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Apresentacao

A organogénese e uma técnica de micropropagacao de importancia muito
significativa para acelerar os programas de melhoramento de plantas e,
consequentemente, no processo de obtencao de plantas transgénicas; ja
que as técnicas da engenharia genética estdo amplamente baseadas no
cultivo de tecidos, pois a transformacao requer que se possa cultivar in
vitro protoplastos células e tecidos de plantas aos quais serao incorporados
0s genes e que a partir das células transformadas se possam regenerar
plantas.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodao
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Consideracdes Gerais Sobre
Organogénese

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Nara Wanderley Pimentel

Priscila Simone Ribeiro Aires

Livia Wanderley Pimentel

Introducao

Devido a seu significado econémico, as plantas ha muito tem sido objeto de
analise genética destinada a desenvolver variedades melhoradas
(GRIFFITHS et al., 2002). A possibilidade de crescerem células, tecidos e
6rgaos em um simples meio de cultura com nutrientes, semelhante a
cultura de microorganismos em tubos ou placas de petri, vem despertando
o interesse de pesquisadores (TAIZ e ZEIGER, 2004). Nesse aspecto, a
cultura de tecidos constitui um interessante recurso que se aplica a uma
larga variedade de espécies vegetais.

A cultura de tecidos vegetais pode ser definida, como um conjunto de
tecnicas para favorecer o crescimento de um grande nimero de células em
um ambiente estéril e controlado. No presente, o maior impacto da cultura
de tecidos esta na area de multiplicacao de plantas, conhecida como
micropropagacao ou propagacao clonal, porque os individuos produzidos sao
geneticamente idénticos (RAVEN et al., 2001).

Além de proporcionar um meio de produzir cépias idénticas de uma planta,
a micropropagacao também proporciona meios para obtencao de plantas
isentas de doencas. Isto é devido, em parte, a descontaminacao dos
explantes, as condicOes estéreis empregadas e, principalmente ao uso da
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técnica de meristemas e apices vegetativos (RAVEN et al., 2001). Contudo
o sucesso de programas de transformacao estavel de genes depende do
potencial de regeneracao da espécie em estudo o qual é influenciado pelo
gendtipo utilizado, pelas concentracdes de hormdnios, tamanho dos
explantes, composicao do meio nutritivo e condicoes de cultivo (FERREIRA
etal., 1998).

Grattapaglia e Machado, (1998), assim como, Gonzélez, et al (2002)
ressaltam a importancia do tipo de explante utilizado e sua subseqlente
manipulacao, desta forma, a micropropagacao pode ser conduzida por (1)
multiplicacao por meio de proliferacdo de gemas axilares, (2) multiplicacao
mediante inducao de gemas adventicias por organogénese direta ou
indireta e (3) multiplicacao via embriogénese somatica.

A organogénese direta refere-se ao surgimento direto de gemas a partir de
tecidos (cAmbio vascular, base do peciolo em dicotiledéneas, base de folhas
e escamas em bulbos de monocotiledéneas, segmentos de raizes, entre
outros) que apresentam potencial morfogenético na planta in vivo, mas que
em geral nao se expressam. A fase da organogénese indireta ocorre
quando o processo de regeneracao de gemas é precv cedido pela formacao
de calo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A obtencao de organogénese in vitro é atualmente um processo empirico
onde sao testados para cada espécie, ou mesmo para cada variedade
dentro de uma espécie, as seguintes condicoes: ) fonte de explante; Il)
composicao mineral do meio de cultura (suas vitaminas e fonte de carbono)
lll) balanco hormonal e IV) condic6es ambientais (PERES, 2002).

Quanto a fonte do explante, havera maior sucesso se forem utilizados
tecidos jovens, 0s quais possuem maior competéncia organogénica. Na
composicao mineral do meio de cultura, os componentes decisivos sdo os
hormonios. Finalmente, as condicdes ambientais influenciam notavelmente
a organogénese in vitro, sendo a luz o fator ambiental mais relevante
(PERES, 2002).
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Procedimentos utilizados na inducdo da organogénese

No processo de obtencao da organogénese algumas etapas devem ser
seguidas para que se tenha maior probabilidade de obtencao de resultados
satisfatérios. Inicialmente as sementes ou gemas sao desinfestadas,
lavadas com &gua corrente e detergente, e imersas em solucao de
hipoclorito, a 1% de cloro ativo mais uma gota de polyoxyethylene sorbitan
monolaurate, Tween 20 para cada 100ml de solucao durante 20 minutos
em agitacao. O préximo passo € a tripla lavagem das sementes em agua
deionizada esterilizada em condicoes da camara de fluxo laminar. As
sementes sao, entao, inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio
basico Murashige e Skoog (1962) meio MS, fechados com tampa de
polietileno, vedados com fita-filme e mantidas durante 72 horas, em média,
no escuro e posteriormente sdo mantidas durante 20 e/ou 25 dias com um
fotoperiodo de 16h de luz/8h de escuro e intensidade luminosa de
30mmol.m2.s7, até a formacao da planta matriz.

Inicia-se entao a etapa de inducao da organogénese, utilizando-se explantes
de hipocétilo, gemas cotiledonares, gemas adventicias, eixo apical e eixo
embrionario que sado inoculados em meio basico MS, suplementado com
combinacdes de hormonios (geralmente auxinas e citocininas). A cada
periodo de 15 a 30 dias os explantes sao transferidos para um meio fresco,
a fim de evitar-se problemas de oxidacao, realiza-se a avaliacdo. No caso
de ocorrer a organogénese, os explantes sao transferidos para um novo
meio basico de crescimento, sem hormonios, para que ocorra o
alongamento dos brotos.

Apés o periodo de alongamento, os brotos sao trasnferidos para meios de
cultura adequados, visando o enraizamento in vitro (caracterizado por
formacao de raizes adventicias). Segundo Grattapaglia e Machado (1998) a
etapa seguinte é caracterizada pelo transplantio, envolvendo a
transferéncia da planta da condicao /in vitro para a casa de vegetacao,
sendo submetida a uma fase de aclimatacao e endurecimento. Esta
passagem é critica e representa, em alguns casos, um fator limitante do
processo de micropropagacao. De acordo com Carvalho e Vidal (2003), a
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aclimatacao é um processo de adaptacao da planta as condicdes
ambientais, necessitando de alta umidade e temperaturas amenas.

Meios nutritivos

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e orgaos de
plantas fornecem as substéncias essenciais para o crescimento dos tecidos
e controlam, em grande parte, o padrao de desenvolvimento /in vitro. No
desenvolvimento dos meios nutritivos para a cultura de tecidos, houve
desde o inicio uma procura de meios definidos, de composicao conhecida e
controlada. Assim, torna-se possivel a reproducao dos resultados em
qualquer época ou lugar (CALDAS, et al 1998).

Os minerais incluidos na maioria dos meios utilizados hoje foi definida por
White, em 1951 e utilizado durante anos como meio basico para a cultura
de uma grande variedade de tecidos de diferentes espécies. O meio MS de
Murashige & Skoog (1962), foi desenvolvido a partir de testes de
suplementacao do meio de White com extratos de folha de fumo, sendo
utilizado na cultura de diversas espécies (CALDAS, et al 1998).

Os estudos da nutricao de plantas provenientes do ambito da fisiologia
vegetal informam que os elementos que compdem o meio nutritivo da
cultura /in vitro devem pertencer a categoria dos essenciais, isto é, a planta
nao se desenvolve na auséncia deles. Existem dois grupos: os
macronutrientes (fésforo, magnésio, nitrogénio, potassio, ferro e célcio) e
os micronutrientes (boro, manganés, cobre, zinco, cloro , molibénio,
cobalto, iodo, niquel, aluminio ). Um meio nutritivo também possui
componentes organicos (aclcar, sacarose, glicose, sorbitol etc.), vitaminas
(tiamina, acido nicotinico e piridoxina) e inositol (CID, 2001).

Segundo Caldas et al. (1998), a sacarose é o carboidrato mais utilizado nos
meios nutritivos, sendo fundamental para um 6timo crescimento do
expalnte. Ferreira et al (1998), ressalta que os resultados com diferentes
vitaminas parecem ser muito particulares para cada espécie e talvez para
diferentes cultivares da mesma espécie, dependendo do tipo de explante. A
tiamina destaca-se com efeito benéfico para a maioria das culturas.
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Dentre os componentes do meio de cultura, a 4gua é usada em maior
quantidade, razao pela qual deve apresentar uma 6tima qualidade;
impurezas presentes na dgua podem vir a afetar o desenvolvimento do
explante /n vitro, portanto, deve-se destilar e deionizar a 4gua a ser
empregada no preparo do meio de cultura (SANTOS, 2003).

Por fim, um componente crucial para o meio nutritivo sdo os horménios
vegetais. Segundo Castro et al. (2005), o hormdnio vegetal € um composto
organico, nao nutriente, de ocorréncia natural, produzido na planta, que em
baixas concentracdes promove, inibe ou modifica processos morfolégicos e
fisiolégicos do vegetal.

Os meios nutritivos podem ser liquidos ou sélidos, sendo que a cultura em
meio liquido normalmente exige algum tipo de suporte ou agitacao para
fornecer o oxigénio necessario para a respiracao do explante. Os meios
sélidos ou semi-sélidos, podem ser solidificados com &gar (um polissacarideo
extraido de algas marinhas), phyta-gel (gomas produzidas por certas
bactérias) ou amido (utilizado em cultura de anteras de cevada e explantes
de tubérculos). A escolha do agente de solidificacdo depende da espécie da
planta e das condicdes de cultivo (FERREIRA et al. 1998)

Hormonios e reguladores de crescimento

Para o desenvolvimento de uma planta, é fundamental a presenca de
controladores de crescimento, os hormonios vegetais (auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno e acido abscisico) considerados os reguladores quimicos
das plantas.

A adicao de fitorreguladores em meios nutritivos tem o objetivo principal de
suprir possiveis deficiéncias de teores endégenos de hormoénios nos
explantes que se encontram isolados das regioes produtoras na planta-
matriz. Simultaneamente, a adicao de fitorreguladores estimula certa
resposta como alongamento ou multiplicacdo da parte aérea
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).
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A escolha do fitorregulador a ser utilizado na cultura in vitro dependera do
tipo de morfogénese desejada; de seu nivel endégeno no explante no
momento da excisdo; da capacidade do tecido sintetizar o regulador
durante o periodo de cultura; e da possivel interacao entre os horménios
vegetais enddégenos e aqueles adicionados ao meio (SANTQOS, 2003).

Segundo Peres, (2002), os hormbnios vegetais sao os componentes mais
criticos adicionados ao meio de cultura. Os principais hormdnios utilizados
na organogénese sao as auxinas e citocininas. Outras classes de hormonios
vegetais, como as giberelinas, o etileno e o 4cido abscisico ou mesmo
outras substancias que nao sejam propriamente hormonios, muitas vezes,
sao utilizados em processos de regeneracao organogenética.

A auxina foi o primeiro horménio descoberto em plantas e é um, dentre
uma vasta gama, dos agentes quimicos sinalizadores que regulam o
desenvolvimento do vegetal, promovendo o desenvolvimento de nés, raizes
adventicias e formacao de calo. Baixos niveis de auxina sdo também
necessarios para o alongamento da raiz, embora altas concentracdes atuem
inibindo o crescimento desse 6rgao (TAIZ e ZEIGER, 2004). As principais
auxinas utilizadas no cultivo in vitro, sao: acido indol-3-acético (AlA), acido
indol-butirico (AIB) e o 4cido naftalenoacético (ANA).

As citocininas sao béasicas para métodos de cultura de tecidos e sao
extremamente importantes para a biotecnologia. De acordo com Taiz e
Zeiger, (2004), as citocininas participam na regulacdao de muitos processos
do vegetal induzindo a divisao celular em calos na presenca de auxina,
promovendo a formacao de gemas ou raizes a partir de calos em cultura,
entre outros.

O tipo de citocinina, assim como sua concentracao sao fatores
fundamentais para o bom desempenho da multiplicacao /n vitro.
Grattapaglia e Machado, (1998), resaltam que as citiocininas 6-
benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN) sempre sao muito eficazes em
promover a multiplicacao, entretanto, nao é regra absoluta e, conforme a
espécie, outras citocininas podem apresentar melhores resultados. Furtado
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(2004) destaca um composto do grupo das feniluréias, que desempenha
atividade de citocinina, o tiadizuron (TDZ), que vem apresentando
excelentes resultados na inducao da organogénese.

A proporcao ou balanco auxina/citocinina em meio de cultura, had muito, é
aceita como determinante para a resposta organogénica. Altas razoes
auxina/citocinina geralmente induzem a formacao de raiz, enquanto baixas
proporcoes induzem a formacao de brotos. Em meios com razdes
intermedidrias de auxina/citocinina ocorre proliferacao celular
desorganizada, como calos (TAKAHASHI, 2002).

Organogénese em diferentes culturas : fatores que
afetam a organogénese.

A regeneracao de plantas via organogénese tem sido reportada em alguns
trabalhos que procuram definir protocolos e metodologias adequadas para a
propagacao de diferentes culturas.

Ribeiro et al. (2005) estudando a inducao do superbrotamento da cultivar
de mamona BRS nordestina, observando a regeneracao de plantulas nos
explantes de eixo embrionéario e gema apical e determinando o melhor meio
nutritivo suplementado com a citocinina TDZ para o superbrotamento e
melhor tratamento para o enraizamento ex vitro, verificou que o meio MS
+ 0,5 mg.L"de TDZ favoreceu o melhor superbrotamento para os dois
explantes, com médias de 6,5 brotos para o explante eixo embrionario e
6,6 brotos para o explantes gema apical. No enraizamento ex vitro o
melhor tratamento observado foi Turfa + vermiculita + 0,125 g.L " de
AlA, com 75% de plantas enraizadas.

Furtado (2004) objetivando induzir o superbrotamento da cultivar de
amendoim BR-1, utilizou o meio MS suplementado com combinacdes de
hormonios 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN) e tiadizurom (TDZ),
nas concentracdes de 0,0; 0,5; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 mg.L" de cada
citocinina e obteve a formacao de multiplos brotos para as trés citocininas
utilizadas, sendo o maior nimero de brotos alcancado quando utilizado o
TDZ.

17
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Carvalho et al. (2004) objetivando definir um protocolo eficiente de
propagacao de sisal induzindo in vitro o superbrotamento em gemas do
género Agave, observou-se maior nimero de gemas em Agave palmeri
para o meio MS suplementado com 2,0 mg.L'de BAP + 0,1 mg.L" de
ANA e/ou 5,0 mg.L"' de BAP + 0,1 mg.L" de ANA com 10% de agua de
coco em ambas as combinacdes; entretanto, constatou-se que tanto na
Agave neomexicana como na Agave lechuguilla, houve maior nimero de
inducdo de gemas com 1,0 mg.L"'de BAP + 0,1 mg.L"' de ANA
adicionado com 10% de agua de coco.

Alves et al. (2004), testando a regeneracao /in vitro por organogénese a
partir de explante caulinar de trés clones hibridos de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla para avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento
TDZ [1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)uréial, BAP (6-benzilaminopurina) e ANA
(acido naftalenoacético), obtiveram melhores resultados de calejamento
nos tratamentos com a combinacao dos reguladores de crescimento TDZ
(0,5mg L") e ANA (0,1 mgL"). Comisso, aintensidade de calejamento e
a textura do calo sdo os parametros que devem ser usados na escolha de
um tratamento objetivando a organogénese em eucalipto.

Em Hypericum perforatum, planta medicinal que apresenta propriedade
cicatrizante e antidepressiva, Santarém e Astarita, (2003), propuseram um
sistema otimizado de micropropagacao via organogénese. As culturas in
vitro foram iniciadas a partir de segmentos nodais de plantas adultas
inoculadas em meio MS, suplementado com 4,5 iM de BAP, KIN ou TDZ,
individualmente ou combinados com 0,05 iM de ANA. Explantes
organogénicos foram obtidos em meio com 4,5 iM de BAP ou KIN, ou
combinacoes destes com ANA. A subcultura dos explantes no meio de
proliferacdo contendo 4,5 iM de BAP promoveu a organogénese. A maior
média de brotos obtida na fase de proliferacdao foi de 52,6 brotos,
naqueles explantes induzidos na presenca de ANA e BAP. As plantulas
enraizadas foram aclimatadas com sucesso.

Erig et al., (2003), em sua pesquisa com a multiplicacao in vitro da
amoreira preta (Rubus idaeus), assim como Dzazio et al (2003), estudando
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a micropropagacao da porta-enxerto de videira 420-A, concluiram que a
maior quantidade de brotos em cada explante foi notadamente observada
nos meios com a presenca da citocinina BAP.

Almeida (2002), realizando um trabalho para definir protocolos de
regeneracao de plantas, via organogénese, para as laranjas, ‘Natal’,
‘Valéncia’ e "Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck), e limao ‘Cravo’ (Citrus
limona L. Osbeck), utilizando para a inducao de brotacdes, segmentos de
epicétilo cultivados em meio MT, suplementando com 0,0; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5;3,0; 3,5;4,0e 4,5 mg.L"de BAP, obteve melhores resultados na fase
de brotacdes utilizando a combinacéo de 1,0 mg.L" de BAP para laranjas e
0,5-2,5mg.L" de BAP para limao ‘Cravo’.

Batista et al (2001) estudando a inducao de superbrotamento nas gemas
cotiledonares de gergelim (Sesamum indicum L.) variedades Serid6-1,
CNPA-G2 e CNPA-G3, utilizando meio MS para desenvolvimento dos
explantes e os horménios BAP, 2IP e KIN, observaram maior quantidade de
brotos no meio MS suplementado com concentracoes de BAP.

Na andlise da expressao do potencial de organogénese em explantes da
canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer), utilizando-se o meio MS
com BAP, observou-se maiores valores de neoformacao de gemas de
segmentos nodais na concentracao de 4 iM desse horménio (SILVA, et al.,
2001).

Moura et al. (2001) avaliaram o efeito do BAP na organogénese in vitro de
laranja ‘Péra’ e limao ‘Cravo’. A utilizacdo de 1,0 mg.L" de BAP
adicionado ao meio de cultura MT + 25,0 g.L"'de sacarose proporcionou a
melhor resposta organogenética na laranja ‘Péra’, com 85 % dos explantes
responsivos e 2,53 brotacdes por explante. Para o limao ‘Cravo’, a melhor
concentracdo adicionada ao meio MT foi 2,5 mg.L", em que obteve-se
62,5% de explantes responsivos e 2,0 brotacées por explante. Todas as
brotacdes obtidas foram transferidas para meio de enraizamento (MT +
25,0 g.L" de sacarose + 0,5 mg.L" de carvdo ativado + 1,0 mg.L" de
NAA), onde alcancou-se indice de enraizamento de 80% e 75% para limao
‘Cravo’laranja ‘Péra’ respectivamente.
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Amaral (2001), estudando alguns fatores que influenciam a organogénese,
bem como a regeneracao in vitro de alfavaca (Ocimum selloi Benth),
visando fornecer subsidios a transformacao genética, analisou o efeito de
concentracdes de sacarose e sais no cultivo in vitro de segmentos
caulinares nodais desta espécie. Constatou que a concentracdo de 100%
de sais do meio MS combinada com a concentracdo 2% de sacarose foi a
melhor em sua propagacao in vitro, em razao de se ter obtido brotos mais
longos e com raizes grandes, resultando em maior peso do material vegetal.
Estudando o efeito de concentracdes de ANA e BAP e da posicao dos
explantes na inducao de organogénese /n vitro em segmentos caulinares
internodais, verificou que o primeiro, o segundo e o terceiro segmentos
caulinares internodais apresentaram, em meio de cultivo complementado
com 1,00 mg L' de ANA e 0,25 mg L' de BAP, freqiiéncia de calogénese
de 60,00%, 50,00% e 60,00%, respectivamente. O primeiro, o segundo e
o terceiro segmento caulinar internodal apresentaram, respectivamente,
freqliéncia de organogénese de 93,33%, 73,33% e 73,33%, média de
6rgaos produzidos de 2,80, 1,80 e 1,80 e eficiéncia de organogénese de
2,60, 1,32 e 1,32 em meio de cultivo suplementado com 0,10 mg L' de
ANA e 1,00 mg L' de BAP.

Caboni et al. (2000), utilizando apices de brotacdes de macieira (Jork-9, M-
26, Galae MclIntosh), observaram que em todos os gendtipos, 5% dos
explantes tornaram-se necréticos e morreram poucos dias apds a excisao,
porém todos aqueles que sobreviveram regeneraram brotacoes. Para o
numero médio de brotacdes por explante, também nao houve diferenca
significativa entre as gemas apicais e axilares, bem como para os tempos
de permanéncia destas no meio de cultura de inducao de regeneracao.

Fari (2000), pesquisando a capacidade de regeneracao das cultivares de
tomateiro industrial (Lycopersicon esculentum Mill) IPA-5 e IPA-6,
utilizando quatro composicdes de meio de cultura descritos na literatura e
cinco variacoes de inoculacao testou uma nova variacao de inoculacao,
denominada cotilédone fendido (os cotilédones foram saparados ao longo da
nervura central, da extremidade até sua metade, sete a oito dias apés a
semeadura) . A maior freqliéncia de formacao de gemas vegetativas foi
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100% no caso de IPA-5, e 65% no caso de IPA-6. No caso de IPA-5, o
numero de brotos obtidos foi maior quando a inducao de gemas foi realizada
em meio contendo BAP (2,5 mg L") e AIA (0,2 mg L") seguido de trés
subcultivos, em meio como zeatina (0,5 mg L"). Usando esse protocolo, a
cultivar IPA-5 produziu uma média de 5,45 brotos alongados a partir do
cotilédone fendido. Essa capacidade excedeu significativamente o
cotilédone aparado, que produziu 4,4 brotos alongados por explante.

No caso de IPA-6, a melhor combinacao de meios e método de inoculacao
produziu 0,87 broto alongado por explante. Os brotos alongados foram
enraizados.

Organogénese em algodao

O sucesso da técnica cultivo /in vitro, no algodao, assim como em outras
culturas, quase sempre estd ligado as condicdes ideais de incubacao nos
laboratérios. A organogénese no algodoeiro possui inimeras aplicacoes e
tem dado grande contribuicdo em toda a drea agronémica. O
aproveitamento da planta do algodao é um dos mais completos, pois com
seus subprodutos sao utilizados o 6leo, o linter, a farinha de torta e a casca,
todos extraidos da semente ou do caroco.

Tavares et al. (2005) estudando a multibrotacéao in vitro, a partir de gemas
cotiledonares da cultivar de algodao CNPA 98-1034 utilizando diferentes
concentracaoe de BAP e KIN, concluiu que as combinacdes de 2,5 mg.L"
de BAP + 1,0 mg.L" de KIN favoreceram o maior superbrotamento.

Rocha, (2004) pesquisando a inducao de superbrotamento em algodao,
empregando como explante de nés cotiledonares, plantulas cultivadas in
vitro durante 25 dias utilizando o meio basico MS suplementado com
citocininas BAP, KIN e TDZ, concluiu que o meio MS com BAP (2,0 mg.L")
isolado ou associado com KIN (1,0 mg.L"), promoveu uma maior
capacidade de regeneracao e altura de brotos; o meio MS suplementado
com BAP (2,5 mg.L") estimulou maior altura de brotos e o MS
suplementado com TDZ (1,0 mg.L", 0,5 mg.L' e 0,25 mg.L" ) afetou a
capacidade de regeneracao de brotos, obteve formacao de calos.
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Lima (2004) estudando a inducao de multiplos brotos a partir de meristema
apical de algodao (Gossypium hirsutum [.) CNPA ITA-90 Il, cultivadas em
meio MS béasico com combinacdes dos fitorménios BAP (0,0; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5; 3,0mg.L") e KIN (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mg.L"), observou maior
numero de brotos no meio MS suplementado com as combinacoes 1,0
mg.L " de BAP + 3,0 mg.L" de KIN. Sousa et al. (2004) utilizando a
cultivar CNPA 97-668 observou o maior superbrotamento nas
concentracdes de 1,5 mg.L""de BAP e 1,5 mg.L"de KIN.

Carvalho (2000), ao pesquisar a inducao de superbrotamento nas gemas
cotiledonérias de plantas da cultivar CNPA 7H de algodao, utilizando para o
desenvolvimento dos explantes o meio MS suplementado com BAP (0,0;
1,0; 2,5 mg.L") ou KIN (0,0; 1,0; 2,5 mg.L")., observou o nimero de
brotos por explante, tamanho e nimero de nés dos brotos. O meio
suplementado com cinetina isolada, ndo teve nenhum efeito na inducao de
brotos, o meio que produziu o maior nimero de brotos foi o suplementado
com 2,5 mg.L"" de BAP e 2,5 mg.L" de KIN.

Conclusoes

A necessidade de maximizar o nimero de plantas regeneradas com a
manutencao da fidelidade genética contribuiu para uma ampla
diversificacao das condicdes do cultivo in vitro, tanto para desenvolver
novas cultivares como para fornecer outras alternativas para programas de
melhoramento.

Para a definicao de um sistema de regeneracao via organogénese direta ou
indireta, é necessario o estabelecimento de protocolos otimizados para
cada espécie devido as caracteristicas genéticas que determinam respostas
diferentes.

Os trabalhos sobre organogénese em algodao ainda sdo escassos, mas o
desenvolvimento de novas técnicas pode contribuir significativamente para
o0 aumento da produtividade devido a grande variedade existente.
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