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RESUMO: Com o objetivo de conhecer os requerimentos nutricionais de suspensdes celulares de algodoeiro
foi feita uma andlise da utilizagéo de nutrientes no intervalo de 30 dias, normalmente utilizado entre subculturas.
As culturas de células em suspenséo de algodoeiro, genétipo 101-102B, foram estabelecidas e subcultivadas
mensalmente em meio liquido. Foram analisadas o crescimento das culturas, as varia¢cdes de pH do meio de
cultura e a absorgéo de nutrientes. A matéria fresca das culturas de células foi superior a 6 vezes o valor inicial
apos 30 dias de cultivo. Houve aumento do pH no inicio da cultura, estabilizando-se em 6,2 préximo a fase
estacionaria. Durante o crescimento das suspensdes, as células consumiram pelo menos 80% da concentracio
inicial da maioria dos nutrientes quantificados. A velocidade de absor¢ao, entretanto, variou entre os elementos.
Enquanto PO,* foi praticamente esgotado do meio apés 10 dias de cultivo, os ions K*, Ca**, SO,* e Mg*" foram
encontrados em concentragdes proximas a 20% do valor inicial apds 30 dias. As suspensdes de células de
algodoeiro consumiram 89% da concentragao inicial de glicose.
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NUTRIENT UTILIZATION BY COTTON CELL SUSPENSION CULTURES

ABSTRACT: The nutrient uptake of cotton suspension cultures was studied during a 30 day-culture period.
Cotton cell suspension cultures of the 101-102B genotype were established and monthly subcultured in liquid
medium. Culture growth rate, nutrient uptake and pH variations in the medium were measured. A 6-fold increase
in fresh weight of the cotton cell culture was observed on day 30. The majority of the nutrients were taken up at
a high rate, and their consumption was at least 80% of the original concentration. Nevertheless, the uptake rate
varied among the elements. While PO43' was practically depleted from the medium on day 10, the ions such as
K', Ca*, SO,* and Mg* had a 20% residual at the end of the period. The pH of the culture medium increased
initially and stabilized at pH 6.2 at the beginning of the stationary phase. In addition, the cotton cell suspension
culture took up 89% of glucose added to the medium.
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INTRODUCAO

O estabelecimento de culturas de células vegetais
em suspensdo, sob continua agitagdo em meio de cultivo
liquido, é um processo dificil, mesmo quando a espécie/
gendtipo em questdo consegue adaptar-se a essa
forma de cultivo. Populagdes de células homogéneas com
rapida multiplicacdo sdo bastante Uteis para estudos
de processos fisiolégicos em plantas. Culturas de
células em suspensdo séo utilizadas, principalmente,
para o isolamento de protoplastos, embriogénese
somatica, producdo de metabdlitos secundérios e
estudos basicos de metabolismo. As culturas liquidas
apresentam ainda a vantagem de n&o sofrerem a
influéncia da composi¢do quimica de substancias
solidificantes, o que resulta em culturas mais uniformes.
Também, a agitacdo necessaria as culturas liquidas elimina
a formacé&o de gradientes fisicos e quimicos, permitindo
sua maior disponibilidade para a otimizacdo do
crescimento.

O uso da cultura de células vegetais em
suspensao oferece, portanto, um sistema homogéneo para
0 estudo de respostas de células vegetais a estresses
fisicos ou quimicos. O uso destes sistemas é fundamental
pois a resposta a diferentes estimulos in planta mostra-
se complexa e de dificil interpretacdo devido a
diferenciacdo celular e interacéo entre tecidos, dificultando
a compreensdo dos mecanismos que interagem nesses
sistemas. Além de reguladores de crescimento, 0s meios
de cultivo devem suprir uma concentracdo de nutrientes
para se obter um crescimento adequado e uma correta
expressdo do metabolismo primario e secundario nas
culturas in vitro.

A deficiéncia nutricional pode ser apontada como
uma das causas das anomalias genéticas que resultam em
variacdo somaclonal (McCoy et al., 1982). A variacao
somaclonal é indesejavel quando se necessita de culturas
uniformes para estudos de metabolismo.

As préticas atuais de cultivo in vitro de células em
suspensao de algodoeiro consistem apenas em subcultivar

!Parte da Dissertacdo de Mestrado da primeira autora apresentada a UEL - Londrina, PR.

Scientia Agricola , v.57, n.3, p.431-437, jul./set. 2000



432 Celedon et al.

mensalmente, ou em intervalos maiores, quando a
proliferacéo e o crescimento diminuem, possivelmente por
esgotamento de nutrientes.

O presente estudo teve como objetivo estudar a
absorcdo de nutrientes em suspensdes celulares de
algodoeiro, visando ajustes no meio de cultura que
proporcionem maior crescimento das suspensdes e a sua
manutencao em subculturas.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Sementes de algodoeiro do gendtipo 101-102B
foram deslintadas em acido sulfdrico concentrado por 30
S, com agitacdo manual. As sementes foram entdo lavadas
com agua corrente e secas. Para a descontaminacéo
superficial, as sementes deslintadas foram imersas em
solugcdo comercial de hipoclorito de sddio 2%, durante 30
min, e em seguida lavadas com agua destilada esterilizada.

Inducéo e cultura de calos

Dez sementes foram distribuidas em placas de
Petri (15 x 2 cm) contendo 50 mL de meio de cultura,
composto de macro e micronutrientes do meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), 20 g L* e 3 g L* de
Phytagel™, e mantidas no escuro a 28°C para germinagao.
Sete dias ap0s a emergéncia da radicula, segmentos de
hipocétilos foram utilizados como explantes para a
producéo de calos.

Para o desenvolvimento dos calos, foi utilizado o
meio de indugdo de Cousins et al. (1991). O pH foi
ajustado a 5,8 e 60 mL de meio foram distribuidos em
frascos de vidro de 100 mL, os quais foram fechados com
tampa de polipropileno e autoclavados a 120°C durante 15
min. Segmentos de hipocétilos, com cerca de 1 cm, foram
inoculados neste meio e os frascos incubados em camara
de cultivo a 28°C + 2, com fotoperiodo de 16 h e
intensidade luminosa de 63 pmol m?s™. Apds quatro
semanas, os explantes formaram calos de 3-4 cm de
diametro, bastante friaveis e com coloragdo esverdeada,
gue foram usados para o estabelecimento das suspensdes
celulares.

Estabelecimento inicial das culturas de células em
suspenséao

Para iniciagdo e manutencdo das culturas de
células em suspensdo, foram utilizados os macro e
micronutrientes do meio MS, acrescidos de 0,5 mg L™ de
tiamina-HCl, 0,5 mg L™ de piridoxina, 0,5 mg L™ de &cido
nicotinico, 100 mg L™ de mio-inositol, 60 g L™ de glicose
e 0,5mg L™ de 2,4-D. Ap6s ajuste do pH (5,5), 0 meio foi
esterilizado através de filtro Millipore™ (0,22 pm).

O estabelecimento das culturas de células em
suspenséo foi feito como descrito por Kobayashi & Vieira
(no prelo). Os calos foram transferidos para erlenmeyers de
250 mL e parcialmente cobertos com meio de cultura (10-
15 mL). As culturas foram mantidas em estado estacionario,
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a 28°C + 2 e fotoperiodo de 16 h (63 pmol m*?s™) por 1
semana. Uma aliquota do meio, contendo células isoladas
e pequenos agregados celulares, foi transferida para um
novo erlenmeyer de 250 mL com 15 mL de meio liqlido e
mantida em agitador orbital a 100 rpm, sob as mesmas
condicdes de luz e temperatura. A medida que havia um
aumento visivel da densidade celular, meio liquido era
adicionado para completar 100 mL.

Amostragem

Suspensbes celulares provenientes de 3
erlenmeyers foram unidas em um frasco de 500 mL e
mantidas no agitador (100 rpm) por cinco dias para
uniformizacao da cultura padrao.

Para o experimento, foram cultivadas 1250 mg de
células em 25 mL de meio de cultura em erlenmeyers de
125 mL, vedados com folha dupla de papel aluminio
coberto com filme de PVC. As culturas foram mantidas em
estado estacionario, sob as condicGes de luz e temperatura
descritas. Apds quatro dias, foram transferidas para
agitador orbital (100 rpm). Amostragens foram realizadas
em intervalos de cinco dias, durante um periodo de 30
dias. O experimento foi repetido quatro vezes.

Andlise dos nutrientes

A matéria fresca de células dos frascos de cultura
foi determinada através de filtragem em papel de filtro, com
ajuda de vacuo.

O pH do meio de cultura foi determinado logo
apos a filtragem das células. As concentracdes dos
macronutrientes PO,*, Ca*, SO,*, Mg** e K" e dos
micronutrientes Fe*" e Zn** foram determinadas em
espectrofotdbmetro de emissao de plasma (Thermo Jarrell
Ash, ICAP 61E), em aliquotas de 1 mL do meio de cultura
filtrado. A andlise de consumo de potassio foi feita em
fotbmetro de chama, com aliquotas de 0,5 mL do meio
filtrado. O consumo de NH," foi determinado com o método
colorimétrico de Darrel (1983). O consumo de NO, foi
quantificado por espectrofotometria (Miyazawa et al.,
1992). Diluicdes do meio de cultura foram necessarias para
as andlises dos elementos, e variaram entre os métodos
e/ou entre os dias de cultivo, analisados por um mesmo
método.

Para determinacdo do consumo de glicose foi
utilizado método enzimatico (kit para D-glicose, Boehringer
Mannheim). Antes da reagdo enzimatica, as amostras
foram desproteinizadas, segundo recomendac¢des do
fabricante.

As curvas de crescimento das suspensdes
celulares foram construidas com os dados de matéria
fresca coletados durante os 30 dias de cultivo das
suspensfes. Os pontos foram ajustados por meio de uma
funcéo logistica (Zullo & Arruda, 1986). Para a analise de
consumo de cada nutriente, foi utilizada a média de quatro
repeticbes para cada ponto de coleta, exceto glicose, para
a qual trés pontos foram determinados para cada dia de
coleta.



Utilizac&@o de nutrientes por algodoeiro 433

RESULTADOS

A manutencéo de calos ou culturas de células em
suspensdo em meio liquido sem agitacdo nos primeiros
dias apds as subculturas foi essencial para obter
suspensBes compostas de células individuais ou de
pequenos agregados celulares. Calos e células em
suspensdo submetidas a agitagao, logo apos transferéncia
para meio liquido, tornaram-se escuros e morreram. As
culturas eram constituidas de células relativamente
homogéneas e de rapido crescimento, de aspecto denso
e com poucos aglomerados celulares, consistindo
principalmente de células livres.

Crescimento celular

Os dados de matéria fresca foram utilizados para
a construcdo de uma curva de crescimento em funcéo do
tempo de cultivo (Figura 1). Embora a curva obtida
assemelhe-se ao modelo de curva observado em
suspensdes de células vegetais (Stepan-Sarkissian & Grey,
1990), a fase lag foi praticamente inexistente. Isto deveu-
se a metodologia utilizada para a uniformizagdo da cultura
padrdo, pois as culturas ja encontravam-se em
crescimento exponencial quando da sua utilizagdo. Em
torno do 25° dia, observou-se a desaceleracdo do
crescimento celular e inicio da fase estacionéaria. A matéria
fresca aumentou cerca de 6 vezes em relagdo a
quantidade de in6culo inicial.
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2000 +
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Dias em cultura

Figura 1 - Curva de crescimento de cultura de células em suspen-
séo de algodoeiro (genétipo 101-102B).

pH

O pH permaneceu constante em 5,4 durante os
cinco primeiros dias do cultivo. Aos dez dias, notou-se o
primeiro aumento para 5,8 e, aos 20 dias alcangou seu
méximo, estabilizando-se em 6,2 até o fim dos
experimentos (Figura 2). As maiores altera¢Ges de pH
deram-se durante a fase exponencial do crescimento da
cultura. Este periodo de cultivo é também relacionado ao
periodo de maior consumo de nutrientes.

Absorgo de nutrientes

As culturas celulares da variedade 101-102B
mostraram-se exigentes quanto ao nivel de nutrientes
necessarios para o seu crescimento, que se deu de forma
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Figura 2 - Variacéo de pH do meio de cultura em funcao do tempo.
Barras representam o desvio padrédo das médias.

diferenciada durante o crescimento (Figuras 3-5). Esta
variacdo é refletida pelas diferentes porcentagens de
absorcdo durante determinadas fases do crescimento e/
ou durante o tempo total de cultivo.

As duas formas de nitrogénio, NH,"e NO_,
fornecidas simultaneamente as culturas, foram consumidas
durante os 30 dias de cultivo (Figura 3). As células de
algodoeiro apresentaram uma certa preferéncia pela forma
amoniacal nos periodos do dia 0 a 10 e do dia 25 a 30.
Nestes periodos, a diferenca na absorcao foi
aproximadamente 1,5 vezes maior para NH,". Também o
consumo total de NH," foi um pouco maior do que o de
NO,’, 97% e 90% respectivamente da Concentragao Inicial
no Meio de Cultura (Cl). Nos ultimos cinco dias de andlise,
foi detectado o menor consumo de NO, pelas culturas (9%
da Cl), enquanto para NH,", a absor¢éo continuou a ser
alta, mantendo-se em 15% da CI (TABELA 1).

O fosforo apresentou uma curva de absorgao
diferente dos demais nutrientes e foi consumido com uma
velocidade bastante acentuada nas culturas de algodoeiro
(Figura 3). Em 10 dias, 92% da Cl do elemento ja havia
sido consumido. O nivel residual de PO43’ encontrado apds
30 dias de cultivo foi 3% da sua ClI (TABELA 1). Apesar
deste ion ter sido praticamente esgotado durante a fase
exponencial do crescimento, ndo se observou nenhum tipo
de inibigdo da multiplicagdo celular nesse mesmo periodo.

A absorcdo de K* ocorreu durante todo o periodo
de multiplicagé@o celular, diminuindo um pouco antes da
desaceleracdo do crescimento da cultura (Figura 3). Do
dia 5 ao 15, o consumo foi de 43% da Cl, e do dia 15 ao
25 este valor foi reduzido para 21%, ou seja, houve uma
diferenga de mais de 50% no requerimento da cultura entre
estes dois periodos (TABELA 1). No dltimo periodo de
cinco dias, a absorcdo de K' foi apenas 3% da CI. Também
foi 0 ion que mostrou o menor consumo total durante o
crescimento celular. O valor residual deste nutriente no 30°
dia foi 0 mais alto dentre os elementos analisados, ficando
em torno de 21% da sua Cl.

O inicio do cultivo (dia 0 a 5) foi a fase de maior
requerimento de célcio, quando 23% de sua concentracéo
inicial foi consumido pelas células (TABELA 1). Como para
a maioria dos nutrientes analisados, houve nitida reducéo
da absorcdo deste macroelemento em torno do 25° dia
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Figura 3 - Utilizagdo de PO,*, Ca*, SO, K*, NO_, NH,*e Mg* em cultura de células de algodoeiro, em relagéo a concentragdo inicial do
elemento no meio de cultura (Cl), durante 30 dias. Barras representam o desvio padréo das médias.

(Figura 3), sendo que o valor residual encontrado no meio
de cultura foi 19% do total.

Foi observado um grande consumo de SOAZ' pela
cultura de algodoeiro durante os 5 dias iniciais da cultura
(35%). Durante o crescimento exponencial, aproxi-
madamente 81% do ion foi utilizado, e ja no 20° dia,
guando restavam 19% de 8042' no meio, ndo mais se
observou a sua absorcao pelas células (Figura 3).
Somente 1% da concentracao total foi consumido apds o
dia 20 (TABELA 1).

A taxa de consumo de Mg* variou durante o
crescimento celular (Figura 3). Os primeiros cinco dias
apresentaram 18% de absor¢cdo. Apés o dia 25, o
requerimento de Mg®" foi reduzido, sendo que
aproximadamente 12% da concentracao disponivel no dia
0 foi absorvido. O valor residual deste ion encontrado no
meio de cultura foi de 18% do inicial (TABELA 1).

TABELA 1 - Consumo de nutrientes em culturas de células
em suspensédo do gendtipo 101-102B de algo
doeiro, durante 30 dias*.

Dias em cultura

0 5 10 15 20 25 30
NH,* 0 40 54 63 70 83 97
NO, 0 26 36 54 66 81 90
PO, 0 72 92 94 94 96 97
K* 0 13 33 56 67 76 79
Ca? 0 23 26 43 60 75 81
SO,* 0 35 56 68 81 82 82
Mg?* 0 18 24 31 51 70 82
Fe? 0 9 28 50 72 80 91
n?* 0 20 41 62 78 95 98

Glicose 0 25 35 38 49 62 89

*Resultados expressos em porcentagens da concentracgao inicial
no meio de cultura.
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Para o Fe*, observou-se pequena absor¢ao nos
primeiros cinco dias do cultivo (9% de sua CI). Nos 15 dias
subsequentes onde o consumo foi bastante constante e
ficou entre 19 e 22% do disponivel no dia 0 (Figura 4).
Durante a desaceleragdo do crescimento, a queda no
requerimento de Fe®* foi nitida e atingiu 8 e 11% da ClI
nos dois dltimos periodos analisados (dias 20 a 25 e dias
25 a 30, respectivamente).

O outro micronutriente analisado, Zn*, foi utilizado
de maneira mais uniforme durante o cultivo (Figura 4).
Durante a fase estacionaria da cultura, o consumo deste
elemento foi de aproximadamente 3% do valor inicial. O
valor residual de Zn®* foi um dos mais baixos em
comparagao com 0s outros ions, aproximadamente 2% do
disponivel no dia 0 (TABELA 1).
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Figura 4 - Utilizagao de Fe?* e Zn?* em cultura de células em sus-

pensao de algodoeiro, em relagéo a concentragao inicial

no meio de cultura (Cl), durante 30 dias. Barras repre-
sentam o desvio padréo das médias.
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Durante os primeiros e os Ultimos cinco dias de
crescimento celular, a cultura de células em suspensao de
algodoeiro apresentou um consumo elevado de glicose, de
25 e 26% respectivamente da ClI (Figura 5). Do dia 5 ao
25, as analises mostraram que a absorgao variou pouco,
permanecendo entre 10 e 13%. Entretanto, durante o
periodo dos dias 10 a 15, as células de algodoeiro
consumiram apenas 3% da ClI de glicose. O valor residual
de glicose encontrado foi de 11% do disponivel a cultura
no dia 0.

Cl=283 mM

% residual de glicose
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Figura 5 - Utilizagdo de glicose em cultura de células em suspendo
de algodoeiro, em relagdo a concentragao inicial no meio
de cultura (Cl), durante 30 dias. Barras representam o
desvio padrdo das médias.

DISCUSSAO

As suspensfes celulares de algodoeiro,
mostraram-se bastante sensiveis aos procedimentos de
subcultura. Durante o cultivo, um periodo de 3 dias sem
agitacao logo apo6s a inoculagdo em meio fresco, mostrou-
se necessario para a adaptacdo das células. As culturas
de calos em meio liquido também foram mantidas em
estado estaciondrio até serem retiradas as aliquotas para
0 estabelecimento das suspensfes celulares. Este
procedimento diminuiu o estresse das células causado pela
manipulagdo. A agitacdo das células logo apds a sua
subcultura em meio fresco resultou em total oxidagdo e
morte das células.

As culturas apresentaram, durante todo o periodo
de crescimento, uma forte coloracdo esverdeada. A
formacé&o de clorofila em suspensbes celulares pode ser
inibida pelo excesso de carboidratos e de 2,4-D no meio
de cultura. Entretanto, as suspens@es celulares de
algodoeiro, apesar de cultivadas na presenca de 2,4-D e
de alta concentracdo de glicose, ndo apresentaram
diminuicdo do teor de clorofila, mostrando um
comportamento semelhante as culturas de Peganum
harmala e Marchandia polymorpha (Wolfgang, 1985).

Os meios utilizados para o cultivo de tecidos
vegetais tém uma relativa baixa capacidade de
tamponamento. Tentativas de manter os valores de pH
artificialmente fixos néo resultam em bom desenvolvimento
das culturas (Leifert et al., 1995). As culturas de células
em suspenséo utilizadas neste trabalho apresentaram
alteracdes de pH (Figura 2). As maiores variagfes
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ocorreram durante o periodo de grande crescimento e isto
pode ser um reflexo do forte consumo de nutrientes e das
trocas ibnicas que ocorreram nesta fase.

Leifert et al. (1992) demonstraram que os valores
de pH do meio de cultura in vitro de tecidos e células
vegetais podem variar de 3,7 até 6,2, de acordo com a
espécie cultivada, independentemente do pH inicial. Estes
valores estdo em acordo com as observacdes feitas para
a variedade 101-102B de algodoeiro.

Ambos os ions nitrogenados presentes no meio
de cultura (NH,” e NO,) apresentaram uma absor¢éo
elevada, considerando os baixos valores residuais
alcancados no 30° dia de cultivo das suspensoes celulares
(Figura 3). Somente uma pequena preferéncia por amonia
pelas células de algodoeiro foi observada durante o inicio
(dias 0 a 5) e o fim (dias 25 a 30) do cultivo.

Sabe-se que apds ser absorvido pelas células, o
NO, deve ser reduzido a NH," antes de ser incorporado
a compostos organicos. Enquanto no 25° dia as
porcentagens residuais de NH,"e NO, foram semelhantes,
17 e 19%, respectivamente, de suas concentracfes
iniciais, a apsor(;éo de NH," apds esta periodo foi maior
(Figura 3). E possivel que a preferéncia da cultura pela
forma amoniacal durante a fase estacionaria seja um
mecanismo de adaptacdo da célula para economizar
energia. Também a menor absorcéo de nitrato poderia ser
uma conseqiéncia da menor taxa de divisdo celular e
sintese protéica que ocorre na fase estacionaria.

A preferéncia por uma destas formas de nitrogénio
e a importancia da relagdo NH,": NO," tém sido relatadas
como genotipo-dependente (Leifert et al., 1995). Portanto,
outras variedades de algodoeiro podem apresentar um
requerimento diferenciado para nitrogénio.

Enquanto o nitrogénio foi absorvido durante os 30
dias, o padrdo de absorcdo de PO43' mostrou-se
completamente diferente. Este Ultimo ion apresentou
absorcédo mais rapida do que os demais ions analisados,
e atingiu 8% da sua Cl em apenas 10 dias (Figura 3). O
rapido esgotamento do POf‘ do meio, antes dos outros
fons, também foi observado em culturas de vérias outras
espécies (Leifert et al., 1995). Apesar do PO43' ter sido
guase que esgotado durante o inicio da fase exponencial
de crescimento das suspensdes celulares, ndo se
observou nenhum tipo de inibicdo da multiplicacao celular
que pudesse ser atribuida ao grande consumo deste
nutriente.

Baseado em trabalhos com culturas celulares de
Catharanthus roseus, Van Gulik et al. (1993) verificaram
a existéncia de um mecanismo de absorcdo e
armazenamento intracelular de fésforo. Os autores
postularam que as células desenvolvem mecanismos de
rapida absorcdo e armazenamento para garantir o
crescimento celular durante longos periodos. Também,
trabalhando com culturas de C. roseus, Sakano et al.
(1995) observaram que altos niveis de PO43' no meio levam
a um excessivo acumulo intracelular deste elemento,
causando toxicidade e reprimindo o crescimento das
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células em suspenséo. Estes efeitos eram pronunciados
quando as células eram cultivadas com uma baixa
densidade inicial. Isto foi atribuido a falta de um sistema
de controle do tipo “feedback” pelas células para impedir
0 actmulo de POf‘em niveis toxicos.

Como esperado, o requerimento de K* mostrou-se
maior durante o crescimento exponencial, quando ha alta
atividade celular. As culturas de algodoeiro mostraram bom
crescimento com 12,8 mM de concentrac&o inicial de K*
(Figura 3). Akins & Vasil (1985) observaram que
suspensdes celulares de cenoura crescem bem com
apenas 1mM de K. Portanto, o alto valor residual de K*
(21%) obtido em nossas condi¢bes pode indicar que a
concentragdo inicial deste ion no meio estd acima do
requerido pelas culturas de células de algodoeiro.

O calcio apresentou uma intensidade de absorgao
elevada durante toda a fase exponencial, uma vez que sua
funcdo na célula liga-se, principalmente, aos processos de
divisdo celular e de transporte de membrana. O nivel
residual de Ca* no fim do cultivo foi dos mais altos (19%
da Cl), ficando abaixo apenas do K* (21% da Cl). Mezzetti
et al. (1991), utilizando brotos de Actinidia deliciosa,
observaram que o nivel residual de Ca** foi 0o mais alto
dentre os macronutrientes apds 60 dias de cultivo.

Durante a fase de rapido crescimento, as cultura
celulares mostraram-se mais exigentes quanto ao
requerimento de enxofre, enquanto na fase estacionaria
n&o houve praticamente absor¢do do elemento. Segundo
Marschner (1986), as concentracdes de enxofre no meio
podem aumentar durante a fase estacionaria em fungdo
da maior relacdo absorcdo de agua : consumo de 8042'
durante a fase estacionaria em comparagdo a fase
exponencial. Assim, estas observacOes parecem estar em
acordo com os dados obtidos com células de algodoeiro,
nas quais um pequeno aumento da concentragdo de SO 42'
foi observado no meio de cultura no 30° dia em relagéo
ao 25°.

Magnésio foi absorvido do meio durante todo o
decorrer do periodo de cultura. Sabe-se que a absorgao
de Mg* pode competir com a de outros cations, como
Ca”, NH,” ou K", em baixo pH. Né&o foi observada uma
relacdo de competicdo entre a absorgéo de Mg* e NH,"
ou Mg* e Ca* nas culturas de algodoeiro, uma vez que
0s periodos de maior consumo destes ions foram
coincidentes. Um aumento na taxa de absorcdo de Mg
somente foi observado quando o pH ultrapassou 5,8.
O aumento na taxa de absor¢do de Mg* com o aumento
do pH do meio foi também relatado por Shinga et al.
(1987).

Os dois micronutrientes analisados, Fe** e Zn*,
apresentaram curvas de utilizagdo semelhantes, sendo que
a maior diferenga entre o consumo destes elementos foi
observada cinco dias finais do cultivo (TABELA 1).

A glicose, escolhida como fonte de carboidrato
para o cultivo das suspensdes celulares de algodoeiro, &
preferida por varias espécies de dicotileddneas cultivadas
in vitro, mesmo quando outras fontes de carboidrato séo
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simultaneamente fornecidas (Schmitz & Lortz, 1990). A
intensidade de absorcdo de glicose foi alta nos cinco
primeiros dias do cultivo, apontando a necessidade
energética das células para rapido crescimento (Figura 5).
Da mesma forma, o consumo foi alto nos cinco ultimos
dias do cultivo, quando se iniciava a fase estacionaria,
demonstrando a necessidade de glicose pelas células em
suspensao de algodoeiro também durante a manutencgéo
do metabolismo basico. Portanto, a glicose ndo mostrou
relacdo direta com a diminuicdo do crescimento das
culturas, uma vez que sua absorcdo néo foi interrompida
quando da desaceleracéo do crescimento (TABELA 1).

Os estudos sobre os requerimentos nutricionais
de plantas in vitro visam otimizar o crescimento das
culturas, como também relacionar a taxa de crescimento
com a absorc¢do dos elementos do meio (Desamero et al.,
1993). Neste trabalho, algumas rela¢des entre crescimento
e consumo de nutrientes em suspensodes celulares de
algodoeiro foram estudadas.

Para os ions cujo nivel residual ao final do periodo
de cultura de 30 dias foi muito baixo (PO,*, Zn*" e NH,")
€ necessario verificar se o aumento das suas
concentragBes, em varias etapas do cultivo, poderia
prolongar a fase exponencial de crescimento das
suspensodes, ou se tornariam toxicos. J& para os nutrientes
com menor consumo (Ca”, K*, SO,” e Mg™) seria razoavel
supor que meios de cultura com concentragdes menores
sejam suficientes para sustentar o crescimento celular.

Culturas de algodoeiro tém se mostrado
recalcitrantes a regeneracdo. Quando obtida, os
regenerantes mostram alta taxa de aberracdes fenotipicas
e citogenéticas (Stelly et al., 1989). A composicdo dos
nutrientes do meio de cultura j& foi apontado como uma
das causas de instabilidade citogenética (McCoy et al.,
1982). Assim, futuros trabalhos sobre requerimentos
nutricionais em culturas de células de algodoeiro
associados a andlises citogenéticas, poderdo contribuir
com os protocolos de regeneracdo, essenciais aos
trabalhos de transformacéo genética e melhoramento da
espécie.
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