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RESUMO

SOARES, Taiza da Cunha. Msc; Universidade Estadual da Paraiba/ Embrapa Algodao;
Fevereiro de 2013; Inducdo da morfogénese in vitro em cultivares do algodoeiro:
Orientadora: Julita Maria Frota Chagas Carvalho; Coorientador: Everaldo Paulo de Medeiros.

O Algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), planta da familia Malvaceae, ¢ uma das culturas
mais importantes no cenario agricola mundial. O surgimento de novas cultivares mais precoces,
produtivas e de fibra colorida, tornou-se um atrativo para novos mercados, culminando numa
demanda pelo uso de novas tecnologias. O cultivo in vifro ¢ uma importante ferramenta
biotecnoldgica aplicada a agricultura no melhoramento vegetal. O presente trabalho objetivou
induzir a morfogénese in vitro em genotipos do algodoeiro, tanto por embriogénese somatica
quanto por organogénese, com intuito de estabelecer um protocolo de micropropagacdo para
auxiliar nos programas de melhoramento genético e transgenia da cultura. Para o estudo da
embriogénese somatica, utilizou-se quinze genétipos de cultivares do algodoeiro, dos quais
foram selecionados quatro, a BRS Rubi, Coker 312, BRS 201 ¢ CNPA Precoce 1, conforme
analise por medidas de reflectancia na regido de 1100 a 2500 nm e analise de componentes
principais (PCA). As cv. Coker 312 e BRS Seridé foram utilizadas como modelo para
comparacdo dos espectros. As sementes dos genotipos selecionados foram cultivadas in vitro
para obten¢do de plantulas matrizes, das quais foram retirados os segmentos hipocotiledonares e
inoculados em placas de Petri contendo meio MS basal (Murashige e Skoog) suplementado com
2,0 mgL'l de ANA + 1,0 rngL'1 de KIN para indugdo de calos. Apos quatro semanas os calos
formados foram transferidos para meio de proliferagdo contendo 0,5 mgL™ de ANA + 0,1 mgL"
de KIN. Em seguida, por¢des friaveis dos calos foram transferidas para meios de rediferenciacao
isento de fitorreguladores e adicionados de 2,0 gL de glutamina isolada ou associada a 20,0
mgL™" de quitosana. Apods oito semanas de cultivo, foi avaliada a presenca/ auséncia e a
quantidade de embridides por por¢do de calo. Os ensaios foram mantidos em camara de
crescimento a 25+2°C com fotoperiodo de 16 h de luz e intensidade luminosa de 40 pmol m™s™.
Todos os explantes das cultivares estudadas produziram calos, no entanto, somente a BRS Rubi e
a Coker 312 produziram embrides somaticos, embora com freqiiéncia muito baixa. Os protocolos
de inducdo e proliferagao de calos embriogénicos foram eficazes para todos os gendtipos
avaliados. Durante a rediferenciacdo, cada cultivar respondeu diferenciadamente, o que ¢é
explicado pelo genotipo — dependéncia que torna o algodoeiro tdo recalcitrante. Para os ensaios
da organogénese, foi utilizada somente a BRS Rubi, da qual, foram excisados explantes oriundos
de nos cotiledonares de plantulas cultivadas in vitro para indugdo dos brotos e inoculados em

meio MS suplementado com 15,0 mgL"' de quitosana + 3,0 mgL"' de 6-benzilaminopurina
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(BAP) associados a diferentes concentragdes (0,0 mgL™; 0,1 mgL™; 0,5 mgL™; 1,0 mgL™) de
Cinetina (KIN), acido indolbutirico (AIB) e acido naftalenoacético (ANA). Foram realizados 13
tratamentos com 10 repeticdes e trés explantes por frasco, em delineamento inteiramente
casualizado, com planejamento fatorial 3 x 4 + 1, sendo trés tipos de fitorreguladores, quatro
concentragdes associados ao BAP e QUI mais uma testemunha. As variaveis analisadas foram
niumero de brotos/explante e tamanho do maior broto. Os melhores resultados tanto para o
niamero de brotacdes, quanto para o tamanho dos brotos foram alcangados nos tratamentos
suplementados apenas com BAP e quitosana. Entretanto, a quitosana isolada ndo contribuiu para
o superbrotamento. Nesse sentido, pode-se concluir que, outros estudos acerca da organogénese
na cv. BRS Rubi utilizando somente a citocinina BAP devem ser realizados, e assim definir a

melhor concentragdo para produzir o maior nimero de brotos.

Palavras-chave: Embriogénese somatica; Gossypium hirsutum L.; Infravermelho proximo

(NIR); Organogénese; Quitosana.
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ABSTRACT

SOARES, Taiza da Cunha. Ms Paraiba State University / Embrapa Cotton; February 2013;
Induction of in vitro morphogenesis in cotton cultivars: Advisor: Maria Julita Frota Chagas
Carvalho; Coorientador: Everaldo Paulo de Medeiros.

The Cotton (Gossypium hirsutum L.) plant family Malvaceae, is one of the most
important crops in the world agricultural scenario. The emergence of new cultivars earlier,
productive and colored fiber, has become an attraction to new markets, culminating in a demand
for the use of new technologies. The in vitro culture is an important tool biotechnology applied
to agriculture in plant breeding. The present study aimed to induce in vitro morphogenesis in
cotton genotypes by both somatic embryogenesis and by organogenesis, aiming to establish a
micropropagation protocol to assist in breeding programs and transgenic crop. For the study of
somatic embryogenesis, we used fifteen genotypes of cotton cultivars, of which four were
chosen, the BRS Rubi, Coker 312, BRS 201 and CNPA Precoce 1, according to analysis by
reflectance measurements in the region from 1100 to 2500 nm and principal component analysis
(PCA). The cv. Coker 312 and BRS Seridé were used as template for comparison of spectra.
Seeds of selected genotypes were cultured in vitro for obtaining plantlets matrices, including
hypocotyl segments were removed and inoculated in Petri dishes containing MS basal medium
(Murashige and Skoog) supplemented with 2,0 mgL”' NAA + 1,0 mgL” KIN for callus
induction. After four weeks the calli were transferred to proliferation medium containing 0,5
mgL™ NAA + 0,1 mgL™ KIN. Then portions of friable calluses were transferred to media free of
growth regulators and redifferentiation added 2,0 gL' of glutamine alone or associated with 20,0
mgL™ of chitosan. After eight weeks of cultivation, evaluated the presence / absence and amount
of callus per serving embryoid. All assays were kept in a growth chamber at 25 + 2 °C with a
photoperiod of 16 h light and light intensity of 40 mmol m™s™. All explants of cultivars
produced callus, however, only BRS Rubi and Coker 312 produced somatic embryos, albeit with
very low frequency. The protocols for induction and proliferation of calli were effective for all
genotypes. During redifferentiation, each cultivar responded differently, which is explained by
genotype - dependence that makes cotton so recalcitrant. For tests of organogenesis, we used
only the cv. BRS Rubi, which were excised from explants of us cotyledonary seedlings grown in
vitro for induction of shoots and cultured on MS medium supplemented with 15 mgL™" chitosan
+3,0 mgL™ 6-benzylaminopurine (BAP) associated with different concentrations (0,0 mgL™, 0,1
mgL™, 0,5 mgL™", 1,0 mgL™") of kinetin (KIN) butyric acid (IBA) and naphthaleneacetic acid
(NAA). 13 treatments were conducted with 10 repetitions and three explants per bottle, in a
completely randomized, factorial design with 3 x 4 + 1, being three kinds of plant hormones.
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four concentrations associated with BAP and CHI another witness. The variables analyzed were
number of shoots/ explant and size of the largest bud. The best results for both the number of
shoots as well as to the size of the shoots were achieved only in treatments supplemented with
BAP and chitosan. However, chitosan alone did not contribute to the witches. In this sense, it can
be concluded that other studies of organogenesis in the cv. BRS Rubi using only the BAP should
be performed, and thus define the optimal concentration to produce the highest number of

shoots.

Keywords: Somatic embryogenesis; Gossypium hirsutum L.; Near Infrared (NIR);

Organogenesis; Chitosan.

Xiv



1. INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) é uma das culturas mais relevantes no cenario
agricola mundial. Seu principal produto, o algodao, ¢ utilizado principalmente, na industria téxtil
(fibra), na industria de alimentagdo animal (torta e farelo) e de dleo vegetal por apresentar alto
potencial linoléico (SOUSA, 2010; CARVALHO et al., 2006). A cotonicultura desempenha um
importante papel para o agronegécio brasileiro, sobretudo, pelo valor economico agregado aos
produtos que oferece e a adaptabilidade da cultura as condi¢des edafoclimaticas.

No inicio da década de 1980, o Nordeste destacou-se como a primeira maior regido
produtora do pais com o cultivo do algodao arboreo perene, de fibras longas, que mais tarde foi
praticamente extinto com o cultivo do algoddo herbaceo, de fibras mais curtas, mais produtivo e
de ciclo anual, cuja producdo concentrou-se principalmente no Estado de Sao Paulo (SOUSA,
2010). No final desta mesma década, com a propagacdo de pragas e doencas, a falta de
incentivos e o despreparo dos agricultores (SILVA et al., 2005), a cotonicultura brasileira
apresentou uma mudanga consideravel no seu perfil, passando de exportador a importador.
Segundo Cruz e Maia (2008), no final dos anos 1990, a producao de algodao no Brasil comeca a
se destacar, concentrando-se principalmente na regido Centro-Oeste.

Nesse cenario, o uso da biotecnologia para produzir cultivares com caracteristicas
superiores como, resisténcia a pragas e doengas, precocidade, alta produtividade e fibras
naturalmente coloridas, vem desempenhando importante papel na reestruturagao da cotonicultura
no pais.

O cultivo de tecidos in vitro, constitui uma importante ferramenta biotecnologica de
apoio ao melhoramento genético do algoddo. Essa técnica fundamenta-se na totipoténcia celular
que viabiliza a regeneragdo ou morfogénese in vitro, definida como a formagao de 6rgdos a partir
da diferenciacdo tissular e celular (RAVEN et al., 2007), via organogénese ou embriogénese
somatica. Dessa forma, € possivel obter plantas completas utilizando partes da planta de interesse
e assim, regenerar um grande niumero de plantas sem residuos de heterozigose, reduzindo o
tempo de obtengdo de uma nova cultivar (SCAGLIUSI, 2011)

A técnica de cultivo de tecidos in vitro, vem sendo aplicada na agricultura como sendo
parte de uma importante area da biotecnologia, a transgenia. Segundo Faleiro et al. (2011), o
melhoramento genético tem a cultura de tecidos como uma ferramenta basica, sem a qual ndo se
alcanga a regeneracdo da planta transgénica completa e funcional a partir da célula

geneticamente modificada.



O desenvolvimento de protocolos de regeneragdo eficazes é decisivo para obter sucesso
na transformagdo genética de plantas. No caso do algodoeiro, isso tem sido um desafio,
principalmente nos estudos com embriogénese somatica, devido a forte dependéncia genotipica
(HAN et al., 2009) que torna a cultura tao recalcitrante.

O processo de micropropagacdo via organogénese direta ou indireta in vitro constitui-se
num método de obtencdo de plantas de dificil propagacdo e de ciclos longos, em menor espago
de tempo comparado ao melhoramento convencional (CARVALHO et al., 2006). Conforme
Grattapaglia e Machado (1998), para a inducdo do superbrotamento utiliza-se a organogénese
direta que se refere ao surgimento direto de gemas a partir de tecidos com potencial
morfogenético. A formagdo de calos, nesse caso, ¢ indesejavel, uma vez que, sua constituicdo
cromossOmica ¢ geralmente instavel, podendo gerar variantes genéticos, por meio de variagao
somaclonal (LARKIN ¢ SCOWCROFT, 1981).

A rota morfogénica por embriogénese somatica destaca-se por proporcionar alta taxa de
multiplicagdo clonal em relacdo a outros processos de propagacdo, além de possibilitar a
transferéncia de genes, a indugdo e selecdo de mutacdes (BARROS, 1999), razdes pela qual é
preferida em estudos de propagacdo clonal e melhoramento genético. Entretanto, esta técnica
ainda estd limitada a poucas linhagens do algodao, principalmente a cv. Coker (DAVIDONS e
HAMILTON, 1983; TROLINDER ¢ GOODIN, 1987; HAQ, 2005), devido a forte influéncia do
genoétipo, o que limita a eficadcia de um mesmo protocolo em diferentes cultivares.

Na tentativa de maximizar a abrangéncia dos protocolos na formacdo de embrides
somaticos, associou-se o uso da espectroscopia NIR (Near Infrared) com auxilio da
quimiometria por meio da Andlise de Componentes Principais (PCA) para selecionar genotipos
quimicamente similares.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo geral induzir o processo de
morfogénese in vitro em cultivares do algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), utilizando as duas
principais vias de regeneragdo, a organogénese direta ¢ a embriogénese somatica indireta, com
intuito de definir um protocolo de regeneragdo. Os objetivos especificos para isto foram:
identificar cultivares de algodoeiro com maior competéncia embriogénica por espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR) e analise de componentes principais (PCA), para posterior indugao
a formacgdo de embrides somaticos; induzir o superbrotamento por organogénese direta na
cultivar BRS Rubi, definindo o melhor tratamento; avaliar a potencialidade do uso da quitosana

nos protocolos de regeneragdo do algodoeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cotonicultura: Aspectos gerais e importancia

A classificacdo botanica apresenta 52 espécies de algoddo devidamente identificadas
pertencentes ao género Gossypium ¢ a familia Malvaceae. Dentre as quais, apenas quatro sdo
cultivadas comercialmente, a Gossypium hirsutum L., Gossypium barbadense L., Gossypium
arboreum L. e Gossypium herbaceum L. Somente a espécie Gossypium hirsutum L. ¢
responsavel por 90% da producdo mundial de algoddo e seu cultivo no Brasil ¢ de extrema
importancia socio-econdmica. As demais espécies sdo silvestres e ndo agregam valor econdmico
(CARVALHO, 2008).

O produto do algodoeiro (Figura 1), o algoddo em carogo, ¢ composto pela pluma (fibra)
e pelo caroco (sementes com linter). Sua utilizacdo concentra-se na industria de fiacdo e
tecelagem, de alimentagdo animal (farelo ou torta) e de Oleos, além de grande niimero de
produtos secundarios (PENNA, 2005).

O Brasil ¢ o quinto maior produtor de sementes e pluma de algodao (FAO, 2010). A area
plantada no Pais para safra 2012/2013 esta estimada em 985,3 mil hectares, com redugdo de
29,3% em relacdo a safra anterior, decorrente da reducdo no preco do produto devido a queda
nas exportagdes (CONAB, 2013). Conforme o levantamento sistematico da produgdo agricola
2012 realizado pelo IBGE (2012), a regido Centro-Oeste foi responsavel por 68,3% da producao
nacional, enquanto que, a regido Nordeste contribuiu com 28,5%, dos quais 25,4% foram
colhidos no estado da Bahia.

Ainda que, a pratica da cultura no Nordeste, seja em escala de produgdo mais baixa em
relagdo a regido Centro-Oeste, esta tem grande potencial para atender a demanda do mercado em
expansdo, apoiando-se principalmente na producdo do algoddo colorido. O lancamento de
cultivares coloridas pela Embrapa Algoddo tem atraido novos mercados consumidores,
principalmente voltados pra o uso de produtos ecologicamente corretos, que dispensam o
tingimento artificial da fibra. Se produzido de forma orgénica, sem o uso de insumos e
fertilizantes quimicos, tais produtos agregam ainda mais valor comercial (BELTRAO et al.,
2010).

Os programas de melhoramento realizados em todo o mundo vém produzindo cultivares
superiores ¢ cada vez mais adaptadas as condigdes de sequeiro. Segundo Beltrdo et al. (2010) a
oferta de novas cultivares de algoddao, mais produtivas e precoces, abre possibilidades de

expansdo de novas areas para sistemas de producdo no semiarido nordestino.



Figura 1: Planta de algodoeiro herbaceo em frutificacdo. Foto: A.

Koehne. Fonte: Wikipedia.org.

2.1.1. Melhoramento genético do algodoeiro

Datados no inicio do século XX, os programas de melhoramento genético convencional
do algodoeiro, priorizaram inicialmente, a obten¢do de cultivares mais precoce e de ciclo
determinado, posteriormente se direcionaram para o aumento da produtividade (VILLARI,
2010).

De um modo geral, segundo Villari (2010), as principais modificacdes decorrentes do
melhoramento na cultura do algodoeiro foram: ganho de produtividade; aumento do rendimento
e melhoria da qualidade tecnoldgica das fibras; reducdo no ciclo, com acentuacdo da
precocidade; redugdo no porte; aumento no tamanho do fruto do algodoeiro que contém a fibra
no seu interior; resisténcia a pragas e doengas e desenvolvimento de cultivares com fibras
coloridas.

Com o advento da biotecnologia, novas técnicas foram implantadas no melhoramento
genético da cultura, baseadas no conhecimento da agdo génica e da transformagao genética, que
permite a transferéncia de genes de uma espécie para outra. Segundo Fuzzato (1999) o
melhoramento genético de qualquer espécie tem como finalidade incrementar caracteristicas;
reduzir ou eliminar a manifestacdo de caracteristicas indesejaveis e, acrescentar caracteristicas de

interesse.



Em 2005, a cotonicultura nacional iniciou uma nova fase, marcada pela liberagdo para o
cultivo comercial e pesquisa dos organismos geneticamente modificados (OGMs) (Parecer
Técnico Conclusivo, CTNBio n°.513/2005). Com o advento da transgenia ¢ possivel incorporar
caracteristicas de interesse oriundas de outros organismos como, alto potencial produtivo e
resisténcia multipla a doencas, em cultivares e linhagens “elites” de algoddo, o que seria
impossivel pelo melhoramento convencional devido as barreiras reprodutivas. Ampliando as
possibilidades do melhoramento genético da cultura.

A biotecnologia permite a manipulacdo de processos bioldgicos para obter produtos uteis,
tornando-se forte aliada a agricultura no melhoramento genético das culturas. Sua aplicacdo se
reflete sobre a agricultura, a industria alimentar, os consumidores e, sobretudo, o meio ambiente
(OLIVEIRA, 2000). Neste enfoque, o dominio da cultura in vitro de plantas teve importancia
crucial, tornando-se uma ferramenta para o sucesso dos programas de melhoramento genético

das culturas.

2.2. Cultivo de tecidos vegetais in vitro

A cultura de tecidos in vitro, apdia-se na teoria da totipoténcia celular, a qual, segundo
Termignoni (2005) define a capacidade que a célula vegetal ja diferenciada possui de voltar ao
seu estado meristematico e, apés, redefinir seu padrdo de diferenciacdo, gerando uma nova
planta. O cultivo in vitro abrange a cultura de células, tecidos ou 6rgdos em condi¢des assépticas
e meios de cultura artificiais, resultando na obtencdo de novas plantas idénticas a original, ou
seja, realiza clonagem vegetal, por meio de propagacdo assexuada. Do ponto de vista comercial
esse tipo de reproducdo tem importancia incontestavel para cultivares de valor agronémico, pois
resulta em plantas uniformes quanto ao seu fenotipo, preservando as caracteristicas de interesse
destas plantas (CID e TEIXEIRA, 2010).

O sucesso no processo de regeneracdo da planta in vitro depende da escolha adequada de
fatores como, o gendtipo a ser utilizado, a fonte de explante e as condi¢des da cultura (meio de
cultivo, luz, temperatura, assepsia) (ANDRADE, 2002). Dentre as condi¢cdes da cultura, a
composi¢ao do meio de cultivo € decisiva para o estabelecimento do explante in vitro.

O meio nutritivo prové as necessidades especificas da planta em condigdes in vitro.
Envolve uma combinagdo de compostos inorgdnicos (macronutrientes, micronutrientes,
suplemento de ferro e agua), organicos (fonte de carbono) e complexas substancias naturais

(vitaminas) (CID e TEIXEIRA, 2010). E, quando necessario, reguladores de crescimento que sao



componentes indispensaveis para manter a divisdo celular. O meio MS de Murashige e Skoog
(1962) é o mais utilizado nos protocolos de regeneragao.

A regeneracdo pode ocorrer por duas vias principais, organogénese ou embriogénese
somatica (Figura 2). No primeiro caso, tecidos vegetais se diferenciam em estruturas
monopolares como, meristemas caulinares (cauligénese) ou radiculares (rizogénese). Enquanto
que, por embriogénese somatica, células ou tecidos somaticos originam estruturas bipolares, que
se desenvolvem por uma série de estagios até formar uma nova planta (ZIMMERMANN, 2010).

Em termos gerais, a técnica de cultivo in vifro contribui com a obtencdo de cultivares
transgénicas, ja que possibilita regenerar a planta a partir da célula transformada geneticamente,
podendo ser utilizada em varias etapas do melhoramento que envolve transgenia. Além de atuar
na propagacdo em larga escala de genotipos superiores; facilitar o transporte de plantas para
diversos paises, sem preocupacdes com introdug@o de novas doengas; recuperar espécies em vias
de extingdo; limpeza clonal; producdo de sementes artificiais e clonagem génica (TEIXEIRA,

2008; LEMOS, 2003).
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Figura 2: Principio geral da cultura de tecidos. Fonte: Kerbauy, 1997.

2.2.3. Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento sdo usados para suprir as deficiéncias hormonais

endogenas nos explantes em condigdes in vitro. Atuam em pequenas concentragdes e tém efeito



similar ao dos fitohormdnios produzidos pelas plantas, diferindo destes, apenas por serem
sintéticos.

Os hormoénios sintetizados pelas plantas podem ser classificados como, auxinas,
citocininas, giberelinas, etileno, acido abscisico e acido jasmoénico (CID e TEIXEIRA, 2010). As
auxinas e citocininas, seja na forma natural ou sintética, sdo frequentemente utilizadas nos
protocolos de regeneracao.

Em cultura de tecidos, as auxinas promovem a induc¢do de calos a partir de um explante e
o enraizamento de brotos (CID e TEIXEIRA, 2010). Segundo Nobrega et al. (1999), estas
substancias atuam no crescimento, alongamento e divisdo celular; e sdo representadas
principalmente por: AIA (4cido indol-3-acético), AIB (acido indolbutirico), ANA (4cido
naftalenoacético) e 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético).

As citocininas pertencem ao grupo de substincias que promovem a divisdo celular em
calos na presenca de auxina (TAIZ e ZEIGER, 2004; CID e TEIXEIRA, 2010), sdo usadas para
promover a indug¢do de brotos adventicios a partir de calos ou induzir multibrotacdo em gemas
axilares ou apicais (CID et al., 1994), podem ainda, inibir a formacdo de raizes em plantulas
(CARVALHO, 1999). Entre as citocininas sintéticas, as mais utilizadas em cultivo in vitro sdo:

KIN (Cinetina — 6-furfurilaminopurina) e BAP (6-benzilaminopurina).

2.2.4. Fontes de nitrogénio organico

Compostos nitrogenados sao considerados essenciais na composi¢ao dos meios nutritivos
por atuarem nos diversos eventos fisiologicos da planta como, controle do crescimento,
diferenciagdo e morfogénese. A combinagdo de fontes nitrogenadas tem proporcionado bons
resultados na organogénese e embriogénese somatica in vitro (LAKSHMANAN e TAJI, 2000).

Podem ser fornecidos na forma de nitrato, amo6nio ou aminoacidos, dentre eles a glutamina.

2.2.4.1. L — Glutamina

A glutamina (precursora dos demais aminoacidos) ¢ comumente utilizada em meios de
cultura de plantas superiores (FRANKLIN e DIXON, 1994). Também tem sido utilizada na
complementacdo das fontes inorginicas de nitrogénio, ou ainda como fonte Unica desse

composto promovendo o crescimento de tecidos in vitro (CALDAS et al., 1990). Segundo



Stasolla et al. (2001) a suplementacdo exogena de glutamina pode estimular a sintese de
proteinas e a rapida divisdo de células embriogénicas.

Estudos envolvendo embriogénese somatica in vitro reportam a importancia da L —
glutamina no processo de rediferenciacdo tissular. Dal Vesco e Guerra (2001) observaram
aumento no numero de embrides somaticos a partir de embrides zigdticos imaturos em goiabeira
serrana nos meios suplementados com glutamina. Costa (2007) cita a importincia desse
composto para a obtengdo de estruturas globulares e pré embriogénicas em meio basal MSB em

cultivar de algodoeiro BRS — 187 — 8H.

2.2.5. Quitosana

A quitosana ¢ um polissacarideo composto por unidades B—1,4 D-glucosamina ligadas a
residuos de N-acetilglucosamina, naturalmente encontrada na parede do micélio de alguns
fungos e em alguns moluscos (STAMFORD et al., 2007). Na industria, a quitosana pode ser
obtida por diacetilagdo da quitina, polimero natural, insolivel, com o mesmo tipo de unidade
monomérica B—1,4 N-acetilglucosamina (CANELLA e GARCIA, 2001). A quitina € o principal
componente do exoesqueleto dos artropodes, crustaceos, e da parede celular de fungos (FAI et
al., 2008). O uso da quitosana na agricultura vem sendo amplamente difundido, devido a seus
efeitos benéficos sobre as culturas e o meio ambiente. Dentre sua aplicabilidade, atua no
crescimento e desenvolvimento das plantas, no estimulo a imunidade e como fertilizante (NGE
et al., 2000).

Sua funcionalidade em cultivo in vitro ainda ¢ pouco conhecida. Nao ha estudos que
comprovem sua eficicia na regeneracdo de plantas do algodoeiro. No entanto, Nge et al. (2006),
Luan Le et al. (2005), Kanchanapoom et al. (2010) citam, respectivamente, a capacidade da
quitosana de estimular a diferenciacdo de plantulas de orquideas, o crescimento de plantas in
vitro com maior taxa de multiplicacdo da parte aérea, além de apresentar-se potencialmente util

na micropropaga¢ao do dendenzeiro.

2.2.6. Organogénese

A organogénese in vitro compreende o processo de obtengdo de estruturas monopolares

como, eixos caulinares, que subsequentemente sdo induzidos ao enraizamento pela agdo de

reguladores de crescimento até formar plantas completas. Todo o processo € determinado pelo



balango hormonal entre auxina e citocinina (GUERRA e¢ NODARI, 2006). Esta via de
regeneragdo de plantas pode ocorrer de forma direta ou indireta.

Na organogénese direta, eixos caulinares se formam diretamente de células diferenciadas,
sem a proliferagdo de calos. Diferentemente, a forma indireta ocorre quando o processo de
regeneragdo de gemas ¢ precedido pela formagao de calo. Embora esta ultima, ndo seja propicia
para fins de propagagdo clonal, porque pode resultar em variantes genéticos indesejaveis,
entretanto, € potencialmente util nos programas de melhoramento para obtencdo de novas
cultivares, resistentes a fatores de estresses bidticos ou abidticos ou com caracteristicas
melhoradas (GUERRA e NODARI, 2006; GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO, 1998).

A organogénese direta ¢ a via mais utilizada para induzir o superbrotamento, com o qual,
a partir de um Unico explante se obtém varias plantas geneticamente idénticas a planta matriz em
menor espago de tempo. Dessa forma, a propagacdo clonal ¢ mais eficaz em termos de
estabilidade genética, uma vez que, reduz a possibilidade de gerar variantes genéticos por
variagdo somaclonal. Sua utilizacdo abrange, entre outros, a producdo de plantas isentas de
patdgenos, a regeneracdo de plantas geneticamente modificadas e a multiplicagdo de plantas
conservadas in vitro (LIMA et al., 2012).

Variedades de algoddo induzidas ao superbrotamento in vitro mostraram-se competentes
ao produzirem resultados satisfatorios como relatado em Tavares et al. (2005), Carvalho et al.
(2006 a) e Rocha et al. (2008), que utilizaram diferentes concentracdes de BAP ¢ KIN para
induzir a brotacdo em explantes das cultivares de algoddo CNPA 98-1034, BRS Verde, BRS 200
Marrom, 6M Moc6 Branco, BRS 187-8H.

2.2.7. Embriogénese Somatica

A embriogénese somatica (ES) pode ser definida como o processo pelo qual, células
hapléides ou somaticas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos
originando uma nova planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (WILLIAMS e
MAHESWARAN, 1986). Segundo Yang e Zhang (2010), a ES representa uma via Unica de
desenvolvimento que inclui uma série de eventos caracteristicos como, desdiferenciacdo de
células, ativagdo da divisdo celular e reprogramacao da sua fisiologia, metabolismo e padroes de
expressao de genes.

Existem dois tipos de ES in vitro: direta e indireta. No primeiro caso, os embrides se

formam a partir de células somaticas competentes sem necessidade de sucessivos estadios de
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desdiferenciacdo. Enquanto que, na forma indireta, as células passam por consecutivos estadios
de desdiferenciagdo até tornarem-se células embriogénicas ao adquirir competéncia e,
posteriormente, serem rediferenciadas para constituicdo do embrido somatico (ZIMMERMANN,
2010).

A ES ¢ considerada um sistema modelo para estudos de eventos morfoldgicos,
fisiologicos, moleculares e bioquimicos em plantas superiores, apresentando aplicacdes
biotecnoldgicas potenciais como alta taxa de multiplicacdo comparada a outros processos de
propagacdo, produgdo de sementes sintéticas, possibilidade de transferéncia de genes, inducao e
selecdo de mutacdes, importantes ferramentas para a propagacdo clonal e o melhoramento
genético, além de dispensar a manipulacdo do material vegetal como separacdo de brotos e
enraizamento que sdo necessarios na organogénese (BARROS, 1999; MOURA, 2007; CASTRO
etal., 2010).

A via de regeneragdo por embriogénese somatica tem importancia crucial nos programas
de melhoramento do algodao. No entanto, ainda estd limitada a poucos genoétipos, principalmente
a cv. Coker (DAVIDONS e HAMILTON, 1983; TROLINDER e GOODIN, 1987; HAQ, 2005),
provavelmente devido a forte influéncia do gendtipo que torna a cultura recalcitrante, limitando

o uso de um mesmo protocolo em diferentes cultivares.

2.3. Espectroscopia em infravermelho préximo (NVear InfraRed)

A espectroscopia NIR permite analises simplificadas de propriedades quimicas e fisicas
com minima ou sem necessidade de preparagdo da amostra, a fim de adquirir informacgodes
qualitativas e/ou quantitativas por meio da interacdo das ondas eletromagnéticas do
infravermelho proximo com os constituintes da amostra (PASQUINI, 2003).

A regido espectral NIR (Near InfraRed) estende-se de 800 nm até 2500 nm. As absorcdes
envolvidas, geralmente, compreendem C—H, N-H ¢ O-H (SIESLER et al., 2002; HOLLER,
2009).

O interesse pelo uso da técnica NIR para caracterizagdo de produtos agricolas ¢ crescente.
Dentre as vantagens desta técnica pode-se elucidar a analise ndo destrutiva da amostra, precisao
dos resultados, simplicidade e rapidez de leitura. E, ainda, ¢ amplamente utilizado na
quantificagdo e qualificacdo dos constituintes de uma amostra, como por exemplo, no
agrupamento de amostras semelhantes ¢ na determinagdo de amostras irregulares (ALMEIDA,
2009). Segundo Montes et al. (2007) podera também emergir como uma importante ferramenta

para andlise de processos bioldgicos, tais como a embriogénese somadtica, por realizar analises
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de forma ndo destrutiva, e assim reduzir o nimero de ensaios sem a necessidade do uso de

reagentes, permitindo a conservacio das amostras para uso posterior.

2.3.1. Quimiometria

Quimiometria ¢ uma area de estudo que aplica métodos matematicos e estatisticos as
ciéncias quimicas, de modo a delinear procedimentos experimentais, obter a maxima informacgao
quimica relevante por meio dos dados obtidos, bem como, obter o conhecimento dos sistemas
quimicos (ALMEIDA, 2009).

Dentre as diversas subareas da quimiometria, o reconhecimento de padrdes, possibilita
encontrar agrupamentos de amostras que sdo similares entre si e, assim, detectarem tendéncias
nos dados, a partir de uma série de informagdes quimicas ou espectrais, por exemplo, sobre um
vasto numero de amostras. A andlise por componentes principais (Principal Component
Analysis, PCA) ¢ um dos métodos mais utilizados na quimiometria, constituindo a base para o
reconhecimento de padrdes. A PCA ¢ utilizada com o objetivo de visualizar a estrutura dos
dados, encontrar similaridades entre amostras, detectar amostras anomalas (outliers) e reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados (SOUZA e POPPI, 2012).

Dessa forma, poderd contribuir potencialmente com os estudos de embriogénese
somatica, como uma ferramenta de selecdo de genotipos com provavel competéncia

embriogénica, reduzindo a quantidade de testes.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratério de Cultivo de Tecidos e
Laboratorio Avancado de Tecnologia Quimica (LATEQ) da Embrapa Algoddao, Campina
Grande, Paraiba. E, executados em duas etapas: Ensaio I: Embriogénese somatica e ensaio 2:

Organogénese.

3.1. Ensaio 1: Embriogénese Somatica

3.1.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes de treze cultivares disponiveis no Banco de Germoplasma
(BAG) da Embrapa Algodao - BRS Rubi, BRS 286, BRS Safira, BRS 293, CNPA 8H, CNPA
Precoce 3, CNPA precoce 1, BRS Verde, BRS Araripe, BRS Acacia, BRS Serido, BRS Topazio,

BRS 201 e duas cultivares estrangeiras, Coker 310 e Coker 312, totalizando quinze amostras.

3.1.2. Selegdo de genotipos: Espectroscopia NIR e Quimiometria

Dos quinze genoétipos supracitados, dois foram utilizados como modelo para as analises
por apresentarem competéncia embriogénica, a BRS Serido (CARVALHO e SILVA, 2009) e a
Coker 312 (TROLINDER e XHIXIAN, 1989; HAQ, 2005; SAKHANOKHO et al., 2004;
GHAEMI et al., 2011) .

Todas as amostras foram analisadas em espectrometro VIS-NIR modelo XDS Analyser
(Figura 3), usando medidas de reflectdncia numa faixa espectral de 800 a 2500 nm. Foram
realizadas trés repeti¢des por amostra.

A escolha dos gendtipos para embriogénese foi baseada na analise exploratoria por meio
de Analise de Componentes Principais usando medidas de reflectancia difusa de sementes na
regido espectral de 1100 a 2500 nm. Os espectros foram pré processados com a técnica de
Savitzky e Golay (1964) com janela de 11 pontos e ajuste com polindmio de segunda origem ¢
primeira derivada. Utilizou-se o software estatistico The Unscrambler X.2% para executar as

analises quimiométricas.
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Figura 3: Analise de componentes principais no NIR: (A) espectrometro XDS
Analyser; (B) célula com sementes de algoddo; (C) célula preparada para analise

no NIR. Foto: Taiza da Cunha. Soares. Campina Grande, 2013.

3.1.3. Desinfestagcdo das sementes e obtengdo de plantulas matrizes

As sementes dos genotipos selecionados foram lavadas em 4gua corrente e,
posteriormente, desinfetadas em solugdo de hipoclorito de sédio comercial a 1% (v/v) de cloro
ativo, adicionado de duas gotas de Tween-20" para cada 100 mL da solugdo, durante 20 minutos.

Em cémara de fluxo laminar, as sementes passaram por trés enxagues em agua destilada
estéril. Em seguida, foram inoculadas em tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio MS basal
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), incubadas na auséncia de luminosidade durante 3 a 7 dias e,
depois mantidas em camara de crescimento a 25+2°C com fotoperiodo de 16 h de luz e

intensidade luminosa de 40 umol m™s™.

3.1.4. Indugdo de calos (IC)

Explantes hipocotiledonares com aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram

excisados das plantulas matrizes obtidas in vitro e inoculados em placas de Petri contendo meio
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MS com vitaminas do meio B5 (GAMBORG et al., 1968) suplementado com 2,0 mgL™"' de ANA
+ 1,0 mgL'1 de KIN. Posteriormente, foram mantidos em camara de crescimento a 25+2°C com
fotoperiodo de 16 h de luz e intensidade luminosa de 40 gmol m™s™ durante quatro semanas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado simples com 20 repeticdes,

tendo como unidade experimental placas de Petri contendo nove explantes.

3.1.5. Prolifera¢do de calos (PC)

Os calos formados por inducdo foram transferidos para o mesmo meio, contendo 0,5
mgL” de ANA e 0,1 mgL" de KIN, e mantidos em cdmara de crescimento a 25+2°C com

fotoperiodo de 16 h de luz e intensidade luminosa de 40 umol m™s™ durante quatro semanas.

3.1.6. Rediferenciagdo de calos (RC)

Nessa etapa, realizou-se raspagem dos calos para retirar somente a parte fridvel,
formando pequenas porgdes com aproximadamente 1,0 g de massa celular que foram
transferidos para meio MS isento de fitorreguladores e suplementado com 2,0 gL' de glutamina
isolada (Meio RC) ou associada a 20 rngL'1 de quitosana (Meio RCQ). Foram realizadas 10
repetigdes. E, cada placa continha aproximadamente 12 porgdes de calo. Os cultivos foram
mantidos em camara de crescimento a 25+2°C com fotoperiodo de 16 h de luz e intensidade

luminosa de 40 gmol m™s™.

As etapas da embriogénese somatica foram descritas na figura 4. Os meios de cultura
utilizados no ensaio da embriogénese somatica foram suplementados com 3,0 % (m/v) de glicose
e 0,26% (m/v) de Phytagel. Os procedimentos de inocula¢do dos explantes e transferéncia dos

calos foram realizados em camara de fluxo laminar.
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Plantula matriz
(Meio MS)

v

Segmentos hipocotiledonares
(Explante)

’

Inducao de calos
(MS + 2,0 mgL™" ANA + 1,0 mgL™" KIN)

Proliferacao de calos
(MS + 0,5 mgL™" de ANA ¢ 0,1 mgL" de KIN)

Rediferenciacdo de calos
(MS + 2,0 gL™! de glutamina ou 2,0 gL' de glutamina + 20,0 mgL™
de quitosana)

v

Maturacao
(Meio MS + 0,01 mgL™" de GA3)

v

Alongamento
(MS)

Figura 4: Esquema simplificado das etapas da Embriogénese Somatica.

3.1.7. Analise dos resultados

Foi feito o registro fotografico ao final de cada etapa para evidenciar a agdo dos protocolos
utilizados e a resposta de cada cultivar.
Durante a etapa de rediferencia¢do dos calos, foram quantificados os embrides somaticos

por tratamento (RC e RCQ) nas cultivares que se apresentaram responsivas.

3.1.8. Maturagdo e alongamento dos embrides somdticos

Os embrides no estadio cotiledonar foram inoculados em placas de Petri contendo meio
MS suplementado com 0,01 mgL" de GA; para maturagio e, apds duas a quatro semanas
transferidos para tubos de ensaio contendo meio MS sem fitorreguladores para promover o

alongamento.
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3.2. Ensaio 2: Organogénese

3.2.1. Material vegetal

Para este ensaio, utilizou-se sementes da cultivar de algoddo colorido BRS Rubi, as quais
foram desinfestadas e inoculadas em tubos de ensaio para obtengdo das plantulas matrizes,

conforme protocolo do topico 3.1.3 do ensaio da embriogénese somatica.

3.2.2. Inducdo de brotos

A formacgdo de brotos foi induzida a partir de explantes oriundos de nés cotiledonares
excisados das plantulas matrizes.

Os explantes foram submetidos a 13 tratamentos (Tabela 1) com combinagdo similar
entre a quitosana (Qui) e a citocinina 6-benzylaminopurine (BAP) associada a diferentes

concentragdes de Cinetina (KIN), acido indobultirico (AIB) e acido naftalenoacético (ANA).

Tabela 1: Descrigdo dos tratamentos utilizados na inducdo de superbrotamento da cv. BRS Rubi.

TRATAMENTOS

T1* MS + 15,0 mgL ™" Qui

T2 3,0 mgL"' BAP + 15,0 mgL" Qui + 0,0 mgL™"' KIN

T3 3,0 mgL™" BAP + 15,0 mgL™" Qui + 0,1 mgL" KIN

T4 3,0 mgL" BAP + 15,0 mgL™ Qui + 0,5 mgL" KIN

TS 3,0 mgL" BAP + 15,0 mgL" Qui + 1,0 mgL™ KIN

T6 3,0 mgL"' BAP + 15,0 mgL™" Qui + 0,0 mgL™" AIB

T7 3,0 mgL"' BAP + 15,0 mgL™" Qui + 0,1 mgL" AIB

T8 3,0 mgL"' BAP + 15,0 mgL" Qui + 0,5 mgL™" AIB

T9 3,0 mgL"' BAP + 15,0 mgL" Qui + 1,0 mgL™" AIB

T10 3,0 mgL" BAP + 15,0 mgL™" Qui + 0,0 mgL™" ANA
TI11 3,0 mgL™" BAP + 15,0 mgL" Qui + 0,1 mgL" ANA
T12 3,0 mgL" BAP + 15,0 mgL™" Qui + 0,5 mgL™' ANA
T13 3,0 mgL"' BAP + 15,0 mgL™" Qui + 1,0 mgL™" ANA

*T1 - Testemunha.
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Os meios foram suplementados com 3% (m/v) de sacarose, 0,57% (m/v) de agar ¢ o pH

ajustado em 5,7 antes da autoclavagem, a 120°C durante 20 minutos.

Para cada tratamento realizou-se 10 repeti¢des, tendo como unidade experimental, frascos
contendo trés explantes em delineamento inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 3 x 4 +
1, sendo trés tipos de fitorreguladores (KIN, AIB, ANA) em quatro concentragdes (0,0; 0,1; 0,5;
1,0 mgL'l) associados a0 BAP e Qui mais uma testemunha. Os cultivos foram mantidos em
camara de crescimento a 25+2°C com fotoperiodo de 16h de luz e intensidade luminosa de 40

umol m?s™

3.2.3. Alongamento, enraizamento e aclimatizagdo

Os explantes com os brotos formados foram inoculados em meio MS isento de
fitorreguladores, durante 30 dias para promover o alongamento. Posteriormente, os brotos com
tamanho superior a 1,0 cm foram excisados e induzidos ao enraizamento em meio MS
suplementado com 0,25 mgL ™" de AIA (4cido indol-3-acético).

As plantulas enraizadas foram cultivadas em substrato (turfa + vermiculita) estéril e
permaneceram em camara de crescimento para adaptar-se as condigdes autotroficas. Em seguida,
transferidas para vasos em casa de vegetacdo, para completarem seu crescimento e

desenvolvimento.

3.2.4. Analise dos dados

Foram realizadas duas avaliagdes a cada 25 dias apds subcultivo para o0 mesmo meio. As
varidveis analisadas foram o numero de brotos/ explante (NB) e o tamanho do maior broto
(TMB).

Com auxilio do programa SAS® 9.2 (SAS\STAT; 2009), os dados foram transformados
pela fun¢io vx + 1 e submetidos & analise de varidncia complementada com comparagdo de
médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para fator qualitativo. E, anélise de regressao

pelo método polindmios ortogonal para fator quantitativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Espectroscopia e quimiometria

As analises realizadas no NIR mostram que ndo houve separagdo dos espectros brutos
originados da analise das sementes in natura das quinze cultivares de algodoeiro (Figura 5).
Dessa forma, a regido analisada (1100 a 2500 nm), permite uma sobreposi¢do dos espectros

obtidos a partir das amostras estudadas.
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Figura 5: Espectros de reflectancia no NIR (regido de 1100 a 2500 nm), obtidos da analise de sementes de quinze

cultivares de algoddo selecionadas para o estudo. Campina Grande, 2013.
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Na figura 6, observam-se os espectros derivados na regido de 1100 a 2500 nm, obtidos do
pré-processamento (Savitzky e Golay, 1964) dos dados brutos. Com isso, foi possivel evidenciar
as sobreposicdes entre as amostras em regides especificas de absor¢do e uma nitida separagdo de
uma das amostras (BRS Verde) devido a divergéncia na composicdo quimica em relacdo as

cultivares modelo (Coker 312 e BRS Serido).
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Figura 6: Espectros derivativos (regido de 1100 a 2500 nm) obtidos do pré-processamento (Savitzky e Golay) dos

dados das amostras de sementes de quinze cultivares de algodoeiro. Campina Grande, 2013.
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Na figura 7 do PC1 x PC2, pode-se observar que ha separacdo dos escores das sementes

BRS 293, BRS Verde, BRS 286, BRS Safira, Coker 310, BRS Topazio ¢ CNPA 8H, que

apresentam-se mais espalhados e numa regido menos proxima as cultivares modelo (Coker 312 e

BRS Serid6) que, segundo Ferrari (2004), representa uma variagdo na composicdo quimica

dessas amostras. Do mesmo modo, hd sobreposicdo ou aproximagdo nos agrupamentos das

cultivares, CNPA Precoce 1 e Precoce 3, BRS 201, BRS Rubi, BRS Araripe e BRS Acécia com

a. Coker 312 e a BRS Seridé.
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Figura 7: PCA dos espectros pré-processados: Escores do PC1 x PC2 (na regido de 1100 a 2500 nm) aplicado ao

conjunto das amostras de sementes de cultivares de algoddo. Campina Grande, 2013.
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Os agrupamentos arranjados pela cv. BRS Rubi foram mais bem definidos, isso porque as
amostras ficaram mais agregadas ou sobrepostas as cultivares modelo, demonstrando maior
similaridade entre a composi¢do quimica destas. A varidncia total explicada para as duas PCs
nesta analise foi de 73%. Portanto, o grafico dos escores da PCA foi usado como critério para
escolha dos genotipos com maior possibilidade de inducdo a embriogénese somatica com relacao
aos gendtipos de controle.

Com base nos resultados obtidos na PCA, foram utilizadas sementes das cultivares Coker
312 (controle), BRS Rubi, BRS 201 e CNPA Precoce 1 (Substituiu a Precoce 3 que nao
apresentou germinacdo satisfatoria para obtencdo das plantas matrizes) para inducdo a

embriogénese somatica.

4.2. Embriogénese somatica

Pode-se constatar na figura 8 que, apds quatro semanas todas as cultivares testadas
responderam satisfatoriamente aos meios de indugdo (MS + 2 mgL™' ANA + 1 mgL™" KIN) e
proliferagio de calos (MS + 0,5 mgL" de ANA e 0,1 mgL" de KIN). Os explantes iniciaram a
desdiferenciagdo a partir da primeira semana de cultivo. Outros estudos, como em Sakhanokho et
al. (2004) e Silva et al. (2010), evidenciaram os melhores resultados utilizando estas mesmas

concentragdes para inducao de calos em explantes de diferentes genotipos do algodoeiro.
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Figura 8: Indugdo (A, C, E, G) e proliferacdo (B, D, F, H) de calos em meios de cultivos contendo, respectivamente,
2,0 mgL" ANA + 1 mgL "' KIN ¢ 0,5 mgL" de ANA + 0,1 mgL™" de KIN. (A) (B) Coker 312; (C) (D) BRS 201; (E)
(F) BRS Rubi; (G) (H) CNPA Precoce 1. Foto: Taiza da Cunha Soares. Campina Grande, 2013.

Apo6s oito semanas, porgdes friaveis dos calos foram induzidas a rediferenciacdo em
meios com 2,0 gL'1 de glutamina isolada ou associada a 20,0 mgL'1 de quitosana. Observou-se
que as cultivares produziram calos friaveis, possivelmente embriogénicos, exceto a CNPA
Precoce 1. Entretanto, somente as cultivares BRS Rubi ¢ Coker 312 (modelo) mostraram-se
competentes ao rediferenciar calos em embridides, embora com baixa freqiiéncia (Figura 9).

O tnico teste realizado com a cv. BRS Rubi foi relatado em Medeiros et al. (2007) que
nao obtiveram sucesso ao utilizar diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento ANA,

AIA e KIN, nio resultando na formag¢ao de embrides somaticos
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Figura 9: Embriogénese somatica em cultivares do algodoeiro. (A) Calos possivelmente embriogénicos em BRS
201; (B) Calos ndo embriogénicos em CNPA Precoce 1; Calos embriogénicos e embrides somaticos em (C) (E) (F)

BRS Rubi (D) Coker 312, formados apos oito semanas. Foto: Taiza da Cunha Soares. Campina Grande, 2013.

A formacdo de embrides somaticos foi notadamente constatada nos meios isentos de
quitosana (Tabela 2), aludindo que, esta ndo induziu ou até inibiu a rediferenciag@o de calos em
embrides somaticos nos gendtipos estudados. Nge et al. (2006), ao estudarem o efeito de
diferentes preparacdes de quitosana na diferenciagdo de meristemas axilares em protocormos de
orquideas, demonstraram a capacidade desse biopolimero em estimular a diferencia¢do dos
tecidos. A glutamina, por sua vez, ¢ uma fonte de nitrogénio organico, comumente utilizada nos
protocolos de embriogénese somatica do algodoeiro, com efeito positivo na morfogénese in vitro
da cultura (ZHANG et al., 2003; HAN et al., 2009; SILVA et al., 2010), bem como em outras
culturas como: mamoeiro (Carica papaya L.) (ALMEIDA et al., 2001), goiabeira (Psidium
guajava L.) (MOURA e MOTOIKE, 2009), dendenzeiro (Elaeis guineensis Jacq.) (PEREIRA et

al., 2010), entre outras.
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Tabela 2: Numero total de embridides por tratamento* formados a partir de calos embriogénicos subcultivados em

meio RC (MS + 2,0 gL' glutamina) e meio RCQ (MS + 2,0 gL' glutamina + 20,0 mgL™" quitosana) apds oito

semanas.
TRATAMENTOS NUMERO DE EMBRIOIDES
COKER 312 BRS 201 BRS RUBI PRECOCE 1
RC 4 0 20 0
RCQ 1 0 0 0

* Dez placas por tratamento. Observagdes feitas a olho nu.

Os embrides somaticos em estadio cotiledonar foram isolados da massa celular (Figura
10 — A, B) e subcultivados em meio MS suplementado com 0,01 mgL™" de GA; para promover o
desenvolvimento da parte radicular no processo de maturacdo e apds quinze dias foram

transferidos para meio de alongamento sem fitorreguladores (Figura 10 — C, D).

Figura 10: Embrides somaticos oriundos de segmentos hipocotiledonares da cv. BRS Rubi. (A) (B)

Estadio cotiledonar; (C) Maturagdo; (D) Alongamento. Foto: Taiza da Cunha Soares. Campina
Grande, 2013.
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Apesar da percentagem de embrides somaticos regenerados ter sido baixa (10% na BRS
Rubi e 20% na Coker 312) em relacdo a outros trabalhos realizados com cultivares estrangeiras
como em Haq (2005), Han et al. (2009) e Rajeswari et al. (2010), os resultados obtidos
constituem informagdes relevantes para posteriores estudos biotecnoldgicos com a cv. BRS
Rubi. No entanto, os protocolos utilizados para maturagdo e alongamento dos embrides
somaticos resultaram, majoritariamente, em organismos deformados ou mesmo que ndo
conseguiram completar seu crescimento e desenvolvimento. Nesse sentido, novos protocolos
devem ser testados com intuito de aperfeigoar a obtengdo de embrides completos e aumentar o
numero de plantas regeneradas.

Dessa forma, a espectroscopia associada a técnicas quimiométricas como a PCA auxiliou
na selecdo de genoétipos possivelmente competentes @ embriogénese somatica, uma vez que, as
principais cultivares selecionadas (Coker 312 — modelo e BRS Rubi) formaram calos
embriogénicos. Entretanto, estudos mais especificos devem ser feitos com relagdo a aplicagdo da
espectroscopia e da quimiometria na sele¢do de gendtipos competentes e, principalmente, na
melhoria dos protocolos de rediferenciacdo e maturagdo de embrides somaticos.

A intensificacdo de pesquisas no campo da embriogénese somatica do algodoeiro e, a
definicdo de protocolos cada vez mais eficazes e abrangentes trard novas possibilidades ao

melhoramento genético da cultura.

4.3. Organogénese

Para o ensaio da organogénese, selecionou-se a BRS Rubi por ser a unica cultivar de
algoddo colorido e por apresentar competéncia embriogénica dentre as cultivares testadas no
ensaio anterior.

Pode-se observar apds 25 dias do primeiro subcultivo, o superbrotamento em explantes
submetidos a diferentes tratamentos (Figura 11 — A, B, C, D, E). Entretanto, nos meios
suplementados apenas com BAP e quitosana (Figura 11 — D, E), os explantes produziram maior
quantidade de brotos quando comparados aos demais tratamentos. Assim como na embriogénese
somatica a quitosana nao favoreceu a rediferenciagao tissular, do mesmo modo, na organogénese

os explantes alongaram, mas nao produziram novos brotos (Figura 11 - F).
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Figura 11: Organogénese in vitro da cv. BRS Rubi: Superbrotamento em explantes subcultivados em meio de
cultura (A) MS com BAP + QUI + 0,1 mgL" AIB; (B) MS com BAP + QUI + 0,5 mgL™" KIN; (C) MS com BAP +
QUI + 0,1 mgL" ANA; (D) (E) MS com BAP + QUI; (F) Testemunha (MS + QUI). Foto: Taiza da Cunha Soares.
Campina Grande, 2013.

Nesse caso, a quitosana funcionou como fonte de nitrogénio orgédnico, mas nao
influenciou na formagdo de novos brotos. Em contrapartida, estudos realizados com outras
culturas sugerem o efeito positivo deste biopolimero na morfogénese in vitro. Kanchanapoom et
al. (2012) ao estudar o efeito da quitosana na regeneracdo de lirio (Lilium longiflorum Thunb),
obtiveram a média de 5 brotos por explante em meio contendo 25,0 mgL™" de quitosana contra
4,7 brotos em meio com 5,0 mgL™" de BAP. E ainda, Kanchanapoom et al. (2010) observaram
que calos de embrides zigéticos de dendezeiro adquiriram melhor competéncia organogénica
quando cultivados em meio suplementado com 15,0 mgL™ de quitosana isolada ou associada ao
2,4D.

A analise dos dados para numero de brotos/ explante (Tabela 3), mostrou que, os
reguladores de crescimento analisados, bem como a relagdo entre o fatorial e a testemunha nao
foram significativos (P > 0,05). J& para os fatores quantitativos, verifica-se diferenca

significativa (P < 0,01) que esta relacionada aos efeitos produzidos em relagdo as diferentes
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concentragdes. Dessa forma, a adigdo dos demais reguladores de crescimento associados ao BAP
ou as concentracdes em que foram utilizados ndo promoveram aumento significativo da

quantidade de brotos em relagdo a testemunha que ndo apresentou superbrotamento.

Tabela 3: Resumo de analise de variancia referente a variavel nimero de brotos/ explante (NBt).

F.V. G.L. S. Q. Q.M. F
RC 2 0,085 0,0425™° 1,416
CONC 3 2,09 0,699 23,3
RC x CONC 6 0,68 0,113 3,76
FAT x TEST 1 0,0034 0,0034NS 0,113
ERRO 117 3,566 0,030
CV % 9,97

NS Nio significativo (P > 0,05)
" Significativo (P < 0,01)

Observa-se na figura 12 que hé tendéncia linear para as auxinas AIB e ANA, ou seja,
com o aumento da concentracdo a média do nimero de brotos decresce. Resultados similares
foram descritos por Brum et al. (2002) ao estudarem o efeito de diferentes concentragcdes de BAP
(0,0; 0,5; 1; 2; 4 mgL'l) e ANA (0,0; 0,05; 0,1; 0,2 mgL'l) na propagacao in vitro de Figueira
(Ficus carica L.) em que o maior numero de brotos foi alcangado nas concentragdes de 2,0 ¢ 4,0
mgL™" de BAP isolado, a adigio de ANA ndo melhorou significativamente a resposta dessa
variavel, exceto 0,1 rngL'1 na auséncia de BAP ou 0,1 rngL'1 e 0,2 rngL'1 associados a 1,8 ¢ 2,1
mgL'1 de BAP. Sousa e Miranda (2006) relataram que a adi¢do de AIB nas concentracdes 0,0,
0,05 ¢ 0,5 mgL" associado a0 BAP ou a KIN néo influenciou na proliferacio de brotos.em
explantes de Gerbera jamesonni var. ‘ornela, no entanto, a concentragao de 0,5 mgL'1 dessa

auxina propiciou melhores caracteristicas para a multiplicagdo dessa variedade.
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Figura 12: Média do numero de brotos/ frasco em relagdo as concentragdes dos
reguladores de crescimento (AIB, KIN e ANA) associados a 3,0 mgL'I BAP + 15,0
mgL" QUL

Jé para a citocinina KIN pode-se observar na figura 12 um modelo quadratico que sugere
um efeito positivo para a variavel nimero de brotos em concentragdes acima de 1 mgL'l. O
resultado encontrado estd de acordo com, Nicioli et al. (2008) ao observarem em explantes de
Barbatimao (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville) que, a medida que se aumentou a
concentragdo de KIN no meio de cultura, o nimero de brotos formados a partir do segmento
nodal foi favorecido, sendo registrada uma melhor resposta (3,0 brotos/explante) quando se
utilizou 5,0 mgL'1 de KIN. Vidal et al. (2006) e Lima et al. (2004), conseguiram o maior nimero
de brotos em explantes, respectivamente, da CNPA 97.668 ¢ CNPA ITA-90 II (Gossypium
hirsutum L.) nos meios suplementados com 1,5 mgL™" de KIN associado a mesma concentragio
de BAP ¢ 3,0 mgL™ de KIN associado a 1,0 mgL™" de BAP.

Os melhores resultados para a varidvel numero de brotos (NB) foram alcangados nos
meios suplementados apenas com a citocinina BAP em que a maior média de brotacdo foi de
2,11 (Tabela 4). Os dados obtidos sdo concordantes com as afirmag¢des de Rodrigues et al.
(2012) ao concluirem que o uso de BAP para inducdo de brotacdes foi eficiente nas doses entre
3,0 ¢ 5,0 mgL".em explantes de palmeira Astrocaryum aculeatum Meyer. Cordeiro et al. (2004)
conseguiram a maior taxa de brotagio (2,14 brotos/ explante) com 3,0 mgL™' de BAP em
explantes de Parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke); Soares et al. (2011) ao testar

trés citocininas (BAP, TDZ e KIN) em explantes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)
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observaram as melhores respostas organogénicas (1,98 brotos/ explante) no meio suplementado
com 2,0 mgL"' de BAP. Nessa mesma concentragdo, Santos et al. (2005) trabalhando com
explantes caulinares de Anana erectifolius L. B. Smith, verificaram a formagdo de maior nimero

de brotos (5,83/ explante).

Tabela 4: Valores médios referentes a varidvel nimero de brotos por explante (NBt) em resposta a diferentes

concentragdes de reguladores de crescimento associados a 3,0 mgL™" BAP + 15,0 mgL" QUL

CONCENTRACOES (mg.L™")
Variavel R. C. 0 0.1 0.5 1
AIB 1,92a 1,86 a 1,70 b 1,66 a
NBt KIN 2,11b 1,71 a 1,51 a 1,65a
ANA 1,83 a 1,77 a 1,69 ab 1,58 a

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. P < 0,05.
Dados transformados em vx + 1.

Estudos realizados com variedades do algodoeiro ressaltam a importancia das citocininas
na formacao de brotos. Carvalho et al. (2006) utilizou a concentracao de 3,0 rngL'1 de BAP ¢ 3,0
mgL™" de KIN e obtiveram uma média de 5,3 brotos/ explantes na cultivar de algoddo colorido
BRS Verde. Rocha et al. (2008) obtiveram superbrotamento satisfatorio para explantes da
cultivar BRS-200 ao adicionar BAP isoladamente ao meio MS nas concentragoes de 1,0 e 2,0
mgL™, o mesmo foi verificado para a 6M Moco6 e BRS-187-8H, quando utilizou-se 2 mg.L™" de
BAP isolado ou associado a 1,0 mgL" de KIN. Em estudo realizado com trés cultivares de
algodao indiano foi obtida a média de 6-8 brotos/ explantes cultivados em meio contendo 1,5
mgL™" de BAP e 0,1 mgL" de ANA (MUSHKE et al., 2012).

Na tabela 5, pode-se observar resultados similares quanto ao efeito dos reguladores de
crescimento em relacdo a variavel tamanho do maior broto (TMB). Em que verifica-se, maior
média de 1,71 nos meios isentos dos reguladores de crescimento ANA, AIB ou KIN. Entretanto,
na concentra¢do de 0,1 mgL'1 o AIB, demonstra melhores resultados em relagdo aos demais

reguladores de crescimento.
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Tabela 5: Valores médios referentes a variavel tamanho do maior broto (TMBt) em resposta a diferentes

concentragdes de reguladores de crescimento associados a 3,0 mgL™” BAP + 15,0 mgL™! QUL

CONCENTRACOES (mg.L™")
Variaveis R. C. 0 0.1 0.5 1
AIB 0,74 b 0,67 b 0,33 a 0,29 a
TMBt KIN 1,71 ¢ 0,37 a 0,27 a 0,32a
ANA 0,40 a 0,34 a 0,26 a 0,20 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey. P < 0,05.
Dados transformados em vx + 1.

Maiores concentragdes de auxinas, no entanto, podem inibir as brotacdes e favorecer o
enraizamento ou formagdo de calo (SOUZA ¢ JUNGHANS, 2006). Enquanto que, as citocininas
usadas no meio de cultura liberam as gemas da dominéncia apical tanto no ramo original, como
nos subsequentes ramos laterais que sdo formados, originando numerosas brotagdes (SILVA
NETO e ANDRADE, 2011). Estes autores citam ainda, que o BAP tem sido eficaz na
multiplicacdo de diversas espécies, além de ter o menor custo entre todas as citocininas.

Apo6s a inducdo, os explantes foram subcultivados em meio MS sem regulador de
crescimento para promover o alongamento dos brotos (Figura 13A) que, ao atingirem tamanho
superior a 1,0 cm foram isolados dos explantes e induzidos ao enraizamento em meio MS
suplementado com 0,25 rngL'1 de AIA (Figura 13B), possibilitando assim, o desenvolvimento
das plantas e, posteriormente a aclimatizacao (Figura 13C) e subsequente transferéncia para casa

de vegetacdo (Figura 13D) para completar seu ciclo de desenvolvimento.
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Figura 13. Organogénese in vitro da cv. BRS Rubi. (A) Alongamento em

meio MS sem fitorreguladores; (B) Enraizamento dos brotos em meio MS
com 0,25 mg.L" de AIA; (C) Aclimatizagio em turfa + vermiculita estéreis;
(D) Casa de vegetagao (Antes da transferéncia para vasos). Foto: Taiza da

Cunha Soares, Campina Grande, 2013.

Estas etapas sdo extremamente importantes, pois € possivel observar o desenvolvimento
das plantulas. Além disso, a possibilidade de estudar as plantas regeneradas em casa de
vegetagdo ¢ fundamental, pois assim, observa-se sua adaptacdo ao ambiente ex vitro e ciclo
reprodutivo, bem como fendmenos epigenéticos ou variagdo somaclonal (CID e TEIXEIRA,

2010).
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5. CONCLUSOES

A faixa espectral de 1100 a 2500 dos espectros pré processados ¢ a Analise de
Componentes Principais (PCA) sdo capazes de identificar amostras susceptiveis a

inducdo in vitro, com base em gendtipos conhecidos;

Todas as cultivares selecionadas na PCA respondem satisfatoriamente aos meios de

inducao e proliferacdo de calos;

As cultivares BRS Rubi e Coker 312 formam embrides somaticos com baixa

frequéncia;

A cv. BRS Rubi responde melhor a formacdo de embrides somaticos do que a cv.

Coker 312 nos protocolos estudados;

A maioria dos embrides somaticos apresentam deformagdes, propiciando pouca
regeneracdo em plantas, sendo necessario testar outros protocolos de rediferenciacao

€ maturagio;

O BAP ¢ suficiente para promover a brotacdo em explantes cotiledonares da BRS
Rubi, porém outras concentragdes devem ser testadas para incrementar a taxa de

brotagao;

A quitosana ndo influencia na morfogénese in vitro dos genotipos estudados.
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