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Meios de Cultivo In Vitro e
Transformacao Genética de
Arroz (Oryza sativa) Mediada
por Agrobacterium
tumefaciens

Roséangela Bevitori*

Resumo

Neste trabalho, objetivou-se testar meios de cultura de tecido para posterior utilizacao
na transformagéo do arroz mediada por Agrobacterium tumefaciens, que diferiram
guanto a composi¢cdo do meio de cultura e doses dos reguladores de crescimento. O
meio de induc&o que proporcionou a maior freqiiéncia de calos foi o meio MS
modificado por Xie et al. (1990). A freqiiéncia média de inducgao de calos foi de 89,6
e 95% para as cultivares Basmati 370 e Primavera, respectivamente. A freqliéncia
média de regeneracéo variou de 6,7 a 18,3% para a cultivar Primavera e 9,0 a 25%
para Basmati 370. Apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa entre os meios de
regeneracao utilizados, as maiores frequiéncias de regeneracéo de plantas foram
obtidas com o meio MS modificado contendo citoquinina e 4cido a-naftaleno acético.
Para aumentar a freqiiéncia de regeneracéo das plantulas, utilizou-se o meio de
regeneracdo MS modificado por Xie et al. (1990) suplementado com 15% de agua de
coco. A frequiéncia média de regeneracao neste meio foi 39%. Para a transformacéo
mediada por Agrobacterium tumefaciens utilizou-se o isolado LBA4404, contendo o
plasmideo pTOK233. A expresséo transiente de GUS foi otimizada pela aplica¢éo de
vacuo do substrato aos calos transformados com Agrobacterium e posterior incubagdo
a 37°C por uma hoite. Houve expressao de GUS em 67% dos calos.

Palavras-chave: regeneragdo de arroz, transgénico, cultura de tecido.

1 Engenheira Agronoma, Ph.D. em Biotecnologia, Embrapa Arroz e Feijdo. Rod. GO 462, Km 12, 75375-000
Santo Antdnio de Goias, GO. bevitori@cnpaf.embrapa.br



In Vitro Culture Media and
Agrobacterium tumefaciens-
Mediated Transformation of
Rice (Oryza sativa)

Abstract

The objective of this study was to test tissue culture medium to be used in
Agrobacterium tumefaciens -mediated transformation. Calli derived from cultivars
Primavera and Basmati 370 mature seeds were used as target tissue for
transformation. Three calli induction media and four regeneration media were
used which differed in composition and growth regulators doses. The MS media
modified by Xie et al. (1990) provided the highest calli frequency, 89,6% and
959% to Basmati 370 and Primavera, respectively. Although, no significant
differences were obtained, the highest number of regenerated green plants was
observed from calli induced on MS medium containing kinetin and a- naftaleno
acetic acid. The average ranged from 6.7-18.3% to Primavera and 9.0-25% to
Basmati 370. To improve regeneration, the MS medium modified by Xie et al.
(1990) was supplemented with 15% coconut water, which increased the
regeneration frequency to 39%. The Agrobacterium-mediated transformation
was carried out using the strain LBA4404, harboring the binary vector
pTOK233. The transient expression of GUS was optimized by applying vacuum
to deliver the substrate to the transformed calli. The GUS expression
corresponded to 67% of the calli.

Key words: rice regeneration, transgenic.
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Introducéo

As modernas ferramentas gendmicas, que incluem técnicas de engenharia
genética e mutagénese insercional para estudo da funcéo de genes, utilizam o
cultivo in vitro nos processos de transformacéo de plantas. Para que a
transformacao genética se torne capaz de gerar um produto final é preciso
otimizar as condi¢8es do cultivo in vitro para permitir a regeneragéo das plantas.
Consequentemente, a escolha do meio de cultivo apropriado é de fundamental
importancia para a producao de plantas transgénicas. No caso do arroz, existem
poucos gendtipos de origem tropical com caracteristicas desejaveis e protocolo
definido para a producéo de calos embriogénicos friaveis com alta capacidade de
regeneracéo de plantas in vitro.

O primeiro relato de regeneracéo de plantas de arroz por cultura de tecido data
de 1968 (Tamura, 1968). Desde entdo, varios trabalhos de pesquisa sobre
este assunto foram publicados visando o estabelecimento e otimizagéo de
meios de cultura para diferentes espécies de plantas. Em arroz, a capacidade de
regeneracdo depende do gendtipo e de sua interagdo com as condicdes de
cultivo (Al-khayri et al., 1996; Zhang & Hattori, 1996). Gendtipos do grupo
japonica s@o mais responsivos a formagéo de calos que os do grupo indica
(Chen et al., 1991) enquanto os deste ultimo grupo sdo mais faceis de
regenerar que os do grupo japonica (Lentini & Martinez, 1992). Araujo (1994)
avaliou 19 genotipos de arroz e observou grandes diferengas na indugéo de
calos e regeneracgéo das plantas. Ha, portanto, necessidade de selecionar novos
genotipos com estas caracteristicas. Além disso, a composi¢do dos meios de
cultura e, especialmente, o tipo, o balango e a dose dos reguladores de
crescimento deverdo ser adequados para cada gendétipo e condicdo em
particular.

Dentre os véarios métodos de transformacéo, o sistema mediado pela
Agrobacterium tumefaciens tem sido amplamente utilizado por varios autores
(Upadhyaya et al. (2000), Garg et al. (2002), Schinmann et al. (2003), Breitler
et al. (2004), em diversas espécies de plantas tais como arroz, milho, soja,
algodéo, tomate (Decleene & Delwy, 1976). Neste sistema, a bactéria tem a
habilidade de transferir uma parte de seu plasmideo, denominado Ti, para o
genoma das plantas. Este método de transformacéo tem sido eficiente porque
somente uma ou poucas copias do T-DNA bacterial contendo o transgene séo
integradas ao genoma do hospedeiro (Klee et al., 1987).



10

Meios de cultivo e transformagéo genética de arroz...

Para selecionar células geneticamente transformadas ou modificadas, o gene gus,
gue codifica a enzima beta-glucuronidase (GUS) tem sido amplamente utilizado
como um gene reporter em animais e plantas em diferentes sistemas de
transformac&o. Porém, a expressao gus é considerada apenas como uma evidéncia
da transformacéo, sendo necessério outras anélises para servir como prova
definitiva da integracdo do gene gus no genoma da planta (Potrykus, 1990). O
ensaio histoquimico, método qualitativo para identificagéo de plantas ou tecidos
transgénicos, baseia-se na clivagem do substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-
glucuronideo (X-Gluc). O produto desta reacdo, na presenca de oxigénio, forma
dimeros, resultando em um precipitado insoltavel na cor azul (Jefferson, 1987).

O objetivo desta pesquisa foi o de testar meios de inducéo de calos e de
regeneracdo de plantas verdes, descritos anteriormente para outras cultivares de
arroz, e utilizar os mais adequados nos estudos de transformacao mediada por
Agrobacterium tumefaciens.

Material e Métodos

Producédo de calos e regeneracédo de arroz

Foram produzidos calos a partir de sementes maduras de Basmati 370 (grupo indica)
e Primavera (grupo japonica). As sementes descascadas foram lavadas com 4gua
esterilizada contendo duas gotas de Tween, lavadas uma vez com alcool 70% e
posteriormente desinfetadas com 30% de uma solug&o comercial contendo 1% de
hipoclorito de s6dio (NaClO) por 20 minutos e lavadas trés vezes com agua destilada
estéril. As sementes das duas cultivares foram colocadas em placas de Petri, contendo
os meios de inducgéo de calos descritos na Tabela 1. O meio descrito por Xie et al.
(1990) é o MS (Murashige & Skoog) com modificagfes. O descrito por Chu et al.
(1975) é o meio N6 e o descrito por Garg et al. (2002) é o N6 modificado por este
autor. Posteriormente, as sementes foram mantidas no escuro, a uma temperatura de
27 °C com 16 horas de luz, onde permaneceram por um periodo de 15-21 dias.

A freqiiéncia de indug&o de calos para cada cultivar foi estimada de acordo com
a formula:

L N< de sementes com calos
Frequéncia de calos = x 100

N<© total de sementes
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Tabela 1. Meios de inducdo de calos provenientes de semente madura de arroz.

Garg et al. (2002) : macronutrientes MS 100 m/L; micronutrientes MS 50 mL/L; vitaminas 1 ml/L;
CaCl2 50 ml/L;2,4-D 3 mg/L; BAP (6-benzilaminopurina) 0,2 mg/L; caseina 300 mg/L; maltose 30 g/L;
agar 8 g/L; pH=5,8

Chu et al. (1975): macronutrientes N6 100 ml/L; micronutrientes N6 50 ml/L; vitaminas 1 ml/L;
KH2PO4 100 ml/L; MgSO 4 100 ml/L; ferro 25 ml/L; sucrose 30g/L; caseina 0,3 g/L, prolina 2,8 g/L;
2,4-D 2 mg/L; 8 g/L agar; pH=5,7

Xie et al. (1990): macronutrientes MS 100 ml/L; micronutrientes MS 50 ml/L; vitaminas 1 ml/L;

cinetina 1 ml/L; sucrose 50 g/L; 8 g/L agar; pH=5,7

Foram produzidos, também, calos a partir de paniculas imaturas de Basmati
370. Segundo a descri¢do de Araujo (1994), este estadio é obtido quando a
distancia entre a auricula da penultima folha e a base interna da folha
bandeira esta em torno de 1 cm. As paniculas imaturas (1-4 cm de
comprimento, com espiguetas de coloragdo branca e levemente amarela),
envolvidas pelas bainhas, foram coletadas de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo. As bainhas foram cortadas com auxilio de uma tesoura
esterilizada e colocadas em placas de Petri estéreis e, com a ajuda de duas
pingas também esterilizadas, fez-se um corte transversal e central para a
retirada das paniculas. Em cdmara de fluxo laminar, as paniculas imaturas
foram desinfetadas com 30% de uma solucdo comercial contendo 1% de
hipoclorito de sodio por 40 a 60 minutos.

O meio de cultura utilizado para a inducéo de calos das paniculas foi o meio MS,
modificado por Xie et al. (1990) e as sementes maduras e as paniculas imaturas
permaneceram neste meio durante 25-30 dias.

A freqliéncia de inducéo de calos foi estimada da seguinte maneira:

. i . N° de espiguetas (sementes) com calos
Frequiéncia de inducéo de calos = - x 100
N< de calos transferidos

Apos a formagao de calos embriogénicos provenientes de sementes maduras,
estes foram excisados e transferidos ascepticamente para placas de Petri

11
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contendo meios de regeneragéo descritos na Tabela 2. Aldemita & Hodges
(1996), Rashid et al. (1996) e Toki (1997) utilizaram-se do meio de
regeneracdo MS, porém com diferentes modifica¢cdes. O mesmo procedimento foi
realizado nos calos derivados da paniculas imaturas porém o meio de
regeneracgédo foi o0 MS modificado por Xie et al. (1990).

Tabela 2. Meios de regeneracdo de plantas.

Aldemita & Hodges (1996): macronutrientes MS 100 mL/L; micronutrientes; MS 50 mL/L; citoquinina
2,5 mg/L; 0,1 mg/L 4cido acético -?- nafitaleno (AAN); 30 g/L sucrose; agar, pH="5,8

Toki (1997): macronutrientes MS 100 mL/L; micronutrientes MS 50 mL/L; vitaminas 1 mL/L; sorbitol
30g/L; caseina 2g; citoquinina; 2 mg/L; AAN 0,02 mg/L; agar; pH=5,7

Rashid et al. (1996): macronutrientes MS 100 mL/L; micronutrientes MS 50 mL/L; vitaminas 1 mL/L;
sorbitol 30g/L; sucrose 30g/L; benzilaminopurina 2 mg/L, AAN 1 mg/L, agar; pH=5,8

Ms mod. Xie et al. {1990): macronutrientes MS 100 mL/L; micronutrientes MS 50 mL/L; vitaminas

1 mL/L; sucrose 40 g/L; AAN 3 mg/L; citoquinina 8 mg/L; pH=6,5

A cada 15 dias fez-se repicagens para meios frescos, por trés vezes até a
obtencéo das plantulas verdes.

A frequiéncia de regeneracao de plantas foi calculada da seguinte maneira:

N° de plantulas obtidas
N<© de calos transferidos

Frequéncia de regeneracédo de plantas= x 100

De posse destes resultados, calos foram produzidos a partir de sementes
maduras de Primavera, conforme descrito anteriormente, para utilizagdo nos
estudos de transformacéo de arroz.

Cultura de Agrobacterium e producédo de células bacterianas

O isolado LBA4404, contendo o vetor binario pTOK233 (Figura 1), foi riscado no
meio sélido LB, contendo 50 mg/L de canamicina e higromicina, e incubado a 28°C
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por dois dias. Uma Unica coldnia foi transferida para 20 mL de LB, contendo os
mesmos antibioticos seletivos para incubacéo a 28°C e a 200 rpm por uma noite.
Posteriormente, 10 mL desta suspensao foi centrifugada por 10 minutos a 10.000
rpm, e ressuspendida com 10 mL de MS liquido contendo os mesmos antibiéticos
seletivos e, também, acetosiringona (200 uM). Esta suspenséo foi incubada por
duas horas a 28°C e a 200 npm. Depois de alcancar a Densidade 6tica=1 (600
nm), a cultura de Agrobacterium foi usada imediatamente para co-cultivo com os
calos.

HE HESe
B Sc E E
NPTH | TNOS —o—@—— | G&US
ORI AmpR L ORI cos
BR | BL
NOS TNOS Intron T358

Abreviagdes: BR: borda direita; BL: borda esquerda; NPTII: neomicina fosfotransferase;

GUS: 8-glucoronidase; HPT: higromicina fosfotransferase; NOS: promotor nopaline sintase; 35S: promotor
35S; TNOS: 37 sinal nopalina sintase; T35S: 3" sinal de nopalina sintase; ORI: origem de replicagdo de
ColE1; AmpR: gene de resisténcia a ampicilina ativo em Escherichia coli; B: BamHI; E: EcoRlI; H: Hindlll; S:
Sall; SC: Sacl; X: Xball.

Fig. 1. T-DNA regides de pTOK233.

Transformacéao

Os calos foram imersos na suspensao bacteriano por dez minutos, e,
posteriormente, colocados sobre papel filtro esterilizado para retirar o excesso de
bactéria e transferidos para o meio de inducéo de calos Xie et al. (1990),
suplementado com 200 pM de acetosiringona e 50 mg/L higromicina e incubados
por dois dias no escuro, a 26°C. Depois do periodo de co-cultivo, os calos foram
lavados com agua esterilizada contendo 500 mg de acido clavulanico e
transferidos para o meio de selecao contendo 50 mg/L higromicina e 500 mg/L de
acido clavulanico e cultivados por trés semanas no escuro a 28°C.

Ensaio de atividade GUS

A expressdo de GUS em calos de arroz foi realizada conforme Jefferson (1987).
Os calos foram imersos em solugéo de X-Gluc contendo 50 M de tampéo
fosfato, 1 mg/mL X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-glucuronideo), 0,5% Triton
X-100 e 20% metanol. Os calos imersos nesta mistura foram incubados por uma
hora a 37°C, quando foram lavados e imersos em &lcool 70% para visualiza¢&o.
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Posteriormente, os calos foram transferidos para um tubo contendo etanol 100%
e a cor azul foi avaliada visualmente. Calos sem nenhum ponto azul detectavel
foram contados como GUS-negativo, ou como GUS-positivo, se qualquer ponto,
faixa ou trago azul estivesse presente no calo.

Em outro experimento, para aumentar a expressdo de GUS, a solucdo X-Gluc foi
aplicada a vacuo aos calos por alguns minutos e os calos imersos nesta mistura
foram incubados a 37°C. Os procedimentos de lavagem e visualizagéo dos calos
foram os mesmos citados anteriormente.

Para otimizar a regeneragéo de plantas a partir de calos provenientes de sementes
maduras da cultivar Primavera, utilizou-se, também, o meio de regeneracdo MS
modificado por Xie et al. (1990) suplementado com 15% de agua de coco, que
foi coada em papel filtro por seis vezes para retirar todas as impurezas e
posteriormente autoclavada e guardada em aliquotas de 150 mL.

Andlise estatistica

Nos experimentos de inducéo de calos, o delineamento experimental utilizado foi
o0 inteiramente casualizado, com quatro repeticfes e trés tratamentos, constituido
dos meios dos cultivo MS, modificado por Garg et al. (2002) e Xie et al.
(1990), e meio N6, conforme Chu et al. (1975).

Nos experimentos de regeneracéo de plantas, o delineamento foi também o
inteiramente casualizado, com trés repeti¢des e quatro tratamentos, constituido
dos meios de regeneracdo MS, modificados por Xie et al. (1990), Aldemita &
Hodges (1996), Rashid et al. (1996) e Toki (1997).

Os dados foram submetidos & ANOVA e para comparagdo entre as médias das
frequiéncias utilizou-se o teste t, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Producédo de calos e regeneracédo de arroz

Utilizaram-se 200 sementes, distribuidas em 20 placas de Petri com dez
sementes cada. O inicio da formacao dos calos nas sementes maduras, sobre 0s
meios de indugdo de calos, variou de 7 a 12 dias, ap0s iniciado o cultivo in
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vitro, dependendo do meio. A iniciagcao dos calos se deu aos 7 dias, quando se
utilizou o meio MS modificado por Garg et al. (2002), enguanto nos outros
meios, 0s calos iniciaram aos 12 dias. P6de-se observar que os calos cultivados
nesse meio eram maiores que os formados nos outros meios de cultura,
entretanto, a frequiéncia de inducé@o neste meio MS modificado por Garg et al.
(2002) foi menor que aqueles provenientes dos demais meios (Tabela 3). A
formacéo de calos variou de 7-21 dias. A proliferacdo de calos ocorreu na ultima
semana de cultivo. O tamanho dos calos variou de 0,4-0,8 cm, para todos os
meios de inducdo usados. A frequiéncia média de inducéo de calos variou de
57,1 a 100% para a cultivar Basmati 370, nos diferentes meios de indugéo
(Tabela 3). No meio de indugdo MS modificado por Garg et al. (2002), a
freqiiéncia média de inducéo de calos da cultivar Primavera, foi de apenas
62,7%, menor do que a obtida pelo mesmo autor.

Tabela 3. Frequéncia média (FM) de inducdo de calos de duas cultivares de arroz,
obtidos a partir de sementes maduras, em trés meios de indugao*

Xie et al. (1990) 100,0 95,0 a
Chu et al. (1975) 98,7 a —
Garg et al. (2002) 57,8 b 62,7 b

1As porcentagens basearam-se no nimero total de sementes variando de 70-75.
*As médias seguidas da mesma letra ndo diferem significantemente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste t.

Utilizaram-se dez paniculas por placa de Petri contendo meio de inducéo. As
paniculas imaturas foram mantidas também no escuro e a temperatura de 26°C.
O inicio da formacéo dos calos variou de dez a 18 dias. Em trabalho realizado
por Araujo (1994) utilizando esta mesma cultivar, o inicio da formac&o de calos
se deu em seis dias. A proliferagdo de calos ocorreu entre a terceira e quarta
semana, coincidindo com os resultados do mesmo autor. Os calos formaram-se
inicialmente no pedicelo e depois nas ramificacdes secundérias e espiguetas das
paniculas, coincidindo também com os resultados de Araujo (1994). A
frequéncia média de inducgéo de calos foi de 89,6% e 95%, para as cultivares
Basmati 370 e Primavera, respectivamente (Tabela 4). Resultados semelhantes
obtidos com a cultivar Basmati 370 foram também obtidos por Araujo (1994).
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Tabela 4. Freqiiéncia média (FM) de inducdo de calos da cultivar Basmati 370, a
partir de paniculas maduras?.

Basmati-370 85,7 a
Primavera 95,0 b

1As porcentagens basearam-se no numero total de espiguetas variando de 52-80.
*As médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste t.

O inicio da formacé&o de raizes e da parte aérea das plantulas, nos diversos meios
de regeneracdo, variou de 6 a 15 dias, respectivamente. Muitos calos iniciaram o
processo, porém morreram antes de completar a regeneracgao.

As médias das freqiéncias de regeneracao de plantas foram obtidas a partir de
dez calos por gendtipo. A freqiiéncia média de regeneracéo variou de 6,7 a
18,3% para a cultivar Primavera e 9,0 a 25% para Basmati 370 (Tabela 5).
Apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre os meios de regeneracdo
utilizados, as maiores freqiiéncias de regeneracéo de plantas foram obtidas com
os meios MS modificados por Aldemita & Hodges (1996) e Toki (1997), para
as cultivares Primavera e Basmati 370, respectivamente. Este resultado é
considerado baixo e difere daquele encontrado por Araudjo (1994), cuja média de
regeneracgdo da cultivar Basmati 370 foi em torno de 32,84%. Isto pode ser
devido ao fato de que estas sementes estavam velhas.

Tabela 5. Frequéncia média (FM) de regeneracdo de plantas de duas cultivares de arroz.

Aldemita & Hodges (1996) 20,1 18,3
Rashid et al. (1996) 20,1 6,7
Toki (1997) 25,0 15,5
Ms modificado Araujo (1994) 9,0 14,0

*As médias ndo diferem significantemente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste t.

Os calos cultivados em meio MS suplementado com 15% de agua de coco exibiram
maior capacidade de regeneracdo que aqueles cultivados sem agua de coco. No
primeiro, os calos iniciaram a regeneracédo aos 13-15 dias cultivo, exibindo
pequenas raizes e algumas areas verdes (Figura 2A). Ao contrério, os calos em
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cultivo em meio MS sem a suplementagéo com agua de coco, ainda ndo
apresentavam radiculas e nem inicio de parte aérea aos 15 dias (Figura 2B). A
freqUéncia média de regeneracéo nos meios MS sem e com de coco foi de 10% e
39%, respectivamente. A dgua de coco é constituida por varios reguladores de
crescimento, tais como citoquinina, auxina, giberelina, dentre outros, e tem sido
utilizada em meios de cultura para aumentar o desenvolvimento do calos e em
regeneracéo de plantas tais como espinafre (Al-Khayri, 1991).

15 dias 15 dias
MS mod. + 15% &gua de céco MS mod. + 15% &gua de c6co

15 dias
MS mod.

Fig. 2. Calos de arroz em meio de regeneracdo suplementado com 15% de &gua de coco.

Transformacéao

O isolado LBA4404 é amplamente usado para transformagéo de arroz (Chan et al.,
1992; Hiei et al., 1994; Aldemita & Hodges, 1996; Dong et al., 1996; Uzé et al.,

17



18

Meios de cultivo e transformagéo genética de arroz...

1997; Khanna & Raina, 1999; Mohanty et al., 1999; Garg et al., 2002) como
também o vetor binario pTOK233 (Hiei et al., 1994; Aldemita & Hodges, 1996;
Dong et al., 1996; Uzé et al., 1997; Mohanty et al., 1999) pelo fato de ser efetivo
em estudos de expressdo transiente de GUS em arroz. Os meios utilizados na
transformacéo estéo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Meios usados para transformacé@o de arroz, cultivar Primavera.

Cultura de Agrobacterium LB*, 50 mg/L higromicina; 50 mg/L canamicina, agar
LB, 50 mg/L higromicina; 50 mg/L canamicina.

Pré-in6culo de bactéria MS sais, 200 nmM acetosiringona

Suspensdo de Agrobacterium Meio MS modificado por Xie et al. (1990), 200 M

Co-cultivo acetosiringona

Meio de selecéo Meio MS modificado por Xie et al. (1990), 50 g/L

higromicina, 500 mg/L &cido clavulanico

*Luria-Bertani

Ensaio de atividade GUS

Atividade de GUS foi observada em quatro calos, representando 19% de expressdo
GUS. O regulador de crescimento 2,4-D é comumente usado em cultivo in vitro para
suprimir o desenvolvimento morfoldgico e induzir a formacéo de calos em
monocotiledéneas (Hodges et al., 1990). De acordo com resultados de Li et al.
(1992), este regulador de crescimento tem dois importantes efeitos sobre a expresséo
transiente em calos de arroz. Primeiro, se as sementes estiverem presentes no meio de
indugéo de calos contendo 2,4-D, a supresséo transiente de GUS é reduzida. Para a
cultivar IR54, estudada por este autor, 0,5 mg/L de 2,4-D n&o inibiu muito a
expressdo de GUS mas a incluséo de 2 mg/L de 2,4-D no meio a reduziu
substancialmente. Esta concentracéo foi a utilizada no meio de inducgéo de calos no
presente estudo e pode ter contribuido para a baixa expressdo de GUS nos calos. O
segundo efeito do 2,4-D na expresséo transiente de GUS é que a adi¢do de 6 mg/L
deste regulador de crescimento no meio de co-cultivo aumenta a expresséo de GUS e,
de acordo com o0 mesmo autor, pode melhorar a probabilidade de se obter calos
transformados com alta freqiiéncia. Outro fator que influencia a expressao transiente
de GUS é o grupo a que pertence a cultivar. Li et al. (1992) relatam que a expresséo
de GUS é maior nas cultivares do grupo indica. A freqiiéncia de expressdo em
cultivares do grupo japonica foi metade a um ter¢co menor que das cultivares indica.
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Com base nestes resultados, a otimizagao da expressao transiente de GUS em calos
de arroz, mediada por Agrobacterium foi efetuada pela aplicagdo de vacuo do
substrato aos calos transformados e posterior, inoculagéo a 37°C por uma noite.
A atividade de GUS foi entéo observada em dez calos, representando 67% de
expressdo GUS.

A Figura 3 representa o processo de inducéo, regeneracéo e transformacéo dos calos.

TRANSFORMACAO DO ARROZ MEDIDA POR
Agrobacterium tumefaciens

2. Plaqueamento
dos grdos no meio
de cultura

1. Sementes
maduras de arroz

o

5. Calos no
meio de
regeneracéo

3. Graos no meio
de inducéo

4. Detalhe do
calo no gréo

expressando
atividade GUS

6. Pléntulas no
meio de
regeneracdo

Fig. 3. Transformacédo e regeneracdo de calos de arroz induzidos & partir de semente madura.
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Conclusoes

1- O protocolo para transformag&o de arroz mediada por A. tumefaciens foi
estabelecido para a cultivar Primavera;

2- O meio de indugdo que mais proporcionou calos foi o meio MS modificado
por Xie et al. (1990).

3-  Os meios MS modificados por Aldemita & Hodges (1996) e por Toki
(1997) foram os que proporcionaram maior frequéncia de regeneracdo de
plantas das cultivares Primavera e Basmati 370, respectivamente.
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