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EFEITO DA TEMPERATURA E LUMINOSIDADE NA REGENERACAO
IN VITRO DE PLANTAS DE TRIGO

TEMPERATURE AND LUMINOSITY EFFECT ON IN VITRO
WHEAT PLANT REGENERATION

Dinara ORTOLAN!
Adilson SCHUELTER?
lvan SCHUSTER?
Eliane VENDRUSCOLO*

RESUMO

Nas condigdes de cultivo dos calos, a luminosidade e temperatura podem influenciar a resposta embriogénica e a regeneragao
de plantas. Estes dois fatores ndo tém sido examinados minuciosamente na literatura e o seu estudo poderia contribuir para o
estabelecimento de protocolos mais eficientes. O genétipo CD104 foi avaliado sobre o estabelecimento de embriogénese somatica.
Foram usados como fonte de explante, embrides imaturos que foram cultivados em meio MS com dosagens decrescentes de 2,4-D
formando trés fases distintas: inducéo, manutengéo e regeneracéo. Cada fase teve duragéo de 21 dias. Seis diferentes combinagoes
entre temperaturas (4 °C e 25 °C) e luminosidade (fotoperiodo/escuro) foram aplicados na fase de indugéo. Nos tratamentos que
avaliaram o efeito da luminosidade, foram testadas duas condi¢des:1) Condi¢ao de fotoperiodo constante (16/8 horas luz/escuro) por
21 dias ; 2) escuro (10 dias) e posteriormente transferéncia dos calos para fotoperiodo de 16/8 horas em cdmara de cultivo (11 dias). Os
dados demonstram que os melhores resultados obtidos para capacidade de indugéo, capacidade embriogénica e regeneragao (100%
€ 95%; 58,5% e 54,7%; 37,8% e 30,7%, respectivamente) ocorreram com aplicagao da condi¢éo 4 °C + luz e 4 °C + escuro, evidenciando
que temperaturas baixas na indu¢éo podem favorecer a maior obtengéo de plantulas. O tratamento com temperaturas de 25°C e
fotoperiodo apresentou os menores valores para a indugao de calos (46%), capacidade embriogénica (23,9%) e regeneragao (23,9%),
mostrando que a presenca de luminosidade e temperaturas de 25 °C podem desfavorecer a embriogénese.

Palavras-chave: trigo; embriogénese somatica; luminosidade; temperatura; indugéo.

ABSTRACT

In vitro calli cultivation conditions, light and temperature can influence the embryogenic and plant regeneration response.
These two factors have not been studied in details in the literature, and its determination could contribute to the settlement of a more
efficient tissue culture protocol. Immature embryos of wheat genotype CD104 were used as source of explants. The embryos were
cultivated in MS medium with decreasing concentrations of 2,4-D forming three different phases: induction, maintenance and regeneration
for a period of 21 days each one. Six different treatments were applied and, these differed exclusively by the induction phase, with two
temperature conditions (4 °C and 25 °C) and two light conditions (photoperiod/darkness). Two different conditions of light were evaluated:
1) Constant photoperiod of 16/8 hrs (21 days) and 2) Completely darkness (10 days) and later transference of calli to light/photoperiod
(16/8 hrs) in cultivation chamber (11 days). The data showed that the best results obtained for induction capacity, embryogenic and
regeneration capacities (100% and 95%; 58,5% and 54,7%; 37,8% and 30,7%, respectively) were in 4 °C light and 4 °C darkness
conditions, revealing that low temperature applied at the induction phase had a positive effect on calli regeneration. The treatment
conditions of 25°C and light got the lowest values for calli induction (46%), embryogenic capacity (23,9%) and regeneration (23,9%),
what can be inferred as an unfavorable condition to embryogenic establishment.

Key-words: Wheat; somatic embryogenesis; luminosity; temperature; induction.
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INTRODUCAO

Paralelamente aos programas de
melhoramento do trigo ( Triticum aestivum L.), estudos
que visam ampliar a variabilidade genética e servir
de suporte para as biotecnologias mais modernas vém
sendo desenvolvidos e aplicados e, nestes, inclui-se
a cultura de tecidos e regeneracado de plantas
(REPELLIN et al., 2001).

Para o estabelecimento de um sistema de
regeneracéo de plantas em cereais diversos fatores
ja foram descritos na literatura: reguladores de
crescimento (MAES et al., 1996; PRZETAKIEWICZ
et al., 2003; SATYAVATHI et al., 2004); efeito do
genétipo (BHASKARAN e SMITH, 1990; HESS e
CARMAN, 1998); tipo de explante: (VIERTEL e HESS,
1996; REDWAY et al., 1990; MACCHI et al., 1998);
os meios de cultura (HARVEY et al., 1999; GONZALEZ
et al., 2001) e condigGes de cultivo (GRANDO et al.,
1993; TAMAS et al., 2004).

Nas condi¢bées de cultivo dos calos, a
luminosidade e temperatura podem influenciar a
resposta embriogénica e a regeneragdo de plantas
(THORPE, 1994; TAMAS et al., 2004). Embora a
temperatura tenha um maior efeito no crescimento e
desenvolvimento em ambos os tipos de crescimentos:
in vivo e in vitro, este fator ndo tem sido examinado
minuciosamente, pois a maioria dos trabalhos
descreve protocolos de regeneragdo com
temperaturas constantes de 20 a 30 °C (TAMAS et
al., 2004). A luz, outro fator determinante no
desenvolvimento vegetal, aparece descrita de modo
generalizado em relagédo as necessidades 6timas de
cada espécie para crescimento e diferenciagéo
(CAMPBELL et al., 1998; TAMAS et al., 2004). Porém,
diferentes espécies podem apresentar temperaturas
e condi¢gdes de luminosidade 6timas peculiares,
principalmente na fase de indugéo, crescimento e
regeneragdo de plantas (CHALUPA, 1987).

Uma maneira arbitraria de determinar a
necessidade de luz para a espécie é a observar a
natureza da cobertura in situ que envolvem o embriao
e adotar a incubagéo no escuro se a espessura dos
tecidos envolventes for suficiente para barrar a maior
parte da penetragao da luz incidente e usar a
incubacdo na luz, caso os tecidos envolventes sejam
translicidos (HU e FERREIRA, 1998a). Esta nédo é a
melhor estratégia, pois ndo exclui a possibilidade de
que a condigdo contraria possa resultar em melhor
crescimento e regeneracao de plantas. Usualmente,
nas camaras de cultivo a intensidade luminosa é de 3
a 5 W m?2 em algumas espécies como a llex,
intensidade baixas (2 W m2) pode inibir a
embriogénese (HU e FERREIRA,1998b). Para esta
espécie, o cultivo de cinco a sete dias iniciais no
escuro, com subsequente transferéncia para a luz,
mostrou ser eficiente para a obtencdo de mudas
semelhantes as obtidas in situ (FERREIRA et al.,
1995).

A maioria dos pesquisadores arbitrariamente
escolhe a temperatura de incubacéo de 25 °C, nao
importando o tipo de planta. Esta temperatura parece

possibilitar a embriogénese e a germinagéo, embora
nao seja necessariamente o&tima para o
desenvolvimento da espécie (HU e
FERREIRA,1998a).

Na cultura do trigo, a grande maioria dos
protocolos de embriogénese e regeneragao, a partir
de embrides imaturos, preconiza o cultivo dos
embrides no escuro de seis a dez dias, com
subsequiente passagem para periodo de fotoperiodo
(16 horas luz/8 horas escuro) em temperaturas
constantes de 25 °C (MILACH et al., 1991;
PELLEGRINESCHI et al., 2004; TAMAS et al., 2004).

O presente trabalho tem como objetivo testar
diferentes combinagdes de temperatura e
luminosidade na fase de indugao de calos e avaliar
os seus efeitos na regeneragao de plantulas de trigo.

METODOLOGIA

O gendétipo CD104 é proveniente do programa
de melhoramento da Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola Ltda (Coodetec). As plantas doadoras de trigo
foram crescidas em casa de vegetagdo, com
temperaturas diurnas e noturnas em torno de 25 +
2 °C e 18 = 2 °C, respectivamente. Os explantes
iniciais utilizados para os experimentos de
regeneragao foram embrides imaturos de sementes
coletadas em estédio leitoso com aproximadamente
14 - 16 dias ap6s a antese. As sementes foram
desinfetadas em solugao de hipoclorito de sédio a
2,5% por 20 a 30 min, seguidas por trés lavagens em
agua autoclavada. Apéds, as sementes foram imersas
em etanol a 70% (v/v) por 1 min e postas para secar
em papel filtro. Os embrides imaturos tiveram seus
coledptilos excisados e foram dispostos em meio de
indugao na placa.

Foi utilizado o meio de indugédo MS
(MUSHARIGE e SKOOG, 1962) com concentragao
de 2,0 mg L'"de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético),
0 meio de manutengéo com concentragéo de 1,0 mg
L' de 2,4-D, e para regeneragdo meio sem 2,4-D,
solidificado com 3,0 g L'* de Phytagel™. O meio foi
ajustado para pH 5,8 antes da esterilizagao.

Para avaliar o comportamento dos embrides
imaturos frente a diferentes condigdes de cultivo, seis
diferentes combinagbes de temperatura e
luminosidade foram aplicadas (Tabela 1).

Os seis tratamentos estabelecidos diferiram
exclusivamente pela fase de indugéo, sendo aplicados
duas condic¢des de temperatura (4 °C e 25 °C) e duas
condi¢oes de luminosidade (fotoperiodo/escuro). Nos
tratamentos que avaliaram o efeito da luminosidade,
foram testadas duas condigbes: 1) Condigao de
fotoperiodo constante (16/8 horas luz/escuro) por 21
dias (Tratamentos 1, 2 e 3) e 2) escuro (dez dias) e
posteriormente transferéncia dos calos para
fotoperiodo de 16/8 horas em camara de cultivo (11
dias) (Tratamentos 4, 5 e 6). A condicéo de fotoperiodo
(16/8 horas luz/escuro) foi provida por lampadas
fluorescentes com cerca de 3 W m2 (PAR) em camara
de cultivo. Para propiciar a condigao “escuro”, as
placas contendo os embrides foram envolvidos ou
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cobertos com papel aluminio para evitar a passagem
de luz por dez dias. Para a avaliagéo do efeito da
temperatura sobre o cultivo in vitro dos embrides
imaturos, uma BOD (estufa de crescimento

controlado, Tecnal-Brasil) foi usada. Esta foi regulada
para atingir e manter 4 °C constantes, checados
periodicamente com termémetro de mercdrio (dados
nao mostrados). A outra temperatura aplicada foi 25
°C obtida em camara de cultivo (Tabela 1).

TABELA 1— Diferentes combinagdes de temperatura e luminosidade aplicadas aos embrides imaturos de trigo (cv CD104) na fase de

indugéo de cultivo.
Tratamentos Temperaturas (dias) Condigao de Luminosidade (dias)
4°C 25°C Escuro Luz
1 21 - - 21
2 - 21 - 21
3 10 11 - 21
4 21 - 10 11
5 - 21 10 11
6 10 11 10 11

O genétipo CD 104 foi escolhido pelo fato de
apresentar em experimentos preliminares os maiores
valores percentuais para capacidade embriogénica
(37,5%) e regeneragao de plantulas (1,3 plantas/calo
embriogénico), obtidas em condigdes de 10 dias
escuro e 21 dias claro com temperaturas constantes
de 25°C (VENDRUSCOLO, 2005).

Dez embrides foram cultivados por placa Petri
(8,5 cm de didmetro), sendo utilizadas 10 placas para
cada tratamento. As demais etapas do cultivo dos
embrides (manutengao e regeneragao) ocorreram em
camara de cultivo, onde a temperatura permaneceu
constante em torno de 25 °C com fotoperiodo de 16/
8 horas (aproximadamente 3 W m=2). Todas as fases
tiveram duracéo de 21 dias. Na 12 Fase - inducédo
foram avaliados a quantidade de embrides que
formaram calos, em cada uma das condigdes de
cultivo. Na 22 Fase — manutengdo avaliaram-se os
calos que apresentaram pontuagdes verdes ou regides
embriogénicas. Na avaliagao final — regeneragao (63
dias), a quantidade de plantulas foi observada.

Os dados foram avaliados por meio da
estatistica descritiva onde a porcentagem de indugao
de calos foi obtida pela razéo entre o nimero de calos
induzidos, a partir de embriées imaturos para cada
genotipo, obtidos apoés 21 dias do resgate em meio de
inducdo. A capacidade de regeneragédo para cada
genotipo foi determinada pela razao do nimero de calos
embriogénicos que apresentam estruturas embriogénicas
ou pontos verdes (embridides) pelo nimero de calos
induzidos. As porcentagens de plantulas obtidas foram
obtidas pela razéo entre o nimero de pléntulas regeneradas
€ 0 numero de calos induzidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os explantes usados foram embriées imaturos
e a iniciagdo da formacgéao de calos foi observada a
partir de dez dias apés os embrides terem sido
dispostos no meio de cultura. Os calos embriogénicos
foram observados nos meios de manutencgéo a partir
do 21° dia de cultivo. As plantulas foram obtidas a
partir da transferéncia de calos embriogénicos sem

fragmentagao para o meio de regeneracao, avaliadas
apés 63 dias de cultivo.

Os dados obtidos indicam que a aplicagao de
temperatura de 4 °C na fase de indugéo proporcionou
os melhores resultados, independentemente da
condigao luminosa aplicada. Os tratamentos 4 °C luz
e 4 °C escuro foram os que originaram a maior
porcentagem de calos (100 e 95, respectivamente) e
de plantulas (31 e 23, respectivamente). O tratamento
6, com os embrides sendo dispostos no escuro, a 4 °C
e depois transferidos a 25 °C foi 0 que proporcionou a
menor porcentagem de calos induzidos e a menor
porcentagem de plantulas regeneradas (43 e 11,
respectivamente). Os resultados demonstram um efeito
positivo das temperaturas baixas (4 °C) sobre a inducéo
de calos e regeneragéo de plantulas neste cereal.

Os dados obtidos indicam diferencas na
inducao de calos e na capacidade embriogénica e de
regeneracgao entre os tratamentos (Tabela 2). As
porcentagens de indugdo de calos nos tratamentos
avaliados variaram de 43 a 100%; para a capacidade
de embriogénica, valores de 23,9 a 58,5% e para a
regeneragao valores entre 23,9 e 37,8% demonstrando
diferengas entre os seis tratamentos quanto a
habilidade de cultivo in vitro.

Os tratamentos com 4 °C luz e 4 °C escuro
(tratamentos 1 e 4, respectivamente) foram os que
apresentaram os maiores valores para indugao de
calos (100% e 95%) e os maiores valores para
capacidade de formagdes de calos embriogénicos
(58,5% e 54,7%, respectivamente) (Tabela 2).

Ainfluéncia da temperatura no desenvolvimento
embriogénico foi verificada nos tratamentos 1, 2,4 e 5
(Tabela 2). Nestes tratamentos, as temperaturas
avaliadas foram constantes (4 °C e 25 °C) com variagao
na luminosidade. Os dados demonstram que em
condi¢cdes de mesma temperatura (4 °C luz e 4 °C
escuro), os valores para capacidade de indugao (100%
e 95%), capacidade embriogénica (58,5% e 54,7%) e
capacidade regenerativa (37,8% e 30,7%) foram
superiores, evidenciando que as temperaturas baixas
nos primeiros dias de indugao podem favorecer a maior
obtencéo de plantulas no trigo.
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TABELA2— Porcentagens de indugéo de calos, capacidade embriogénica e regeneragédo de plantulas obtidos em diferentes condicdes

de cultivo do gendtipo CD104.

Tratamentos % inducéo de calos % pontos verdes % plantulas obtidas
4 °C luz 100 58,5 37,8
25 °C luz 46 23,9 23,9
4 — 25 °C luz 59 26,3 32,2
4 °C escuro 95 54,7 30,7
25 °C escuro 61 38,3 28,3
4 25 °C escuro 43 25 25,6

As possiveis explicagdes, para o efeito positivo
das baixas temperaturas na embriogénese e
regeneracao do trigo, seriam o fato de que estas
temperaturas modificariam metabolicamente os calos,
aumentando o conteldo de proteinas soluveis,
possibilitando o maior desenvolvimento embriogénico
(CLOUTIER, 1983; KARIMZADEH et al., 2000).

O tratamento 2 com temperaturas de 25 °C e
fotoperiodo aplicado constantemente durante a fase
de inducdo, apresentou os menores valores para
a inducao de calos (46%), capacidade
embriogénica (23,9%) e regeneragao (23,9%),
mostrando que a presenga de luz na fase indutiva
da regeneracao, combinada com temperaturas
mais elevadas (25 °C) podem desfavorecer a
embriogénese (Tabela 2).

Nos tratamentos com alteragdo de temperatura
e luminosidade (Tratamentos 3 e 6), os resultados
séo diferentes, porém, ndo muito contrastantes: para
a capacidade de indugao foram obtidos valores de
(59% e 43%), para capacidade embriogénica (26,3 e
25%) e para capacidade regenerativa (32,2 e 25,6%)
(Tabela 2).

Neste experimento, os melhores resultados
foram obtidos sob condigbes de 4 °C e luz na fase de
indugdo. Uma possivel explicagdo, para a influéncia
da presenga de intensidade luminosa na
embriogénese somatica, seria que, a concentragao
de luminosidade poderia produzir o maior acimulo
de fotossintetizados, gerando calos maiores e

maior nimero de embridides ou pontos verdes
(CAMPBELL et al., 1998).

Por outro lado, os altos valores obtidos
também, para o tratamento com 4 °C e escuro,
concordam com HE et al. (1986) no trigo. Os autores
observaram, que a presenca de luz durante a fase de
indugdo reduziu a inducédo de calos (59%) enquanto
que os embrides submetidos ao escuro originaram
mais calos (76%). Porém, a condigdo de escuro
atrasou a regeneragéo de plantas. Apds trés meses
de cultivo in vitro, 80% dos calos submetidos a luz
geraram plantulas enquanto que dos calos submetidos
ao escuro, somente 17% geraram plantulas.

CONCLUSOES

No estabelecimento de protocolo de
embriogénese e regeneragdo a partir de embrides
imaturos no gendétipo CD104, condigdes de
temperaturas baixas (4 °C) independente da condi¢ao
de luminosidade, apresentaram ter um efeito positivo,
melhorando a eficiéncia de regeneragdo de plantas.
Por outro lado, a presenca de luminosidade e
temperaturas de 25 °C, aplicados na fase de indugéo,
podem desfavorecer a embriogénese.
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