A

\k 33 SEMANA
IN

TEGRADA

EFEITO DA 6-BENZILAMINOPURINA E HIGROMICINA B NA REGENERACAO
DE MESOCOTILOS DAS CULTIVARES DE ARROZ PUITA INTA CL E IRGA
426

JULIANA OLIVEIRA DE CARVALHO; FRANCINE RODRIGUES PEDRA?;
RAFAELA SILVA FORMOSO?; LUCIANA BICCA DODE?; LUCIANO DA SILVA

PINTO?3
lUniversidade Federal de Pelotas (IB-PPG-Fisiologia Vegetal) - ju.olic@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas (IB- Graduagédo em Biologia) - francinepedra@outlook.com.br
2Universidade Federal de Pelotas (CDTec-PPG Biotec/BioPro-Lab) - rafaelasformoso@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas (CDTec/Biotecnologia Vegetal-Lab) - lucianabicca@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas (CDTec/BioPro-Lab) - Is_pinto@hotmail.com

1. INTRODUCAO

Com o advento do melhoramento vegetal, a taxa de progresso genético das
variedades de arroz foi intensamente acelerada (BRESEGUELLO; COELHO,
2013) resultando em aumentos significativos no potencial de rendimento.
Entretanto, a produtividade de algumas cultivares ainda € limitada devido a baixa
resisténcia/tolerancia a estresses bidticos e abibticos. Para contornar essas
dificuldades, a associacdo de técnicas bioquimicas e cultura de tecidos in vitro
viabiliza a manipulagdo genética de plantas, possibilitando a producdo de novos
genadtipos resistentes (SILVA et al.,, 2004). Porém, para a aplicacdo dessas
tecnologias, é de fundamental importdncia o desenvolvimento de métodos
eficientes de regeneracédo de plantas (DANG; WEI, 2009).

A morfogénese, caracterizada pela emergéncia e formacédo de novos 6rgaos
é influenciada diretamente pelo gendtipo, pelo tipo e condicdes fisiologicas dos
explantes, assim como a relacdo entre reguladores de crescimento e explantes
(LIU; PIJUT, 2008). Explantes de arroz oriundos da regido basal e meristemética
de sementes recém germinadas sao os mais utilizados, pois a obtencdo dos
mesmos ndo depende do ciclo da planta. Segundo REY et al. (2009; 2010) a
utilizacdo do mesocotilo como explante do arroz apresenta algumas vantagens,
pois sua regeneragcao ocorre em curto intervalo de tempo, proporcionando uma
rapida obtencéo de plantas.

Entre os diferentes tipos de agentes de selecdo disponiveis para a
identificacdo de plantas potencialmente transformadas, encontra-se a higromicina
B, um antibiético de selecdo amplamente utilizado na cultura do arroz
(BOROVINSKAYA et al., 2008). As baixas concentragbes do antibiotico séo
capazes de eliminar completamente células e até mesmo explantes em condi¢des
in vitro, facilitando a identificacdo de explantes transformados geneticamente
(DEKEYSER et al., 1989; ZHUO et al., 2009).

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi estabelecer um protocolo de
regeneracdo direta de mesocotilos de arroz obtidos de sementes recém
germinadas e avaliar a sensibilidade do explante de arroz ao agente de sele¢céo
higromicina B.

2. METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos do
Departamento de Botanica, no Instituto de Biologia, vinculado ao Programa de
Pés-graduacdo em Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas.

Como materiais vegetais foram utilizadas as cultivares de arroz IRGA 426 e
Puitd INTA CL. As sementes destas cultivares foram desinfestadas com &alcool
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70%, durante 1 minuto, solucdo de hipoclorito de calcio 3% por 20 minutos,
seguido de trés lavagens em &gua destilada estéril. Apés a desinfestacao, as
sementes foram inoculadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) semi-
s6lido (7 g L) suplementado com 2 mg L de acido a-naftalenoacético (ANA) e
mantidas no escuro, a temperatura de 25° + 1 °C, por 4 dias. Apds a germinacao,
as plantulas foram seccionadas, isolando-se os mesocoétilos, utilizando-os como
explantes.

Para o experimento de regeneragao os explantes foram inoculados em meio
MS contendo inositol (100 mg L), agar (7 g L?), sacarose (30 g L?) e 6-
benzilaminopurina (BAP) (0, 2, 3, 4 e 5 mg L!). O pH dos meios foi ajustado para
5,8 e esterelizado. Posteriormente, os explantes foram transferidos para sala de
crescimento com temperatura de 25 + 1 °C, fotoperiodo de 16 horas e densidade
de fluxo de fétons de 42 pmol m2 s. Trinta e quarenta e cinco dias apés a
inoculagdo foram realizadas avaliagbes, sendo determinado o numero de
brotacdes por explante (NB) e numero de explantes oxidados (NBO) aos 45 dias
de cultivo.

Em seguida, montou-se o0 segundo experimento, no qual as brotacdes
sadias provindas do experimento de regeneracao foram passadas para meio MS,
suplementado com inositol (100 mg L), agar (7 g L), sacarose (30 g L) e
higromicina B (0, 10, 20, 30 e 40 mg L?). Os explantes foram mantidos nas
mesmas condi¢des citadas acima. ApOs quinze dias avaliou-se o numero médio
de brotacdes oxidadas (NBO) a fim de se observar o efeito das concentracdes de
higromicina B sobre as brotacoes.

Em ambos experimentos foi empregado o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 (cultivares) x 5 (doses de BAP ou higromicina
B) com trinta repeticbes. A analise dos dados foi realizada com o auxilio do
programa SISVAR (FERREIRA, 2011) e do software Excel ®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos (Tabela 1 e Figura 1) € possivel observar
que o acréscimo da concentracdo de BAP no meio de cultivo ocasionou um
aumento significativo na formacéo de brotacfes aos 30 e 45 dias, tanto na cultivar
IRGA 426 quanto na Puita INTA CL. O mesmo resultado foi constado nos estudos
realizados por REY et al. (2009) com as cultivares BRS Taim e Queréncia, onde a
concentracdo do regulador de crescimento que propiciou maior inducdo de
brotacGes também foi a de 5 mg L de BAP.

TABELA 1. Numero médio de brotacdes (NB) por explante de arroz aos 30 e 45
dias de cultivo e niumero médio de brotac6es oxidadas (NBO) por explantes
provindas do mesocoétilo aos 45 dias de cultivo das cultivares IRGA 426 e PUITA
INTA CL submetidas a diferentes concentracdes de BAP. Pelotas, 2017.

BAP NB aos 30 dias NB aos 45 dias NBO aos 45 dias
-1
(mg LY IRGA 426 Puitd INTA CL IRGA 426 Puitd INTA CL IRGA 426  Puitd INTA CL
0 0,50 Da* 0,46 Ea 1,70 Da 1,43 Ea 0,00 Ca 0,06 Da
2 2,63 Ca 2,16 Db 4,40 Ca 3,93 Da 0,10 Ca 0,40 CDa
3 4,06 Ba 3,10Cb 6,16 Ba 5,80 Ca 0,10 Cb 1,03 Ca
4 5,86 Aa 4,83 Bb 8,06 Aa 7,86 Ba 1,40 Bb 2,33 Ba
5 6,26 Aa 6,33 Aa 8,60 Ab 9,53 Aa 2,36 Ab 3,96 Aa

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras mailsculas
indicam a significancia das diferencas entre os tratamentos e letras minUsculas indicam a significancia das
diferencas entre as cultivares.
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O NB aos 30 dias nas doses de 2, 3 e 4mg L apresentaram diferencas
significativas entre as cultivares IRGA 426 e Puita INTA CL. Entretando, aos 45
dias os mesmos tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre as
cultivares, indicando uma plasticidade na regeneracédo dos mesocétilos, uma vez
que existem diferencas na capacidade morfogénica entre explantes e gendtipos
(DORNELES; PETERS, 1993).

Assim como o NB, verificou-se também um aumento no NBO conforme o
incremento das doses de BAP em ambas as cultivares, sendo a cultivar Puita
INTA CL a que apresentou maior NBO com 3, 4 e 5 mg L! de BAP (Tabela 1).
Segundo GRATTAPAGLIA; MACHADO (1998), a adicdo de reguladores de
crescimento, como o BAP, em meios nutritivos tem o objetivo principal de suprir
possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de hormdnios nos explantes.
Entretanto, este efeito s6 ocorre até determinada concentracdo, podendo gerar
um efeito toxico, levando a oxidacdo dos explantes e redugdo do alongamento
dos mesmos.

15,00
y PUITA INTA CL = 1,886x + 0,179 R2 = 0,9985

10.00 y IRGA 426 = 1,4557x + 1,7081 R? = 0,9848
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FIGURA 1. Numero medio de brotacdes (NB) por explante provindas do
mesocatilo das cultivares IRGA 426 e PUITA INTA CL em funcéo das diferentes
concentracfes de BAP. Pelotas, 2017.

Quanto aos resultados obtidos no experimento com diferentes
concentracdes de higromicina B, verificou-se que a 20 mg L de higromicina B
mais de 50% dos brotos das duas cultivares encontravam-se necrosados e que
conforme as doses do antibiético foram aumentadas a taxa de brotos necrosados
chegou a 90% e 93% nas cultivares IRGA 426 e Puita INTA CL, respectivamente.
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FIGURA 2. Taxa de porcentagem de brotos necrosados das das cultivares IRGA
426 e PUITA INTA CL em funcéo das diferentes concentracdes de higromicina B.
Pelotas, 2017.

4. CONCLUSOES

O BAP é eficiente na regeneracdo de brotacdes provindas do mesocoétilo
das cultivares IRGA 426 e Puita INTA CL, entretanto sua crescente concentracao
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induz a brotacGes oxidadas. A higromicina B pode ser utilizada como agente de
selecéo nas duas cultivares estudadas a partir da concentracédo de 20 mg L.
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