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Varios protocolos tém sido explorados visando a
transformacao de algodao, incluindo, o uso do
Agrobacterium, utilizando células meristematicas
(GOULD et al., 1991), cotilédones (FIROOZABADY
et al., 1987), hipocétilo (UMBECK et al., 1987),
calos embriogénicos (LEELAVATHI et al., 2004), o
uso de biobalistica (RAJASEKARAN et al., 2000) e o
uso de transformacao via tubo polinico (ZHOU et al.,
1983). Embora todos esses protocolos tenham sido
relatados, a regeneracao e a transformacéao do
algodao sdo gendtipos dependentes, sendo
extremamente dificeis de atingir o sucesso na
transformacao, devido a presenca de varios
componentes organicos no algodao, particularmente,
a presenca de polifendis, que dificultam o processo
de regeneracao. Com base nisso e no fato de que
alguns métodos de regeneracao/transformacao
apresentarem-se gendtipo especificos, as pesquisas
nesta area ainda continuam, a fim de obter uma
metodologia que ndao se mostre gendtipo especifica e

gue aumente o recuperacao de transformantes de
algodao.

A embriogénese soméatica é considerada uma das
estratégias mais eficazes de regeneracao e
transformacao do algodoeiro, apesar de seu carater
gendtipo-dependente. A transformacao de células
embriogénicas, capazes de regenerar uma planta
inteira, garante a transferéncia dos genes exégenos
a sua progénie e diminui as chances de ocorréncia
de plantas quiméricas (WILKINS et al., 2000).

A fim de viabilizar a transformacao de qualquer
variedade de algodao por embriogénese somatica,
os protocolos de regeneracao existentes tém sido
aperfeicoados através da manipulacao das
condi¢coes de cultura (microambiente) e dos fatores
hormonais e nutricionais do meio de cultivo e,
emprego de explantes distintos dos que até entao
vem sendo utilizados, como explantes de hipocétilo,
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por exemplo. Além disso, a identificacdo mais
precisa dos diferentes tipos de calos possibilita a
selecao apenas dos calos com potencial
embriogénico, os quais poderao ser utilizados com
sucesso na transformacao de algodao via
Agrobacterium, aumentando, assim, a freqiéncia de
transformacao.

De maneira geral, para a obtencao de embrides
somaticos de algodao, segmentos de hipocétilo e
cotilédone sao cultivados em meio MS bésico
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), contendo
concentracoes adequadas de auxina e citocinina
(principalmente 2,4-D e cinetina, respectivamente).
A etapa inicial consiste na inducao da calogénese,
na qual uma massa de calos fridveis dara origem a
regioes embriogénicas. Nessa fase, porém, nao se
utiliza nenhum regulador de crescimento. A fim de
aumentar a eficiéncia de regeneracao de plantas,
diversos fatores e condicoes de estresse tém sido
introduzidos durante a producao e amadurecimento
de embrides globulares. A adicao de altas doses de
KNO,, por exemplo, e o enriquecimento dos meios
de embriogénese com os aminoécidos glutamina e
asparagina foram associados a alta eficiéncia de
producao de embrides somaticos em alguns
protocolos descritos na literatura (MISHRA et al.,
2003; IKRAM-UL-RAQ et al., 2004; WU et al.,
2004). Além disso, a dessecacao tem sido utilizada
para promover a maturacao e a germinacao de
embrides no estadio cotiledonar (KUMRIA et al.,
2003; CHAUDHARY et al., 2003).

Nos dltimos anos, portanto, o sistema de
embriogénese somatica tem tido grandes avancos,
0s quais permitiram a regeneracao de algumas
espécies selvagens do género Gossypium (SUN et
al., 2003), de variedades chinesas de G. hirsutum
(ZHANG et al., 2001; WU et al., 2004), além das
cultivares tradicionais da linhagem Coker (KUMRIA
et al., 2003; CHAUDHARY et al., 2003; IKRAM-UL-
HAQ E ZAFAR, 2004).

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a inducao de calos embriogénicos a partir de
embrides zigdticos das cultivares de algoddao CNPA
ITA-90Il e BRS-CEDRO para posterior emprego na
transformacao genética via agrobactéria.

Este trabalho de pesquisa foi desenvolvido no

laboratério de Cultura de Tecidos parte integrante
do Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Algodao
— CNPA, localizada na cidade de Campina Grande,
PB. Macas com 20 dias de desenvolvimento
coletadas de plantas da cultivar de algoddo CNPA
ITA-90Il mantidas em casa-de-vegetacao foram
selecionadas e levadas ao laboratério, onde foram
lavadas e desinfestadas com solucao de hipoclorito
de sédio a 2,5% e, em seguida, enxaguadas trés
vezes com agua deionizada estéril. Destas macas
foram extraidos os explantes, que foram entao,
cultivados em frascos de cultura contendo meio para
a inducao de calos, que consistia do meio MS bésico
suplementado com as combinacoes dos hormonios
isopentenil-adenina (2iP) e 2,4-D
diclorofenoxiacetato de sédio (2,4D), nas seguintes
concentracdes respectivamente, 0,1 mg.L' e, 0,5;
1,0;2,0e4,0mg.L", 3% de glicose e 0,2% de
fitagel, pH 5,8. Como tratamento testemunha foi
empregado o meio MS sem hormonios (MIEO).
Foram utilizados 18 frascos com cinco embrides
zigoticos para cada meio testado. Os frascos foram
mantidos por 60 dias num fotoperiodo de 16h de luz/
8h de escuro, para desenvolvimento dos calos. Apds
este periodo, foram avaliados: o nimero de
explantes que desenvolveram calos, bem como, o
numero de explantes que desenvolveram plantulas e
que necrosaram. Os dados foram analisados
mediante o procedimento “General Linear Model
(GLM)” do SAS.

Os resultados da inducao de calos em meio MS
suplementado com quatro concentracdes de 2iP e
uma concentracao de 2,4-D, formado a partir de
embrides zigdticos imaturos com 20 dias de
desenvolvimento, estdo apresentados na Tabela 1,
onde nao foi observada diferenca nas variaveis
analisadas entre as cultivares estudadas.

Foi observado que dos quatro tratamentos testados,
o tratamento que produziu o maior nimero de
explantes calejados foi o MIET (MS + 0,1 mg.L" de
2,4D + 0,5 mg.L" de 2iP), com cercade 2,51
explantes com calos (Figura 1). Foi observado um
elevado nimero de explantes necrosados para todos
os tratamentos; no entanto, foi observada diferenca
significativa entre o meio MIE1 e os demais, onde foi
possivel observar um menor nimero de explantes
necrosados, cerca de 6,78 explantes necrosados.
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Tabela 1. Valores médios para os fatores cultivar e
meios, referentes as variadveis explantes calejados,
explantes com desenvolvimento de plantula, explantes
calejados e com desenvolvimento de plantulas e,
explantes necrosados.

Varisveis'

Fatores

Cultivar
CNPA ITA-90II 1,93 a 1,90 a 1,73 a 7,54 a
BRS-CEDRO 1,60 a 2,00 a 1,52 a 8,04 a
Meio
MIEO 1,00 ¢ 5,27 a 1,25 b 5,62 ¢
MIE1 2,51 a 1,25 b 2,51 a 6,78 c
MIE2 2,25 ab 1,24 b 1,54 ab 8,29 ab
MIE3 1,75 abc 1,00 b 1,26 b 9,04 a
MIE4 1,32 be 1,00 b 1,67 ab 9,29 a

Médias seguidas pelas mesmas letras dentro de cada
fator nas colunas nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de LSD a 5% de probabilidade.

'Dados transformados em y=«/m

Fig. 1. Inducéo de calos a partir de embries zigéticos.
Meio MIEO, Desenvolvimento de plantulas; (B) Meio
MIE2, Calos + Plantulas e, (C) Meio MIE1, Calos.

De posse dos calos, estes foram transferidos para
meio MS livre de hormonios para o desenvolvimento
dos mesmos, os quais serao avaliados
histologicamente quanto a sua potencialidade em
gerar embrides somaticos.

Com os resultados gerados neste trabalho pode-se
concluir:

¢ Nao houve diferenca entre as cultivares para
nenhuma das varidveis analisadas

¢ Verificou-se diferenca significativa entre os meios
para todas as varidveis em estudo, destacando o
meio MIE1 para as variaveis calos e, calos com
desenvolvimento de plantula

e Contatou-se que a inducao de calos foi mais
responsiva quando foi empregado o meio MIE1 (MS
suplementado com 0,1 mg.L" de 2,4D e 0,5 mg.L"’
de 2iP)
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