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Introducao

A producéao de calos embriogénicos com alta
capacidade de regeneracao é um pré-requisito
fundamental para a transformacao genética de
arroz, muito utilizada como ferramenta para estudo
de funcao de genes e incorporacao de variabilidade
genética nos programas de melhoramento dessa
cultura.

O potencial para a inducao de calos e a regeneracao
em plantas depende de certos fatores, tais como o
genotipo da planta, o tipo e o estado fisiolégico do
explante e também da composicdo dos meios de
cultivo. Entre esses fatores, a diferenca genotipica é
considerada a mais importante. Gendtipos de arroz
apresentam resposta especifica ao cultivo in vitro,
pois essa caracteristica é controlada por um grupo
de genes expressos durante o desenvolvimento do
embrido.

No processo de transgenia, o uso de gendtipos
de arroz elite que jd possuam caracteristicas
agrondmicas desejaveis é essencial para reduzir o
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numero de retrocruzamentos na recuperacao da
caracteristica inserida através da transformacao
genética. Consequentemente, o tempo para

o desenvolvimento da nova cultivar pode ser
reduzido.

A busca por novas cultivares brasileiras,
responsivas a inducao de calos e que apresentem
alta capacidade de regeneracao é de extrema
importancia para incorporar genes por transgenia,
com possibilidade de se utilizar comercialmente

a linhagem obtida, sem depender de
retrocruzamentos.

Os gendétipos BRS Primavera e BRS Bonanca sao as
cultivares brasileiras ja identificadas por possuirem
resposta a inducao de calos e de regeneracdao em
plantas (BEVITORI et al., 2014). Entretanto, essas
cultivares apresentam restricoes comerciais e
agron6micas, dependendo da regiao ou condicoes
onde sao produzidas. Portanto, é essencial
identificar novas cultivares elite de arroz que
possuam caracteristicas agrondmicas desejaveis e
possam ser utilizadas no cultivo /in vitro.
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Dessa forma, este estudo teve o objetivo de avaliar
cinco cultivares elite de arroz quanto ao potencial

de produzir calos e regenerar plantas: BRS Bonanca,
BRS Sertaneja, BRS Esmeralda, BRS Talento e BRS
CIRAD 302 (hibrido), que apresentam diferentes
caracteristicas quanto a ciclo, porte, produtividade,
dentre outras. A cultivar BRS Bonanca foi incluida no
estudo para servir de comparacao entre as cultivares
testadas por apresentar alta capacidade de resposta
a inducao de calos e regeneracao em plantas.

Material e Métodos

O protocolo basico do cultivo in vitro utilizado foi
aquele descrito por Bevitori (2013), que consiste

na utilizacdo de sementes maduras inoculadas

em meio N6 (CHU et al., 1975), modificado pela
suplementacdao com os aminoacidos asparagina e
arginina e pela substituicdo de sacarose por maltose
(BEVITORI, 2013). Resumidamente, as sementes
foram inoculadas em meio N6 modificado e mantidas
no escuro a temperatura de 27-28 °C. Apés 30
dias, os calos formados a partir dos calos primarios
originados das sementes (unidades embriogénicas
ou calos secundarios) foram transferidos para

meio adequado para proliferacdo por sete dias,

nas mesmas condicoes de luz e temperatura.
Quando atingiram o tamanho ideal, os calos foram
transferidos para o meio de pré-regeneracao por sete
dias e, em seguida, para o meio de regeneracao e
mantidos a temperatura de 27-28 °C e fotoperiodo
de 16 horas. Apds 30 dias, as plantulas foram

entao transferidas para meio de enraizamento. Uma

vez enraizadas, as plantulas foram aclimatadas e
transferidas para casa de vegetacao.

Resultados e Discussao

Os calos primérios das cultivares BRS Sertaneja,
BRS Esmeralda e BRS CIRAD 302 liberaram

para o meio as unidades embriogénicas (UEs).
Entretanto, como esperado, as UEs dos diferentes
genodtipos apresentaram morfologia variada, desde
aquosas, invaginadas, nao globulares, brancas

e hidricas (BEVITORI et al., 2014; NABORS

et al., 1983). Diferencas quanto a resposta a
inducao e proliferacao de calos embriogénicos
foram observadas em todos os genétipos. O

calo desejavel é o embriogénico, que apresenta

a formacao de pequenos embrides somaticos
capazes de regenerarem plantas completas, com
raiz e parte aérea. Entretanto, nenhum genétipo
de arroz é capaz de formar somente calos
embriogénicos (BEVITORI et al., 2014). Genétipos
com boa resposta a inducao apresentam maior
numero de calos embriogénicos que os demais
tipos de calos. O nimero, cor e tamanho dos
calos embriogénicos também sdo dependentes do
gendtipo e do meio de inducao utilizados, além da
qualidade das sementes.

Os calos de BRS Sertaneja, BRS Esmeralda e
BRS CIRAD 302 foram comparaveis aos de BRS
Bonanca (Figura 1), cujos calos sao fridveis, de
formato globular, e de cor amarelo-clara. Por
outro lado, os calos provenientes de BRS Talento
mostraram-se compactos. Esse tipo de calo nao
libera as UEs e pouco regenera. Esse mesmo
resultado foi obtido por Bevitori et al. (2014)
quando se utilizou a cultivar BRS Caiapé.

Figura 1. Calos primérios (A) e em regeneracéo (B) dos gendtipos (1) BRS Esmeralda, (2) BRS Bonanca, (3) BRS Talento, (4) BRS Serta-

neja e (5) BRS CIRAD 302.
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Quanto a percentagem de sementes que produziram
calos, o genétipo BRS Esmeralda obteve 89%

de calos, nao diferindo significativamente de

BRS Bonanca (91%), seguido de BRS Sertaneja
(70%), BRS CIRAD 302 (65%) e BRS Talento
(30%) (Tabela 1). As diferencas quanto ao nivel

de significancia entre as cultivares sob as mesmas
condicdes nutricionais indicam que a frequéncia

de calos é gendtipo-especifico. Utilizando outros
gendtipos, Agrawal et al. (2006) e Hoque et al.
(2007) também verificaram resultados semelhantes.

Para obtencao de calos embriogénicos é
imprescindivel a utilizacdo de sementes vigorosas

e livres de contaminacdes enddégenas. A qualidade
dos calos embriogénicos pode ser melhorada pela
otimizacao das dosagens dos componentes dos meios
de inducao, como a concentracao de fitormonios,
dentre outros, favorecendo assim o desenvolvimento
de potenciais morfogenéticos de cada genétipo
(BEVITORI et al., 2014). Um meio de cultivo
diferenciado, seja ele de inducao ou de regeneracao,
pode aumentar a quantidade de calos embriogénicos
de boa qualidade de BRS Sertaneja, com consequente
melhoria na obtencao de plantas regeneradas, pois a
interacao entre o gendtipo e as condicoes de cultivo
é também importante (VISARADA et al., 2002). Isso
foi confirmado nos experimentos de Bevitori (2013)

e Bevitori et al. (2014). Quando sementes de BRS
Bonanca foram inoculadas em meio N6 (CHU et al.,
1975), a percentagem de sementes que produziram
calos foi de 72%. Ao suplementar o meio N6 com
asparagina e arginina e maltose (em substituicdo a
sacarose), a percentagem obtida por esse genétipo foi
de 95%.

Tabela 1. Percentagem de calos derivados de sementes ma-
duras e de calos em regeneracao de cinco gendtipos de arroz.

Gendtipo % de calos* % de regeneracédo*
BRS Bonanca 91 a 86 a
BRS Esmeralda 89 a 79 a
BRS Sertaneja 70 b 55 b
BRS CIRAD 302 65 b 29 ¢c
BRS Talento 30 ¢ 20 ¢

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente no nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste t.

Apds cinco a dez dias, o processo de formacao da
parte aérea iniciou-se, sendo que BRS Bonanca foi

0 mais precoce, apresentando pontos verdes aos
sete dias. Os calos se tornam verdes devido ao
aumento da expressao de alguns genes relacionados
a fotossintese (CHE et al., 2006).

Com Tec - 224.indd 3

A capacidade de regeneracao dos gendtipos variou
de 20% a 86%, sendo que a do BRS Esmeralda
(79%) equiparou-se a do BRS Bonanca (86%), nao
havendo diferenca significativa entre ambos os
genétipos (Tabela 1). BRS Bonanca, BRS Esmeralda
e BRS Sertaneja exibiram as primeiras brotacées
mais precocemente do que os demais (Figura 1).

Constata-se com esses resultados que calos
embriogénicos sao considerados de boa qualidade
quando também apresentam alto potencial de
regeneracao em plantas (Tabela 1). Apesar de
nao ter diferido significativamente com relacao

a percentagem de regeneracdo de BRS Bonanca

e BRS Esmeralda, o gendtipo BRS Sertaneja
apresenta potencial para esta caracteristica,
devido ao fato de que a percentagem de plantas
regeneradas pode ser incrementada através

da utilizacao de um meio de regeneracao
diferenciado, com modificacdes em alguns de seus
componentes, pois a frequéncia de regeneracao
de plantas in vitro é dependente dos gendtipos
utilizados, bem como da sua interacao com as
condicdes de cultivo (OZAWA et al., 2003).

Conclusao

Com os resultados obtidos neste estudo, confirma-
se que BRS Bonanca é um genétipo que apresenta
alta capacidade de produzir calos embriogénicos e
de regenerar plantas. Comparado a esse genétipo,
conclui-se que BRS Esmeralda é responsivo a
inducao de calos e apresenta potencial elevado

de regeneracao, podendo ser recomendado em
estudos que visem o cultivo in vitro como uma
ferramenta de propagacao da planta em éareas
biotecnoldgicas.
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