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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de grande importancia socioecondmica, devido
principalmente ao fato de ser componente essencial a dieta basica de mais da metade da
populagdo mundial, sendo necesséaria a constante busca de novas tecnologias que
possibilitem acréscimos de producédo e expansdo dos setores produtivos (ROTILI et al.,
2010). Atualmente, é o segundo cereal mais produzido no mundo. O Brasil é o primeiro pais
fora da Asia em consumo e produgéo de arroz e o Rio Grande do Sul é o principal produtor
de arroz irrigado do pais (CONAB, 2011).

Nesse sentido, programas de melhoramento genético vém trabalhado para a introdugédo
de novas caracteristicas, como resisténcia/tolerancia a insetos, doencas e herbicidas,
possibilitando assim maior produtividade para a cultura. Busca-se ainda o desenvolvimento
de diferentes cultivares adaptadas as diferentes regiées e condi¢Ges climaticas.

Uma das principais dificuldades para a obtenc¢do de plantas geneticamente modificadas
sdo as etapas de regeneragdo dos explantes, podendo ser exploradas as etapas de
embriogénese, organogénese direta e indireta. Em cereais, a indugéo de calos pode gerar
estruturas com diferentes caracteristicas morfolégicas e no potencial de regeneragéo de
plantas (NABORS et al., 1983).

O calo denominado embriogénico apresenta a formacdo de pequenos embrides
somaticos capazes de regenerarem plantas completas, com raiz e parte aérea, visto que 0s
mesmos sdo bipolares. O calo organogénico apresenta pontos verdes que correspondem a
centros meristematicos capazes de regenerarem plantas pelo processo de organogénese, a
partir 6rgéos. O calo aquoso € formado por um tecido esponjoso, branco translicido e sem
consisténcia, provavelmente sem capacidade de regenerar plantas (NABORS et al., 1983;
RASHID & QUARAISH,| 1989).

Em condi¢gbes de cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo e,
consequentemente, necessitam de uma fonte exdégena de carbono a qual deve ser
fornecida no meio de cultura utilizado. A melhor fonte depende principalmente da espécie
vegetal, podendo variar dentro desta entre diferentes genétipos, e da fase do processo de
micropropagacao (Nicoloso et al., 2003).

A cultivar PUITA INTA-CL foi desenvolvida pela Estacdo Experimental Agropecuaria de
Concepcion del Uruguay (Argentina) com a colaboragédo do Instituto de Genética “Ewald
Favret”. Esta apresenta resisténcia ao herbicida do grupo das imidazolinonas, gerada
mediante a inducdo de mutacdes, através da tecnologia Clearfield®, tendo bom potencial
produtivo com qualidade de graos.

Dessa forma, objetivou-se determinar a fonte de carbono mais eficiente para induzir a
regeneracao de plantas via organogénese indireta a partir de sementes para esta cultivar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, pertencente ao
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Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), RS.

Foram utilizadas sementes da cultivar de arroz comercial Puita Inta CL, particularmente
recomendado para o controle de Arroz Vermelho. Para a obtencdo de explantes, as
sementes foram descascadas manualmente e desinfestadas superficialmente por imerséo
em &lcool 70% (v/v) durante 2 minuntos, seguida de lavagens com agua destilada estéril,
imersdo em hipoclorito de sédio 3% (v/v) durante 25 minutos e lavadas abundantemente
com agua destilada estéril. Antes da inoculacdo no meio de cultivo, as sementes foram
secas em papel filtro estéril. Para a indugdo de calos, sementes foram inoculadas em meio
Murashige & Skoog (MS) acrescido de 30 g.L-! de sacarose e 7 g.L-! 4gar. O pH do meio de
cultivo foi ajustado para 5,8 antes da incluséo do agar e da autoclavagem. Foi adicionado,
ao meio de cultivo, o regulador de crescimento acido 2,4-diclorofenéxi-acético (2,4D) na
concentragdo de 2 mg.L-1. Os explantes foram mantidos no escuro, a temperatura de 28 +
1°C. Apés sete dias os calos foram cortados e transferidos para 0 mesmo meio e mantidos
sob as mesmas condic¢des de cultivo.

Apo6s aproximadamente 30 dias em meio para indugdo de calos, os explantes foram
transferidos para trés diferentes tratamentos, visando a obtencdo de plantulas. Os
tratamentos consistiram em trés diferentes fontes de carbono (sacarose, frutose, e maltose),
sempre na concentragdo de 30 g.L-!, adicionados ao meio MS. Para todos os tratamentos
foram utilizados os reguladores de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) e &cido
naftalenoacético (ANA), nas concentracdes de 2 mg.L-! e 0,5 mg.L-! respectivamente. O
material vegetal foi transferidos para sala de crescimento com temperatura de 25+ 1 °C e
fotoperiodo de 16h. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 5
repeticdes por tratamento. A parcela experimental consistiu de placas de petri contendo
aproximadamente 20 mL de meio MS, solidificado com de 7 g.L-! de agar, e cinco
explantes.

Aos 14 dias de cultivo, os explantes foram repicados para meio fresco. As avaliagdes
quanto ao ndmero de calos organogénicos (NCO) foram realizadas apos 14 e 21 dias,
quando também foi avaliado o nimero médio de brotos (por calo) maiores que 0,1 cm (NBC
>0,1). Os dados foram submetidos a andlise estatistica e as médias comparadas pelo teste
de Tukey com 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A formagdo de setores embriogénicos e numero de brotagdes por explante foi
influenciado pela fonte de carboidratos (Tabela 1).

Tabela 1. Desempenho de morfogénese indireta in vitro de arroz cv Puita Inta CL quanto
ao numero médio de calos organogénicos (NCO) e nimero médio de brotos (por calo)
maiores que 0,1 cm (NBC >0,1).

Fonte de Carbono NCO 14d NCO21d NBC=>0,1

Frutose 0.68a 0.92a 0.61b
Maltose 0.56ab 0.92a 1.17a
Sacarose 0.48b 0.64b 0.62b

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
p<0,5



Foi possivel observar que inicialmente, aos 14 dias (14d) de cultivo, os tratamentos ndo
diferiram quanto a indugdo de setores organogénicos. Entretanto, aos 21 dias (21d) os
tratamentos contendo frutose e maltose tiveram efeito superior ao do tratamento contendo
sacarose. Quanto ao numero médio de brotos por explante (NBC > 0,1), o tratamento
contendo maltose se mostrou significativamente superior aos demais.

Glicidios sé&o uma fonte importante de energia e carbono, e atua como um agente
osmético no meio e constitui 0o esqueleto de todos os compostos organicos. A
suplementacdo aos meios de cultivo in vitro de arroz geralmente se da pela adicdo de
acucar na forma de sacarose, universalmente utilizada pela maioria dos meios de cultura de
tecidos também de outras espécies. Certos genétipos de arroz, como foi possivel observar
na cultivar Puita INTA CL, respondem melhor a formacéo de calos e/ou regeneracdo de
brotos quando o meio é suplementado com maltose (BEVITORI, 2013). Sahoo et al. (2011)
desenvolveram protocolos de regeneragdo eficientes para diferentes genotipos-elite de
arroz utilizando maltose como fonte de carbono, obtendo altas taxas de frequéncia de
regeneragao (acima de 92% para a formagdo de calos ndo transformados e 59% para os
calos transformados) para as quatro cultivares testadas.

A maltose tem sido descrita como uma fonte de carbono bastante eficiente na indugao
de processos organogénicos em diversas espécies. Por exemplo, no estimulo a
embriogénese somatica a partir de calos embriogénicos de citros; em outras espécies, a
maltose aumenta o nimero de embriGes somaticos e melhora sua morfologia e viabilidade.
Ja em coniferas, a maltose provou ser superior a sacarose para formacdo de embribes
maduros (CASTRO et al., 2010); sendo citada ainda por Gauchan (2012), como melhor
suplementagao para indugéo de raiz e da parte aérea do milho.

CONCLUSAO

Nas condi¢des desse estudo, foi possivel concluir que a maltose foi a fonte de carbono
mais eficiente na indugdo de regeneracéo de calos obtidos de sementes maturas de arroz
(Oryza sativa L) cv Puita Inta CL.
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