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  Resumen

  
    La
      planta de algodón se cultiva principalmente por la fibra, el aceite que
      se extrae de la semilla que puede utilizarse como aceite comestible y 
      el aprovechamiento de la torta de algodón como forraje. Esta planta es 
      resistente a condiciones de sequía y salinidad del suelo. Sin embargo, 
      posee algunos caracteres que limitan su productividad. Es por ello que 
      requiere de programas de mejoramiento genético, pero los programas por 
      métodos tradicionales están limitados por varios factores en este 
      cultivo, por lo que las técnicas biotecnológicas constituyen 
      alternativas para lograr los objetivos de la mejora. En el trabajo se 
      realizó una breve revisión de la literatura científica nacional e 
      internacional sobre el origen, la distribución e importancia del 
      cultivo, así como los antecedentes de la regeneración de plantas y los 
      métodos de mejoramiento, mediante la transformación genética, en el 
      cultivo del algodón. Se pone a disposición del lector un compendio de 
      resultados como preámbulo para el desarrollo de futuras investigaciones 
      en la regeneración de plantas y mejora genética de Gossypium spp. por métodos biotecnológicos.
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      Introducción

       ⌅
      El algodón (Gossypium spp.) es una de las oleaginosas más cultivada mundialmente para la 
        extracción de aceite, con un total de 32,26 millones de toneladas de 
        aceite producido en 2020 (1).
        La planta de algodón se cultiva principalmente por su fibra, el aceite 
        que se extrae de la semilla que puede utilizarse como aceite comestible y
        el aprovechamiento de la torta de algodón como forraje. La cáscara de 
        la semilla puede aprovecharse como forraje crudo y cama para el ganado, 
        como abono o combustible (2). Esta 
        planta es resistente a las condiciones de sequía y salinidad del suelo, 
        sin embargo, posee algunas características desfavorables como el extenso
        período vegetativo, la fibra es gruesa y de corta longitud, además de 
        la susceptibilidad a patógenos del suelo como Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium y Thielaviopsis basicola, que provocan la caída de las plántulas (3). 

      Ante este problema, es necesario 
        desarrollar programas de mejoramiento genético para este cultivo. Aunque
        es de señalar que en el algodón el uso de métodos tradicionales de 
        mejoramiento genético está limitado por varios factores; entre ellos, la
        complejidad del carácter a mejorar, la influencia del medio ambiente y 
        los largos periodos de selección, aspectos que los encarecen 
        significativamente (4). El uso de métodos biotecnológicos 
        constituye una alternativa para el desarrollo de estos programas de 
        mejoramiento en el cultivo, aunque para establecer los métodos de mejora
        biotecnológica, es requisito imprescindible contar con una metodología 
        de regeneración vegetal eficiente y reproducible (5). 

      En
        el presente trabajo se realiza una breve introducción al origen, 
        distribución e importancia del cultivo del algodón, los antecedentes 
        para la regeneración de plantas in vitro y los métodos de 
        mejoramiento genético en esta especie, con énfasis en las técnicas 
        biotecnológicas. Se pretende poner a disposición de la comunidad 
        científica una recopilación de resultados como introducción para el 
        desarrollo de futuras investigaciones en la propagación y mejora 
        genética de Gossypium spp. mediante la aplicación de métodos biotecnológicos.

    
    
      Desarrollo

       ⌅
      
        Origen, clasificación taxonómica y distribución

         ⌅
        El género del algodón (Gossypium spp.) incluye, aproximadamente, 50 especies distribuidas en regiones 
          áridas y semiáridas del trópico y subtrópico. Incluye cuatro especies 
          que han sido independientemente domesticadas por su fibra, dos en 
          África, una en Asia y otra en América (6). 

        Su
          clasificación taxonómica es la siguiente (7): Reino: Plantae, División:
          Tracheophyta, Clase: Magnoliopsida, Orden: Malvales, Familia: 
          Malvaceae, Género: Gossypium. 

        Este proceso paralelo de domesticación involucró cuatro especies, dos de América: G. hirsutum y G. barbadense, y dos de África y Asia: G. alborean y G. herbaceum (7).

        Existen
          diversos criterios sobre el origen del algodón. La discusión sobre los 
          centros de origen, según estudios recientes, establece que no se ha 
          determinado. Sin embargo, se ha descrito que los centros primarios de 
          diversidad biológica para este género son América Central y Sudamérica 
          con 18 especies, entre las cuales 11 se encuentran en la zona 
          centro-oeste y el sureste de México y dos en Perú y las Islas Galápagos 
          (una especie de Hawai). En el Noreste de África y Arabia se identifican 
          14 especies, mientras que en Australia 17 especies (8). 

      
      
        Importancia del cultivo

         ⌅
        El
          algodón es un producto cultivado en más de 75 países de los cinco 
          continentes, generando ingresos y empleo rural, lo que significa un 
          ingreso vital para la economía de hogares rurales y un aporte a la 
          seguridad alimentaria de la Agricultura Familiar. La cadena de valor del
          algodón genera productos agrícolas, fibras, textiles y prendas de 
          vestir industriales y artesanales, así como el aprovechamiento de 
          co-productos como oportunidades de negocio para la alimentación, salud, 
          cosmética, entre otros, lo que dinamiza las economías nacionales y 
          regionales (9). 

        Al
          cierre de la campaña 2020/2021, la demanda mundial de algodón ascendió a
          25,5 millones de toneladas, con un aumento de 12,4 %. En la campaña 
          2021/2022, la producción mundial de este rubro alcanzó 25 millones de 
          toneladas, lo que representó un incremento del 3 % (10). 

      
      
        Métodos de regeneración de plantas in vitro

         ⌅
        La
          biotecnología moderna involucra el establecimiento de cultivo de 
          tejidos y sistemas de transferencia de genes, lo que garantiza la 
          obtención de características específicas deseadas, que aporta hacia el 
          mejoramiento del cultivo en cuestión e implica la habilidad de regenerar
          un gran número de plantas (11). Las principales vías de regeneración de plantas in vitro en algodón son: organogénesis (12) y embriogénesis somática (13). 

      
      
        Organogénesis

         ⌅
        La
          organogénesis es la formación de órganos (hojas, tallo, raíces), a 
          partir de yemas o primordios desarrollados sobre la superficie de callos
          o de explantes; generalmente, se inicia con la formación de hoja y 
          tallo, y continúa con la formación de raíces (14). La organogénesis implica la 
          formación de estructuras monopolares que establecen conexión vascular 
          con el tejido del que derivan, su origen es multicelular. Normalmente, 
          los tallos y raíces se forman de modo independiente y se caracterizan 
          por la falta de unión entre elementos vasculares de ambas estructuras (15).

        La
          organogénesis involucra la regeneración de brotes directamente de 
          células meristemáticas o de tejidos próximos a estas. Los brotes pueden 
          surgir de los tejidos de los explantes con o sin la fase de callo. 
          Además, es menos dependiente del genotipo en comparación con la 
          embriogénesis somática, ya que cada planta tiene meristemos axilares 
          capaces de regenerar. Sin embargo, la respuesta es diferente entre los 
          cultivares, lo que depende del vigor, nivel de crecimiento de los 
          explantes in vitro y la sensibilidad a los componentes del medio de cultivo (16).

        En este sentido, y durante la regeneración de plantas vía organogénesis en tres cultivares de algodón de Gossypium hirsutum,
          y utilizando como explante inicial ápices, el mayor rango de elongación
          de los brotes se observó con 11,1 µM de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y 
          0,1 % (w/v) de carbón activado, así como un incremento del crecimiento 
          en presencia de Kinetina (kin). Además, se obtuvo alta eficiencia en el 
          enraizamiento con 0,98 µM de Ácido Indolbutírico (AIB) y carbón activado
          (17). 

      
      
        Embriogénesis somática

         ⌅
        La
          embriogénesis somática es una técnica de la biotecnología que permite 
          la obtención de embriones a partir de células somáticas vegetales, sin 
          que exista la unión de los gametos. Esta técnica y el cultivo de tejidos
          vegetales, en general, se basan en el principio de la totipotencialidad
          celular, propuesto por Haberlandt en 1902 (18), que consiste en que todas las células vegetales tienen la capacidad de regenerar plantas completas.

        Existen
          dos tipos de embriogénesis somática: directa e indirecta. La vía 
          directa involucra la formación de embriones directamente a partir de un 
          segmento del explante sin la previa formación de callos. La vía 
          indirecta, se da a través de una fase intermedia de formación de callos (19) y se observa con mayor frecuencia que la embriogénesis somática directa (20).
          En ambos casos, para plantas monocotiledóneas, los embriones somáticos 
          transitan a través de etapas similares a las observadas en un embrión 
          cigótico: globular, acorazonado, torpedo, cotiledonar y embrión maduro (21).

        En el año 1979, se informaron los primeros trabajos vía embriogénesis somática en Gossypium koltzchianum, pero sin llegar a obtener plantas completas (22).
          Posteriormente, y desde la primera mitad de los 80, se han desarrollado
          algunos métodos de regeneración de plantas por esta vía en Gossypium spp., en este sentido, para la especie G. hirsutum L. cv. Coker se describió por primera vez en 1983 la regeneración de plantas por embriogénesis somática (23).
          Desde entonces, ha tenido un progreso significativo el empleo de esta 
          vía de regeneración en el cultivo de tejidos en algodón (24).
          Distinguiéndose, similar a otros cultivos, las fases de inducción y 
          formación, proliferación, maduración, germinación y conversión de 
          embriones somáticos muy bien definidas (25). 

        La
          inducción del proceso consiste en la terminación del patrón de 
          expresión de genes presentes en el tejido del explante; y se reemplaza 
          por un programa de expresión del gen o genes en las células del tejido 
          cultivado, que puede dar lugar a embriones somáticos (26). 
          Estas células dependen de diferentes factores para lograr una alta 
          frecuencia de formación de callos, entre ellos, el genotipo, el tipo de 
          planta donante, la edad o etapa de desarrollo del explante, el ambiente in vitro que incluye la composición del medio de cultivo y las condiciones físicas (luz, temperatura, humedad relativa) (27).
          También, existen referencias sobre la influencia del tipo de explante 
          en la formación de callos, ya sea hojas, peciolos, raíces, semillas, 
          cotiledones, meristemos, embriones cigóticos, entre otros (28).

      
      
        Factores que inciden en el desarrollo de la embriogénesis somática en el algodón

         ⌅
        
          Genotipo

           ⌅
          La
            capacidad de regeneración de plantas muestra amplias diferencias entre 
            familias, géneros, especies, e incluso, entre genotipos de la misma 
            especie. Generalmente, las plantas dicotiledóneas se regeneran más 
            fácilmente que las monocotiledóneas. La capacidad de regeneración en la 
            familia Malvaceae y, particularmente, en el género Gossypium, se considera muy baja (29).
            La regeneración de plantas y la transformación genética del algodón, 
            mediante técnicas de ingeniería genética, está estrechamente asociada al
            genotipo, la mayoría de los protocolos han sido ajustados para 
            variedades modelo. Sin embargo, muchas de las variedades élite de este 
            cultivo son recalcitrantes y no responden favorablemente a la 
            manipulación genética (17). También, se han observado diferencias en la capacidad de regeneración y propagación in vitro de plantas de algodón procedentes de varios cultivares de la especie G. hirsutum (30).
            Estos aspectos corroboran la necesidad de estudiar cada genotipo y 
            realizar un ajuste u optimización de los protocolos de regeneración de 
            las plantas. 

        
        
          Explante

           ⌅
          Existen evidencias de que todos los tejidos tienen la capacidad de formar callos in vitro,
            aunque no todos son embriogénicos. Los tejidos embrionarios y los 
            tejidos muy jóvenes son los que poseen una respuesta embriogénica 
            activa. Un aspecto importante a considerar para el establecimiento de un
            eficiente protocolo de regeneración de plantas es el tipo de explante 
            inicial (31).
            En el cultivo del algodón se ha descrito el uso de diferentes tipos de 
            explante para el desarrollo de la embriogénesis somática. Entre los más 
            usados se encuentran los que provienen de la reproducción sexual como 
            ovarios, óvulos, embriones cigóticos, anteras, así como raíces, hojas, 
            segmentos de plántulas jóvenes (cotiledones, hipocotilos) (32), y segmentos de tallo de plantas de semillas germinadas in vitro (3).

          Además, recientemente se informó sobre el uso de segmentos de hojas jóvenes de Gossypium barbadense L. cultivar ‘MSI’, de plántulas crecidas en condiciones in vitro, como explante inicial para la formación de callos (33).
            En el cultivo del algodón no se han encontrado trabajos precedentes 
            sobre el empleo de este tipo de explante, sin embargo, este ha sido 
            utilizado exitosamente para el desarrollo de protocolos de regeneración 
            de plantas en especies tales como Secale cereale L. (34), Handroanthus heptaphyllus (35) y Lavandula angustifolia L. (36). 

        
      
      
        Oxidación de compuestos fenólicos

         ⌅
        Uno de los factores que afecta con frecuencia durante el aislamiento de los explantes, en el cultivo in vitro,
          es la oxidación de los compuestos fenólicos liberados por las células 
          dañadas durante el proceso de disección de los órganos fuente de los 
          explantes. Algunas prácticas para contrarrestar este efecto incluyen el 
          uso de sustancias antioxidantes como el ácido ascórbico, el ácido 
          cítrico, la cisteína, el carbón activado, entre otros, o las mezclas de 
          algunos de estos compuestos (37). 

        El
          ácido ascórbico es uno de los antioxidantes más usados en el cultivo de
          tejidos vegetales, actúa como amortiguador redox en las plantas y tiene
          un importante papel en su metabolismo. Este ácido es un cofactor de las
          enzimas, interviene en varios procesos fisiológicos de las plantas, 
          entre ellos, división celular, metabolismo de la pared y expansión 
          celular, formación del meristemo apical, desarrollo de la raíz, 
          fotosíntesis, regulación de la florescencia y de la senescencia de las 
          hojas (38). 

        En la literatura 
          científica, nacional e internacional, existen pocas referencias del uso 
          de antioxidantes para controlar la oxidación de los compuestos fenólicos
          en el cultivo del algodón. Los autores de un estudio realizado en el 
          cultivar ‘MSI’ de algodón observaron que, durante la formación de callos
          con estructuras embriogénicas, se formaron estos compuestos; lo que fue
          controlado con la adición al medio de cultivo de 60 mg L-1 de ácido ascórbico. La incorporación de este antioxidante al medio, en 
          presencia del ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), contribuyó a la 
          formación de un mayor número de callos total y de callos embriogénicos (33). 

      
      
        Medio de cultivo

         ⌅
        El medio de cultivo compuesto por las sales de Murashige-Skoog (MS) (39) es el más utilizado para la embriogénesis somática en especies dicotiledóneas (40).
          En general, y en particular en algodón, se han hecho varias 
          modificaciones a este medio de cultivo para la regeneración de plantas 
          por esta vía morfogenética. En tal sentido, se ha modificado el medio MS
          con la adición de vitaminas Gamborg B5. Evidencias de lo anteriormente 
          expuesto son los resultados favorables durante la formación de callos, 
          utilizando el medio de cultivo MS, en diferentes cultivares de Gossypium spp. (41).
          También, se ha logrado con éxito la formación de callos, en este 
          género, al utilizar el medio de cultivo MSB (Sales MS más vitaminas 
          Gamborg B5) (40- 43).

      
      
        Reguladores de crecimiento

         ⌅
        Los
          reguladores de crecimiento de las plantas son compuestos que tienen un 
          papel regulador más que nutricional en el crecimiento y desarrollo de 
          los tejidos vegetales. En el proceso de formación de callos, el 
          regulador de crecimiento utilizado juega un papel fundamental (44). El 2,4-D es uno de los más empleados en el cultivo de tejidos para estos fines (45).
          El potencial de la regeneración también es influenciado por la 
          presencia de los compuestos reguladores en el medio de cultivo. Es por 
          ello que, en los protocolos para la regeneración de plantas se utilizan 
          diversos tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento. 

        Con
          respecto al algodón, existen diferentes criterios sobre la 
          concentración de 2,4-D a emplear en el proceso de formación de callos. 
          Esta auxina ha resultado de gran utilidad para la inducción de callos 
          con estructuras embriogénicas, a partir de hojas y cotiledones, en los 
          cultivares de G. arboreum ‘BD-l’ y ‘BD-6’, así como en los cultivares de G. hirsutum ‘SH-131’ y ‘LH-900’ (46).
          En estos cultivares se observó, además, que el 2,4-D es efectivo en la 
          inducción de callos a partir de explantes de diferente procedencia (47).

        La
          combinación de auxinas y citoquininas, en el cultivo del algodón, 
          estimula la formación de callos con estructuras embriogénicas, así por 
          ejemplo se ha señalado que la incorporación de 2,4-D y kinetina en el 
          medio de cultivo induce el desarrollo y la proliferación de embriones 
          somáticos. Algunos autores refieren que la formación de callos, con 
          estructuras embriogénicas, se logró al emplear concentraciones de 9,04 
          µM de 2,4-D combinadas con 0,46 µM de kin. De igual modo, en cultivares 
          de este género se ha informado la formación de callos con la adición al 
          medio de solo 4,52 µM de 2,4-D y 2,32 µM de kin (41,42,47).
          La inducción de embriones somáticos se ha obtenido al transferir los 
          callos embriogénicos a un medio de cultivo libre de reguladores de 
          crecimiento y el posterior subcultivo en medio MS enriquecido con 1,9 g L-1 de KNO3 (42). 

        Existen referencias sobre la obtención de callos friables y de color verde en Gossypium klotzschianum, a partir de hipocotilos cultivados en medio con 0,9 µM 2,4-D y 2,32 µM kin (48).
          Asimismo, se ha logrado el desarrollo y proliferación de embriones con 
          0,045 µM 2,4-D; 0,93 µM de kin y 2,46 µM de AIB. Por otro lado, la 
          diferenciación de embriones también se ha logrado en medio líquido con 
          0,226 µM de 2,4-D y 0,93 de µM de kin, observándose los diferentes 
          estados del embrión somático: globular, corazón, torpedo y embrión 
          cotiledonar maduro (48). 

        En
          este sentido, se desarrolló un protocolo para la embriogénesis somática
          y regeneración de plantas de cinco cultivares recalcitrantes de algodón
          (G. hirsutum), permitiendo ampliar la gama de genotipos manipulados in vitro para el mejoramiento genético, y se logró la mayor formación de 
          embriones somáticos al combinar AIB (0,49 µM), kin (0,46 µM) y 2,4-D 
          (0,45 µM) (49).

        En otros protocolos desarrollados para la regeneración de plantas de algodón de las especies G. hirsutum y G. barbadense, en presencia de 10,74 µM de 2,4-D y 4,64 µM de kin se formaron callos con estructuras pre-embriogénicas (50).
          Los autores observaron la formación de callos friables, con pequeñas 
          células y citoplasma muy denso, al ser transferidos a medio de cultivo 
          de maduración. También, se han alcanzado altos porcentajes de formación 
          de callos en G. hirsutum, con 5,37 µM de ácido naftalen acético 
          (ANA), en combinación con 0,46 µM de Kin o 0,44 µM de 6-BAP, los callos 
          formados con la adición de kinetina se caracterizaron por ser compactos y
          la presencia de gran número de raíces (51). 

        Estos
          reguladores de crecimiento de plantas han sido muy útiles para la 
          inducción de callos en algodón a partir de cotiledones de los cultivares
          de G. arboreum ‘BD-l’ y ‘BD-6’, así como de los cultivares de G. hirsutums ‘SH-131’ y ‘LH-900’, lográndose la formación de callos con concentraciones de 9,04 µM de 2,4-D combinado con 0,464 µM de kin (46). 

        Otros
          autores destacan la formación de callos al utilizar dos combinaciones 
          de reguladores de crecimiento: 0,90 µM de 2,4-D + 0,89 µM de 6-BAP y 
          4,92 µM de 2,4-D + 0,89 µM de 6-BAP, en condiciones de oscuridad y luz, 
          obteniendo la mayor proliferación de callos en presencia de luz y con 
          mayor concentración de 2,4-D, en presencia de 6-BAP (52).
          Por otro lado, la formación de un callo granular, parcialmente friable y
          de color marrón claro se obtuvo en presencia de 2-isopentiladenina 
          (2iP) y 2,4-D; apreciándose que, al aumentar las concentraciones de 
          estos reguladores, los callos presentaron color marrón oscuro y 
          porciones necróticas (53).

        Algunos
          autores han informado 0,45 µM de 2,4-D como la concentración más 
          efectiva para la formación de callos embriogénicos en el algodón (4). En G. barbadense “algodón nativo”, se obtuvo la mayor inducción de callos embriogénicos (82,5%) con 0,45 µM de 2,4- D y 100 mL L-1 de agua de coco (3). Otros autores encontraron con 11,31 y 13,58 µM de 2,4-D y la adición de 60 mg L-1 de ácido ascórbico los mayores porcentajes de formación de callos 
          totales y con apariencia embriogénica, con 88,05 y 83,50 %, 
          respectivamente (35).
          Estos callos se caracterizaron por ser compactos, de color amarillo 
          brillante, muy densos, compatibles con células isodiamétricas. Los 
          resultados evidencian que el 2,4-D es necesario para la formación de 
          callos, al menos para los explantes mencionados anteriormente, pues en 
          el medio de cultivo sin este regulador de crecimiento no se logra 
          inducir la callogénesis (33). 

      
      
        Condiciones de cultivo

         ⌅
        La
          luz es uno de los factores ambientales necesarios en los procesos de 
          fotosíntesis y fotomorfogénesis, los cuales son facilitados por los 
          pigmentos presentes en los tejidos, que absorben la radiación de 
          determinadas longitudes de onda (3). La fotosíntesis llevada a cabo en la mayoría de los tejidos vegetales cultivados in vitro es relativamente baja, por lo que los cultivos dependen de una fuente 
          externa de sacarosa. En estas circunstancias, la luz es importante por 
          su efecto en la fotomorfogénesis, debido a que induce el rápido cambio 
          en la expresión genética que conduce al patrón normal de desarrollo (20). 

        En Gossypium spp. se ha logrado la formación e inducción de callo embriogénico, 
          tanto en condiciones de oscuridad continua como de fotoperiodo, siendo 
          este último el más común. Por ejemplo, en algunas investigaciones sobre 
          este cultivo se inició la formación y proliferación de callos con 
          fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad (3,55,56), mientras que en otras se ha logrado en oscuridad continua (57). 

      
      
        Suplementos orgánicos no definidos

         ⌅
        En
          la formación de callos de diferentes especies vegetales se utilizan 
          sustancias orgánicas de naturaleza química indefinida. Entre las 
          sustancias orgánicas se encuentran el agua de coco, la caseína 
          hidrolizada y el extracto de levadura. El agua de coco es el endospermo 
          líquido del fruto de coco, y entre sus componentes se encuentran 
          aminoácidos, ácidos orgánicos, ácidos nucleicos, purinas, azúcares, 
          polialcoholes, vitaminas, minerales y reguladores de crecimiento, cuyas 
          concentraciones pueden variar (20). 

        Algunos
          autores han evaluado el uso del agua de coco en la inducción de callo, 
          en combinación o ausencia de otros suplementos. Por ejemplo, se 
          obtuvieron callos a partir de óvulos de Gossypium hirsutum y G. barbadense, utilizando medio MS enriquecido con 100 - 120 mL de agua de coco, 1 g L-1 de caseína hidrolizada, 1 g L-1 de extracto de levadura y distintas concentraciones de fitorreguladores de crecimiento (58). 

        En Gossypium barbadense L. “algodón nativo” color pardo se encontró la mayor proliferación de 
          callos friables (82,5%), a partir de explantes obtenidos de segmentos de
          plantas de semillas germinadas in vitro y cultivados en medio MS enriquecido con 0,1 mg L-1 de 2,4-D y 100 mL L-1 de agua de coco e incubados bajo un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad (3).

        La regeneración in vitro de 
          plantas de algodón se dificulta debido, entre otros aspectos, a que la 
          respuesta morfogenética es dependiente del genotipo. La embriogénesis 
          somática es el método más utilizado, debido a que las plantas 
          regeneradas tienen origen unicelular y no existe una conexión vascular 
          entre el embrión somático y el tejido materno (17).

      
      
        Métodos de transformación genética

         ⌅
        Se
          han desarrollado diferentes métodos para introducir genes foráneos en 
          plantas. Una característica común para los mismos es que el ácido 
          desoxirribonucleico transformante (ADN transformante), tiene que vencer 
          diferentes barreras; primero, lograr entrar a la célula vegetal, 
          atravesando la pared celular y la membrana plasmática; posteriormente, 
          tiene que llegar al núcleo e integrarse en los cromosomas residentes. 
          Para la mayoría de las especies, la transferencia de genes se lleva a 
          cabo usando explantes que son competentes para la regeneración y, de esa
          manera, se facilita la obtención de plantas fértiles completas. Esto 
          implica el uso de la tecnología de cultivo de tejidos. Aunque la 
          tecnología de transferencia de genes se ha convertido en una rutina en 
          varias especies, en otras el paso limitante no es propiamente la 
          transformación, sino la ausencia de protocolos de regeneración 
          eficientes (59).
          Los métodos de transformación se pueden dividir en dos categorías 
          principales: transformaciones directas e indirectas, que se detallan en 
          las secciones siguientes (60).

        
          Transformación indirecta

           ⌅
          En estos métodos, las plantas se transforman usando Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes para introducir la construcción del plásmido que porta el gen objetivo en la célula blanco (60).

        
        
          Transformación directa

           ⌅
          En
            los métodos directos de transformación no se utilizan células 
            bacterianas. Los métodos directos más utilizados incluyen el bombardeo 
            con microproyectiles o la transformación de protoplastos. Los problemas 
            con la regeneración de plantas de baja expresión transitoria de 
            transgenes surgen como resultado de la transformación de protoplastos, 
            principalmente en plantas monocotiledóneas. Entre las técnicas de 
            transformación utilizadas en algodón se encuentran: transformación 
            mediada por fibra de carburo de silicio, microinyección, infiltración, 
            electroforesis de embriones, transformación a través de la vía del tubo 
            polínico, electroporación de células y tejidos y transformación mediada 
            por liposomas (60).

        
      
      
        Técnicas de transformación comúnmente usadas en algodón

         ⌅
        Entre las técnicas de transformación más usadas en el cultivo del algodón cabe señalar la transformación mediada por Agrobacterium y la transformación por biobalística. 

        
          Transformación mediada por Agrobacterium

           ⌅
          En 1907, Smith y Townsend (61) demostraron que la bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens,
            un miembro de la familia Rhizobiaceae, producía los tumores de la 
            agalla de la corona. Además, destacaron que la formación de estos 
            tumores ocurría como resultado de la infección Bactrian, usualmente en 
            los sitios dañados, en plantas dicotiledóneas y algunas monocotiledóneas
            (62).
            Este descubrimiento no tuvo mayores repercusiones hasta que Armin Braun
            demostró que las células tumorales eran transformadas y que la 
            proliferación no controlada de estas células no era dependiente de la 
            presencia continua de Agrobacterium, lo que implicaba la presencia de un principio de inducción de la transformación (63).

          Este sistema de Agrobacterium tiene varias ventajas sobre otros sistemas de transformación y es 
            considerado la primera opción para transformar plantas. Entre las 
            ventajas cabe mencionar que los segmentos de ADN, que se integran en las
            células vegetales, se encuentran en una sola copia en un porcentaje 
            importante de los eventos de transformación (64);
            se tienen actualmente numerosos vectores que contienen los bordes de 
            T-ADN y una variedad de genes reporteros y de selección, lo que permite a
            los investigadores escoger la combinación más apropiada para insertar 
            genes heterólogos y seleccionar las células transformadas en su modelo 
            de estudio; es posible transferir grandes fragmentos de ADN incluyendo 
            cromosomas artificiales de levadura (65) y la transformación directa en plantas sin la necesidad de cultivo de tejido es posible en las especies Arabidopsis thaliana y Medicago trunculata (66).

          La transformación del algodón mediada por Agrobacterium se informó por primera vez hace una década con hipocótilo y cotiledón como explantes (67). Se han introducido varios genes útiles en el algodón por medio de la transformación mediante Agrobacterium, incluyendo genes con resistencia a insectos y herbicidas (68). Se han usado 
            explantes tales como hipocótilo, cotiledón, callo generado del 
            hipocótilo y cotiledón, así como embriones inmaduros, para la 
            transformación mediante Agrobacterium (69-71).
            Sin embargo, las tasas de transformación en general fueron bajas, 
            variando de 20 a 30% cuando se usó el hipocótilo como explante (72,73). 

          La validez de la 
            octopina como marcador de transformación es cuestionable ya que se ha 
            hallado octopina en varias especies de plantas ciertamente no 
            transformadas por la infección con A. tumefaciens (74). Un informe más reciente indicó que la eficiencia de transformación del cotiledón fue aproximadamente de 20 a 30 % (75). La eficiencia de transformación fue incluso menor cuando se usó el procedimiento de bombardeo de partículas (76).
            Una diferencia en el tipo de explantes usados para la transformación 
            pudo haber tenido un efecto significativo sobre la eficiencia de 
            transformación y regeneración. 

          La transformación del algodón es muy dependiente del genotipo (68). Además de unos pocos cultivares que son regenerables y transformables, tales como Gossypium hirsutum cv. Coker 312 y G. hirsutum Jin 7, la mayor parte de los otros cultivares comerciales de elite importantes, tales como G. hirsutum cv. D&P 5415, no son regenerables y transformables por esos procedimientos. 

          La transformación mediate Agrobacterium seguida por la embriogénesis somática es el mejor método para la 
            transformación de algodón. Sin embargo, el aspecto de la regeneración 
            del proceso de la transformación permanece más difícil y las opciones 
            están limitadas en el caso de algodón, uno de los cultivos más difíciles
            para la transformación. El hecho de que el Agrobacterium es muy 
            atraído a los compuestos fenólicos, este método de transformación no es 
            preferible en monocotiledóneas debido a la producción de fenólicos, 
            considerando que puede usarse para las dicotiledóneas (77,78). 

          Le eficiencia de transformación vía Agrobacterium tumefaciens está muy relacionada con la cepa utilizada para la infección. En el año
            1989 se describió una transformación notablemente aumentada de puntas 
            de vástagos de algodón mediante la adición simultánea de acetosiringona y
            nopalina en el momento de la infección (79). Desafortunadamente, este sistema presenta varios inconvenientes. Uno es que el rango de huéspedes es más limitado que en A. tumefaciens y otro es que la expresión de los genes del ADN-T en las plantas 
            confiere fenotipos aberrantes a las mismas. Para solucionar este tipo de
            problemas se ha introducido el gen rol B en un vector binario de A. tumefaciens (80).

          En
            este sentido, surge un problema adicional a partir del hecho de que 
            todos los métodos de transformación de algodón, mediados por Agrobacterium,
            requieren la regeneración de un callo embriogénico a partir del 
            explante que contiene las células transformadas, como una operación 
            intermedia en la regeneración de plantas transgénicas de algodón. La 
            ausencia de un procedimiento de regeneración de plantas de alta 
            eficiencia se ha considerado como el mayor obstáculo para la aplicación 
            de la transformación mediada por Agrobacterium al algodón (71).

        
        
          Transformación por Biobalística

           ⌅
          El
            método de biobalística fue desarrollado como una necesidad para 
            transformar especies de plantas originalmente recalcitrantes a la 
            transformación por el sistema de Agrobacterium, incluyendo los 
            cereales económicamente importantes. Este método consiste en la 
            introducción de proyectiles, usualmente de tungsteno u oro cubiertos de 
            ADN e impulsados al interior de las células blanco por aceleración. La 
            velocidad de las partículas puede ser generada por la explosión de una 
            pistola convencional ó una descarga por gases a alta presión, tales como
            helio o dióxido de carbono (81,82). El análisis molecular de plantas transformadas 
            por biobalística revela un patrón complejo de la integración del 
            transgene, sin embargo, ha sido demostrado que las copias múltiples se 
            encuentran arregladas formando un locus simple y segregan siguiendo un 
            patrón mendeliano (83). Al igual que con Agrobacterium, un gran número de especies diversas de plantas han sido transformadas por el método de biobalística (84).
            Algunas ventajas del método de biobalística son las siguientes: 1) 
            Puede ser utilizada una amplia variedad de tipos de explantes para ser 
            bombardeados y obtener plantas fértiles; 2) No hay necesidad de utilizar
            vectores de transformación especializados; y 3) Es el único método 
            confiable para la transformación de cloroplastos.

          La biobalística 
            permite la integración de múltiples copias de transgenes en el genoma de
            plantas transformadas existiendo referencias de hasta 100 copias de un 
            transgén (85).
            En el cultivo de algodón para la transformación mediante el bombardeo 
            de partículas se han usado explantes (tales como hipocótilo, cotiledón, 
            callo generado del hipocótilo y cotiledón, así como embriones inmaduros)
            (8,70,71).
            Además, se ha usado tejido meristemático de ejes embrionarios 
            escindidos para la transformación del algodón por bombardeo de 
            partículas (86).

          En
            algodón se han utilizado procedimientos para la regeneración de plantas
            genéticamente modificadas después de la transformación mediante el 
            bombardeo de cotiledones (71). Existen referencias del empleo exitoso del bombardeo de ADN sobre ápices embrionarios de algodón (86). 

          En
            general, las técnicas de transformación genética de algodón mediante 
            embriogénesis somática conllevan procesos entre 10 y 14 meses, mientras 
            que la transformación de ápices meristemáticos y microinyección de 
            óvulos entre 6 y 10 meses. Las eficiencias de transformación en algodón 
            pueden variar, dependiendo de la técnica y la capacidad operativa, pero 
            siempre es alrededor del 0,1 % (87).

        
      
      
        Mejoramiento genético del algodón mediante la transformación genética

         ⌅
        En
          1973 surgió la ingeniería genética y en 1983 se desarrolló la primera 
          planta transgénica. Todos los conocimientos emanados a través de la 
          historia de la revolución verde, basados en biotecnología, llevaron a 
          que pronto la revolución de la biotecnología moderna imperara en el 
          desarrollo de plantas de cultivos agrícolas de interés, generándose 
          nuevas variedades portadoras de determinados genes; incluso, que ni 
          siquiera pertenecen a las plantas, sino a organismos de otro reino. En 
          1996 se desarrolló la primera línea de algodón transgénico comercial: el
          algodón Bollgardi®, al cual se le transfirió el gen Cry1ac, proveniente
          de la bacteria Bacillus thuringiensis; este gen le confiere a la
          planta de algodón resistencia al ataque de insectos del orden 
          lepidóptera, debido a que expresa una proteína tóxica para dichos 
          insectos, provocándoles la muerte (88).

        En
          1997 surgió el algodón resistente al herbicida glifosato, ya que se le 
          transfirió a las células de la planta de algodón el gen cp4-epsps, 
          proveniente de la bacteria Agrobacterium spp., cepa cp4, que 
          expresa una enzima clave en la síntesis de aminoácidos aromáticos que 
          poseen las plantas, bacterias y algunos hongos. Esta destruye el 
          ingrediente activo del glifosato (N-fosfonometil-glicina); sin embargo, 
          la enzima EPSPS de la bacteria aislada es resistente al glifosato, por 
          lo que la planta no sufre daño alguno. 

        En el año 2000 se obtuvo 
          una línea de algodón transgénico resistente al herbicida glufosinato de 
          amonio, al cual se le transfirió el gen pat, aislado de la bacteria Streptomyces viridochromogenes;
          este gen expresa una enzima que transforma al ingrediente activo del 
          herbicida en una sustancia no tóxica. Posteriormente, en el año 2002, se
          desarrollaron y comercializaron semillas de algodón transgénico con 
          doble tecnología, resistentes a insectos lepidópteros, debido al gen 
          cry1Ac y tolerantes al herbicida glifosato, gracias al gen cp4-epsps (89).

        El
          poco conocimiento acerca de la seguridad y el comportamiento de las 
          plantas transgénicas pronto llevó al colapso de la biotecnología 
          transferida al algodón, por lo que aparecieron insectos del orden 
          lepidóptera resistentes a la proteína tóxica expresada por el gen 
          Cry1ac; por ello, en el año 2003 surgió el algodón Bollgard ii®, que es una variante del Bollgard i®.
          Este, además de expresar el gen Cry1ac, al cual ya habían desarrollado 
          resistencia algunos insectos, se le transfirió el gen Cry1ab, también 
          aislado de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), con el fin de 
          enfrentar a los insectos con una nueva toxina, por lo que no debería 
          existir resistencia. Junto con esta nueva tecnología surgió una campaña 
          para la implementación de refugios, con el fin de evitar que sucediera 
          nuevamente la aparición de insectos tolerantes, tal y como ocurrió con 
          el algodón Bollgard i® (90). 

        En
          el año 2006 se comercializó un algodón transgénico de doble tecnología,
          resistente a insectos lepidópteros basado en la tecnología del Bollgard
          ii® y, además, tolerante al herbicida glifosato, conocido como algodón Bt-rr, donde Bt (Bacillus thuringiensis)
          se refiere a los genes que le otorgan resistencia a los insectos 
          (Cry1ac y Cry2ab), y rr a que es tolerante al glifosato, específicamente
          a la marca Roundup Ready® (90).

        El
          algodón transgénico ha seguido experimentando transformaciones, pues 
          existen variedades transgénicas tolerantes a herbicidas distintos al 
          glifosato y con otras propiedades. Actualmente, se están generando 
          nuevos conocimientos y nuevas tecnologías, por lo que en los años 
          venideros las modificaciones se harán de diversas maneras, algunas 
          quizás más precisas, lo que permitirá ofrecer nuevas soluciones a los 
          problemas del cultivo.

        El desarrollo de métodos no sexuales para 
          transferir genes, como la transformación genética, permite superar las 
          limitaciones de la mejora genética tradicional, lo que abre nuevas 
          perspectivas en el mejoramiento de plantas (91).
          El algodón modificado genéticamente es el tercer cultivo transgénico 
          con mayor presencia en el mundo. Actualmente, ocupa el 70 % de la 
          superficie algodonera mundial, siendo las variedades Bt resistentes a 
          insectos las más cultivadas. Entre los países que más cultivan el 
          algodón Bt se encuentra China, India, Pakistán, Sudáfrica y Burkina 
          Faso, entre otros. En estos países, más de 15 millones de pequeños 
          agricultores disfrutan de sus beneficios económicos, sociales y 
          ambientales (92).

        Según
          el Comité Consultivo Internacional del Algodón - ICAC, la producción 
          mundial ascendió a 25,5 millones en la cosecha 2021-2022, registrándose 
          además un aumento de la demanda del 12,4 % (93).
          El algodón transgénico ocupó un tercer lugar (14 %) de los cultivos 
          producidos por esta vía en el mundo, detrás de la soya (48 %) y el maíz 
          (32 %). El algodón genéticamente modificado que se encuentra actualmente
          en la producción y el comercio ha sido modificado para que sea 
          tolerante a herbicidas, resistente a insectos o una combinación de ambas
          características (94). 

        El algodón genéticamente modificado 
          permitió, mediante el uso de genes de interés, que los cultivos sean más
          sustentables desde el punto de vista económico y ambiental (17). Bacillus thuringiensis es una 
          bacteria muy común que se encuentra en el suelo y puede producir una 
          proteína, la Cry d-endotoxina, que es tóxica para larvas de ciertos 
          insectos, por ejemplo, polillas como los gusanos del algodón que atacan a
          este cultivo, y su acción es específica para controlar dichos insectos (95).
          De los transgénicos actualmente disponibles para producción comercial, 
          dos ofrecen tolerancia a herbicidas y uno es resistente a los gusanos 
          del algodón, conocido como algodón Bt, por expresar toxinas de la 
          bacteria Bacillus thuringiensis (96). 

        Existen cultivares de algodón con capacidad
          de resistencia a insectos, la cual es utilizada para el control del 
          gusano bellotero y el gusano rosado; también ejerce cierto control sobre
          otros gusanos como el llamado soldado y el falso medidor; asimismo, es 
          resistente a los herbicidas glifosato y glufosinato, siendo de utilidad 
          para el agricultor al lograr controlar las plantas arvenses sin afectar a
          las plantas de este cultivo (95).

      
    
    
      Conclusiones

       ⌅
      
        
          	
            En
              el cultivo del algodón, los cultivares se muestran como genotipo 
              dependiente dado su respuesta diferenciada ante condiciones de cultivo in vitro y de transformación genética. 

          

          	
            A
              pesar de haberse producido a nivel mundial en algodón plantas 
              transgénicas, las metodologías de transformación y regeneración que 
              existen presentan baja eficiencia y frecuente obtención de plantas 
              quiméricas y son específicas para los cultivares que expresan una mejor 
              respuesta embriogénica.

          

          	
            Entre los métodos de 
              regeneración, la embriogénesis somática es más utilizada que la 
              organogénesis, debido a que las plantas regeneradas tienen un origen 
              unicelular y no existe una conexión vascular entre el embrión somático y
              el tejido materno, además, ofrecen mayores coeficientes de 
              multiplicación.

          

          	
            En algodón existen varias técnicas para 
              la transformación genética, pero las más usadas en el cultivo son la 
              transformación mediada por Agrobacterium y la transformación por 
              biobalística, su efectividad depende del tipo de tejido empleado, edad, 
              genotipo y susceptibilidad a la infección con la bacteria.

          

          	
            Las técnicas de transformación mediante A. tumefaciens se caracterizan por ser sencillas, de bajo costo, resultan en pocas 
              copias de los transgenes y son reducidos los problemas de expresión. Sin
              embargo, aunque el algodón es una planta dicotiledónea y hospedera de Agrobacterium,
              presenta dificultades para la transformación mediante este vector, 
              siendo limitados los trabajos de transformación genética de embriones 
              somáticos.
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  Abstract

  
    The
      cotton plant is cultivated mainly by the fiber, the oil that is 
      extracted of the seed that can be used like eatable oil and the use of 
      the cotton cake like forage. This plant is resistant to conditions of 
      drought and salinity of the soil. However, it possesses some characters 
      that limit their productivity. It is for it that requires of programs of
      plant breeding, but the programs for traditional methods are limited by
      several factors in this cultivation, for what the biotechnical 
      techniques constitute alternatives to achieve these objectives. In the 
      work was carried out a brief revision of the national and international 
      scientific literature about the origin, the distribution and the 
      cultivation importance, as well as the antecedents of the regeneration 
      of plants and the methods of breeding, by means of the genetic 
      transformation, in the cotton cultivation. It seeks to put on to the 
      reader's disposition a summary of results as preamble for the 
      development of future investigations in the regeneration of plants and 
      breeding genetics of Gossypium spp. for biotechnical methods.
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      Introduction

       ⌅
      Cotton (Gossypium spp.) is one of the most widely grown oilseeds worldwide for oil 
        extraction, with a total of 32.26 million tons of oil produced in 2020 (1).
        The cotton plant is grown mainly for its fiber, the oil extracted from 
        the seed that can be used as edible oil, and the use of cotton cake as 
        fodder. The seed hull can be used as raw fodder and bedding for 
        livestock, as fertilizer or fuel (2). This 
        plant is resistant to drought conditions and soil salinity; however, it 
        has some unfavorable characteristics such as the long vegetative period,
        the fiber is thick and of short length, in addition to susceptibility 
        to soil pathogens such as Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium and Thielaviopsis basicola, which cause seedling drop (3). 

      In view of this problem, it is 
        necessary to develop genetic breeding programs for this crop. Although 
        it should be noted that in cotton, the use of traditional methods of 
        genetic breeding is limited by several factors; among them, the 
        complexity of the character to be breeded, the influence of the 
        environment and the long periods of selection, aspects that make them 
        significantly more expensive (4). The use of biotechnological methods 
        constitutes an alternative for the development of these crop breeding 
        programs, although in order to establish biotechnological breeding 
        methods, it is essential to have an efficient and reproducible plant 
        regeneration methodology (5). 

      This paper provides a brief introduction to the origin, distribution and importance of cotton cultivation, the background for in vitro plant regeneration and the methods of genetic breeding in this species,
        with emphasis on biotechnological techniques. It is intended to make 
        available to the scientific community a compilation of results as an 
        introduction for the development of future research in the propagation 
        and genetic breeding of Gossypium spp. through the application of biotechnological methods.

    
    
      Development 

       ⌅
      
        Origin, taxonomic classification and distribution

         ⌅
        The cotton genus (Gossypium spp.) includes approximately 50 species distributed in arid and 
          semi-arid regions of the tropics and subtropics. It includes four 
          species that have been independently domesticated for their fiber, two 
          in Africa, and one in Asia and another in America (6). 

        Its taxonomic classification is as follows (7): Kingdom: Plantae, Division: Tracheophyta, Class: Magnoliopsida, Order: Malvales, Family: Malvaceae, Genus: Gossypium. 

        This parallel domestication process involved four species, two from America: G. hirsutum and G. barbadense, and two from Africa and Asia: G. alborean and G. herbaceum (7). There 
          are different criteria on the origin of cotton. The discussion on the 
          centers of origin, according to recent studies, states that it has not 
          been determined. However, it has been described that the primary centers
          of biological diversity for this genus are Central and South America 
          with 18 species, among which 11 are found in west-central and 
          southeastern Mexico and two in Peru and the Galapagos Islands (one 
          species from Hawaii). In Northeast Africa and Arabia 14 species are 
          identified, while in Australia 17 species (8). 

      
      
        Importance of cultivation

         ⌅
        Cotton
          is grown in more than 75 countries on five continents, generating 
          income and rural employment, which is a vital source of income for the 
          economy of rural households and a contribution to the food security of 
          family farming. The cotton value chain generates agricultural products, 
          fibers, textiles and industrial and handcrafted garments, as well as the
          use of co-products as business opportunities for food, health, 
          cosmetics, among others, which boosts national and regional economies (9). 

        At
          the end of the 2020/2021 season, world cotton demand totaled 25.5 
          million tons, an increase of 12.4 %. In the 2021/2022 season, world 
          cotton production reached 25 million tons, an increase of 3 % (10). 

      
      
        In vitro plant regeneration methods

         ⌅
        Modern
          biotechnology involves the establishment of tissue culture and gene 
          transfer systems, which guarantees the obtaining of specific desired 
          characteristics, which contributes to the breeding of the crop in 
          question and implies the ability to regenerate a large number of plants (11). The main ways of in vitro plant regeneration in cotton are: organogenesis (12) and somatic embryogenesis (13). 

      
      
        Organogenesis

         ⌅
        Organogenesis
          is the formation of organs (leaves, stem, and roots) from buds or 
          primordia developed on the surface of callus or explants; generally, it 
          starts with the formation of leaf and stem, and continues with the 
          formation of roots (14). Organogenesis involves the 
          formation of monopolar structures that establish a vascular connection 
          with the tissue from which they derive; their origin is multicellular. 
          Normally, stems and roots are formed independently and are characterized
          by the lack of union between vascular elements of both structures (15).

        Organogenesis
          involves the regeneration of shoots directly from meristematic cells or
          from tissues close to them. Shoots can arise from explant tissues with 
          or without the callus phase. Moreover, it is less genotype-dependent 
          compared to somatic embryogenesis, as each plant has axillary meristems 
          capable of regeneration. However, the response is different among 
          cultivars, which depends on the vigor, level of growth of explants in vitro and sensitivity to the components of the culture medium (16).

        In this sense, and during plant regeneration via organogenesis in three cotton cultivars of Gossypium hirsutum,
          and using apices as initial explant, the highest range of shoot 
          elongation was observed with 11.1 µM 6-benzylaminopurine (6-BAP) and 0.1
          % (w/v) activated carbon, as well as an increase in growth in the 
          presence of Kinetin (kin). In addition, high rooting efficiency was 
          obtained with 0.98 µM Indolbutyric acid (IBA) and activated charcoal (17). 

      
      
        Somatic embryogenesis

         ⌅
        Somatic
          embryogenesis is a biotechnological technique that makes it possible to
          obtain embryos from plant somatic cells without the union of gametes. 
          This technique and plant tissue culture, in general, are based on the 
          principle of cell totipotency (18), which consists in the fact that all plant cells have the capacity to regenerate complete plants.

        There
          are two types of somatic embryogenesis: direct and indirect. The direct
          route involves the formation of embryos directly from a segment of the 
          explant without prior callus formation. The indirect pathway occurs 
          through an intermediate stage of callus formation (19) and is observed more frequently than direct somatic embryogenesis (20).
          In both cases, for monocotyledonous plants, somatic embryos pass 
          through stages similar to those observed in a zygotic embryo: globular, 
          heart-shaped, torpedo, cotyledon and mature embryo (21).

        In 1979, the first studies on somatic embryogenesis in Gossypium koltzchianum were reported, but without obtaining complete plants (22). Subsequently, and since the first half of the 1980s, some methods of plant regeneration by this route have been developed in Gossypium spp. in this sense, for the species G. hirsutum L. cv. Coker, plant regeneration by somatic embryogenesis was described for the first time in 1983 (23). Since then, significant progress has been made in the use of this regeneration pathway in cotton tissue culture (24).
          Similar to other cultures, the phases of induction and formation, 
          proliferation, maturation, germination and conversion of somatic embryos
          are very well defined (25). 

        The
          induction of the process consists of the pattern termination of the 
          expression of genes present in the explant tissue; and it is replaced by
          an expression program of the gene or genes in the cells of the cultured
          tissue, which can give rise to somatic embryos (26). 
          These cells depend on different factors to achieve a high frequency of 
          callus formation, among them, the genotype, the type of donor plant, the
          age or developmental stage of the explant, the in vitro environment that includes the composition of the culture medium and the 
          physical conditions (light, temperature, relative humidity) (27).
          There are also references on the influence of the type of explant in 
          the formation of callus, whether leaves, petioles, roots, seeds, 
          cotyledons, meristems, zygotic embryos, among others (28).

      
      
        Factors influencing the development of somatic embryogenesis in cotton

         ⌅
        
          Genotype

           ⌅
          The
            regeneration capacity of plants shows wide differences among families, 
            genera, species, and even among genotypes of the same species. 
            Generally, dicotyledonous plants regenerate more easily than 
            monocotyledonous plants. The regeneration capacity in the family 
            Malvaceae, and particularly in the genus Gossypium, is considered very low (29).
            Plant regeneration and genetic transformation of cotton by genetic 
            engineering techniques is closely associated with genotype, and most 
            protocols have been adjusted for model varieties. However, many of the 
            elite varieties of this crop are recalcitrant and do not respond 
            favorably to genetic manipulation (17). Also, differences have been observed in the regeneration and in vitro propagation ability of cotton plants from various cultivars of G. hirsutum species (30). These aspects corroborate the need to study each genotype and to adjust or optimize plant regeneration protocols. 

        
        
          Explant

           ⌅
          There is evidence that all tissues have the capacity to form callus in vitro,
            although not all are embryogenic. Embryonic tissues and very young 
            tissues are the ones that have an active embryogenic response. An 
            important aspect to consider for the establishment of an efficient plant
            regeneration protocol is the type of initial explant (31).
            In cotton cultivation, the use of different types of explants for the 
            development of somatic embryogenesis has been described. Among the most 
            commonly used are those from sexual reproduction such as ovaries, 
            ovules, zygotic embryos, anthers, as well as roots, leaves, segments of 
            young seedlings (cotyledons, hypocotyls) (32), and stem segments from in vitro germinated seed plants (3). 

          In addition, the use of young leaf segments of Gossypium barbadense L. cultivar 'MSI', from seedlings grown under in vitro conditions, as initial explant for callus formation was recently reported (33).
            However, this type of explant has been successfully used for the 
            development of plant regeneration protocols in species such as Secale cereale L. (34), Handroanthus heptaphyllus (35) and Lavandula angustifolia L. (36). 

        
      
      
        Oxidation of phenolic compounds

         ⌅
        One of the factors that frequently affects the isolation of explants in in vitro culture is the oxidation of phenolic compounds released by damaged 
          cells during the process of dissection of the explant source organs. 
          Some practices to counteract this effect include the use of antioxidant 
          substances such as ascorbic acid, citric acid, cysteine, activated 
          charcoal, among others, or mixtures of some of these compounds (37). 

        Ascorbic
          acid is one of the most widely used antioxidants in plant tissue 
          culture, it acts as a redox buffer in plants and has an important role 
          in their metabolism. This acid is a cofactor of enzymes and is involved 
          in several physiological processes in plants, including cell division, 
          cell wall metabolism and cell expansion, apical meristem formation, root
          development, photosynthesis, regulation of flowering and leaf 
          senescence (38). 

        In the national and 
          international scientific literature, there are few references to the use
          of antioxidants to control the oxidation of phenolic compounds in 
          cotton cultivation. The authors of a study carried out on the cotton 
          cultivar 'MSI' observed that, during the formation of callus with 
          embryogenic structures, these compounds were formed; this was controlled
          with the addition to the culture medium of 60 mg L-1 of 
          ascorbic acid. The addition of this antioxidant to the medium, in the 
          presence of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), contributed to the 
          formation of a greater number of total callus and embryogenic callus (33). 

      
      
        Culture medium

         ⌅
        The culture medium composed of Murashige-Skoog (MS) salts (39) is the most commonly used medium for somatic embryogenesis in dicotyledonous species (40).
          In general, and particularly in cotton, several modifications have been
          made to this culture medium for plant regeneration by this 
          morphogenetic route. In this sense, the MS medium has been modified with
          the addition of Gamborg B5 vitamins. Evidence of the above are the 
          favorable results during callus formation, using MS culture medium, in 
          different cultivars of Gossypium spp. (41).
          Also, callus formation has been successfully achieved in this genus 
          when using MSB culture medium (MS salts plus Gamborg B5 vitamins) (40-43).

      
      
        Growth Regulators

         ⌅
        Plant
          growth regulators are compounds that have a regulatory rather than a 
          nutritional role in the growth and development of plant tissues. In the 
          callus formation process, the growth regulator used plays a fundamental 
          role (44). 2,4-D is one of the most commonly used in tissue culture for these purposes (45).
          The regeneration potential is also influenced by the presence of the 
          regulatory compounds in the culture medium. For this reason, various 
          types and concentrations of growth regulators are used in protocols for 
          plant regeneration. 

        With respect to cotton, there are different 
          criteria on the concentration of 2,4-D to be used in the callus 
          formation process. This auxin has been very useful for the induction of 
          callus with embryogenic structures, from leaves and cotyledons, in G. arboreum cultivars 'BD-l' and 'BD-6', as well as in G. hirsutum cultivars 'SH-131' and 'LH-900' (46). In these cultivars, 2,4-D was also found to be effective in inducing callus from explants of different provenance (47).

        The
          combination of auxins and cytokinins, in cotton cultivation, stimulates
          the formation of callus with embryogenic structures, thus, for example,
          it has been pointed out that the incorporation of 2,4-D and kinetin in 
          the culture medium induces the development and proliferation of somatic 
          embryos. Some authors report that the formation of callus, with 
          embryogenic structures, was achieved when using concentrations of 9.04 
          µM of 2,4-D combined with 0.46 µM of kin. Similarly, callus formation 
          has been reported in cultivars of this genus with the addition of only 
          4.52 µM 2,4-D and 2.32 µM kin to the medium (41,42,47).
          Induction of somatic embryos has been obtained by transferring 
          embryogenic callus to growth regulator-free culture medium and 
          subsequent subculture on MS medium enriched with 1.9 g L-1 KNO3 (42). 

        There are references on obtaining friable and green callus in Gossypium klotzschianum, from hypocotyls cultivated in medium with 0.9 µM 2,4-D and 2.32 µM kin (48).
          Likewise, embryo development and proliferation have been achieved with 
          0.045 µM 2,4-D; 0.93 µM kin and 2.46 µM AIB. On the other hand, embryo 
          differentiation has also been achieved in liquid medium with 0.226 µM 
          2,4-D and 0.93 µM kin, observing the different stages of the somatic 
          embryo: globular, heart, torpedo and mature cotyledonary embryo (48). 

        In
          this sense, a protocol was developed for somatic embryogenesis and 
          plant regeneration of five recalcitrant cultivars of cotton (G. hirsutum), allowing to expand the range of genotypes manipulated in vitro for genetic breeding, and the greatest formation of somatic embryos was
          achieved by combining AIB (0.49 µM), kin (0.46 µM) and 2,4-D (0.45 µM) (49).

        In other protocols developed for the regeneration of cotton plants of G. hirsutum and G. barbadense species, in the presence of 10.74 µM 2,4-D and 4.64 µM kin, callus with pre-embryogenic structures were formed (50).
          The authors observed the formation of friable callus, with small cells 
          and very dense cytoplasm, when transferred to maturation culture medium.
          Also, high percentages of callus formation have been achieved in G. hirsutum with 5.37 µM naphthalene acetic acid (NAA) in combination with 0.46 µM 
          Kin or 0.44 µM 6-BAP, callus formed with the addition of kinetin were 
          characterized by compactness and the presence of a large number of roots
          (51). 

        These plant growth regulators have been very useful for callus induction in cotton from cotyledons of G. arboreum cultivars 'BD-l' and 'BD-6', as well as G. hirsutums cultivars 'SH-131' and 'LH-900', achieving callus formation with concentrations of 9.04 µM 2,4-D combined with 0.464 µM kin (46). 

        Other
          authors highlight callus formation when using two combinations of 
          growth regulators: 0.90 µM of 2,4-D + 0.89 µM of 6-BAP and 4.92 µM of 
          2,4-D + 0.89 µM of 6-BAP, under dark and light conditions, obtaining the
          highest callus proliferation in the presence of light and with a higher
          concentration of 2,4-D, in the presence of 6-BAP (52).
          On the other hand, the formation of a granular, partially friable and 
          light brown callus was obtained in the presence of 2-isopentyladenine 
          (2iP) and 2,4-D; it was observed that, as the concentrations of these 
          regulators increased, the callus presented a dark brown color and 
          necrotic portions (53).

        Some authors have reported 0.45 µM 2,4-D as the most effective concentration for embryogenic callus formation in cotton (4). In G. barbadense “native cotton”, the highest induction of embryogenic callus (82.5 %) was obtained with 0.45 µM 2,4-D and 100 mL L-1 of coconut water (3). Other authors found with 11.31 and 13.58 µM of 2,4-D and the addition of 60 mg L-1 of ascorbic acid the highest percentages of total callus formation and 
          with embryogenic appearance, with 88.05 and 83.50 %, respectively (35).
          These callus were characterized by being compact, bright yellow, very 
          dense, compatible with isodiametric cells. The results show that 2,4-D 
          is necessary for callus formation, at least for the explants mentioned 
          above, because in the culture medium without this growth regulator, 
          callogenesis cannot be induced (33). 

      
      
        Growing condition

         ⌅
        Light
          is one of the environmental factors necessary in the processes of 
          photosynthesis and photomorphogenesis, which are facilitated by pigments
          present in the tissues that absorb radiation of certain wavelengths (3). Photosynthesis carried out in most plant tissues grown in vitro is relatively low, so the cultures depend on an external source of 
          sucrose. In these circumstances, light is important for its effect on 
          photomorphogenesis, because it induces the rapid change in gene 
          expression that leads to the normal pattern of development (20). 

        In Gossypium spp. embryogenic callus formation and induction have been achieved 
          under both continuous dark and photoperiod conditions, the latter being 
          the most common. For example, in some investigations on this crop, 
          callus formation and proliferation was initiated with 16 h light/8 h 
          dark photoperiod (3,55,56), while in others it has been achieved in continuous darkness (57). 

      
      
        Undefined organic supplements

         ⌅
        Organic
          substances of undefined chemical nature are used in the callus 
          formation of different plant species. Among the organic substances are 
          coconut water, hydrolyzed casein and yeast extract. Coconut water is the
          liquid endosperm of the coconut fruit, and its components include amino
          acids, organic acids, nucleic acids, purines, sugars, polyols, 
          vitamins, minerals and growth regulators, the concentrations of which 
          can vary (20). 

        Some
          authors have evaluated the use of coconut water in callus induction, in
          combination or absence of other supplements. For example, callus was 
          obtained from ovules of Gossypium hirsutum and G. barbadense, using MS medium enriched with 100 - 120 mL of coconut water, 1 g L-1 of hydrolyzed casein, 1 g L-1 of yeast extract and different concentrations of growth phyto-regulators (58). 

        The highest proliferation of friable callus (82.5 %) was found in Gossypium barbadense L. “native cotton” brown color, from explants obtained from seed plant segments germinated in vitro and grown in MS medium enriched with 0.1 mg L-1 of 2,4-D and 100 mL L-1 of coconut water and incubated under a photoperiod of 16 h light/ 8 h dark (3).

        In vitro regeneration of cotton 
          plants is difficult because, among other things, the morphogenetic 
          response is genotype dependent. Somatic embryogenesis is the most 
          commonly used method, because the regenerated plants are of unicellular 
          origin and there is no vascular connection between the somatic embryo 
          and the maternal tissue (17).

      
      
        Genetic transformation methods

         ⌅
        Different
          methods have been developed to introduce foreign genes into plants. A 
          common characteristic is that the transforming deoxyribonucleic acid 
          (transforming DNA) has to overcome different barriers; first, it has to 
          enter the plant cell, crossing the cell wall and the plasma membrane; 
          subsequently, it has to reach the nucleus and integrate into the 
          resident chromosomes. For most species, gene transfer is carried out 
          using explants that are competent for regeneration, thus facilitating 
          the procurement of complete fertile plants. This involves the use of 
          tissue culture technology. Although gene transfer technology has become 
          routine in several species, in others the limiting step is not 
          transformation per se, but the absence of efficient regeneration 
          protocols (59).
          Transformation methods can be divided into two main categories: direct 
          and indirect transformations, which are detailed in the following 
          sections (60).

        
          Indirect transformation

           ⌅
          In these methods, plants are transformed using Agrobacterium tumefaciens or Agrobacterium rhizogenes to introduce the plasmid construct carrying the target gene into the target cell (60).

        
        
          Direct transformation

           ⌅
          Direct
            transformation methods do not use bacterial cells. The most commonly 
            used direct methods include microprojectile bombardment or protoplast 
            transformation. Problems with regeneration of transiently low transgene 
            expression plants arise as a result of protoplast transformation, mainly
            in monocotyledonous plants. Among the transformation techniques used in
            cotton are: silicon carbide fiber-mediated transformation, 
            microinjection, infiltration, embryo electrophoresis, and transformation
            via the pollen tube pathway, cell and tissue electroporation, and 
            liposome-mediated transformation (60).

        
      
      
        Commonly used processing techniques in cotton

         ⌅
        Among
          the most commonly used transformation techniques in cotton cultivation 
          are Agrobacterium-mediated transformation and biobalistic 
          transformation. 

        
          Agrobacterium-mediated transformation

           ⌅
          In 1907, some authors demonstrated that the soil bacterium Agrobacterium tumefaciens, a member of the Rhizobiaceae family, produced crown gall tumors (61).
            Furthermore, they noted that the formation of these tumors occurred as a
            result of Bactrian infection, usually at damaged sites, in 
            dicotyledonous and some monocotyledonous plants (62).
            This discovery did not have major repercussions until Armin Braun 
            demonstrated that tumor cells were transformed and that the uncontrolled
            proliferation of these cells was not dependent on the continued 
            presence of Agrobacterium, implying the presence of a principle of induction of transformation (63).

          This Agrobacterium system has several advantages over other transformation systems and is 
            considered the first choice for transforming plants. Among the 
            advantages are that the DNA segments, which are integrated into plant 
            cells, are in a single copy in a significant percentage of 
            transformation events (64);
            numerous vectors containing the T-DNA borders and a variety of reporter
            and selection genes are now available, allowing researchers to choose 
            the most appropriate combination for inserting heterologous genes and 
            selecting transformed cells in their study model; large DNA fragments 
            including yeast artificial chromosomes can be transferred (65), and direct transformation in plants without the need for tissue culture is possible in Arabidopsis thaliana and Medicago trunculata species (66).

          Agrobacterium-mediated transformation of cotton was first reported a decade ago with hypocotyl and cotyledon as explants (67). Several useful genes have been introduced into cotton by Agrobacterium-mediated transformation, including genes with insect and herbicide resistance (68). Explants such as
            hypocotyl, cotyledon, and callus generated from hypocotyl and 
            cotyledon, as well as immature embryos, have been used for 
            transformation by Agrobacterium (69-71). However, transformation rates were generally low, ranging from 20 to 30 % when the hypocotyl was used as explant (72,73). 

          The validity of 
            octopine as a marker of transformation is questionable as octopine has 
            been found in several plant species certainly not transformed by 
            infection with A. tumefaciens (74). A more recent report indicated that the transformation efficiency of cotyledon was approximately 20 to 30 % (75). The transformation efficiency was even lower when the particle bombardment procedure was used (76).
            A difference in the type of explants used for transformation could have
            had a significant effect on transformation and regeneration efficiency. 

          Cotton transformation is highly genotype dependent (68). Besides a few cultivars that are regenerable and transformable, such as Gossypium hirsutum cv. Coker 312 and G. hirsutum Jin 7, most of the other important elite commercial cultivars, such as G. hirsutum cv. D&P 5415, are not regenerable and transformable by these procedures. 

          Agrobacterium-mediated
            transformation followed by somatic embryogenesis is the best method for
            cotton transformation. However, the regeneration aspect of the 
            transformation process remains more difficult and options are limited in
            the case of cotton, one of the most difficult crops for transformation.
            The fact that Agrobacterium is highly attracted to phenolic 
            compounds, this transformation method is not preferable in monocots due 
            to phenolic production, whereas it can be used for dicots (77,78). 

          The efficiency of transformation via Agrobacterium tumefaciens is closely related to the strain used for infection. In 1989, a 
            markedly increased transformation of cotton shank tips was described by 
            simultaneous addition of acetosyringone and nopaline at the time of 
            infection (79). Unfortunately, this system has several drawbacks. One is that the host range is more limited than in A. tumefaciens and another is that expression of T-DNA genes in plants confers 
            aberrant phenotypes on the plants. To solve this type of problem, the 
            B-role gene has been introduced into a binary vector of A. tumefaciens (80).

          In this regard, an additional problem arises from the fact that all Agrobacterium-mediated
            cotton transformation methods require regeneration of an embryogenic 
            callus from the explant containing the transformed cells as an 
            intermediate operation in the regeneration of transgenic cotton plants. 
            The absence of a highly efficient plant regeneration procedure has been 
            considered the major obstacle to the application of Agrobacterium-mediated transformation to cotton (71).

        
        
          Transformation by Biobalistics

           ⌅
          The
            bioballistics method was developed as a necessity to transform plant 
            species originally recalcitrant to transformation by the Agrobacterium system, including economically important cereals. This method consists 
            of the introduction of projectiles, usually of tungsten or gold coated 
            with DNA and propelled into the target cells by acceleration. The 
            particle velocity can be generated by the explosion of a conventional 
            gun or a discharge by high-pressure gases, such as helium or carbon 
            dioxide (81,82). Molecular analysis of bioballistics-transformed 
            plants reveals a complex pattern of transgene integration; however, it 
            has been shown that multiple copies are arranged in a single locus and 
            segregate in a Mendelian pattern (83). As with Agrobacterium, a large number of diverse plant species have been transformed by the bioballistics method (84).
            Some advantages of the bioballistics method are the following: 1) A 
            wide variety of explant types can be used to bombard and obtain fertile 
            plants; 2) There is no need to use specialized transformation vectors; 
            and 3) It is the only reliable method for chloroplast transformation.

          Bioballistics
            allows the integration of multiple copies of transgenes in the genome 
            of transformed plants, and there are references of up to 100 copies of a
            transgene (85).
            Explants (such as hypocotyl, cotyledon, callus generated from hypocotyl
            and cotyledon, as well as immature embryos) have been used in cotton 
            culture for transformation by particle bombardment (8,70,71).
            In addition, meristematic tissue from cleaved embryonic axes has been 
            used for the transformation of cotton by particle bombardment (86).

          In
            cotton, procedures have been used for the regeneration of genetically 
            modified plants after transformation by bombardment of cotyledons (71). There are references of successful use of DNA bombardment on cotton embryonic apices (86). 

          In
            general, genetic transformation techniques of cotton by somatic 
            embryogenesis involve processes between 10 and 14 months, while 
            transformation of meristematic apices and microinjection of ovules 
            involve processes between 6 and 10 months. Transformation efficiencies 
            in cotton may vary, depending on the technique and operational capacity,
            but it is always around 0.1 % (87).

        
      
      
        Genetic breeding of cotton through genetic transformation

         ⌅
        Genetic
          engineering emerged in 1973 and the first transgenic plant was 
          developed in 1983. All the knowledge emanated through the history of the
          green revolution, based on biotechnology, soon led to the modern 
          biotechnology revolution prevailing in the development of plants of 
          agricultural crops of interest, generating new varieties carrying 
          certain genes; even those that do not even belong to plants, but to 
          organisms from another kingdom. In 1996, the first commercial transgenic
          cotton line was developed: Bollgardi® cotton, to which the Cry1ac gene was transferred from the bacterium Bacillus thuringiensis;
          this gene gives the cotton plant resistance to attack by insects of the
          lepidopteran order, since it expresses a protein that is toxic to these
          insects, causing their death (88).

        In
          1997, cotton resistant to glyphosate herbicide appeared, since the 
          cp4-epsps gene was transferred to the cells of the cotton plant, coming 
          from the Agrobacterium spp. bacterium, strain cp4, which 
          expresses a key enzyme in the synthesis of aromatic amino acids that 
          plants, bacteria and some fungi possess. This enzyme destroys the active
          ingredient of glyphosate (N-phosphonomethyl-glycine); however, the 
          EPSPS enzyme of the isolated bacterium is resistant to glyphosate, so 
          the plant is not damaged. 

        In 2000, a transgenic cotton line 
          resistant to the herbicide glufosinate ammonium was obtained, to which 
          the pat gene, isolated from the Streptomyces viridochromogenes bacterium, was transferred; this gene expresses an enzyme that 
          transforms the active ingredient of the herbicide into a non-toxic 
          substance. Subsequently, in 2002, transgenic cotton seeds were developed
          and commercialized with dual technology, resistant to lepidopteran 
          insects, due to the cry1Ac gene, and tolerant to the herbicide 
          glyphosate, thanks to the cp4-epsps gene (89).

        The
          lack of knowledge about the safety and behavior of transgenic plants 
          soon led to the collapse of the biotechnology transferred to cotton, so 
          that insects of the lepidopteran order resistant to the toxic protein 
          expressed by the Cry1ac gene appeared; therefore, in 2003, Bollgardi® cotton emerged, which is a variant of Bollgardi®.
          In addition to expressing the Cry1ac gene, to which some insects had 
          already developed resistance, the Cry1ab gene, also isolated from the 
          bacterium Bacillus thuringiensis (Bt), was transferred to it, in 
          order to confront the insects with a new toxin, so that there should be 
          no resistance. Along with this new technology came a campaign for the 
          implementation of refuges, in order to prevent the emergence of tolerant
          insects, as had happened in the past intolerant insects, as happened 
          with Bollgardi® cotton (90). 

        In 2006, a dual technology transgenic cotton was commercialized, resistant to lepidopteran insects based on Bollgardi® technology and also tolerant to glyphosate herbicide, known as Bt-rr cotton, where Bt (Bacillus thuringiensis)
          refers to the genes that make it resistant to insects (Cry1ac and 
          Cry2ab), and rr refers to its tolerance to glyphosate, specifically to 
          the Roundup Ready® brand (90).

        Transgenic
          cotton has continued to undergo transformations, as there are 
          transgenic varieties tolerant to herbicides other than glyphosate and 
          with other properties. Currently, new knowledge and new technologies are
          being generated, so that in the coming years modifications will be made
          in various ways, some perhaps more precise, which will provide new 
          solutions to the crop's problems.

        The development of non-sexual 
          methods for gene transfer, such as genetic transformation, makes it 
          possible to overcome the limitations of traditional genetic breeding, 
          opening up new perspectives in plant breeding (91).
          Genetically modified cotton is the third most widely grown transgenic 
          crop in the world. It currently occupies 70 % of the world's cotton 
          area, with insect-resistant Bt varieties being the most widely 
          cultivated. Among the countries that grow the most Bt cotton are China, 
          India, Pakistan, South Africa and Burkina Faso, among others. In these 
          countries, more than 15 million small farmers enjoy its economic, social
          and environmental benefits (92).

        According
          to the International Cotton Advisory Committee - ICAC, world production
          amounted to 25.5 million in the 2021-2022 harvest, with a 12.4 % 
          increase in demand (93).
          Transgenic cotton occupied third place (14 %) of the crops produced by 
          this method in the world, behind soybean (48 %) and corn (32 %). GM 
          cotton currently in production and trade has been modified to be 
          herbicide tolerant, insect resistant or a combination of both (94). 

        By using genes of interest, genetically modified cotton has made crops more economically and environmentally sustainable (17). Bacillus thuringiensis is a very 
          common bacterium found in the soil and can produce a protein, Cry 
          d-endotoxin, which is toxic to larvae of certain insects, for example, 
          moths such as cotton bollworms that attack this crop, and its action is 
          specific to control these insects (95).
          Of the transgenics currently available for commercial production, two 
          offer tolerance to herbicides and one is resistant to cotton bollworms, 
          known as Bt cotton, because it expresses toxins from the bacterium Bacillus thuringiensis (96). 

        There are cotton cultivars with insect 
          resistance capacity, which is used to control the bollworm and pink 
          bollworm; it also exerts some control over other bollworms such as the 
          so-called soldier bollworm and false bollworm; it is also resistant to 
          the herbicides glyphosate and glufosinate, being useful for the farmer 
          to control weeds without affecting the plants of this crop (95).

      
    
    
      Conclusions

       ⌅
      
        
          	
            In cotton cultivation, cultivars are shown to be genotype-dependent given their differentiated response to in vitro culture conditions and genetic transformation. 

          

          	
            Although
              transgenic plants have been produced worldwide in cotton, the existing 
              transformation and regeneration methodologies present low efficiency and
              frequent obtaining of chimeric plants and are specific for cultivars 
              that express a better embryogenic response.

          

          	
            Among the 
              regeneration methods, somatic embryogenesis is more used than 
              organogenesis, because the regenerated plants have a unicellular origin 
              and there is no vascular connection between the somatic embryo and the 
              maternal tissue, in addition, they offer higher multiplication 
              coefficients.

          

          	
            In cotton there are several techniques for genetic transformation, but the most used in cultivation are Agrobacterium-mediated
              transformation and transformation by bioballistics; their effectiveness
              depends on the type of tissue used, age, genotype and susceptibility to
              infection with the bacterium.

          

          	
            Transformation techniques using A. tumefaciens are characterized by being simple, low cost, result in few copies of 
              the transgenes, and have reduced expression problems. However, although 
              cotton is a dicotyledonous plant and host of Agrobacterium, it presents difficulties for transformation by means of this vector, and genetic transformation of somatic embryos is limited.
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