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RESUMO

Estudou-se a indugao de calos a partir de
embrides maturos de arroz (oryza sativa L.), culti-
var BR-IRGA 414, cultivados em meio MS completo
com diferentes concentragbes de ANA e 2,4-D (0,5;
1,0; 5,0 e 10,0mg/l), acrescida ou ndo de cinetina
(0,2mg/l), na presenga e auséncia de luz, os quais
constituiram-se nos tratamentos. Nos dois estudos, o
gelineamento experimental foi inteiramente casualizado
com cinco repeticdes e os tratamentos arranjados num
tnfatorial. Tanto ANA como 2,4-D foram efetivos na
lormacao de calos. N&o houve influéncia dos tratamen-
tos adicionais no efeito das concentragcdes de ANA
sobre 0 acumulo da massa dos calos, embora tenha
ocormdo aumento de 358% na massa quando se tes-
tou cinetina no escuro. Para 2,4-D, a massa dos calos
decresceu com a presenca de cinetina e luz.
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SUMMARY

A medium for callus development was studied
for growing mature embryos of rice (Oryza sativa
L.), variety BR-IRGA 414, in medium MS with different
concentration of synthetic auxins, NAA and 2.4-D (0.5;
1.0; 5.0 e 10.0mg/l). Each concentration had additional
treatments including presence and absence of cinetin
(0.2mg/l) and of light (cold-white bulb, 4000 lux
intensity). The experimental design was completely
randomized with three factor and five replications. The
addition of auxins was effective in callus formation but
with NAA was not cbserved positive effects of cinetin
and light on callus weight. However, where cinetin was
added in dark condition callus weight increased 358%.
With 2.4-D, callus weight decreased in presence of
light and cinetin.
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INTRODUCAO

O arroz € uma das mais importantes culturas
de subsisténcia no mundo, justificando a crescente
necessidade de obtengao de gendtipos mais produti-
vos atraves do melhoramento de plantas. A cultura de
cclulas de tecidos in vitro apresenta-se como
alternativa viavel, pois proporciona o aumento das
bases genéticas de forma a garantir o surgimento de
novos genotipos, enriquecendo-os em relacdo a
resistencia a moléstias e pragas, tolerancia a ions
toxicos e temperaturas extremas (ILLG & SIQUEIRA,
1984).

Nesta técnica a pesquisa especifica de geno-
tipos esta relacionada mais diretamente com a produ-
¢ao de calos morfogenéticos e sua posterior regenera-
¢ao, tendo os mesmos grande valor para sele¢io de
materiais (MIKAMI & KINOSHITA, 1988).

Para DODDS & ROBERTS (1986) embrides
$d0 uma interessante fonte de explante para Inducao
e crescimento de calos, envolvendo uma complexa
relacao entre o explante, composicao do meio e condi-
¢coOes ambientais durante o periodo de cultivo. Confor-
me MATZK (1991), a diferenciacido do embrizo é de-
pendente do uso e da concentracao das auxinas sinté-
ticas, pois estas substituem a regulacdo da embriogé-
nese pelo endosperma.

O objetivo deste estudo foi determinar a me-
Ihor dose dos reguladores de crescimento ANA e 2.4-

D, acrescida ou nao de cinetina, na presenca ou au-
sencia de luz, na inducio de calos.

MATERIAL E METODOS

Para obtengao de calos, utilizou-se embrides
maturos de arroz, cultivar BR IRGA 414.

Em camara asséptica, os embrides foram
removidos de sementes desinfestadas em etanol 70%
por um minuto e hipoclorito de sé6dio 2,0%, por vinte
minutos, e apods lavadas com agua estéril por duas
VEZES.

Os explantes de 2 a 3mm foram inoculados
em frascos (60mm x 20mm) com 3ml de meio comple-
to de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido
de 3% de sacarose. Foram testadas diferentes doses
das auxinas ANA e 2,4-D (0,5; 5,0 e 10,0mg/l) acresci-
das ou ndo de 0,2mg/! de cinetina. O pPH do meio foi
ajustado para 5,9 + 0,1 com KOH 0,1N antes da adi-
¢ao de 8g/l de agar. O meio foi esterilizado em auto-

clave a 120°C, 1,5atm por 15 minutos. Cada frasco
recebeu um expiante.

ApoOs inoculados, os explantes foram transfe-
rdos para camara de crescimento onde permaneceram
por um periodo de 30 dias em dois sistemas de cult
VO: presencga e auséncia de luz (lampara branca-fria),
com intensidade luminosa de 4000 iux sob 16 horas de
fotoperiodo e temperatura de 25 + 1°C, quando entao,
determinou-se a massa dos calos em balan¢a com
precisao de 0,01mg.

O delineamento experimental utilizado fo
Inteiramente casualizado, cujos tratamentos, tanto para
0 estudo de ANA como para 2,4-D, constituiram-se
nas doses das auxinas; com € sem cinetina; na pre-
senca e auséncia de luz, constituindo um ftrifatorial,
com cinco repeticdes (cinco frascos por tratamento).
Em cada estudo, a massa dos calos foi submetida 3
analise da variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inducao de calos com o regulador de crescimento
ANA

Como a analise dos dados demonstrou néo
haver interagdo entre as doses de ANA e 0s demais
fratamentos, com e sem cineting; presenca e auséncia
de luz, estudou-se separadamente seus efeitos no
acumulo da massa dos calos. Observou-se tendéncia
em aumentar a massa dos calos com o aumento das
doses do regulador de crescimento ANA; as massas
foram 26,68; 48,39; 46,38 e 63,89mg, respectivamente,
nas doses de 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0mg/l. Resultados
semelhantes foram verificados por HUANG et al.
(1986) em estudos realizados com arroz.

Conforme GRATTAPAGLIA & MACHADQO
(1990), a atividade das auxinas manifesta-se basica-
mente como estimulante do alongamento celular, po-
dendo também exercer certa atividade sobre a divisao
celular. Para esses autores, a quantidade de tecidos
calosos formada esta relacionada com o tipo de auxina
€ a concentragao aplicada, sendo que as concentra-
¢oes mais eievadas causam maior crescimento do
calo. Entretanto, AMEMIYA et al. (1956) constataram
diminuicdo do crescimento dos calos derivados de
embrides de arroz com 0 aumento da concentracgao de
auxinas no meio.

Os efeitos do uso ou ndo de cinetina no
meio, associada a presenca e auséncia de luz na
produgdo da massa dos calos (Tabela 1), indicam nao
haver diferenga significativa entre a utilizacao e a nao
utilizagao desse regulador de crescimento na presenca
de luz.
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( Tabela 1 - Médias da massa dos calos obtidas com o0 uso ou ndo de

cineting, na presenga € auséncia de luz. Santa Maria, RS. '
1991 - C /A 02
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Medias com a mesma letra n&o diferem signficativamente pelo teste
Duncan a 5% de probabilidade, em cada grupo. o ":5 R
CCES Lk 24 0 «mg '}
Porem, quando se testou no escuro, a
adicao de cinetina aumentou a massa dos calos em Figura 1 - Massa do calo de arroz a partir de embriées maturos nas
358%. Entretanto, com a adicdo de cinetina no meio diferentes concentragdes de 2,4-0) na presenca e ausen-

g a . cig de luz.
de cultura, este aumento nio significativo foi de |

apenas 40% no escuro em relagdo a inoculagdo com
a presenca de luz. Isto talvez esteja relacionado com
0 alto indice de oxidagao dos tecidos provocado pela
uz, a qual diminui a atividade metabélica das células,
impedindo a expressado do potencial total na divisao
celular (BIDWELL, 1974).

CHU et al. (1975) verificaram maior inducao
de calos quando associaram auxinas e citocininas ao ac oo Sremeri
meio nutritivo. Isso também foi observado por NIIZEKI
& OONO (1968), em arroz cultivado in vitro, onde
constataram ainda que esses fitormonios, quando
utilizados separadamente, ndo formaram calos.

A Figura 2 mostra os dados da massa dos
calos obtidos quando se combinou diferentes doses de
2,4-D, com e sem cinetina.

Induc&@o de calos com o regulador de crescimento
2,4-D:

MASSA DC CALO (mg)

Os dados da massa dos calos obtidas em
fungdo -das diferentes doses de 2,4-D, cultivados no B L
€SCuro e na luz encontram-se na Figura 1. Observa-se ———— .-
decréscimo na massa dos calos cultivados no escuro, e T s e
com 0 aumento das doses, contrastando desta forma, "
com os resultados obtidos nas mesmas doses, em

presenca de luz, os quais mostram tendéncia em au- Figura 2 - Massa do calo de arroz a partir de embriées maturos nas

mentar esse acumulo. diferentes concentragdes de 2,4-D na presenga €
Estes dados demonstram que a luz pode auséncia de cinetina.

afetar o crescimento. Segundo GALSTON & DAVIES
(1969) a luz aumenta a permeabilidade das membra-

nas, controlando desta forma, a quantidade de hormo- Na presenca de cinetina, a maior massa dos
nio presente no tecido, através da regulacao de seu calos ocorreu com a dose de 5,0mg/l de 2,4-D,_ ao
ransporte ou sua inativagdo. BIDWELL (1974) sugere contrario do observado quando nao se utilizou cinetina.
que a luz proporciona aumento da absorcido de Nesta condi¢dao, o maior valor foi obtido na QOge Qe
oxigénio e da utilizagédo de ATP, o que, provavelmente, 1,0mg/l, demonstrando assim que a cinetina dtmmu! a
ocasionaria decrescimo no contetdo de carboidratos desdiferenciacao das ceélulas, sendo negativa no In-

das células do calo. cremento da massa do calo. Isto de certa forma
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explicaria o fato de que, em todas as doses de 2,4-D,
sem cinetina, houve maior acimulo de massa do que
quando comparada com 0 uso deste regulador de
crescimento. Provavelmente a citocinina atuaria de
forma a diminuir o efeito da auxina na desdiferencia-
¢do dos tecidos.

Segundo HUANG et al. (1986), o efeito da
cinetina sobre a diferenciacio de calos pode ser bené-
fica ou inibitoria, dependendo do tipo e concentracao
das auxinas no meio de cultura. Conforme os autores,
a presenca de 1,0 a 2,0mg/l de cinetina adicionada ao
meio contendo 4mg/l de 2,4-D promoveu satisfatoria-
mente a indugao e a diferenciagio dos calos.

Entretanto, para PALNI et al. (1988), as cito-
cininas exodgenas demonstraram elevar o nivel de
auxinas nos tecidos, influenciando a sua sintese pOr
afetar a produgdo de enzimas que oxidam o AIA e
reduzir a formacdo de aminoacidos conjugados a ela.
O maior nivel de auxinas estimula o crescimento das
celulas pelo aumento de RNA e, consequentemente,

a sintese protéica, resultando o incremento da massa
do calo.

CONCLUSOES

- Na luz e no escuro, 0 aumento da dose do requlador
de crescimento ANA aumenta o acuimulo de massa
dos calos:

- No escuro, a presenca de cinetina, no meio contendo
ANA, aumenta a massa dos calos:

- Para 0 2,4-D, o maior acimulo da massa dos calos
0COfre nas menores doses, quando cultivados no
escuro. Em presenca de iuz, 0 aumento da dose Dro-
porciona maior acumulo de massa:

- A auséncia de cinetina no meio de cultura, contendo
2,4-D, proporciona maior crescimento dos calos.
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