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A gsoolha do tipo & da coneentragdo eorreta de amtibiftioo ng mede de culturg 6
caaeneial em experimentos de transformagdo, nos quals o antibidtico serve como agents
seletive que permitics que apcias oflulas ansformadas sobwevivat, A higtomicing temn sido
utilizads exfensivamente em experimentos deste tipo, j& que muitos dos vetores pars
trancformagio coobém o fene Aot ( hygrosorein phosphotransferase), também conhecido
gama Apk ou apiY, Esse soene fol dolelalmeonte ctsotittado na bactéria Ereherichie cofi,
tenda sido posteriormente utilizado em vetores de transformecic.

A higromicing & um aniibiddico do grupoe des amino-glicosideos, atuand.ﬂ em cflulas
eu.ca:mmas & procaridticas, Em artoz, soncentractes varkando do 50 me mL" até 100 g ml”

| tam sido reportadas na literatura. Alguns dos pontos 2 serem estudados para a escalha da
coneentragio adequada do antibiftico incluem: (i) diferengas apresentadas por cultivares ou
epdtipos de uma mesma espécie; (i) diferengas entre diferentes tipoe de explames de uma
mesina planta; (iii) a2 resposiag nag diversas fases da eultira de tecldos; £ {iv) outros efeitos
do antibidtion sabre o5 explantes, como por exemple atuar cormo regulador de cregeimento?

Alguns desses aspectos foram abordados em experimentos de transformagio genética
de armoE ¢ do outras cepdoing. Assim, obacrvou-se que baixas comcemiracies do kanwmising o
trieis (2N eng L' foram suficientes parn inibir a divisio de protaplastes, mas doses tip altas
quanto 500 mg L' ndo foram suficientes pars impedir o desenvolvimento de calos. Hi
tambémn ovidénoing indicando oue 2 kKanamising pods cxercor cibitos indessjdveis oa
tegencracie de plantas do arrez. Patg ovitar csse tpo de reacdo, & higromicing pode o
utilizada em lugar da kanamicing, j4 que ela ndo interfere na regensragio. Em tre'.fo vermelho,
o crestimento de ca]us foi afctade cm doses baixas de kanamicina (5 me mL! 3. sendo que
doses de 25 mg mL forem suficientes para provocer toral inibigho do crescimento de ealos,
O antibidtico paromomicing tem-se mostrade superior B outros smino-glicosidess para B
selocdo do plantss tratestnicss cxpressindo o pens moddd, dohddo sido utilizado om citros,
glragsol, aveis ¢ fime, Tem sido demonstrade, no onemuto, que ostc antibditicn, em
concentragdes sub-letais, pode agir vomo regufador de crescimento, e que a resisténcia a
kanamicing ¢ extremaments va.rlﬁvsi de experimente para experimento com a mesma espéric
(macielra), varianda de 10 mg mL" at¢ 100 mg mill

Pare clucidar elgumas dessas ddvides, conduzin-se o presente experimentc no
Laboratdrio de Bisteenologia da Universidade da Louisiana (Baton Rousc), em 1997,
testando og cfeitos de diferentes conceitraches de Mpromicina o crescirento de calod ¢ na
regereragdo de plantas de arroz, Foram utilizadas duas cultivares de arroz: Epagri 108 {grupo
indied) e Taipel 309 (grupo fapemica), & quatm concantragfes de hizromicing B (Calbiochem,
La Jolla, Califarnia): 20, 40, 60 & 30 mg L™, além da testeramhba som o antihir&ticu. O main
CC foi utilizado, com s seguintes regulﬂdnres de oressimento: 2 m% L 2,4-D findugio de
calogy au 0,05 mg L' zeatin riboside trars- istmere, mais 1 mg L7 [AA (regeneragio de
plantas).

As sementes descascadas foram desinfetadss com #leool e hipoclorite de s8dio,
¢alocadss em placas do Petri contendo o meio de cubtura para induglic de calos, & mantidss a
2% °C por 16 diss. O calos que s formaram a partl dos embrides, cntre o mesoedtilo e a
midfoule, foram removidos, transferidos pars novas placas, ¢ mantidos nas mesmas condicics
par quatta dias, pars petinitr o sen desenvalvimento, Os calos forem entfio transferidos para
placas contenda o mesmo mela de cultura adicionado de higromicina e mantidos nas meamas
condigles descritas, por duas semwenas, sendo ent@o transfetidos para meio de regeneragio ¢
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mantidos sab fotoperfodo de 16 horas (35 uE m* seg’") & 25 °C. O material i@ necrosads ¢
de hoa qualidade era transferido para nowoe meio de cultira 2 cada dusg semanas, para avaliar
o patencial de formagio de plantas nos diferentes tratamentos. A cada transferdncia, cram
anotadoz o pesa iniclel de ealos e o pese de calos efotivamente tranaferidos pam o rove meis.
0 experimento fol conduzida em blocos 2o 20ase com trés repetipdes ¢ duas subunidades por
repeticiio, eada uma compasta por uma placa de Petrd contendo sois czioe. Os dades foram
snalizados por andiize de varidncia,

Og resubados indicam ofedtos significatives pam concentragin de Msromicing,
curitivar, ¢ para a interagio conesntragho x cultivar, para ambes variivels, em todas a8 datas de
avaliagio. O caloz formados a partir de sementes da cultivar Taipei 309 foram sm peral mais
pesados 40 que 04 eriginados a partir de Epagri 109 {Tabela 1). O saumento na concentragdo
de higromicina afetou o peso inicial de calos e o peso de calos transferides nas duas
cultivares, sendo o decréscimo maiz acentuado com o passar do tempo: o entanto, gs efeitos
foorgm menas promuncisdes ¢ tmais arriticos para g cultivar Taipsi 305,

Ao fingl da sexta semang ¢tn meio de regeneragdo, ina porcentagem nufto pequena
da pezo inicial dos calvs foi transferids para nove meio. Para o5 tratamentos que receberam
20 mg L de hygramicing, corea de 12% foram transforidos, ao passo que nos teatamentos que
reccbetant doses iz elevadas apenas 1% a 5% dos calos foram transferidos. Ao final da
pitava semana, apetas tratamentas que niio teseboram higromicing apressttavam calos vivos,
sende estes transferidos para sove mgio para estimer & capasidade de regeneracdo de plantas
dag duaz eultivares. Os resultades dests avaliagn demonstrams que & cultivar Epegri 100
produziu um nimers sighificativamente maior de plantas por calo (21,6) do que & cultivar
Taipei 309 (3,7}, )

De umn modo geral, os resultados apontam pars um declinie acentuzdo no peso de
aelas ¢ na regensrasdo de plantas quando 3 concentracdo de higromicina passou de Zero pars
20 mg L™, o que fbi ssguido por wm platd, indicands que 2 dose mais baika de higramioina
wtllizada foi suficiente para inibir totalimente o crescimento de calos ¢ a rogeneragic de
plantas neste espdele. Chutios experimentos reportados ne literatura apantam para o use de
doses variando de 50 mg L™ a 100 mg L™, no entanto pode-se obegrvar que mestme 20 mg L+
de higromicina podem ser suficientes. Negte experimenio, celos derivedos de sementes
maduras foram tranzferidos para meio de regeneraglio contands o antibiStico 20 das apds a
indugdio; alguns autores sugerem um petisdo de uma a trés semanas em meio de regeneragio
sam antibidtico, gara feilitar ¢ desenvalvimento de plantas, spos o qual o antibistleo podaria
set adicionedo. E possivel que o2 resultados obtidos no preseits experimento fossem menos
prosunclados tivedse tal perfode de erescimento sido permitido, Também convér ressaltar
que pode haver respostas diferentes pars wm grupo maiz ampls de cultivares de arroz. Em
outras espécies, por exemple 4 macieira, alguns gendripes mostraram resisténcia 38 vezes
superial 4 paomomicina, 3,5 vezes 3 gencticina, e 3,8 veres a ncontcing, indicando a
necessidade de tedies eapecificos para cada cultivar ou genbtipo de uma mesma culturs.
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Tabala 1- Pesn infeial doa calos ¢ pedo de calos transferldos para nmro meia de cultura (mE por seis
¢aioz) para material derivado do escutela de sementes maduras sultivade em meda da culwra

CC suplementade com wiries concentragiies de higromicine fmg L™

Dats de avaliagan
Varidvel Eftita 13 di jusha 27 dc jucha 1§ & juihe
Peso iniciel dos  Concentragéo de
s e higremicing
Q 15188 aft 5864 a TH05% a
20 1010, b 13085 b 3618 b
40 88T be 17813 ke 15845 ¢
60 58,5 o 16700 bo 8113 od
RO 5985 o 35 ¢ 5460 d
Cuitivar
Taipel 309 1580,89 a 37179 4 41082 &
Epagri 10% 477,36 b 36,0 b 13306 -b
Cales Caoncentragio da
rransferidng higromising
) 14329 a 56614 a 7283 a
au 00,0 b 21311 b 8331 b
40 64,5 ¢ L5260 Ex 1kl o
&0 5082 od B040 ¢ 1325 ¢
EQ 3615 4 §I05 o 1 e
Cultjvar
Taipei 309 12180 =2 35003 a - 2325 a
Epagri 109 RELXNAN. TT46 B 9253 b

+ Médies com a mesma letra na coluna ndo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Dunean.
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