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Resumo

O algodao, excelente fonte de fibras téxteis, é cultivada em varios paises e, em
razdo de sua importancia econdémica, buscam-se métodos de transformacao do
algodao. De vez que um dos pré-requisitos para a transformacao de plantas é o
desenvolvimento de protocolos de regeneracao, desenvolveu-se, neste estudo,
um protocolo de micropropagacédo adequado a inducéo de superbrotamento in
vitro em algodao (Gossypium hirsutum L.) CNPA 97.668. As sementes
selecionadas foram lavadas e desinfestadas com solucao de hipoclorito de sédio
a 1% de cloro ativo e, em seguida, enxagladas trés vezes com agua deionizada
estéril para, posteriormente, serem cultivadas em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio MS, suplementados com 3% de sacarose; 0,65% de agar e pH
ajustado para 5,8, vedados com fita-filme. Esses tubos foram mantidos no
escuro pelo tempo de 48 - 72 horas e depois durante 20-25 dias a 28 2 C a um
fotoperiodo de 16h luz/8h de escuro, para desenvolvimento da plantula. Dessas
plantulas, extraiu-se o apice caulinar, colocado em frascos contendo meio MS
suplementado com diferentes combinacdes dos hormonios 6-Benzilaminopurina
(BAP) (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg.L") e cinetina (KIN) (0,0; 1,0 mg.L") e
numerados de MB O (livre de horménio) a MB 25. Dez frascos, contendo trés
explantes cada um, foram empregados por tratamento e, depois, mantidos em
camara de crescimento, durante 45 dias, e s6 entdo, o nimero de brotos por
explante foi coletado e submetido a anélise estatistica, cujos dados foram
analisados mediante o procedimento "General Linear Model (GLM)" do SAS,
destacando-se o meio MS suplementado com as combinacdes de 2,5 mg.L" de

BAP + 1,0 mg.L" de KIN.
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2Eng. Agr., DSc., Embrapa Algod&do, Rua Osvaldo Cruz, 1143, Centenéario, CP 174, CEP: 58107-720
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Abstract

Cotton is an execellent natural source of textile fibers and is cultivated in many
countries. Because of its economic importance, cotton transformation protocols
are need. A prerequisite for cotton transformation is the development of
regeneration protocols. In this study was developed a micropropagation method
for the CNPA 97-668 cotton cultivar based on in vitro multiple shoots
induction. Selected seeds were washed and desinfested with 1% . was removed
by rising the seeds three times with sterile glass-distilled water and then
inoculated in test tubes containing 10 ml of MS media, suplemented with 3%
sucrose and 0.65% agar. The tubes were incubated in the dark for 48-72 h and
then maintained for 20-25 at 28 2 C with a 16 h photoperiod. From these
plantlets shoot apexis were were extracted and subcultured in baby food vessels
containing MS media suplemented with different combinations of 6-
Benzylaminopurine (BAP) (0.0; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5 and 3.0 mg.I'") and Kinetin
(KIN) (0.0; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5 and 3.0 mg.I-1) and numbered from MBO (MS
free of hormonies) to MB25. Five flasks were used for each treatment with three
explants per flask. The treatments were maintained for 45 days and then the
number of shoots from each explant was colected and statistic analysed. The
data were analysed by using the General Linear Model (GLM) of SAS program.
MS medium suplemented with 1.5 mg.I"" of BAP and 1.5 mg.I-1 of KIN
produced the highest number of shoots.

Index terms: cotton; multiple shoots; phytohormonies
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Introducao

O algodao é uma planta de grande importancia econdmica em virtude dos
produtos que sintetiza, em que quase tudo é aproveitado destacando-se,
sobretudo, a fibra, principal produto, com larga utilizacao no ramo industrial
téxtil, pois é através dela que se fabricam os diversos tipos de tecido. Assim e
através de estudos cada vez mais avancados e que se procura desenvolver
técnicas para o melhoramento desta planta, visando a sua uniformidade e
resisténcia e, também, reduzir os niveis de agressdo ao meio ambiente. A planta
pertence ao género Gossypium, familia Malvaceae da ordem das Malvales.

Da necessidade do melhoramento do algodao é que surgem os estudos da
cultura de tecidos, que consistem no crescimento, multiplicacéo e
desenvolvimento de células ou pedacos de tecidos, chamados explantes que,
colocados em um meio nutritivo, originam outros tecidos ou mesmo 6rgaos da
planta, sobretudo brotos, a partir dos quais podem dar origem a varias plantas
geneticamente idénticas; desta forma se pode, em um meio de cultura adequado
com reguladores de crescimento, incorporar alguma caracteristica genética de
interesse econdmico no explante o qual passara a caracteristica aos brotos,
permanecendo presentes nas plantas futuras.

Assim, pode-se encurtar o ciclo do melhoramento, ja que os cultivos in vitro ndo
dependem das mudancas estacionais, reduzem as barreiras reprodutivas da
hibridacdo sexual mediante o resgate de embrides e produzem centenas, e até
milhares, de plantas em um espaco pequeno, economizando tempo na
multiplicacdo das novas cultivares e hibridos (CARVALHO et al., 1999).

A propagacao vegetativa in vitro, também denominada micropropagacao, por
causa do tamanho dos propdagulos utilizados, é a aplicacado mais pratica da
cultura de tecidos e aquela de maior impacto (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998). A micropropagacéao é, também, a técnica utilizada na execucéao deste
trabalho, cujo foco principal é atribuido ao superbrotamento. Partindo-se do
apice caulinar excisado da planta matriz do algodao cultivada in vitro e o
colocando em um meio de cultura adequado, contendo reguladores de
crescimento, as citocininas BAP (6-benzilaminopurinas) e KIN (cinetina), varios
brotos dardo origem a novas plantas geneticamente idénticas.

Objetivou-se, com este trabalho, desenvolver um protocolo adequado de
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micropropagacao para a inducéo de superbrotamento do gendtipo de algodao
CNPA 97.668, em meio basico MS suplementado com combinacdes de 6-
benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN) e, assim, obter o meio com a
concentracao de reguladores de crescimento que melhor desenvolveu o explante.

Material e Métodos

Local do Experimento

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia - Cultura de Tecidos
da Embrapa Algodao - CNPA, na cidade de Campina Grande, Paraiba.

Material Vegetal

Na execucao do estudo, utilizou-se o gendtipo de algodao Gossypium hirsutum
L. CNPA 97.668, com sementes cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - EMBRAPA, Centro Nacional de Pesquisa de Algodao, em
Campina Grande, PB. Para execucao dos ensaios utilizaram-se plantas
originadas a partir de sementes germinadas in vitro obtendo-se, posteriormente,
os explantes.

Obtencéao de Planta Matriz
a) Preparacado do Meio de Cultura

Para germinacao de sementes foi utilizado, como meio de cultura, o meio MS
basico (Murashige e Skoog, 1962), que continha as solucdes com as fontes de
nutrientes e carbono, suplementados com 30 g.L-1 de sacarose, pH ajustado
para 5,8 e 6,5 g.L-1 de agente solidificante, dgar. Depois de misturadas as
solucodes, distribuiram-se 10 mL do meio em tubos de ensaio de vidro, de 25 x
150 mm, os quais foram fechados com tampa de prolipropileno e autoclavados,
a uma atmosfera e 120°C, durante 20 minutos.

b) Germinacao das Sementes

As sementes foram selecionadas, lavadas com agua corrente e sabao, depois
desinfestadas em solucdo com hipoclorito de sédio a 1% (40 mL de hipoclorito
de sédio - a 2,5%, e 60 mL de 4gua deionizada), com uma gota de Tween 20,
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durante 20 minutos sob agitacdo. Utilizando-se pincas e bisturi previamente
esterilizados, as sementes foram transferidas para placas de Petri, contendo papel
filtro também esterilizado, e cultivadas nos tubos de ensaio com o meio MS
previamente preparado, que novamente foram tampados e vedados com filme de
PVC; a seguir, os tubos com as sementes cultivadas foram mantidos no escuro,
durante 48-72 horas, para germinacao. Os tubos com as sementes germinadas
foram transferidos para a camara de crescimento a um fotoperiodo de 16h luz/8h
de escuro e intensidade luminosa de 30 ymol.m-2.s-1, para o desenvolvimento
da planta, pelo tempo de 15-20 dias, para excisao do apice caulinar.

Inducéo de Superbrotamento

a) Preparacao do Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado para indugcao de superbrotamento consistiu de meio
MS basico suplementado com diferentes combinacdes dos reguladores de
crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg.L") e
cinetina (KIN) (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg.L"). As solucdes foram
distribuidas em 10 frascos para cada combinacdo com os dois horménios com
20 mL de meio, enumerados de MBO (livre de fitohormonios) a MB25,
totalizando 26 tratamentos; enfim, os frascos foram fechados com tampa de
prolipropileno e autoclavados a uma atmosfera 120°C, durante 20 minutos.

b) Excisdo de apice caulinar

Na camara de fluxo laminar com placas de Petri contendo papéis filtro
previamente esterilizado, juntamente com instrumentos também esterilizados e
flambados (pingas, bisturis e tesouras), os apices caulinares foram extraidos das
plantulas e inoculados nos frascos com os meios ja preparados, aos quais foram
colocados 3 explantes em cada frasco, totalizando 30 explantes por tratamento
(lembrando que cada meio com as combinacdes de hormonio contém 10 frascos)
e novamente tampados e vedados com filme de PVC.

Os cultivos foram mantidos na camara de crescimento a 28 2°C com fotoperiodo
de 16h de luz/8h de escuro e intensidade luminosa de 30 ymol.m-2.s-1. O
desenvolvimento dos brotos foi observado com freqliéncia e, no intervalo de 10
a 15 dias, fez-se a repicagem para novos meios contendo as mesmas
concentracoes de horménio designado renovando, assim, os nutrientes de que
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os explantes necessitam para seu desenvolvimento e, com isto, induzir o
superbrotamento.

Completados 45 dias, fez-se a anélise dos brotos em cada explante e somente
aqueles que formaram mais que dois brotos por explante foram considerados
inducéo de superbrotamento. Os dados foram analisados usando-se o
procedimento "General Linear Model (GLM)" do SAS. Os resultados foram
significativos; s6 entdo foi aplicado o teste de Tukey, o qual indicou o meio que
mais se destacou.

Resultados e Discussédo

Inducio do Superbrotamento dos Explantes de Apice Caulinar

O emprego de apice caulinar como explante para superbrotamento foi muito
eficaz, ja que o mesmo apresenta alto poder de diferenciacdo, gerando novas
partes na planta. Uma vez isolado e posto em um meio de cultura contendo
nutrientes e diferentes concentracoes de reguladores de crescimento (fitormdnio)
citocinina (BAP e KIN), verificou-se o desenvolvimento de vérios brotos a partir
de um Unico explante; dentre os 26 meios testados, o nomeado MB 7 foi o que
melhor respondeu a este genétipo de algodao (Tabela 1).

O MB 0O, isto é, livre de reguladores de crescimento (fitohormoénios) nao
apresentou broto algum pois se constituia de meio MS bésico (sem horménios);
foi feito s6 para controle, enquanto os explantes apenas se alongaram, fato que
mostra que a presenca dos reguladores de crescimento foi essencial para induzir
brotacoes.

Em alguns tratamentos os explantes se apresentaram com baixo nimero de
brotos e, alguns casos, ainda encontravam-se necrosados ou contaminados,
fazendo com que a média estatistica baixasse. Com base nisto, foi necessario
refazer o experimento com os meios mais criticos (baixo nimero de brotos) e
que mais necrosaram, totalizando 11 meios, sendo eles: MB 1, MB 2, MB 3,
MB 4, MB 7, MB 8, MB 11, MB 12, MB17, MB 18 e MB 23. Diante do
exposto, apesar do MB 7 ter apresentado a melhor resposta, foi incluido neste
novo teste e verificou-se que realmente foi melhor, confirmando o resultado
anterior.
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Tabela 1. Valores médios de tratamento referentes a varidvel nimero de brotos, dos
26 tratamentos com hormonio, do gendtipo de algoddo CNPA 97.668.

MB 7 1,5 1,6 2,331 A

MB 8 2 1,5 2,219 AB

MB 6 1 1,56 2,184 AB

MB 14 2,5 2 2,127 ABC
MB 13 2 2 2,079 ABCD
MB 3 2 1 2,073 ABCD
MB 9 2,5 1,5 2,059 ABCD
MB 5 3 1 2,045 ABCD
MB 16 1 2,5 2,025 ABCD
MB 10 3 1,5 2,018 ABCD
MB 21 1 3 2,015 ABCD
MB 19 2,5 2,5 1,949 ABCD
MB 1 1 1 1,947 ABCD
MB 12 1,5 2 1,896 ABCD
MB 15 3 2 1,868 ABCD
MB 24 2,5 3 1,854 ABCD
MB 20 3 2,5 1,839 ABCD
MB 25 3 3 1,791 ABCD
MB 22 1,6 3 1,749 ABCD
MB 11 1 2 1,705 ABCD
MB 23 2 3 1,675 BCD
MB 2 1,5 1 1,675 BCDE
MB 4 2,5 1 1,494 CDE
MB 17 1,6 2,5 1,454 DE

MB 18 2 2,5 1,452 DE

MB O - - 1,000 E

CV2 % 26,003

" Dados transformadosemy = ./x 1 Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre

si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
2 Coeficiente de variacédo

Os dados do segundo experimento foram analisados da forma ja citada e de
acordo com a Tabela 2, isto é, com os 11 meios analisados, se confirmou, que
o MB 7 é o meio mais adequado para o superbrotamento deste genétipo de
algodao, destacando-se o fato de que um explante apresentou 21 brotos.

Tendo em vista, segundo Caldas et al. (1998) que, o BAP induz a formacéo de
grande nimero de brotos e alta taxa de multiplicacdo enquanto KIN permite
apenas o crescimento normal sem brotacées multiplas, era de se pensar que o
explante desenvolveria maior nimero de brotos se a quantidade de BAP fosse
maior que a de KIN, porém o gendtipo CNPA 97.668 respondeu melhor com a
concentracao igual dos dois hormodnios, ou seja, com relacdo entre BAP e KIN
igual a 1,5. Na Figura 1 nota-se o resultado do superbrotamento em que o meio
MB 7 foi o mais adequado para este genétipo.
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Tabela 2. Valores médios de tratamento referentes a varidvel nimero de brotos, dos

11 tratamentos refeitos com horménios do gendtipo de algoddo CNPA 97.668.

BAP (mg. L-1) KIN (mg. L-1) Média1
MB 7 1,5 1,5 3,099 A
MB 2 1,5 1,0 2,838 AB
MB 3 2,0 1,0 2,687 ABC
MB 1 1,0 1,0 2,650 BCD
MB 8 2,0 1,5 2,627 BCD
MB 4 2,5 1,0 2,593 BCD
MB 23 2,0 3,0 2,333 CDE
MB 11 1,0 2,0 2,316 CDE
MB 12 1,5 2,0 2,259 CDE
MB 17 1,5 2,5 2,240 DE
MB 18 2,0 2,5 2,093 E
CcV2 % 21,083

'Dados transformadosemy = /x 1 .Meédias seguidas das mesmas letras nédo diferem significativamente

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
2Coeficiente de variacéo

]

Fig. 1 Desenvolvimento
dos &pices caulinares apés
45 dias. Em A, explantes
em meio MB O (sem
fitohormdnios), que néao
induziram o

Foto: Eric Beserra

superbrotamento, mas
somente a alongacdo. Em
B, o meio MB 7 (com
fitohormonios) apresentou
a maior taxa de
superbrotamento.




Técnica de Micropropagacédo In Vitro do Gendtipo de Algodéo ... 14

Respostas similares a relacdo BAP:KIN foram obtidas por Carvalho et al. (2000)
para a cultivar 7H e por Agrawal et al. (1997) com CRK 5186, que verificaram
maior nimero de brotos com 2,5 mg dos dois reguladores. Apesar da dose mais
elevada, a relacdo BAP:KIN foi igual a 1,5 mg.L-1, a mesma observada neste
experimento.

Lima et al. (2004) realizaram um trabalho semelhante para testar o meio mais
adequado para a micropropagacao da cultivar CNPA ITA-90 II; concluindo-se
que 0 meio que propiciou o maior nimero de brotos, foi suplementado com 1,0
mg.L-1 de BAP e 3,0 mg.L-1 de KIN. Os explantes necessitaram de relacdo bem
diferente das citocininas, com KIN em maior quantidade que o BAP.

Conclusodes

e O apice caulinar pode ser usado como explante em trabalhos de
micropropagacao in vitro.

* BAP e cinetina na concentracédo de 1,5 mg.L-1 maximizam o superbrotamento
de apices caulinares do gendétipo CNPA 97.668.

e A presenca de cinetina e BAP no meio é essencial para a inducéo de brotacdes
laterais (ou superbrotamento).
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