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INTRODUÇÃO:
A capacidade de regenerar plantas transgênicas de milho está correlacionada com a habilidade de formação de calos
embriogênicos. A regeneração de plantas de milho a partir de embriões somáticos induzidos in vitro se dá em etapas. A
primeira etapa se refere à maturação dos embriões somáticos através do cultivo em meio de cultura com alta concentração
de sacarose, no escuro e sem a adição de reguladores de crescimento (Frame et al.,2002; Vega et al., 2008). A segunda
etapa da regeneração se refere ao desenvolvimento dos brotos e enraizamento. Uma estratégia publicada por Frame et al.
(2011) mostra uma solução para maior eficiência na regeneração de plantas transgênicas do híbrido Hi-II, o qual utiliza um
pré-tratamento de regeneração com menor concentração da auxina 2,4- D. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influencia
e a utilização do sistema de pré-regeneração em conjunto com diferentes concentrações de fitoreguladores 2,4-D e ABA na
etapa de regeneração de plantas.

METODOLOGIA:
Calos embriogênicos do híbrido de milho Hi-II obtidos de embriões imaturos foram cultivados em 5 tratamentos, 4 de Pré-
reg e 1 de RegI (Tabela1): T1: sem 2,4-D; T2: com 0,25 mgL-1 de 2,4-D; T3: com 0,25 mg 2,4-D + 1µM ABA; T4: com 0,1
mgL-1 2,4-D + 1µM ABA; T5: sem 2,4-D + 60 gL-1 de sacarose. Em pré-reg permaneceram 14 dias no escuro a 25oC, no
meio de RegI permaneceram 15 dias sem luz a 25oC. Posteriormente foram transferidos para o meio de RegII e mantidos
em fotoperíodo 16h/8h até a formação de brotos e plântulas. As plântulas com 1,5cm foram transferidas para vidros com
meio RegII. Após, as plântulas foram aclimatizadas e transferidas para vasos e mantidas em casa de vegetação até atingir
a maturidade. O delineamento foi o DCC com 5 repetições. A unidade experimental uma placa de petri com 500mg de calos
embriogênicos. Foram avaliados número de embriões somáticos maduros, plântulas formadas e transferidas para
aclimatização, plantas adultas e espigas formadas por tratamento.



RESULTADOS E DISCUSSÕES:
Os calos embriogênicos cultivados nos tratamentos T2 e T4 apresentaram maior frequência da manutenção da
embriogenicidade comparado aos demais (Tabela 2). Quanto à formação de embriões maduros na etapa de Reg I e
formação de plântula na etapa de Reg II, houve diferença significativa entre os tratamentos, sendo que o T2 foi superior ao
tratamento T1 e ao T5, não diferindo dos T3 e T4 (Tabela 2). No total foram regeneradas 1.081 plantas, sendo que 410
plantas foram geradas do tratamento T2. Comparando o desempenho dos diferentes tratamentos na velocidade da
emergência de plantas após transferidas para a luz, o T2 apresentou uma resposta mais rápida, promovendo a formação
das primeiras plantas em 8 dias (Figura 1). Os T3 e T4 que eram suplementados com 1µM ABA em combinação com o 2,4-
D, apresentaram um aumento no tamanho dos calos de 7 e 8 vezes, respectivamente, do seu tamanho inicia no retardo do
início de formação de plântulas para o T4 em 10 dias e do aumento na produção de plântulas para ambos os tratamentos
em um mês após o T2 (Figura 1). O rápido desempenho na formação de plântulas após a transferência para a luz no
tratamento T2 se deve pela perfeita maturação dos embriões os quais apresentavam estruturas bipolares e
esbranquiçadas, que possuiam eixo embrionário e radicular capaz de formar uma planta completa. Quando estas estruturas
são expostas a luz, recebem estimulo para a germinação. Os embriões maduros são resultado da maturação dos embriões
somáticos devido ao estresse osmótico causado pela alta concentração de açúcar encontrado no meio RegI (Figura 2c, d e
e). Foram aclimatizadas 30 plantas para cada tratamento. O tratamento T2 mostrou melhor resultado tanto no número de
plantas aclimatizadas, apresentando uma frequência de 93,3%, como no numero de plantas adultas obtidas (76,7%) (figura
3).

CONCLUSÃO:
O meio de pré-regeneração se mostrou fundamental na etapa de regeneração de plantas. A adição dos fitoreguladores
ABA e 2,4-D proporcionou um aumento na divisão celular retardando o inicio do desenvolvimento de plântulas. O T2 (Pré-
reg com 0,25 mgL-1 de 2,4-D) demonstrou ser mais eficaz na resposta de produção de plantas no processo de
regeneração
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