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RESUMO. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do Thidiazuron (TDZ) na
regeneragio in vitro de mesocétilos de duas cultivares de arroz. Para tal finalidade, os
explantes foram inoculados em meios MS contendo diferentes concentragdes de TDZ. Os
resultados indicam que ocorreu um efeito significativo da concentra¢io do regulador de
crescimento em relagio 3 taxa de regeneragio e comprimento de brotagdes. Para a varidvel
comprimento das brotagdes houve, também, uma interagio entre os fatores cultivar e
concentragio do regulador de crescimento. Para os brotos de primeira passagem
observaram-se diferencas significativas na taxa de regeneragio das cultivares, bem como
entre as doses e interacio entre doses e cultivares. Todas as concentragoes de TDZ
utilizadas originaram brotagdes vitrificadas.
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ABSTRACT. Direct organogenesis of rice (Oryza sativa L.) mesocoptiles. The
objective of this work was to study the effect of Thidiazuron (TDZ) in the in wvitro
regeneration of rice cultivars. The explants were transferred to MS medium containing
different concentration of TDZ. The results indicate that doses were significant on shoot
regeneration and growth shoots. For the length of the shoots the interaction
cultivar/concentration of TDZ was significant. For the shoots of first passage showing
significant differences in the regeneration rate of cultivars, as well as among the
concentrations and interaction these factors. All the utilized TDZ concentrations also

originated vitrified shoots.
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Introducao

As respostas in vitro da maioria dos cereais, véem
sendo pesquisadas intensamente ji hé alguns anos. O
arroz é uma das culturas mais estudadas, ji que é
fonte importante de alimento para grande parte da
populagio mundial (SAHRAWAT; CHAND, 2001).
A técnica de cultivo in vitro é de suma importancia, ji
que é uma ferramenta para muitos trabalhos que
envolvam biotecnologia, visto que técnicas de
regeneracio tornam-se indispensiveis para o sucesso
em trabalhos que envolvam introdu¢io de DNA
exdgeno (SALLAUD et al., 2003). Entretanto, a
aplicagio dos cultivos in vitro em engenharia genética
depende da disponibilidade, repetibilidade e alta
eficiéncia dos sistemas de regeneragio de células,
tecidos ou orgios (SHARMA et al., 2007).

A capacidade de regeneragio de indmeros
explantes tem sido investigada em arroz e outros
cereais, envolvendo principalmente embrides

(AL-FORKAN et al., 2004; TINJUANGJUN

et al., 2000), e tecidos basais (YOOKONGKAEW
et al.,, 2007). Dentre estes explantes estio os
embrides imaturos (SALLAUD et al., 2003) que
sio dependentes do ciclo da cultura para a sua
obtengio, dificultando sua utilizag¢io o ano inteiro,
tornando dificil ou is vezes, até impossivel a
realizacio de alguns estudos. Para superar este
inconveniente, atualmente tém-se utilizado
explantes oriundos da regiio basal e meristematica
de dpices caulinares obtidos a partir de sementes
recém germinadas, que podem ser obtidos em
qualquer época, sem a dependéncia do ciclo da
planta (TAVARES et al., 2004).

A regeneragio de plantas estd intimamente ligada
ao uso de reguladores de crescimento no meio de
cultura, e na grande maioria das vezes, quando o
objetivo € a regeneragio de gemas e brotos ¢ quebra
da dominincia apical, utiliza-se uma citocinina
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). O
Thidiazuron (TDZ) é um regulador de crescimento,
utilizado inicialmente como um desfolhante em
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algodio (ARNDT et al, 1976 apud CHAUHAN
et al., 2007), que tem sido utilizado positivamente na
morfogénese in vitro (KHURANA et al., 2005). O
TDZ ¢é reportado como uma citocinina que facilita a
proliferacio de multipolos brotos em algumas
culturas (GAIRI; RASHID, 2004;
SRIVATANAKUL et al., 2000), incluindo o arroz
(YOOKONGKAEW et al., 2007) e outras espécies
como feijjio (MOHAMED et al., 2006), cevada
(SHARMA et al., 2005) e trigo (SHAN et al., 2000).
Em trabalho realizado por Ganesham et al. (2003)
foi evidenciado o efeito positivo do TDZ na
regeneracio de brotagdes oriundas de embrides
maduros, porém a citocinina nio demonstrou efeito
positivo na emissio de brotos oriundos de escutelos,
ratificando a ocorréncia de respostas adversas
dependendo do tipo de explante utilizado em
trabalhos de regeneragio de plantas.

Este estudo tem por objetivo verificar o efeito
deste regulador de crescimento sobre a taxa de
regeneracio, através de organogénese direta, e
comprimento das brotagdes a partir de mesocétilos
de duas cultivares de arroz, visando sua utilizagio
em trabalhos de transformagio genética.

Material e métodos

Como material vegetal foram utilizadas duas
cultivares de arroz, BRS Taim ¢ BRS Queréncia,
oriundas da Embrapa Clima Temperado. Sementes
destas cultivares, previamente descascadas, foram
desinfestadas com dlcool 70%, durante 3 min.,
solugio de hipoclorito de sédio 3% por 25 min.,
seguido de trés lavagens em 4dgua destilada estéril.

Apés a  desinfestagio, as sementes foram
inoculadas, em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) semi-sélido acrescido de 7 g L' de 4gar,
suplementado com 2 mg L' de ANA (icido
a-naftalenoacético) e mantidas no
temperatura de 25 = 1°C, por 3 a 4 dias. Apés a
germinagio das sementes, as plantulas foram
seccionadas, retirando-se os coledptilos e as bases
dos tecidos meristemadticos, e isolando-se somente
os mesocétilos com 0,3 a 0,5 cm de comprimento,
os quais foram utilizados como explantes.

Para os experimentos de regeneragio os explantes
foram inoculados em meio MS em frascos de vidro
de 100 mL, contendo 100 mg L de mio-inositol,
30 ¢ L' de sacarose e Thidiazuron (TDZ) nas
concentragdes 0, 2,3,4¢5 mg L.O pH dos meios
foi ajustado para 5,8 antes da adicio de 2 g L' de
gelrite  (agente geleitificante) e posteriormente
esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5 atm. Apds a
inocula¢io dos explantes nos meios de cultura, estes
foram transferidos para sala de crescimento com

escuro, 2
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temperatura de 25 = 1 °C, fotoperiodo de 16h e
densidade de fluxo de fétons de 42 wmol m2s™.

Sete a dez dias apds o inicio dos experimentos,
quando se observava o desenvolvimento de uma tnica
brotagio, realizou-se o corte da regiio apical da mesma,
deixando-se o explante com 05 a 1,0 cm de
comprimento, possibilitando assim uma melhor
multiplicagio das brotagdes basais. Quarenta ¢ cinco
dias apds a inoculagio dos mesocétilos nos diferentes
meios de cultura foram realizadas as avaliagdes, sendo
as brotagdes primdrias, previamente separadas e
cortadas na parte apical. Apés, estas foram novamente
inoculadas em meio MS contendo 3 mg L' de TDZ,
nas mesmas condi¢des de incubagio e procedimentos
citados acima. No primeiro experimento, foi
determinado o numero de brotagdes por explante
inoculado, bem como o comprimento de cada
brotagio, utilizando-se para tal fim uma régua
milimetrada. J4, para o segundo experimento foi
avaliado apenas o namero de brotagdes originadas por
broto primirio. O delineamento foi inteiramente
casualizado contendo quatro repeti¢des e 10 plantas por
parcela (frascos de vidro de 100 mL). Para interpretagio
dos dados foi aplicado uma regressio polinomial para
andlise da regeneragio e comprimento das brotagdes,
calculados por meio do programa estatistico SANEST.

Resultados e discussao

Conforme resultados obtidos, a regeneragio de
brotagdes ocorreu através de organogénese direta dos
mesocotilos, isto é, nio houve formacio de calo.
Analisando-se a Tabela 1 verifica-se para a varidvel
regeneracio de brotos que apenas o fator doses de
TDZ foi significativo. Ji com relagio ao
comprimento dos brotos verificam-se diferengas
estatisticas entre as doses de TDZ, bem como uma

interagio entre estas e as cultivares estudadas.

Tabela 1. Quadro da anilise da variincia para as varidveis
ndmero e comprimento de brotacdes de arroz, cv. BRS Taim e
BRS Queréncia, oriundas de mesocétilos cultivados in vitro em
meios com diferentes concentragdes de thidiazuron. Pelotas,
Estado do Rio Grande do Sul, 2008.

Probabilidade > F
Nam. de brotos  Comp. De brotos

Causas da varia¢io

BRS Taim/BRS Queréncia 0,1226 0,09788
TDZ 0,00001%* 0,00001**
BRS Taim/BRS Queréncia* TDZ 0,21967 0,00002%*
Média geral 17,88 5,72
CV. 25,915% 21,603%

**Diferenca significativa (< 0,05%).

A Figura 1 comprova que a taxa de regeneracio
ajustou-se em uma regressio quadritica para as
duas cultivares, sendo que a emissio dos brotos
obteve seu ponto miximo na dose 3,58 mg L,
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ocorrendo a partir desta concentragio uma queda
na regeneragio de brotagoes.

30 4
9 TQ = -1,7853x% + 12,748x + 1,4637 r* = 0,9852

25 +

20 + .

Nuamero Médio de Brotos/Explante

0 1 2 3 4 5 6
Doses de TDZ ( mg L’l)
4 BRS 7 Taim-BRS Queréncia --- Polinémio (BRS 7 Taim-BRS Queréncia)

Figura 1. Ndmero médio de brotos por explante a partir de
mesocotilos de arroz das cultivares BRS Taim e BRS Queréncia,
em fungio da concentracio de Thidiazuron (TDZ), Pelotas,
Estado do Rio Grande do Sul, 2008.

A maior taxa de regeneragio da cultivar BRS Taim
ocorreu com 3 mg L', com média de 25,57 brotos por
explante. J4, para o cultivar BRS Queréncia, o melhor
comportamento com relagio a esta varidvel foi obtido
com 4 mg L' do regulador, com 2435
brotagbes/explante (Figura 2). Entretanto, para os dois
gendbtipos nio ocorreu diferenga estatistica com relagio
as doses do regulador, porém estas diferiram
significativamente da testemunha (0 mg L ™).

A Figura 2 demonstra o comportamento das
cultivares em relagio a variivel comprimento dos
brotos, na qual os dados se ajustaram em regressoes
quadriticas. As linhas de tendéncia evidenciam que o
comprimento de brotos foi drasticamente reduzido
ji com 2 mg L' do regulador de crescimento,
ocorrendo uma diminui¢gio de 85,5% para BRS
Taim e 93,7% para BRS Queréncia, desta
concentragio em relagio ao tratamento testemunha.

307 9r = 17,942 - 9,2813x + 1,2438x> 12 = 0,9788

- Yo = 23,975 - 13,596x + 1,8651x 1* = 0,9668

Comprimento de Brotos (cm)

0 1 2 3 4
Doses de TDZ (mg L)
¢ BRS 7 Taim m BRS Queréncia — BRS 7 Taim  --- BRS Queréncia

Figura 2. Curva de regressio do comprimento de brotos (cm)
por explante de arroz das cultivares BRS Taim e BRS Queréncia,
em funcio das doses de Thidiazuron (TDZ), Pelotas, Estado do
Rio Grande do Sul, 2008.
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No entanto, a concentragio que mais afetou esta
varidvel foi com 4 mg L, obtendo-se médias de
1,54 cm e 0,96 cm para as cultivares BRS Taim ¢
BRS Queréncia, respectivamente.

Os resultados obtidos discordam de Tavares et al.
(2004), que trabalhando com mesocétilos como
explante, relataram resultados negativos de
regeneragio, quando utilizaram meio de cultura
contendo TDZ, ANA, caseina, sorbitol e sacarose
em regeneragio da cultivar de arroz BRS Taim.
Porém, em trabalho realizado por Gairi ¢ Rashid
(2004) foi evidenciado que cariopses de arroz
cultivadas em meio de cultura MS contendo ANA e
subsequente passagem para MS com 10 uM de
TDZ, resultou em 50% de regeneragio de brotos.
Harshavardhan et al. (2002) relataram que 1 mg L™
de TDZ, utilizado juntamente com BAP e¢ ANA
induziu a formacio de multiplos brotos em sorgo. Ja
Kishore et al. (2006) relatam bons resultados de
regeneragio na mesma cultura, empregando apenas
0,5 mg L' de TDZ.

Alguns trabalhos sio reportados sobre o
beneficio do TDZ na regeneracio de diferentes
espécies, porém quando usado associado a outro
regulador de crescimento (GAIRI; RASHID 2004;
SHARMA et al, 2005; SHARMA et al, 2007;
CARAMORI et al, 2001). Entretanto, conforme
dados deste estudo, obtiveram-se altos indices de
regeneragio quando o TDZ foi usado isoladamente
no meio de cultura, promovendo altas taxas de
regeneragio por organogénese direta a partir de
mesocétilos e sem formagio de calo (Figura 3).

Diferentemente dos dados deste estudo, muitos
trabalhos com o uso do TDZ reportam resultados de
regeneracio de gramineas via organogénese indireta,
incluindo culturas como trigo, cevada e triticale
(GANESHAN et al., 2006; SHAN et al., 2000;
GANESHAN et al., 2003) e alguns em arroz
(TAVARES et al., 2004).

O TDZ evidenciou uma maior taxa de
regeneracio de brotagdes que o regulador de
crescimento  BAP (dados nio mostrados). No
entanto, o efeito do regulador pode ser téxico para a
regeneracio de brotos em doses elevadas. Os dados
deste trabalho indicaram que o TDZ reduziu em 20
¢ 20,78% a regeneragio de brotos dos genétipos BRS
Taim e BRS Queréncia, respectivamente, quando
utilizou-se concentracbes mais elevadas deste
regulador de crescimento (4 e 5 mg L"), denotando
um efeito possivelmente téxico do mesmo (Figura
2). Isto pode ser confirmado em estudo realizado
por Chauhan et al. (2007) quando concentra¢oes
mais elevadas de TDZ tornaram-se deletérias para a
regeneracio de embrides imaturos de trigo. Em
contrapartida, os autores afirmam ainda que o
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regulador em concentragbes menores pode
potencializar a regeneragio de brotos.

Com relagio a redugio do comprimento das
brotagdes, uma hipdtese seria que, doses menores
que 2 mg L' pudessem reduzir esta porcentagem de
inibicio da altura das brotacbes. Esses dados
concordam com Perez e Kerbauy (2004) quando
estes mencionam que, quando se usa uma citocinina,
o hormonio de crescimento concentra-se nas gemas
laterais, promovendo seu desenvolvimento e
consequentemente reduzindo a dominincia apical.

Figura 3. A - Explantes com brotagdes vitrificadas e com pontas
enroladas; B - Explante com brotagio normal; C - brotos atrofiados e
aglomerados. Pelotas, Estado do Rio Grande do Sul, 2008.

No segundo experimento foi estudada a
capacidade de regeneragio dos brotos primirios,
oriundos dos mesocétilos. Sendo seus produtos de
regeneragio denominados brotos de primeira
passagem (BPP). Com relagio as doses do TDZ na
regeneragio dos BPP, observou-se que ocorreu
diferencga estatistica entre as cultivares e entre os
tratamentos, ocorrendo, também, uma interacio
entre esses fatores (Tabela 2).

A Figura 4 indica que o comportamento distinto
das duas cultivares ajustou-se em duas regressoes
cibicas. As curvas demonstraram que a regeneragio
de BPP para as duas cultivares nio manteve um
aumento constante de regeneracio, havendo uma
queda significativa a partir do tratamento 4 mg L™,
para as duas cultivares.

Rey et al.

Tabela 2. Quadro da anilise da variincia da varidvel nimero de
brotos de primeira passagem das cultivares BRS Taim e BRS
Queréncia sob efeito do uso do regulador de crescimento TDZ.
Pelotas, Estado do Rio Grande do Sul, 2008.

Probabilidade > F
Niimero de BPP

Causas da variacio

BRS Taim/BRS Queréncia 0,02516%*
TDZ 0,00001**
BRS Taim/BRS Queréncia* TDZ 0,00058**
Média geral 8,218
C.V. 20,856%

**Diferenga Significativa (< 0,05%).

9T =-0,3714x3 +2,5111x - 3,0285x + 5,5804 * = 0,5089

Numero Médio de Brotos de Primeira Passagem

. 9Q =-0,5369x> + 4,1011x” - 5,3781x + 3,6725 1*=0,7717

0 1 2 3 4 5 6
Doses de TDZ (mg L)
m BRS 7 Taim ¢ BRS Queréncia — BRS7 Taim --- BRS Queréncia

Figura 4. Curva de regressio do nimero médio de brotos de
primeira passagem das cultivares BRS Taim e BRS Queréncia,
em fungio da concentragio de Thidiazuron (TDZ). Pelotas,
Estado do Rio Grande do Sul, 2008.

A concentragio 4 mg L originou os maiores
resultados de emissio de BPP, com médias de 11,83
e 16,00 brotos para BRS Taim e BRS Queréncia,
respectivamente (Figura 4), a partir daf ocorre uma
redugio nos resultados desta varidvel. Husain et al.
(2007) estudando o efeito do TDZ em uma espécie
florestal, conclufram que doses maiores que
0,4 mg L' do regulador, reduzem em até 40% sua
regeneracio de brotos.

Um fator a ser mencionado, é a ocorréncia de
explantes com brotos vitrificados e com as pontas
enroladas nas duas etapas do experimento (dados
nio apresentados), em todas as doses estudadas.
Também ocorreram explantes com brotacdes, na sua
grande maioria atrofiados, senescidos, aglomerados
ou com aspecto de queima (Figura 3). Este efeito
provavelmente seja consequéncia de algum efeito
fitotéxico da concentragio de TDZ no meio de
cultura. O surgimento de vitrificagdo com uso de
TDZ também foi verificado por Chun-Lai et al.
(2001) estudando scus efeitos na regeneragio de
beterraba.

Este trabalho demonstrou que o uso de TDZ,
favorece a regeneragio de brotos, porém, este pode
ser nocivo aos explantes, quando manipulado em
doses elevadas. Assim, estudos devem ser realizados
para se estabelecer um protocolo de regeneragio que
envolva doses do regulador de crescimento que nio
afetem a qualidade dos explantes.
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Conclusao

O TDZ ¢ eficiente na regeneragio de brotos a
partir de mesocétilos de sementes recém germinadas
das cultivares BRS Taim e BRS Queréncia, embora
induza, com o aumento das concentracdes utilizadas,
brotagdes vitrificadas.
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