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INTRODUCAO

Os programas de melhoramento na cultura do algoddo em todo o mundo tém
passado por grande desenvolvimento tecnoldgico nas Uultimas décadas, motivado
principalmente pelo combate as diversas pragas que infestam o algodoeiro. A utilizacéo das
plantas selecionadas in vitro em programas de melhoramento é uma realidade em muitos
paises. No Brasil, especificamente, o objetivo principal é aumentar a produtividade com
consequente melhora da qualidade das variedades, elevando as caracteristicas das fibras
(Freire, 1999) e aumentando a resisténcia dos gendtipos (Jimenez, 2001) principalmente em
relacdo as doencas, e desenvolver a diversidade dos bancos de germoplasma.

Um sistema eficiente de regeneracéo de plantas in vitro caracteriza-se pela rapida e
continua producao de embriées somaticos (Zhang et al. 2000). Esse tipo de sistema permite
a obtencdo de embribes em larga escala e rejuvenescimento do material vegetal, fator
essencial para a selecdo dos gendtipos melhorados. A solucdo de boa parte das patogenias
gue afetam essa cultura por meio da resisténcia genética constitui-se num fator relevante
para os melhoristas, geneticista e fitopatologistas, pois 0 uso de variedades mais resistentes
a doencas podera contribuir, principalmente em regiées em desenvolvimento, para o
aumento da produtividade, a diminuicdo dos custos de producdo e a protecdo do meio
ambiente, complementando a agricultura convencional.

Objetivou-se, com este trabalho, averiguar o efeito de dois meios de cultura,
Murashige e Skoog (1962) e Nitch (1974), na inducdo de calos embriogénicos e seu
desenvolvimento (peso); sob influéncia dos reguladores de crescimento 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) e 2IP (2-isopenteniladenina) em trés variedades distintas de algodao.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte. Empregaram-se sementes oriundas do Centro Nacional de
Pesquisa do Algoddo (CNPA) em Campina Grande - Pb, de plantas de algoddo das
variedades CNPA ITA 96; CNPA BRS 201 e CNPA FACUAL.

As sementes foram desinfestadas por imersdo em etanol a 70%, durante cinco
minutos e, em seguida, mergulhadas em hipoclorito de sédio (2%) por 20 minutos, e entao
enxaguadas trés vezes em agua destilada e esterilizada, permanecendo em cada enxagiie
por cinco minutos. Posteriormente, as mesmas foram escarificadas, retirando-se totalmente
0 tegumento, e inoculadas, para germinacédo, sobre folhas de papel filtro, em frascos de 300
mL de capacidade e 6,0 cm de didmetro contendo agua destilada e esterilizada (30 mL). As
culturas foram mantidas em sala de incubacdo, sob condigbes controladas de luz
(intensidade luminosa de 30 pM.m™?. s%), fotoperiodo (12 horas de luz), temperatura (26 +
2°C) e umidade relativa controlada.
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Apoés trés dias de germinacdo das sementes foram retiradas porcdes de hipocotilo
com 1,0 cm de comprimento a partir de plantas germinadas in vitro, e inoculadas em frascos
de 300 mL, contendo 30 mL de meio de cultura. Os meios empregados na inducdo de calos
foram MS (Murashige e Skoog, 1962) e Nitch (1974), nos quais adicionaram-se
suplementacdes hormonais (2,0 mg.L™" de 2,4-D e 5,0 mg.L™ de 2IP-C;, 2,0 mg.L" de 2,4-D
e 3,0 mg.L" de 2IP-C,, 2,0 mg.L" de 2,4-D e 2,0 mg.L" de 2IP C;). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés tratamentos e dez repeticbes
por tratamento em cada variedade. O pH foi ajustado para 5,7. As culturas permaneceram
incubadas a uma temperatura de 26 + 2°C, sob um fotoperiodo de 12 horas-luz e
intensidade luminosa de 30 uM.m™. s™. Ap6s quatro semanas, os calos formados foram
subcultivados para meio fresco com a mesma composicao inicial, a fim de obtencédo de um
melhor desenvolvimento, totalizando trés subcultivos subsequientes para realizacdo das
observacdes durante noventa dias.

Os parametros avaliados foram: taxa de inducdo de calos e peso fresco dos
mesmos, sendo realizada a comparacdo das médias pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da taxa de inducdo de calos nas variedades testadas, a FACOAL
demonstrou resultados maximos(100%) nos dois meios de cultura (Figura 1), enquanto a
variedade BRS 201 obteve percentagens relativamente menores 90, 90, 60% para MS e
100, 100 e 90% no meio Nitch, respectivamente, nas trés concentracdes. No meio MS, a
variedade ITA 96 demonstrou taxa mais reduzida na concentracdo C;. Para os meios
propostos em nosso estudo, o Nitch revelou maiores valores na inducdo de calos, sendo a
concentracao C, a que mais propiciou a inducao calogénica nas trés variedades: FACOAL
(100%), BRS 201 (100%) e ITA 96 (100%). Os resultados obtidos evidenciaram a
capacidade de embriogénese somatica nessa cultura in vitro. Embrides sométicos foram
observados por Trolinder e Goodin (1987) em suspensdes celulares de oito cultivares de G.
hirsutum cultivados em meio MS com diferentes concentracdes de 2,4-D e cinetina. Os
resultados obtidos evidenciam formacdo de embriGes somaticos nas trés variedades
trabalhadas, o que ocorreu apds o segundo subcultivo dos calos. Devemos destacar que a
inducdo embriogénica de uma célula somatica ndo é exclusivamente dependente do uso de
reguladores de crescimento, pois Guerra et al. (1999) narram que choques térmicos,
variagdes nos niveis de pH e utilizagdo de outros produtos quimicos, como carvao ativado,
podem também induzir capacidade embriogénica em células somaticas de espécies
vegetais, contudo, observou-se que o uso dos reguladores 2,4-D e 2IP induziu calos
embriogénicos nas variedades propostas. Os resultados quanto a média de peso fresco de
calos, para todas as variedades em estudo nos meios MS e Nitch, suplementados com as
trés concentracbes (Cy, C, e C3), estdo apresentados na Figura 2. No meio MS, observou-se
que os melhores resultados foram da variedade FACOAL, para as concentracbes C; e C,,
enquanto que para a variedade ITA 96, foi a concentracdo C; (0,79g). Para o meio Nitch, a
variedade FACOAL demonstrou a maior média de peso fresco em todas as concentracdes
(2,21g; 2,699 e 1,03g). Ammirato (1986) explicitou, em seus estudos sobre técnicas de
propagacao e cultura de células em plantas, que as condi¢fes ideais para o cultivo in vitro
variam com o genotipo em estudo. Valores analogos podem ser observados quanto a média
de peso fresco, comparando-se uma mesma variedade ou quando se analisam todas
conjuntamente nos diferentes meios e concentragoes.
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Figura 1 — Efeito de trés concentra¢des hormonais na inducéo de calos de Gossypium hirsutum L;
variedades CNPA ITA 96, CNPA BRS 201 e CNPA FACOAL nos meios MS e NITCH.
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Figura 2 — Desenvolvimento de calos de algoddo em gramas nas variedades CNPA ITA 96, CNPA
BRS 201 e CNPA FACOAL sob o efeito de trés concentracées hormonais nos meios de cultura.

CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que, os meios de cultura utilizados
junto com as concentragdes hormonais influenciam na inducéo de calos e no peso fresco
(desenvolvimento) dos mesmaos.
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