INDUCAO DE CALOS E REGENERACAO DE PLANTULAS DE
ANTERAS DE HiBRIDOS DE ARROZ

RESUMO - As anteras de diferentes linhas F, de arroz,
Oryza sativa L., provenientes de cruzamentos simples e
triplos, foram coletadas no estadio uninucleado do mi-
crésporo, tratadas a frio e cultivadas no meio de cultura
N suplementado. Os calos provenientes das anteras fo-
ram repicados e transplantados em meio basico MS
modificado para a regeneragio de plantulas. Observou-
se correlagdo positiva entre a indugdo de calos e a rege-
neracdo de plantulas para os hibridos simples, e ndo si-
gnificativa, para os hibridos triplos. Os hibridos CNAx
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3234, CNAx 3304, CNAx 3305, CNAx 3610, CNAx
4048 ¢ CNAx 4049 tiveram mais de 50% das anteras
com habilidade para indugdo de calos, com a média ge-
ral de 26% e para regeneragio de plantulas a média ge-
ral foi de 11,6%. Entre os hibridos estudados, existe va-
riabilidade genética para, nas condigdes testadas, des-
envolver calos € regenerar plantulas. A producdo de al-
binos mostrou-se variavel com o genétipo e manteve-se
dentro dos niveis encontrados em outros trabalhos sobre
0 mesmo assunto.

TERMOS PARA INDEXACAO: Cultura de anteras “in vitro”, Oryza sativa, variabilidade genética.

CALLI INDUCTION AND PLANTLET REGENERATION
FROM ANTHERS OF HYBRIDS IN RICE PLANTS

ABSTRACT - F, lines of rice Oryza sativa L.
originated from single and triple crosses were harvested
at the microspore uninucleated stage and submited at
cold treatment and cultivated in Ny suplemented
medium. The “calli” originated from the anthers were
transplanted to MS modified medium for plant
regeneration. Data indicated a positive significant
correlation between induction and regeneration for
single hybrids and non significant correlation for triple
hybrids. The hybrids CNAx 3234, CNAx 3304, CNAx

3305, CNAx 3610, CNAx 4048 and CNAx 4049,
presented frequencies more than 50% anthers with
ability of “calli” induction, with 26% general means
and 11.6% of the general means for regeneration.
According to the tested conditions, there are genetic
variability amongst the studied hybrids to develop
“calli" and to regenerate plants. The frequency of
albinos was variable according to genotypes, but
remained at the same level as the other research
results in this subject.

INDEX TERMS: Genetic variability, "in vitro" anther culture, Oryza sativa.

INTRODUCAO

Um grande namero de estudos sobre cultura de an-
teras em cereais vem sendo desenvolvido, trazendo resulta-
dos aplicaveis ao melhoramento de plantas; porém, a fre-
qiéncia de inducio de calos e de regeneragio de plantulas,
no arroz, ainda apresenta baixa eficiéncia.

Nakano e Maeda (1979) estudaram tecidos de va-
rios Orgdos da planta de arroz e observaram a formagdo das

estruturas radiculares e foliares, ou seja, organogénese di-
reta em calos, concluindo que a baixa eficiéncia na
organogénese do arroz pode ser por falta de aptiddo
genética das plantas doadoras do explante ou a ne-
cessidade de mais pesquisas nos métodos para a
cultura de anteras na criagdo de uma nova linhagem
(Niizeki € Oono, 1968; Nishi, Yamada e Takahashi,
1968; Reiffers e Freire, 1990).
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Tamura (1968) encontrou diferencas entre as va-
riedades de arroz testadas, quanto a formago de calos e
brotagdes, em fungdo do efeito da relagdo AIA/Cinetina
adicionado no meio de cultura. Porém, se a relagdo
apropriada de regulador de crescimento € definida para
determinada variedade, ¢ possivel sua avaliagdo genoti-
pica para formagdo de calos e regeneragdo de plantulas
(Yan e Zhao, 1982).

Skirvin (1978) chama a atengdo para a necessi-
dade de avaliar novos materiais provenientes da cultura
de tecidos via calos de antera, bem como compara-los
com os ja existentes, para quantificar essas variabilida-
des genéticas. Yin et al. (1976) ¢ Chu (1982) mencio-
nam a possibilidade de surgir uma variedade ou linha-
gem do tipo “revoluciondria”, através de cultivos das
anteras. E necessario, por isso, constante avaliacdo dos
gendtipos para definir as suas caracteristicas.

Existem evidéncias de que se pode melhorar a
metodologia da cultura “in vitro” dos cereais para se
adequar os fatores do meio de cultura com a habilidade
organogenética das variedades ou linhagens (Ko, Wong
e Woo, 1983).

Ha interesse em avaliar os hibridos produzidos
no Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijdo
(CNPAF), da Embrapa, quanto ao seu comportamento
quando em cultura de tecidos, pois existem varios ma-
teriais promissores agronomicamente, para o programa
de melhoramento de sequeiro que ndo se comportam
bem nas condigdes “in vitro”. O método de fixagdo ra-
pida dos genoétipos consiste na produgio de novas culti-
vares pelo uso de hapléides, com a redugdo do tempo e
custo requeridos para obter a homozigose, com au-
mento da eficiéncia na selegdo, tanto dos caracteres
qualitativos como quantitativos, pela auséncia da domi-
nancia da progénie (Zapata et al., 1982; Lentini, Mar-
tinez e Sanint, 1996).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, pela andro-
génese, os hibridos provenientes de cruzamentos con-
vencionais de arroz do CNPAF, usando meio de cultura
especifico para indugdo de calos e regeneragio de
plantulas.

MATERIAL E METODOS
Cultivo da planta-doadora

As sementes originadas de cruzamentos conven-
cionais, que estdo detalhados no Quadro 1, foram ger-
minadas em placa de Petri e transplantadas em vasos de
6 litros de solo. Foram realizadas trés adubacdes de co-
bertura, oito a dez dias do transplante e as demais espa-
cadas de quinze dias. Os genitores usados para obten-
¢do dos hibridos testados foram os seguintes: Guarani,

Cuiabana, Araguaia, Trés Marias, Carreon, IAC-164 ¢
algumas linhagens promissoras agronomicamente, para
o melhoramento do arroz (Quadro 1).

Coleta e pré-tratamento das paniculas

A coleta de paniculas florais juntamente com a
bainha abarcante, na fase do emborrachamento, foi re-
alizada quando a distincia da juncdo da folha bandeira
com sua bainha até a jungio da penultima folha estava
entre 3-6 cm, época em que os grios de pdlen estdo no
estadio uninucleado do micrdsporo, considerado ideal
para a indugdo de calos, segundo Beauville (1976) e
Chen e Lin (1987).

As paniculas foram coletadas pela manhi,
colocadas em saco de polietileno umedecido e leva-
das ao laboratério, onde foram colocadas em gela-
deira, a +4°C durante seis a oito dias (Zapata, Heu e
Krush, 1982).

Cultivo das anteras

As paniculas foram desinfestadas com uma solugo
comercial de hipoclorito de sodio 5-6% (NaOCl) a 10%
durante 15 minutos, enxaguadas e lavadas por trés
vezes em agua destilada esterilizada. As espiguetas fo-
ram dissecadas sob fluxo laminar, em condicdes assép-
ticas, e as anteras incubadas em placas de Petri, con-
tendo 25 ml do meio de cultura Ny (Chu et al., 1975),
suplementado com 5,37uM de 4cido naftaleno acético
(ANA), 175,28mM de sacarose, 7 g/l de agar e pH
ajustado para 6,5 = 0,1. As placas foram levadas para
camara de crescimento a 26 = 1°C, no escuro, durante
trés a cinco semanas, quando os calos foram avaliados.

Repicagem dos calos

Todos os calos desenvolvidos foram repicados
em placas de Petri contendo 15ml do meio de cultura
MS, suplementado com 2,69uM de ANA, 13,94uM de
cinetina, 116,85mM de sacarose, 7 g/l de agar ¢ pH
ajustado para 6,5 £ 0,1. As placas foram levadas para
camara de crescimento com a temperatura diurna de
26+1°C e temperatura noturna em torno de 24+2°C, por 16
horas de luz e intensidade de 500 pmol.m?.s*, durante duas
semanas, para avaliacdo da regeneracdo das plantulas que
foram classificadas como verdes ou albinas.

Avaliacio e cilculo dos dados

Do total de anteras incubadas (TAI) para cada
genotipo, s6 foram consideradas as anteras incubadas sa-
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QUADRO 1 - Hibridos provenientes do programa convencional de melhoramento do arroz, utilizados para a cul-

tura de anteras “in vitro”.

HIBRIDOS CRUZAMENTOS
Hibridos simples

CNAx 3234 TOM 1-3/IAC-164

CNAXx 3284 CNA 5180/CARREON
CNAXx 3304 A8-204-1/BASMAT 370
CNAx 3305 A8-204-1/TRES MARIAS
CNAx 3610 IRAT 128/GUARANI
CNAx 3619 CNAX 2895/CNA 4194
CNAx 3634 CNAX 3317/LS 8553

CNAx 4048 CNA 3891/ARAGUAIA
CNAx 4049 CNA 3891/A8-204-1

CNAX 4056 MRC 5720-3427/CUIABANA
Hibridos triplos

CNAXx 4370 WC 255/ACC 94//WC 242
CNAx 4042 MG 1/GUARANI//A8-204-1
CNAx 4372 WC 255/ACC 94//WC 243
CNAXx 4374 WC 255/ACC 94//WC 245
CNAx 4382 WC 250/WC 145//WC 244
CNAx 4386 WC 254/ACC 94//WC 242
CNAXx 4387 WC 254/ACC 94//WC 243
CNAXx 4388 WC 254/ACC 94//WC 244
CNAx 4389 WC 254/ACC 94//WC 245
CNAx 4401 WC 254/WC 210//WC 245
CNAX 4404 WC 5101/WC 145//WC 160
CNAXx 4410 WC 5101/WC 145//WC 264

(IC) foi obtido pela formula (% IND = CI x 6/AI x 100), dividido pelo numero de calos induzidos (CI) mul-
em que 6 (seis) corresponde as scis anteras contidas  tiplicado por 100 (% RP = NPR/CI x 100). Para de-
numa espigueta, € CI o niimero de calos induzidos. terminagido da porcentagem de plantas albinas usou-se
O percentual de regeneracgdo de plantulas (RP) é ex- o seguinte calculo: N° de albinos/N° de plantulas verdes x
presso pelo nimero de plantulas regeneradas (NPR)  100.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ
Fregqiiéncia da indugio de calos

No Quadro 2, observa-se uma acentuada diferenca
entre os hibridos, tanto para indugio como para diferencia-
¢d0 de calos e formagdo de plantulas normais ¢ albinas,
confirmando os resultados de Yin et al. (1976) quanto a
baixa eficiéncia na indugdo de calos e regeneragdo de
plantulas de arroz. Os resultados apresentados mostram
a heterogeneidade de respostas dos hibridos, em que,
nas condi¢des testadas, alguns ndo chegaram nem
mesmo a produzir calos (‘CNAx 3619° e¢ ‘CNAx
4387’), sendo, portanto, genotipos menos aptos para a
cultura de tecidos. Outros hibridos, como CNAx 3234,
CNAx 3304, CNAx 3305, CNAx 3610, CNAx 4048 e
CNAx 4049, apresentaram uma excelente capacidade de
formacdo de calos (>50%), respondendo as condigdes de
microcultivo utilizadas para o processo de metabolismo du-
rante a diferenciacdo das células do pélen, situando-se
muito acima da média geral encontrada nos trabalhos
semelhantes com arroz (Yan e Zhao, 1982; Reddy,

Leevalathis € Sen, 1985; Reiffers e Freire, 1990). Dife-
rencas no potencial androgenético foram reportadas por
diversos autores, em varias espécies microcultivadas, den-
tre estas: milho (Beckert, Pollacsek e Caenen, 1983), arroz
(Yin et al., 1976) e aveia (Grando et al., 1993). A freqiién-
cia média de 26%, apresentada neste trabalho, é seme-
lhante as reportadas por alguns autores, que obtiveram va-
lores entre 0,6-51% (Niizeki € Oono, 1968; Torrizo e Za-
pata, 1986), intervalo aceitdvel, pois cada genétipo pode
exigir condigdes especiais para a manifestagdo de seu po-
tencial e expressar suas caracteristicas, quando cultivado
“in vitro”. Segundo Ko, Wong ¢ Woo (1983), a adigdo de
ANA, cinetina ¢ o aumento da concentragdo de agiicares
foram necessdrios para a regeneragdo e desenvolvimento
das plantulas de algumas cultivares de arroz. Wu e Li
(1971) conseguiram sucesso na indugdo de calos proveni-
entes de tecidos de varios 6rgdos em muitos hibridos de ar-
roz, usando meio de cultura basico, suplementado com di-
versos niveis de cinetina, AIA e 2,4-D, mostrando que es-
tes também sdo fundamentais no processo da indugio da
androgénese.
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FIGURA 1 -Histograma das freqiiéncias de inducdo de calos e regeneracdo de plantulas nos diferentes hibridos.
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QUADRO 2 - Calos, plantulas verdes, albinas e regeneradas de anteras “in vitro” de hibridos simples (HS) e
triplos (HT) de arroz.

%

Hibridos Anteras ACONT Calos Plintulas Plantulas Plantulas
incubadas N* verdes albinas regeneradas

CNAx 3234 1522 204 60,9 A 13,0C 3,0 16,0
CNAx 3284 3264 1408 11,0D 10D 1,1 2,1
CNAx 3304 2856 - 53,0A 1,0D 2,0 3,0
CNAx 3305 5660 2400 67,0 A 34D 2,0 5.4
CNAx 3610 7336 405 71,0 A 40D 2.8 6,8
CNAx 3619 1200 - 0,0 0,0 0,0 0,0
CNAx 3634 1200 - 18,0 C 0,8D 1,5 2,3
CNAx 4048 2240 1020 73,0 A 130C 3,0 16,0
CNAx 4049 2044 608 92,0 A 170B 3,2 20,2
CNAx 4056 2860 200 13,0D 10,0 C 3,0 13,0
Média (HS) 3018 20,7 4538 6.3 22 -

CNAXx 4042 5796 1500 23,0C 40D 6,0 10,0
CNAX 4370 10790 3060 73D 10,3 C 52 15,5
CNAx 4372 2000 600 35,1B 19,5B 9.8 29,3
CNAx 4374 10428 2903 30E 16,3B 10,8 27,1
CNAx 4382 10416 612 05E 0,1D 0,0 0,1
CNAXx 4386 5820 216 43E 0,0 0,0 0,0
CNAXx 4387 2420 1224 0,0 0,0 0,0 0,0
CNAx 4388 11546 1370 130D 20,1B 4,0 24,1
CNAx 4389 9156 1932 170C 40D 3,1 751
CNAX 4401 8750 2036 11,6 D 10,7C 52 15,9
CNAx 4404 1800 504 0,0 0,0 0,0 0,0
CNAx 4410 10416 612 9,0 D 30,0 A 3,0 33,0
Média (HT) 4068 18,5 10,3 93 3.9 -

TOTAL 119680 22882 - - . -

MEDIA(G) 5440 19,7 26,0 8.4 3,0 .

"DMS - Proveniente da analise multivariada de DUNCAN, com 5% de probabilidade.
As mesmas letras na vertical ndo diferem entre si (Steel e Torrie, 1960).
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A freqiiéncia de calos (Figura 1) foi bastante varia-
vel e relacionada ao gendtipo da planta, resultado também
encontrado por Grando et al. (1993) e Mandal, Prashant
Mohanraj e Bandyopadhyay (1994). Nota-se que a fre-
qiiéncia da indugdo nos hibridos apresentou valores de
classe especifica, com a maioria dos hibridos, no intervalo
com menos de 15% de indugio de calos.

Comparacio das freqiiéncias da indugio e re-
generagio

a) Freqiiéncia da indugio de calos

Alguns dos hibridos avaliados (Quadro 2) produzi-
ram calos e ndo regeneraram plantulas nas condigdes im-
postas pelo meio de cultura e ambiente. Pelo Quadro 3, a
andlise da correlagdo, o percentual de calos induzidos e a
regeneracdo de plantulas, apenas nos hibridos simples
(HS), apresentaram correlagdo significativa, mas nos tri-
plos (HT) e nos (HS + HT), auséncia de correlagdo dos fa-
tores, nio podendo afirmar que genotipos aptos para indu-
¢ao de calos apresentem também capacidade de regenera-
¢do de plantulas. Segundo Chen e Lin (1976) e Chaleff
(1978), a freqiiéncia da indugdo e da regeneragdo depende
da composigdo do meio de cultura e das condigdes de teste.

A Figura 2 mostra o comportamento das fungdes
das trés correlagdes analisadas, sendo significativo o com-
portamento dos hibridos quando interpretados separada-
mente; comparando-se, no geral, a fungfo - é nio-
significativa (Quadro 3).

Observando o Quadro 2, nota-se que o percentu-
al da indugo foi maior que o da regenera¢do no mesmo
material genético. Isto é uma caracteristica inerente ao
genotipo e a sua origem parental especifica, uma vez

que o grupo da subespécie Japonica ¢ superior ao grupo
da subespécie Indica, para os trabalhos “in vitro” (Chen
e Lin, 1976; Tsai e Lin, 1977 e Chaleff, 1978). Os hi-
bridos simples apresentaram correlacdo direta entre a
formagéo de calos ¢ a regeneragdo de plantulas. Entre-
tanto, isto ndo foi observado nos hibridos triplos.

Segundo Konar, Thomas e Street (1972) e Street
¢ Withers (1974), quando ocorre correlagio positiva
entre indugdo e regeneragdo de plantulas, hd evidéncias
de que a indugdo, regeneragdo, diferenciagdo ¢ embrio-
génese somatica podem ocorrer diretamente nas células
livres, quando em cultura de tecidos, e, mais indireta-
mente, quando em complexos poliembridides e tecidos
desorganizados (calos).

b) Freqiiéncia da Regeneracio de Plintulas

Nao houve indugio de calos em todos os hibri-
dos simples nem nos triplos, conseqiientemente, ne-
nhuma regeneragdo, sendo estes considerados recalci-
trantes, nas condi¢les do presente estudo (Quadro 2).
Em ambos os casos, novos meios de cultura devem ser
estudados.

Fazendo uma comparagdo dos hibridos simples
x triplos (Quadro 2), notou-se que os simples apresenta-
ram melhor comportamento ‘in vitro” somente para a
indugdo de calos, € que na regeneragdo de plantulas os
hibridos triplos responderam melhor, demonstrando
que as condi¢des foram favoraveis a regeneragdo de
plantulas. Segundo Quimio e Zapata (1990), a capaci-
dade de regeneragdo é predominantemente um efeito
aditivo dos genes nas cultivares de origem da subes-
pécie Japdnica.

QUADRO 3 - Correlagio geral e entre hibridos em relacdo a inducdo de calos (x) e regeneragdo de plantulas ).

X y Equacio estimada
Hibrido simples X 1,000 0,6448 y=7.681 +0,5632 x
(HS) 0,0441° r’ =0,4750
Hibrido triplo X 1,000 0,4915 y = 1,904 + 0,1433 x
(HT) 0,1046 ns ' =0,6450"
Geral X 1,000 0,1715 y=9,595+0,0611 x
(HS + HT) 0,4454 ns r’ = 0,1680 ns

* Significativo a 5% de probabilidade, *" significativo a 1%.
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FIGURA 2 -Pontos da dispersdo entre as varidveis: indugdo de calos x regeneragdo de plantulas, € as retas repre-
sentativas de cada grupo de dados separados e em conjuntos.

Quanto a produgdo de plantulas albinas, os indi-
ces ndo foram diferentes dos encontrados em outras
pesquisas correlatas. Observa-se, pelo Quadro 2, que os
hibridos triplos foram inferiores aos duplos na indugido
de calos, mas foram superiores na regeneragio de plantulas
e produgio de albinos. Segundo Beauville (1976), a produ-
¢do de albinos parece ser de origem genética quando sio
cultivados ovarios ou 6vulos “in vitro”.

Chen (1978), Karim et al. (1985) e Courtois
(1987) citam que a produgdo de plantulas albinas ¢ de-
vido a desorganizagido na fungio dos cloroplastos e ou-
tras organelas, levando a auséncia de clorofila.

Torrizo e Zapata (1986) e Mantell, Matthews e
McKee (1994) concluiram que a produgio de plintulas
albinas tanto pode ser de origem genética quanto fisiologi-
ca, quando ndo sjo adequadas as condigdes para a sintese
de clorofila nos tecidos formados na cultura “in vitro”.

CONCLUSOES

a) Constatou-se alta variabilidade genotipica, tanto
para a indugdo de calos quanto para a regeneragdo de
plantulas.

b) A freqiiéncia de genétipos, tanto para a indugio
quanto na regeneragdo de plantulas, foi maior na classe A

(genotipos em que até 2% das anteras incubadas sofreram
diferenciagio).

¢) Os hibridos simples ¢ triplos apresentaram com-
portamentos diferentes quanto a indugdo e regeneragio de
plantulas.

d) A correlagdo entre a indugdo de calos e a rege-
neragdo de plantulas foi significativa para hibridos simples
e triplos.

e) A freqiiéncia média de albinos, tanto para os hi-
bridos simples como para os triplos, ficou em torno de 3%,
percentual que estd dentro dos niveis comumente encon-
trados para o arroz.
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