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A embriogénese somética com regeneracdo de planta é uma ferramenta importante
nos programas do melhoramento genético de algumas culturas, mediante a utilizacdo das
técnicas de cultivo de tecido. Na investigacdo dos diferentes niveis de variabilidade, visando &
obtencéo de gendtipos melhorados, a selegdo de embridides ampiifica e otimiza o trabalho de
selecdo. :

As plantas podem ser regeneradas tanto através da organogénese como por
embriogénese somdtica. O Ultimo método & preferido, por serem os embrides somaticos
originados, provavelmente, de uma unica célula somdtica e pela sua facil manipulacdo em
conseqiidncia da auséncia de uma ligagdo vascular destes com o tecido, o que ndo ocorre
com planias originadas através da organogénese.

Uma das mais significativas contribuicdes do cultivo de embricides, que abriu um
enorme potencial para os programas de melhoramento vegetal, bem como para pesquisas
bésicas e aplicadas em genética, refere-se ao cultivo de antera para produgdo de embridides
{Medeiros, 1997).

Até o presente momento, tem sido dificil a manipulag@o do algodZo através do cultivo
de tecidos, com obtencdo da embriogénese somética em poucas cultivares de Gossypium
hirsutum {Davidonis & Hamilton, 1983; Trolinder & Goodin, 1987; Trolinder & Xhixian, 1989;
Gawel & Robacker, 1990) e da espécie silvesire G. klotzchianum (Price & Smith, 1979).
Desafortunadamente, a embriogénese somética parece nao ser uma caracieristica favorével
presente nas plantias cultivaveis atuais 8, portanto, esta habilidade passa a ser dependente de
cada gendtipo e do meio de indugdo dos calos.

A producio de plantas de algodac por meio da engenharia genética estd limitada pela
especificidade da cultivar, j& que a mesma tem que ser embriogénica para que se possa
regenerar a planta; além disso, o algoddo ndo é muito receptivo aos genes estranhos (John &
Stewart, 1992) .embora j& se tenha conhecimento de plantas transgénicas resistentes a
lagartas e tolerantes a herbicidas e a doencgas. Atualmente, os gendtipos que tém mostrado
maior capacidade regenerativa sdo as cultivares Coker. As variedades Coker ndo sdo
exatamente as melhores agronomicamente, mas sdo facilmente transforméveis podendo,
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posteriormente, transferir-se 05 novos genes as cultivares agronomicamente superiores, por
retrocruzamentos genéticos convencionais; mesmao levando-se em consideracdc que a
transferéncia dos novos genes a outras cultivares ndo é tdo facil, com possibilidade de
limitacOes, tais cOmMO: O numero de genes que podem ser levados junto ccm 08 NOVOS genes,
transferidos, o tempo que leva e o intenso trabalho. O ideal seria estabelecer protocolos
adequados para a inducdc da embriogénese somdtica e condiges para conversac dos
embrigides em pidntulas num maior nimerc de cultivres comerciais, para que estas possam
ser transformadas. !

A finalidade do presente trabalho foi desenvolver um método para a obtengdo de
embrides somaticos na cultivar precoce de algodao (Gossypium hirsutum L. 1. latifolium Hutch
cv. CNPA Precoce 2) e seu subseqlente desenvolvimento.

Descrevem-se, a seguir, os protocolos utilizados para a regeneracdo da cultivar CNPA
Precoce 2.

Obtengio do material vegetal

O material vegetal! utilizado para indugéo de calo da cultivar CNPA Pracoce 2 foi obtido
a partir de plantulas procedentes de sementes germinadas in vitro. Foi semeada uma semernte
por tubo de ensaio em meio-base de MS (Murashige & Skoog, 1962); depois de quatro a
cinco dias de iniciada a germinacdo obtiveram-se plantulas, das quais foram retirados os
explantes primdrios. Os explantes utilizados para a indugdo de calo foram fragmentos de
hipocétilo de 4mm de tamanho.

Induciio da embriogénese somatica

Os calos foram iniciados a partir de explantes de hipocétilo em meio de Murashige &
Skoog, suplementado com 0,4 mg/¢ de tiamina mais 0,75 g/L. de MgClz + 0,1 mg/¢ de 2,4D
(4cido 2,4-diclorofenoxiacético) + 0,5 mg// de 2iP (6-y,y-dimetilalilamino purina) com 30 g/l
de glicose e solidificado com 1,6 g/¢ de gelrite. Depois de quatro semanas, 0s calos foram
transferidos ao meio MBs (sais de Murashige & Skoog mais vitaminas Bs mais 0,75 g/l de
MgClz) com os mesmas reguladores de crescimento e nas mesmas concentragdes utilizadas
na indugdc dos calos, substituindo-se a glicose pela sacarose, trocando-se a fonte de
carbono, com base em referéncias que indicam a sacarose como favorgvel 3 inducdo da
embriogénese somética (Shoemaker et al., 1986). ‘

Posteriormente, depois de outras guatro semanas oS calos foram selecionados e
separados do explante inicial e, em seguida, transferidos {1g por repeticéo) a meio MS sem
reguladores de crescimento para ser induzida a embriogénese somdtica. Os calos foram
transferidos para meic fresco a cada quatro semanas, durante cinco subcultivos sucessivos,
retirando-se os embridides formados, que se observavam a olho nu.

O procedimento utilizado para a produgdo de embridides em algoddo consistiu na
inducdo de calo em meio com auxina e citocinina, com posterior transferéncia para meio
fresco com os mesmos reguladores de crescimento; em seguida, os calos foram cultivados
ern meio totalmente livre de reguladores de crescimento, sem nenhum outro suplemento para
induzir a formacdo de embridides (Shoemaker et al., 1986; Shoemaker et al., 1987; Finer,
1088; Firoozabady & DeBoer, 1993). Na literatura sao encontrados trabathos com Gossypium
hirsutum com a utilizacdo de diversas modificacdes do meio-base para inibir a embriogénese
somética (Davidonis & Hamilton, 1983; Voo et al., 1991).
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Germinacdo dos embridides e regeneragéo das plantas

Os embridides formados na cultivar CNPA Precoce 2, utilizados para a germinagao,
foram separados anieriormente dos calos, como forma de semenies nos estades globular,
coragdo, torpedo e cotiledonar; depois, foram semeados em meio sélido ou liquido de SHs
(meio de Stewart & Hsu, 1977} com 20 g/f de sacarose. A cada quatro semanas 0s
embridides, germinados ou ndo, foram transferidos para meio fresco, até se obter a
regeneracdo das plantas o que, normalmente, ocofreu entre oito a doze semanas.

Tratando-se da cultura do algodéo foi obtido maior éxito na germinagdo de embridides
e regeneracdo de plantas em meio SHs, com um baixo nivel i6nico (Froozabady &
DeBoer,1993); entretanto, em outros trabalhos os autores (Davidonis & Hamiiton, 1983;
Finer, 1988; Finer & McMullen, 1980) obtiveram regeneracdo de planta em meio MS sem
NH4NQs, com o dobro da concentracéc de KNQa.

Aclimatacéo

Quando as plantas originadas a partir de embridides continham quatro a cinco folhas
verdadeiras e um sistema radicular ligeiramente desenvolvido, foram transferidas para
condigdes ex vilro.

Para a aclimatacdo das plantulas obtidas mediante embriogénese somatica, seguiram-
se 0s seguinies passos:

as plantas foram retiradas com cuidado para nao danificar o sistema radicular;

a zona gue estava imersa no meio foi lavada com dgua corrente, para eliminar os restos
do mesmo;

3. foi realizado o transplante das plantulas para vasos de pldstico de 10cm de didmetro com
uma mistura de turfa e vermiculita, na proporgdo de 1:1 (v/v). As plantulas foram cobertas
com frascos de vidro, colocados em posigdo invertida. '
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Depois de vinte dias, as cobertas protetoras foram retiradas progressivamente; depois do
periodo de aclimatacdo as plantulas foram transplantadas para vasos maiores e transferidas
para a casa-de-vegetacdo, para completar o seu desenvolvimento até a floragdo e formacéo
de frutos.

O processo todo, desde o pequeno explante até a obtencéo da uma planta regenerada
através de embrides sométicos crescida no solo, pode demorar de 9 a 12 meses.
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