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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma das principais culturas alimentares do mundo,
desempenhando papel fundamental na seguranga alimentar global e constituindo a base da dieta
de bilhdes de pessoas. O desenvolvimento de protocolos eficientes de cultura de tecidos e
transformagao genética ¢ essencial para acelerar programas de melhoramento e a obtengao de
cultivares com caracteristicas agrondmicas superiores. Objetivou-se estudar a otimizagao de
protocolos in vitro em arroz (Oryza sativa L.), abrangendo desde etapas de assepsia de sementes
até respostas morfogénicas em cultura de tecidos e pardmetros de crescimento bacteriano de
Agrobacterium tumefaciens. No primeiro experimento, investigou-se o efeito de pré-
tratamentos fisicos (lavagem com agua corrente e detergente neutro), tempo de exposicao ao
hipoclorito de s6dio (NaClO) e secagem pos-assepsia sobre a contaminagao e a indugao de calos
em diferentes gendtipos. Os resultados indicaram que as etapas fisicas de lavagem e secagem
foram determinantes para a redugdao da contaminacdo, enquanto o aumento do tempo de
exposicdo ao agente quimico ndo teve efeito consistente. Entre os gendtipos avaliados, CMG
1590 e Nipponbare apresentaram melhor desempenho, com menor contaminagdo ¢ maior
estabilidade na calogénese. No segundo experimento, avaliou-se o crescimento in vitro das
cepas EHA105 e LBA4404, ndo sendo observadas diferencas significativas na densidade
bacteriana, indicando comportamento equivalente sob condi¢des controladas. Adicionalmente,
foi analisada a resposta de gendtipos de arroz a indugdo e regeneragdo de calos em meio N6
suplementado com diferentes concentragdes (0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; € 3,0 mg L") de 2,4-D. Os
resultados evidenciaram resposta concentracao-dependente, com maior eficiéncia entre 2,0 e
2,5 mg L', enquanto a auséncia do regulador inviabilizou a calogénese e concentragdes
elevadas (acima de 2.5 mg L") reduziram a resposta morfogénica. A analise estatistica
confirmou interagdo significativa entre genotipos e concentracdes de 2,4-D. Conclui-se que a
eficiéncia dos protocolos in vitro em arroz depende da integracdo entre etapas fisicas de
assepsia, ajustes hormonais adequados e selecdo genotipica, sendo esses fatores fundamentais
para o aprimoramento de sistemas de regeneracdo e futuras aplicacdes em melhoramento
genético.

Palavras-chave: calogénese; desinfestagdo de sementes; cultura de tecidos; reguladores de

crescimento; regeneracao vegetal.



ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is one of the world's most important food crops, playing a
fundamental role in global food security and serving as a staple food for billions of people. The
development of efficient tissue culture and genetic transformation protocols is essential to
accelerate breeding programs and the development of cultivars with superior agronomic traits.
This study aimed to optimize in vitro protocols for rice (Oryza sativa L.), encompassing seed
asepsis procedures, morphogenic responses in tissue culture, and bacterial growth parameters
of Agrobacterium tumefaciens. In the first experiment, the effects of physical pre-treatments
(washing with running water and neutral detergent), sodium hypochlorite (NaClO) exposure
time, and post-asepsis drying on contamination and callus induction were evaluated in different
rice genotypes. The results showed that the physical washing and drying steps were decisive in
reducing contamination, whereas increasing the exposure time to the chemical disinfectant had
no consistent effect. Among the evaluated genotypes, CMG 1590 and Nipponbare showed the
best performance, with lower contamination rates and greater stability in callogenesis. In the
second experiment, the in vitro growth of the Agrobacterium tumefaciens strains EHA105 and
LBA4404 was evaluated, and no significant differences in bacterial density were observed,
indicating equivalent performance under controlled conditions. Additionally, the response of
rice genotypes to callus induction and regeneration was evaluated on N6 medium supplemented
with different concentrations (0.0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, and 3.0 mg L") of 24-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). The results demonstrated a concentration-dependent
response, with the highest efficiency observed between 2.0 and 2.5 mg L™, whereas the absence
of the growth regulator prevented callus formation, and higher concentrations (above 2.5 mg
L") reduced the morphogenic response. Statistical analysis confirmed a significant interaction
between genotypes and 2,4-D concentrations. It is concluded that the efficiency of in vitro rice
protocols depends on the integration of physical asepsis procedures, appropriate hormonal
adjustments, and genotype selection, all of which are essential for improving regeneration
systems and supporting future applications in genetic improvement.

Keywords: callogenesis; seed disinfection; tissue culture; plant growth regulators; plant

regeneration.



INDICADORES DE IMPACTO

A presente pesquisa gerou impactos cientificos e tecnologicos ao otimizar etapas
fundamentais da cultura de tecidos e da transformacgdo genética de arroz (Oryza sativa L.),
contribuindo para o aprimoramento de protocolos relacionados a assepsia de sementes, indugao
de calos embriogénicos, infeccao por Agrobacterium tumefaciens e regeneragdo de plantas. Os
resultados obtidos possibilitam maior eficiéncia experimental, reducdo de perdas por
contaminagdo e aumento da reprodutibilidade dos procedimentos laboratoriais, constituindo
uma base metodolégica que podera ser empregue por universidades, institui¢des publicas de
pesquisa e programas de melhoramento genético vegetal. Embora os impactos economicos e
sociais sejam predominantemente potenciais, a disponibilizagdo de protocolos mais eficientes
tende a reduzir custos associados ao uso de reagentes, tempo de execucdo e repeticdo de
experimentos, favorecendo o desenvolvimento de pesquisas em biotecnologia vegetal. Em
médio e longo prazo, os conhecimentos produzidos poderdo contribuir para acelerar a obtengao
de cultivares geneticamente melhoradas, com maior produtividade, resisténcia a estresses
bioticos e abiodticos e adaptagdo as mudangas climaticas, beneficiando pesquisadores,
estudantes, instituigdes de pesquisa, empresas do setor agricola, produtores rurais e,
indiretamente, a sociedade por meio do fortalecimento da seguranca alimentar. A pesquisa
também contribuiu para a formagao de recursos humanos qualificados e para o fortalecimento
da infraestrutura cientifica na area de biotecnologia vegetal. Seus resultados apresentam
aderéncia as areas tematicas de Tecnologia e Produ¢do, Educacdo e Meio Ambiente da Politica
Nacional de Extensao e encontram-se alinhados aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
da Organiza¢do das Nagdes Unidas, especialmente ao ODS 2 (Fome Zero e Agricultura
Sustentavel), ao ODS 9 (Industria, Inovagao e Infraestrutura), ao ODS 12 (Consumo e Producao
Responsaveis) e ao ODS 13 (Acdo Contra a Mudanga Global do Clima), ao fornecer subsidios
cientificos para o desenvolvimento de tecnologias voltadas a agricultura sustentavel e a

inovagdao em melhoramento genético de plantas.



IMPACT INDICATORS

The present research generated scientific and technological impacts by optimizing key
stages of rice (Oryza sativa L.) tissue culture and genetic transformation, contributing to the
improvement of protocols related to seed disinfection, embryogenic callus induction,
Agrobacterium tumefaciens infection, and plant regeneration. The results obtained enable
greater experimental efficiency, reduced losses due to contamination, and enhanced
reproducibility of laboratory procedures, providing a methodological framework that can be
adopted by universities, public research institutions, and plant breeding programs. Although the
economic and social impacts are predominantly potential, the availability of more efficient
protocols is expected to reduce costs associated with reagent consumption, experimental time,
and the repetition of laboratory procedures, thereby supporting advances in plant biotechnology
research. In the medium and long term, the knowledge generated may contribute to accelerating
the development of genetically improved cultivars with enhanced productivity, greater
resistance to biotic and abiotic stresses, and improved adaptation to climate change, benefiting
researchers, students, research institutions, agricultural companies, farmers, and, indirectly,
society through strengthened food security. The research also contributed to the training of
highly qualified human resources and to the strengthening of scientific infrastructure in the field
of plant biotechnology. Its outcomes are aligned with the National Extension Policy thematic
areas of Technology and Production, Education, and Environment, and are consistent with the
United Nations Sustainable Development Goals (SDGs), particularly SDG 2 (Zero Hunger),
SDG 9 (Industry, Innovation and Infrastructure), SDG 12 (Responsible Consumption and
Production), and SDG 13 (Climate Action), by providing scientific support for the development

of technologies aimed at sustainable agriculture and innovation in plant genetic improvement.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das principais culturas alimentares do mundo, sendo
cultivado em diferentes continentes ¢ consumido por mais da metade da populagdo mundial
(USDA, 2023). Entretanto, sua produtividade ¢ frequentemente limitada por estresses abidticos,
especialmente o déficit hidrico, que compromete processos fisioldgicos essenciais, reduz o
crescimento vegetal e afeta a estabilidade produtiva, principalmente em sistemas de cultivo de
sequeiro (WICKBOLDT et al., 2019). Diante das mudangas climaticas, a identificagdo de
mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico e a selecdo de genotipos superiores tornaram-se
estratégias fundamentais para os programas de melhoramento genético do arroz melhoramento
(Guimaraes, 2017; Yang et al., 2024).

Embora o melhoramento genético convencional tenha contribuido significativamente
para a adaptacdo e produtividade da cultura, sua eficiéncia ¢ limitada pelo longo tempo
necessario para obten¢do de novas combinagdes genéticas, pela natureza quantitativa de muitos
caracteres de interesse e pela disponibilidade restrita de variabilidade genética. Nesse contexto,
ferramentas da biotecnologia vegetal, especialmente a cultura de tecidos e a transformacgao
genética, apresentam-se como estratégias complementares para ampliar a eficiéncia dos
programas de melhoramento.

A cultura de tecidos possibilita a regeneracao de plantas geneticamente uniformes, a
obtenc¢do de variantes somaclonais e o estabelecimento de sistemas eficientes para introdugao
de genes de interesse. Entre as metodologias disponiveis, a transforma¢do mediada por
Agrobacterium tumefaciens destaca-se pela capacidade de transferéncia do T-DNA para células
vegetais, utilizando explantes competentes, como calos embriogénicos derivados de sementes
imaturas ou maduras, para posterior regeneragdo de plantas geneticamente modificadas. Esses
sistemas constituem a base experimental para aplicagdes modernas, como a edi¢do génica via
CRISPR/Cas9, permitindo o desenvolvimento de materiais com caracteristicas agronomicas
desejaveis, incluindo maior tolerancia a estresses ambientais, resisténcia a doencas e melhoria
da qualidade nutricional (Niroula et al., 2005).

Entretanto, a eficiéncia da transformacao genética depende da otimizagdo de diversas
etapas anteriores ao processo de introduc¢ao do gene. A assepsia das sementes, utilizadas como

explantes, representa uma fase critica para o estabelecimento das culturas in vitro, uma vez que
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microrganismos associados aos materiais provenientes do campo podem comprometer a
germinacdo e favorecer contaminacgdes. A eficiéncia da desinfestacdo depende do equilibrio
entre concentracao e tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sodio, pois tratamentos excessivos
podem causar fitotoxicidade e reduzir a capacidade germinativa dos explantes (Sauer &
Burroughts, 1986; Singh et al., 2021).

Apobs o estabelecimento asséptico, segue a inducdo de calos, a transformagdo e a
posterior, a regeneracdo que constitui uma etapa determinante para a obten¢do de plantas in
vitro. Esse processo ¢ influenciado principalmente pela interagdo entre gendtipo € composi¢ao
do meio de cultura. O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é amplamente utilizado por
estimular a desdiferenciagdo celular e a formagdo de calos com potencial regenerativo.
Entretanto, sua eficiéncia depende da concentracdo aplicada e do gendtipo avaliado, tornando
necessaria a otimizagdo dos protocolos para diferentes materiais genéticos (Balcerowicz, 2024;
Carsono et al., 2021; Gao et al., 2024; Garcia et al., 2019; Pathania & Sandhu, 2021).

Além disso, a transformagdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens requer
a padronizagao das condigdes de infe¢ao e cocultivo. A densidade bacteriana inadequada pode
reduzir a eficiéncia de transferéncia do T-DNA ou provocar crescimento excessivo da bactéria
e necrose dos tecidos vegetais. Da mesma forma, diferentes cepas, como EHA105 e LBA4404,
apresentam respostas variaveis entre genotipos, influenciando diretamente a eficiéncia da
transformagado genética (Cheng et al., 1998; Majumder et al., 2021; Prias et al., 2022).

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo estabelecer e otimizar
protocolos relacionados as principais etapas necessarias para a transformagao genética mediada
por Agrobacterium tumefaciens em diferentes gendtipos de arroz, abrangendo a assepsia de
sementes, inducao de calos embriogénicos e condi¢des de infeccao bacteriana. A finalidade foi
gerar uma base metodologica eficiente para futuras aplicagdes de engenharia genética e
melhoramento molecular da cultura.

A escolha pelo formato de dissertagcdo organizada em artigos cientificos esta relacionada
a natureza progressiva e complementar da pesquisa desenvolvida. Cada etapa experimental
representa uma contribuigdo cientifica especifica dentro do processo de estabelecimento de um
sistema eficiente de transformagdo genética, permitindo que os resultados sejam apresentados
de forma mais objetiva, avaliados individualmente pela comunidade cientifica e potencialmente
disseminados por meio de publicagdes. Embora independentes, os artigos apresentam uma
relagdo sequencial, na qual a otimizagdo da assepsia e estabelecimento in vitro fornece suporte
para a inducdo de calos embriogénicos e, posteriormente, para a transformagdo genética

mediada por Agrobacterium tumefaciens.
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Assim, esta dissertacdo estd organizada em artigos complementares. O primeiro aborda
a otimizagdo das condic¢des de assepsia, estabelecimento inicial da cultura in vitro e investiga
condigdes associadas a transformacgdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens; o
segundo avalia fatores relacionados a induc¢dao e qualidade dos calos embriogénicos em
diferentes genotipos de arroz. Essa organizagdo permite compreender, de forma integrada, os
principais fatores que determinam a eficiéncia dos protocolos de transformacdo genética e

fornece subsidios para aplicagdes futuras no melhoramento biotecnolégico do arroz.

2 REFERENCIAL TEORICA

2.1 Origem do arroz e a expansao pelo Brasil

A historia do arroz (Oryza spp.) € marcada por um longo processo de adaptacdo que
acompanha o desenvolvimento das primeiras civiliza¢des agricolas. Embora sua domesticagao
tenha ocorrido ha milhares de anos e diversos aspectos relacionados a sua origem ainda
permanegam em debate, a literatura reconhece dois eventos independentes de domesticagao,
que deram origem ao arroz asiatico (Oryza sativa L.), no continente asiatico, e ao arroz africano
(Oryza glaberrima Steud.), na Africa Ocidental (Khush, 1997; Veltman et al., 2019; Wambugu,
Ndjiondjop; Henry, 2021).

O arroz asiatico (Oryza sativa L.) foi domesticado a partir do ancestral selvagem Oryza
rufipogon ha cerca de 8 000 - 9 000 anos na bacia do rio Yangtzé, na China, envolvendo selecao
de caracteristicas como reducao da quebra de espiguetas e aumento da produtividade (Molina
etal., 2011). A relacdo entre suas subespécies, japonica e indica, ainda ¢ debatida, mas analises
genOmicas sustentam uma origem evolutiva Unica (Molina et al.,, 2011). De forma
independente, Oryza glaberrima (arroz africano) foi domesticada hé cerca de 3 000 anos no
delta do rio Niger, contribuindo para a diversidade global do arroz (Veltman et al., 2019).

A histéria do arroz como cultura nas Américas estd relacionada a expansao colonial
europeia e as redes de circulagdo de plantas, conhecimentos agricolas e praticas de cultivo
estabelecidas durante o periodo atlantico. No Brasil, registros histéricos indicam que o cultivo
do arroz ja estava presente desde os séculos XVI e XVII, inicialmente associado aos sistemas
agricolas coloniais e as areas proximas as plantagdes de cana-de-aguicar. A participacdo de
populacdes africanas escravizadas foi fundamental na disseminagdo de conhecimentos
relacionados ao manejo agricola, técnicas de cultivo e adaptacdo de praticas produtivas ao

ambiente tropical, contribuindo para o desenvolvimento da rizicultura no contexto colonial (J.



21

Carney, 2017; J. A. Carney, 2004). Essa trajetoria evidencia a expansdo do arroz (Oryza sativa
L.) para além de seus centros de domestica¢io na Asia, resultando na consolidagdo da cultura
como um dos principais componentes dos sistemas agricolas brasileiros.

ApoOs seu processo de domesticagdo e dispersao global, o arroz apresenta atualmente
uma diversidade limitada de espécies cultivadas (Soares, 2004). Destaca-se que, dentre as
espécies do género Oryza, apenas duas sdo amplamente cultivadas: Oryza sativa e Oryza
glaberrima. Segundo o autor, O. sativa apresenta maior adaptacdo a diferentes ambientes e

melhor desempenho agrondmico, o que explica sua ampla ado¢ao em relagdo a O. glaberrima.

2.2 Importancia econdmica, distribuicdo mundial e relevancia geopolitica do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) representa uma das culturas agricolas mais importantes para
a humanidade, sendo considerado um alimento estratégico para a seguranca alimentar mundial.
Aproximadamente metade da populac¢do global depende desse cereal como principal fonte de
energia alimentar, especialmente em paises da Asia, Africa e América Latina. Além de sua
importancia nutricional, a cadeia produtiva do arroz possui elevada relevancia econdmica,
envolvendo milhdes de agricultores, trabalhadores da industria de processamento e agentes
ligados ao comércio internacional. A producdo mundial encontra-se fortemente concentrada no
continente asiatico, com destaque para China, [ndia, Bangladesh, Indonésia e Vietnd, que
respondem por grande parte da oferta global e exercem influéncia significativa sobre o mercado
internacional. Em razdo dessa concentracdo geografica, alteracdes climaticas, eventos
extremos, restrigdes comerciais ou instabilidades politicas nessas regides podem comprometer
a disponibilidade e influenciar os pregos do cereal em escala mundial

Embora seja amplamente cultivado, o arroz apresenta uma distribuicdo desigual entre
produgdo e consumo, sendo que diversos paises da Africa Subsaariana ainda dependem de
importagdes para atender a crescente demanda, impulsionada pelo aumento populacional, pela
urbaniza¢ao e pelas mudangas nos habitos alimentares (AFRICARICE, 2021; Seck et al., 2012).
Nesse contexto, o arroz assume importancia geopolitica ao desempenhar papel estratégico nas
relagdes comerciais internacionais, uma vez que a dependéncia de importagdes, a concentragao
da producao em poucos paises e a vulnerabilidade as mudangas climaticas podem comprometer
a seguranca alimentar global. Dessa forma, investimentos em tecnologias que promovam
ganhos de produtividade, adaptagdo a estresses ambientais e sustentabilidade da producao

tornam-se fundamentais para assegurar a oferta futura desse cereal (FAO, 2023).
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O Brasil destaca-se como um dos principais produtores de arroz fora do continente
asiatico, apresentando expressiva importancia economica e social para o agronegocio nacional,
com producdo concentrada principalmente na regido Sul, especialmente no estado do Rio
Grande do Sul (CONAB, 2025a; Embrapa, 2008). Entretanto, desafios relacionados a
disponibilidade hidrica, a ocorréncia de estresses abidticos e a necessidade de elevar a eficiéncia
produtiva impulsionam o desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético e
biotecnologia vegetal. Nesse contexto, a transformagao genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens ¢ as tecnologias de edicdo genomica destacam-se como ferramentas promissoras
para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas, resilientes e adaptadas as diferentes

condi¢des de cultivo (Hiei et al., 1994a; Toki, 1997).

2.3 Classificacao do arroz (Oryza sativa L.)

2.3.1 Classificacao Botanica

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a familia Poaceae, caracterizada por espécies
monocotiledéneas de grande importincia agricola e alimentar (Kellogg, 2015). E uma das
espécies vegetais mais cultivadas no mundo e apresenta ampla diversidade genética, sendo
dividido em duas principais subpopulagdes, indica e japonica, além de grupos como aromatic,
temperate japonica e tropical japonica (Wang et al., 2014). Do ponto de vista taxonémico,
Oryza sativa L. pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Glumiflorae, familia Poaceae,
tribo Oryzeae e género Oryza, sendo tradicionalmente agrupado nas subespécies indica,
Jjaponica e japonica tropical (Soares, 2004) tabela 1. A subespécie indica ¢ o mais produzido
no Brasil.

Tabela 1 — Principais subespécies de Oryza sativa com caracteristicas de grdo, ambiente de

cultivo, tolerancia ao frio e regides tipicas de ocorréncia.

Subespécie Griao Ambiente Tolerincia ao frio Regido tipica
Indica Longo Tropical Baixa Sul/sudeste asiatico
Japénica Curto Temperado Alta Japdo, Correia,
China
Japonica Curto/medio Temperado humido Média Indonésia, América
Tropical Latina

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2014).
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2.3.2 Morfologia da planta de arroz

A morfologia da planta de arroz (Oryza sativa L.) compreende orgdos vegetativos e
reprodutivos responsaveis pelo crescimento, desenvolvimento e producao de graos (Roberto et
al., 2008). Os oOrgdos vegetativos incluem o sistema radicular fibroso, constituido por raizes
seminais e adventicias, o colmo formado por nos e entrenoés, e as folhas alternadas compostas
por bainha, ligula, auricula e lamina foliar (Soares, 2004). Os o¢rgdos reprodutivos sio
representados pela panicula, formada por espiguetas que abrigam as flores e originam os graos,
cujo fruto ¢ uma cariopse protegida pelas estruturas florais, apresentando caracteristicas
morfoldgicas que podem variar entre os gendtipos (Roberto et al., 2008). A Figura 1 ilustra os
principais 6rgdos e estruturas morfologicas da planta de arroz.

Figura 1 — Representagao informativa dos 0rgaos vegetativos e reprodutivos do arroz (Oryza

sativa L.).
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Fonte: Elaboracdo propria com auxilio da inteligéncia artificial ChatGPT (OpenAl), para fins
exclusivamente ilustrativos.
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2.4 O arroz como pilar da seguranca alimentar global

O arroz (Oryza sativa L.) vai além de sua fungdo agricola, constituindo um dos
principais pilares da seguranca alimentar mundial e uma commodity de elevada importancia
socioecondmica. Como alimento basico para bilhdes de pessoas na Asia, Africa e América
Latina, desempenha papel fundamental na nutricdo humana e na estabilidade dos mercados
agricolas internacionais. De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), a producao mundial de arroz beneficiado para a safra 2025/26 estd estimada em 538,7
milhdes de toneladas, estabelecendo um novo recorde histérico. No mesmo periodo, o consumo
global devera alcancar 538,8 milhdes de toneladas, evidenciando a manuten¢do de uma forte
demanda mundial pelo cereal. Os estoques finais s3o projetados em aproximadamente 185,1
milhdes de toneladas, enquanto o comércio internacional devera atingir cerca de 61,3 milhdes
de toneladas, também configurando um recorde historico para o mercado internacional (Childs
& Abadam, 2025).

Esses nuimeros refletem o crescimento da demanda impulsionado pelo aumento
populacional, pela urbanizac¢ao e pela expansdo do consumo em paises asiaticos e africanos,
reforcando a necessidade de avancos tecnologicos capazes de aumentar a produtividade de
forma sustentavel. Nesse contexto, o desenvolvimento de cultivares superiores € o
aperfeicoamento de ferramentas biotecnoldgicas, como a transformacgdo genética e a edi¢do
génica, tornam-se estratégias essenciais para enfrentar os desafios impostos pelas mudancas
climaticas, pela maior incidéncia de estresses bioticos e abioticos e pela crescente limitacido dos
recursos naturais.

No Brasil, as perspectivas para a safra 2025/26 indicam um cenario mais desafiador para
a rizicultura. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a area cultivada
deverd apresentar reducao em relagdo ao ciclo anterior em razdo da desvalorizacdo dos precos
provocada pela elevada oferta observada na safra 2024/25. Ainda assim, a produ¢do nacional
estd estimada em aproximadamente 11,5 milhdes de toneladas, volume considerado suficiente
para atender ao consumo interno e garantir o abastecimento nacional, sustentado pelos elevados
niveis de produtividade alcancados nas ultimas safras e pelas politicas publicas de apoio ao

setor (CONAB, 2025).
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Figura 2 — Produgdo e consumo mundial de arroz (2022-2026) em milhdes de toneladas (base

casca).

s Produgéo e Consumo Mundial de Arroz (USDA, 2022-2026)
Produgao Mundial

—=— Consumo Mundial

v w w
N @ W
n o «

v
N
=)

Milhdes de toneladas (base casca)

515

2022/23 2023/24 2024/25 2025/26
Ano-safra

Fonte: USDA Economic Research Service - Rice Outlook, 2025; adaptado pela autora citada
pela CONAB (2025).

O grafico mostra a evolu¢do da produgdo e do consumo mundial de arroz de 2022/26 a
2025/26, segundo projecdes da USDA, evidenciando crescimento continuo devido a maior
demanda global.

Os oito maiores produtores mundiais de arroz estdo na Asia, liderados pela China,
seguida por India, Bangladesh, Indonésia, Vietna, Tailandia, Myanmar e Filipinas (O. F. Da
Silva & Wander, 2023). Segundo dados estatisticos recentes, a China produziu cerca de 214
milhdes de toneladas em 2023, representando aproximadamente 27% da produ¢do mundial e
30% da asiatica (USDA, 2023).

Nas Américas, Brasil e Estados Unidos destacam-se como produtores de arroz, com os
EUA respondendo por parcela menor da produ¢do mundial (EMBRAPA, 2023). Segundo
projecoes do USDA, a produgao brasileira para 2025/26 deve ficar entre 11,2 e 11,3 milhdes de
toneladas em 1,6 milhdo de hectares, ligeiramente abaixo da safra anterior (12,0 milhdes de
toneladas) (USDA, 2025). Conforme o 8.° Levantamento da Conab 2024/25, a produgdo
brasileira foi de cerca de 12,1 milhdes de toneladas, com produtividade média de ~7 071 kg/ha
em 1,76 milhdo de hectares (CONAB, 2025). A evolucdo da produgdo entre 2023/24 e 2024/25

pode ser observada na Tabela 2.
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Tabela 2 — Produgao, area plantada e produtividade do arroz no Brasil nas safras 2023/24 e

2024/25 e perspectiva 2025/26.

Safra  Area (milhdes) Produtividade (kg/ha) Producao (milhées t)

2023/24 1.53 6.588 10.577
2024/25 1.76 7.071 12.140
2025/26 1.66 6.928 11.5

Fonte: Adaptado de (CONAB, 2025).

Olhando a tabela, estimativa para o ciclo 2025/26 indica uma reducao de 5,6% na area
semeada, projetada em 1,66 milhdo de hectares, sendo que na area irrigada houve queda de em
3,7% e na de sequeiro a diminui¢do chegou a 12,5%. Com a menor area destinada a cultura, a

producdo de arroz chegou a 11,5 milhdes de toneladas (CONAB, 2025).

2.5 Arroz de terras altas no contexto brasileiro

O arroz de terras altas (Oryza sativa L.), também conhecido como arroz de sequeiro,
desempenhou papel decisivo na expansao da fronteira agricola brasileira, especialmente durante
as décadas de 1960 e 1970, quando foi amplamente cultivado em areas recém-incorporadas a
producdo agricola no Cerrado. Segundo Breseghello et al., (2021) e Furtini et al., (2022), a
cultura foi uma das primeiras alternativas econdmicas utilizadas na ocupacao dessas novas
fronteiras agricolas, favorecendo a consolida¢do da produgdao de graos em regides até entao
pouco exploradas. Breseghello et al (2021) destacam que, com a expansdo da soja no Cerrado
e a consolidagdo do arroz irrigado na Regido Sul, a importancia econdmica do arroz de terras
altas diminuiu progressivamente.

Entretanto, nas ultimas décadas, esse cenario foi modificado em decorréncia da
moderniza¢do dos sistemas produtivos e dos avancos obtidos pelo melhoramento genético.
Nesse contexto, Breseghello et al., (2021) e Furtini et al., (2022), ressaltam que o arroz de terras
altas passou a integrar sistemas agricolas intensivos, sendo cultivado em rotacdo e sucessao
com soja, milho, feijdo e forrageiras, contribuindo para a diversificacdo da produgdo e para a
sustentabilidade dos agroecossistemas. Resultados obtidos por Nascente et al., (2013) e
Nascimento et al. (2022), reforcam que essa integracdo promove beneficios adicionais, como
melhoria das propriedades fisicas do solo, maior eficiéncia no manejo de plantas daninhas e

incremento da estabilidade produtiva.
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A retomada da competitividade do arroz de terras altas esta diretamente relacionada ao
trabalho desenvolvido pelos programas de melhoramento genético da Embrapa Arroz e Feijao,
em cooperagao com universidades como a Universidade Federal de Lavras e instituicdes
publicas de pesquisa como EPAMIG e EMBRAPA. Conforme descrito por Breseghello et al.,
(2021), o desenvolvimento continuo de novas cultivares permitiu elevar significativamente o
potencial produtivo, a qualidade industrial dos graos e a adaptacdo as condigdes edafoclimaticas
do Cerrado brasileiro.

Como reflexo desse esforco, cultivares como BRS A501 CL, BRS A502, BRS A503,
BRS A504 CL e BRS Esmeralda passaram a atender as exigéncias dos modernos sistemas de
produgdo, combinando elevado rendimento, excelente qualidade culinéria e maior estabilidade
produtiva. Entre os avangos tecnoldgicos incorporados a essas cultivares, destaca-se a
tecnologia Clearfield®. Destaca-se a tecnologia Clearfield®, baseada no uso de cultivares tolerantes
a herbicidas do grupo das imidazolinonas, permitindo o controle eficiente de plantas daninhas em areas
cultivadas com arroz. que ampliou as possibilidades de manejo de plantas daninhas e contribuiu
para aumentar a eficiéncia dos sistemas produtivos, conforme demonstrado por Furtini et al.,
(2022).

Embora o sistema irrigado permaneca predominante na rizicultura brasileira,
representando a maior parcela da producdo nacional, o cultivo em terras altas continua
desempenhando papel estratégico, sobretudo nas regides de Cerrado. De acordo com a
(CONAB (2025), esse sistema encontra-se fortemente integrado aos modelos de producdo
baseados em plantio direto, sucessdo de culturas e integracao lavoura-pecuaria. Nesse sentido,
Lacerda e Nascente, (2021), destacam que a inser¢do do arroz nesses sistemas favorece a
diversificacdo econdmica das propriedades rurais, melhora a qualidade fisica e bioldgica do
solo e reduz a pressdo exercida por plantas daninhas e fitopatégenos. Resultados semelhantes
foram observados por Moro et al., (2013), que evidenciaram beneficios relacionados a
conservagdo do solo e ao aumento da eficiéncia do uso dos recursos naturais em areas
conduzidas sob sistemas conservacionistas.

Do ponto de vista agrondmico, o arroz de terras altas diferencia-se do sistema irrigado
por desenvolver-se em ambiente aerdbio, utilizando predominantemente a 4gua proveniente das
precipitagdes pluviais, embora a irrigacao suplementar por aspersao e pivo seja frequentemente
empregada em sistemas de maior intensificacdo. Essa caracteristica confere maior flexibilidade
de cultivo e reduz significativamente a demanda hidrica quando comparada ao arroz irrigado
por inunda¢do. Segundo Moro et al., (2013), essa flexibilidade favorece a insercdo da cultura

em diferentes sistemas produtivos, enquanto Alcantara et al. (2023), ressaltam que praticas
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conservacionistas, como o plantio direto, a rotagdo de culturas e o uso de adubos verdes,
potencializam a conservacao do solo, aumentam a eficiéncia do uso da dgua e dos nutrientes e
contribuem para reduzir os impactos ambientais da atividade agricola.

Apesar dos avangos obtidos pelo melhoramento genético e pelo aprimoramento das
praticas de manejo, diversos fatores continuam limitando o potencial produtivo do arroz de
terras altas. Furtini et al. (2022), destacam que a ocorréncia de veranicos durante os estadios
reprodutivos, especialmente no florescimento e enchimento dos graos, representa uma das
principais causas de perdas de produtividade. Além disso, os autores ressaltam que a baixa
fertilidade natural dos solos do Cerrado exige manejo criterioso da fertilidade para que o
potencial das cultivares seja plenamente explorado. Entre os fatores bidticos, a brusone, causada
por Magnaporthe oryzae, permanece como a doenga de maior impacto econdmico para a
cultura, enquanto plantas daninhas, insetos-praga e o aumento da frequéncia de eventos
climaticos extremos, associados as mudancas climaticas, constituem desafios crescentes para a
sustentabilidade da rizicultura, conforme discutido por Lanna et al. (2021).

Diante desse cenario, torna-se evidente que os avangos proporcionados pelo
melhoramento genético convencional, embora expressivos, ndo sdo suficientes para atender,
isoladamente, as demandas atuais da cultura. Conforme argumentam Breseghello et al., (2021),
a crescente complexidade dos desafios agricolas exige a incorporagdo de ferramentas capazes
de acelerar o desenvolvimento de novas cultivares e ampliar a precisdo dos programas de
melhoramento.

Nesse contexto, técnicas biotecnologicas, como a cultura de tecidos, a transformacao
genética, a selegdo assistida por marcadores moleculares e a edi¢do génica, vém assumindo
papel cada vez mais relevante. Furtini et al. (2022) e Lanna et al. (2021), destacam que essas
abordagens permitem a introducdo direcionada de caracteristicas relacionadas a produtividade,
a resisténcia a estresses bioticos e abidticos e a adaptagcdo as mudangas climdticas. Assim, a
otimizagcdo de protocolos de regeneracdo e transformacdo genética representa uma etapa
estratégica para ampliar a aplicagdao da biotecnologia no melhoramento do arroz, constituindo

a base para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas, resilientes e sustentaveis.

2.6 Biotecnologia aplicada a cultura de arroz

A biotecnologia vegetal tem desempenhado papel fundamental na modernizagdo da
agricultura, complementando o melhoramento genético convencional por meio de ferramentas

que permitem a identificacdo, manipulagao e introdugao precisa de genes de interesse. No arroz
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(Oryza sativa L.), essas tecnologias tém acelerado o desenvolvimento de cultivares com maior
produtividade, resisténcia a doengas e pragas, tolerdncia a estresses ambientais e melhor
qualidade nutricional dos graos, contribuindo para atender a crescente demanda por alimentos
em um cenario de mudangas climaticas e produgdo agricola sustentavel (ACQUAAH, 2020;
FAO, 2022; OECD, 2023).

O arroz destaca-se entre as espécies vegetais mais estudadas pela biotecnologia devido
a sua importancia econdmica e alimentar e as caracteristicas que favorecem estudos moleculares
e genéticos. Foi o primeiro cereal a ter o genoma completamente sequenciado, consolidando-
se como espécie modelo para pesquisas com gramineas de importidncia agrondomica, como
milho, trigo, sorgo e cana-de-agticar. O amplo conhecimento sobre sua genética, fisiologia e
biologia molecular tem impulsionado o desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas
aplicadas a pesquisa e ao melhoramento genético, tornando o arroz uma das principais
plataformas experimentais da biologia vegetal (Sasaki & Burr, 2000; Yu et al., 2002).

Os avangos da transformagao genética possibilitaram o desenvolvimento de plantas de
arroz com maior tolerancia a seca, salinidade, inundagdo, temperaturas extremas ¢ deficiéncia
nutricional, além de resisténcia a doencgas e insetos-praga. Também permitiram a utilizagdo de
genes relacionados a produtividade, arquitetura de plantas e qualidade industrial e nutricional
dos graos. Mais recentemente, a edicao génica por CRISPR/Cas9 ampliou as possibilidades de
modificagdo precisa do genoma, permitindo alteragdes direcionadas sem a inser¢ao permanente
de DNA exogeno, representando um importante avango para o desenvolvimento de novas
cultivares (Asibi et al., 2019; Romero & Gatica-Arias, 2019).

Apesar desses avangos, a aplicacdo da biotecnologia ao melhoramento do arroz ainda
enfrenta limitacdes técnicas. A eficiéncia da transformagdo genética depende do gendtipo, da
indugdo de calos embriogénicos, da capacidade regenerativa dos explantes e das condigdes de
cultivo in vitro. Além disso, fatores como oxidagao dos tecidos, baixa eficiéncia de infeccao
por Agrobacterium tumefaciens e reduzida regeneracdo de plantas continuam representando
importantes gargalos, especialmente em cultivares de arroz de terras altas (Hiei et al., 1997;
Mohammed et al., 2019).

Entre as principais ferramentas biotecnologicas aplicadas ao arroz destacam-se a cultura
de tecidos, a selecdo assistida por marcadores moleculares, a transformagao genética e, mais
recentemente, a edigdo génica por sistemas CRISPR/Cas. A cultura de tecidos constitui a base
dessas tecnologias, permitindo a regeneracdo de plantas a partir de células, tecidos ou 6rgaos

cultivados in vitro. Essa técnica viabiliza a obtengdo de calos embriogénicos, a embriogénese
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somatica, a propaga¢do clonal e a regeneragdo de plantas transformadas, sendo indispensavel
para protocolos de transformagdo genética e edigdo génica (Fehér, 2019; Ikeuchi et al., 2019).

Paralelamente, a utilizacdo de marcadores moleculares revolucionou os programas de
melhoramento ao permitir a identificacao precoce de genes e locos associados a caracteristicas
agronomicas de interesse, reduzindo o tempo necessario para selecdo de genotipos superiores.
Mais recentemente, ferramentas de selecdo gendmica e analises de associacdo gendOmica ampla
(Genome-Wide Association Studies - GWAS) passaram a complementar essas estratégias,
aumentando a eficiéncia dos programas de melhoramento e permitindo a exploragao mais
precisa da variabilidade genética disponivel (Hiei; Komari; Kubo, 1997; Hiei et al., 1994; Hiei,
Ishida; Komari, 2014; Mohammed; Samad; Rahmat, 2019).

A transformacdo genética representa um dos principais avangos da biotecnologia
aplicada ao arroz, permitindo a introdu¢@o de genes de interesse e o desenvolvimento de plantas
com caracteristicas dificilmente obtidas apenas pelo melhoramento convencional. Entre os
métodos disponiveis, destacam-se a transformagao mediada por Agrobacterium tumefaciens e
o bombardeamento de particulas (biobalistica). Dentre eles, a transformagdo mediada por A.
tumefaciens ¢ a mais utilizada em arroz devido a elevada eficiéncia de transferéncia de DNA, a
inser¢ao de menor nimero de copias do transgene e a maior estabilidade genética das plantas
regeneradas (Asibi et al., 2019; Romero & Gatica-Arias, 2019; Zafar et al., 2020).

Nesse contexto, a otimizacdo dos protocolos de cultura de tecidos e transformacgao
genética assume papel estratégico para ampliar a eficiéncia da engenharia genética aplicada ao
arroz. Protocolos robustos, reprodutiveis e adaptados as caracteristicas especificas de cada
genotipo constituem requisito essencial para o sucesso da transformacao genética e da edicao
génica, possibilitando a incorporagdo mais rapida de caracteristicas relacionadas ao aumento da
produtividade, resisténcia aos estresses bidticos e abiodticos e adaptacao as mudangas climaticas.
Assim, o aperfeicoamento dessas metodologias representa uma etapa indispensavel para
fortalecer os programas de melhoramento genético e expandir o uso da biotecnologia no

desenvolvimento de cultivares de arroz mais produtivas, resilientes e sustentaveis.
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Resumo: O presente estudo teve como objetivo avaliar, de forma integrada, a otimizagdo de
protocolos in vitro em arroz (Oryza sativa L.), abrangendo tanto a assepsia de sementes quanto
aos parametros relacionados ao crescimento bacteriano de Agrobacterium tumefaciens em
sistemas de transformacao genética. No primeiro ensaio, investigou-se o efeito da lavagem com
agua corrente e detergente neutro, do tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sodio (NaClO) e da
secagem pos-assepsia sobre a contaminagdo e a indugdo de calos em diferentes gendtipos de
arroz. Os resultados evidenciaram que as etapas fisicas de pré-lavagem e secagem foram
determinantes para a redugdo da contaminag¢do, enquanto o aumento do tempo de exposicao ao
agente quimico nao apresentou efeito consistente. Entre os genotipos avaliados, CMG 1590 e
Nipponbare destacaram-se pela menor contaminacdo e maior estabilidade na calogénese. No
segundo ensaio, comparou-se o crescimento in vitro das cepas EHA105 e LBA4404, ndo sendo
observadas diferengas significativas na densidade bacteriana (p > 0,05), indicando capacidade
equivalente de multiplicacdo sob condi¢gdes controladas. Contudo, a literatura destaca que a
eficiéncia de transformagao depende de fatores adicionais, como viruléncia e interacdo planta-
bactéria. Conclui-se que a otimizagdo de protocolos in vitro em arroz depende da integragao
entre etapas fisicas de assepsia e critérios biologicos além da densidade bacteriana.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; cultura in vitro; transformacao genética; calogénese.

Abstract: The present study aimed to integratively evaluate the optimization of in vitro
protocols in rice (Oryza sativa L.), encompassing both seed sterilization procedures and
parameters associated with Agrobacterium tumefaciens growth in genetic transformation
systems. In the first experiment, the effects of washing with running water and neutral
detergent, sodium hypochlorite (NaClO) exposure time, and post-sterilization drying on
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contamination and callus induction were investigated in different rice genotypes. The results
demonstrated that the physical steps of pre-washing and drying were critical for reducing
contamination, whereas increasing exposure time to the chemical sterilizing agent did not show
consistent effects. Among the evaluated genotypes, CMG 1590 and Nipponbare exhibited lower
contamination rates and greater stability in callus formation. In the second experiment, the in
vitro growth of the Agrobacterium strains EHA105 and LBA4404 was compared, with no
significant differences observed in bacterial density (p > 0.05), indicating equivalent
multiplication capacity under controlled conditions. However, previous studies highlight that
transformation efficiency depends on additional factors, including bacterial virulence and plant-
bacterium interactions. It is concluded that the optimization of in vitro protocols in rice requires
the integration of physical sterilization procedures with biological criteria beyond bacterial
growth capacity.

Keywords: Oryza sativa L.; in vitro culture; genetic transformation; callogenesis.
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1 INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais ¢ uma ferramenta essencial da biotecnologia moderna,
permitindo a regeneracao de plantas sob condi¢des controladas e sendo amplamente utilizada
em processos de micropropagacao, transformacao genética e edi¢ao génica. A eficiéncia dessas
aplicagdes depende do estabelecimento de sistemas regenerativos estdveis, nos quais a
eliminagdo de contaminantes microbiologicos e a adequada resposta dos tecidos vegetais sao
fatores determinantes (George et al., 2007; Vargas & Ochoa, 2018).

A desinfestacdo superficial das sementes constitui uma etapa critica para o
estabelecimento de culturas in vitro, pois deve reduzir a carga microbiana sem comprometer a
viabilidade dos tecidos. O hipoclorito de s6dio tem sido amplamente utilizado na assepsia de
diferentes espécies vegetais, demonstrando eficiéncia na redugdo da contaminag¢do e no
estabelecimento de culturas assépticas, incluindo cereais monocotiledoneos como trigo
(Triticum aestivum L.) e milho (Zea mays L.) (Bosnjak Mihovilovi¢ et al., 2024; L. C. Silva et
al., 2015; Terzi Aksoy, 2025; Tinak Ekom et al., 2026). Em arroz (Oryza sativa L.), Scheidt et
al. (2020) demonstraram que a desinfestacdo adequada favorece a obtengdo de plantulas
normais e reduz a interferéncia de microrganismos superficiais. Entretanto, concentragdes
inadequadas ou tempos excessivos de exposi¢do podem causar efeitos fitotdxicos,
comprometendo a germinagdo e a indugdo de calos, etapas fundamentais para a transformagao
genética (Cassells, 2012; Leifert & Cassells, 2001).

Além da qualidade dos explantes, a eficiéncia da transformagdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens depende do controle da densidade bacteriana utilizada no processo
de infeccdo. A unidade formadora de colonia (UFC) representa uma medida funcional da
populagdo bacteriana viavel, sendo amplamente empregada para avaliar a capacidade de
crescimento e multiplicagdo de Agrobacterium em protocolos biotecnologicos (Hiei et al.,
1997, Prias et al., 2022). Em arroz, o equilibrio da concentracdo bacteriana ¢ fundamental, pois
densidades adequadas favorecem a transferéncia do T-DNA, enquanto o excesso de indculo
pode causar sobrecrescimento bacteriano e prejudicar a regeneracao dos explantes (Cheng et
al., 1998; Hiei et al., 2014)

A escolha da cepa de Agrobacterium também influencia a eficiéncia da transformagao.
A cepa EHA105 apresenta elevada capacidade de transferéncia genética, enquanto LBA4404
apresenta caracteristicas distintas de interagdo com os tecidos vegetais, podendo resultar em

diferentes respostas de transformag¢ado (Handel et al., 1997; Shri et al., 2013; Xiang et al., 2022).
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Dessa forma, a otimizagdo integrada das etapas prévias a transformagdo genética,
incluindo a assepsia de sementes, a indugdo de calos e o controle do crescimento bacteriano, é
essencial para aumentar a eficiéncia dos protocolos in vitro em arroz. Assim, este estudo
objetivou avaliar estratégias de otimizagdo de protocolos in vitro em Oryza sativa L.,
abrangendo a desinfestagdo de sementes, a resposta morfogénica dos tecidos e parametros
relacionados ao crescimento de Agrobacterium tumefaciens, visando contribuir para o

desenvolvimento de sistemas eficientes de transformacao genética.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram utilizadas sementes de cinco gendtipos de arroz: Nippombare, BRS Soberana,
BRS Douraddo, BRSMG Cacgula ¢ CMG1590, colhidas em campo e selecionadas quanto a
integridade fisica e auséncia de danos aparentes. O genotipo CMGI1590, ¢ proveniente da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) no programa de Melhoramento genético do arroz de
terras altas em parceria com a Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG)

e Embrapa.

2.2 Metodologia de desinfestagao

Foram utilizados alcool 70% e hipoclorito de s6dio como agentes desinfestantes. As
sementes foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 2 x 2 x 2, constituido por trés fatores experimentais: (i) lavagem prévia em agua
corrente (com e sem lavagem); (ii) tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sédio (20 e 30
minutos), com renovacao da solugdo a cada 10 minutos; e (i11) manejo pos-assepsia (com e sem
secagem apos trés lavagens em agua destilada autoclavada) (Tabela 1). Foram utilizadas trés
repeticdes, contendo dez sementes por parcela, para cada combinagao de tratamento e gen6tipo

avaliado.
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Tabela 3: Fatores avaliados no tratamento de sementes de arroz e seus niveis: (i) Pré-lavagem:
sem lavagem ou com lavagem em agua corrente; (ii) Exposi¢ao: 20 ou 30 minutos em NaClO;

(i11)) Manejo pds-assepsia: sem secagem ou com secagem em papel filtro estéril.

Fator Nivel 1 Nivel 2
(1) Pré-lavagem Sem lavagem Com lavagem (dgua corrente)
(i1) Exposic¢ao (NaClO) 20 minutos 30 minutos

(iii)) Manejo P6s-assepsia Sem secagem Com secagem (papel filtro estéril)

Fonte: elaboragdo propria.

2.2.1 Pré-lavagem das sementes em agua corrente

Em metade dos tratamentos, as sementes foram lavadas em 4gua corrente com
detergente neutro e duas gotas de Tween 20 (Polissorbato 20, um tensoativo ndo i6nico utilizado
para reduzir a tensao superficial e melhorar o contato das solucdes com a superficie do material
vegetal) por um periodo padronizado (10 minutos), visando remover sujidades, poeira e parte
da microbiota superficial aderida ao tegumento, o que pode reduzir a carga inicial de
contaminantes e aumentar a efici€éncia dos agentes desinfestantes. Na outra metade, as sementes

foram diretamente submetidas a desinfestacao, sem pré-lavagem.

2.2.2 Desinfestacio com alcool 70% e Hipoclorito de Sodio (NaClO)

Apos a pré-lavagem, as sementes dos dois tratamentos (com e sem pré-lavagem) foram
transferidas para camara de fluxo laminar e submetidas inicialmente a imersao em alcool 70%
por 3 minutos, com agitacdo continua, para rapida redu¢do da carga microbiana superficial e
aumento da permeabilidade do tegumento aos desinfetantes subsequentes.

Em seguida, o alcool foi descartado e as sementes foram imediatamente imersas em
solucao de hipoclorito de s6dio (NaClO) comercial (2,0 a 2,5%) de cloro ativo, diluida em 4gua
destilada estéril, por dois tempos distintos: 20 minutos e 30 minutos, configurando o segundo

fator experimental. Durante o periodo de exposi¢do, a solu¢do de NaClO foi renovada a cada
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10 minutos, com o objetivo de manter a concentragdo efetiva de cloro ativo e evitar perda de
eficiéncia germicida por degradacao ao longo do tempo. Manejo de pds-assepsia e a inoculagao
em meio de indugao de calos

Apds o tratamento com hipoclorito, todas as sementes foram enxaguadas em agua
destilada autoclavada por lavagens sucessivas (5 vezes), visando remover residuos de cloro
aderidos a superficie, que podem causar fitotoxicidade e comprometer a calogénese. Em
seguida, constituiu-se o terceiro fator experimental. Em parte dos tratamentos, as sementes
foram dispostas sobre papel de filtro (previamente autoclavado) estéril em camara de fluxo
laminar e mantidas em secagem por aproximadamente 40 minutos (Figura 1), permitindo a
evaporagdo do excesso de umidade e a estabilizagdo dos tecidos antes da inoculagdo e nos
demais tratamentos, as sementes foram imediatamente transferidas, ainda imidas, para o meio
de inducdo de calos Chu N6, que foi previamente estabelecido.

Figura 3 — Sementes de arroz sobre papel filtro apos assepsia, em processo de secagem para

redu¢do de umidade antes do inicio da cultura in vitro

Fonte: claboragio propria, 2026.

As sementes desinfestadas foram inoculadas em meio de indugdo de calos especifico
para arroz, composto por meio Chu N6 completo (Chu et al., 1975), suplementado com 30g/L
de sacarose como fonte de carbono, vitaminas e 2,4-D como regulador de crescimento auxinico,
conforme metodologias estabelecidas para indu¢do de calos embriogénicos em genotipos de
arroz (Khokhar et al., 2018). As placas foram incubadas em condi¢des controladas de

temperatura e fotoperiodo, adequadas a calogénese de arroz, com cultivo inicial no escuro.
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A inoculagdo em meio suplementado com 2,4-D marca a transi¢do da etapa de
desinfestagdo para a fase de resposta morfogénica. Apds a assepsia, as sementes foram
inoculadas em meio de cultura contendo 2,4-D, sob condi¢Oes controladas de incubagao,
visando induzir a reprogramacao celular e avaliar a influéncia dos protocolos de desinfestagao

na competéncia calogénica dos tecidos.

2.3 Avaliacao fenotipica e analise estatistica

Foram feitas as seguintes avaliacdes em todas as placas obtidas com os diferentes
métodos de assepsia das sementes:

Numero de sementes contaminadas e percentagem de contaminacao, considerando-se a
presenga de crescimento visivel de fungos e/ou bactérias no meio de cultura.

Numero de sementes que originaram calos e percentagem de indugdo de calos,
contabilizando somente aquelas que apresentaram formagao clara de tecidos calogénicos.

Numero de sementes que permaneceram assépticas, porém sem formagdo de calos
(sementes nao induzidas), e sua respetiva percentagem, permitindo diferenciar entre efeitos da
assepsia sobre a sanitizac¢do e sobre a competéncia calogénica.

A Tabela 4 apresenta as variaveis-resposta consideradas nos experimentos, bem como
seus respectivos critérios de avaliagdo e métodos de quantificagao.

Tabela 4 - Critérios de avaliacdo e formulas utilizadas para quantificagdo da contaminacao,

inducdo de calos e inércia em sementes de arroz submetidas a cultura in vitro.

Variavel Critério de Avaliaciao Calculo (%)
. Crescimento visivel de sementes contaminadas
Contaminagao _ x100
fungos ou bactérias. total de sementes

Formacao clara de

. sementes com calos
Inducéo de Calos massas de tecidos x100
total de sementes

calogénicos.

Semente limpa (estéril),

. .. . ., sementes assép.sem calos
Inércia (Nao induzidas) mas sem inicio de x100
total de sementes

calogénese.

Fonte: adaptado de Kumari, Nagpal ¢ Katnoria (2024).
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No experimento de assepsia de sementes, foram avaliadas as variaveis contaminagao,
induc¢do de calos e inércia (sementes ndo induzidas). Adicionalmente, no experimento de
padronizacao do inéculo bacteriano, foi avaliado o crescimento de Agrobacterium tumefaciens,
determinado pela contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos a verificagdo dos pressupostos
estatisticos, visando garantir a validade das inferéncias. As andlises estatisticas foram realizadas
no ambiente R versdao 4.5.2 (R Core Team, 2025), utilizando a interface RStudio (Posit
Software, 2025). Para o experimento de assepsia, os efeitos dos fatores genotipo, lavagem
prévia, tempo de exposi¢do ao hipoclorito de soédio e secagem pds-assepsia, bem como suas
interagdes, foram avaliados por meio de modelos lineares generalizados com distribuigdo
binomial e funcdo de ligacdo logit. Cada variavel-resposta (contaminagdo, inducdo de calos e
inércia) foi analisada individualmente por meio de modelos lineares generalizados e partir dos
modelos ajustados foram estimadas as probabilidades de ocorréncia dos eventos, as médias
marginais estimadas (Estimated Marginal Means — EMMs), as razdes de chances (Odds Ratio),
os intervalos de confianca de 95% e os contrastes entre tratamentos. Para o experimento de
padronizacdo do in6culo bacteriano, a varidvel UFC foi utilizada para comparar o crescimento
das linhagens de Agrobacterium tumefaciens apos as dilui¢des seriadas e o plaqueamento em

meio seletivo.

2.4 Padronizacio de indculo de Agrobacterium tumefaciens

As culturas de Escherichia coli contendo a constru¢do plasmidial de interesse,
armazenadas a -80 °C, foram inicialmente recuperadas em meio LB sélido suplementado com
canamicina (50 mg L) e rifampicina (20 mg L"), sendo incubadas a 37 °C por 16 h. Coldnias
1soladas foram selecionadas e cultivadas em meio LB liquido contendo os mesmos antibioticos,
sob agitacao de 250 rpm a 37 °C por aproximadamente 15 h. O DNA plasmidial foi extraido
por meio de miniprep utilizando kit comercial (Merck Bioscience), conforme protocolo do
fabricante baseado em lise alcalina, seguido da determinagdo da concentragdo e pureza do
DNA.

Posteriormente, o DNA plasmidial isolado foi utilizado para transformacdo de células
competentes de Agrobacterium tumefaciens das linhagens LBA4404 e¢ EHA105 por
eletroporagdo. As células bacterianas foram submetidas a pulso elétrico de 2000 V e, apos
periodo de recuperacdo em meio apropriado, foram plaqueadas em meio seletivo contendo os

antibioticos correspondentes para selecao dos transformantes.
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A confirmacdo da transformacao foi realizada por PCR de colonia, utilizando primers
especificos para o vetor, seguido de eletroforese em gel de agarose e visualizagdo sob luz UV.

As linhagens confirmadas foram ativadas por estriamento em meio LB soélido seletivo e
incubadas a 28 °C por 48 h. Colonias isoladas foram transferidas para meio liquido LB com
antibioticos e cultivadas a 28 °C e 180 rpm até atingirem fase logaritmica de crescimento (ODsoo
entre 0,6 e 0,8), monitorada por espectrofotometria. Posteriormente, as culturas foram
padronizadas para ODsoo = 0,540 e submetidas a dilui¢cdes seriadas decimais (10" a 107°).
Aliquotas de 100 uL foram plaqueadas em meio LB seletivo, distribuidas com al¢a de Drigalski
e incubadas a 28 °C por 48 h.

Cada ensaio foi composto por duas linhagens bacterianas (LBA4404 ¢ EHA105), com
trés repeti¢des biologicas e seis diluigdes avaliadas, resultando em 18 placas por linhagem (36
placas por rodada experimental). O ensaio foi repetido em trés experimentos independentes,
totalizando 108 placas analisadas. A quantifica¢do de unidades formadoras de colonia (UFC)
foi realizada por contagem automatizada utilizando o software Colony Counter (Promega),
sendo os dados utilizados para analise estatistica de crescimento e variabilidade experimental.
As colonias viaveis foram quantificadas nas placas que apresentaram entre 30 e 300 colonias,

sendo os resultados expressos em nimero de UFC por placa.

3 RESULTADOS

3.1 Eficacia da lavagem prévia e efeito do tempo de exposicao das sementes ao hipoclorito

A analise do efeito principal dos genotipos, considerando a média de todos os tratamentos
de assepsia avaliados, evidenciou diferenca significativa na porcentagem de sementes
contaminadas (p < 0,05). O gen6tipo CMG 1590 apresentou a menor média de contaminagao
(25,0%), diferindo significativamente de Nipponbare (43,7%), BRS Cagula (42,9%), BRS
Douradao (42,6%) e BRS Soberana (39,2%). Entre esses quatro gendtipos, ndo foram

observadas diferencas significativas (Tabela 3).
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Tabela 5 - Comparagdo das médias da porcentagem de sementes contaminadas (%) entre os
genotipos, considerando o conjunto dos tratamentos avaliados. Médias seguidas pela mesma

letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Genotipo Média Grupo
NIPPONBARE 0,4370 a
BRSMG CACULA 0,42916 a
BRS DOURADAO 0,42608 a
BRS SOBERANA 0,39166 a
CMG 1590 0,2500 b

Fonte: elaboragao propria.

Com o objetivo de otimizar os protocolos de assepsia, avaliou-se a eficacia da lavagem
prévia em agua (Figura 3A) na média dos genotipos, para essa variavel foi observada uma
diferenga significativa entre os tratamentos e, em relagdo ao tempo de exposi¢@o ao hipoclorito
de sodio (Figura 3B), a andlise de variancia dos dados nao detectou a diferenga de significincia.

Figura 4 — Influéncia de tratamentos de desinfestagdo sobre a incidéncia (%) de sementes
contaminadas em cinco genotipos. (A) Efeito da lavagem prévia em agua (Nao Lavadas x Lavadas).
(B) Efeito do tempo de exposicao ao hipoclorito de sédio (20 min x 30 min).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: elaboragdo propria
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Observou-se reducdo da porcentagem de sementes contaminadas apds a lavagem fisica
em todos os genoétipos avaliados, indicando efeito positivo dessa etapa no processo de assepsia,
independentemente do material genético. Embora o gen6tipo BRS Soberana tenha apresentado
a maior redu¢do numérica na contaminacao, passando de 50% para 20%, esse comportamento
representa uma tendéncia descritiva entre os genoétipos avaliados. O aumento do tempo de
exposicao ao hipoclorito de s6dio ndo promoveu reducdo consistente da contaminagao (Figura
4).

Figura 5 - Boxplots da porcentagem de sementes contaminadas (%) dos genotipos Cagula,
CMG 1590, Douradao, Nipponbare e Soberana em fun¢do da lavagem prévia das sementes
(esquerda) e do tempo de exposicao ao hipoclorito de sddio (direita). A linha central
representa a mediana; as caixas correspondem ao intervalo interquartil (25-75%); as barras
representam a amplitude dos dados. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre a

variavel dentro do gendtipo pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Letras diferentes indicam diferenga significativa entre as médias (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias.

Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias.

Fonte: Elaboracao prépria

Em contraste com os demais materiais, o genotipo CMG 1590 apresentou menores taxas
de contaminagdo em todas as condigdes avaliadas, mantendo comportamento consistente
independentemente da lavagem prévia e do tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sddio. Esse

resultado sugere uma menor ocorréncia de contaminagao associada as sementes desse genotipo,
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embora ndo seja possivel determinar se essa resposta estd relacionada a caracteristicas

intrinsecas do material genético ou a menor carga microbiana inicial.

3.2 Analise do efeito da secagem e desempenho sanitario

A andlise da secagem pos-exposi¢ao ao hipoclorito de s6dio mostrou redug¢ao nos niveis
de contaminagdo em todos os genotipos avaliados (Figura 5A). A andlise incluiu o fator
secagem, avaliando sua influéncia na contaminagdo apos a assepsia. A comparac¢do entre a
contaminagdo geral e os efeitos da lavagem, do tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sodio e
da secagem permitiu observar diferencas entre os tratamentos, possibilitando a identificacdo do

protocolo que propicie uma menor contaminacao (Figura 5B).

Figura 6 — Boxplots da porcentagem de sementes contaminadas (%) em fungdo da secagem das
sementes (A) e dos genotipos avaliados considerando o conjunto das condigdes de assepsia testadas (B).
A linha central representa a mediana, as caixas representam o intervalo interquartil (25-75%), as barras

indicam a amplitude dos dados e os pontos representam valores discrepantes. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
Letras iguais indicam que néo ha diferenca significativa entre as médias.

Fonte: Elaboragao propria

Na comparacgao do efeito da secagem das sementes apoOs a assepsia com hipoclorito de

sodio, observou-se redu¢do significativa da percentagem de sementes contaminadas em todos
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os genotipos avaliados, conforme evidenciado pelas diferengas entre sementes secas € ndo secas
(Figura 6A). Considerando conjuntamente os fatores lavagem prévia, tempo de exposi¢do ao
hipoclorito de sodio e secagem das sementes, verificou-se diferenga significativa entre os
genotipos (Figura 6B). O gendtipo CMG 1590 apresentou a menor porcentagem média de
contaminagdo, diferindo significativamente dos demais genotipos. O gendtipo Cacula
apresentou valores intermediarios, diferindo tanto de CMG 1590 quanto de BRS Douradao,
Nipponbare ¢ BRS Soberana, os quais nao diferiram entre si.

Figura 7 — Incidéncia de sementes contaminadas em diferentes gendtipos de arroz sob
condicdes de assepsia. (A) Efeito da secagem superficial pos-assepsia (com e sem secagem).
(B) Comparacao da porcentagem de sementes contaminadas entre os genotipos avaliados,
considerando o conjunto dos tratamentos de assepsia. As linhas internas dos boxplots indicam
a mediana, os limites das caixas representam o primeiro e terceiro quartis, as hastes mostram a

amplitude dos dados e os pontos isolados representam valores discrepantes (outliers).
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A linha central representa a medi as caixas correspondem ao intervalo interquartil (25-75%); os bigodes representam a amplitude dos dados sem outliers; e os pontos indicam valores discrepantes.
Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos (A) ou entre os genétipos (B) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaboragao propria

A fim de conferir maior rigor as variagdes observadas entre os materiais, foram
estimadas as probabilidades de contaminacao (Tabela 4). Os dados apresentados permitem

comparar o comportamento dos genotipos quanto a ocorréncia de contaminagao.
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Tabela 6 — Probabilidade estimada de incidéncia de patdgenos em sementes por gendtipo,

acompanhada do erro padrdo e intervalos de confianga (IC) a 95% de probabilidade

(EMMeans).

Genotipo Probabilidade Erro padrao IC inferior IC superior
BRSMG 0.421 0.0334 0.357 0.487
CACULA
CMG 1590 0.240 0.0285 0.189 0.300
BRS 0.415 0.0336 0.351 0.482
DOURADAO
NIPPONBARE 0.434 0.0329 0.371 0.499
BRS SOBERANA 0.372 0.0344 0.308 0.442

Fonte: elaboracdo propria.

O gendtipo CMG 1590 apresentou a menor probabilidade estimada de contaminagao (P
= 0,240), com intervalo de confianca de 0,189 a 0,300. Os gendtipos Nipponbare (P = 0,434),
BRSMG Cagula (P = 0,421) e BRS Douraddo (P = 0,415) apresentaram as maiores
probabilidades de contaminac¢do, com sobreposi¢do de seus intervalos de confianca. O genotipo
BRS Soberana apresentou valor intermediario (P = 0,372) e o maior erro padrao (0,0344). Nao
houve sobreposic¢ao entre o intervalo de confianga superior do genotipo CMG 1590 e o intervalo
inferior dos demais gendtipos, com excecdo de BRS Soberana. Esses resultados evidenciam
que o genotipo influenciou a probabilidade de contaminacdo das sementes, indicando
diferencas na suscetibilidade ao estabelecimento de microrganismos entre os materiais
avaliados.

Para avaliar as diferencas entre os materiais, aplicou-se o teste de contrastes par a par
utilizando a razdo de chances (Odds Ratio) (Tabela 5). Foram observadas diferencas

significativas (p < 0,05) entre o genotipo CMG 1590 e os demais gendtipos avaliados.
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contaminac¢do de sementes entre genotipos, expressas por razao de chances (Odds Ratio), erro

padrao (SE) e estatistica z.

Comparacio Odds SE V/ p-valor
ratio

BRSMG CACULA / CMG 1590 2.298 0.478 4.001 0.0006
BRSMG CACULA / BRS 1.025 0.200 0.127 0.9999
DOURADAO
BRSMG CACULA / NIPPONBARE 0.948 0.182 -0.277 0.9987
BRSMG CACULA / BRS 1.224 0.246 1.004 0.8534
SOBERANA
CMG 1590 / BRS DOURADAO 0.446 0.093 -3.866 0.0010
CMG 1590 / NIPPONBARE 0.413 0.085 -4.299 0.0002
CMG 1590 / BRS SOBERANA 0.533 0.114 -2.932 0.0278
BRS DOURADAO / NIPPONBARE 0.925 0.178 -0.404 0.9944
BRS DOURADAO / BRS 1.194 0.241 0.878 0.9052
SOBERANA
NIPPONBARE / BRS SOBERANA 1.291 0.257 1.282 0.7024

Fonte: elaboragdo propria.

As chances de contaminag@o no geno6tipo BRSMG Cagula foram 2,29 vezes maiores em

comparagao ao genotipo CMG 1590 (p =0,0006). De forma semelhante, o genotipo CMG 1590

apresentou menores chances de contaminagdo quando comparado ao Nipponbare (OR = 0,413;

p =0,0002) e ao BRS Douradao (OR = 0,446; p = 0,0010).

As comparagdes entre os genotipos BRSMG Cagula, BRS Douradao e Nipponbare nao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05). O genotipo BRS Soberana

apresentou diferenca significativa em relagdo ao CMG 1590 (p = 0,0278). A eficdcia da

higieniza¢do mecénica e do manejo de umidade pos-assepsia foi quantificada por meio das

M¢dias Marginais Estimadas (EMMeans) (Tabela 6), permitindo a comparagdo entre os

tratamentos de lavagem prévia e secagem.
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Tabela 8 — M édias Marginais Estimadas (EMMeans) para a probabilidade de contaminagao de
sementes em fun¢do de lavagem e do manejo de secagem pos-assepsia, erro padrdo (SE) e intervalos de
confianca (IC 95%).

Lavagem Probabilidade SE IC inferior IC
superior

NAO 0.448 0.0212 0.407 0.490

SIM 0.303 0.0200 0.265 0.343

Contraste Odds ratio z p

NAO / SIM 1.87 4.917 <0.0001

Secagem Probabilidade SE IC inferior IC
superior

NAO 0.478 0.0210 0.437 0.519

SIM 0.278 0.0193 0.242 0.318

Contraste Odds ratio z p

NAO / SIM 2.37 6.764 <0.0001

Fonte: elaboragdo propria.

A lavagem prévia em dgua corrente reduziu a probabilidade de contaminagdo de 0,448
para 0,303. Nao houve sobreposicao entre os intervalos de confianca (IC 95%), com sementes
nao lavadas apresentando limite inferior de 0,407 e sementes lavadas limite superior de 0,343.
O contraste estatistico indicou diferenga significativa, com Odds Ratio de 1,87 (p < 0,0001).

A auséncia da etapa de secagem resultou em probabilidade de contaminagao de 0,478,
enquanto a realizagdo da secagem reduziu esse valor para 0,278. O contraste apresentou Odds
Ratio de 2,37 e valor de z de 6,764. As estimativas apresentaram intervalos de confianga

estreitos.

3.3 Analise do fator genético e potencial de calogénese

A influéncia do gendtipo sobre a inducdo de calos foi avaliada por meio das Médias
Marginais Estimadas (EMMeans), considerando o conjunto dos protocolos de assepsia. A
Tabela 7 apresenta as probabilidades estimadas de inducao de calos para cada genotipo, bem
como os contrastes pareados expressos pela razdo de chances (odds ratio), acompanhados dos
respectivos erros padrdo, estatisticas z e p-valores. Os contrastes indicaram diferenga
significativa apenas entre os gendtipos BRSMG Cagula e CMG 1590 (odds ratio = 0,571; p =
0,0212), enquanto as demais comparagdes nao apresentaram diferencgas significativas (p >

0,05).
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Tabela 9 — Médias marginais estimadas (EMMeans) para a probabilidade de indugdo de calos

por genotipo e respectivos contrastes pareados. Os contrastes sdo apresentados como razao de

chances (odds ratio), acompanhados do erro padrdo (SE), estatistica z e p-valor do teste de

Wald.
GENOTIPO Odds ratio SE y/ p-valor
BRSMG CACULA / CMG 1590 0.571 0.106 -3.022  0.0212
BRSMG CACULA / BRS DOURADAO 0.831 0.155 -0.992  0.8592
BRSMG CACULA / NIPPONBARE 2.453 0.350 3.871  0.3127
BRSMG CACULA / SOBERANA 0.768 0.144 -1.411  0.6206
CMG 1590 / BRS DOURADAO 1.456 0.271 2.014  0.2593
CMG 1590 / NIPPONBARE 1.085 0.210 0.420 0.9850
CMG 1590 / BRS SOBERANA 1.346 0.251 1.595  0.5005
BRS DOURADAO / NIPPONBARE 1.366 0.258 1.652 0.4642
BRS DOURADAO / BRS SOBERANA 0.925 0.174 -0.417 0.9937
NIPPONBARE / BRS SOBERANA 0.677 0.128 -2.068  0.2340
GENOTIPO Probabilidade SE IC inferior IC superior
BRSMG CACULA 0.416 0.0320 0.355 0.479
CMG 1590 0.555 0.0323 0.491 0.617
BRS DOURADAO 0.461 0.0330 0.398 0.526
NIPPONBARE 0.585 0.0317 0.325 0.449
BRS SOBERANA 0.481 0.0331 0.417 0.546

Fonte: elaboragdo propria.

Os genotipos Nipponbare e CMG 1590 apresentaram as maiores probabilidades de

inducdo de calos (P = 0,585 e 0,555, respectivamente), sendo os unicos a superar 50% de

probabilidade apos os tratamentos. O genotipo BRSMG Cagula apresentou a menor

probabilidade de inducdo de calos (P = 0,416). Os gen6tipos BRS Soberana e BRS Douradao

apresentaram valores intermediarios de indugao.

3.4 Influéncia dos fatores isolados (lavagem e secagem) na calogénese

A anélise dos efeitos isolados mostrou que a lavagem prévia e a secagem pos-assepsia

apresentaram maiores probabilidades de formacdo de calos, com diferencas estatisticamente

significativas (p < 0,05). Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que a lavagem prévia

(p = 0,0055) e a secagem posterior (p = 0,0221) apresentaram efeitos significativos sobre a

probabilidade de indugao de calos. Observou-se aumento na probabilidade de formagao de calos

de 0,419 para 0,500 com a lavagem, e de 0,426 para 0,493 com a secagem.
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Tabela 10 — Efeitos isolados da lavagem prévia e da secagem das sementes na probabilidade de
indugdo de calos em arroz. Os valores representam as probabilidades estimadas, razdes de chances
(Odds ratio) e significancia estatistica para cada fator independente.

Lavagem Probabilidade
NAO 0.419
SIM 0.500
Comparagao:
Contraste Odds ratio p
NAO/SIM 0.72 0.0055
Secagem Probabilidade
NAO 0.426
SIM 0.493
Comparagdo
Contraste  Odds ratio p
NAO/SIM  0.763 0.0221

Fonte: elaboragdo propria.

3.5 Comportamento dos gendtipos quanto a viabilidade e recalcitrancia dos explantes

A probabilidade de ocorréncia de inércia morfogénica, representada pela auséncia de indugdo
de calos em sementes assépticas, foi estimada por meio do modelo linear generalizado binomial, € os
resultados estratificados por genétipo sdo apresentados na Tabela 9. Os gendtipos BRS Soberana e
BRSMG Cagula apresentaram as maiores probabilidades estimadas de inércia (0,178 ¢ 0,164,
respectivamente), enquanto Nipponbare apresentou a menor probabilidade (0,016).

Tabela 11 — Probabilidade de sobrevivéncia de explantes de arroz que nao apresentaram
contaminagdo microbiana nem inducao de calos em meio de cultura. Valores expressos em

probabilidade estimada e Erro Padrao (SE).

Genotipo Probabilidade SE
DOURADAO 0.117 0.024
SOBERANA 0.178 0.026
NIPPONBARE 0.016 0.030
CACULA 0.164 0.025
CMG 1590 0.103 0.022

Fonte: elaboragdo propria.

Ao que se refere a UFC, a andlise de variancia (ANOVA) nao revelou diferenga
significativa entre as cepas avaliadas para a variavel UFC (F = 1,56; p = 0,23), indicando
auséncia de efeito estatisticamente significativo da cepa nas condi¢des experimentais testadas

(Figura 7).
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Figura 8 — Densidade bacteriana (logio UFC/mL) das cepas EHA105 e LBA4404. Os dados
representam média + erro padrao (SEM) de trés repeticdes biologicas independentes. Nao foram
observadas diferencas significativas entre as cepas (teste t de Student, p > 0,05).
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As cepas avaliadas ndo diferiram estatisticamente entre si para a variavel UFC. Pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, ambas as cepas foram agrupadas no mesmo nivel de
significancia (grupo “a”), indicando comportamento semelhante quanto a formacao de unidades

formadoras de colOnia.

4 DISCUSSAO

A reducdo da contaminacdo observada apos a lavagem prévia indica que parte
significativa da carga microbiana estd associada superficialmente as sementes. Esse
comportamento sugere que a etapa de limpeza fisica atua como um fator determinante na
eficiéncia da assepsia, ao reduzir barreiras organicas que interferem na acdo do hipoclorito de
sodio (Bosnjak et al., 2024). Esse efeito € consistente com a afirmativa que sementes podem
abrigar uma microbiota diversa, a qual influencia diretamente a dinamica de contaminagdo em
condigdes in vitro. Além disso, a literatura indica que a presenca de matéria organica reduz a
eficacia de agentes oxidantes ao consumir o cloro ativo, fato que explica a maior eficiéncia
observada quando a lavagem ¢ aplicada previamente (Griffis; Manners; Girimurugan 2023;

Silva et al. 2015).
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Por outro lado, a analise do aumento do tempo de exposicao ao NaClO evidenciou
auséncia de resposta linear na reducdo da contaminacdo, indicando que a ampliacdo do tempo
nao resultou em ganhos consistentes de assepsia. Esse comportamento sugere a existéncia de
um limite de eficiéncia do tratamento quimico, a partir do qual o aumento da exposi¢ao nao
promove melhorias adicionais significativas. Esse padrdo ¢é consistente com resultados
relatados em outras espécies, nos quais o prolongamento do tempo de exposi¢ao ao hipoclorito
ndo aumentou significativamente a eficiéncia da desinfestacdo, mesmo sob condi¢des
controladas (Faiad et al., 1997). Em conjunto, esses resultados indicam que a eficiéncia do
protocolo nao depende apenas da intensidade do agente quimico, mas principalmente do
equilibrio entre as etapas fisicas e quimicas do processo.

Adicionalmente, estudos em arroz irrigado indicam que a desinfestagdo adequada com
NaClO pode melhorar a expressdo do potencial fisiolégico, aumentando a proporcao de
plantulas normais e reduzindo anomalias e mortalidade (Scheidt et al., 2020), o que reforca a
importancia de se estabelecer um ponto 6timo de tratamento que maximize a assepsia sem
comprometer a viabilidade dos explantes.

No gendtipo BRS Soberana, observou-se descritivamente um aumento da mediana da
porcentagem de contamina¢do ap6s 30 minutos de exposi¢do ao hipoclorito de sédio.
Entretanto, essa variacdo ndo foi acompanhada de diferenga estatisticamente significativa,
devendo ser interpretada apenas como uma tendéncia observada nos dados. Ainda assim, esse
comportamento pode refletir que tempos prolongados de exposicdo a agentes oxidantes nem
sempre resultam em maior eficiéncia da desinfestacdo, conforme relatado por Faiad et al.,
(1997) e Scheidt et al. (2020).

Nesse contexto, os resultados obtidos indicam que o periodo de 20 minutos representa
um ponto de equilibrio mais eficiente entre sanitizacdo e preservagdo do material, enquanto
exposicdes superiores podem comprometer a integridade fisioldgica sem ganhos adicionais
consistentes. Assim, evidencia-se que a eficiéncia da assepsia depende mais da adequagao do
protocolo e da etapa fisica inicial de limpeza do que da intensificacdo do agente quimico.

A etapa de secagem contribuiu adicionalmente para o controle da contaminagao,
atuando como uma barreira complementar apds os tratamentos de lavagem e desinfestacao
quimica. A reducgdo consistente dos niveis de contaminagdo observada apds a remog¢ao da
umidade residual sugere que a presenca de agua superficial pode favorecer a sobrevivéncia de
microrganismos remanescentes. Esse efeito foi particularmente evidente no genotipo BRS
Soberana, que apresentou reducgdo expressiva da contaminacao apos a aplicacdo sequencial dos

tratamentos. Esses resultados estdo de acordo com Davoudpour et al. (2020), que destacam a
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importancia da remog¢do da umidade residual apds a assepsia para minimizar a proliferacdo
microbiana e favorecer o estabelecimento do explante em meio de cultura, reforcando o papel
da secagem como etapa complementar em protocolos de cultura de tecidos (Cassells, 2012b;
Leifert & Cassells, 2001).

Esse entendimento se torna mais evidente quando se observa que o hipoclorito de sodio,
embora eficiente na redugdo da contaminagdo superficial, pode ndo eliminar completamente
microrganismos fortemente aderidos ou protegidos por estruturas mais complexas do
tegumento (Miché & Balandreau, 2001). Essa limitacao ajuda a explicar a persisténcia de
contaminagdo em gendtipos como BRS Douradado e Nipponbare, indicando que a eficiéncia do
tratamento quimico isolado nao ¢ suficiente para garantir assepsia completa.

Nesse contexto, a variagdo observada entre genodtipos sugere forte influéncia da
constitui¢do bioldgica do material vegetal, uma vez que diferentes genotipos podem abrigar
comunidades microbianas distintas e responder de forma desigual aos mesmos protocolos de
assepsia (Chen et al., 2026). Essa influéncia genotipica ajuda a compreender as diferencas
observadas entre materiais mais € menos suscetiveis, indicando que a resposta a assepsia nao
depende apenas do tratamento, mas também da interacdo com o hospedeiro.

De forma complementar, diferengas estruturais do tegumento podem interferir tanto na
aderéncia de microrganismos quanto na eficiéncia de penetra¢do do agente desinfestante, o que
contribui para explicar a maior eficiéncia observada em gendtipos como CMG 1590 em
compara¢do a materiais mais suscetiveis. Assim, a eficiéncia do protocolo deve ser entendida
como resultado da interacdo entre caracteristicas do genoétipo e das etapas de assepsia, € ndo
apenas da intensidade do tratamento quimico. Do ponto de vista estatistico, essa superioridade
do CMG 1590 ¢ confirmada pela separagdo clara de seus intervalos de confianga em relagao
aos gendtipos mais suscetiveis, como Nipponbare, indicando uma diferenga consistente no
padrdo de contaminagdo. Conforme Cumming e Finch (2005), a auséncia de sobreposi¢ao entre
intervalos de confianca de 95% constitui evidéncia robusta de diferengas estatisticas,
refor¢ando a distingdo do comportamento desse gendtipo.

Além disso, a menor variabilidade observada no CMG 1590, evidenciada pelo erro
padrdo reduzido, indica maior estabilidade experimental e maior precisao nas estimativas, o que
aumenta a confiabilidade das comparagdes entre genotipos, conforme discutido por Lenth
(2016). Em conjunto, esses resultados indicam que o desempenho superior do CMG 1590 nao
se limita & menor contaminacdo, mas também a consisténcia de sua resposta sob diferentes

condi¢des do protocolo.
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Os contrastes pareados ndo evidenciaram diferencas significativas entre os genotipos
BRSMG Cagula, BRS Douraddao ¢ BRS Soberana (p > 0,05), indicando comportamento
semelhante quanto a resposta aos protocolos de assepsia nas condi¢des avaliadas. Em contraste,
o gendtipo CMG 1590 apresentou menor probabilidade de contaminacao, diferenciando-se dos
demais materiais avaliados.

Essa superioridade ¢ reforcada pela andlise de razdo de chances, na qual o genétipo
BRSMG Cagula apresentou 2,29 vezes maior probabilidade de contaminacdo em relagao ao
CMG 1590, evidenciando maior risco associado a esse material. Por outro lado, quando
comparado ao Nipponbare, o CMG 1590 apresentou reducao superior a 50% nas chances de
infeccdo (OR = 0,413), o que indica menor susceptibilidade relativa a contaminagao e reforca
sua estabilidade sanitaria.

Quando considerados os fatores operacionais do protocolo, observou-se que a lavagem
prévia reduziu significativamente a contaminagdo (0,448 para 0,303), indicando que parte
relevante da carga microbiana esta associada a superficie das sementes. Esse resultado reforca
a importancia da remocao inicial de detritos, uma vez que favorece a acao subsequente do
agente quimico (Neergaard, 1977). De forma complementar, a secagem pds-assepsia também
apresentou efeito significativo na redugdo da contaminagdo (OR = 2,37; p < 0,0001),
evidenciando que a associagdo entre etapas fisicas e quimicas aumenta a eficiéncia do protocolo
de assepsia (Carvalho, 2012).

Em conjunto, esses resultados indicam que a eficiéncia da assepsia ndo depende de um
fator isolado, mas da interagdo entre etapas fisicas, quimicas e da propria resposta genotipica.
Esse encadeamento € coerente com o conceito de hurdle technology, no qual multiplas barreiras
atuam de forma combinada para limitar a sobrevivéncia microbiana (Leistner, 2000).

Além disso, os resultados de indugdo de calos demonstram que o protocolo de assepsia
ndo comprometeu a competéncia morfogenética dos explantes, uma vez que Nipponbare e
CMG 1590 apresentaram altas taxas de calogénese e ndo diferiram estatisticamente entre si (p
= 0,9850). Esse comportamento indica que a sanidade obtida pelo protocolo favoreceu a
manuten¢do da capacidade de dediferenciacdo celular, conforme jé relatado em estudos sobre
cultura de tecidos vegetais (George; Hall; Klerk, 2007; Hiei et al., 1994).

Por fim, a recalcitrancia observada em genotipos como BRS Soberana e BRSMG Cacula
evidencia que, apesar da eficiéncia do protocolo de assepsia, existem limita¢des intrinsecas
associadas ao material genético. Esses resultados reforcam que a resposta in vitro resulta da

interagdo entre o estado sanitario do explante e sua competéncia fisioldgica, sendo que
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genotipos mais responsivos, como o0 CMG 1590, apresentam melhor equilibrio entre controle
de contaminagdo e capacidade regenerativa.

Os resultados obtidos pela andlise de variancia, considerando o carater densidade
bacteriana entre as cepas Agrobacterium tumefaciens EHA105 e LBA4404, indicaram auséncia
de diferenca significativa. A estimativa evidencia comportamento semelhante quanto ao
crescimento in vitro sob as condic¢des avaliadas (F = 1,56; p = 0,23), sugerindo que ambas as
cepas apresentam capacidade equivalente de multiplicagdo em meio de cultura padrao, o que
esta de acordo com o facto de diferentes linhagens de Agrobacterium poderem exibir
desempenho semelhante em condi¢gdes controladas de crescimento.

Esse resultado estd de acordo com relatos de que diferentes linhagens de Agrobacterium
tumefaciens podem apresentar taxas de crescimento semelhantes em condi¢des controladas
(Toki, 1997). Entretanto, a eficiéncia da transformacdo genética ndo depende exclusivamente
da densidade bacteriana, mas também da expressao dos genes de viruléncia (vir), da capacidade
de transferéncia do T-DNA e da interacdo entre a bactéria e o genotipo da planta hospedeira
(Gelvin, 2003). Assim, embora ndo tenham sido observadas diferencas no crescimento
bacteriano, a cepa EHA105, por ser derivada de uma linhagem hipervirulenta, tende a
apresentar maior efici€ncia de transformacao do que LBA4404 (Hiei et al., 1994; Toki, 1997).
Esses resultados reforcam que a selecdo da cepa para protocolos de transformacgdo deve
considerar caracteristicas fisioldgicas e moleculares associadas a transferéncia de T-DNA, e

ndo apenas seu crescimento em meio de cultura.

5 CONCLUSAO

Este estudo permitiu estabelecer que a eficiéncia dos protocolos in vitro em arroz (Oryza
sativa L.) estd associada a integragdo de fatores fisicos, quimicos, genotipicos e
microbioldgicos, que influenciam diretamente as etapas essenciais da transformacdo genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens. As etapas de lavagem prévia e secagem pos-assepsia
mostraram-se determinantes para a reducao da contaminagdo, enquanto o aumento do tempo de
exposicao ao hipoclorito de soddio ndo proporcionou ganhos consistentes na desinfestacao. Entre
os genotipos avaliados, CMG 1590 apresentou melhor desempenho quanto a redugdo da
contaminagdo e a inducdo de calos. As cepas EHA105 e LBA4404 de Agrobacterium
tumefaciens apresentaram crescimento in vitro semelhante, indicando comportamento
equivalente nas condigdes avaliadas. Conclui-se que a otimizacao de protocolos in vitro em

arroz depende da combinacdo adequada das etapas de assepsia, da selecdo do genotipo e das
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condi¢des empregadas na cultura de tecidos e no cultivo bacteriano, constituindo uma base para

estudos de regeneracdo e transformacao genética.
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Abstract

This study aimed to evaluate the response of different 2,4-D concentrations on callus induction
and plant regeneration in indica and japonica rice genotypes, specifically the elite line
CMG1590 and the model cultivar Nipponbare. Despite the importance of rice biotechnology,
genotypic recalcitrance remains a major bottleneck for genome editing. Mature seeds were
inoculated onto N6 medium supplemented with 2,4-D concentrations (0 to 3.0 mg/L) targeting
the scutellum as the primary explant. The results revealed a quadratic dose-response
relationship: the absence of 2,4-D (TO0) prevented callus formation, whereas the peak induction
occurred at 2.5 mg/L (T4), with 93.3% for Nipponbare and 80.0% for CMGI1590.
Mechanistically, Nipponbare’s superior performance is attributed to efficient auxin signaling
via the SCFTIR1/0OsAFB2 complex, whereas supra-optimal concentrations (3.0 mg/L 2,4-D)
were associated with reduced cellular performance, potentially reflecting oxidative stress
responses and involvement of the OsMAPK6-ROS pathway. Regeneration on MS medium was
most effective following induction at 2.0 mg/L (T3). ANOVA confirmed a highly significant

Genotype x Regulator interaction (p < 0.01). In conclusion, this research validates a 2.0-2.5
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mg/L 2,4-D threshold as a strategic platform to overcome recalcitrance, providing a robust

protocol for future CRISPR/Cas9-mediated improvement of local rice germplasm.
Keywords: Oryza sativa L., Scutellum, 2,4-D, Somatic embryogenesis, Recalcitrance, Tissue

culture optimization.

Introduction

Rice (Oryza sativa L.) remains a cornerstone of global food security and a fundamental model
system for monocotyledonous genetics due to its small genome and established transformation
protocols. However, its biotechnological advancement through gene editing is frequently
constrained by morphogenic recalcitrance. This limitation is particularly pronounced when
comparing japonica models to elite or indica genotypes, which often exhibit significantly lower
in vitro responsiveness. (Carsono et al., 2021; Sidek et al., 2022). Consequently, optimizing
callogenesis from mature embryos is a prerequisite for establishing high-throughput

regeneration systems (Sutradhar et al., 2024).

The success of in vitro regeneration via somatic embryogenesis is governed by the interaction
between the explant’s genetic constitution and the exogenous hormonal balance. In this context,
the synthetic auxin 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is the gold standard for inducing
cellular dedifferentiation. It acts by reprogramming specialized somatic tissues, such as the
embryo scutellum, back into a totipotent meristematic state (Almeida et al., 2020; Usenbekov,
et al., 2024). While essential for triggering this transition, 2,4-D concentrations must be
precisely calibrated, suboptimal levels fail to induce embryogenesis, whereas supra-optimal
concentrations can lead to somaclonal variation, physiological stress, or total inhibition of

regenerative capacity (Susanto et al., 2020; Yimam et al., 2025).

Despite the ubiquity of 2,4-D protocols, genotype-dependent responses remain a critical
bottleneck. Elite lines with superior agronomic traits often exhibit lower regeneration
frequencies than laboratory models. As highlighted by recent studies, customizing these tissue
culture parameters is a vital step for breeding programs focused on nutritional improvement or

climate resilience (Usenbekov, et al., 2024).

Therefore, this study aimed to evaluate the morphogenic potential of two distinct rice
genotypes, the model cultivar and the elite line CMG1590, under varying concentrations of 2,4-

D. By analyzing the interaction between hormonal stimuli and genetic backgrounds, we aim to
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develop a more efficient protocol for callus induction and subsequent plant regeneration,

thereby providing a robust framework for future biotechnological interventions.
Materials and methods
Plant Material and Botanical Characterization

The study was conducted using mature seeds of two rice genotypes (Oryza sativa L.): a model
Japonica cultivar and the elite line CMG1590 (UFLA/EPAMIG/EMBRAPA). Botanically, the
studied rice genotypes (Oryza sativa L.) follow the standard Poaceae architecture,
characterized by cylindrical, hollow culms and a terminal panicle inflorescence. As a staple
cereal originating from tropical and subtropical regions, its caryopsis (grain) houses the
scutellum, a structure rich in meristematic cells and the primary target for embryogenic callus
induction due to its high cellular competence and capacity for epigenetic reprogramming under
exogenous auxin (Kellogg, 2015; Sutradhar et al., 2024). Within this species, the indica
subspecies (represented by the elite line CMG1590) and the japonica subspecies (represented
by the model cultivar Nipponbare) exhibit distinct morphophysiological traits. While japonica
varieties are generally more amenable to in vitro manipulation, indica types often display higher
recalcitrance, requiring precise adjustments in hormonal concentrations, such as 2,4-D, to
overcome genotype-specific barriers to callus induction and subsequent plant regeneration
(Yimam et al., 2025; Yoshida, 1981). Seeds of Oryza sativa L. used in this study were obtained
from plants grown under controlled greenhouse conditions. The plant materials correspond to
the cultivars CMG1590 and Nipponbare, maintained at the Universidade Federal de Lavras
(UFLA). The CMG1590 cultivar was developed by the MelhorArroz research group at UFLA.

Surface Sterilization

Seeds were immersed in 70% (v/v) ethanol for 1 minute, followed by treatment with a 2.5%
(v/v) sodium hypochlorite (NaOCIl) solution supplemented with Tween-20 (Sigma-Aldrich,
USA) for 30 minutes (the solution was refreshed every 10 min). After five rinses in sterile

deionized water, seeds were blotted dry on sterile filter paper.
Callus Induction and Incubation

Explants (mature seeds) were inoculated onto Chu (N6) basal medium (Chu et al., 1975)
supplemented with 30 g/L sucrose, 7.0 g/L agar, B5 vitamins (Gamborg et al., 1968), proline
2.8 g/l and 0.3 g/L casein hydrolysate. The pH was adjusted to 5.8. The experimental factor

was 2,4-D concentration (0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, and 3.0 mg/L). Cultures were maintained at 25 +
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2 °C in total darkness for 21-28 days. The developmental stages from explant inoculation to

successful plantlet acclimation are shown in Figure 1.
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Fig. 1: Morphological stages of callus induction and plant regeneration in rice (Oryza sativa
L.): (A) Detail of the seed scutellum showing the first signs of cellular dedifferentiation after
7 days on N6 medium supplemented with 2,4-D. (B) Shoot bud differentiation and early
organogenesis from green nodular calli after 16 days on MS regeneration medium. (C)
Acclimatization phase of regenerated plants, showing complete development (roots and

shoots) and readiness for transfer to soil or ex vitro conditions.

Shoot Regeneration

Embryogenic calli were transferred to Murashige & Skoog (MS) medium (Murashige & Skoog,
1962), supplemented with 2.0 mg/L 6-benzylaminopurine (BAP) and 0.5 mg/L a-

naphthaleneacetic acid (NAA). For callus induction, Chu N6 medium was selected due to its
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widespread use and validation in rice tissue culture protocols to promote embryogenic callus
formation, as N6 supplemented with 2,4-D has been shown to efficiently induce calli from rice
explants. For subsequent regeneration, MS medium was employed as it provides a balanced
supply of macronutrients, micronutrients, and vitamins that support shoot and root
differentiation, and is commonly used as a regeneration medium in rice protocols, yielding high
shoot formation from calli. This two-step approach, with media optimized for each
developmental stage, is consistent with current rice tissue culture methodologies (Ali et al.,
2021; Gao et al., 2024; Yimam et al., 2025). Cultures were incubated under a 16-hour
photoperiod (50 pmol m™s7!) at 25 + 2 °C. Regeneration frequency and the average number of

shoots per callus were recorded after 30 days.
Experimental Design and Data Analysis

The study employed a completely randomized design (CRD) in a 2 x 6 factorial arrangement
(2 genotypes x 6 concentrations). with five replicates per treatment, each containing 15 seeds.
Data were subjected to ANOVA. We calculated Callus Induction Frequency (CIF),
Regeneration Frequency (RF), and the time for 50% and 90% induction (CEso and CEso).
Percentage data were arcsine-transformed. Mean comparisons were performed using Tukey’s
HSD test (p < 0.05). Analyses were conducted in R (v. 4.2.2) using the ExpDes.pt and ggplot2

packages. The variables were determined according to the following equations:

(a) Callus Induction Frequency (CIF)

CIF (%) number of seeds forming calli 100
% total number of inoculated seeds x

(b) Regeneration Frequency (RF)

number of calli with green shoots
RF (%) - - ——x100
total number of calli transferred to regeneration medium

(c) Non-linear regression analysis to determine the time required for 50% and 90% callus

induction (CEs, and CEgy).

d—c
1+exp(b(x—e)

(d) f(x) =c+

Where:
f(x): represents the percentage of callus induction over time x

x: Time (days)
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d and c: are the upper and lower asymptotes, respectively
b: Slope of the curve (indicates the rate of the induction process)

e: CE50 value (time required to achieve 50% of the maximum induction).

(e) Arcsine square root transformation

y = arcsinm
Where:
y: is the transformed value used for statistical analysis.
x: is the observed frequency or percentage.
100: is the constant used to convert the percentage into a decimal fraction (0 to 1).

Results and discussion

Average percentage of calluses per treatment and per genotype

Callus induction from mature embryos followed a quadratic, concentration-dependent response,
characterized by a complete absence of response in the control (T0) and peak efficiency at intermediate
concentrations. The japonica genotype reached its induction zenith at T4 (93.3%), outperforming the
local indica variety CMG1590, which achieved its maximum performance under the same treatment but
at a lower rate (80%). This quantitative divergence highlights distinct embryogenic competence

windows and genotype-specific hormonal sensitivity thresholds between the two subspecies (Figure 2).

Callus Induction Percentage by Treatment and Genotype
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Fig. 2: Callus induction percentage of japonica (Nipponbare) and indica (CMG1590) rice
genotypes across different 2,4-D treatments. Both genotypes exhibit a quadratic response to
increasing auxin concentrations, with peak induction at T4 (93.3% for and 80% for
CMG1590) followed by a decline at T5. Data are expressed as mean + SS of three biological

replicates.

The statistical superiority across all hormonal treatments (T1-T5) reflects a more responsive
auxin signaling machinery. This phenomenon is underpinned by the upregulation of
transcription factors such as OsARF16 and OsARF19, which catalyze the cellular transition to
a dedifferentiated state. As reported by Guo et al., (2023)The efficiency of Aux/IAA repressor
degradation (specifically OsIAA14) via the TIR1 receptor pathway is what distinguishes high-
performance genotypes from recalcitrant varieties. Our data confirms that it maintains a
consistently high induction stability (>90%), closely aligning with established reference
standards (Yimam et al., 2025).

In contrast, the CMGI1590 genotype exhibited a moderate recalcitrance profile, typical of
tropical indica varieties, with a sharp decline in callogenesis at TS5 (60%). This result suggests
that elevated 2,4-D concentrations exceed the cellular tolerance threshold, triggering
phytotoxicity. Mechanistically, this decline is attributed to the accumulation of reactive oxygen
species (ROS) and the activation of the OsMAPKS5-mediated apoptosis pathway. The browning
observed in regenerated calli likely reflects oxidative stress responses, as reported in previous
studies of rice tissue culture and other plant species. This process involves enzymatic oxidation
of phenolics, ROS production, and alterations in antioxidant enzyme activity (Permadi et al.,
2024; Wu et al., 2024; Zhang et al., 2020). It should be noted that no direct experimental
measurements of these markers were performed in the present study. Such convergence
reinforces the conclusion that biochemical overstimulation, across species, triggers conserved
defense responses that prioritize stress survival over cell proliferation.

Analysis of variance (ANOVA) revealed that 2,4-D concentrations strongly influenced callus
induction in both genotypes. The treatment effect was highly significant in Nipponbare (F =
7.136; p = 0.0026) and significant in CMG1590 (F = 4.064; p = 0.0217), as shown in Table 1.
These statistical data validate the observed concentration-dependent response, establishing a
quadratic pattern with efficiency peaks at T4, followed by a decline at T5. This reinforces the
existence of genotype-specific concentration thresholds for hormonal sensitivity and cellular

stress.
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Table 1: Analysis of variance (ANOVA) for the effect of 2,4-D concentrations on callus
induction in two rice genotypes. The results indicate the influence of different concentrations
on the induction frequency for (japonica) and CMG1590 (indica). F-values and p-values denote
the level of statistical significance.

Genotype Source of Variation GL SS MS F p-value Significance

Nipponbare Treatment 5 17531 3506 7,136 0.0026 p<0.01
Residue 12 5896 491

CMG1590  Treatment 5 12644 2529 4,064 0.0217 p<0.05
Residue 12 7467 622

The observed induction rates demonstrate a high-precision biological response (japonica),
which achieved a peak induction of 93.3% at T4, aligning closely with the findings of Tian et
al., (2023), who reported 94.2% at 2.2 mg/L via single-cell RNA-seq, identifying the
upregulation of OsARF19 and OsWOX5 as key drivers of scutellum derived callogenesis.
Conversely, the local genotype CMGI1590 (indica), despite its characteristic recalcitrance,
reached 80% at T4. This performance surpasses 78.6% reported for the reference variety IR64
by Chirinos and Licausi (2024), highlighting the significant embryogenic potential of this
germplasm.

These findings corroborate a significant treatment effect on both genotypes, supporting a
concentration-dependent response pattern. Mechanistically, the optimal concentration window
(1.8-2.6 mg/L) triggers the SCF<sup>TIR1</sup>/OsAFB2 complex, promoting the
degradation of OsIAA14/28 repressors and releasing OsARF16/19 transcription factors to
activate master embryogenic genes such as OsBBM1 and OsLECI, as elucidated by Guo et al.
(2023).

However, the decline at T5 reflects a transition toward physiological inhibition. Supraoptimal
concentrations induce a negative feedback loop mediated by OsMAPK6-ROS signaling and
OsFIE1-mediated epigenetic reactivation, thereby blocking cellular totipotency, a mechanism
recently validated by ChIP-seq analysis (Guo et al., 2023). This threshold-dependent response
is further evidenced by the higher residual variance in CMG1590 (Mean Square Residue = 622)
compared to (MS Residue = 491), suggesting that while both genotypes share the same
molecular pathway, the japonica variety possesses a more resilient and broader embryogenic
competence window.

The callogenic performance observed in this study aligns with the benchmarks established by

Carsono, et al. (2021) and Khokhar et al. (2017), who identified 2.0-3.0 mg/L of 2,4-D as the
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optimal range for inducing high-quality embryogenic callus in rice. The peak induction rates
for (93.3%) and CMG1590 (80.0%) at intermediate concentrations are statistically validated by
the significant treatment effects observed in ANOVA.
Mechanistically, this response is driven by the auxin-mediated activation of the
SCF<sup>TIR1</sup>/OsAFB2 complex, which initiates the embryo-like developmental
pathway via the degradation of OsIAA repressors, a process fundamental to cellular totipotency
as elucidated by (Guo et al., 2023). Conversely, the inhibitory effect observed at higher
concentrations (T5) reflects a physiological threshold where excessive 2,4-D triggers
OsMAPKG6-ROS signaling and OsFIE1-mediated epigenetic repression. The higher instability
of the CMG1590 genotype under these supra-optimal conditions is reflected in its greater
residual variance (MS Residue = 622) compared to MS Residue = 491, suggesting a narrower
and more sensitive embryogenic competence window for the local germplasm.

The analysis of variance (ANOVA) indicated a highly significant effect for the treatment

factor (p < 0.001), confirming that callus induction in the evaluated germplasm is strictly

dependent on exogenous 2,4-D supplementation. For the CMG1590 genotype, Tukey’s test

revealed significant differences relative to the control (TO0) at treatments T3 and T4 (Table 2).

Table 2: Multiple Comparison of Mean Differences with Respect to Initial Time (TO).
Adjusted p-values obtained through multiple comparisons tests. The Difference column

indicates the mean difference. Significance symbols are: * p < 0.05; ** p <0.01.

Comparison Difference p-adjusted Significance

T2 -T0 | 73.33 0.0155 *
T3 —T0 | 86.67 0.0046 ok
T4 —T0 | 93.33 0.0025 ok
T5—1T70 | 80.00 0.0084 *%

This response pattern suggests a hormonal-sensitivity threshold inherent to the genotype,
requiring high concentrations of the regulator to trigger the epigenetic reprogramming of
somatic cells. It was observed that after reaching a peak response in treatment T4 (Difference

=93.33; p =0.0025), the callus-promoting effect reached a stabilization phase in treatment T5.

This stabilization corroborates the findings of Zheng & Konzak, (1999) and Carsono, et al.
(2021), the convergence of these data validates the existence of an optimal concentration

window for auxins. According to these authors, the biological effect reaches saturation once
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cellular auxin receptor sites are fully occupied, beyond this point, increasing the dose (as seen
in the transition from T4 to T5) confers no further competitive advantage and may eventually
induce phytotoxic responses or inhibitory ethylene synthesis.

While the genotype factor exhibited a trend effect (p = 0.084), the analysis of overall means
revealed distinct variations in responsiveness. One genotype achieved a higher mean callus
induction (65.2 + 37.1%) compared to CMG1590 (52.2 + 34.4%), demonstrating greater
intrinsic sensitivity to 2,4-D treatments. This variation reinforces the multifactorial nature of in
vitro morphogenesis, where the Genotype x Growth Regulator interaction serves as the primary
modulator of experimental success. These results align with the thesis of Carsono, et al. (2021),
where concentrations between 2 and 3 ppm were identified as optimal, proving that induction
efficiency is a coordinated response between the exogenous dose and the endogenous hormonal

balance of each specific genetic material.

The complexity of the response to 2,4-D transcends simple quantitative analysis. The
stabilization observed at T5 can be further interpreted through the studies of Silva et al. (2015),
who identified a biphasic effect for this regulator. Thus, the maintenance of high induction rates
at increasing concentrations suggests that, while T4 represents the apex of cellular
dedifferentiation (quantity), higher concentrations, such as T35, operate at the threshold of
morphogenic quality. As suggested by Silva et al., (2015), intermediate concentrations may be
more conducive to subsequent redifferentiation and organized development, underscoring the

need to optimize concentration based on the specific regenerative goal of the in vitro protocol.

Furthermore, the predominant influence of genotypes is highlighted by Usenbekov, et al.,
(2024), who observed a distinct response pattern in their in vitro studies. Their two-way
ANOVA indicated significant main effects for both culture medium and genotype (p < 0.05),
but no interaction between these factors. This lack of Genotype x Environment interaction
suggests that, for certain species, the morphogenic response is primarily intrinsic to the genetic
material, with the environment acting as a general modulator without altering the hierarchy of

genotypic performance.

Although our ANOVA results revealed a significant interaction effect (Genotype x Regulator,
p < 0.05), reinforcing the necessity for genotype-specific protocols the findings of Usenbekov
et al. (2024) serve as a critical counterpoint. This comparison illustrates that the magnitude of
genetic control varies significantly across species and experimental conditions, in some cases

even negating the interaction effect. Therefore, our results corroborate the importance of



69

balancing exogenous stimuli with the specific genetic background to overcome recalcitrance in

materials such as CMG1590.

The individual capacity of each genotype to respond to 2,4-D treatments was a determining
factor in the success of callus induction. Although the interaction effect was significant, the
isolated analysis of the genotypes revealed distinct levels of morphogenic competence. This
inherent biological variation is summarized in Table 3, which presents the performance of the

genetic materials regardless of the treatment concentration.

Table 3: Means and Standard Deviation of the Measured Variable in Genotypes. The Mean
(%) column represents the average performance of the variable, and SD is the Standard

Deviation.

Genotype Average (%) SD
CMG1590 522 34.4

Nipponbare 65.2 37.1

The graphical representation of the data, as illustrated in figure 3, offers a robust comparative
overview. This diagram highlights the intergenotypic differences, contrasting the mean Callus
Percentage (%) between genotypes, with error bars representing the Standard Deviation (SD).
This visualization is crucial for discerning and quantifying the variability and relative

performance of each genotype.
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Fig. 3: Comparison between CMG1590 and genotypes. Bar heights indicate the mean

induction percentage, and error bars represent the Standard Deviation (SD).

The results of this study underscore the pivotal role of genotype-environment interactions in
rice tissue culture, particularly concerning the morphogenic potential under 2,4-D influence.
The superior callus induction observed in (65.2%) compared to CMG1590 (52.2%) aligns with
its established reputation as a model genotype for in vitro studies. This discrepancy highlights
that although the fundamental pathways of dedifferentiation are conserved, the efficiency of the
process is strongly influenced by the genetic background.

Critical observation is the high variability (Standard Deviation) exhibited in our study, while
Silva et al. (2015), reported that it typically displays high stability and low intra-sample
dispersion, our findings suggest a more heterogeneous response. This lack of uniformity may

be attributed to subtle environmental fluctuations during the incubation period or differences in
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the physiological state of the initial explants, indicating that high induction rates do not always
correlate with experimental predictability.

The observed (hormonal plateau) between treatments T4 and TS5 (2 to 3 mg/L) provides
significant insight into auxin receptor saturation. This pattern is consistent with the findings of
Meneses et al. (2005), who demonstrated via Tukey’s test that concentrations exceeding 2 mg/L
do not yield statistically significant gains in callus mass. This convergence of data suggests a
biological threshold at which increasing exogenous 2,4-D concentration no longer modulates
the mitotic activity of pericycle-derived cells but instead triggers inhibitory or phytotoxic
effects.

Furthermore, the absence of induction in TO (control) confirms that the activation of the callus-
forming program in these genotypes is strictly dependent on exogenous signaling. The optimal
response zone identified between T3 and T4 suggests that future large-scale micropropagation
protocols should prioritize these concentrations to maximize biomass while minimizing the risk
of somaclonal variation associated with excessive hormonal exposure.

Time to 50% and 90% Callus Induction (CEse and CEs) as a Function of 2,4-D
Concentration

The kinetic profile of callus induction, quantified by the time required to reach 50% (EC50)
and 90% (EC90) of maximum induction, revealed a nonlinear, concentration-dependent

response in both genotypes (Figure 4).
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Time to Reach EC50 and EC90 by Genotype
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Fig. 4: Callus Induction Kinetics: Time to reach Effective Response (50% and 90%) as a
Function of 2,4-D Concentration by Genotype. The graph illustrates the concentration-

temporal response relationship of the CMG1590 and genotypes as a function of concentration.

A notable U-shaped trend was observed in EC50 and EC90 values, with the shortest time to
reach induction peaks occurring between 2.0 and 2.5 mg/L of 2,4-D. At these intermediate
concentrations, the EC50 was achieved in approximately 12 days, whereas CMG1590 followed
a similar, albeit slightly delayed, trajectory.

This acceleration of the morphogenic process suggests a zone of optimal hormonal sensitivity.
As supported by Yimam et al. (2025), rice genotypes often exhibit maximum efficacy within
this narrow range (2.0-2.5 mg/L), followed by a plateau or decline. The biological saturation
observed at 3.0 mg/L, where the time to reach EC90 begins to increase again for CMG1590,
indicates that supra-optimal concentrations of 2,4-D may induce a stressful physiological state,
delaying cellular dedifferentiation rather than promoting it.

Although both genotypes followed similar kinetic patterns, consistently maintained a temporal

advantage over CMGI1590, reaching induction milestones faster across almost all
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concentrations. This temporal lead is a clear indicator of greater initial morphogenic
competence.

This result aligns with the findings of Bhuiyan et al. (2014), who noted that japonica cultivars
possess an inherent genetic architecture, likely linked to growth-response QTLs, that facilitates
more efficient auxin signaling. In contrast, the wider dispersion and slower response of
CMG1590 (often associated with indica traits) corroborate the reports of Silva, (2018) and Noor
et al. (2022), where indica genotypes frequently exhibit greater intra-sample variation and a less
predictable response to exogenous regulators.

The convergence of ECso values to a minimum of 12 days at 2.0 mg/L suggests a physiological
limit for the rice scutellum cells to reprogram their fate. This plateau effect, also described by
Carsono, et al. (2021), reinforces the idea that once the auxin receptors are saturated, additional
2,4-D does not accelerate the process. The greater stability of the response, as evidenced by the
smaller divergence between its EC50 and EC90 curves at higher concentrations, suggests
superior cellular homeostasis. This homogeneity is a crucial attribute of micropropagation
protocols, as it ensures synchronized and predictable production of embryogenic calli, which is
essential for large-scale regeneration.

Effect of 2,4-D Concentration on Callus Morphology

The synchrony between the reduction in induction time (ECso and ECoo) and the transition in
callus morphology highlights a specific physiological window of high morphogenic
competence between 2.0 and 2.5 mg/L of 2,4-D. This range represents a metabolic optimum in
which cellular dedifferentiation occurs at maximal speed without triggering the toxic effects
associated with hormonal overstimulation. As shown in Figure 4, the minimum time to reach
EC50 (~12 days) coincides precisely with the emergence of whitish-yellow friable calluses in
the genotype (Figure 5). This correlation suggests hat the acceleration of the cell cycle is

intrinsically linked to the maintenance of an undifferentiated state.
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Effect of 2,4-D Concentration on Callus Morphology
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Fig 5: Effect of 2,4-D Concentration (mg/L) on Callus Morphology and Coloration in Different Genotypes: Each
point on the graph represents the morphological response observed at a given concentration, considering the
physical aspect of the callus (symbols) and the predominant coloration (colors) simultaneously.

According to Meneses et al. (2005) this light-yellow coloration and friability are hallmark
characteristics of embryogenic calluses, reflecting an active and proliferative metabolic state.
In contrast, the longer induction times observed at 1.0 mg/L (16 days) were accompanied by
compact morphology and rhizogenesis, indicating that insufficient auxin levels fail to fully
repress organogenic pathways, leading to premature differentiation rather than mass
proliferation.

The comparative analysis of genotypes reveals a clear divergence in morphological plasticity.
demonstrated a broad response range, transitioning from compact to friable and eventually
returning to a compact state at 3.0 mg/L. This plasticity is supported by Silva et al. (2015), who
are recognized as a global reference due to their sensitive and predictable auxin signaling.
Conversely, CMGI1590 exhibited a more rigid morphological profile, predominantly
maintaining compact calluses and showing higher EC90 values at high concentrations. This
behavior suggests a lower sensitivity to auxins or a higher threshold for inducing friability. This
finding is consistent with Bhuiyan et al. (2014), who reported that indica type genotypes often
display greater tissue rigidity and lower uniformity compared to japonica cultivars. The higher

Standard Deviation observed in CMG1590 further solidifies the conclusion that its cellular
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response is less synchronized, a factor that directly impacts the efficiency of large-scale
regeneration protocols.

The rebound in ECyg times and the darkening of calluses at 3.0 mg/L (transitioning to brownish
yellow) signal the onset of supraphysiological stress. As demonstrated by Casarin et al. (2013)
and Cunha et al. (1994), concentrations exceeding the 2.5 mg/L threshold trigger inhibitory
effects often associated with phenolic oxidation and lignification.

This degradative phenomenon, observed in both genotypes at the highest concentration,
indicates that the accumulation of indolic compounds and auxin receptor saturation disrupt
cellular homeostasis. The increased rigidity and browning are not merely visual changes but
physiological indicators of reduced regenerative potential, confirming that the T3-T4 range
(2.0-2.5 mg/L) is the critical threshold for maintaining metabolic viability.

Plant regeneration under different treatments and genotypes

The evaluation of regenerative capacity in induced calli revealed that the efficiency of in vitro
organogenesis is governed by the interaction between the genetic background and hormonal
dosage. The regeneration percentage indicates that morphogenic competence is not merely an
intrinsic trait, but a response modulated by the culture's chemical environment (Table 4).
Table 4: Means and standard deviations of the number of regenerated plants and regeneration

rates (%) by genotype and treatment.

Genotype Treatment Average Standard Average regeneration
(plants) deviation (%)
CMG1590 TO 0.00 0.00 0.0
CMG1590 Tl 0.33 0.58 6.7
CMG1590 T2 0.67 0.58 13.3
CMG1590 T3 1.33 0.58 26.7
CMG1590 T4 0.33 0.58 6.7
CMG1590 T5 0.33 0.58 6.7
NIPPONBARE TO 0.00 0.00 0.0
NIPPONBARE TI 1.00 1.00 20.0
NIPPONBARE T2 1.33 0.58 26.7
NIPPONBARE T3 2.00 0.00 40.0
NIPPONBARE T4 0.67 0.58 13.3

NIPPONBARE T5 0.67 1.15 13.3
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The data indicate that treatment T3 was the most efficient protocol for both genotypes,
significantly improving the regeneration rate. The Nipponbare genotype achieved peak
regeneration at T3, with an average of 2.0 plants/explant (40.0%), outperforming CMG1590,
which showed 1.33 plants/explant (26.7%) under the same treatment. This divergence
reinforces the principle of genotype dependence, wherein in vitro culture efficiency varies
drastically across genetic materials even under identical cultivation conditions.

The sharp decline in regeneration observed at extreme concentrations (TO, T1, T4, and T5)
demonstrates a dose-response relationship typical of growth regulators. As Bevitori (2013),
postulated, in vitro regeneration follows an optimization pattern dependent on auxin
concentrations (such as 2,4-D), where both hormonal deficiency and excess can inhibit cellular
differentiation and subsequent shoot formation. In the case of T4 and TS5, the decline in
regeneration may be associated with residual effects of high auxin doses, which tend to favor
callogenic proliferation over organized morphogenesis.

Conversely, literature presents significant variations depending on the biological material used.
Khanna and Raina, (1998) and (Ozawa, 2009), reported rice genotypes that required higher
cytokinin concentrations to achieve maximum regeneration rates. Such a discrepancy suggests
that the morphogenic response is highly dependent on the explant's endogenous hormonal
balance and the specific genetic material. In recalcitrant rice cultivars or when using alternative
explants, the optimal response zone may shift from the 2,4-D pattern observed in this research.
These results confirm that the success of in vitro morphogenesis is fundamentally predicated
on the interplay between genetic predisposition and finely tuned levels of growth regulators.
The superior performance of T3 not only validates its role as a model genotype but also
establishes a strategic threshold for applications in rice biotechnology that demand high-

efficiency plant recovery

The analysis of variance (ANOVA) summarized in Table 5 provides a rigorous perspective on
the regeneration data previously described in Table 4. For the genotype, the test yielded a p-
value of 0.068 (F = 2.778), indicating a marginal trend toward significance across treatments.
Although this value does not meet the conventional p < 0.05 threshold, it suggests potential
differences in hormonal responses that could be validated with a refined experimental design

or more replicates.

In the case of CMG1590, the F-value of 2.28 and p-value of 0.112 indicate that the observed
differences in means (Table 5) lack statistical support and are likely attributable to experimental

variability or chance rather than a genuine effect of the 2,4-D concentrations.
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Table 12: Analysis of Variance (ANOVA) of the treatments.

Genotype F p-value

Nipponbare 2,778 0.068

CMG1590 228 0.112

The interpretation of marginally non-significant results, those in the range of 0.06 to 0.10, is a
subject of significant debate in biostatistical literature. As discussed by Greenland et al., (2016)
and Hackshaw & Kirkwood (2011), the p approx 0.05 threshold is largely arbitrary. These
authors suggest that borderline results, such as those found in this study, indicate a trend rather

than a definitive absence of effect.

They argue that marginal results warrant further analysis with larger sample sizes to determine
whether the observed pattern reflects a genuine biological phenomenon obscured by high
within-sample dispersion. Therefore, the result suggests greater sensitivity to the treatment than
CMG1590, although the current sample size limits more robust statistical confirmation.

This statistical framework supports the interpretation of the Tukey test and the graphical
representation in Figure 6. The Tukey test suggests that T3 may represent a statistically distinct
group (a) compared with the control TO (b), while the overall ANOVA effect was marginal (p
>0.05). This indicates a localized increase in morphogenic competence rather than a consistent
global effect across treatments. Conversely, the absence of significant differentiation in
CMG1590 all treatments lassified within group “a” supports its characterization as a genotype

with lower plasticity under the ested condition.
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Plant Regeneration Efficiency
Means followed by the same letter do not differ significantly by Tukey's test (p < 0.05)
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Fig. 6: Plant regeneration efficiency of two rice genotypes under different 2,4-D induction
treatments. The bar charts present the average number of regenerated plants per genotype.
Data are expressed as means + standard error. Means followed by the same letter within each
genotype do not differ significantly by Tukey’s test (p < 0.05). TO to TS5 represent increasing

concentrations/treatments of 2,4-D during the callus induction phase.

Conclusion

The findings of this study provide irrefutable evidence that in vitro morphogenic competence
in rice is governed by a precise Genotype X Auxin interaction. We conclude that activation of
the embryogenic program in the scutellum of both japonica (Nipponbare) and indica
(CMG1590) genotypes is strictly dependent on an optimal exogenous 2,4-D signaling window,
identified here as 2.0-2.5 mg/L. Statistical validation via ANOVA and Tukey’s test shows that
while the fundamental SCFTIR1/OsAFB2 signaling pathway for cellular dedifferentiation is
conserved across subspecies, the elite line CMG1590 has a narrower physiological tolerance
threshold. The observed decline in regeneration at higher concentrations (3.0 mg/L) confirms
that supra-optimal hormonal levels trigger inhibitory feedback loops, likely mediated by

OsMAPKG6-ROS signaling, that effectively block cellular totipotency. Consequently, this

T
T5
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research establishes a standardized, robust platform for biotechnological applications. The
optimized 2.0-2.5 mg/L 2,4-D protocol is recommended as the strategic baseline for future
genetic transformation and CRISPR/Cas9-mediated improvement of local indica germplasm,
ensuring high-frequency recovery of fertile plantlets.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de otimizar protocolos in vitro aplicados
a transformagdo genética de arroz (Oryza sativa L.), considerando etapas fundamentais como
assepsia de sementes, estabelecimento da cultura de tecidos, inducdo de calos embriogénicos e
condi¢des relacionadas ao crescimento de Agrobacterium tumefaciens. A partir dos
experimentos realizados, foi demonstrado que a eficiéncia dos sistemas de transformacgao
genética depende da integracdo entre fatores microbioldgicos, fisioldgicos e genéticos, ndo
sendo determinada por uma tUnica etapa isolada do protocolo. No estabelecimento inicial da
cultura in vitro, verificou-se que os procedimentos fisicos de pré-lavagem das sementes e
secagem apods a assepsia foram determinantes para a reducdo da contamina¢do, enquanto o
aumento do tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sddio nao promoveu beneficios consistentes.
Entre os gendtipos avaliados, CMG 1590 apresentou maior estabilidade sanitaria e menor
incidéncia de contaminagdo, destacando-se como material promissor para estudos posteriores
de transformagdo genética. A andlise do crescimento bacteriano demonstrou que as cepas
EHA105 e LBA4404 apresentaram comportamento semelhante quanto a multiplicacdo em
condig¢des controladas, indicando que a densidade bacteriana, embora seja um fator importante,
nao deve ser considerada isoladamente na avaliagdo da eficiéncia de transformacao, uma vez
que aspectos relacionados a viruléncia, compatibilidade genotipo-cepa e interagdo planta-
bactéria também influenciam o processo. Além disso, a avaliagdo da resposta morfogénica
evidenciou que a inducdo de calos em arroz ¢ fortemente dependente da interagao entre genotipo
e concentragdo do regulador de crescimento 2,4-D, com melhores respostas observadas em
concentragcdes intermediarias, enquanto concentragdes elevadas reduziram o potencial
regenerativo dos tecidos. Dessa forma, os objetivos propostos foram alcangados ao estabelecer
informagdes relevantes para o aprimoramento de protocolos de cultura de tecidos e
transformagdo genética em arroz, fornecendo uma base metodologica para futuras aplicagdes
em programas de melhoramento molecular. Como limitacdes, destaca-se que o estudo
concentrou-se na otimizagao das etapas iniciais e intermediarias do processo, ndo abrangendo
a avaliag@o completa da eficiéncia de transformag¢do por meio da confirmacdo da integra¢do do
T-DNA e obtencdo de plantas geneticamente modificadas. Portanto, estudos futuros devem

integrar as condi¢des otimizadas de assepsia, inducao de calos, selecao genotipica e utilizagao



&7

de diferentes combinagdes entre cepas bacterianas e condi¢des de infec¢do, visando aumentar
a eficiéncia final de transformacdo e ampliar a aplicagdo dessas ferramentas em estratégias
modernas de melhoramento, como a edigdo génica. Assim, os resultados obtidos contribuem
para o avanco do conhecimento em biotecnologia vegetal ao demonstrar que a construgdo de
sistemas eficientes de transformagdo genética em arroz depende de uma abordagem integrada,
capaz de considerar simultaneamente as caracteristicas do explante, as condi¢des do cultivo in

vitro e os fatores biologicos envolvidos na interagdo com Agrobacterium tumefaciens.
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