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INTRODUGAO

O uso de ferramentas da biotecnologia como a cultura de anteras para a obtengdo
de plantas duplo-hapléides é altamente promissora para o melhoramento genético. A
técnica possibilita que em apenas uma geragdo em laboratério sejam obtidas plantas
homozigotas, promovendo um ganho de tempo na fixagdo de caracteres de interesse e a
otimizag&o da selegéo de constituicdes genéticas superiores (LENTINI et al., 1994).

Os duplo-hapléides podem ser obtidos por via ginogénica ou por meio da
androgénese. A androgénese consiste na regeneracao in vitro de uma planta a partir de
micrésporos imaturos — graos de poélen ou antera. A cultura de micrésporos pode reverter o
programa de desenvolvimento gametofitico para esporofitico, permitindo a geragcdo de
plantas duplo-haploéides. Na cultura de anteras de arroz a alta taxa de inducdo e formagao
de calos ndo necessariamente ira possibilitar a obtengdo de plantas verdes. A interagdo de
fatores bidticos e abidticos como o genotipo, estadio de desenvolvimento do pdlen,
composicdo do meio de cultura e a hora do dia em que é realizada a coleta irdo induzir a
resposta morfogenética in vitro das anteras. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo implementar e aperfeicoar um protocolo eficiente de cultura de anteras de arroz que
possibilite a obtengéao rotineira de plantas duplo-hapldéides a partir de uma cultivar comercial,
para posterior aplicagdo em populagées F1 do programa de melhoramento genético de
arroz da Epagri.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, da Epagri-
Estagdo Experimental de Itajai. As paniculas de arroz, cultivar Epagri 109, foram coletadas
em plantas no estadio R2 em dois horarios do dia (as 8 e as 12 horas) e em duas fases de
desenvolvimento de planta, definidas pelas distancias de 6 e 8cm, entre a auricula da folha
bandeira e a penultima folha. As paniculas foram mantidas a 10°C por 7 dias, em frasco
contendo agua, com a base das paniculas imersas, e coberto com saco plastico. Em
seguida, as paniculas foram lavadas em agua destilada por 5 minutos, posteriormente
imersas em alcool 70% por 1 minuto e entdo mantidas por 20 minutos em solugéo a 0,4%
de hipoclorito de sédio. Apds esta desinfestagcdo, o material foi lavado trés vezes em agua
destilada esterilizada, permanecendo imerso nesta até a manipulagdo em camara de fluxo
laminar.

As paniculas foram divididas em trés regides: apical, mediana e basal. A extragdo
das anteras de cada regido foi realizada em camara de fluxo laminar. As anteras foram
transferidas para placas de Petri contendo agua estéril, até a transferéncia para o meio de
cultivo. Apo6s o plaqueamento das anteras inteiras, as culturas foram mantidas em sala
escura por 120 dias a 25°C.

O meio de cultura basico utilizado para a indugéo e a formagédo de calos foi o
Murashige & Skoog (1962) (MS) modificado, denominado N6 (Chu et al., 1978) + 4,0 mg.L™
4cido naftaleno acético (ANA) + 1,0 mg.L™ cinetina (CIN) e o meio N6 + 2,0 mg.L™" ANA +
0,5 mg.L™" CIN, ambos adicionados de sacarose (50 g.L"') como fonte de carbono e agar-
agar (0,7%) como agente gelificante.

Ap6s sete dias da formagdo, os calos foram transferidos para o meio de
regeneragido de plantulas MS adicionado de 1,0 mg.L”" ANA + 1,0 mg.L”" 6- benzil
aminopurina (BAP) + 1,0 mg.L™" CIN, agar-agar 0,7 %, sacarose 30 g.L”, mio-inositol 100
mg.L™" (M1) e MS adicionado de 1,0 mg.L”" ANA + 1,0 mg.L" 6- benzil aminopurina (BAP) +
0,5 mg.L™" CIN, agar-agar 0,7 %, sacarose 20 g.L"', mio-inositol 100 mg.L" (M2). Estas
culturas foram incubadas em sala de crescimento a temperatura de 28 + 2°C, umidade
relativa do ar de aproximadamente 60%, fotoperiodo de 16 horas, sob luz de intensidade de
50 mmol.m™2.s™, durante 30 dias.

As plantas regeneradas foram transferidas para meio sdélido MS e, apdés o
desenvolvimento do sistema radicular, para vasos plasticos contendo casca de arroz
calcinada, e irrigadas com solugdo nutritiva de MS diluida 1:4. As plantas foram entdo
aclimatizadas em camara de crescimento a temperatura de 25 + 1°C e fotoperiodo de 16
horas, cobertas com plastico e posteriormente transferidas para casa de vegetagdo e
protegidas com tela sombrite com 50% de redu¢do de luminosidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O estadio do desenvolvimento fisiolégico da planta, medido com a distancia de 8
cm, resultou no maior indice de formagado de calo, num periodo de 92 a 112 dias de
incubagéo (Tabelas 1 e 2). Em relagdo ao horario de coleta os melhores resultados foram
obtidos as 8 horas da manha e principalmente nas regides apical e mediana da panicula de
arroz. Entretanto, a regido basal também apresentou formagao de calo, porém em indices
baixos. Segundo Santos & Bodanese-Zanettini (2002) o estadio de desenvolvimento do
micrésporo € critico para a eficiéncia da indugéo hapléide.

Em relagdo aos meios de cultura testados a taxa de formagao de calos variou de
1,33 a 6,67%. Com a utilizagdo do meio N6 adicionado de 4 mg.L'1 de ANA e de 1 mg.L'1 de
CIN o indice de formacao calos foi quatro vezes maior (6,67 %) em relagdo ao percentual
obtido no meio N6 adicionado de 2 mg.L'1 de ANA e 0,5 mg.L'1 de CIN (1,33 %),
considerando o estadio de desenvolvimento de 6 cm, com coleta as 8 horas e utilizando a
regido apical (Tabelas 1 e 2).

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com Reynolds (1997) que
afirma que fatores abidticos tornam o micrésporo competente para a androgénese. A
condigao fisiolégica da planta doadora das anteras parece ser determinante na resposta
morfogenética in vitro do processo esporofitico. Esta condigdo da planta é influenciada pela
nutricdo, pelo comprimento do dia, pela radiagéo solar e pelas temperaturas noturnas que a
planta foi submetida (RAINA, 1997).

Tabela 1 — Formagao de calos em anteras de Oryza sativa L., cultivar Epagri 109, no cultivo
in vitro, em meio N6 (Chu et al, 1978) adicionado de 4 mg.L'1 de acido naftalenacético e de
1 mg.L'1 de cinetina, de acordo com a fase de desenvolvimento das plantas, o horario de
coleta e a regido de extracdo das anteras.

* Fase do Horario Regido Anteras Anteras indice de Tempo 9|e
. que = formacao
de_senvol- da coleta de . inoculadas formaram formagano de calo
vimento (h) extragéo (un) calo (un) de calo (%) (dias)
Apical 75 - 0 -
8:00 Mediana 75 - 0 -
Basal 75 1 1,33 107
6.cm
Apical 75 - 0 -
12:00 Mediana 75 - 0 -
Basal 75 - 0 -
Apical 75 5 6,67 99
8:00 Mediana 75 4 5,33 108
Basal 75 2 2,67 112
8cm
Apical 75 - 0 -
12:00 Mediana 75 - 0 -
Basal 75 1 1,33 92

* Distancia da auricula da folha bandeira a pendultima folha no estadio emborrachado.
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Tabela 2 — Formagéo de calos em anteras de Oryza sativa L., cultivar Epagri 109, obtida no
cultivo in vitro, em meio N6 (Chu et al, 1978) adicionado de 2 mg.L" de acido
naftalenacético e de 0,5 mg.L" de cinetina, de acordo com a fase de desenvolvimento das
plantas, o horario de coleta e a regido de extragdo das anteras.

* Fase do Horario Regiao Anteras Anteras indice de Tempo f‘e
desenvol- da coleta de inoculadas que formacgao formagéo
vimento (h) extracao (un) formaram de calo (%) de calo

calo (un) (dias)
Apical 75 - 0 -
8:00 Mediana 75 1 1,33 107
Basal 75 1 1,33 84
6cm
Apical 75 - 0 -
12:00 Mediana 75 - 0 -
Basal 75 - 0 -
Apical 75 - 0 -
8:00 Mediana 75 - 0 -
Basal 75 - 0 -
8cm
Apical 75 - 0 -
12:00 Mediana 75 - 0 -
Basal 75 1 1,33 106

* Distancia da auricula da folha bandeira a pendltima folha no estadio emborrachado.

Tabela 3 — Regeneragédo de plantas de Oryza sativa L., cultivar Epagri 109, a partir de
calos de anteras cultivados, em meio Murashige e Skoog (1962) adicionado de 1 mg.L'1 de
acido naftalenacético, 1 mg.L'1 de benzinoaminopurina € 1 mg.L" de cinetina, 3% de
sacarose (M1); e meio de Murashige e Skoog (1962) com 50 % da concentragéo salina,
adicionado de 1 mg.L" de acido naftalenacético, 1 mg.L” de benzinoaminopurina e 0,5
mg.L" de cinetina e 2% de sacarose (M2), de acordo com o meio de cultivo, apés 30 dias
de cultivo in vitro.

Plantas regeneradas(un)

Meio de Calos inoculados Calos com regeneracio
0,
cultura (un) (%) Verdes Albinas Total
Ml 6 50 0 3 3
M2 5 40 9 0 9

A eficiéncia de regeneragédo de plantas duplo-haploides de arroz pela cultura de
anteras, a partir dos calos inoculados, variou de 40 a 50 %. O meio de cultura MS com 50 %
da concentragdo salina, adicionado de 1 mg.L'1 de acido naftalenacético, 1 mg.L”" de
benzinoaminopurina e 0,5 mg.L" de cinetina e 2% de sacarose (M2) induziu maior
procentagem de regeneragéo de plantas (M2). Das 12 plantas regeneradas, nos dois meios,
75 % (09) eram verdes e somente 25 % (03) eram albinas (Tabela 3; ). Verificou-se uma
resposta genotipo-dependente em funcdo do meio utilizado, onde somente o meio M1
promoveu a obtencdo de plantas albinas. As condigbes relativas ao meio de cultura
afetaram diretamente a eficiéncia dos protocolos de indugdo de calos e de regeneracédo de
plantas in vitro. Entretanto, sabe-se que as condigbes ideais de cultivo sdo quase que
especificas para cada genoétipo (PERTERS et al.,1999).
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CONCLUSAO

As melhores respostas morfogenética in vitro para a obtencédo de plantas duplo-haploides
de arroz foram obtidas com explantes derivados da regido apical ou mediana de paniculas
que apresentavam uma distancia de 6 cm entre a auricula da folha bandeira e a penultima
folha coletados as 8 horas da manha. O meio N6 adicionado de 4 mg.L'1 de ANA, 1 mg.L'1
CIN e 50 g.L'1 sacarose foi 0 que apresentou a melhor resposta para formagao de calo e o
meio MS 50 % adicionado de 1 mg.L”" ANA, 1 mg.L" de BAP, 0,5 mg.L" de CIN e 20 g.L"
de sacarose para a regeneracao de plantas.
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