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Comunicado

O cultivo de embriao consiste no isolamento e
crescimento, in vitro, em condicoes assepticas, de
embrides imaturos, com o fim de obter plantas
viaveis, Pierik (1990).

O cultivo de embrides zigdticos tem sido utilizado
para varios fins: superar dorméncia de sementes
devido a imaturidade do embrido ou presenca de
substancias inibidoras no endosperma, estudar os
aspectos nutricionais e fisioldgicos do
desenvolvimento do embrido e testar viabilidade de
sementes; sendo o mais utilizado na recuperacao de
hibridos raros de cruzamento incompativeis.

Hanning {1904 foi considerado o pioneiro da técnica
de cultivo de embriées imaturos in vitro, em meios
salinos, suplementados com acucares.

Os estudos de Laibach (1929) deram um grande
impulso ao cultivo de embrides zigdticos, ja que
demostraram a importancia da aplicacao pratica nos
programas de melhoramento de plantas, mais
especificamente nos cruzamentos interespecificos.

Cruzamentos interespecificos e intergenéricos
oferecem, aos melhoristas de plantas um método
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para aumentar a variabilidade genética e para
transferir genes desejaveis entre espécies,
principalmente das selvagens para as cultivadas. Em
tais cruzamentos, padem ocorrer barreiras tanto de
pré como de pés-fertilizacao, resultando em
sementes murchas e embrides abortivos. Por
exemplo, o pélen pode falhar em penetrar um pistilo
estranho ou dois genomas muito distantemente
relacionados podem ser incapazes de produzir um
embrido viavel quando combinados entre si. No
entanto, o uso de hibridacao entre espécies
estreitamente relacionadas esta frequentemente
limitado por fathas do desenvolvimento do
endosperma pos-fertilizacao, ou seja, a fertilizacao
ocorre e 0s embrides comecam a se desenvolver,
porém degeneram antes de atingir a maturidade,
devido a inabilidade do endosperma em suprir
nutricionalmente os embrides. Estes embrioes
hibridos podem ser salvas se forem removidos e
cultivados artificialmente sobre um meio nutritivo
antes que ocorra o aborto.

A possibilidade de se cultivar embrioes imaturos
também oferece excelente oportunidade para se
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estudar a nutricdo do embriao em diferentes
estadios de desenvolvimento (Montoya,1991);
entretanto, as possibilidades de éxito neste tipo de
cultivo, dependem muito do estadio de
desenvolvimento do embrido no momento de ser
resgatado. Também os embrides isolados in vitro
geralmente mostram uma germinagao precoce, ja
que ocorre uma perda dos inibidores ao retirar a
cobertura seminal; outra razéo poderia ser que o
potencial osmdético negativo existente nos embrides
ex vitro, tenha este valor muito mais alto in vitro
(PIERIK, 1990).

De acordo com o exposto, achou-se conveniente
identificar qual seria a idade das macas para o
resgate das sementes-traco, a temperatura de
incubacdo e a concentracao de sacarose utilizada no
meio de cultivo, para se obter maior nimero de

embrides desenvolvidos.

O ensaio foi conduzido em casa-de-vegetacao e no
Laboratdrio de Biotecnologia da Embrapa Algodio,
durante os meses de marco a julho de 2000,

utilizando-se a seguinte metodologia.

Preparacdao das macas

Sementes F1 resultantes do cruzamento de duas
espécies tetrapléides (2n= 4x =52) G.ossypium
barbadense (CNPA 9801) e G.hirsutum (CNPA 7H)
foram cultivadas em casa- de- vegetacéo, a fim de
se realizar a autofecundacao. Para evitar a queda
dos botdes florais, foi aplicada, em sua base, até o
05° ou 08° dias ap6s a polinizagdo, uma solucao de
agua destilada suplementada com 100 mg/L mais 50
mg/L dos horménios acido naftalenoacético (NAA) e

acido giberélico (GA,), respectivamente.

Assepsia das macids

As macas recém-coletadas com 3, 5, 7 e 9 dias
apds a polinizacdo, foram transportadas para o
Laboratdrio de Biotecnologia, onde foram lavadas
com sabéo e dgua corrente e, em sequida, imersas
em etanol a 70% por 1 minuto e posteriormente em

hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo por 5

minutos, seguidos de trés enxagles.

Extracdo das sementes-traco

Concluida a descontaminacao da camara de fluxo
laminar, as sementes- traco estéreis foram
excisadas e colocadas em placas de Petri estéril
sendo posteriormente cultivadas em frascos
contendo meio basico de MS (MURASHIGE e
SKOOG,1962) na concentracido de 50% com 0,5%
de agar suplementado com 10, 8, 6 e 4% de
sacarose e 0,3% de carvao ativado.

Incubacédo cultivo sementes-traco

Apds o plantio das sementes- traco estas foram
incubadas a 25 ou 28 2 °C no escuro. Decorrido um
periodo de 35 a 40 dias os embrides foram
resgatados das sementes-traco e cultivados em meio

fresco a fim de regenerarem plantulas.

Foram utilizados dez frascos por tratamento; cada
um com cinco sementes- tracos por frasco. Trinta e
cinco dias apds o plantio das sementes- traco
avaliou-se o nimera de sementes- traco germinadas.
Utilizou-se um delineamentao inteiramente
casualizado no arranjo fatorial 4x4x2 (quatro idade
de magas, quatro meios, duas temperaturas) com 10
repeticdes por cada tratamento. A avaliacio foi
realizada aos 35 dias apés o plantio. Os dados foram
analisados mediante o procedimento "General Linear
Model (GLM)" do "SAS", versao 6 (1985) e as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Observa-se na Tabela 1 o efeito significativo para
meios de cultivo, idade das sementes-traco e
temperatura de incubacao; entretanto, nao houve
efeito significativo entre as interacées:
concentragao de sacarose com temperatura de
incubacao e concentracao de sacarose com idade da
maca. Estes resultados ndo estdo de acordo com
aqueles apresentados por Rietsema et al. (1953) e
por Hu e Ferreira, (1990) os quais evidenciaram que
diferentes estudos de desenvolvimento do embrido
da planta ornamental (Datura stramonium) quando
cultivados in vitro, requerem diferentes
concentracdes de sacarose e que de uma maneira
geral, guanto mais jovem for o embrido excisado,
mais alta sera a osmolaridade requerida do meio,

respectivamente.




Tabela 1. Resumo da analise de varidncia referente a
variavel nimero de sementes-traco germinadas.

CV(%)

Fonte de Variacdo GL Quadrados Médios'
Meio de cultivo 3 0.088*"
Idade maga 3 0,041*
Temperatura incubacéo 1 0.077*
Concentracao sacarose x ldade maca g 0,02bns
i(;r;:z:n;g:gﬁo sacarose x Temperatura 3 0,005ns
Idade macé x Temperatura incubacéo 3 0,019ns
OISOy g
Erro 2,892 0,015

11,76

(P<0,01}; ns ndo significativo |P < 0,05).

temperatura de incubacéo.

' Dados transformados em ‘X +1; * Significativo {P<0,05); * Significativo

Na Tabela 2 encontra-se o resultado da anélise
estatistica de germinacado das sementes-traco
resultante da hibridacao entre G.ossypium
barbadense (CNPA 9801) e G.hirsutum (CNPA 7H)
para os efeitos de meios de cultivo, idade das macas
e temperatura de incubacao. Observa-se efeito
significativo para meios de cultivo e temperatura de
incubagdo, ndo havendo, no entanto, diferenca para
a idade das macas. Verificou-se que os meios MS
suplementado com 10, 8 e 6% de sacarose nao

Tabela 2. Valores médios do nimero de sementes-traco
germinadas resultantes da hibridacao entre G.ossypium
barbadense (CNPA 9801) e G.hirsutum (CNPA 7H) para
os fatores concentracdo de sacarose, idade maca e

Fatores

N° Sementes-traco Germinadas'

Meios de Cultivo

¥z MS c/ 10% sacarose 1.03 b
Y2 MS ¢/ 8% sacarose 1.02b
Y2 MS ¢/ 6% sacarose 1,02 b
¥ MS ¢/ 4% sacarose 1,10 a
Idade da Macé
3 dias 1.01 a
5 dias 1,07 a
7 dias 1,03 a
9 dias 1,06 a
Temperatura de Incubacéo
25 ¢ 1,03 b
28/°C 1,06 a

{P < 0,01); ns nao significative (P < 0,05).

"Dados transformados em atl ; * Significative (P<0,05); * Significativo
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diferiram entre si com relacao ao nimero de
sementes-traco germinadas, entretanto no meio
acrescido com 4% de sacarose apresentou maior
nimero de sementes-trago germinadas. Em geral,
pode-se dizer que, concentracao mais baixa de
sacarose favorece a germinacao das sementes-
traco.

Com relagao a temperatura de incubacao, a gue
apresentou maior nimero de sementes-traco
germinadas, foi a 28 °C.

Conclusdes

® Concentracdes mais baixas de sacarose
favorecem a germinacao de sementes-traco;

® aidade da maca nio influenciou no niimero de
sementes-traco germinadas,

@ as sementes-traco germinam melhor a
temperatura de incubacao de 28 °C;

® concentracdes de sacarose inferiores a 4% devem
ser estudadas.
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