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Propagacao /n Vitro de Algodao Via
Embriogénese Somatica

O algodoeiro vem sendo alvo de estu-
dos em uma das areas da Biotecnologia
gue se tornou bastante analisada e
aplicada, a Cultura de Tecidos Vegetais,
com particular interesse nas aplicacoes
voltadas para a area de melhoramento
genético e nas técnicas de propagacao
in vitro. Entre essas técnicas, destaca-
se a embriogénese somatica que,
segundo Barros (1999), é o processo
pelo qual células ou tecidos somaticos
se desenvolvem até a formacao comple-
ta de uma planta.

A inducdo e expressado das possiveis
respostas morfogénicas do cultivo in
vitro sdao dependentes de fatores exter-
nos, quimicos e fisicos, como meio de
cultura, reguladores de crescimento e
condicbes ambientais (VASIL, 1987),
além daqueles inerentes ao material
vegetal, como fatores hereditarios e
estado fisiolégico do explante (THORPE
et al.,, 1991).

No algodado, a embriogénese somatica vem sendo desenvolvida com certa
dificuldade, uma vez que sua obtencao foi conseguida em poucas cultivares
(CARVALHO, 1999). Além disso, esse processo é altamente gendtipo-depen-
dente, ndo havendo, portanto, um protocolo definido que possa ser aplicado a

diferentes cultivares.

Esta circular técnica apresenta a metodologia utilizada na inducao da
embriogénese somatica em algodao, utilizando as cultivares BRS-Seridé e BRS-
Araripe, desenvolvidas pelo CNPA e destinadas a agricultura familiar do semi-
arido nordestino.

Obtencao de Plantas Matrizes

As sementes de algodao foram lavadas com detergente comercial em agua
corrente e desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sddio, a 2% de cloro
ativo, adicionada de duas gotas de Tween-20, durante 20 minutos. Posterior-
mente, em camara de fluxo laminar, procederam-se trés enxagues em agua
bidestilada estéril. Essas sementes foram transferidas para tubos de ensaio
(Figura 1) contendo o meio MS basico (MURASHIGE; SKOOG, 1962), onde
permaneceram por 10 dias até a formacao da planta matriz (Figura 2).
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Inducdo e obtencao de calos
embriogénicos em algodao:

Como explantes foram utilizados segmentos

hipocotiledonares com 1 cm de comprimento, os
quais foram inoculados em placas de Petri (Figura
3) contendo tratamentos de inducdo de calos (IC1
e IC2), compostos por meio MS acrescido de 160

g.L" de MgCl,, 0,3 mg.L" de tiamina, 30 g.L" de
glicose, 1,8 g.L" do solidificante Phytagel e
diferentes concentracdes de reguladores de cresci-
mento: IC1 - 2,0 mg.L" de acido naftalenoacético
(ANA) e 1,0 mg.L" de cinetina (KIN) e, IC2 - 2,0
mg.L" de ANA e 0,1 mg.L" de &cido
diclorofenéxiacético (2,4-D).

Fig. 1. Semente de algodao

inoculada em meio MS. vitro.

Fig. 6. Embrido somético
deformado da cultivar BRS-

Seridé do algodoeiro.

Fig. 5. Aspecto nodular de

calo embriogénico de

algodao.

Fig. 2. Planta matriz cultivada in

Fig. 3. Segmentos de hipocétilo em

meio de inducéo de calos.

Fig. 4. Calos do grupo 1:

textura fridvel e coloracao

creme-esverdeada.



Apds quatro semanas, os calos obtidos foram transferi-
dos para os meios de proliferacao (PC1 e PC2),
compostos pelas mesmas substancias do meio da
inducao, subtraindo-se a tiamina, e com concentracdes
diferentes dos fitoreguladores: PC1 - 0,5 mg.L" de
ANA e 0,1 mg.L'" de KIN e, PC2 - 0,5 mg.L"" de ANA
e 0,05 mg.L" de 2,4-D.

Passadas mais quatro semanas, os calos foram trans-
feridos aos meios de regeneracao, na auséncia de
reguladores de crescimento, tendo como base o meio
MS, acrescido de vitaminas do meio B, (GAMBORG,
1968), 1,9 g.L"' de KNO, e 160 g.L"' de MgCl,,
distribuidos nos seguintes tratamentos: R1 (1 g.L"" de
glutamina + 0,5 g.L" de asparagina + 30 g.L" de
glicose); R2 (1 g.L" de glutamina + 0,5 g.L" de
asparagina + 20 g.L" de sacarose); R3 (2 g.L"' de
glutamina + 30 g.L" de glicose); R4 (2 g.L" de
glutamina + 20 g.L" de sacarose).

Todos os tratamentos utilizados tiveram o pH ajustado
para 5,8, antes da autoclavagem. Os cultivos foram
mantidos em sala de crescimento a 25 + 2°C com
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 50
mmol.m2s™.

Observou-se elevada eficiéncia dos tratamentos
gquanto a formacao e proliferacdo de calos (Figura
4). Comparando os valores obtidos para as cultiva-
res utilizadas, verifica-se maior nimero de calos
potencialmente embriogénicos (fridveis e creme-
esverdeados) em relacdo aos ndao embriogénicos
(compactos e esverdeados ou marrons), com
média de 102,5 e 11,0 para a cultivar BRS
Araripe e de 114,5 e 23,5 para a BRS Seridg,
respectivamente.

Apdés 45 dias em meio de regeneracado, no trata-
mento R1, surgiram calos fridveis, nodulares, de
facil desagregacao e coloracdao amarelo-
esverdeada, caracterizados como calos
embriogénicos (CHEE, 1990), provenientes do
tratamento IC1 da cultivar BRS Serid6 (Figura 5).
No decorrer do quarto més, houve o surgimento
de embrides somaticos (Figura 6) formados a partir
dos calos embriogénicos, entretanto, estes nao
seguiram o desenvolvimento normal, apresentan-
do-se deformados.

Propagacéo in vitro de algodédo via embriogénese somética

O sucesso da embriogénese soméatica depende de
inUmeros fatores relacionados a origem e ao tipo
de material vegetal que, em sua totalidade, dificil-
mente poderao ser controlados, pois cada variedade
reage ou responde de maneira diferente. Assim, o fato
dos calos embriogénicos terem surgido a partir de
apenas uma das cultivares estudadas, mesmo utilizan-
do tratamentos idénticos para ambas, nos sugere que a
habilidade em formar estruturas embriogénicas nao é
uma propriedade intrinseca da espécie, e sim do
gendtipo.
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