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REGENERACAO DE PLANTAS DE TRIGO (Triticum aestivam 1..) DE LINHAS
ISOGENICAS DO GENOTIPO MARINGA COM GENES DE PORTE BAIXO (Rht, e Rht,)

PLANT REGENERATION OF ISOGENIC LINES OF THE MARINGA GENOTYPE OF WHEAT
(Triticum aestivum L.) WITH SHORT HEIGHT GENES (Rht, and Rht,)
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RESUMO

Existem variagoes entre gen6tipos de trigo quanto
a regeneragdo de plantas in vitro. Em trabalho precursor
com 0O genotipo Maringa obteve-se 100% de regeneragao de
plantas. Este trabalho visou investigar a capacidade de
regeneracao de plantas do Maringa e duas linhas 1sogénicas
com um ¢ dois genes de estatura reduzida (Rht, ¢ Rht,).
Foram utilizados embrides imaturos de Maringa, das linhas
1sogénicas e das F2’s dos cruzamentos entre estes genotipos,
que foram colocados em meio de cultura MS modificado
(MILACH et al., 1991) com sacarose, dgar ¢ doses
decrescentes de 2,4D conforme a etapa de cultivo (2mg/l;
0,5mg/l; 0,1mg/l ¢ sem 2,4D). Também foi1 avaliada a
possibilidade de supressio de um subcultivo, quando os
calos ndo passariam pelo meio com 0,1mg/l de 2,4D. As
analises estatisticas demonstraram que o0s gendtipos
diferiram quanto a regeneragdo de plantas, evidenciando a
influéncia do gene Rht, que reduziu o nGmero de plantas
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regeneradas por calo. A retirada do meio com 0,1mg/l de
2.4D ndo alterou a regeneragdo, podendo-se eliminar esta
etapa de cultivo. Os gendtipos responderam da mesma
forma nas diferentes seqiiéncias de subcultivo, nao havendo
interacdo entre estes dois caracteres.

Palavras-chave: trigo, genes Rht, linhas isogénicas, embrido
1maturo.

SUMMARY

Different genotypes show different responses for
in vitro plant regeneration. In previous work with the
Maringd genotype a result of 100% of in vitro plant
regeneration was obtained. The purpose of this study was to
investigate the capacity of plant regeneration ot Maringa
genotype and two of it’s isogenic lines with one and two
shorts heigth genes (Rht, and Rht,). Imature embryos from:
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(a) Maringa, (b) the 1sogenic lines and (c¢) the crosses
between these genotypes were placed on MS medium
(modifted by MILACH et al., 1991) with saccharose, agar
and decreasing doses of 2,4D (2mg/1; 0.5mg/1; 0.1mg/1 and
0.0mg/1) according to the stage of culture. The possibility of
suppressing one of the stages of culture, (which uses
0.1mg/l of 2.4D) was also evaluated. The statistic analisys
demonstrated that the different genotypes gave different
responses, therefore this indicates that the Rht genes had
influence on plant regeneration rates. The suppression of the
stage of culture which uses 0.1mg/1 of 2,4D did not have
any influence on regeneration, showing that this stage can
be eliminated. Different genotypes had the same responses
on the difterent culture medium sequences. The intercection
between genotype x medium was not significant.

Key words: wheat, isogenic lines, Rht genes, imature
embryos.

INTRODUCAO

A cultura de tecidos tem grande potencial para
auxiliar programas de melhoramento de cereais, mas isto s6
sera concretizado se for possivel regenerar plantas in vitro
em grande escala. Em trigo, a regeneragdo in vitro tem sido
obtida desde a década de 1970, mas nem todos os gendtipos
atingem a freqii€éncia de regeneracdo desejada (LANGE,
1991), tendo sido relatadas variagdes de 0 a 100% de rege-
neragdo (SEARS & DECKARD, 1982). O mesmo compor-
tamento for observado em variedades brasileiras de trigo
com a cultura de embrides imaturos, quando o gen6tipo
Maringé apresentou 100% de regeneragdo de plantas utili-
zando-se um protocolo padrio (MILACH et al., 1991). O
conhecimento das diferentes respostas em cultura in vitro
tem 1mportancia estratégica na viabilizacdo do melhoramen-
to da regeneragado de trigo (LANGE, 1991). Para a obtencio
das plantas regeneradas in vitro através de um protocolo
usual de regeneragdo de plantas de trigo sd3o necessarios
quatro subcultivos distintos com doses decrescentes de 2,4D
(Acido 2,4 diclorofenoxiacético) acrescentado ao meio de
cultura, o que resulta em um periodo de 120 dias para a
conclusao do processo.

Além dos genes Rht afetarem a estatura das plan-
tas tamb&ém causam uma insensibilidade ao 4cido giberélico,
que € fundamental para o desenvolvimento normal das plan-
tas, por 18s0 o teste de capacidade de regeneracdo de plantas

in vitro de linhas que contenham estes genes pode mostrar
S€ a sua presenga ateta esta capacidade.

MATHIAS & ATKINSON (1988) desenvolveram
trabalho com regeneragdo de plantas de trés gen6tipos e
suas linhas quase isogénicas para Rht 1, 2 ¢ 3, ¢ citaram
que houve efeito significativo do gene de porte baixo, mas
com dependéncia da variedade ja que houve interacdo varie-

dade X gene de porte baixo. A regeneracdo de trés linha-
gens com genes Rht da variedade Bersee foi inferior a da
linhagem original, mas para variedade Huntsman ocorreu o
oposto. Com a variedade April Bearded a regeneracdo da
linha com Rht, foi a maior de todas, seguida pela Rht;, pela
linha original e por Gltimo pela linha com Rht,.

A introducdo de genes redutores da estatura de
planta na maioria dos programas de melhoramento de trigo
permitiu grandes avangos quanto ao rendimento de gréos,
pela redugio de perdas por acamamento e pelo melhor apro-
veitamento dos ambientes favoraveis (VOGEL et al., 1956;
VOGEL et al., 1963; BRIGGLE & VOGEL, 1968,
BOROJEVIC, 1968; PLARRE, 1975; GALE &
YOUSSEFIAN, 1985). Por isto € de grande importancia
uma boa regenerac¢io de plantas de material de baixa estatu-
ra, para que os programas de melhoramento possam usufruir
dos beneficios da biotecnologia. Plantas com genes que lhes
conferem estatura reduzida sio também amplamente utiliza-
das no Brasil, em regides de solo sem aluminio toxico e de
alta fertilidade natural.

Este trabalho visou investigar se duas linhas 1so-
génicas ao gen6tipo Maring4, ou seja, com gendtipo idéntico
ao da cultivar mas com um e dois genes de estatura reduzi-
da (Rht, e Rth,) teriam capacidades de regenerag¢do de plan-
tas diferente do genoétipo original. Além disto fo1 testado se
a supressdo de uma etapa de cultivo, que usa 0,Img/l de
2,4D afetaria o nimero de plantas regeneradas por calo.
Esta supressdo representaria uma grande economia de recur-
sos, mio de obra e tempo no processo de regeneragdo de
plantas.

MATERIAL E METODOS

Os genétipos utilizados neste trabaltho foram:
Maringéa, IPF550243 (linha isogénica com Rht,), IPF550245
(linha 1sogénica com Rht, + Rht)), Maringd x IPF550243
(embrides F2), Maringd x IPF550245 (embrides F2) ¢
IPF550243 x IPF550245 (embrides F2). As linhas isogenicas
foram obtidas junto ao CNPTrigo/fEMBRAPA, obtidas do
CIMMYT (México), sendo linhas amplamente conhecidas
e utlizadas internacionalmente. A formacao destas linhas for
via diversos retrocruzamentos para o pai Mannga.

Embrides imaturos de trigo dos genétipos utiliza-
dos foram resgatados quando mediam aproximadamente
2mm ¢ colocados em meio de cultura de Murashige e Skoog
modificado (MILACH et al., 1991) acrescido de 3% de
sacarose, 0,8% de 4agar ¢ 2mg/l de 2,4D para indugao de
calos. Foram utilizados embriées F2 dos cruzamentos entre
0s pais para poder-se contar com a segregagdo dos caracte-
res regeneragio de plantas e efeito dos genes Rht. Permane-
ceram neste meio, no escuros € a 25°C (+-1) por 30 dias,
quando foram transferidos para 0 mesmo meio com altera-
¢do da dose de 2,4D, que passou a ser de 0,5mg/1. Os calos
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ficaram neste meio por mais 30 dias nas mesmas condi¢oes
ambientais anteriores. Apds este periodo os calos foram
partidos em duas partes de forma aleaténia, quando metade
foi transferida para o meio com 0,lmg/1 de 2,4D (seguindo
o protocolo normal) € a outra metade foi diretamente para
o mei1o sem 2,4D (suprimindo-se a terceira etapa de cultivo).
Esta fase (ap6s o corte dos calos) passou a ser sob luz con-
tinua (na mesma temperatura). Os calos que estavam em
mei1o com 0,1mg/l de 2,4D, ap6s 30 dias foram transferidos
para 0 mei1o 1sento do hormonio. Assim que as plantas rege-
neradas apresentassem um crescimento adequado (6 a 8cm)
eram retiradas dos vidros, separadas € contadas para avalia-
¢do do nimero de plantas por calo, sendo posteriormente
transferidas para a fase de aclimatacio.

Foi realizada a anilise de varidncia, com a trans-
formagdo v x+1, considerando meio e gen6tipo como efeitos

principais. Para comparar médias utilizou-se teste de Duncan
a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da variancia demonstrou gue apenas os
genétipos difeniram entre s1, evidenciando que toda a vana-
¢do existente fo1 devida aos gen6tipos, pois ndo houve dife-
renga entre as seqiiéncias de meios utilizados e a interagao
gendtipo X meio ndo foi significativa, ou seja, todos os
genotipos revelaram a mesma resposta frente a seqiiéncia de
mei10s. A regeneragao de plantas por calo apresentou a se-
guinte ordem (Tabela 1): o Maring4 regenerou mais plantas
por calo que os genbtipos com genes Rht, € Rht,+Rht,
(IPES50243 ¢ IPFS50245 respectivamente), € as progénics
F2 que tinham este gen6tipo como genitor tiveram resulta-
dos intermedidrios aos pais, revelando a possivel existéncia
de efeito aditivo. O cruzamento entre os dois gen6tipos com
Rht apresentou o menor namero de plantas regeneradas,
embora ndo tivesse diferido do pai com Rht,, indicando
dominéncia no sentido de reducdo da capacidade de regene-
ragdo de plantas, confirmando os dados anteriores obtidos
com estes gendtipos (MILACH et al,, 1991; MATHIAS &
ATKINSON, 1988).

Os resultados obtidos com a variedade Maringa
(Tabela 1) foram semelhantes aos obtidos com a variedade
Bersee no trabalho de MATHIAS & ATKINSON (1988),
demonstrando diferengas na resposta a regeneragdo de plan-
tas in vitro pela mtrodugdo dos genes de porte baixo Rht, e
Rht,+Rht,.

Qutra possibilidade seria que na formacdo das
linhas 1sogénicas foram transferidos outros genes além dos
de porte baixo, modificando a expressdo da regeneragio in
vitro nestas linhas, como foi observado por FEDERIZZI et

al. (1994) para outras caracteristicas nestes mesmos geno-
tipos derivados do Maringa.

Tabela 1. Média de plantas regeneradas por calo por gendtipo.

Gendtipo Média de plantas/calo
Maringé 5.724a*
Maringi x IPF550245 4506a b
Maringé x IPF550243 3.608 b C
IPF550245 (Rhtl1+2) 3.333 C
I[PF550243 (Rhtl) 2.657 C d

[PF550243 x IPF550245 2.062 d

* Médias ndo seguidas de mesma letra diferem significativamente a % p
lo teste de Duncan

Neste trabalho ndo foi possivel realizar teste para
regeneracdo de plantas in vitro da linha portadora apenas do
gene Rht,, mas seria interessante comparar seu desempenho
com o observado pelas linhas portadoras dos genes Rht, e
Rht,+Rht,.

A supressdo da etapa de cultivo que usa meio de
cultura com 0,1mg/l de 2,4D ndo alterou o nimero de plan-
tas regeneradas por calo, podendo-se eliminar esta etapa do
protocolo original, o que resulta em economia de recursos

e reducdo no tempo de regencragao usual, de 120 para 50
dias (Tabela 2). Em trabalhos anteriores (MILACH et al.,
1991 e LANGE, 1991) nunca foi levantada a possibilidade
desta alteracdio do protocolo de regeneragdo das plantas, que
foram regeneradas pelo protocolo usual. Desde a obtengao
dos resultados deste trabalho todas as plantas de trigo rege-
neradas no laborat6rio passam pelo novo protocolo desen-
volvido, em um processo mais agil € econdomico.

Tabcla 2. Média de plantas regeradas por calo com e sem passagem pela
etapa de subcultivo com 0,1mg/l de 2,4D.

Média de plantas
regeneradas por calo

Subcultivo

com passagem por
MS + 0,Img/l de 2,4D 3.862a*

sem passagem por
MS + 0,1mg/l de 2,4D 3.516a

* Médias nio seguidas de mesma letra diferem significativamente ao nivel
de 5% pelo teste de Duncan.
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CONCLUSOES

Os gen6tipos portadores dos genes Rht, e
Rht, +Rht, apresentam menor ntimero de plantas regeneradas
por calo. A supressdo de uma etapa de cultivo (com 0,1mg/1

de 2,4D) nido diminui o nGmero de plantas regeneradas in
vitro.
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