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Vários protocolos têm sido explorados visando à

transformação de algodão, incluindo, o uso do

Agrobacterium, utilizando células meristemáticas

(GOULD et al., 1991), cotilédones (FIROOZABADY

et al., 1987), hipocótilo (UMBECK et al., 1987),

calos embriogênicos (LEELAVATHI et al., 2004), o

uso de biobalística (RAJASEKARAN et al., 2000) e o

uso de transformação via tubo polínico (ZHOU et al.,

1983). Embora todos esses protocolos tenham sido

relatados, a regeneração e a transformação do

algodão são genótipos dependentes, sendo

extremamente difíceis de atingir o sucesso na

transformação, devido à presença de vários

componentes orgânicos no algodão, particularmente,

a presença de polifenóis, que dificultam o processo

de regeneração. Com base nisso e no fato de que

alguns métodos de regeneração/transformação

apresentarem-se genótipo específicos, as pesquisas

nesta área ainda continuam, a fim de obter uma

metodologia que não se mostre genótipo específica e

que aumente o recuperação de transformantes de

algodão.

A embriogênese somática é considerada uma das

estratégias mais eficazes de regeneração e

transformação do algodoeiro, apesar de seu caráter

genótipo-dependente. A transformação de células

embriogênicas, capazes de regenerar uma planta

inteira, garante a transferência dos genes exógenos

à sua progênie e diminui as chances de ocorrência

de plantas quiméricas (WILKINS et al., 2000).

A fim de viabilizar a transformação de qualquer

variedade de algodão por embriogênese somática,

os protocolos de regeneração existentes têm sido

aperfeiçoados através da manipulação das

condições de cultura (microambiente) e dos fatores

hormonais e nutricionais do meio de cultivo e,

emprego de explantes distintos dos que até então

vem sendo utilizados, como explantes de hipocótilo,
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por exemplo. Além disso, a identificação mais

precisa dos diferentes tipos de calos possibilita a

seleção apenas dos calos com potencial

embriogênico, os quais poderão ser utilizados com

sucesso na transformação de algodão via

Agrobacterium, aumentando, assim, a freqüência de

transformação.

De maneira geral, para a obtenção de embriões

somáticos de algodão, segmentos de hipocótilo e

cotilédone são cultivados em meio MS básico

(MURASHIGE e SKOOG, 1962), contendo

concentrações adequadas de auxina e citocinina

(principalmente 2,4-D e cinetina, respectivamente).

A etapa inicial consiste na indução da calogênese,

na qual uma massa de calos friáveis dará origem a

regiões embriogênicas. Nessa fase, porém, não se

utiliza nenhum regulador de crescimento. A fim de

aumentar a eficiência de regeneração de plantas,

diversos fatores e condições de estresse têm sido

introduzidos durante a produção e amadurecimento

de embriões globulares. A adição de altas doses de

KNO
3
, por exemplo, e o enriquecimento dos meios

de embriogênese com os aminoácidos glutamina e

asparagina foram associados à alta eficiência de

produção de embriões somáticos em alguns

protocolos descritos na literatura (MISHRA et al.,

2003; IKRAM-UL-RAQ et al., 2004; WU et al.,

2004). Além disso, a dessecação tem sido utilizada

para promover a maturação e a germinação de

embriões no estádio cotiledonar (KUMRIA et al.,

2003; CHAUDHARY et al., 2003).

Nos últimos anos, portanto, o sistema de

embriogênese somática tem tido grandes avanços,

os quais permitiram a regeneração de algumas

espécies selvagens do gênero 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 indução de calos embriogênicos a partir de

embriões zigóticos das cultivares de algodão CNPA

ITA-90II e BRS-CEDRO para posterior emprego na

transformação genética via agrobactéria.

Este trabalho de pesquisa foi desenvolvido no

laboratório de Cultura de Tecidos parte integrante

do Laboratório de Biotecnologia da Embrapa Algodão

– CNPA, localizada na cidade de Campina Grande,

PB. Maçãs com 20 dias de desenvolvimento

coletadas de plantas da cultivar de algodão CNPA

ITA-90II mantidas em casa-de-vegetação foram

selecionadas e levadas ao laboratório, onde foram

lavadas e desinfestadas com solução de hipoclorito

de sódio a 2,5% e, em seguida, enxaguadas três

vezes com água deionizada estéril. Destas maçãs

foram extraídos os explantes, que foram então,

cultivados em frascos de cultura contendo meio para

a indução de calos, que consistia do meio MS básico

suplementado com as combinações dos hormônios

isopentenil-adenina (2iP) e 2,4-D

diclorofenoxiacetato de sódio (2,4D), nas seguintes

concentrações respectivamente, 0,1 mg.L-1 e, 0,5;

1,0; 2,0 e 4,0 mg.L-1, 3% de glicose e 0,2% de

fitagel, pH 5,8. Como tratamento testemunha foi

empregado o meio MS sem hormônios (MIE0).

Foram utilizados 18 frascos com cinco embriões

zigóticos para cada meio testado. Os frascos foram

mantidos por 60 dias num fotoperíodo de 16h de luz/

8h de escuro, para desenvolvimento dos calos. Após

este período, foram avaliados: o número de

explantes que desenvolveram calos, bem como, o

número de explantes que desenvolveram plântulas e

que necrosaram. Os dados foram analisados

mediante o procedimento “General Linear Model

(GLM)” do SAS.

Os resultados da indução de calos em meio MS

suplementado com quatro concentrações de 2iP e

uma concentração de 2,4-D, formado a partir de

embriões zigóticos imaturos com 20 dias de

desenvolvimento, estão apresentados na Tabela 1,

onde não foi observada diferença nas variáveis

analisadas entre as cultivares estudadas.

Foi observado que dos quatro tratamentos testados,

o tratamento que produziu o maior número de

explantes calejados foi o MIE1 (MS + 0,1 mg.L-1 de

2,4D + 0,5 mg.L-1 de 2iP), com cerca de 2,51

explantes com calos (Figura 1). Foi observado um

elevado número de explantes necrosados para todos

os tratamentos; no entanto, foi observada diferença

significativa entre o meio MIE1 e os demais, onde foi

possível observar um menor número de explantes

necrosados, cerca de 6,78 explantes necrosados.
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De posse dos calos, estes foram transferidos para

meio MS livre de hormônios para o desenvolvimento

dos mesmos, os quais serão avaliados

histologicamente quanto a sua potencialidade em

gerar embriões somáticos.

Com os resultados gerados neste trabalho pode-se

concluir:

• Não houve diferença entre as cultivares para

nenhuma das variáveis analisadas

• Verificou-se diferença significativa entre os meios

para todas as variáveis em estudo, destacando o

meio MIE1 para as variáveis calos e, calos com

desenvolvimento de plântula

• Contatou-se que a indução de calos foi mais

responsiva quando foi empregado o meio MIE1 (MS

suplementado com 0,1 mg.L-1 de 2,4D e 0,5 mg.L-1

de 2iP)
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MIE2, Calos + Plântulas e, (C) Meio MIE1, Calos.
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