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RESUMO

A busca por cultivares cada vez mais adaptadas que atendam a demanda vigente, exige que os recursos
genéticos das espécies vegetais sejam facilmente obtidos. Objetivando avaliar um protocolo para
criopreservacao de eixos embrionarios de algodoeiro, realizou-se um experimento com o emprego de
sementes das cultivares BRS 200 e BRS 201, cujos eixos embriondrios foram extraidos e submetidos a
dessecacao por 0, 30, 60 e 90 min e a criopreservagao em nitrogénio liquido (-196 °C) durante 0, 5, 30
e 60 dias. A reativagdo dos eixos embriondrios foi realizada a cada periodo de armazenamento apés sua
retirada e descongelamento em condi¢oes de ambiente, durante 60 min, sendo cultivados em meio MS
em condicoes de camara regulada a uma temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16/8 h (claro/escuro) e
intensidade luminosa de 30 yumol m2 s™'. Aos 30 dias de cultivo foram realizados avaliagoes da regeneracao,
comprimento de plantulas e nimero de raizes emitidas. Eixos embrionarios de algodoeiro, com umidade em
torno de 9,7%, podem ser conservados em bancos de germoplasma em condigdes criogénicas e regenerar
mais de 80% de plantulas in vitro apds 60 dias de armazenamento em nitrogénio liquido (-196 °C).

Palavras-chave: recurso genético, dessecacdo, armazenamento, regeneracao

ABSTRACT
The search for cultivars more adapted that assist the effective demand requires that the genetic resources
of plant species are obtained easily. In order to evaluate a protocol for cryopreservation of embryonic axes
of cotton, an experiment was carried out using seeds of the cultivars BRS 200 and BRS 201, which were
extracted from embryonic axes and subjected to drying for 0, 30, 60 and 90 min and to the cryopreservation,
directly plunged into liquid nitrogen (-196 °C), during 0, 5, 30 and 60 days. The regrowth of the embryonic
axis was accomplished for each storage period, after its removal and thawing at room temperature
conditions for 60 min, being cultivated in MS medium and kept in the incubator room at temperature of
25 °C, photoperiod of 16/8 h (light/dark) and light intensity of 30 yumol m? s, After 30 days of cultivation,
evaluations of the regeneration, seedling length and number of roots were accomplished. Embryonic axes of
cotton, with moisture content around 9,7 %, can be conserved in germoplasma banks in cryogenic conditions
and to regenerate more than 80% of plantlets in vitro after 60 days of storage in liquid nitrogen (-196 °C).
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INTRODUCAO

As pesquisas visando ao melhoramento genético do
algodoeiro tém sido conduzidas de modo continuo, langando-
se cultivares cada vez mais adaptadas as diversas condi¢des
com caracteristicas que atendam as demandas vigentes, tanto
dos produtores como da industria téxtil e dos beneficiadores.
Constatou-se, recentemente, o interesse em se obter cultivares
de algodoeiro com fibras coloridas porém com a visdo
de preservacdo do germoplasma das melhores linhagens
desenvolvidas.

Para o desenvolvimento dessas cultivares, é fundamental a
existéncia da variabilidade genética da espécie cujos recursos
genéticos possam ser facilmente obtidos, residindo ai a
importancia dos bancos de germoplasma (Eira & Reis, 2004).

Em plena mudanga global, em que os ecossistemas
enfrentam grandes mudangas climaticas e fortes pressoes
antropogénicas, a erosdo e a perda de diversidade genética
constituem uma realidade cada vez mais presente; desta forma, a
conservagao dos recursos genéticos se destaca como prioridade
estabelecida e reconhecida em nivel mundial.

Tradicionalmente, a conservagdo ¢ agrupada em duas
categorias: na conservacao in situ e ex-situ; consoante a
conservacdo das espécies, populagdes ou habitats é realizada,
prioritariamente, no local ou fora do local de origem; neste
caso, podem ser mantidos individuos, sementes, embrides ou
outras estruturas vegetais em diferentes condigdes, dependendo
do material utilizado: no campo ou em casa de vegetagdo, em
camara seca sob baixa temperatura, em meio de cultura com
baixa concentragao salina ou criopreservadas (Slageren, 2003;
Wetzel et al., 2007).

A semente é a forma mais comum de conservacido ex-
situ, por ser a unidade de propaga¢@o natural para a maioria
das espécies de plantas superiores (Veiga et al., 2006). A
metodologia convencional compreende sua desidratagdo para
teores de umidade extremamente baixos e armazenamento
em cdmaras com controle de temperatura e umidade relativa.
Essas condigdes permitem a preservacdo de material vegetal
por longos periodos de tempo, porém pode ocorrer perda
da viabilidade com o prolongamento do armazenamento,
dependendo da espécie (Meletti et al., 2007).

A criopreservacdo vegetal ou armazenamento de propagulos
vegetais em temperatura ultrabaixa (-196 °C) geralmente
no nitrogénio liquido (LN) é a tnica opgdo disponivel em
conservagdo segura e rentavel, em longo prazo, dos tecidos que
seriam recuperados por meio de protocolos para a manipulagio
posterior. Protocolos de criopreservagio t€m sido desenvolvidos
para mais de 80 diferentes espécies de plantas cultivadas sob
varias formas, incluindo suspensdes de células, calos, apices,
embrides somaticos e zigoticos (Sharma, 2005). Esta técnica de
conservacdo dos recursos genéticos vegetais tem apresentado
bons resultados em virtude de reduzir muito ou praticamente
paralisar qualquer atividade em nivel celular minimizando a
deterioracdo biologica durante o armazenamento (Martinkova
& Honek, 2007; Tresena et al., 2009).

Segundo Toribio & Celestino (2000) a criopreservagdo pode
ser uma ferramenta de grande utilidade para a conservagdo de
recursos genéticos vegetais, sobretudo do algodoeiro; contudo,
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Kumria et al. (2003) relatam que a regeneragao e transformagao
de algoddo apresentam problemas no desenvolvimento da
bioengenharia por serem dependentes do genotipo e de
protocolos reproduziveis que ainda ndo foram bem trabalhados
para a maioria das variedades elites de algodao.

Gonzalez-Benito et al. (1998) afirmam que para assegurar
0 6timo de germinagdo apds imersdo em nitrogénio liquido, as
sementes de algodao devem ser dessecadas previamente para
teor de umidade em torno dos 3%. Rocha (2004); Rocha et
al. (2009) e Almeida et al. (2010) afirmam estar entre 5 e 9%
(b.u.) o teor de agua limite para a criopreservagdo de sementes
de algodoeiro.

Atualmente, a criopreservacdo de eixos embrionarios
vem se destacando como a metodologia mais apropriada para
a conservagdo em longo prazo da diversidade genética das
espécies vegetais, uma vez que os eixos toleram condi¢des que
seriam letais para a semente inteira (Berjak et al., 2000; Santos
et al., 2002; Carlo & Lambardi, 2005). Gonzalez-Benito et al.
(1998) resgataram, in vitro, eixos embrionarios de algodoeiro
criopreservados com teor de dgua abaixo de 20%, sem perda
da viabilidade.

Embrides zigdticos sdo sistemas de tecidos simples,
altamente organizados, que podem produzir uma planta
completa, reduzindo o risco de variagdo somaclonal, como
observado em outros métodos de regeneragdo de plantas in vitro
e usados com sucesso para criopreservacdo do germoplasma de
muitas espécies vegetais que possuem sementes com problemas
no armazenamento (Berjak et al., 2000).

Considerando a importancia de se empregar eixos
embrionarios zigoéticos como elemento de preservagdo de
germoplasma de algodoeiro objetivou-se, com este trabalho,
desenvolver um protocolo para a criopreservagdo de eixos
embrionarios de algodoeiro como alternativa para a conservagao
dos recursos genéticos da espécie.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Biotecnologia do
Centro Nacional de Pesquisa do Algodao (Embrapa Algodao)
em Campina Grande, PB. Utilizaram-se sementes de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), cultivares BRS 200 (pluma marrom)
e BRS 201 (pluma branca).

A caracterizagdo da viabilidade inicial das sementes
revelou germinacdo em torno de 96%. O teor de umidade
permitido para a criopreservagdo ¢ de 6 a 8% b.u. (Rocha,
2004) foi obtido empregando-se a formula proposta por
Almeida & Cavalcanti-Mata (1997) para promover a perda
ou o ganho de 4dgua. Procedeu-se a esterilizagdo das sementes
em solu¢ao de hipoclorito de sédio comercial (Brilux) a 40%
(v/v), com 2,0 a 2,5% de cloro ativo, acrescida com 1 a 2 gotas
de polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween-20®) sob
agitagdo durante 20 min, seguida de triplice lavagem em agua
bidestilada esterilizada.

Apds esterilizagdo as sementes permaneceram em
embebicgdo, durante 24 h, em agua bidestilada esterilizada e
foram entdo levadas para excisdo de seus eixos embrionarios na
camara de fluxo laminar, onde foram submetidas a dessecacdo
por 0, 30, 60 e 90 min, sob temperatura de 25 £ 2 °C sendo, em



seguida, colocadas em recipientes estéreis de polipropileno de
4,5 mL, em namero de quatro réplicas de 10 eixos embrionarios
por frasco e imersos diretamente no nitrogénio liquido a -196
°C, onde permaneceram 0, 5, 30 e 60 dias.

Ap6s cada periodo de dessecag@o foram separadas trés
repeticdes de 30 eixos embrionarios para determinagdo do
teor de 4gua, no momento de sua crioconservagao, por meio
da pesagem e secagem em estufa regulada a 103 +2 °C por 17
h, conforme recomendado pelo ISTA (1985); o teor de 4gua foi
expresso em porcentagem, com base no peso fresco.

Ap6s cada periodo de criopreservacéo, criotubos contendo
os eixos embrionarios foram retirados e postos para descongelar
em temperatura ambiente (25 £ 2 °C) durante 60 min;
posteriormente, os eixos embriondrios foram cultivados em
tubos de ensaio de 25 x 150 mm, contendo 10 mL de meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) devidamente vedados e mantidos
em camara de crescimento regulada na temperatura de 25 °C,
fotoperiodo de 16/8 h (claro/escuro) e intensidade luminosa em
torno 30 pmol m™ s proporcionada por ldmpadas fluorescentes
brancas frias. As avaliagdes foram realizadas no 30° dia apos
cultivo, mediante a porcentagem de regeneragdo, a mensuragao
do comprimento de plantulas e contagem do numero de raizes
emitidas.

Os dados foram analisados de acordo com o delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4 x 4,
sendo duas cultivares (BRS 200 ¢ BRS 201), quatro tempos
de dessecacao (0, 30, 60 e 90 min) e quatro periodos de
armazenamento dos eixos embrionarios (0, 5, 30 e 60 dias)
procedendo-se a analise de varidncia e regressao polinomial
para cada cultivar, em fungdo do tempo de dessecacdo e do
periodo de armazenamento; utilizando-se dos modelos de
superficie de resposta, selecionou-se aquele em que todas as
variaveis do modelo apresentaram contribuicdo significativa.
Antes da analise os dados referentes ao comprimento de
plantulas foram transformados para (X + 1)"2

REsuLTADOS E DiscussAo

Sementes de algodoeiro das cultivares BRS 200 e BRS 201
com umidade entre 6 e 8%, foram submetidas a embebigao, por
24 h, e apresentaram eixos embrionarios com teor de agua médio
de 53%, ap6s excisdo (Figura 1). Quando os eixos embrionarios
foram submetidos a dessecagdo em camara de fluxo laminar,
ocorreu redugdo do teor de 4gua em valores médios, para ambas
as cultivares, da ordem de 24, 16 ¢ 9,7%, apos 30, 60 ¢ 90 min
de dessecac@o, respectivamente. A redug@o de agua dos eixos
embrionarios em um nivel possivel de submeté-lo a temperatura
do nitrogénio liquido e/ou evitar a formagao de cristais de gelo
¢ 0 passo mais critico na obtengdo de um protocolo viavel de
criopreservagdo, confirmado por Toribio & Celestino (2000)
esclarecendo, ainda, que, em geral, as sementes, os embrides e
0s eixos embrionarios, se crioconservam prévio a desidratagao
por ar.

A analise de variancia (Tabela 1) detectou efeitos significa-
tivos para a maioria das variaveis estudadas, excetuando a
interagdo dupla entre cultivar x armazenamento, na porcentagem
de regeneracdo; a interagdo dupla entre cultivar x dessecag@o,
assim como a interagdo entre todas as variaveis (cultivar x
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Figura 1. Teor de agua, em porcentagem, de eixos
embrionarios oriundos de sementes de algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.) cultivares BRS 200 e BRS
201, submetidas a dessecacao em camara de fluxo
laminar

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia da regene-
racdao, comprimento de plantula e nimero de raizes
emitidas por eixos embrionarios de duas cultivares
de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), submetidos
a dessecacdo e ao armazenamento em nitrogénio
liquido (-196 °C)

Quadrados médios

Fontes‘de G(;:u Regeneragdo Comprimento Namero

variagao liberdade (%) de :);;n)gula (:“ ri?ildz::
Cultivar (C) 1 1444,531** 9,4053**  3879,374**
Dessecagao (D) 3 29557,030**  13,5607**  3586,057**
Armazenamento (A) 3 9165,364** 6,1467**  2058,613**
CxD 3 440,365 * 0,8764" 363,104**
CxA 3 119,531™ 1,5356** 166,114**
DxA 9 3418,142** 4,1988** 445,322**
CxDxA 9 170,920 * 0,5467" 27,547**
Residuo 96 75,26041 0,375586 7,333927
Total 127
CV (%) 12,66 23,95 12,81

** Significativo a 0,01 de probabilidade; * Significativo a 0,05 de probabilidade; " Néo signi-
ficativo; ' Dados transformados em (X + 1)'?

dessecagdo x armazenamento) ndo afetaram o comprimento
de plantulas originadas dos eixos embrionarios de algodoeiro.

Eixos embrionarios de algodoeiro da cultivar BRS 201
submetidos a criopreservagao, apresentaram maior regeneragao
quando comparados com os da cultivar BRS 200, apesar desta
superar aquela, no comprimento de plantula e no numero
de raizes emitidas por seus eixos embrionarios (Tabela 2).
Tais resultados indicam que as diferengas apresentadas entre
cultivares e/ou variedades de uma mesma espécie, quando
submetidas a criopreservagdo, se devem, provavelmente, ao
patrimdnio genético de cada variante ndo havendo efeitos da
criopreservacdo sobre a viabilidade e/ou vigor das cultivares
estudadas, estando esta afirmagdo de acordo com Almeida et
al. (2002) e Cavalcanti Mata et al. (2002). Todavia, Coelho
(2006) que trabalhou com a qualidade fisiologica de sementes
de diferentes cultivares de algoddo durante a exposigdo as
temperaturas ultrabaixas, observou que a germinagao da cultivar
BRS 200 marrom ¢ afetada negativamente pela utilizagdo da
crioconservagdo constatando um decréscimo nesses valores,
com o decorrer do armazenamento.

R. Bras. Eng. Agric. Ambiental, v.17, n.3, p.291-298 , 2013.
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Tabela 2. Valores médios de regeneragdo, compri-
mento de plantula e nimero de raizes emitidas
por eixos embrionéarios de duas cultivares de algo-
doeiro (Gossypium hirsutum L.) submetidos ao
armazenamento em nitrogénio liquido (-196 °C)

~ Comprimento Nidmero
Fator Rege(n; ;agao de plantula’ de raizes
. (cm) emitidas
Cultivares
BRS 200 65,16 b 2,83a 26,64 a
BRS 201 71,88 a 2,28b 15,63 b
DMS 3,05 0,22 0,95

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade
" Dados transformados em (X + 1)

Quanto a porcentagem de regeneragdo de eixos embrionarios
de algodoeiro das cultivares BRS 200 e BRS 201, submetidos
a criopreservagdo (Figura 2) ocorreu variagdo em funcdo da
permanéncia sob dessecagdo em camara de fluxo laminar e do
teor de agua que apresentava no momento da criopreservagao
(Figura 1) de modo que, quanto mais tempo os eixos
embriondrios permaneceram dessecando, menor foi seu teor de
agua e maior a capacidade de resistir as condigdes do nitrogénio
liquido e regenerar uma plantula normal. Eixos embrionarios
de algodoeiro com teor de agua inferior a 16% (b.u.) valor este
atingido ap6s 60 min de dessecagdo, garantiram, em média,
regeneracao de 85 e 98% para as cultivares BRS 200 ¢ BRS 201,
apos criopreservagdo. Conforme se observa, eixos embrionarios
de algodoeiro dessecados em cdmara de fluxo laminar até teor
de 4gua inferior a 16% (b.u.) com boa qualidade fisiologica,
podem ser criopreservados com seguranga ndo apresentando
problemas no que diz respeito a velocidade de congelamento e
descongelamento que venham a prejudicar sua capacidade de
regeneracdo. A regeneracdo obtida na ordem de 85 e 98% para
as cultivares BRS 200 e BRS 201, respectivamente, dos eixos
embriondrios com 16% (b.u.) do teor de dgua apés imersdo
direta no nitrogénio liquido, indica que a criopreservagao

‘* Teorde dgua ¢——BRS 200 ©— —BRS 201
100 A r 60
30 1 50
9 9
< Eao ©
Iy <
Z§. 60 - .gﬂ
5 30 @
= o
D o
e 40 1 3
a4 L oo &
20 A
YBRS 200= 25,281 +1,6031X-0,0102X2 R2=0,99 r 10
YBRS 201 =24,875+2,2354X-0,017X2 R2=0,99
0 , , , . , 0
0 30 60 90

Tempo de dessecagéo (min)

Figura 2. Porcentagem de regeneracdo de eixos
embriondrios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)
cultivares BRS 200 e BRS 201, em fung¢ao do tempo
de dessecacdo em camara de fluxo laminar e do teor
de 4gua, sob o armazenamento em nitrogénio liquido
(-196 °C)
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pode ser facilmente realizada mantendo-se a ressalva de que o
material criopreservado pode apresentar diferengas no posterior
desenvolvimento das plantas. Ante o abordado, Al Zoubi &
Normah (2012) afirmam que baixos conteudos de umidade
reduzem a formag@o de gelo nas estruturas intracelulares da
semente, quando expostas as temperaturas subzero atenuando,
assim, provaveis danos decorrentes do congelamento. Santos et
al. (2002) obtiveram total regeneragdo (100%) in vitro de eixos
embrionarios de sementes de café com 12,6% de umidade, apds
congelamento em nitrogénio liquido; ja Goldfarb et al. (2010)
relatam que teores de 4gua de sementes inferiores a 8% (b.u.)
tornam o material biolégico mais favoravel ao congelamento,
uma vez que evita a formagdo de gelo o que favorece danos
ao tecido.

O numero de raizes emitidas por eixos embrionarios
também sofreu alteracdo apos criopreservagdo, em funcao do
teor de 4gua que os mesmos continham apos cada tempo de
dessecagdo (Figura 3). Um niimero maior de raizes (37 raizes/
plantula) foi obtido para eixos embrionarios criopreservados
da cultivar BRS 200, aos 76 min de dessecagdo; ja o numero
de raizes emitidas de eixos embrionarios da cultivar BRS 201,
apos criopreservagdo, apresentou tendéncia linear crescente, a
medida em que houve redugédo no teor de agua, na dessecacéo.
Com base no observado, a dessecagdo contribui na capacidade
regenerativa dos eixos embrionarios de sementes do algodoeiro
criopreservados, garantindo a regeneracao de plantulas com um
nimero maior de raizes (Figura 3) e, consequentemente, mais
vigorosas (Figura 2). Portanto, a maior emissdo de radicula
indica que os eixos embrionarios foram dessecados em um
nivel de teor de dgua que ndo causou danos as suas células
apos criopreservacao.

O estudo conjunto dos efeitos do tempo de dessecagdo
e do periodo de armazenamento dos eixos embrionarios de
algodoeiro das cultivares BRS 200 e BRS 201 sobre sua
regeneragdo, comprimento de plantulas e nimero de raizes
emitidas, encontra-se na Tabela 3 e nas Figuras 4, 5 ¢ 6.
Observa-se que eixos embrionarios de ambas as cultivares

‘+Teorde igua  ®——BRS 200 o— —BRS 201 ‘
50 60
r 50
. 30
8 S
F40 S
=
) 30 &
g F30 9
o
g ] g
= 20 S
Z Loo E
101 - - 10
s YBRS200=17.9132+0,763X-0,005X2 R2=0,94
YBRS201=6.8545+0,195X R2=0,97
0 T ; 0

0 30 60 90

Tempo de dessecagfio (min)
Figura 3. Nimero de raizes emitidas por eixos
embrionarios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)
cultivares BRS 200 e BRS 201, em funcdo do tempo
de dessecacao em camara de fluxo laminar e do teor
de 4dgua, sob o armazenamento em nitrogénio liquido
(-196 °C)
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Tabela 3. Valores médios de regeneracdao, comprimento de plantulas e nimero de raizes emitidas de eixos
embriondrios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) submetidos a dessecacao e ao armazenamento em nitrogénio

liquido (-196 °C)

Tempo de dessecacao (min)

*
" 0 30 60 %
BRS 200 BRS 201 BRS 200 BRS 201 BRS 200 BRS 201 BRS 200 BRS 201

Regeneracao (%)

0 92,5 95 85 0 100 90 97,5

5 0 0 55 75 85 90 85 95,0

30 0 0 75 75 80 100 80 72,5

60 0 0 45 70 80 87,5 80 92,5

Comprimento de plantulas (cm)’

0 3,39 2,75 3,37 2,73 3,52 2,53 3,32 2,47

5 1 1 1,96 2,32 3,33 2,46 3,32 2,85

30 1 1 2,08 2,10 3,87 2,76 3,45 2,80

60 1 1 2,32 2,08 3,60 2,85 3,30 2,85
Numero de raizes

0 36,66 25,05 44,07 27,23 49,03 25,65 37,00 20,58

5 0 0 6,20 8,17 36,97 20,19 37,74 28,53

30 0 0 18,34 8,03 37,04 16,55 31,82 21,96

60 0 0 21,52 7,29 35,63 19,15 34,15 21,72

" Valores transformados em (X + 1)2
" PA - Periodo de armazenamento

quando ndo submetidos a dessecagdo, ndo resistiram ao
armazenamento criogénico, condi¢des em que ndo apresentaram
qualquer manifestagdo de atividade metabolica.

O teor de agua dos eixos embrionarios das duas cultivares,
que se encontrava em torno de 53%, foi o fator limitante para
tal comportamento (Figura 1) evidenciando a necessidade da
realizacdo da dessecag@o dos eixos embrionario para teores
de umidade que permitam sua criopreservagdo. Os dados
apresentados vao de encontro aqueles obtidos por Almeida et al.
(2000) e Cavalcanti-Mata et al. (2004) em que criopreservaram,
com sucesso, sementes de diversas leguminosas e algodao
arboreo, respectivamente, que continham em média o teor de
agua entre 6-7% (b.u.).

A dessecacao dos eixos embrionarios por pelo menos 30 min
em camara de fluxo laminar garante regeneracéo na ordem de 45
e 70%, para as cultivares BRS 200 e BRS 201, respectivamente,

A.

Reg (%) = 49,6294 - 1,53815%*%a+0,0107694%*a? + 1,34764%*d - 0,010243 1¥*d? + 0,0107576* *ad

93,88
62,79

31,70

Regeneragio (%)

0,61

apos permanéncia de 60 dias em imersdo no nitrogénio liquido
(Tabela 3 e Figuras 4A e 4B); no entanto, o 6timo de regeneragdo
s0 foi obtido quando os eixos embrionarios foram dessecados
por no minimo 60 min, garantindo regeneragdo superior
a 80%, para as duas cultivares, durante todo o periodo de
armazenamento (Tabela 3 e Figuras 4A e 4B); nessas condigdes
0s eixos embrionarios continham teor de 4gua em torno de 16%,
para as cultivares estudadas (Figura 1). Resultados semelhantes
foram obtidos para embrides de Gossypium hirsutum, cvs.
CNPA 4M, CNPASM, CNPA Precoce 1, CNPA Precoce 2 e
Coker 312 (Gonzalez-Benito et al., 1998).

O comprimento de plantulas de algodoeiro da cultivar BRS
201, originadas de eixos embrionarios submetidos a dessecagio
e criopreservagdo, apesar de apresentar, no geral, menores
valores, quando comparada com a cultivar BRS 200 (Tabela
1) demonstrou maior uniformidade nos seus valores, ao longo

B.
Rog (%) = 50,0454 - 2,00344%*a + 0,019811%%2> + 2,01 188**d - 0,0170139**d2+0,0094123**ad
R2=0,77

~1 <
w )

w
~

Regeneragio (%)

Figura 4. Porcentagem de regeneracao de eixos embrionarios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) em fungao
do tempo de dessecacdo em camara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido (-196

°C). (A) cultivar BRS 200 e (B) BRS 201
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A.

Comp =2,83793- 0,0677577%*a + 0,00059443 4** 22 +0,0235787* *d - 0,000191959* &>+ 0,000442299 **ad

w
)
=

»
%0
2

1,90

Comprimento de plantula (¢cm)

B.

Comp =1,84828-0,0167435N5% +0,0264376**d - 0,000208734*d? +0,00028 563 4** ad
R2=0,74

Comprimentode plantulas (cm)
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Figura 5. Comprimento de plantulas originadas de eixos embrionarios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) em
funcao do tempo de dessecacao em camara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido

(-196 °C). (A) cultivar BRS 200 e (B) BRS 201

A.

Nraiz=18,688-0,985214**a+0,0111593**a? + 0,68 9693**d - 0,00495 54**d? + 0,00308807**ad

42,66

28,93

N° de raizes por plintula

B.
Nraiz = 14,4277 0,701694**a + 0,00 72405% *a2+ 0,222947**d - 0,1001 39**2 + 0,00261823**ad
R2=0,71

26.38

=

2

E 17,75

(=4

=
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E 912

=

Z
0,48

Figura 6. NUumero de raizes emitidas de eixos embrionarios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) em funcao do
tempo de dessecacao em camara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido (-196 °C).

(A) cultivar BRS 200 e (B) BRS 201

do armazenamento, independente do tempo em que os eixos
embrionarios permaneceram sob dessecacdo na cdmara de fluxo
laminar (Tabela 3 e Figura 5B) enquanto os eixos embrionarios
da cultivar BRS 200 parecem ter sofrido mais a influéncia do
armazenamento em nitrogénio liquido, em func¢do do tempo
de dessecagdo, principalmente quando dessecados durante
apenas 30 min (Tabela 3 e Figura 5A). A perda de viabilidade
durante a criopreservacdo dos eixos embrionarios pode ser
causada devido a danos fisicos sofridos pelas estruturas durante
o congelamento e/ou descongelamento; sendo, portanto, de
grande importancia a avaliagdo das velocidades adequadas
dos referidos processos para garantir a integridade do material
quando exposto ao nitrogénio liquido. Esses relatos encontram
apoio em Almeida et al. (2000). Em referéncia ao abordado
Stanwood & Bass (1981) sugerem que o congelamento rapido
tende a promover um resfriamento mais uniforme da agua
subcelular e o descongelamento lento evita danos nos tecidos
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e células da semente. Em contraste, Dumet & Benson (2000)
propdem que o congelamento rapido resulta em formagéo de
cristais de gelo intracelulares, o que ¢ letal para as células e os
tecidos das sementes.

Na Figura 6 o nimero de raizes emitidas por eixos
embrionarios de algodoeiro submetidos a dessecagdo e
criopreservagdo, apresentou comportamento semelhante
ao verificado no comprimento de plantulas (Figura 5). A
dessecagdo dos eixos embrionarios, por no minimo 60 min, em
camara de fluxo laminar, resultou na reducgéo do seu teor de agua
para algo em torno de 16%, em ambas as cultivares (Figura 1) o
que garantiu a regeneracao de plantulas com um niimero maior
de raizes durante criopreservacgao (Figuras 6A e 6B).

Ante os resultados obtidos, observa-se que processo
de dessecacdo dos eixos embrionarios em camara de fluxo
laminar foi de primordial importancia para a sobrevivéncia
dos mesmos as condigdes de temperatura ultra baixa, como a



ocorrida no nitrogénio liquido, coincidindo com os resultados
obtidos com outros trabalhos (Gonzalez-Benito et al., 1998;
Santos et al.,, 2002) o que indica que a criopreservagao
pode ser um método adequado para a preservagdo de eixos
embrionarios da espécie. Nao obstante, antes de generalizar
sua utilizagdo, deve-se avaliar sistematicamente, nas diferentes
espécies e cultivares, o efeito exercido sobre a integridade
fisica e genética do material criopreservado e o posterior
desenvolvimento da planta.

A conservacdo da biodiversidade vegetal ¢ um objetivo
essencial para garantir a solu¢do de problemas que poderao
surgir futuramente na agricultura. Até o momento, os bancos
de germoplasma sdo de essencial importancia no alcance de
tal objetivo; contudo, diante das dificuldades e problemas
encontrados novas tecnologias devem ser avaliadas para
otimizar seu funcionamento, o que reforca o estudo da
criopreservacao de espécies vegetais como forma de garantir
a preservacdo de seus recursos genéticos. O tema abordado
encontra apoio nos relatos de Almeida et al. (2000) e Usman
& Abdulmalik (2010).

CONCLUSOES

1. O teor de agua limite recomendado para criopreservagao
de eixos embrionarios de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.)
estd entre 9 e 16%.

2. Eixos embrionarios criopreservados com 16% (b.u.) do
teor de agua, apresentam regeneragdo de plantulas in vitro de
80% (BRS 200) e 98% (BRS 201).

3. Eixos embrionarios de algodoeiro com umidade em torno
de 9,7% podem regenerar mais de 80% de plantulas in vitro,
apos 60 dias de armazenamento em nitrogénio liquido (-196 °C).
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