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O cultivo in vitro é de fundamental importância para

o desenvolvimento da Biotecnologia que, na

atualidade, tem rápida evolução. Willadino e Câmara

(2005) mencionam que esta técnica tem várias

aplicações práticas utilizadas amplamente na

agricultura, dentre as quais se destacam a clonagem

de vegetais, o melhoramento genético e a produção

de mudas sadias.

Dentro da cultura de tecidos, a micropropagação é a

modalidade que mais se tem difundido e encontrado

aplicações práticas comprovadas, constituindo-se

em um modo de manterem-se, sempre disponíveis,

explantes sadios e livres de contaminação para

aplicação de técnicas de regeneração e

transformação genética (CABRAL et al., 2003). No

algodoeiro, a técnica de micropropagação pode ser

empregada para conservação de germoplasma,

multiplicação de novas cultivares, produção de

clones - para sua avaliação contra doenças e pragas

- e para propagar linhas androestéreis (CARVALHO

et al., 1999).

Conforme o explante utilizado e sua subseqüente

manipulação, a micropropagação pode ser conduzida

por uma dessas três maneiras: multiplicação por

meio da proliferação de gemas axilares;

multiplicação mediante indução de gemas

adventícias por organogênese ou multiplicação via

embriogênese somática (GRATTAPAGLIA;

MACHADO, 1998).

Barros (1999) afirma que a embriogênese somática

é o processo pelo qual células ou tecidos somáticos

(não sexuais) se desenvolvem até a formação

completa de uma planta, através de uma série de

estágios, característicos do desenvolvimento de

embriões zigóticos. Os embriões somáticos podem

ser obtidos por via direta (regeneração sem

formação de calo) ou por via indireta (através da

formação de calo, massa celular desorganizada).

A embriogênese somática é um importante método

de multiplicação de plantas in vitro em larga escala,

apresentando grande potencial a ser explorado, e

capaz de maximizar a propagação de cultivares já

recomendadas para plantio e vindas de programas

de melhoramento (MACIEL, 2003); além disso, é

uma técnica de grande aplicabilidade para os

estudos básicos relacionados com à fisiologia, à
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genética e à  bioquímica do desenvolvimento

embrionário (YEUNG, 1995).

O objetivo deste trabalho foi induzir a formação de

calos embriogênicos da cultivar CNPA ITA 90 II do

algodão para a posterior obtenção de plantas

regeneradas.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de

Cultivo de Tecidos da Embrapa Algodão, ambiente

em que as sementes da cultivar CNPA ITA 90 II

foram desinfestadas em solução de hipoclorito de

sódio adicionada de Tween 20 e cultivadas in vitro

em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

Após a formação da planta matriz, como fonte de

explantes, foram utilizados segmentos de hipocótilo,

que foram inoculados em placas de Petri contendo

meios de indução de calos (ICG1 e ICG2),

compostos de sais do meio MS acrescido de 10

mg.L-1 de MgCl
2
, 0,3 mg.L-1 de tiamina, 30 g.L-1 de

glucose, solidificante Gelrite e diferentes

concentrações dos reguladores de crescimento: 1)

ANA (ácido naftaleno acético) + KIN (cinetina) -

ICG1, e 2) ANA (ácido naftaleno acético) + 2,4-D

(ácido diclorofenóxiacético) - ICG2; quatro semanas

depois, os calos foram transferidos para os meios de

proliferação (mesmo meio de indução, sem tiamina e

com diferentes concentrações de reguladores de

crescimento). Tanto após a indução quanto após a

proliferação dos calos, realizou-se  uma avaliação,

observando-se coloração, textura e contaminação.

Transcorridas mais quatro semanas, os calos foram

separados do explante inicial e cultivados (1g por

repetição) em diferentes meios de indução da

embriogênese somática, sem adição de

fitorreguladores, onde permaneceram sendo

subcultivados e avaliados a cada quatro semanas.

Em todos os casos, a incubação foi feita em sala de

crescimento mantida a 25 ±  2°C, com fotoperíodo

de 16h luz/8h de escuro e intensidade luminosa de

30 mol.m-2.s-1.

Em ambos os tratamentos utilizados, ocorreu

formação de calos que apresentaram, visualmente,

diferenças quanto à coloração, à textura, à presença

de raízes e à contaminação; esses dados podem ser

averiguados por meio das Tabelas 1 e 2, nas quais

se apresentam as avaliações feitas durante a

indução e proliferação, respectivamente.

O cálculo da percentagem dos calos foi baseado no

total de 180 explantes distribuídos em 20 placas de

Petri.

Verifica-se, de acordo com a Tabela 1, que, na

indução todos os tratamentos apresentaram bom

desenvolvimento de calos friáveis e de coloração

esverdeada, que são os mais propícios ao surgimento

de embriões somáticos; pode-se observar, também, o

surgimento de calos com raízes (Figura 1) no

tratamento em que estavam presentes os

fitorreguladores ANA e KIN.

Fez-se, após quatro semanas da proliferação, nova

avaliação dos calos, podendo-se constatar, na

Tabela 2, que ambos os tratamentos permaneceram

com elevadas percentagens de calos verdes e

friáveis (Figura 2). Pode-se averiguar ainda que

muitos calos do meio PCP2 escureceram,

apresentando coloração marrom.

Posteriormente à proliferação, os calos foram

separados do explante inicial e transferidos para os

meios de indução da embriogênese somática ou

meios de rediferenciação (Figura 3), onde

Tabela 1. Percentagem de calos na cultivar CNPA ITA

90 II nos tratamentos de indução

Tabela 2. Percentagem de calos na cultivar CNPA ITA

90 II nos tratamentos de proliferação
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permaneceram por quatro subcultivos, realizados a

cada quatro semanas. Durante esses subcultivos,

realizaram-se avaliações para verificar o surgimento

de embrióides; entretanto, até o último subcultivo,

os mesmos não foram originados.

Os maiores problemas para o êxito da biotecnologia

aplicada ao algodão estão na dependência do

genótipo e na baixa freqüência de embriogênese

somática, resultando na dificuldade da regeneração

de tecidos transformados (TULI; KUMAR, 2004),

porém muitos pesquisadores têm conseguido obter

plantas regeneradas por meio desta técnica, como é

o caso de Leelavathi et al. (2004), que regeneraram

um elevado número de plantas de algodão

transgênico a partir de calos embriogênicos,

mediante a transformação por Agrobacterium.

Carvalho et al. (1998), avaliando o comportamento

das cultivares CNPA Precoce 2 e Coker 312,

observaram a formação de embrióides, assim como

Ganesan e Jayabalan (2005), que obtiveram sucesso

na embriogênese somática da cultivar SVPR2, em

meio MS suplementado com Picloran, cinetina e

maltose.

Como o desenvolvimento desta técnica no algodão

ainda é um procedimento limitado a poucas

cultivares, torna-se necessário o estudo de outras

variedades, pois o desenvolvimento de protocolos de

cultura de tecidos para induzir uma proliferação

eficiente em um genótipo independente, é um

procedimento desejável para a transformação de

genótipos desta espécie.

Os tratamentos utilizados apresentaram bom

desenvolvimento de calos de coloração esverdeada e

textura friável, observando-se que, nos ensaios de

indução da embriogênese somática da cultivar

estudada não se verificou o surgimento de

embrióides.

A regeneração de plantas não foi possível, devido ao

não surgimento dos embriões somáticos.
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