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Procedimentos para indução de calos embriogênicos em

algodão

Na investigação dos diferentes

níveis de variabilidade visando

à obtenção de genótipos

melhorados, a seleção de

embrióides amplifica e otimiza

o trabalho de seleção.

Por se tratar de uma

ferramenta importante nos

programas de melhoramento

genético de algumas culturas,

a produção de embriões

somáticos, mediante o cultivo de tecidos in vitro, é uma técnica de

interesse, já que permite a obtenção de embriões em grande escala,

com elevada taxa de multiplicação e o rejuvenescimento do material

vegetal (SANTANA,1993).

Segundo Zhang e Zhao (1997), citados por Zhang et al. (2000), técnicas

in vitro podem prover meios de se obter ou induzir  variação somoclonal

ou, ainda, introduzir importantes genes, como genes para resistência a

pragas e doenças, através da engenharia genética. As técnicas da

engenharia genética estão amplamente baseadas no cultivo de tecidos,

pois a transformaçãorequer que se possa cultivar, in vitro, protoplastos,

células e tecidos vegetais, que se vão transformar e cujas células

transformadas possam regenerar plantas (GYVES, 1994).

De acordo com Tuli e Kumar (2004),  os maiores  problemas para o

êxito das aplicações da biotecnologia em algodão estão na dependência

do genótipo (GANESAN e JAYABALAN, 2005) e na baixa freqüência de

embriogênese somática, resultando na dificuldade da regeneração de

tecidos transformados, razão por que, até o momento, a manipulação do

algodão através do cultivo de tecidos por meio da embriogênese

somática, se limita a poucos acessos de Gossypium hirsutum

(DAVIDONIS e HAMILTON, 1983; TROLINDER e GOODIN,1987;

TROLINDER e XHIXIAN, 1989), Gossypium klotzchianum (PRICE e

SMITH, 1979)  e  G. barbadense (SAWAHEL, 2001).

A eficiência da embriogênese somática em algodão também pode estar

associada a genes que codificam suas proteínas envolvidas em respostas

inicial e fisiológica, bem como nos subseqüentes estádios de

desenvolvimento dos embriões somáticos (ZENG et al., 2006).
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Entre as cultivares  de Gossypium hirsutum L., as

mais utilizadas nos trabalhos de embriogênese

somática são as linhagens derivadas da  cv. Coker,

devido a competência para regeneração, tal como

Coker 201 e Coker 312, que se têm tornado

cultivares padrão em cultura de tecidos e

transformação genética de algodão (RAO et al.,

2006). Apesar de já existir um protocolo de

regeneração descrito para a Coker, a

reprodutividade em nível laboratorial tem sido

limitada, fazendo-se necessários alguns ajustes para

estabelecimento de um protocolo de larga utilização

na área de cultivo de tecidos.

Esta Circular Técnica apresenta metodologia de

indução de calos embriogênicos em algodão, de

modo a otimizar um protocolo efetivo que possa  ser

utilizado  nos programas de melhoramento genético

e, conseqüentemente, no processo de obtenção de

plantas de algodão transgênicas.

Procedimentos para indução dos calos

embriogênicos

Inicialmente, 300 sementes da cultivar Coker 312

foram colocadas em tubos de ensaios (uma semente/

tubo), contendo meio MS (MURASHIGE e SKOOG,

1962), para germinação in vitro e servirem de

planta-matriz.  Para a indução dos calos sete dias

após a germinação, tomaram-se segmentos de

hipocótilo os quais foram colocados em placas de

Petri e aí cultivados por quatro semanas. O meio

básico de cultivo utilizado foi o MS -  30 g/L de

glucose,  2,5 g/L de gelrite e 0,75 mg/L de MgCl
2
,

suplementado com: 1) 0,1 mg/L de 2,4D (ácido

diclorofenoxiacético) + 0,5 mg/L de Cinetina -

MS1; 2) 0,1 mg/L de ANA (Ácido naftalenoacético)

+ 5,0 mg/L Cinetina - MS2, ambos ajustados para o

pH=5,8.

Para proliferação dos calos após as quatro semanas,

os explantes com os calos desenvolvidos foram

transferidos para os respectivos meios onde foram

mantidos durante mais quatro semanas.

Decorrido  este período, os calos (na fase de

rediferencição) foram separados do explante inicial e

transferidos para o meio contendo sais MS e

vitaminas do meio B5 (GAMBOR et al., 1968), na

ausência de fitorreguladores, com o dobro de nitrato

de potássio (1,9 g KNO
3
).

Utilizaram-se, para cada tratamento, 15 repetições

com 12 explantes por placa.  Em todos os casos os

cultivos foram mantidos a 30 ºC com um

fotoperíodo de 16 horas de luz e intensidade

luminosa de 50 µmol/m2/s.

Para constatação da rediferenciação dos tecidos e

da formação de embrióides, retiraram-se amostras

de calos subcultivados na ausência de

fitorreguladores os quais foram analisados por

microscopia eletrônica de varredura; para tanto, as

amostras foram fixadas em tampão cacodilato de

sódio 0,2 M, contendo glutaraldeído (2,5%) e

paraformaldeído (4%), durante 12 horas; após este

período foram lavados três vezes em tampão

cacodilato 0,1 M, durante 10 minutos por lavagem e

pós-fixados em  solução de tetróxiodo de ósmio

(1%), em tampão cacodilato 0,2 M por 1 hora.

Procederam-se a mais três lavagens em tampão

cacodilato 0,1 M, durante 10 minutos e posterior

desidratação progressiva com etanol 10% a 100%

de etanol, por 10 minutos cada uma; na última

lavagem as amostras permaneceram 1 hora em

etanol 100%  antes de se realizar a secagem até o

ponto crítico. As amostras foram montadas em

suportes metálicos, cobertas com ouro por 180

segundos, utilizando-se metalizador Fine Coat – íon

Sputter/JFC-1100 e observadas no microscópio de

varredura (JEOL – JSM/5600LV/Scanning Electron

Microscope).

Tem-se, a seguir, o fluxograma de obtenção de

embrióides (Figura 1).

Obtiveram-se, através do protocolo MS

suplementado com 0,1 mg/L de 2,4D  + 0,5 mg/L

de Cinetina, calos de coloração amarelo-esverdeado

e  aspecto friável.

Quando os calos obtidos não foram inoculados em

meio MS na ausência de fitorreguladores, observou-

se que embrióides foram induzidos, sendo

observados a olho nu (Figura 2).
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Fig. 1. Fluxograma das etapas da regeneração de
plantas de algodão a partir de explante de hipocótilo, via
embriogênese simática

Fig. 2. Indução de calos embriogênicos (A) e de
embrióides (B) da cultivar  Coker 312  em  meio  MS  na
ausência  de  fitorreguladores, a partir do  meio
suplementado com 2,4 D e Cinetina.

No protocolo MS suplementado com 0,1 mg/L de

ANA + 5,0 mg/L Cinetina, não se constatou a

formação de embrióides e os calos escureceram nos

subcultivos sucessivos.

A partir da análise dos tecidos processados por

microscopia eletrônica de varredura (Figura 3), nas

amostras dos calos provenientes do protocolo MS

suplementado com 0,1 mg/L de 2,4D  + 0,5 mg/L

de Cinetina e   subcultivados em meio MS (na

ausência de fitorreguladores), foi possível se

constatar a rediferenciação dos tecidos,

confirmando a embriogênese somática.

Coker 312  em  meio  MS  na  ausência  de

fitorreguladores, a partir do  meio suplementado

com 2,4 D e Cinetina
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