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Apresentacao

Uma das ferramentas da biotecnologia é sem dUvida a micropropagacao
que envolve a obtencao de embridides, via embriogénese somatica, que
tanto podem ser utilizados a nivel comercial, como ja é feito com varias
culturas, especialmente fruteiras, como os casos da bananeira e do
abacaxizeiro, bem como para auxiliar no melhoramento genético de plantas,
reduzindo o tempo para a obtencao de cultivares de melhor desempenho
global.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodao
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Introducao

As modernas aplicacdes da biotecnologia vegetal tém-se constituido em
complementos indispensaveis ao fitomelhoramento, propiciando vérias
possibilidades para o aumento da producao, da produtividade e da
diversificacao das culturas, incluindo-se o uso de biopesticidas, técnicas de
cultivo de tecidos e de instrumentos avancados da genémica e da
engenharia genética.

Como em toda ciéncia decorrem produtos tecnolégicos que podem ser
obtidos, o uso inadequado da biotecnologia também pode proporcionar
danos irreparaveis ao meio ambiente e a salde humana, além de provocar
uma grande polémica visto que implica em questdes de ordem ética e moral
(AMBIENTE BRASIL, 2005).

Uma das areas da biotecnologia hoje bastante estudada e aplicada, é o
cultivo de tecido vegetal que, segundo Carvalho (1999) teve inicio nos anos
30 porém sé tomou impulso realmente nos anos 70, com interesse na area
de melhoramento genético e nas técnicas de micropropagacao.

A micropropagacao é uma técnica através da qual se propaga plantas
dentro de tubos de ensaios ou similares de vidro, sob condicdes adequadas
de assepsia, nutricao e fatores ambientais, como luz, temperatura, oxigénio
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e gas carbdnico. A cultura in vitro de plantas é uma das técnicas mais
polivalentes no campo da biotecnologia (CID, 2001).

A micropropagacao in vitro é a aplicacao mais pratica da cultura de tecido
e aquela de maior impacto (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998) haja
vista permitir condicdes para se obterem plantas de dificil propagacéao e de
ciclos de vida longa, em menor espaco de tempo, comparativamente ao
melhoramento convencional; trata-se de uma forma de reproducao
assexuada, em que se utilizam explantes do vegetal os quais, por meio de
divisdes celulares induzidas pelos horménios vegetais e pelos
fitorreguladores, produzem grande quantidade de individuos, genética e
fenotipicamente idénticos, podendo ser conduzida pela proliferacao de
gemas axilares, inducao de gemas adventicias por organogénese direta ou
indireta, e embriogénese somatica, direta ou indireta.

Assim, a técnica de clonagem in vitro de plantas tornou-se possivel
mediante a cultura de tecidos, fundamentando-se na totipoténcia das
células vegetais, por meio da regeneracao /n vitro, via organogénese ou
embriogénese somética, para originar as novas plantas.

A Embriogénese Somética (ES) desempenha um significativo papel na
transformacao genética, hibridizacao somatica e variacao somaclonal,
considerando-se que a expressao diferencial de um gene em células
somaticas envolve a mudanca na programacao de desenvolvimento dessas
células, conferindo-lhes a capacidade de manifestar o potencial
embriogénico (ZENG et al., 2006).

Teoricamente, a ES é a melhor opcao para a propagacao in vitro, em
virtude de apresentar vantagens, como alta taxa de multiplicacao
comparada a qualquer outro processo de propagacao, escalonamento da
producao pela manutencao da cultura em meio liquido; plantio direto da
muda obtida via ES, sem necessidade de enxertia, com menor custo de
producao, além da planta ser geneticamente igual a planta-mae;
possibilidade de transferéncia de genes, razao pela qual tem sido utilizada
como ferramenta em estudos de desenvolvimento de plantas, propagacao
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clonal e melhoramento (http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio07/
7 f.asp).

A ES é, portanto, o meio pelo qual células somaticas se desenvolvem em
estruturas que se assemelham a embrides zigdticos (isto é, bipolar e sem
conexao vascular ao tecido parental) com uma série de estadios
embriolégicos caracteristicos, sem fusdo de gametas (JIMENEZ, 2001) e
foi descrito ha quase 50 anos (STEWARD et al., 1958), devido a sua
relevancia.

Principais Aspectos

Os fatores que influem no éxito do cultivo de tecidos estao relacionados a
origem e ao tipo de material vegetal, destacando-se a idade da planta, o
tipo de explante (pices caulinares, hipocétilos, discos foliares, segmentos
foliares e raizes, entre outros), a posicao que este explante ocupa na planta
e uma vasta lista de aspectos que, em sua totalidade, dificilmente poderao
ser controlados, pois cada variedade reage ou responde de maneira
diferente (CARVALHO, 1999).

A ES in vitro foi observada, de inicio em 1958, em cultivo de células
isoladas de raiz de cenoura (STEWARD, 1958); posteriormente, foi iniciada
em um grande nuimero de espécies (BAJAJ, 1995) e consiste na formacao
de embrides somaticos a partir de tecidos somaticos; neste processo, as
células ou tecidos somaticos (ndo sexuais) se desenvolvem até a formacao
completa de uma planta, por meio de uma série de estadios,
caracteristicos do desenvolvimento de embrides zigéticos; a partir de uma
célula que se multiplica, organiza-se uma estrutura semelhante ao embrido
que existe na semente normal). A ES pode ser realizada de forma direta ou
indireta, ou seja, o embridao somatico se origina diretamente do explante ou
se desenvolve de células de calo, depois de um periodo mais ou menos
longo de proliferacdo. O embriao se forma a partir de células
embriogénicas, as quais se distinguem das outras células do calo devido ao
aspecto similar as células meristematicas; assim, sao pequenas,

13
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isodiamétricas, pouco vacuoladas, ricas em citoplasma, com nucleos
evidentes e paredes delgadas (GUERRA, 1999).

Para que ocorra o processo de ES, as células diferenciadas devem, antes
de tudo, ser desdiferenciadas depois da divisao celular, para serem
determinadas como células embriogénicas e posteriormente serem
rediferenciadas (PASQUAL et al., 1997). No interior, as células soméaticas
adquirem caracteristicas embriogénicas por meio de uma completa
reorganizacao do estadio celular, incluindo a fisiologia, o metabolismo e a
expressdo génica (FEHER et al., 2002); tradicionalmente, a ES é dividida
em dois estadios principais: inducao e expressao. Em geral, depois de uma
mudanca nas condicdes de cultura, por exemplo, meio de cultura,
composicao de fitorreguladores, fonte de hidrato de carbono ou potencial
osmético, é que os tecidos ou as células induzidas alcancam o estadio de
expressao no qual as células indicam as suas competéncias, diferenciando-
se em embrides somaticos, que sao estruturas independentes bipolares,
com um apice radical e outro caulinar, ocorrendo uma conexao entre os
dois extremos, mediante o procambio que, finalmente, origina os tecidos
vasculares (Ammirato), 1986

As mudancas no desenvolvimento do embrido sao visiveis, passando pelos
estadios tipicos da embriogénese zigética, isto é, estadio globular,
codiforme e torpedo, em dicotiledéneas; globular e cotiledonar, em
monocotiledéneas; globular, cotiledonares precoces e tardios, em coniferas
(TOONEN e VRIES, 1996; DONG e DUNSTAN, 2000); referidas estruturas
terminam por se converter em plantas completas, através de uma série de
processos que correspondem aos que ocorrem nos embrides zigdticos
(TISSERAT et al., 1979).

Uma fase importante no desenvolvimento do embrido, tanto no zigético
como no somatico, é o processo de maturacao, fase em que ocorrem
varias mudancas morfolégicas e bioquimicas, evidentes pela deposicao de
materiais armazenados, pela interrupcao da germinacao e pela tolerancia a
dissecacao, principalmente em espécies com sementes ortodoxas
(THOMAS, 1993; MCKERSIE e BROWN, 1996). Ha diversos casos em
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que os embrides somaticos cultivados nao se desenvolvem normalmente,
ndo germinam nem se convertem em plantas normais, enquanto em outros
o desenvolvimento e a maturacao do embrido sao interrompidos pela
germinacao precoce, conduzindo a ocorréncia de plantulas mal
desenvolvidas. Grandes esforcos tém sido devotados para se contornar
esses problemas, sobretudo pela suplementacao dos meios de cultura com
fitorreguladores que favorecem as ultimas fases da ES, para que progrida
similarmente aquelas da embriogénese zigdtica.

Meios de Cultivo

A composicao do meio nutritivo, além de conter nutrientes necessérios a
sobrevivéncia da planta, é imprescindivel para favorecer o crescimento e o
desenvolvimento do material vegetal; constitui-se, basicamente, de sais
minerais, macronutrientes e micronutrientes, para garantir o suprimento de
elementos minerais, e de uma fonte de carbono, como: acucar, sacarose,
glicose ou sorbitol, entre outros, de vitaminas e de outros suplementos
organicos (CID, 2001).

Dentre as inUmeras formulacdes de meios de cultura, o mais difundido é o
meio MS, idealizado por Murashige e Skoog (MURASHIGE e SKOOG 1962)
que, segundo Mantell et al. (1994), foi aperfeicoado ponto de ser um dos
mais amplamente utilizados em trabalhos de cultura de tecidos,
constituindo-se das seguintes substancias:

e Macronutrientes inorganicos (N, K, Ca, Mg, P, S, Si)

e Micronutrientes inorgéanicos (Cl, Fe, B, Mn, Na, Zn, Cu, Ni, Mo)
¢ Vitaminas (acido nicotinico, piridoxina e tiamina)

¢ Fontes de nitrogénio organico (glicina e inositol)

e Acucares (sacarose, glucose e monitol, entre outros)

e Reguladores de crescimento (auxina, citocinina, acido giberélico)

¢ Organicos opcionais (hidrolizado de caseina e extrato de levedura)

e Agente gelatinoso opcional (4gar ou phytagel).
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A consisténcia do meio de cultura pode ser ajustada pela adicao de agentes
gelificantes. Os cultivos em meio liquido devem ser mantidos sob agitacao
para assegurar a aeracao dos explantes; outra possibilidade é inocular o
explante sobre um suporte de algodao ou ponte de papel, evitando que
figuem submersos (WILLADINO e CAMARA, 2005).

Efeito de reguladores enddégenos

Todos os vegetais possuem, naturalmente, em sua composicao algumas
substancias quimicas, como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido
abscisico, cujo proposito é regular os processos metabdlicos envolvidos no
crescimento e desenvolvimento, nao possuindo funcao nutricional; sdo
substancias ativas em concentracoes muito baixas nos tecidos e
conhecidas como horménios ou substancia de crescimento (PASQUAL, et
al.1997).

De acordo com Kumria et al. (2003), dentre os muitos aspectos
relacionados a ES nao compreendidos inteiramente, cita-se a participacao
de hormonios e de reguladores de crescimento da planta para determinar a
conversao de tecidos somaticos embriogénicos e permitir a progressao e a
maturacdo de embrides somaticos (JIMENEZ, 2005).

O nivel de horménios é considerado como um dos fatores cruciais que
determinam o potencial embriogénico dos explantes (FEHER et al., 2003;
GAJ, 2004). Os tecidos de explantes como fonte de material para inducao
da ES sao diversos, dependendo sobretudo da espécie em estudo. Ha
plantas muito responsivas, a exemplo da cenoura, em que praticamente
qualquer parte pode ser usada para estabelecer culturas embriogénicas
(JIMENEZ et al., 2005), e outras mais recalcitrantes, em que apenas
explantes muito especificos, geralmente juvenis, sao responsivos.

A sensibilidade as auxinas pode explicar, ao menos parcialmente,
diferencas na resposta entre as espécies de plantas, gendtipos ou células
em mesmos explantes ou em explantes de diferentes origens em sua
potencialidade de se transformar em embriogénicas (DUDITS et al., 1995).
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As divergéncias na sensibilidade sdo, sem ddvida, conseqliéncia da variacao
na habilidade de determinados explantes produzirem os receptores
apropriados e, assim, continuarem com o padrao de desenvolvimento da
embriogénese (GUZZO et al., 1994).

A auxina é considerada o hormoénio mais importante na regulacédo da ES in
vitro (COOKE et al., 1993); é provavel que esta regulacao ocorra por
meio do estabelecimento de um gradiente de auxina durante a fase de
inducado somatica, que é essencial para iniciar a simetria bilateral durante a
embriogénese em embrides soméaticos e zigéticos, em dicotileddneas e em
monocotileddneas (SCHIAVONE e COOKE, 1987; LIU et al., 1993;
FISCHER e NEUHAUS, 1996).

A necessidade de auxinas na ES foi estabelecida para diversas plantas.
Exemplos de culturas embriogénicas que tém indices mais elevados de
auxinas endbégenas que suas contrapartes nao embriogénicas podem ser
encontrados em cenoura (SASAKI et al., 1994; JIMENEZ e BANGERTH,
2001a), Pennisetum purpureum (RAJASEKARAN et al., 1987b), Medicago
falcata (IVANOVA et al. 1994), cana-de-actcar (GUIDERDONI et al,.
1995), trigo (JIMENEZ e BANGERTH, 2001b) e milho (JIVIENEZ e
BANGERTH, 2001c).

Apesar do relacionamento entre os niveis de auxina e citocinina em
determinar as propriedades da ES, como os postulados para Pennisetum
purpureum (RAJASEKARAN et al., 1987a), nao poderiam ser extrapolados
para outras espécies devido a particularidade de cada individuo (JIMENEZ
e BANGERTH, 2001a,b,c).

Relatos em anis (ERNST e OESTERHELT, 1985) e em uva (JIMENEZ e
BANGERTH, 2000) indicam que os niveis de citocinina podem estar mais
relacionados ao crescimento de calos das culturas que na competéncia da
embriogénese. Pinto et al. (2002) encontraram niveis de citocininas mais
elevados em calos ndo embriondrios que em calos embriondrios, em
Medlicago arborea.
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Os niveis endégenos do acido abscisico parecem ser significativos para a
iniciacao de culturas embriondrias, especialmente em algumas
monocotiledénes (BHASKARAN e SMITH,1990) e também em cenoura
(KIYOSUE et al.,1993); favorecendo esta hipétese, observaram-se niveis
mais elevados de acido abscisico em linhas de calos embriogénicos, quando
comparados aos nao embriogénicos em cenoura (JIMENEZ e BANGERTH,
2001a), em cana de actcar (GUIDERDONI et al., 1995) e em uva
(JIMENEZ e BANGERTH, 2000); entretanto, em Hevea brasiliensis
(ETIENNE et al.,1993) e em alfafa (IVANOVA et al., 1994), as culturas de
calos embriondrios acumularam niveis mais baixos de acido abscisico que
suas contrapartes nao embriogénicas.

A interacao entre horménios e fitorreguladores foi proposta mediante o
mecanismo pelo qual o tidiazuron induz a ES em amendoim; esta citocinina
modula, aparentemente, niveis endégenos das auxinas e das citocininas,
que causaram o efeito observado (MURTHY et al., 1995), fato apoiado
pela reducao nos indices endégenos de IAA e de BAP causados pelo
tidiazuron em culturas de calos de Scutellaria baicalensis (ZHANG et al.,
2005).

Efeito de Fitorreguladores

Os fitorreguladores sao subatancias sintéticas que, aplicadas a plantas
inteiras ou a segmentos de tecidos vegetais, provocam atividades
fisiolégicas similares aos hormoénios vegetais (PASQUAL, 1997). Diversas
observacoes acatam a premissa de que fitorreguladores adicionados
exercem a parte de seu efeito, modificando as concentracoes de hormonios
endégenos (GASPAR et al., 2003).

A importancia dos hormonios vegetais e dos fitorreguladores nos estadios
da ES foi documentada extensamente durante as Ultimas décadas
(JIMENEZ, 2005). A maioria dos estudos sobre a participacdo de
compostos na ES, foi conduzida com grupos ‘cléssicos’, isto é, auxinas,
citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno. Das outras substancias
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que compartilham de algumas caracteristicas desses hormoénios e que, mais
recentemente, foram incluidos neste grupo - jasmonatos, acido salicilico e
poliaminas - ha evidéncias de que as poliaminas participem da ES.

Na maioria das espécies estudadas, a adicao de fitorreguladores é
necesséria para induzir a ES; as auxinas e as citocininas sao fatores chaves
na determinacao da resposta da embriogénese, provavelmente porque
participam fortemente na regulacao do ciclo e da divisao celular (FRANCIS
e SORRELL, 2001; FEHER et al., 2003). Gaj (2004) constatou que em mais
de 80% dos protocolos, a ES foi induzida na presenca de auxinas ou em
combinacao com citocininas, mas o acido abscisico, o etileno, o acido
giberélico e outros hormonios, tém papéis regulatérios que ndo devem ser
ignorados em sistemas de cultura; por outro lado, uma nova geracao de
fitorreguladores estd emergindo como alternativa bem sucedida na
regeneracao direta de alta freqiiéncia de embrides somaticos uniforme, de
tecidos de explantes bem diferenciados (GAIRI e RASHID, 2004 a, b;
PANAIA et al., 2004; ZHANG et al., 2005).

O efeito de acido giberélico exdégeno aplicado na ES é altamente variavel de
uma espécie para outra ou de tecido para tecido; por exemplo, quando o
acido giberélico foi adicionado ao meio de cultura, principalmente na forma
de GAS, inibiu a ES em cenoura porém a inibicao da sintese de acido
giberélico promoveu a ES do embrido preliminar (TOKUJI e KURIYAMA,
2003). Segundo Takeno et al. (1983) e Hutchinson et al. (1997), a
aplicacao de GA3 exdgeno inibiu o desenvolvimento de embrides somaticos
na maioria das espécies avaliadas.

Interacao positiva do acido abscisico com carbono ativado no
desenvolvimento e na producao de embrides somaticos, foi observada por
Pullman et al. (2005), sendo o principal efeito do acido abscisico exégeno,
na progressao da ES e na melhoria da morfologia do embrido; outrossim,
platulas de cenoura cultivadas em meio contendo &cido abscisico,
formaram embrides somaticos diretamente de células epidérmicas, sendo
que o numero de embrides dependeu da sua concentracao (NISHIWAKI et
al., 2000).
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Blochl et al. (2005) relacionaram o efeito do acido abscisico na maturacao
de embrides soméaticos de alfafa a um acimulo de oligossacarideos, tal
como ocorre durante o desenvolvimento tardio de sementes ortodoxas.
Apesar dos resultados precedentes, em amendoim a aplicacao do acido
abscisico ndao melhorou a maturacao sem a conversao de embridao somatico
(MHASKE et al., 1998).

A respeito do etileno, niveis mais elevados deste horménio foram
encontrados em culturas ndao embriogénicas em cenoura (FEIRER e SIMON,
1991). Uma diferenca adicional entre as culturas embriogénicas e nao
embriogénicas pode estar relacionada as taxas de absorcao de
fitorreguladores exdégenos, como relatado em cultivos de trigo de inverno
(FILEK et al., 2004).

Embriogénese somatica aplicada em diferentes espécies
vegetais

A embriogénese somatica tem sido uma técnica alternativa com potencial
de aplicacao na propagacao clonal de plantas e em estudos bésicos e
andlise dos eventos moleculares e bioquimicos que ocorrem durante a
embriogénese vegetal (MORAES, 2003).

De acordo com Zanol (2000), ES com regeneracao de plantas foi obtida a
partir de embrides zigéticos maturos de mamoeiro (Carica papaya L.)
‘Sunrise Solo’, utilizando-se frutos originados de flores hermafroditas; a
presenca de baixa concentracao de cineticina no meio de germinacao,
induziu a formacao de embrides normais porém maiores concentracoes de
cinetina e a presencga do acido giberelico (GA,) induziram a formacéo de
um ndmero maior de embrides com anomalias morfolégicas. Almeida et al
(2000) estabeleceu um protocolo de ES para o mamoeiro (Carica papaya
L.) cv. Baixinho de Santa Amdlia, grupo Solo. A eficiéncia das fases de
inducao de calos, inducao de embrides, alteracao de embrides,
alongamento, enraizamento e aclimatacao das plantulas foram,
respectivamente, 100%, 98%, 44%, 42%, 50% e 80%, para os
diferentes meios de cultura utilizados.
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Donato et al. (2000) obtiveram calos e embrides somaticos de couve-
comum (Brassica oleracea L., var. leucocephala), caracterizando-os, por
meio de observacoes histolégicas, revelando a superioridade da interacao
entre meios, para a regeneracao de calos e embrides somaticos.

Ledo et al. (2002) estudaram diferentes respostas morfogenéticas de
embrides zigéticos de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) submetidos a
vérias condicoes de cultura in vitro, verificando a expressao de ES direta,
repetitiva e as nao sincronizadas em embrides zigéticos maduros cultivados.

Machado (2004) estabeleceu protocolos eficientes de regeneracao e
melhoramento de cultivares de mandioca, cultivadas na regido Nordeste do
Brasil e avaliou sistemas de regeneracao via ES, organogénese de brotos e
o sistema de transformacao genética via Agrobacterium tumefaciens.
Observaram-se diferencas em relacao a capacidade embriogénica das
diferentes cultivares e a ES secundaria induziu brotos em explantes
derivados de cotilédones verdes de embrides somaticos ciclicos.

Lamb et al. (2002) consideram que os calos embriogénicos sao tecidos-alvo
mais utilizados para transformacao genética de cereais e avaliaram o
estabelecimento de calos embriogénicos e a regeneracao de plantas in vitro
a partir de embrides maduros de genétipos de aveia observando diferencas
entre gendtipos quanto a capacidade de ES e regeneracao de plantas in
vitro, a partir de embrido maduro.

Embriogénese somatica aplicada no algodéao

O algodao é uma das culturas mais importantes geneticamente
modificadas; contudo, para obtencao das plantas transformadas, o
processo deve ser acompanhado de um sistema eficiente de regeneracao.

Os maiores problemas para o éxito das aplicacdes da biotecnologia em
algodao estdo na dependéncia do gendtipo e na baixa freqtiéncia de ES
resultando na dificuldade da regeneracao de tecidos transformados (TULI e
KUMAR, 2004).
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O sucesso da hibridizacao entre as espécies selvagens e cultivares de
algodao tem sido limitado pela necessidade de resgate do embrido e baixa
fertilidade dos hibridos F,, dificultando a utilizac&o de certos métodos de
melhoramento, embora a regeneracao das plantas via ES tenha sido obtida
(SUN et al., 2004).

Leelavathi et al. (2004) conseguiram a regeneracao de um elevado nidmero
elevado de plantas de algodao transgénico (cerca de 83 %) a partir de calos
embriogénicos, mediante a transformacao por Agrobacterium conduzindo o
gene cry7ab; constataram, também ser este o procedimento mais
econdmico e rapido quando comparado com o uso de hipocétilos ou de
folhas cotiledonares como explantes para a transformacao.

Com base na capacidade de ES e regeneracao das plantas, conclui-se que
as variedades de algodao sao classificadas em quatro categorias, em que
na primeira se acham as variedades com elevada capacidade de ES e
regeneracao de plantas, tal como Coker 201 e Coker 312, que se tém
tornado variedades modelo em cultura de tecidos e transformacao
genética de algodao; ja na segunda, estao as variedades com moderada
capacidade de ES e regeneracao de plantas, capazes de produzir alguns
embrides e plantulas, apds alguns subcultivos. Algumas variedades estao
incluidas nesta classe, como por exemplo Coker 310, Siokra 1-4 e a Coker
315, dentre outras; a terceira classe possui baixa capacidade de ES e/ou
nao apresenta regeneracao; enquanto a quarta classe inclui alguns
gendtipos cuja formacao de embrides ndo tem sido observada (RAO et al.,
2006).

Zeng et al. (2006) realizaram o isolamento e a caracterizacao de genes
associados a ES em algodao e contataram que o conjunto de cDNA se
compoe de uma ampla lista de genes que codificam proteinas envolvidas
em respostas inicial e fisiolégica da ES, e nos subseqtlientes estadios de
desenvolvimento dos embrides somaticos. Este estudo mostrou também
que a ES segue uma Unica via de desenvolvimento regulada por padroes
temporal e espacial de expressao génica.
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Carvalho et al. (1998) avaliaram o comportamento das cultivares CNPA
Precoce 2 e Coker 312 com relacao a ES em diferentes meios de cultivo e
notaram que nao s6 a cultivar CNPA Precoce 2 mas também a quanto
Coker 312, produziram calos embriogénicos que formaram embridides.

Sun et al. (2005) obtiveram plantas regeneradas através de ES de
protoplastos de algodao dipléide com homogeneidade genética constatada
pelo padrao de bandas RAPD.

De acordo com Sakhanokho et al. (2005), progressos recentes em ES
foram alcancados em viérias linhas de algodao de germoplasma da Gedrgia,
em cultura contendo vérias concentracdes de Putrescine.

Ganesan e Jayabalan (2004) verificaram que a ES em G. hirsutum é
acelerada quando a regeneracao das plantas ocorre em meio suplementado
com hemoglobina, possibilitando a obtencao da planta regenerada em seis a
sete meses. O efeito da hemoglobina foi relacionado com atividades de
enzimas antioxidantes na regeneracao; no entanto, as cultivares testadas
responderam de maneira diferente ao emprego da hemoglobina.

Rakitin et al. (2001) constataram que o efeito morfogénico de
oligossacarideos adicionados ao meio de cultivo resulta em acao anti-
auxina, estimulando a embriogénese em algodao pela inibicao da sintese de
etileno dependente da auxina.

Ganesan e Jayabalan (2005) obtiveram alta taxa de ES em G. Hirsutum,
cv. SVPR2, em meio MS suplementado com Picloran, cinetina e maltose.

Zhang, et al.(2000) tiveram sucesso com inducao da ES e regeneracao de
plantas nas cultivares Coker 201 e CRI12, utilizando carvao ativado e
zeatina.

Zhang, et al. (2001) verificaram que a Canamicina inibe o crescimento e a
proliferacao de calos embrionarios, a iniciacdo e o desenvolvimento de
embrides somaticos de algodao, mas a selecao de plantas de algodao
transgénico quando a canamicina € utilizada como agente seletivo é
bastante discutida.
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Consideracoes finais

A embriogénese é uma técnica de grande aceitabilidade e aplicacao, para
estudos relacionados as diversas areas, fisiologia, genética e bioquimica.

Embora visiveis, os avancos da biotecnologia e dos estudos relacionados a
ES, a compreensao dos estimulos e condicoes ideais a inducao, no que se
refere ao conhecimento sobre os mecanismos pelos quais os hormoénios da
planta sdo envolvidos na regulacao e no controle deste processo ainda sao
limitados.

Postula-se que o uso de distintas metodologias para purificar extratos e
quantificar horménios de plantas é, pelo menos parcialmente, responsavel
pelas diferencas relatadas em varios trabalhos. Considerando-se que as
metodologias hoje empregadas sao altamente confidveis, é provavel que as
diferencas encontradas entre os resultados de pesquisas decorram da
diversidade genotipica entre as espécies ou mesmo cultivares, além da
fisiologia dos explantes.

Diversos trabalhos realizados com genétipos comerciais e silvestres de
algodao tém relatado a capacidade de ES de diferentes partes da planta;
contudo, segundo Guerra et al. (1999), para que a ES venha a ser o
sistema de micropropagacao do futuro, é necessario que ocorram melhorias
nos protocolos regenerativos, a fim de se obter grandes quantidades de pré-
embrides em biorreatores ou equipamentos similares.

Ressalta-se que a identificacao de genes associados a ES é um recurso
importante para o entendimento das interacdes genéticas fundamentais a
sinalizacao e regulacao das respostas, podendo contribuir para a
caracterizacao do processo de ES em plantas.
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