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RESUMO

A criopreservagdo é uma técnica que mantém germoplasma por longo prazo. Objetivou-se verificar o efeito da
criopreservacdo em nitrogénio liquido na regeneracao de calos de arroz induzidos a partir de sementes maduras e avaliar o
uso do glicerol como agente crioprotetor. Sementes de arroz BRS-7 TAIM, foram descascadas e desinfestadas, distribuidas
em frascos contendo meio MS 2,5 mg dm—=3de 2,4 D para inducao de calos e mantidos a temperatura de +25 °C no escuro. Apos
doze dias os calos foram criopreservados em nitrogénio liquido por uma hora, descongelados a 37° C e inoculados no meio
de cultivo para proliferagdo. Utilizou-se cinglienta calos por tratamento: Testemunha, Testemunha criopreservada, Glicerol
500 g dm e Glicerol 500 g dm-2 criopreservado. A avaliacao foi realizada aos trinta dias observando-se o tamanho e coloragéo
dos calos. Transferiu-se o material para meio de regeneragdo MS 10 mg dm-2 sacarose, 0,5 mg dm—=de ANA e 2,0 mg dm-3de
BAP e incubou-se em fotoperiodo de 16 h. Avaliou-se a regeneragdo aos trinta e quarenta e cinco dias de incubacgéo, os
parametros foram: crescimento dos calos, nimero de gemas/calo, nimero de calos com broto e nimero de brotos/calo. Na
proliferagdo os calos da Testemunha criopreservado oxidaram, porém, na regeneragao, aos trinta dias, apresentaram maior
tamanho e niUmero de gemas, e aos quarenta e cinco dias maior nimero de brotos que os demais tratamentos. Conclui-se que
a criopreservagdo pode ser empregada em calos de sementes de arroz, ndo afetando sua capacidade regenerativa.
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ABSTRACT

Cryopreservation is a technique that allows maintaining long-term germoplasma using ultra-reduced temperature.
The objective of this study was to evaluate the regeneration seed’s callus of rice cryopreservated. Seeds of rice BRS-7
TAIM, were peeled and desinfested for establishment in vitro, distributed in flasks containing MS (Murashige & Skoog, 1962)
2,5 mg dm= of 2,4 D for induction of callus and maintained the temperature of 25 °C in the darkness. After twelve days the
calluses were cryopreservated in liquid nitrogen for one hour, thawed 37° C and put back in the middle of cultivation for
proliferation. It was used fifty callus by treatment: Test, Test cryopreservated, Glycerol 500 g dm= and Glycerol 500 g dm
cryopreservated. The evaluation of the proliferation was accomplished to the thirty days being observed the size and
coloration of the callus. The material was transferred for middle of regeneration MS 10 mg dm= sucrose, 0,5 mg dm of ANA
and 2,0 mg dm-of BAP and it was incubated in fotoperiodo of 16 h. The evaluation of the regeneration was accomplished to
the thirty and forty five days of incubation, the parameters were: growth of the callus, sprout and callus number, number of
callus with sprout and sprout/callus number. In the proliferation the callus of the treatment Test cryopreservated rusted,
however it was observed in the regeneration, to the thirty days, that the same ones presented such adult and number of
sprout, and to the forty five days adult number of sprouts than the other treatments. It is ended that the cryopreservation
technique can be used in callus of seeds of rice, not affecting the regenerative capacity.
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INTRODUCAO

A conservacgado in situ e ex situ do
germoplasma de racgas locais, cultivares domésticos
e parentes silvestres de espécies agrondmicas tem
sido proposta como medida de prevencéo a erosédo
genética (Bajaj, 1995). A diversidade contida em um
germoplasma ou induzida através de mutacdes
deve ser protegida de eventuais perdas para garantir
que a variabilidade possa ser utilizada na busca por
caracteristicas agronomicamente desejaveis (Vieira,
2000).

A criopreservacdo é uma técnica que
permite manter o germoplasma a longo prazo sob
temperatura ultra-reduzida (nitrogénio liquido a -196
°C ou na fase de vapor a -150 °C). Nessa
temperatura, a movimentacdo de moléculas é
drasticamente reduzida e ndo h& fase liquida na
célula (Vasco, 2003).

A conservacao do material biolégico é
assegurada na criopreservacao, pois nessas
temperaturas muito baixas o metabolismo celular
fica tdo reduzido que a deterioragdo biolégica é
minimizada. Os riscos de perda do material biolégico
Sao menores e 0s custos mais baixos em relacéo a
conservacgao in vitro (Santos, 2000).

A utilizacéo de sementes maduras de arroz
tem se mostrado eficiente para inducdo de calos e
suspensdes celulares e posterior regeneracdo de
plantas férteis em iniUmeros genétipos (Dode, 1999).

A maior parte dos sistemas experimentais
utilizados para a criopreservagdo, como calos,
contém altos teores de agua intracelular a qual pode
congelar-se e formar cristais de gelo o que pode
causar rupturas nas membranas e destruicdo das
células (Santos, 2000).

Inducéo in vitro de variabilidade em cereais
tem produzido um grande ndmero de somaclones,
hibridos somaticos e variantes de interesse
agrondmico. O armazenamento por longo tempo e
de forma estavel destes variantes genéticos requer
eficiente e confiavel método de conservacao
(Moukadiri et al., 1999).

A inducdo de variabilidade através de
agentes mutagénicos ou cultivo in vitro,
potencialmente pode gerar um grande numero de
eventos (um para cada material submetido ao
agente mutagénico), tornando-se uma das
limitacdes desta técnica para a avaliacdo e
manutencdo destes materiais sem perda de
variabilidade (Moukadiri et al., 1999; Olivares-Fuster
et al., 2000).

A conservagdo destes variantes genéticos
de maneira estavel e por um longo periodo através
da criopreservacdo requer o desenvolvimento ou
ajuste de metodologias de criopreservacao
diferenciadas para cada espécie. Essa técnica
progrediu muito nos ultimos dez anos e protocolos
ja foram desenvolvidos para varias espécies de
plantas (Santos, 2000).

O uso de agentes crioprotetores tem sido
testado em diferentes plantas, a utilizacdo de
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solugcBes concentradas de crioprotetores como o
glicerol causa a desidratacéo do tecido diminuindo
a agua livre existente na célula (Santos, 2001).

Em cereais diferentes artigos tem relatado
0 uso de criopreservacao para calos e suspensées
celulares utilizando uma mistura de crioprotetores
e congelamento lento. Isto requer uma prévia
otimizag&o destes fatores e do processo de cultivo
pds congelamento para cada tipo de explante e
genotipo (Granapragasam & Vasil, 1992; Bajaj,
1995).

Este estudo teve como objetivo verificar o
efeito da criopreservagdo em nitrogénio liquido na
regeneracgdo destes calos e avaliar o uso do glicerol
como agente crioprotetor para calos de arroz
induzidos a partir de sementes maduras.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Biologia Celular, do Departamento de Zoologia e
Genética, Instituto de Biologia — UFPel, utilizando
sementes de arroz cv. BRS-7 TAIM cedidas pela
EMBRAPA- CPACT, Pelotas, RS.

Sementes de arroz da cultivar BRS-7 TAIM,
foram descascadas manualmente e submetidas a
desinfestagdo com etanol 700 cm® dm por 2 min
sob agitacdo e solucdo comercial de hipoclorito de
sédio (2,5%) a 500 cm® dm por 20 min, também
sob agitacéo, apds as sementes foram lavadas trés
vezes com agua destilada esterilizada para o
estabelecimento in vitro. As sementes foram
distribuidas em frascos contendo MS (Murashige &
Skoog, 1962) com 2,5 mg dm=de 2,4 D para a
inducdo de calos e mantidas a temperatura de
25+1 °C no escuro. Apds doze dias os calos
excisados foram submetidos a criopreservagdo em
nitrogénio liquido, onde permaneceram imersos
durante uma hora, terminado o tempo de
criopreservacdo os calos foram retirados do
nitrogénio liquido e descongelados em banho maria
a 37 °C. Utilizou-se cinqlienta calos por tratamento:
Testemunha (constituida por calos nédo tratados e
ndo criopreservados) - T, Testemunha
criopreservada (calos ndo tratados e
criopreservados) - TC, Glicerol 500 g dm= (calos
mergulhados em Glicerol e ndo criopreservados) -
G e Glicerol 500 g dm™ criopreservado (calos
mergulhados em Glicerol e criopreservados) - GC.
Os calos foram lavados em agua destilada e
esterilizada e distribuidos em frascos contendo meio
de cultivo MS suplementado com 2,5 mg dm=de
2,4 D para proliferacdo e mantidos no escuro sob
temperatura de 25+1 °C em sala de crescimento. A
avaliac@o da proliferacé@o foi realizada aos 30 dias
observando-se o tamanho e coloracdo dos calos.
Transferiu-se o material para meio de regeneracao
MS contendo 10 mg dm= de sacarose, 0,5 mg dm
de ANA e 2,0 mg dm=de BAP e ap6s o material foi
incubado em camara de crescimento a temperatura
de 25%1 °C, intensidade de fluxo luminoso de 28
mmol m2s*m->. efotoperiodo de 16 h. As avaliacbes
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foram realizadas aos 30 e 45 dias de incubagdo. Os
parametros observados foram: numero de calos
regenerantes, tamanho dos calos, nimero de
gemas por calo, nimero de calos com broto e
numero de brotos por calo.

Foram analisadas trés repeti¢es, sendo
avaliado em cada repeticdo composta por um frasco
contendo cinco sementes uniformemente
distribuidas, totalizando 15 sementes por tratamento.
O delineamento experimental utilizado foi
completamente casualizado As médias obtidas
todas variaveis, com excecédo de tamanho dos calos,
foram comparadas através do teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fase de proliferacdo observou-se maior
oxidacdo nos calos do tratamento sem glicerol e
criopreservado, nos demais tratamentos os calos
apresentaram coloragéo parda e tamanho pequeno,
como a quantidade de calos foi pequena, ndo séo
apresentados os dados, apenas justificando o
motivo provavel de sua ocorréncia. Observou-se que
na avaliacdo da regeneracgéo, aos 30 dias (Tabela
1) os mesmos apresentaram maior tamanho,
regeneragdo e numero de gemas, e aos 45 dias
maior niumero de brotos que os demais tratamentos
(Tabela 2).

TABELA 1 — Regeneracgédo de calos de arroz aos 30 dias, apés submissdo a quatro diferentes tratamentos.

[o]
Tratamentos*  N° de calos Tamanho de calos Calos re%enerantes N
(%) gemas/calo
T 60 Pequenos Oc 0Ob
TC 52 Pequenos e oxidados ou grandes e 08a 22a
amarelados

G 56 Pequenos 0,035b 2a
GC 50 Pequenos Oc Ob
CV (%) 29,35 16,22

* T - Testemunha; TC - Testemunha criopreservada; G - Glicerol 500 g dm™®; GC - Glicerol 500 g dm™ criopreservado. Médias
seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

TABELA 2 — Regeneracgédo de calos de arroz aos 45 dias, apés submissdo a quatro diferentes tratamentos.

Calos regenerantes

Tratamentos* (%) N° de gemas/calo N° de calos c/ broto N° de brotos/ calo
T Oc Ob Ob Ob
TC 0,8a 28a 4a 2a
G 0,035b 2a Ob Oc
GC Oc Ob Ob Oc
CV (%) 15,12 10,22

* Testemunha- T, Testemunha criopreservada- TC, Glicerol 500 g dm™® - G e Glicerol 500 g dm™ criopreservado- GC. Médias
seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

O tratamento Testemunha criopreservado
(sem glicerol) mostrou a maior regeneracao, o que
pode ser uma resposta a situagdo de estresse ao
qual foi submetido. Withers (1979) identificou varios
aspectos da fase de descongelamento que podem
influenciar a recuperagédo das células, incluindo a
lavagem e a composicao do meio de cultivo. Embora
a lavagem das células depois do descongelamento
remova crioprotetores potencialmente téxicos, pode
causar efeito adverso na viabilidade das
suspensdes celulares.

Os calos de arroz induzidos a partir de
sementes maduras sdo compostos por conjunto de
células capazes de responder rapidamente ao
estimulo do 2,4 D, formando massas de diferentes
graus de compactacéo e friabilidade.

Em alguns calos nos tratamentos com
Glicerol apresentaram oxidacdo, que pode estar
relacionada a resposta das células externas do calo
ao crioprotetor que, contudo, ndo atinge o centro da
massa em desenvolvimento.

Neste estudo evidenciou-se que nédo é
necessario o uso de crioprotetores para
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criopreservacdo de calos de arroz, fato observado
também por Lynch et al. (1994) que detiveram 20 a
40% de sobrevivéncia e crescimento dos calos
criopreservados sem o uso de crioprotetores. Os
crioprotetores podem ser téxicos ou podem causar
estresse osmotico levando a morte as células ou
modificando a sua resposta morfogenética em
cultura (Sakai, 1995), o que coincide com as
respostas observadas neste estudo. Os calos
criopreservados com o uso do glicerol como
crioprotetor ndo apresentaram resultados
satisfatorios.

Os calos apresentaram aspecto
esbranquicado, exceto aqueles congelados sem
glicerol, que apresentaram coloragcdo amarelada.
Lynch et al. (1994) cita que uma aparéncia muito
branca em células descongeladas de arroz cv. Taipei
305 é sintomatico de crio injuria, desplasmoélise e
estresse de oxidagdo. Também pode ser
considerada a perda de fatores condicionantes pela
célula, os quais sdo necessarios como suporte
inicial da diviséo celular (Bergmann, 1977).
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Lynch et al. (1994) relatam que a eficiéncia
da recuperacdo das células criopreservadas, apos
estabelecidos os paradmetros necessarios, pode
variar dentro de uma cultivar. O processo de
regeneracdo de plantas a partir de calos depende
do correto balango entre reguladores de crescimento
e a concentracdo endégena de fitohormonios.

CONCLUSOES

A criopreservacao de calos de arroz mantém
as células vivas, permitindo a posterior regeneragao
de plantas in vitro.

A criopreservagdo de calos de arroz pode
ser realizada sem o uso de crioprotetores.
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