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RESUMO

Este estudo foi conduzido com o objetivo de investigar fatores
envolvidos com o estabelecimento de cultivos in vitro de arroz a partir
de sementes maduras da cv. BRS 7 “TAIM". O efeito de diferentes
combinagbes de reguladores de crescimento em meio MS e da
qualidade fisiolégica da semente na indugdo de calos foi estudado.
Sementes incubadas em meio MS acrescido apenas de 2,4-D
apresentaram a maior freqiiéncia de indu¢do e maior peso de calos.
Concluiu-se que as respostas da cv. BRS 7 “TAIM” dependem do
balango hormonal do meio de inducéo e que sementes com elevada
qualidade fisiologica devem ser utilizadas para o estabelecimento de
sistemas de cultivo in vitro.

Palavras-chave: Oryza sativa, meio de cultivo, qualidade
fisiologica.

INTRODUCAO

Explorar a totipoténcia celular de forma eficiente é
fundamental para a aplica¢édo da cultura de tecidos em auxilio
ao melhoramento de plantas (BHASKARAN & SMITH, 1990).
Ainda que em arroz seja observada uma consideravel
plasticidade no estabelecimento de culturas in vitro e na
regeneragcdo de plantas a partir de inGmeros tecidos ou
células, existem consideraveis diferencas relacionadas com
capacidade morfogénica entre explantes e/ou genotipos
(DORNELES & PETERS, 1993; PENG & HODGES, 1989;
MIKAMI & KINOSHITA, 1988). Diferencas genéticas entre
gendtipos das subespécies Japodnica e Indica podem ser
facilmente observadas no estabelecimento de cultivos in vitro
e na regeneragdo de plantas. Consequentemente, genotipos
responsivos tem sido mais amplamente utilizados em
estudos para obtengdo de haploides, hibridos somaticos,
variantes somaclonais e para a transformagdo genética
(KHANNA & RAINA, 1998). Os fatores que geram estas
diferencas ainda ndo tiveram suas bases genéticas
completamente elucidadas (PENG & HODGES, 1989; ABE &
FUTSHUARA, 1986; 1991; TAKEUCHI et al., 1997; KURODA
et al.,, 1998). A disponibilidade de material para cultivos in
vitro é um pré-requisito para a implantacdo de uma rotina de
trabalho visando a efetiva aplicagcdo de técnicas de cultura de

tecidos em programas de melhoramento genético. O uso de
sementes maduras de arroz tem se mostrado efetivo para
inducdo de calos e suspensbes celulares e posterior
regeneracdo de plantas férteis em inUmeros gendtipos (LI et
al., 1993; JAIN et al.; 1996; DODE, 1999). Sistemas de cultivo
in vitro estabelecidos a partir de sementes maduras
apresentam vantagens por dispensarem instalacdes
sofisticadas para manutengdo de plantas e serem disponiveis
durante todo o ano. Altera¢des na composi¢cdo dos meios de
inducéo e regeneracdo no que se refere a composi¢édo basica
de sais, carboidratos, potencial osmotico e reguladores de
crescimento, bem como as condigdes fisiolégicas e o tipo de
explante utilizado, vém sendo investigadas (KHANNA &
RAINA, 1998; AL-KHARI et al., 1996).

Neste sentido, buscou-se avaliar a eficiéncia de um
sistema de cultivo estabelecido in vitro, a partir de sementes
maturas da cultivar BRS 7 “TAIM” em diferentes condi¢Bes
fisiolégicas, com diferentes balangos de auxina/citocinina.

MATERIAL E METODOS

Sementes de arroz irrigado, da cultivar BRS 7 “TAIM”
foram envelhecidas artificialmente pelo processo de
envelhecimento precoce a uma temperatura de 42°C e
umidade relativa de 100% por periodos de 0, 48, 96, 144 ou
192 horas. As sementes foram secas em estufa, a uma
temperatura de 37°C para a uniformizacdo do teor de
umidade e avaliadas quanto a qualidade fisiologica e vigor
através do teste padrdo de germinagdo (BRASIL, 1992) e
através da média de plantulas normais obtidas na primeira
contagem do teste de germinacdo, respectivamente
(POPINIGIS, 1977). Posteriormente, para o estabelecimento
do sistema de cultivo in vitro, as sementes foram descascadas
manualmente e desinfestadas superficialmente com etanol
70%, por 2 minutos, e solucédo de hipoclorito de sodio (1,5%),
por 30 minutos sob agitacdo. ApOs trés lavagens com agua
destilada esterilizada, as sementes foram distribuidas com o
embrido em contato com o meio, em frascos de vidro contendo
30 ml dos meios para indugcdo de calo (Tabela 1). O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, esquema fatorial 3 x 5, sendo estudados trés
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tipos de meio e cinco periodos de envelhecimento das
sementes. Apdés um periodo de incubagdo de sete dias no
escuro, a 25+ 1°C, o nimero de calos formados e o peso dos
calos obtidos foi avaliado. Para a variavel nimero de calos,
foram analisadas seis repetices, sendo cada repeticdo
composta por um frasco contendo cinco sementes
uniformemente distribuidas, totalizando 30 sementes por
tratamento. Para a variavel peso de calos, foram analisadas
trés repeticdes. Cada repeticdo constituiu a média do peso de
cinco calos aleatoriamente separados do endosperma da
semente, para cada um dos tratamentos. As médias obtidas
para ambas as variaveis, foram comparadas através do teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 1 — Meios de cultura utilizados para indugdo de calos a
partir de sementes de arroz cv. BRS 7 —“Taim”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés sete dias de estabelecimento dos cultivos in vitro,
foram observados calos formados a partir do escutelo. Os
resultados das médias obtidas para as variaveis nimero de
calos e peso de calos encontram-se nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. A andlise de varidncia mostrou significancia
para os fatores meio de inducéo e periodo de envelhecimento
para a variavel nimero de calos, embora a interacdo ndo
tenha sido significativa. O melhor meio considerado para
inducdo de calos foi o acrescido apenas de 2,4-D (meio A),
seguido pelos meios B e C, apresentando respectivamente
3,43; 2,73 e 1,93 calos. MIKAMI & KINOSHITA (1988)
avaliaram a indugdo de calos em 108 gendtipos e observaram
eIevados percentuais de indugdo em meio MS contendo 2
mg. L" de 2,4-D. Similarmente, AL-KHARI et al. (1996),

Meio Composicéo observaram também elevados niveis de indugdo de calos em
A MS+2,5 mg.L™ 2,4-D+3% sacarose meios MS e N6 (MURASHIGE & SKOOGE, 1962; CHU et al.,
+ 79 agar 1975) contendo diferentes concentracdes de 2,4-D, cinetina e
B MS+2 5mg.L" 2,4-D carboidratos.
+ 0,2mg. L? C|net|na+3% sacarose+ 79 agar
C MS+2 5 mg. L? 2 4-D+ 1mg. L™ cinetina+
img. L? ANA+1mg. L™ BAP+3% sacarose+ 79 agar
Tabela 2 - Numero de calos induzidos a partir de sementes maduras de arroz cv. BRS 7 “TAIM” submetidas a diferentes
periodos de deterioracdo, em trés meios de inducéo com diferentes balancos hormonais.
TEMPO** Numero médio de calos
(h) Meios de Inducao*
A B C Média
0 4,67a A 3,66a AB 2,17ab B 3,50 a
48 417a A 3,33a AB 2,00ab B 3,16ab
96 333a A 2,17 abA 2,00 a bA 250 b
144 4,17a A 3,67a A 2,83a A 3,55a
192 0,83 bA 0,89 b A 0,66 DbA 0,77 c
Média 343 A 2,73 1,93 C

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo

teste de Tukey;

Composu;ao dos meios de cultura: A MS + 2,5 mg. L*2,4-D + 3% sacarose + 7 g L* agar ;
C- MS+25mgL 2,4-D + 1 mg. It cinetina + 1 mg. L* BAP + 1 mg. L™ ANA +

mg. L™ cinetina + 3% sacarose + 7 @. L* agar;
3% sacarose + 7 g. L* agar;

B - MS+25mgL 24D+02

- Periodo de deterioragdo das sementes através do teste de envelhecimento precoce.

Tabela 3 - Peso médio de calos induzidos a partir de sementes maduras de arroz cv. BRS 7 “TAIM” submetidas a diferentes
periodos de deterioracdo, em trés meios de inducdo com diferentes balancos hormonais.

TEMPO** Peso médio de 5 calos (mg)
(h) Meios de Inducao*
A B C Média

0 52,67 aA 46,33 aA 20,00 aA 39,67 ab
48 72,33 aA 45,33 aAB 21,33a B 46,33 a
96 48,33 aA 22,67 aA 18,67 aA 29,89ab
144 61,67 aA 51,00 aAB 17,67a B 43,44 a
192 45,00 aA 34,67 aAB 733 a B 29,00 b
Média 56,00 A 40,00 B 17,00 C

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente ao nivel

de 5% pelo teste de Tukey;

- Composicao dos meios de cultura: A - MS + 2,5 mg L* 2,4-D + 3% sacarose +749. L* agar ;
C - MS+25mgL 2,4-D + 1 mg. L* cinetina + 1 mg. L*

2,4-D +0,2 mg L™ cinetina + 3% sacarose + 7 0. L* agar;
BAP + 1 mg. L™" ANA + 3% sacarose + 7 g. L* agar;

B MS+25mgL

- Periodo de deterioracdo das sementes através do teste de envelhecimento precoce.

Observou-se que a amplitude de variagdo no numero
médio de calos obtidos nos diferentes meios foi afetada pela
qualidade fisiologica da semente. Ainda que nédo tenham sido

observadas relacBes lineares e/ou diretas, a partir de
sementes incubadas em meio contendo apenas 2,4D, foram
induzidos calos em maior namero. Este resultado evidencia
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que para lotes com qualidade fisiolégica media ou elevada
(periodos de envelhecimento de até 144 horas), o meio de
inducdo contendo apenas 2,4-D para promove a inducdo de
um maior nimero de calos a partir de sementes de BRS 7
“TAIM™. Quando analisado o efeito dos diferentes periodos de
envelhecimento e do estado fisiolégico das sementes na
inducdo de calos também foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos (Tabela 2). Sementes
submetidas a um tratamento de envelhecimento longo (192
horas) apresentaram reduzido nimero médio de calos 0,77
calos. Este valor, bastante inferior aos observados nos demais
periodos de envelhecimento (0, 48, 96 e 144 horas), diferiu
significativamente dos tratamentos O e 144 horas,
independentemente do meio de indugao utilizado. Autores tem
procurado elucidar as alteragdes que ocorrem durante o
processo de deterioragdo das sementes sendo que a
desnaturacdo de proteinas, reducdo nos niveis de
carboidratos totais, desestabilizagdo na sintese de RNA e
proteinas  sdo freqiientemente citadas. Anormalidades
observadas na velocidade de desenvolvimento e/ou
morfologia, devem-se a fatores celulares importantes tais
como: desestruturagdo das membranas e morte parcial ou
total de tecidos em diferentes regibes da semente
(MATTHEWS, 1985).

Buscando-se maiores subsidios para identificar o efeito
da qualidade fisiolégica da semente no estabelecimento de
sistemas de cultivo in vitro a partir de sementes de BRS 7
“TAIM’, o peso médio dos calos foi analisado. Observou-se
gue o efeito da composigdo do meio de indugéo e o periodo de
deterioragdo foram significativos sem contudo haver interagéo
entre eles. O meio A, contendo apenas 2,4-D promoveu um
maior desenvolvimento nos calos, independentemente do
estado fisiolégico da semente, sendo que nos tratamentos de
envelhecimento de 48, 144 e 192h o valor obtido neste meio
diferenciou- se significativamente do obtido no meio C (Tabela
3).

MAHESWARAM & SREE-RANGASAMY (1986) também
citaram diferencas entre a capacidade de inducéo de calos e
regeneragdo de plantas em diferentes gendtipos e
constataram que h& interacdo entre gendtipos, meio basal,
regulador de crescimento e suas combinagfes, sendo que a
adicao de 0,5mg.L™ de cinetina beneficiou a inducéo de calos
e a regeneragdo de plantas nos genoétipos estudados. Para a
cultivar BRS 7 “TAIM", pertencente ao grupo indica de
classificagdo, nas condi¢cdes deste estudo, o0s resultados
obtidos para o nimero ou peso de calos induzidos a partir de
sementes ndo foi beneficiado pela adi¢cdo de cinetina. Cabe
salientar que materiais do grupo indica comportam-se de
forma mais recalcitrante ao cultivo “in vitro” que aqueles do
grupo japonica.

Varios autores obtiveram a inducdo e proliferacdo de
calos a partir de sementes de arroz em meio MS contendo
apenas 2,4-D como regulador de crescimento sendo que
calos derivados de sementes maduras, com potencial
regenerativo de cultivares preferencialmente jap6nicas foram
utilizados em estudos de transformacdo (DODE, 1999).
SIVAMANI et al. (1996) obtiveram calos derivados de
sementes e selecionaram apenas 0s com  potencial
regenerativo utilizando para proliferagcdo meio contendo 2,4-
D, cinetina, BAP e ANA. Ja4 AL-KHARI et al. (1996)
observaram diferencas significativas na capacidade de
proliferacdo de calos entre genoétipos e que estas diferengas
podem ser afetadas pelos constituintes do meio de cultura.
Estes autores citam ainda que o efeito da adi¢éo de citocininas
no meio de inducao/proliferacéo e o crescimento dos calos
variou com o gendtipo e houve também interagdo com outros

constituintes do meio sendo que o potencial regenerativo dos
calos obtidos em meio contendo citocinina foi pouco alterado.

Comparando-se os resultados da freqiiéncia média de
inducdo de calos com o0s percentuais observados para
germinagdo e vigor (parametros utilizados para avaliagédo da
qualidade fisiolégica de sementes), observou-se que a
resposta na indugéo e peso dos calos ndo acompanha em
todos os periodos de envelhecimento o comportamento da
germinagdo e vigor (Tabela 4). A qualidade fisiologica da
semente é um componente amplamente estudado, sendo um
processo dindmico e complexo, resultando da interacdo de
fatores genéticos e ambientais. (HEYDECKER, 1969; CHING,
1973).

Tabela 4 — Efeito da deterioragéo por envelhecimento precoce
na qualidade fisiol6gica e indugdo de calos de
arroz a partir de sementes maduras de BRS 7

“TAIM”.
Periodo (h)* Germinacao (%) Vigor (%) % de calos **
0 90 83 70
48 83 75 63
96 82 73 50
144 73 54 71
192 18 10 15

*Periodos de envelhecimento a 42°C e 100% de umidade
relativa;

** FreqUéncia média de calos induzidos a partir de sementes
maduras em trés meios contendo diferentes balangos
hormonais.

Diversas caracteristicas da semente sé&o influenciadas
pela deterioragdo, destacando-se pela importancia, a
germinagcdo e o vigor. A avaliagdo de sementes para fins
comerciais é baseada fundamentalmente no teste de
germinagédo que é facilmente reproduzivel (AOSA, 1983). Este
teste demonstra a aptiddo de um lote de sementes em
produzir plantas normais sob condi¢g6es favoraveis de cultivo.
O resultado do teste corresponde a percentagem de sementes
que produziram plantulas normais dentro das condi¢des
preestabelecidas para cada espécie (BRASIL,1992). O teste
de vigor através da avaliagdo do nimero de plantulas normais
observadas na primeira contagem do teste de germinacao é
um método utilizado para avaliar a qualidade fisiologica de
lotes de sementes de arroz. A deterioracdo das sementes
através do envelhecimento precoce submetendo-se sementes
do mesmo lote a diferentes periodos de exposicdo a
temperaturas adversas promoveu alteracdes fisiologicas
identificaveis através do teste de germinacéo e vigor. Contudo
diferencas observadas entre os percentuais obtidos indicam
que fatores que ndo estejam diretamente envolvidos com o
processo de germinacdo e ou vigor também sao afetados
e/ou alterados durante a deterioracdo das sementes,
influenciando as condi¢des 6timas para a indugdo de calos a
partir de sementes maduras de arroz.

CONCLUSOES

O estabelecimento de cultivos in vitro a partir de
sementes maduras de BRS 7 “TAIM™ é mais eficiente quando
sdo utilizados lotes de sementes com elevado percentual de
germinagéo e vigor.

O meio de inducéo contendo apenas 2,5 mg.L'1 de 2,4-D
promove melhores resultados para indugéo e desenvolvimento
de calos.
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ABSTRACT

This study was carried out to investigate factors involved in the
establishment of in vitro culture systems for rice using mature seeds
of the cv. BRS 7 “TAIM". The effects of different growth regulator
combinations in MS media and seed physiological quality in callus
induction were evaluated. Seeds incubated in MS media containing
only 2,4-D showed the highest induction frequency as well as the
highest weight of callus. It was concluded that the cv. BRS 7 “TAIM”
response depends on hormonal balance of the induction media and
that seeds with good physiological conditions should be used for
establishing in vitro culture systems.

Key words: Oryza sativa, culture, physiological quality.
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