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RESUMO

O objetivo deste estudo foi estabelecer um protocolo eficiente
de regeneracdo direta a partir de mesocétilos de duas
cultivares de arroz visando sua utilizacdo futura em trabalhos
de transformacdo genética desta espécie. Para tal fim,
mesocétilos obtidos de sementes recém-germinadas foram
inoculados em meio de Murashige e Skoog suplementado com
diferentes concentragGes de benzilaminopurina (BAP). Apés a
inoculacdo os explantes ficaram em sala de crescimento a
25°C, 16 horas de fotoperiodo e densidade de fluxo de fétons
de 42pumol m? s™. Foram avaliados aos 45 dias da inoculagdo
dos explantes a inducdo de brotagBes e comprimento das
brotacGes. Para a variavel inducao de brotos, ocorreu interagao
significativa entre cultivar e concentragdo de BAP. Foram
observadas diferencas significativas entre as concentra¢des de
BAP no comprimento das brota¢des, ocorrendo uma redugdo
significativa desta variavel com o aumento da quantidade do
regulador de crescimento no meio de cultura. Resultados
similares foram obtidos ao se cultivar os brotos resultantes de
diferentes concentracdes de BAP, na concentracdo 5mg L™,
demonstrando o efeito continuado da citocinina na eficiéncia
deste tipo de explante para a regeneracdo de brotagdes,
evidenciando um efeito do gendtipo na resposta in vitro.
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ABSTRACT

The objective of this study was to define an efficient protocol for
a direct regeneration of shoots, using rice mesocoptiles genetic
transformation of this species. Rice mesocoptiles were placed
on MS medium, amended with diferents concentrations of
Benzilaminopurin (BAP). After inoculation, shoots stayed in
growth room at 25°C, 16 hours with light and flow density of
42pmol m? s™. The induction and length of the shoots were
appraised at 45 days after inoculation. For the variable
induction of shoots, the interaction cultivar/concentration of BAP
was significant. Significant differences of BAP concentrations
the length the shoots were observed, causing a significant
reduction of this variable with the increase of the amount of this
growth regulator. Similar results were obtained on shoots
growing on different BAP concentrations, and transferred to
5mgL™" BAP, demonstrating the cytocinin continuous effect on
shoots regeneration and genotype effect in vitro.
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INTRODUCAO

O arroz € um dos cereais mais importantes do mundo,
com uma area de aproximadamente 150 milhdes de hectares
(EMBRAPA, 2005), sendo o Brasil responsavel por cerca de
trés milhdes de ha plantados no ano agricola de 2007. O
Estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor brasileiro,
abrangendo 59% desta producdo (IBGE, 2008). Em
conseqléncia desta importancia, muitos estudos sao realizados
visando o melhoramento genético da cultura, incluindo
obtencdo de maior variabilidade e, consequentemente,
aumento da sua produtividade, qualidade e
resisténcia/tolerancia a estresses bidticos e abitticos.

A cultura de tecidos de plantas é uma ferramenta
utilizada para acelerar varios processos biotecnolégicos, como
aumento da frequéncia de regeneragdo de plantas (RANCE et
al., 1994), inducéo de variabilidade (PENG & HODGES, 1989)
e transformacdo genética (RAINIERI et al, 1990). Porém,
diversos fatores, como tipo e concentracdo de reguladores de
crescimento, estadio fisiolégico e tamanho de explantes, meios
de cultura e condigdes de cultivo, podem influenciar o potencial
regenerativo de uma espécie e mesmo de uma -cultivar
(MILACH et al.,1991).

O crescimento e a organogénese in vitro sao altamente
dependentes da interagdo entre as substancias de crescimento
gue ocorrem naturalmente nas plantas e os analogos sintéticos
(SOARES et al.,, 2007). As auxinas sado substancias que
controlam o crescimento e o alongamento celular e as
citocininas estimulam a divisdo celular e reduzem a dominancia
apical, sendo que o balan¢o entre estes dois tipos de
reguladores controla muitos aspectos da diferenciacéo celular e
organogénese nas culturas de células, tecidos e Orgados
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Teoricamente, a cultura de tecidos pode ser iniciada a
partir de diferentes tipos de explantes, entretanto a
regeneracdo in vitro € mais facilmente induzida em alguns
orgaos e/ou tecidos. Neste contexto, érgaos ou tecidos jovens,
como embrides imaturos, apresentam melhor capacidade
regenerativa (OZAWA e KAWAHIGASHI, 2006), no entanto,
possuem o0 obstaculo de estarem disponiveis apenas em um
curto periodo de tempo (TAVARES et al., 2004). Para superar
este inconveniente, atualmente tém-se utlizado explantes
oriundos da regido basal e meristematica de apices caulinares,
obtidos a partir de sementes recém germinadas, contendo
gemas axilares (CHRISTOU & FORD, 1995), que podem ser
obtidos em qualquer época, sem a dependéncia do ciclo da
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planta, tendo ainda como vantagens a dispensa de instalacdes
sofisticadas para manutencdo de plantas, e estarem
disponiveis durante todo o ano.

Em arroz, ainda que seja observada uma consideravel
plasticidade no estabelecimento de culturas in vitro e na
regeneracéo de plantas a partir de inimeros tecidos ou células,
existem consideraveis diferencas relacionadas com a
capacidade morfogénica entre explantes e/ou gendtipos
(DORNELES & PETERS, 1993), sendo que gendtipos mais
responsivos tém sido utilizados para uso em técnicas como a
transformacéo genética (DODE et al., 2003).

Tanto na transformacgdo de plantas, como em outras
técnicas que envolvam a cultura de tecidos, é importante
estabelecer eficientes protocolos de regeneracdo, tanto
envolvendo embriogénese como  organogénese. Em
consequéncia do exposto, o objetivo deste estudo foi o de
estabelecer um eficiente protocolo de regeneragédo direta a
partir de mesocétilos de arroz, obtidos de sementes recém-
geminadas.

MATERIAL E METODOS

Como materiais vegetais foram utilizadas duas cultivares
de arroz, BRS Taim e Queréncia, oriundas da Embrapa Clima
Temperado. Sementes destas cultivares, previamente
descascadas, foram desinfestadas com éalcool 70%, durante 3
minutos, solucdo de hipoclorito de sodio 3% por 25 minutos,
seguido de trés lavagens em agua destilada estéril.

Apobs a desinfestagao, as sementes foram inoculadas em
meio MS (MURASHIGE & SKOOG 1962) semi-sélido (7g L )
suplementado com 2mg L™ de acido a-naftalenoacético (ANA)
e mantidas no escuro, a temperatura de 25° + 1°C, por 3 a 4
dias. Ap6s a germinagdo das sementes, as plantulas foram
seccionadas, retirando-se os cole6ptilos e as bases dos tecidos
meristematicos, isolando-se somente os mesocétilos com 0,3 a
0,5cm de comprimento, os quais foram utilizados como
explantes.

Para os experimentos de regeneracdo os explantes
foram |n|C|aImente inoculados em melo MS, contendo mio-
inositol (100mg L™), sacarose (30g L) e ben2|laden|na (BAP)
em diferentes concentracdes (0, 2, 3, 4 e 5mg L™). O pH dos
meios foi ajustado para 5,8 antes da adicao do gelificante (2g L™
de gelrite) e posteriormente esterilizados em autoclave a 121°C

e 1,5atm por 15 min. Os explantes foram colocados nos meios
de cultura e transferidos para sala de crescimento com
temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e densidade
de fluxo de fétons de 42pmol m™ s™.

Sete a dez dias ap06s o inicio do experimento, quando se
observou o desenvolvimento de uma Unica brotacéo, eliminou-
se a regido apical da mesma, deixando-se o explante com 0,5
a 1,0cm de comprimento, possibilitando assim uma melhor
multiplicacéo das brotacBes basais. Quarenta e cinco dias apds
a inoculacéo dos mesocatilos nos diferentes meios de cultura
foram realizadas as avaliac@Ges, sendo as brotagGes primarias,
previamente separadas e cortadas na parte apical. Estas
brotacbes foram entdo empregadas para a instalacdo do
segundo experimento, sendo inoculadas em meio MS contendo
5mg L' de BAP, nas mesmas condi¢bes de incubacdo e
procedimentos citados anteriormente.

No primeiro experimento foi determinado o ndmero de
brotacBes por explante inoculado, bem como o comprimento de
cada brotacdo, utilizando-se para tal fim uma régua
milimetrada. Ja& para o segundo experimento foi avaliado
apenas o0 numero de brotagGes originadas por broto primario.
Em ambos experimentos foi empregado o delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 (cultivares) x 5
(doses de BAP) com quatro repeticbes e 10 plantas por
parcela. Para interpretacdo dos dados foi aplicado uma
regressdo polinomial para andlise da regeneragdo e
comprimento das brotacSes e teste de médias para as duas
variaveis, calculada através do programa estatistico SANEST
(ZONTA e MACHADO, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os resultados obtidos (Tabela 1), observa-se
na variavel nimero de brotos que, tanto o fator concentragao
de BAP, bem como a interacdo entre as cultivares e as
concentragbes do regulador foram significativos, pois estas
mostraram uma influéncia sobre o comportamento das
cultivares. J& com relacdo ao comprimento médio das
brotacBes, as duas cultivares apresentaram respostas similares
mostrando que para esta variavel apenas as concentra¢des de
BAP foram significativas.

Tabela 1 - Quadro da andlise da variancia das variaveis nimero e comprimento de brotos das cultivares de arroz BRS Taim e
Queréncia em relagéo as concentracdes de BAP utilizadas no meio de cultura. Pelotas, 2008

Causas da Variacao

Probabilidade de >F

Numero de brotos

Comprimento de brotos

BRS Taim/Queréncia 0,868 0,532
BAP 0,00001* 0,00001*
BRS Taim/Queréncia/*BAP 0,00079* 0,69944
Média Geral 6,11 5,72
C.V. 14,77% 9,21%

*Diferenca significativa (<0,05%)

A Figura 1 mostra o comportamento das cultivares sob o
efeito do BAP para a variavel numero de brotos por explante, a

gual ajustou-se em duas regressoes lineares e crescentes para
os dois gendtipos.
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Figura 1 - Nimero médio de brotos por explante a partir de mesocétilos de arroz das cultivares BRS Taim (yT) e Queréncia (yQ) em

funcdo da concentragdo de BAP. Pelotas, 2008

Observa-se  que  conforme  aumentaram as
concentragbes do regulador de crescimento houve um
incremento na regeneracdo de brotagdes. Este acréscimo da
concentracdo de BAP no meio de cultura proporcionou maior
formacéo de brotos, alcancando médias de 10,64 e 9,82
brotos/explante, para as cultivares BRS Taim e Queréncia,
respectivamente, quando utilizou-se 5mg L™ de BAP (Tabela
2). Para o gendtipo BRS Taim ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos 2, 3 e 4mg L! de BAP,
obtendo médias de regeneracao de brotos de 5,88, 6,05 e 6,04

respectivamente, porém estes diferenciaram-se
significativamente da testemunha que obteve uma média de
namero de brotos de 2,05 e 1,15 para BRS Taim e Queréncia,
respectivamente. Para Queréncia, os tratamentos 3 e 4mg L™
de BAP propiciaram resultados estatisticamente iguais com
médias de emissao de brotos de 7,94 e 7,55, respectivamente,
entretanto esses resultados foram estatisticamente diferentes
dos tratamentos onde se usou concentraces de 0 e 2mg L™ de
BAP no meio de cultura (Tabela 2).

Tabela 2 - NUmero médio de brota¢des/explante e comprimento médio das brotagdes (cm) obtidas a partir de mesocdétilos de arroz,
das cultivares BRS Taim e Queréncia, em fun¢é@o das concentra¢ées de BAP no meio de cultura. Pelotas, 2008

Doses de BAP NUmero de brotos

Comprimento de brotos

(mg L'l) BRS Taim Queréncia BRS Taim Queréncia
0 2,05 C* 1,15D 18,37 A 18,08 A
2 5,88 B 3,97C 4,12B 4,06 B
3 6,05 B 7,94 B 2,87C 2,58C
4 6,04 B 7,55B 2,78 C 252C
5 10,64 A 9,82 A 2,74C 2,37C

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste de médias de Duncan & nivel de 0,05% de

probabilidade de erro.

Estes dados concordam com Dode et al. (2003), ja
que estes autores afirmam que resultados positivos em sistema
de cultivo in vitro envolvendo -cultivares de arroz estéo
intimamente ligados ao balanco hormonal do meio de cultura.

Outros autores, como Pathirana et al. (2002) e Arockiasamy &
Ignacimuthu (2007) também relatam que doses minimas de
BAP podem favorecer a regeneragdo de brotos em meristemas
e apices caulinares de arroz usados como explantes em cultivo
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in vitro. Em outras gramineas, como a cana de agUcar a
concentracdo de 5mg L™ de BAP induziu as maiores médias de

Comprimento de Brotos (cm)

regeneracao de brotos/explante (FRANKLIN et al., 2006).

183 y = 17,884 - 8,5034x + 1,131 x> r?=0,9835

Doses de BAP (mg L-%)

+ BRS Taim/ Queréncia — BRS Taim/Queréncia

Figura 2 - Comprimento médio de brotos (cm) por explante de arroz das cultivares BRS BRS Taim e Queréncia em funcédo da

concentacdo de BAP. Pelotas, 2008.

Os resultados contidos na Figura 2 mostram o
comportamento decrescente do comprimento de brota¢des em
relacdo ao aumento das concentracdes de BAP. Os dois
gendtipos se enquadraram em uma regressdo Unica e
quadrética, ndo indicando um comportamento distinto com
relacdo a influéncia da citocinina. Segundo a Tabela 2, nota-se
uma relacdo inversa entre o comprimento das brotagfes e a
dose de BAP, isto é, 0 aumento da concentragcdo do regulador
de crescimento no meio de cultura determinou uma reducdo ao
tamanho das brotacdes, principalmente nas maiores
concentracbes. Na concentragdo mais elevada houve uma
reducdo média de 85,9% no comprimento das brota¢des, nas
duas cultivares estudadas, em comparacdo com o tratamento
sem BAP.

O efeito negativo da citocinina utilizada ocorreu mesmo
na concentracdo mais baixa (2mg L™), com uma reducdo média
de 77,5% no comprimento das brota¢cdes (Tabela 2) em relacédo
a testemunha (tratamento sem BAP), a qual foi compensada
pelo aumento da taxa de multiplicacdo dos explantes,
concordando com os dados mostrados por Diniz et al. (2003).
Estes resultados podem ser explicados pela perda da
dominancia apical proporcionada pelo uso do regulador de
crescimento e também pelo corte do apice do explante aos 10
dias apods a repicagem. Respostas similares foram encontradas

por Carvalho et al. (1999), quando evidenciaram que
aumentando a concentragdo de BAP no cultivo in vitro do café
obtiveram as maiores médias de regeneragdo, porém houve
um decréscimo acentuado no comprimento dos brotos. Perez &
Kerbauy (2004) mencionam que, ao utilizar-se uma citocinina
em explantes desprovidos de apice, o regulador se concentra
guase que totalmente nas gemas laterais, promovendo seu
desenvolvimento.

Provavelmente, neste estudo, o suprimento externo de
citocinina, com relacdo a variavel altura dos brotos, tenha
superado a necessidade deste regulador de crescimento nos
explantes, tendo um efeito negativo. Segundo Lane &
McDougald (1982), a necessidade externa de citocinina
depende do gendtipo, da eficiéncia de transporte de BAP e do
metabolismo deste, podendo criar requerimentos maiores ou
menores.

No segundo experimento, as brotagbes primarias
obtidas dos mesocétilos e oriundas dos meios contendo
diferentes concentragées de BAP foram inoculadas no mesmo
meio mineral com 5mg L™ de BAP. Segundo os dados contidos
na Tabela 3, ocorreu diferenca significativa dentro dos fatores
cultivares e doses de BAP e também em relagdo a interacédo
deles, evidenciando a influéncia continua do BAP na
regeneracdo de brotos originados dos brotos primarios.
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Tabela 3 - Quadro da andlise da variancia da variavel regeneracéo dos brotos oriundos dos brotos primérios das cultivares de arroz
BRS Taim e Queréncia sob efeito do uso continuo do BAP. Pelotas, 2008.

Probabilidade >F

Causas da Variagdo

Numero de brotos

BRS

Taim/Queréncia 0,00001*
BAP 0,00256*
BRS Taim/Queréncia*BAP 0,00361*
Média Geral 33,815
C.V. 8,896%

*Diferenga Significativa (< 0,05%)

A andlise contida na Figura 4 indicou que o
comportamento das duas cultivares ajustou-se em duas
regressdes culbicas, sendo que os genétipos BRS Taim e
Queréncia mostraram um comportamento distinto com relacéo
a emissdo de brotos apés o cultivo em diferentes
concentracdes de BAP e transferéncia para meio com apenas 5

mg L™ desse regulador de crescimento. As cultivares BRS
Taim e Queréncia apontaram para um comportamento
crescente de regeneracdo de brotos naqueles tratamentos
prévios com as concentragcbes de 2 e 3mg L' de BAP
respectivamente, e a partir dai houve uma queda na taxa de
multiplicac&o.

%1 yQ=-00693¢ - 0,7408x’ + 6,6862x + 53142 1= 0,9416
g 18-
S
é 16 |
é 14 | . .
5
C o 124 ¢
© 9o
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©
2
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= BRS Taim < Queréncia — Queréncia — BRS Taim

Figura 3 - Numero médio de brotos das cultivares de arroz BRS Taim e Queréncia em funcéo do efeito continuo do BAP. Pelotas,

2008

A Tabela 4 mostra que o gendtipo Queréncia
apresentou maior taxa de multiplicacdo que o cv. BRS Taim,
alcancando 14,48 brotacdes/explante, mesmo quando este foi
submetido & concentragBes mais elevadas de citocinina. Para o
genodtipo BRS Taim, a maior taxa de regeneracdo de brotos
ocorreu com a concentragdo 5mg L™, entretanto ndo ocorreu

diferenca significativa entre as doses do regulador de
crescimento. Estes resultados tragam um paralelo com os
resultados obtidos por Khanna et al. (1998), que um
comportamento distinto em diferentes genétipos de arroz em
relagdo aos nutrientes e reguladores de crescimento
adicionados ao meio de cultura.
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Tabela 4 - Média do nimero de brotos de arroz BRS Taim e Queréncia oriundos dos brotos primarios sob diferentes concentracdes
de BAP e subcultivadas em meio contendo 5mg L™ desta citocinina. Pelotas, 2008

Concentracfes de BAP

Cultivar

dos meios de origem (mg L ™) BRS Taim Queréncia
0 4,59a*A 5,45aC
2 5,32bA** 14,31aAB
3 4,87bA 18,55aA
4 5,04bA 14,48aAB
5 5,45bA 11,90bB

Médias seguidas de mesmas letras (minusculas na linha* e mailsculas na coluna**) ndo diferem entre si, pelo teste de médias de

Duncan ao nivel de 0,05% de probabilidade de erro

Por sua vez, Nhut & Van (2000), estudando a
regeneracdo de meristema apical de arroz, demonstraram que
o uso de BAP na concentracio de 10umol (2,25mg L™)
determinou uma regeneragcédo média de 16 brotos por explante,
valor bem superior aos encontrados nesta pesquisa. Estes
resultados demonstram mais uma vez que a freqiéncia de
regeneracdo de plantas in vitro € dependente dos genétipos
utilizados, bem como da sua interagdo com as condi¢cfes de
cultivo (KHANNA et al., 1998; OZAWA et al., 2003).

Diferentes explantes sé@o reportados no cultivo in vitro
da cultura do arroz, tais como cariopses (PATHIRANA et al.,
2002), base do tecido meristematico (TAVARES et al., 2004),
anteras (LANNES et al., 2005), embrides imaturos (DODE et
al., 2004), porcdes basais de brotos (YOOKONGKAEW et al.,
2007) e também segmentos de folhas (CHUGH & KHURANA,
2003). Entretanto, neste estudo foi comprovada a facilidade
do uso do mesocétilo como explante para trabalhos in vitro,
sendo que sua vantagem é a ndo dependéncia do ciclo da
cultura para obtengdo de material. Seu uso é viavel,
principalmente por originar resultados em curto intervalo de
tempo, diferentemente de quando comparado com embrides
imaturos, o explante mais utilizado na cultura do arroz
(NARAYANAM et al.,, 2004). Outra vantagem também
comprovada neste estudo é a utilizagdo dos brotos primarios
como explantes, o que implica na totipoténcia de algumas
partes dos vegetais, que tem a capacidade de regenerar
plantas quando postos em condi¢cdes adequadas (KERBAUY,
1999). Este estudo demonstra, sobretudo, que mesmo
explorando o efeito continuo do BAP, 0 uso do mesocotilo em
si tem a capacidade de seguir emitindo brotos, mesmo
quando retirados do explante de origem, e, dependendo do
gendtipo, regenerar uma maior quantidade de brotagdes,
como foi o caso da cultivar Queréncia.

Este permite estabelecer um protocolo de regeneragéo
seguro para a cultura do arroz, visando seu uso em trabalhos
de transformacgdo genética, ja que a obtengdo de brotos é
uma das principais ferramentas para o sucesso de estudos
gue envolvam transferéncia de DNA exdgeno.

CONCLUSAO

Mesocoétilos de sementes pré-germinadas séo
excelentes explantes para a regeneracdo de brotacdes, via
organogénese direta;

A adicéo de BAP aos meios de cultura aumentam a taxa
de regeneracdo, apesar de diminuirem o comprimento das
brotacgdes;

O efeito continuado do BAP mantém a capacidade de
regeneracao dos brotos.
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