidade de
regeneracao e sugerido que esta caracteristica esta sob controle genético
(MILACH et al., 1991). Desta forma, genétipos com alta freqiiéncia de
regeneracgédo de plantas devem ser selecionados com o proposito de
transferir esta caracteristica para genétipos superiores que possam ser
utilizados no programa de melhoramento. Em aveia também se detectou
variabilidade, tanto para embriogénese somatica quanto para regeneragao
de plantas (GRANDO et al., 1993; BERED et al., 1996).

23
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Existe, na literatura cientifica, grande nimero de trabalhos em que
embrides zigoticos maduros ou imaturos, ou parte deles, foram usados
como explantes para obtencdo de embriGes somaticos (FERREIRA e HU,
1998). Os sucessos em llex aquifolium (HU e SUSSEX, 1971), em I.
cornuta (HU e OCHS, 1972), Fagus sylvatica (VIEITEZ et al., 1992), em
Liriodendron tuipifera (SOTAK et al., 1991) e Citrillus lonatus (COMPTON
e GRAY, 1993) séo alguns exemplos.

Nas leguminosas também se utiliza o cultivo de embriGes como fonte de
explantes para diversas espécies como Pisum sativum (TETU et al., 1990),
Lupinus spp. (NADOLSKA-ORCZYK, 1992), Arachis hypogea (OZIAS-
AKINS et al., 1992; EAPEN et al., 1993) e em soja e espécies afins de
Glycine (RANCH et al., 1985; GHAZI et al., 1986; KERNS et al., 1986;
WRIGHT et al., 1987; FINER e NAGASAWA, 1988). Nas cultivares
brasileiras de soja IAS5 e IVORA, o uso desses explantes ja proporcionou
resultados positivos (FERREIRA et al., 1990).

Superacdo de esterilidade e dorméncia de sementes

Algumas espécies produzem sementes pseudo-estéreis, que ndo germinam
nas condi¢des normalmente usadas. A pseudo-esterilidade pode ser
atribuida ao desenvolvimento incompleto do embriéo ou a um tipo de
dorméncia profunda, para a qual um método eficaz de superacao de
dorméncia ainda nao foi desenvolvido. A técnica de cultura de embrides
pode ser capaz de produzir plantulas viaveis dessas sementes (FERREIRA e
HU, 1998). A dorméncia de sementes de muitas espécies se deve a
inibidores quimicos ou a resisténcia mecanica presente nas estruturas que
recobrem o embrido e ndo a uma dorméncia do embrido. A cultura de
embri@o pode superar este tipo de dorméncia.

A maior dificuldade do melhoramento em llex é a demora da germinacéo
das sementes, causada pela natureza rudimentar dos embrides que
permanecem imaturos, no estadio cordiforme, durante longo periodo,
depois do amadurecimento do fruto. As sementes de |. opaca exigem trés
anos, sob condicdes apropriadas, para germinarem; uma fracao dessas
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sementes podera germinar depois desses trés anos; este modelo ciclico de
germinacgéo pode durar 9 anos. Hu (1975) desenvolveu uma técnica de
cultura in vitro para os embrides rudimentares de llex, a qual permite
superar este periodo de dorméncia das sementes (FERREIRA e HU, 1998).

A técnica de cultura de embrido zigético in vitro representa uma
alternativa importante para trabalhos de melhoramento, que envolve o
intercdmbio de germoplasma de coqueiro, solucionando, assim, o problema
do tamanho e da auséncia de dorméncia da semente nesta espécie.

Concluséao

A cultura de embrifes zigoticos se mostra bastante eficiente na
regeneracdo de embrides de sementes que ndo germinam em condicdes
convencionais de semeadura; no entanto, sua maior aplicabilidade se da por
meio do resgate de embrides imaturos, a partir de sementes em
desenvolvimento.

A técnica de cultivo in vitro de embrides tem sido utilizada com sucesso em
inimeros géneros de plantas, permitindo a superacéo de barreiras
genéticas a germinacao e a introgressao génica por meio de cruzamentos
entre individuos de espécies distantes; a micropropagacao clonal; a
superacao de dorméncia e esterilidade de sementes apresentando, desta
forma, alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes
fases e, muitas vezes, oferecendo solug@es Unicas.

Alguns fatores podem afetar o sucesso do cultivo de embrides zigéticos in
vitro, como a maturidade fisiolégica da semente, a desinfestacao da
semente, a remocao inadequada do embrido, a escolha do meio nutritivo
adequado e os reguladores de crescimento utilizados.
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