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Resumo

SOUZA, TATIANE MEDEIROS. Avaliagdo de genotipos e cruzamentos de arroz
(Oryza sativa L.) quanto a resposta a cultura de anteras e estresse por ferro.
2011. 80f. Dissertacdo — Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

A cultura de anteras de arroz € uma técnica utilizada para a obtencédo de plantas
haploides. Esta técnica tem grande utilidade no melhoramento de plantas, pois
possibilita a obtencéo de plantas totalmente homozigotas em apenas uma geracgao.
Desta forma, caracteristicas importantes e de carater recessivo sdo manifestadas
sem a necessidade de conduzir uma populacdo a varias geracdes de
autofecundacdo. O arroz, cereal de grande importancia econdmica e social,
apresenta em condi¢cdes de alagamento, toxidez ao ferro. Este estresse pode
ocasionar elevadas perdas na produtividade de uma lavoura de arroz. Através de
cruzamentos entre genotipos contrastantes a tolerancia ao ferro e com a obtencao
de uma populacdo duplo-hapléide sera possivel estudar os mecanismos que
envolvem a toxidez do ferro em plantas de arroz. O objetivo deste trabalho consistiu
no desenvolvimento de uma populacdo duplo-haploides de arroz a partir da geracao
F1 e F,, obtida do cruzamento entre os genotipos Nipponbare x BRS Atalanta e BRS
Firmeza x Epagri 107. Foram testados trés meios de cultura: Ng (2,4 — D, Picloran e
Cinetina) NL (2,4 — D, Picloran e Cinetina) e NL (ANA e Cinetina). Foram realizados
trés experimentos. O primeiro testando os trés meios de cultura em Nipponbare x
BRS Atalanta e BRS Firmeza x EPAGRI 107. No segundo, a resposta a cultura de
anteras com o0s genotipos Nipponbare e BRS Atalanta no meio de regeneracao NL
(ANA e Cinetina). O terceiro experimento utilizou somente o cruzamento Nipponbare
x BRS Atalanta com o meio de cultura NL (ANA e Cinetina). Foi realizado também o
estudo sobre a influéncia de diferentes fontes e concentracdes de ferro em meio de
cultura in vitro para o cultivo do arroz. As fontes utilizadas foram EDTA férrico e
sulfato férrico nas concentracées de 0,9 mM, 4,5 mM e 9,0 mM. Os resultados
obtidos na obtencédo de plantas duplo-hapléides foram mais expressivos no primeiro
experimento com o meio de cultura 1, onde a regeneracdo de plantas verdes teve
uma taxa de eficiéncia de 0,11%. A inducdo de calos e regeneracdo de plantas
verdes e albinas foi maior entre o cruzamento Nipponbare x BRS Atalanta. As fontes
e concentracdes de ferro testadas nas cultivares Nipponbare e BRS Atalanta
apresentaram diferencas significativas para genotipo em todas as variaveis
analisadas, sendo a variavel comprimento de parte aérea a que mais obteve
diferencas significativas.

Palavras-chaves: arroz, cultura de anteras, toxidez de ferro, duplo-hapléides.



Abstract

SOUZA, TATIANE MEDEIROS. Evaluation of genotypes and crosses of rice
(Oryza sativa L.) as the response to anther culture and iron stress. 2011. 80f.
Essay - Graduate Program in Agronomy. Federal University of Pelotas, Pelotas.

The anther culture of rice is a technique used to obtain haploid plants. This technique
is useful in plant breeding because it enables breeders to obtain fully homozygous
plants in one generation. Thus, important and recessive features are expressed
without the need to conduct a population through several generations of selfing. Rice,
cereal of great economic and social importance, when under flooding conditions may
face iron toxicity. That can cause high losses in the rice crop productivity. Through
crosses between genotypes with contrasting tolerance to iron and to obtain a double
haploid population, it is possible to study the mechanisms involved in the toxicity of
iron to rice plants. The objective of this work was to develop a double-haploid
population of rice from the F1 and F2 generations from the cross between genotypes
Nipponbare x BRS Atalanta and BRS Firmeza x Epagri 107. Three different culture
media: N6 (2.4 — D, Kinetin and Picloran), NL (2.4 — D, Picloran and Kinetin) and NL
(NAA and Kinetin) were tested. Three experiments were conducted. The first testing
the three culture media in Nipponbare x BRS Atalanta and BRS Firmeza x EPAGRI
107. In the second, the response to anther culture with genotypes Nipponbare and
BRS Atalanta on regeneration medium NL (NAA and Kinetin). The third experiment
consisted of F1 of the cross Nipponbare x BRS Atalanta with the culture medium NL
(NAA and Kinetin). The study focused on the influence of different sources and
concentrations of iron in culture medium for in vitro cultivation of rice. The sources
used were ferric EDTA and ferric sulphate in concentrations of 0.9 mM, 4.5 mM and
9.0 mM. The results obtained in double-haploid plants were more expressive in the
first experiment with the 1 culture medium, where the regeneration of green plants
had an efficiency rate of 0,11%. The callus induction and regeneration of green
plants and albino was greater in the cross Nipponbare x BRS Atalanta. The sources
and concentrations of iron tested cultivars Nipponbare and BRS Atalanta genotype
showed significant differences in all variables, being the variable shoot length the one
presenting the most significant differences.

Keywords: rice, anther culture, iron toxicity, double-haploid.



Lista de Figuras

Capitulo | — Reviséo Bibliografica

Figura 1

Segregacao de genotipos e fenotipos em populacbes F, e duplo-
haploides, a partir de uma planta heterozigota para os genes de
recombinacao INAEPENUENTE. .........uuiiiiiiiiiiiee et 23

Capitulo Il - Resposta diferencial ao ferro de duas cultivares de arroz in vitro

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Comparacédo de médias da variavel comprimento de parte aérea das
cultivares Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e

concentragies de ferr0.........coovvvviviiiei e 45

Comparacdo de médias da variavel comprimento raiz das cultivares
Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentracdes
0B TOITO. i e e 45

Comparacédo de médias da variavel numero de folhas das cultivares
Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentracdes
08 TOITO. .o 46

Comparacédo de médias da variavel massa fresca de parte aérea das
cultivares Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e

CONCENtraglies de feITO......cooi i e 46



Figura 5

Figura 6

Figura 7

Comparagdo de médias da varidvel massa fresca de raiz das
cultivares Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e
CONCENLIAGOES dE TEITO......uiiiiiiiiiii e a7

Comparacgdo de médias da variavel massa seca de parte aérea das
cultivares Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e
CONCENLIAGOES dE TEITO......uviiiiiiiiii e a7

Comparagdo de médias da varidvel massa seca de raiz das
cultivares Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e
CONCENIraCOES de TEITO......ueeeiiiiiieiiiieeie e 48

Capitulo lll. Obtencé&o de duplo-haploides de arroz (Oryza sativa L.) utilizando

atécnicade cultura de anteras

Figura 1

Figura 2

Figura 3

A) Plantas de arroz obtidas pela técnica de cultura de anteras na
primeira fase de aclimatizacdo; B) Segunda fase de aclimatizacéo

€m casa de VEQetaCa0...........cceevviiiiiieeei e 58

Plantas dos cruzamentos Nipponbare x BRS Atalanta nas diferentes

épocas de semeadura utilizadas no primeiro experimento. ............. 60

Plantas dos cruzamentos Nipponbare x BRS Atalanta utilizadas no

SegUNAO EXPEIMENTO.........cuieeiiiriiiiiie e eis e e e e e ree e e e e aeeeaeeeens 61



Listade Tabelas

Capitulo Il - Diferentes fontes e concentracdes de ferro em meio de culturain
vitro para o cultivo do arroz

Tabela 1

Tabela 2

Gendtipos, fontes e concentracdes de ferro dos doze tratamentos
testados em arroz em meio de cultura liquido in

Andlise de variancia para os fatores de variacao (FV) genotipo (G),
fonte (F) e concentracdo (C) de ferro e as interacdo entre esses
fatores para as variaveis analisadas comprimento de parte aérea
(CPA) e raiz (CR), numero de folhas (NF), massa fresca de parte
aérea (MFPA) e raiz (MFR) e massa seca de parte aérea (MSPA) e
FAIZ (MSR).. ittt e e e e e e e e e e e aeaeaaeeeannes 44

Capitulo Ill. Obtencéo de duplo-haploides de arroz (Oryza sativa L.) Utilizando
atécnica de cultura de anteras

Tabela 1

Tabela 2

Meios de cultura e reguladores de crescimento utilizados no

experimento 1 com anteras de arroz, para a inducdo de formacao de

Numero de anteras inoculadas, calos formados, plantas verdes e
albinas regeneradas nos trés experimentos realizados testando

diferentes meios de CUlUIa. .......oe e, 66



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL .....oetiieiecteeeeee ettt se e anesaenenas 12
2 07\ =] i 1T I N R 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA......cooii ittt ettt 14
A R AN ol ¥ | (0 = W [0 1= o ¥ 14
2.2. TOXIAEZ € fEITO EIM AITOZ ... ceveceee e e e 17
2.3. Biotecnologia Vegetal ............couvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
A B AN 1 U = W [ I= T 0] (=T = L 21
2.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coiiieiiieeee e, 30
B CAPITULO Il ettt ettt et et e et e et s eteseeeteeee e 40
RESPOSTA DIFERENCIAL AO FERRO DE DUAS CULTIVARES DE ARROZ IN
A 2L TR 40
T |\ 270 5107V TR 40
3.2. MATERIAL E METODOS .....oooviiiiiieciecteete ettt sttt 42
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAOD ......ccueiteiteiiecteeeeeee et 44
3.4, CONCLUSAOD ... oottt ettt ettt sttt 50
3.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ceciieieeecteceee et 51
A, CAPITULO 1 ettt ettt sttt e ste e stestestestestestestestesre e 53
OBTENQAO DE DUPLO-HAPLOIDES DE ARROZ (Oryza sativa L.) UTILIZANDO
A TECNICA DE CULTURA DE ANTERAS .....ooviiiiiieiteceeeee e 53
4.1 INTRODUGAO.......cciiieieceeeeeeeeeeee ettt ettt et et stesteeteeaeeae e, 53
4.2 MATERIAL E METODOS........coiiiieieeeieeeeeee et eae e, 55
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAOD ......oooviiieiieceeeeeeeeeeeeee e, 62
4.4, CONCLUSOES........ooo oottt 67
4.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccveiieiiceeceeeeeee e, 68
5. CONSIDERACGOES FINAIS ...t 73

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DA INTRODUGCAO GERAL ....................... 74



1. INTRODUCAO GERAL

O arroz € uma cultura de grande importancia econdmica e social sendo, o
segundo cereal mais produzido no mundo. O Brasil destaca-se como primeiro pais
fora da Asia em producdo e consumo (FAO, 2010) tendo produzido na dltima safra
11,5 milhdes de toneladas. O Estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor de
arroz do pais, representando cerca de 63% da producédo (CONAB, 2010).

O melhoramento genético de plantas visa o aumento da produtividade,
qualidade de grdo e aspectos relacionados a estresse abidtico e bibtico. Entre os
mais importantes estresses abioticos, a toxidez por ferro destaca-se por ser
responsavel por perdas significativas na producdo de arroz irrigado. Os danos
causados pela toxidez dependem do nivel de ferro no solo, da tolerancia da cultivar
guanto da este estresse, da época do plantio, do manejo da agua e da época de
submergéncia (SAHARAWAT, 2004). Estima-se que no Rio Grande do Sul a perda
na producdo pode chegar a 20% em lugares onde a toxidez de ferro € mais
acentuada (IRGA, 2004).

A cultura de tecidos vegetais, utilizando distintos processos de manipulacéo
in vitro, tem sido empregada em diferentes formas no desenvolvimento de cultivares
superiores de plantas (MORAES-FERNANDES et al., 1999). Uma das aplicacfes da
cultura de tecidos no melhoramento de plantas é a obtencédo de plantas haploides,
gue possuem somente metade do patriménio genético. Estas plantas sdo, portanto,
estéreis e através da duplicacdo de seu numero cromossdmico recuperam a
condicao de diplbides, restaurando assim a fertilidade. A planta desta forma passa a
ser chamada de duplo-haploide, sendo totalmente homozigota, uma vez que cada
cromossomo tera sua copia exata (MORAES-FERNANDES, 1990).

No entanto, diversos fatores podem influenciar na obtencdo de plantas duplo-
hapléides. Entre eles, fatores genéticos, meio de cultura, planta doadora de
micrésporos, estagio de desenvolvimento dos microsporos, pré-tratamento e a
grande producéo de plantas albinas (SILVA, 2010).

Em relacdo aos fatores genéticos, os genétipos da subespécie japonica
possuem uma melhor resposta a técnica de cultura de anteras quando comparadas
com genoétipos da subespécie indica (RAINA; ZAPATA, 1997). Porém, muitos

trabalhos recentes visam modificacdes de meios de cultura e alguns tratamentos
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para aumentar assim a resposta de genotipos indica para a obtencdo de hapléides
(KHATUN et al.,, 2010; DEWI et al., 2009; BAGHERI; JELODAR, 2008; JAVED et
al., 2007; ROY; MANDAL, 2005).

A obtencdo de uma populacdo duplo-haploide com caracteristicas diferenciais
a tolerancia ao ferro podem contribuir para estudos futuros visando entender os
mecanismos que controlam a tolerancia ao ferro em arroz. Desta forma, esta
ferramenta possibilitara a selecado precoce de individuos tolerantes ao excesso de
ferro, contribuindo de maneira significativa com a eficiéncia dos programas de
melhoramento genético.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de
regeneracao de plantas de arroz da subespécie indica e japonica, assim como, oS
cruzamentos realizados entre japonica X indica e indica X indica. O estudo de
diferentes fontes e concentracbes de ferro em meios de cultura também foram
testados neste trabalho, a fim de verificar seu comportamento em cultivares de arroz

tolerantes e sensiveis a toxidez por ferro.



2. CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A culturado arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo, caracterizando- se como principal fonte de alimento para mais da metade da
populacdo mundial. Sua importancia é destacada principalmente em paises em
desenvolvimento, tais como o Brasil, desempenhando papel estratégico em niveis
econdmico e social (WALTER et al., 2008).

A producdo nacional de arroz no ano de 2009/10 foi de 11.660,3 mil
toneladas. Para a safra de 2010/2011 a producdo nacional de arroz deve ficar
proxima de 12.500 mil toneladas, tendo um incremento ao redor de 912,4 mil
toneladas (7,8%) em relacéao a safra anterior (CONAB, 2010).

Apenas uma pequena quantidade de arroz € consumida como ingrediente
em produtos processados, sendo seu maior consumo na forma de gréo. O arroz é
uma excelente fonte de energia, devido a alta concentracdo de amido, fornecendo
também proteinas, vitaminas e minerais, e possui baixo teor de lipidios. Nos paises
em desenvolvimento, onde o arroz € um dos principais alimentos da dieta, ele é
responsavel por fornecer, em média, 715 kcal per capita por dia, 27% dos
carboidratos, 20% das proteinas e 3% dos lipidios da alimentacdo. No Brasil, o
consumo per capita € de 108 g por dia, fornecendo 14% dos carboidratos, 10% das
proteinas e 0,8% dos lipidios da dieta (KENNEDY et al., 2002). Portanto, devido a
importancia do arroz na dieta de grande parte da populacdo, sua qualidade
nutricional afeta diretamente a salde humana (WALTER et al., 2008).

A composicao do grao do arroz e de suas fracdes esta sujeita a diferencas
varietais, variacbes ambientais, de manejo, de processamento e de armazenamento,
obtendo gréos com caracteristicas nutricionais diferenciadas (ZHOU et al., 2002). No
entanto, os nutrientes do arroz ndo estdo distribuidos uniformemente no grdo. As
camadas externas apresentam maiores concentracdes de proteinas, lipidios, fibra,

minerais e vitaminas, enquanto o centro € rico em amido (WALTER et al., 2008).
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Diferentes efeitos no organismo tem sido relacionados aos diversos
componentes do arroz presentes no farelo e/ou no endosperma. Efeitos benéficos a
salude tem sido relatados por pesquisas, como o auxilio no controle da glicose
sanguinea, reducdo dos lipidios séricos e da pressdo arterial, auxiliando na
prevencdo e no controle de doengas cronicas, como diabetes e doencas
cardiovasculares (RONG et al., 1997; XIA et al., 2003).

2.1.1. Diferencas entre as subespécies de arroz Indica e Japonica

As cultivares de arroz pertencentes a subespécie indica sao
predominantemente cultivadas nos tropicos e subtropicos e as pertencentes a
subespécie japonica em regides temperadas (MACKILL, 1995; MACKILL; LEI,
1997).

As subespécies indica e japonica podem ser diferenciadas por diversos
fatores, desde aspectos morfolégicos até reacdes a estresses abidticos. As
principais diferencas estdo relacionadas a tolerancia das plantas a baixas
temperaturas, resisténcia a seca, acamamento em resposta a fertilizantes,
habilidade competitiva com plantas vizinhas, germinacéo e taxa de crescimento em
baixas temperaturas, longevidade da semente e eficiéncia fotossintética das folhas
com o mesmo conteudo de proteina (MACKILL et al., 1996; OKA; MORISHIMA,
1997).

Caracteristicas como relacdo comprimento/largura dos grdos também sao
usadas para diferenciar as duas subespécies. As cultivares da subespécie indica
apresentam graos mais longos e finos e os da subespécie japonica geralmente
apresentam graos largos e curtos (MATSUO, 1997).

Em cruzamentos entre as subespécies indica e japonica, € observado com
freqiéncia a ocorréncia de alta esterilidade de espigueta, a qual é apontada como
sendo decorrente de causas genéticas (OKA; MORISHIMA, 1997). Entretanto,
apesar da alta esterilidade, as diferencas entre as subespécies indicam a existéncia
de grande variabilidade genética para ser explorada, tendo a possibilidade de se
obter ganhos genéticos significativos em programas de melhoramento por meio de

cruzamentos entre as duas subespécies.
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2.1.2. Melhoramento Genético de Arroz

Os primeiros trabalhos de pesquisa no mundo visando o melhoramento
genético do arroz ocorreram no inicio do século 20, com o principal objetivo de
incrementar o rendimento de graos (BORLAUG, 1983). A selecdo buscava o
aumento do numero de grdos e o tamanho da panicula. Em 1927, uma equipe de
pesquisadores japoneses, lancou as primeiras cultivares do grupo japonica com
folnas eretas e colmos fortes, caracteristicas que influenciam diretamente os
componentes de rendimento (NEDEL et al., 1998).

Na década de 60, o IRRI (International Rice Research Institute) deu inicio a
estudos de melhoramento de arroz onde o principal objetivo era 0 aumento da
produtividade. Uma década depois, a énfase passou a ser o0 aumento a resposta
fotossintética e resisténcia a pragas e moléstias (BEACHELL et al., 1972).

No Brasil, o arroz irrigado teve maior desenvolvimento no Rio Grande do Sul
por apresentar condi¢cdes climaticas favoraveis e solos hidromorficos capazes de
reter agua para a irrigacdo. No ano de 1938, ocorreu a primeira introducdo de
germoplasma para fins de pesquisa. A cultivar Caloro, do grupo japonica, originaria
de Louisiana — USA era bem adaptada e considerada resistente ao frio, porém
devido ao seu porte alto acamava com facilidade quando cultivada sob elevada
fertilidade (TERRES et al., 1998).

Diversas ferramentas podem ser incorporadas aos programas de
melhoramento, com o objetivo de otimizar a obtencdo de genotipos superiores. O
uso da biotecnologia e a formacédo de hibridos sdo ferramentas que auxiliam o
aumento do patamar de produtividade das cultivares (NEDEL et al., 1998). Como
exemplo de técnicas biotecnologicas, podemos citar a transgenia, a selecéo
assistida por marcadores, a mutacao induzida e a bioinforméatica.

O arroz é considerado uma espécie modelo para estudos genético-
moleculares (MOORE et al., 1995), principalmente em funcdo do tamanho pequeno
do seu genoma — 389 Mb (IRGSP, 2005); da sintenia com outros genomas como
trigo, milho, aveia, cevada e sorgo (DEVOS; GALE, 2000); da publicacdo do
sequenciamento parcial das duas principais subespécies indica (YU et al., 2002) e
japonica (GOFF et al., 2002) e do sequienciamento completo pelo International Rice
Genome Sequencing Project (IRGSP, 2005). Essas caracteristicas permitem que 0s

genes correspondentes ou colineares, em diferentes gramineas, sejam obtidos mais
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facilmente, levando a um enriquecimento das informagdes sobre os caracteres de

interesse.

2.2. Toxidez de ferro em arroz

A nutricdo mineral refere-se ao suprimento, a absorcdo e a utlizacdo de
nutrientes essenciais pela planta. A produtividade das culturas € influenciada por
varios fatores, entre eles, a disponibilidade de nutrientes, na quantidade e proporcéo
adequadas. A otimizacdo da eficiéncia nutricional é fundamental para aumentar a
produtividade e reduzir o custo de producéo. Varios fatores como, clima, solo, planta
e suas interacdOes afetam a absorcéo e a utilizacdo de nutrientes pelas plantas. Para
a eficiéncia maxima de nutrientes, todos estes fatores devem ter nivel 6timo durante
o desenvolvimento da cultura (VIEIRA, 1999).

Os nutrientes se caracterizam em macro e micronutrientes, dependendo da
exigéncia nutricional da planta para cada elemento. Os micronutrientes participam,
principalmente, em processos enzimaticos da planta, sendo exigidos em menor
guantidade, sendo que o elemento ferro tem como principal funcao ativar enzimas e
transportadores de elétrons (TAIZ; ZEIGER, 2004), participando em processos
fundamentais como fotossintese, respiracao, fixacdo de nitrogénio, sintese de DNA
e em grande parte das reagcfes bioquimicas, tanto na producdo como consumo de
oxigénio (BRIAT, 1995; BRIAT, 1997).

Um dos mais importantes estresses abioticos que limitam a producédo de arroz
de terras baixas é a toxidez por ferro (DOBERMANN; FAIRHURST, 2000). A toxidez
por ferro é caracterizada como uma desordem nutricional provocada pela captacéo
de Fe?" para concentracées superiores a 300 mg kg™ (TANAKA; YOSHIDA, 1972;
YAMAUCHI; PENG, 1995), assim super expressando ou diminuindo uma série de
processos metabdlicos, resultando em danos para a planta de arroz (BIENFAIT,
1985; BODE et al., 1995).

Os sintomas geralmente observados sdo manchas foliares (bronzeamento),
escurecimento das raizes, redugdo no desenvolvimento do sistema radicular e
inibicdo do crescimento da planta (DOBERMANN; FEIRAHURST, 2000). A nivel
celular pode estimular a producgéo de etileno nas folhas (PENG; YAMAUCHI, 1993).
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Assim dependendo da severidade da toxicidade e da capacidade de tolerancia das
cultivares de arroz, a redugao na producéo pode chegar 100% (SAHRAWAT, 2004).

A relacao entre a gravidade da toxicidade de ferro, 0s sintomas expressos e o
rendimento ainda n&o foram claramente estabelecidos. Estudo realizado por Briat et
al. (2007) ao testarem diferentes genoétipos a toxidez ao ferro, sugerem que a
absorcdo de ferro € regulada por mecanismos diferentes. Estes acontecimentos
podem variar entre os estadios de desenvolvimento da cultura na época de colheita,
assim como entre as estagcdes do ano. Geralmente, os danos da colheita sé&o
maiores quando a toxicidade ocorre no inicio do estagio vegetativo, podendo levar a
uma completa queda da safra (ABU et al., 1989).

Em solos inundados, o oxigénio é rapidamente esgotado pela respiracdo dos
microrganismos e raizes das plantas. Portanto, logo apds a inundagédo de um campo
de arroz, a reducao de oxidos e hidréxidos de ferro podem resultar no acumulo de
grandes quantidades de Fe** na solucéo do solo, dada uma condicdo de Fe-tdxicos
(RATERING; SCHNELL, 2000). A presenca de oxidos de ferro amorfos e o baixo
potencial redox nestes solos promovem um aumento nas quantidades de ferro em
solucao disponivel para as plantas. Desta forma, as pequenas quantidades de Fe®*
(forma férrica) presentes na solucdo do solo sdo reduzidas a Fe*" (forma ferrosa)
(BECANA et al., 1998). Como os compostos de ferro ferroso sdo muito mais sollveis
gue os compostos férricos, o resultado € um aumento na solubilidade total do ferro.
Conforme o potencial redox diminui, a solubilidade do ferro tende a aumentar
exponencialmente de modo que praticamente todo o ferro detectavel na solucdo do
solo encontra-se na forma reduzida de Fe®* (LINDSAY, 1979).

Durante o alagamento do solo, a agua também funciona como uma barreira
para a difusdo do oxigénio atmosférico para o solo, tornando o ambiente hipoxico. O
acumulo de CO; na &gua resultantes da presenca de microrganismos anaerobicos
diminui o pH favorecendo reducdo de compostos oxidados (PONNAMPERUMA,
1972).

Os danos causados pela toxicidade do ferro podem ser diretos ou indiretos. A
toxidez direta é a absorcdo e acumulo excessivo deste elemento. Caracteriza-se
pela presenca de pontuagbes castanho-escuras sobre a superficie das folhas
(bronzeamento), retardo no crescimento e redugdo de produtividade
(PONNAMPERUMA, 1972; SAHRAWAT, 2004). A toxidez indireta ocorre devido a

formacdo de uma capa férrica sobre a superficie das raizes. Em consequéncia,
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ocorre a reducéo de absorcao, transporte e/ou utilizagcdo de outros nutrientes pelas
plantas como P, K, Ca, Mg, Mn e Zn. Morfologicamente, a planta aparenta folhas
amareladas (SAHRAWAT, 2004).

A realizacdo de estudos que visem a identificagdo dos genes envolvidos na
expressao de tolerancia ao ferro somada & maior capacidade de armazenamento de
ferro no gréo, poderado contribuir para o0 aumento da producdo em areas irrigadas por

inundagéo e auxiliar na producgao de grdos com maior teor do elemento.

2.3. Biotecnologia Vegetal

O melhoramento genético vem sendo auxiliado por modernas técnicas de
biotecnologia vegetal. A biotecnologia divide-se em biologia celular, que abrange
cultura de tecidos, e biologia molecular (FERREIRA et al., 1998).

A biotecnologia pode fornecer meios para o aumento da producéo agricola
pela aplicacdo do conhecimento molecular da funcdo dos genes e das redes
regulatérias envolvidas na tolerancia a estresse, desenvolvimento e crescimento das
plantas (TAKEDA; MATSUOKA, 2008). A transformacdo genética de plantas
cultivadas possibilita a validacdo funcional de genes individuais selecionados, bem
como a exploracao direta dos transgénicos no melhoramento genético, visando a
insercao de caracteristicas agronémicas desejaveis (CARRER et al., 2010).

Outra analise de grande interesse atual € a de expressao génica, também
chamada de andlise de transcriptoma. E uma metodologia significante para
identificar genes candidatos, predicdo da funcdo de genes e regifes regulatorias
(MOCHIDA; SHINOZAKI, 2010). Esse método é baseado na hibridizacdo nos
microarranjos e gene chips que permitem analisar a expressdo de dezenas de
milhares de genes simultaneamente. Genes identificados com expresséao diferencial
sdo clonados e analisados funcionalmente no metabolismo celular, sendo a
transgenia um dos métodos utilizados.

O desenvolvimento e a aplicacdo das técnicas com marcadores moleculares
nas ultimas décadas induziram transformacdes consideraveis em diversos ramos da
biologia, notadamente a biologia molecular (clonagem posicional), a genética
evolutiva (cartografia comparativa), a genética quantitativa (deteccéo e identificacéo

de locus que controlam QTL), e o melhoramento genético (sele¢cdo assistida por
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marcadores) (CARRER et al., 2010). No melhoramento genético, o desenvolvimento
de marcadores ligados a genes de resisténcia contra pragas e agentes patogénicos,
ou a sua utilizagdo para acelerar a escolha do melhor parental, possibilita uma
conducdo mais precisa dos programas de selecao quando comparado as sele¢cdes
baseadas em outros marcadores. Além disso, a sele¢@o assistida por marcadores
moleculares permite a construcdo de genotipos que seriam dificilmente produzidos
apenas com a selecéo fenotipica (ALZATE-MARIN et al., 2005).

A cultura de tecidos € uma excelente ferramenta para clonar plantas em
escala comercial, além de colaborar na realizacdo de estudos de transformacéo
genética e conservacao de espécies vegetais. Permite ainda aperfeicoar a interacao
entre fatores abidticos (nutricionais, luminosos, temperatura etc) e bioticos
(hormonais e genéticos), resultando em plantas sadias, vigorosas e geneticamente
superiores (FERREIRA et al., 1998). O desenvolvimento de populagdes duplo-
haploides (DH) é um dos ramos da cultura de tecidos, podendo ser obtida pela
cultura de anteras. Devido a homozigose perfeita das linhagens DH, a andlise
genética e as pesquisas com marcadores moleculares sdo bastante utilizadas para
estudos e também para o desenvolvimento de novas cultivares (MORAES-
FERNANDES et al., 1999).

2.3.1. Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos refere-se as técnicas de excisdo, desinfestacdo e
cultura, em meio nutritivo, em condicBes assépticas, de células, tecidos ou 6rgaos
de planta (TORRES et al., 1999). A totipoténcia celular é o principio basico de
aplicacdo da cultura de tecidos (COCKING, 1986). A manipulacdo, ao nivel celular,
baseia-se nesta totipoténcia vegetal, onde células germinais ou somaticas, em
condi¢Bes adequadas, podem regenerar plantas viaveis e férteis (KERBAUY, 2004).

Os estudos na area de cultura de tecidos vegetais foram iniciados a partir da
metade do século XIX, onde cientistas como Trécul (1853), Vochting (1878) e
Rechinger (1893) realizaram experiéncias com diversos fragmentos de tecidos
isolados de plantas superiores. Eles observaram a formagcao de calos a partir de
fragmentos de caule e de pedacos de raizes (DODDS; ROBERTS, 1985). Em 1902,

Haberlandt demonstrou ser possivel manter células em estado viavel por um periodo
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de aproximadamente um més em solugcdo nutritiva (MANTEL et al., 1994). No
entanto, a cultura de tecidos em arroz somente teve inicio na década de 50, porém a
regeneracdo de plantas a partir de calos induzidos de sementes, raizes e pdélen, s6
foram obtidas na década seguinte (BONATO, 1994).

Em relacdo as aplicagbes da cultura de tecidos, elas podem ser diretamente
associadas ao melhoramento vegetal. Entre elas, a limpeza viral, onde visa a
‘limpeza” de cultivares infectadas com virus; a multiplicacdo clonal, com cultura de
gemas ou segmentos nodais; a manutencdo e intercambio de germoplasma em
condicdes assépticas; a obtencdo de hapldides, através da cultura de anteras e
ovulos; e a obtencdo de hibridos interespecificos, com a cultura de embrides;
obtencao de variantes somaclonais (RAMALHO, 2008; FERREIRA et al., 1999). A
resposta e a frequéncia de regeneracdo de plantas in vitro € dependente dos
genotipos utilizados, bem como da sua interagdo com as condi¢gbes de cultivo
(OZAWA et al., 2003).

Com os progressos alcancados, as técnicas de cultura de tecidos tem tido
um papel de destaque no desenvolvimento de cultivares superiores. Contudo, essas
técnicas ndo sao empregadas isoladamente nos programas de melhoramento
vegetal, mas associados com os métodos descritos como classicos, sendo sua
contribuicdo de maior ou menor importancia, no qual ird depender do objetivo do
pesquisador (SANTOS, 2003; BONATO, 1994).

2.4. Cultura de anteras

Em arroz, € possivel obter linhagens homozigotas através do cultivo de
anteras imaturas em meio de cultura. O cultivo de anteras é a manipulacéo in vitro
de grdos de pdlen imaturos contidos dentro das anteras, para inibir o
desenvolvimento gametofitico e induzir o desenvolvimento esporofitico (LENTINI et
al., 1997). No caso da cultura do arroz, este processo tem inicio mediante a
formacdo de um tecido néo diferenciado que se denomina calo e termina com a
formacéo de embrides e plantas (NIIZEKI; OONO, 1968).

Hapléides androgénicos foram descobertos acidentalmente, mas por Guha e

Maheshwari em 1964 de Datura innoxia (Solanaceae). Apds quatro anos, Niizeki e
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Oono produziram os primeiros hapldides de arroz (DATTA, 2005). Desde entdo,
avancos tem sido realizados em laboratorios de todo o mundo. A primeira variedade
desenvolvida por cultura de anteras ocorreu em 1975, e até hoje muitas cultivares ja
foram langadas em todo mundo (HAN, 1985; FANG, 1991; LIANG; HUANG, 1991,
LYNCH et al., 1991; CASTRO et al., 2004).

As plantas produzidas pelo método de cultura de anteras podem produzir de
40 a 70% de hapldéides, tripldides ou tetraploides, sendo o restante de 30 a 60%
diploides e férteis (NISHI; MITSUOKA, 1969).

A utilizagdo da técnica de cultura de anteras como prética rotineira em
programas de melhoramento genético tem ocorrido lentamente, principalmente por
gue as respostas sao totalmente dependentes do gendtipo utilizado. O arroz do tipo
japonica irrigado tem uma resposta maior em cultura de anteras do que do tipo
japonica de sequeiro e indica (CHEN et al., 1991).

A primeira cultivar de arroz obtida pela técnica de cultura de anteras no
Brasil foi desenvolvida pela Embrapa Arroz e Feijdo. A BRS Colosso, assim
chamada, foi lancada no ano de 2004 (CASTRO et al.,2004). A cultivar desenvolvida
para ambientes de terras altas obteve bom desempenho de produtividade e bons
caracteres de interesse. No entanto, em pouco tempo apresentou problema de
resisténcia a brusone (Pyricularia grisea), deixando de ser recomendada para
cultivo. Outro gendtipo do mesmo cruzamento que deu origem a BRS Colosso
também foi obtida, a BRS Lideran¢ca, no entanto também mostrou quebra de
resisténcia a brusone (ARAUJO et al., 2005; FILIPPI et al., 2006).

2.4.1. Genética das plantas Duplo-hapléides

A cada grao de pdlen proveniente de plantas hibridas F; representadas por
um gameta diferente, a populacdo de plantas duplo-hapléides (DH) mostra a
variabilidade genética esperada em uma geracdo F, e a vantagem adicional que
cada individuo tera em um genétipo homozigoto, fixado definitivamente. Com a
aplicacdo da técnica de cultura de anteras, pode-se obter linhas homozigotas em
apenas 8 a 9 meses, contando a partir da semeadura das sementes hibridas F; ou

F,. Nos sistemas convencionais geralmente utilizados para o melhoramento de
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arroz, a mesma estabilidade homozigota € obtida depois de cinco a seis geracdes de
autopolinizacao (LENTINI et al., 1997).

Planta Heterozigota

AaBb (F,)
Recombinacéo Independente
Gametas
AB aB Ab ab
Cultivo de Anteras Autofecundacéo
Duplica¢éo dos Cromossomos AB aB Ab ab
- 5 AB |AABB AaBB AABb AaBb
Genétipo da Populacéo | AABB Genotipo da
Duplo-hapléides aaBB aB |AaBB aaBB AaBb aaBb PopulagéoF,
AAbb

aabb Ab |AABb AaBb AAbb Aabb
ab |AaBb aaBb Aabb aabb

Frequéncia de Fenotipos  saBB : aaBB : AAbb : aabb A_B_:A_bb : aaB_ : aabb Frequéncia de Fendtipos
na Popula¢éo Duplo- 1 -1 - 1 : 1 9 : 3 : 3 : 1 na Populagéo F,
hapléides

Figura 1 - Segregacdo de genotipos e fenotipos em populacbes F, e duplo-
hapldéides, a partir de uma planta heterozigota para os genes de
recombinacdo independente (Adaptado de LENTINI et al.,, 2007).
FAEM/UFPel-CGF, 2011.

Com a técnica de cultura de anteras ocorre a melhoria de eficiéncia de
selecdo, em comparagdo com as selecdes iniciais feitas por métodos convencionais
de melhoramento. O aumento da eficiéncia ocorre tanto para caracteres qualitativos
como para caracteres quantitativos, facilitando a identificacdo de gendtipos
superiores (SNAPE, 1989).

A selecdo de individuos em uma populacdo F, € mais efetiva quando os
alelos desejaveis sao dominantes. No entanto, quando se trata de alelos recessivos
somente se pode detectar em uma proporcdo de (1/4)". Em uma populacdo de

duplo-hapléides, os gendtipos recessivos tem uma freqiiéncia maior, isto &, (1/2)",
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isso facilita a selecdo de genes recessivos desejaveis, ja que ndo sdo mascarados
por genes dominantes (MORAES-FERNANDES et al., 1999).

Teoricamente, se os pais de hibridos tem “n” pares de alelos que recombinam
independentemente, a eficiéncia da selecdo de um gendtipo homozigoto dentro de
uma populacao, é de (1/2)*" em casos de melhoramento de dipléides e de (1/2)" com
melhoramento de duplo-haplbides. Isto sugere que a eficiéncia de selecdo no
melhoramento com duplo-hapléides é 2n vezes mais alta que com melhoramento
utilizando dipléides (BAENZIGE; SCHAEFFER, 1983). Com base no exposto, a
melhoria na eficiéncia da selecdo com cultura de anteras tem permitido desenvolver
cultivares de arroz, a partir de populacbes duplo-hapléides menores que as
populacdes normalmente usadas pelos métodos convencionais (SHEN et al., 1983).

A analise do controle genético da cultura de anteras demonstrou que a
herancga da formacgéo de calos e a eficiéncia da cultura de anteras sédo influenciadas
por efeitos aditivos e dominantes (HE et al., 2006; ZHANG; QIFENG, 1993). Miah et
al. (1985) também demonstraram que o efeito do gene aditivo predominou na
determinacao da capacidade de formacao de calos e que a herdabilidade do carater
restrito foi muito elevada nas variedades estudadas. Uma analise dialélica realizada
utiizando duas variedades de arroz indica e duas variedades Iranianas locais,
indicaram forte efeito aditivo para a inducdo de calos e regeneracdo de plantas
verdes (BAGHERI; JELODAR, 2008). O componente de variacdo genética aditiva
para as caracteristicas da cultura de anteras é maior em variedades japonica que
nas indicas (YAN et al., 1996).

O controle genético de regeneracdao de planta verde, por outro lado, é bem
menos estabelecido. Efeitos aditivos e nédo-aditivos tém sido estudados para a

identificar diferencas no potencial de regeneracao entre os genotipos (SILVA, 2010).

2.4.2. Fatores que influenciam o cultivo de anteras

Vérios fatores podem influenciar na producdo de plantas duplo-hapléides
derivadas de cultura de anteras. Estes fatores é que fardo com que a técnica de
cultura de anteras seja realizada com eficiéncia para assim a obtencdo de bons
resultados, ou seja, bons indices de formacao de calos e de regeneragdo de plantas

verdes.
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- Gendétipo

O gendtipo é o fator que mais influencia na frequéncia de anteras produtoras
de calos, a capacidade de diferenciar calos em plantas, a propor¢do de plantas
verdes e albinas e na ploidia das plantas regeneradas.

Uma das maiores diferengas sao encontradas entre os tipos de arroz
japonica e indica (CHEN et al., 1991). Estudos realizado por Peng e Hodges (1989)
através de um cruzamento dialélico entre quatro cultivares do grupo indica, ja
demonstravam a diferenca entre as duas subespécies. Verificou-se neste estudo
gue o indice de regeneracdo das plantas variou de 0% a 86%, confirmando assim a
origem genética da habilidade de regeneragcdo. Em trabalho realizado com as
cultivares BRS “Taim” (subespécie indica) e Taipei 309 (subespécie japbnica), nao
apresentou diferenca significativa entre as médias de inducdo de calos e
regeneracdo de plantas. No entanto, as médias mais elevadas foram obtidas na
populacdo da subespécie japbnica, tanto para inducdo de calos como para
regeneracao de plantas (LANNES, 2000).

Estudos sobre as variedades japonica e indica e os seus hibridos tém
mostrado que a inducdo de calos e regeneracdo de plantas apresentam
caracteristicas independentes de heranca quantitativa (BAGHERI; JELODAR, 2008;
HE et al., 2006; YAN et al. 1996; ZHANG; QIFENG, 1993; QUIMIO; ZAPATA, 1990;
MIAH et al., 1985).

- Estado fisiolégico das plantas doadoras de anteras

As condicbes de crescimento das plantas doadoras como o fotoperiodo, a
intensidade de luz, a temperatura, a nutricio mineral, os tratamentos fisicos e a
aplicacdo de reguladores de crescimento podem influenciar na resposta dos
micrésporos ao cultivo in vitro (CHEN et al., 1991; VASIL et al., 1987).

Paniculas coletadas de plantas cultivadas em campos experimentais
obtiveram melhor resposta na cultura de anteras em comparacdo com as anteras
coletadas de plantas cultvadas em vaso em casas de vegetagéo
(VEERARAGHAVAN, 2007; RAINA, 1997). Em geral, anteras de plantas

desenvolvidas a campo com baixo periodo de nebulosidade e chuva apresentam
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maior resposta, devido a altos niveis de radiacdo solar. As anteras de plantas
desenvolvidas a baixas temperaturas (15 °C para a noite e 20 °C para o dia) sao
mais afetadas que aquelas desenvolvidas a altas temperaturas (30 a 35 °C). Porém,
as anteras de plantas que crescem a temperaturas superiores a 30 °C tendem a
produzir uma maior porcentagem de plantas albinas (CHEN et al., 1991). As
temperaturas 6timas para o crescimento das plantas sao entdo de 24° e 34 °C para
a noite e para o dia, respectivamente (SILVA, 2010).

Em relacdo ao ponto de coleta das paniculas de arroz, recomenda-se que
sejam coletadas em dias ensolarados, entre as 8 e 10 horas da manha
(DORNELES, 1990). Este procedimento pode aumentar a capacidade de resposta
ao método do que as paniculas provenientes de coletas realizadas em dias

chuvosos e depois das 10 horas da manh& (LENTINI et al., 1997).

- Estadio de desenvolvimento do gréo de polen

O estado de desenvolvimento dos gréos de polen no momento em que as
anteras sao cultivadas in vitro é um fator determinante na resposta obtida pela
técnica de cultura de anteras.

Em arroz, o estado 6timo do grédo de pdlen para a inducdo de calos € no
estadio uninucleado medio e tardio (JAHNE; LORZ, 1995; CHEN et al., 1991).
Depois de dois dias de cultivo ocorre a primeira divisdo que resulta na formacéao de
dois ndcleos que estdo separados por uma membrana. Por volta do quinto dia de
cultivo in vitro inicia a segunda divisdo mitotica. Nas primeiras divisées geralmente
origina-se membranas celulares que permitem a formacdo de nucleos
independentes, cujo numero pode variar de dois a oito, para cada micrésporo. Aos
vinte dias de cultivo forma-se uma massa de tecido amorfo denominado microcalo,
ao qual pode conter mais de 100 células para cada micrésporo envolvido no
processo. O microcalo pode alcancar um tamanho de 2 mm por volta dos 30 a 50
dias, dependendo do gendtipo, sendo este 0 momento mais adequado para iniciar o
processo de regeneracéo de plantas (LENTINI et al., 1997).

Usualmente, a distancia entre o colar da folha bandeira e a ligula da
penultima folha serve como guia morfoldgico para verificar a maturidade das anteras
(BISHNOI et al., 2000).
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- Pré- tratamento das anteras

O pré-tratamento mais comum utilizado em cultura de anteras consiste em
manter as paniculas de arroz no frio, de 8 a 10 °C por sete a dez dias no escuro
(ZAPATA-ARIAS, 2003). Este tratamento incrementa a formagéo de calos como
também a diferenciacdo de plantas verdes. Tratamentos com frio por mais de 14
dias reduz a capacidade de regeneracdo de plantas e incrementa a producao de
plantas albinas (TSAY; CHEN, 1984).

Os efeitos do tratamento com frio e escuriddo reduzem a atividade
respiratéria das anteras, prolongando a atividade biol6gica do arquespdrio que
abrigam os grdos de polen, mantendo a viabilidade dos mesmos, evitando a
deiscéncia prematura das anteras em cultivo e retardando a senescéncia do polen
(SUNDERLAND, 1978).

- Albinismo

A producdo de plantas albinas € um fenbmeno comum entre 0s cereais
obtidos através de cultura de anteras. Em arroz, a variacdo de ocorréncia de plantas
albinas varia de acordo com o gendtipo. Em alguns casos, pode-se obter uma alta
taxa de regeneracdo de plantas, porém, a porcentagem de plantas albinas pode
variar desde 10 até 100% (TALEBI et al., 2007; TSAY et al., 1981).

O albinismo € particularmente predominante em plantas derivadas de poélen
imaturo de hibridos interespecificos ou de hibridos intraespecificos entre as
subespécies japonica e indica (TSAY et al., 1981).

Outro fator relacionado ao albinismo é a degeneracdo do DNA dos
cloroplastos dos microsporos no momento do cultivo e das condi¢cées de cultivo in
vitro. Alguns estudos sugerem que a formacdo de plantas albinas se deve a
alteracdes dos plastidios durante a microsporogénese in vitro. O albinismo esta
relacionado com a deteriorizacdo do DNA dos cloroplastos (DAY; ELLIS, 1995) e
com deficiéncias do RNA dos plastidios (CHEN et al., 1991). A producao de plantas
albinas também pode ser devido a falta de expressdo dos genes responsaveis pelo
desenvolvimento normal dos cloroplastos e da sintese de clorofila nas condi¢gbes de
cultivo in vitro (LENTINI et al., 1997).
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A frequéncia de plantas albinas pode ser afetada também por fatores como
tamanho do calo, a temperatura da inducdo e regeneracdo das plantas, a
concentragéo e o tipo de reguladores de crescimento, a concentragcdo de sacarose
na inducéo do meio de inducéo, a concentracdo dos sais minerais no meio de cultivo
e o0 estado de desenvolvimento do pélen durante a coleta da panicula (CHEN et al.,
1991).

- Meio de cultura

O inicio da divisdo dos micrésporos podem ser independentes da
composic¢ao nutricional do meio de cultivo, porém para as divisbes subseqientes
sdo de extrema importancia, pois influenciam na formacdo do calo e na
diferenciacdo destas células em embrides e plantas. Normalmente sdo usados dois
meios de cultura diferentes, um para a inducdo de calos a partir de pdlen imaturo e
outro para a regeneracao de plantulas a partir de calos (LENTINI et al., 1997).

Varios estudos avaliam diferentes composi¢cées e combinacdes de nutrientes
para uma melhor resposta em cultura de anteras (TABELI et al., 2007; SRIPICHITT
et al., 2000; RAINA; ZAPATA, 1997). No entanto, o resultado pode ser muito
diferente para cada experimento por influéncia do gendtipo utilizado, as condicdes
ambientais e fisioldgicas da planta doadora, o estadio de desenvolvimento do grao
de pdlen e o pré-tratamento aplicado nas anteras (LENTINI et al., 1997).

O crescimento e a diferenciacdo dos calos estdo determinados pelas
concentracfes de sais inorganicos, especialmente por amoénio. Sendo assim, a
relacdo entre concentragdes de amoénio (NH;) e de nitrato (NO3) é um dos
principais fatores na composicdo do meio (GRIMES; HODGES, 1990). As altas
concentracfes de amonio presentes no meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
inibem a formacédo de calos de micrésporos de arroz e de outros cereais. Baseados
nesta observacdo Chu et al. (1975) desenvolveram o meio basico Ng, na qual é
usado uma quantidade inferior de amdnio, magnésio e cloreto, e superior de fosfato,
potassio e sulfato em relagdo ao usado no meio MS.

Em relacdo aos reguladores de crescimento usados em cultura de anteras,
as auxinas e as citocininas sao as de maior importancia. Para o desenvolvimento de

calos, as auxinas em concentragfes médias a altas, atuam sinergicamente com as
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citocininas em baixas concentragfes. Para a etapa de diferenciacdo, as auxinas a
baixas concentragbes estimulam o enraizamento, enquanto as citocininas em altas
concentragdes favorecem o desenvolvimento dos brotos, caules e folhas, inibindo o
enraizamento (LENTINI et al., 1997).

No entanto, o meio de cultura Ng foi bem adaptado para gendtipos da
subespécie japbnica. ModificagBes nas doses de ambnio e magnésio neste meio
foram realizadas aumentando a frequiéncia de inducéo de calos e de regeneracgao de
plantas verdes em genoétipos indica (HUANG et al.,, 1981). Destas modificacdes
obteve-se 0 meio de cultura NL (LENTINI et al., 1994), na qual foi possivel aumentar
a producao de calos em 24 vezes para genoétipos indica e 2 vezes para genotipos
japonicos. O meio NL suplementado com 2 mg L™ de 2,4-D, 0,07 mg L™ de picloram,
1 mg L de cinetina, 5% de maltose e 10 mg L™* de AgNO3 mostraram que os calos
formados induziram uma maior formacéo de plantas verdes (LENTINI et al., 1994).

- Condicdes fisicas de incubacéo para a inducdo de calos e diferenciacao de

plantas

A temperatura e a luz possuem um papel importante para a androgénese.
Em arroz a temperatura adequada para os processos de formacédo de calos e de
regeneracao € de 24 a 26 °C. Temperaturas superiores a 28 °C faz com que as
anteras sofram degeneracao rapidamente, havendo uma diminuicdo da formacao de
calos e da taxa de regeneracdo de plantas e aumento da presenca de plantas
albinas (LENTINI et al., 1997).

A luz ndo se faz necesséria para a fase de inducéo e crescimento de calos.
No entanto, quando os calos sdo transferidos para o meio de regeneracdo €
necessario a luz para o processo de fotossintese no desenvolvimento de plantas
verdes.

Fatores como a composicao da atmosfera, recipiente de cultivo e densidade
de anteras inoculadas, influenciam a resposta das anteras para a formacao de calos.
Em arroz, a densidade de 25 anteras por mL parece ser adequada para uma maior

resposta in vitro, quando se utiliza meio liquido (PETERS et al., 1999)
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3. CAPITULO Il

RESPOSTA DIFERENCIAL AO FERRO DE DUAS CULTIVARES DE ARROZ IN
VITRO

3.1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de grande importancia mundial,
principalmente por constituir uma fonte basica na alimentagdo humana. Diversos
fatores influenciam a produtividade da cultura, dentre eles podemos destacar o
excesso de ferro presente em solos inundados, que prejudica a absorcdo de
diversos nutrientes pela planta e consequentemente reduz a producéo.

O arroz é cultivado de duas formas, sequeiro e irrigado. A maior parte do
arroz cultivado no Brasil € do tipo irrigado. No entanto, o alagamento do arroz
irrigado causa acidificacdo do solo na qual diminui o oxigénio disponivel, tornando o
ambiente andéxido e bastante redutor. O ferro, que em ambiente aerobico e de pH
neutro encontra-se quelado na matéria organica do solo na forma Fe*®, é reduzido a
forma fons férrico (Fe*®), a qual é mais soltvel e sendo assim, mais facilmente
absorvido pelas raizes das plantas (PONNANPERUMA, 1972). O aumento da
concentracdo de Fe™ pode levar a uma absorcdo excessiva e a toxidez por ferro,
gue rapidamente é acumulado nas folhas (SAHRAWAT, 2004). O pH critico varia de
3 a7, e aconcentracdo de Fe™ em locais com problemas de toxidez é de 300-500
mg L na solucéo do solo (OTTOW et al., 1982), chegando a acumular de 300 a 600
mg Kg nas folhas mais jovens (TANAKA et al., 1966).

O grau de dano causado pela toxidez de ferro varia de acordo com a cultivar,
e com a época do plantio, 0 manejo da agua e a época de encharcamento. Os
principais sintomas observados sdo: o bronzeamento das folhas, que adquirem
coloracdo amarelada ou alaranjada, principalmente as mais velhas; inclusdes
marrons nas folhas mais jovens, causadas pela deposicdo de ferro, as quais se
espalham para as nervuras durante a progressao da toxidez; raizes se tornam

marrons (SAHARAWAT, 2004); baixa taxa de crescimento e esterilidade das



41

espiguetas, causando diminuicdo da produtividade e, em casos mais severos, morte
da planta (PONNAMPERUMA et al., 1955).

Em cultura de tecidos os meios de cultura fornecem todos os nutrientes
necessarios para o crescimentos das plantas in vitro. O sucesso da cultura de
tecidos vegetais como meio de propagacao de plantas € muito influenciada pela
natureza do meio de cultura utilizado (GEORGE et al., 2008).

O ferro € um micronutriente essencial para os meios de cultura de tecidos
vegetais e pode ser fornecido a partir de sais ferrosos ou férricos. O ferro pode néo
estar disponivel para as células das plantas, a menos que o pH do meio caia o
suficiente para trazer ions livres na solu¢cdo (GEORGE et al., 2008).

Duas fontes de ferro utilizadas em cultura de tecidos s&o o sulfato férrico e o
EDTA férrico. O sulfato férrico (Fez(SO4)3) € um sal higroscopico, sendo que 0s
produtos comerciais contém  aproximadamente 20% de agua. O
etilenodiaminicotetracético férrico (FeSO4.EDTA) é obtido pela combinacao de acido
etilenodiaminotetracético dissédico com nitrato férrico (BUDAVARI, 1996).

Em cultura de tecidos o EDTA € acrescentado em uma concentracao
equimolar de ferro, formando um composto Fe-EDTA (DALTON et al.,1983). A
influéncia de diferentes agentes quelantes sobre o crescimento e morfogénese tem
sido observado em cultura de tecidos (GEORGE et al., 2008).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar duas fontes de ferro (EDTA
férrico e sulfato férrico) em concentragdes diferentes em meios de cultura liquido e
verificar seu efeito no desenvolvimento in vitro de duas cultivares de arroz
(Nipponbare e BRS Atalanta).



3.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas —
UFPel. Foram utilizadas sementes das cultivares Nipponbare e BRS Atalanta. A
cultivar Nipponbare foi utilizada neste trabalho como sendo tolerante a toxidez por
ferro, enquanto a cultivar BRS Atalanta como sensivel.

As sementes foram desinfestadas com alcool 70% por um minuto, logo apos
com cloreto de mercurio 0,6%, também por um minuto. Posteriormente, as sementes
foram lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada.

A germinacao das sementes foi realizada em meio MS/2 modificado (Anexo
) (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescidos de 20 g L™ de sacarose e 6,5 g L™ de
agar. O pH foi ajustado para 5,7. Foram usados tubos de ensaio para a germinacéo
das sementes.

Apos 10 dias, as plantulas foram transferidas para os tratamentos com ferro.
Os tratamentos utilizados neste estudo foram compostos por duas fontes de Fe:
EDTA férrico (FeSO4.EDTA) e sulfato férrico(Fez(SOg4)3). O meio de cultura MS
original possui como fonte de ferro sulfato ferroso (FeSO47H,0) associado com
NaEDTA, sendo a concentracdo na solucdo estoque de 0,9 mM de ferro. Esta
concentracdo foi utilizada como testemunha para este trabalho. As demais
concentragfes foram de 5x e 10x a concentracao testemunha (4,5 mM e 9,0 mM,
respectivamente), totalizando doze tratamentos (tabela 1). Utilizou-se o meio de
cultura MS liquido com 20 g L™ de sacarose. pH foi ajustado para 5,4.

Os meios de cultura foram autoclavados em Erlenmeyer por 20 minutos a 1
kgf cm?2 de pressdo. Os meios de cultura foram distribuidos em potes de
prolipropileno em camara de fluxo laminar. Anteriormente, estes potes passaram por
processo de lavagem com agua destilada, secos em temperatura ambiente, e foram
colocados em luz ultravioleta por 20 minutos. As plantulas permaneceram no
tratamento por 21 dias, sendo os meios de culturas renovados a cada sete dias.

Utilizou-se 20 plantulas por tratamento, sendo estdo o delineamento
experimental constituido por quatro repeticbes com cinco plantulas em cada. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso.

As variaveis analisadas foram: comprimento de parte aérea (CPA),

comprimento de raiz (CR), numero de folhas (NF), massa fresca de parte aérea
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(MFPA), massa fresca de raiz (MFR), massa seca de parte aérea (MSPA) e massa
seca de raiz (MSR).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparacao multipla de
médias pelo teste de Tukey (P<0,05) utilizando o programa estatistico SAS versao
8.0 (SAS, 2002).

Tabela 1 — Genotipos, fontes e concentracdes de ferro dos doze tratamentos
testados em arroz em meio de cultura liquido in vitro. FAEM/UFPel-CGF,

2011.

Tratamentos Genotipos Fontes Concentracdes
1 Nipponbare EDTA férrico 0,9 mM (N)
2 Nipponbare EDTA férrico 4,5 mM (5x)
3 Nipponbare EDTA férrico 9,0 mM (10x)
4 Nipponbare Sulfato férrico 0,9 mM (N)
5 Nipponbare Sulfato férrico 4,5 mM (5x)
6 Nipponbare Sulfato férrico 9,0 mM (10x)
7 BRS Atalanta EDTA férrico 0,9 mM (N)
8 BRS Atalanta EDTA férrico 4,5 mM (5x)
9 BRS Atalanta EDTA férrico 9,0 mM (10x)
10 BRS Atalanta Sulfato férrico 0,9 mM (N)
11 BRS Atalanta Sulfato férrico 4,5 mM (5x)
12 BRS Atalanta Sulfato férrico 9,0 mM (10x)




3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise de variancia (tabela 2) foi possivel verificar que para as
fontes de variacdo genotipo e fonte de ferro, todas as variaveis foram diferentes
estatisticamente. A Unica variavel que teve diferenca significativa em todas as fontes
de variacdo foi o comprimento de parte aérea. A interacao tripla entre os fatores foi
significativa para CPA, CR, NF, MFPA E MSR.

Tabela 2 — Analise de variancia para os fatores de variagédo (FV) genotipo (G), fonte
(F) e concentracéo (C) de ferro e as interacdo entre esses fatores para
as variaveis analisadas comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR),
namero de folhas (NF), massa fresca de parte aérea (MFPA) e raiz
(MFR) e massa seca de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR). FAEM/UFPel-
CGF, 2011.

Quadrado Médio

F.V. G.L. CPA CR NF MFPA MFER MSPA MSR

G 1 411.78* 174.61* 551*  0,0246* 0,0037*  0,000781* 0,000067*
F 2  220.12*  25.15* 4,60+  0,0214* 0,0052*  0,001205*  0,000107*
GxF 2 46.55*  11.43™ 0,03™ 0,0001™  0,0012"™  0,000080™ 5,74.10°"™
C 1 73.82% 22.73* 0,68*  0,0021™ 0,0017*  0,000003™  0,000023*
GxC 2 74.62 * 46.71* 0,21™ 0,0004™ 8,95.10°™ 0,000015™ = 6,9.10°"
FXC 1 102.25*  40.64* 1,84*  0,0097* 0,0017*  0,000207™  0,000027*
GXFxC 2 34.49* 10.80* 0,45+  0,0055* 0,0014™  0,000178™  0,000021*
Erro 36 7.87 2.99 0,11 0,0006 0,0005 0.000101  0.000006
Total 47

Cv (%) 17.44 22,78 10,66 26,21 37,61 47,80 32,37

M.G. 16.08 7,59 3,13 0,0974 0,0597 0,021 0,0077

* Existem diferencas significativas a 5% de probabilidade. " N&o existem diferencas significativas a
5% de probabilidade.

Para a interacdo dupla entre gendtipo e fonte de ferro somente foi
significativa para a variavel CPA, enquanto que para a interacdo entre gendtipo e
concentracdo de ferro foi significativa para CPA e CR. A interacdo entre fonte e
concentracdo de ferro somente nédo foi significativa para a variavel MSPA. Desta
forma verifica-se que o potencial do sulfato férrico em se combinar com outros
micronutrientes, podendo prejudicar o desenvolvimento da plantas, e a estabilidade
do EDTA devido a sua potencialidade de agente quelante, afetou pouco as variaveis
avaliadas.

O tratamento com EDTA férrico 4,5 mM causou menos efeito no

desenvolvimento da parte aérea da cultivar Nipponbare (23,75 cm) enquanto 0 maior
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efeito foi observado no tratamento com sulfato férrico 9,0 mM na cultivar BRS
Atalanta (7,37 cm) (Figura 1).

Comprimento da Parte Aérea (cm)

B Nipponbare EDTA Férrico

B Nipponbare Sulfato Férrico
[ BRS Atalanta EDTA Férrico
B BRS Atalanta Sulfato Férrico

0,9mM 4,5mM 9,0mM

Figura 1 — Comparacdo de médias da variavel comprimento de parte aérea das cultivares
Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentracdes de ferro.
FAEM/UFPel-CGF, 2011. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para a variavel comprimento de raiz o tratamento que obteve o maior
desenvolvimento de raiz foi sulfato férrico a 0,9 mM para a cultivar Nipponbare
(12,32 cm). O menor desenvolvimento de sistema radicular foi observado para a
cultivar BRS Atalanta (1,93 cm) para o tratamento com sufato férrico 9,0 mM (Figura
2).

Comprimento de Raiz (cm)
14 a
12
10
8 B Nipponbare EDTA Férrico
6 B Nipponbare Sulfato Férrico
4 @ BRS Atalanta EDTA Férrico
2 M BRS Atalanta Sulfato Férrico
0
0,9 mM 4,5 mM 9,0 mM

Figura 2 — Comparacao de Médias da variavel comprimento raiz das cultivares Nipponbare e
BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentracfes de ferro. FAEM/UFPel-
CGF, 2011. Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).
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O tratamento com sulfato férrico 9,0 mM afetou significativamente a cultivar
BRS Atalanta em relacdo ao numero de folhas (2,27). O menor efeito foi para a
cultivar Nipponbare com EDTA férrico a 4,5 mM (4,25) (Figura 3).

Numero de Folhas

4,50
4,00 b-d bdpe
3,50 C_f d-f d'f

3,00 ef || ef £
2,50

2,00
1,50 [@ BRS Atalanta EDTA Férrico
1,00
0,50
0,00

ab a-c

B Nipponbare EDTA Férrico

B Nipponbare Sulfato Férrico

M BRS Atalanta Sulfato Férrico

0,9 mM 4,5 mM 9,0 mM

Figura 3 — Comparacao de Médias da variavel nimero de folhas das cultivares Nipponbare e
BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentracdes de ferro. FAEM/UFPel-
CGF, 2011. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Para a cultivar Nipponbare o menor efeito sobre a massa fresca de parte
aérea foi no tratamento com 4,5 mM de EDTA férrico (0,199g), diferenciando
significativamente dos demais tratamentos. Quanto a cultivar BRS Atalanta, nao

foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos testados (Figura 4).

Massa Fresca de Parte Aérea (g)
0,22
0,20
0,18
0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

B Nipponbare EDTA Férrico

M Nipponbare Sulfato Férrico
[ BRS Atalanta EDTA Férrico
B BRS Atalanta Sulfato Férrico

0,9 mM 4,5mM 9,0 mM

Figura 4 — Comparacdo de Médias da variavel massa fresca de parte aérea das cultivares
Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentragfes de ferro.
FAEM/UFPel-CGF, 2011. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Em relacdo a massa fresca de raiz o tratamento 9,0 mM de sulfato férrico fez
com que a cultivar BRS Atalanta apresentasse a menor média (0,02), no entanto
este efeito n&o foi significativamente diferente dos demais tratamentos (Figura 5).

Massa Fresca de Raiz (g)
0,12
a
0,10
0,08 B Nipponbare EDTA Férrico
0,06 B Nipponbare Sulfato Férrico
0,04 @ BRS Atalanta EDTA Férrico
0,02 B BRS Atalanta Sulfato Férrico
0,00
0,9 mM 4,5mM 9,0 mM

Figura 5 — Comparacdo de Médias da variavel massa fresca de raiz das cultivares
Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentracdes de ferro.
FAEM/UFPel-CGF, 2011. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para as variaveis massa seca de parte aérea (Figura 6) e raiz (Figura 7) os
tratamentos EDTA férrico 4,5 mM foi significativamente diferente do tratamento com

9,0 mM para as cultivares Nipponbare e BRS Atalanta, respectivamente.

Massa Seca de Parte Aérea (g)

0,04
0,04
0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,00

B Nipponbare EDTA Férrico
B Nipponbare Sulfato Férrico
@ BRS Atalanta EDTA Férrico

M BRS Atalanta Sulfato Férrico

0,9 mM 4,5 mM 9,0mM

Figura 6 — Comparagdo de Médias da variavel massa seca de parte aérea das cultivares
Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentragfes de ferro.
FAEM/UFPel-CGF, 2011. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Massa Seca de Raiz (g)
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00

B Nipponbare EDTA Férrico

W Nipponbare Sulfato Férrico
@ BRS Atalanta EDTA Férrico
B BRS Atalanta Sulfato Férrico

0,9 mM 4,5 mM 9,0mM

Figura 7 — Comparagcdo de Médias da varidvel massa seca de raiz das cultivares
Nipponbare e BRS Atalanta, nas diferentes fontes e concentra¢des de ferro.
FAEM/UFPel-CGF, 2011. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em 1956 alguns pesquisadores ja haviam comecado a utilizar o EDTA em
meio de cultura em experimentos com tabaco no meio de cultura MS conforme
metodologia por Murashige e Skoog (1962). A disponibilidade de ferro aumentou
guando foi adicionado Fe-EDTA ao meio. Sendo assim, os complexos Fe-EDTA
passaram a ser reconhecidos como agentes contribuidores no desenvolvimento de
diversos tipos de plantas em meio de cultura (NITSCH, 1969).

Os compostos quelantes, como o EDTA, em concentracdes baixas exercem
efeitos sobre o crescimento das plantas, que sdo semelhantes aos produzidos por
auxinas (BURSTROM, 1960).

A cultivar BRS Atalanta € considerada em algumas situacfes de cultivo,
sensivel a toxidez ferro, na fase vegetativa (EMBRAPA, 2005). Neste trabalho sendo
comparada com a cultivar Nipponbare, ela também mostrou-se mais sensivel aos
efeitos de toxidez ao ferro. Em trabalho realizado a campo em areas com e sem
toxidez de ferro, mostrou que a cultivar BRS Atalanta diminui o peso de matéria seca
(g) da folha bandeira e da panicula em diferentes estadios de desenvolvimento do
grao quando submetidos a toxidez (SOUZA et al., 2008).

Em relacdo a cultivar Nipponbare, foi possivel verificar um menor efeito no
crescimento das plantas aos tratamentos com ferro, principalmente na concentracao

de 45 mM de EDTA férrico. Desta forma, os resultados indicam que uma
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concentragdo 5x maior que a utilizada no meio MS nao prejudica o crescimento
desta cultivar, sendo até em algumas varidveis o0 crescimento superior que nas
demais concentracfes (CPA, NF, MFPA, MSPA e MSR). No entanto, na literatura é
possivel verificar discordancia em relacdo a classificacdo da cultivar Nipponbare
guanto a toxidez por ferro. Wan et al. (2003) em trabalho realizado em sistema
hidropdnico, considerou a cultivar tolerante a toxidez por ferro. Entretanto, sob o
mesmo sistema de cultivo, porém com o dobro da dose de ferro, a cultivar obteve
comportamento classificado como sensivel (BRESOLIN, 2010).

Os resultados contrastantes relatados indicam a necessidade de fazer novos
estudos utilizando mais cultivares e outras fontes e concentragbes de ferro, para
assim uma melhor caracterizacdo quanto a toxidez de ferro em arroz cultivado in

Vitro.



3.4. CONCLUSAO

A concentracdo de 4,5 mM de EDTA férrico foi o que menos afetou o
desenvolvimento das plantas de arroz em cultivo in vitro.

A cultivar Nipponbare foi mais tolerante aos tratamentos de ferro utilizados.
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4. CAPITULO Il

OBTENCAO DE DUPLO-HAPLOIDES DE ARROZ (Oryza sativa L.) UTILIZANDO
A TECNICA DE CULTURA DE ANTERAS

4.1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) possui papel fundamental na alimentacdo humana,
fazendo parte da dieta basica de mais da metade da populacdo mundial (KHUSH,
2001).

O principal método de cultivo de arroz na regido Sul do Brasil é o sistema
irrigado (CONAB, 2010). No entanto, esse sistema alaga o solo fazendo com que o
oxigénio presente seja rapidamente esgotado pela respiragcdo dos microrganismos e
raizes de plantas. Desta forma, ha ocorréncia de reducéao de Oxidos e hidroxidos de
ferro na qual resulta no acimulo de elevadas concentracdes de ferro reduzido (Fe*")
no solo, que pode ocasionar problemas de toxidez nas plantas (RATERING;
SCHNELL, 2000).

Diante da importancia da cultura do arroz, os centros de pesquisa através de
programas de melhoramento desenvolvem periodicamente novas cultivares de
arroz, visando atingir maior produtividade, como também resisténcia a fatores
bidticos e abidticos (BERTAN, 2005). Sendo assim, o melhoramento genético de
plantas surge como uma alternativa para ser utilizada para amenizar problemas no
cultivo do arroz, como por exemplo, a toxicidade de ferro. A utilizacdo de cultivares
tolerantes a toxicidade por ferro € uma alternativa eficiente para evitar os efeitos da
toxicidade por ferro em lavouras de arroz irrigado, cujos solos apresentam histérico
de ocorréncia do problema (MAGALHAES Jr., 2005).

Entre as ferramentas biotecnoldgicas existentes, a cultura de tecidos € umas
das que mais tem obtido resultados praticos e de impacto para o melhoramento
vegetal (SANTOS, 2003). Um dos ramos da cultura de tecidos é a cultura de
anteras, na qual, pode-se obter linhagens puras em apenas uma geracao. Através
da cultura de anteras € possivel desenvolver rapidamente linhas homozigotas,

aumentando a eficiéncia de selecéo (SILVA, 2010).
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A homozigose alcangada mediante a haploidizacdo € uma interessante
ferramenta para o melhoramento vegetal. Uma das vantagens no sistema de duplo-
hapléide & a diminuicdo no tempo necesséario para o estabelecimento de novas
cultivares. Este sistema representa para os programas de melhoramento uma
economia ndo s6 em relacdo ao tempo como também quanto aos custos de
produgcdo de novas linhagens (MORAES-FERNANDES, 1999). No processo
convencional de melhoramento genético, apdés cruzamento intervarietal, s&o
necessarias de sete a nove geracdes para alcancar a homozigose, sendo entdo um
processo demorado e trabalhoso (SANTOS, 2003).

Os determinantes criticos do sucesso da cultura e da producao de plantas
sdo as condicOes fisiolégicas da planta doadora, o genotipo, o tipo de preé-
tratamento, a fase de desenvolvimento dos microsporos, as condicbes de
temperatura e luz do ambiente de incubagdo das anteras e desenvolvimento de
gemas e a presenca ou auséncia de reguladores de crescimento suplementares no
meio (ASAD et al. 2001; GREG; ROBERTA, 1991; MANTELL et al., 1994).

A maior eficiencia da técnica de cultura de anteras em arroz é observada
para subespécies japonica do que em relacdo a subespécies indica (KUSH; BRAR,
2002; RAINA, 1997). Para cultivares japonicas a cultura de anteras vem sendo a
muito tempo utilizada como ferramenta em larga escala para o desenvolvimento de
novas cultivares (BRAR; KUSH 2006; KUSH; BRAR 2002). No entanto, devido a
baixa resposta de regeneracdo de gendtipos do tipo indica, a técnica vem sendo
otimizada para que se tenha melhores resultados (HE et al. 2006).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo obter plantas duplo-
hapléides através da técnica de cultura de anteras, testando diferentes meios de
cultura para a inducdo de calos e assim verificar a eficiéncia da técnica em
gendtipos provenientes de cruzamentos japonica x indica, indica x indica e de duas

cultivares de arroz contrastantes quanto a toxidez ao ferro.



4.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Centro de Genbmica e
Fitomelhoramento (UFPel), Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas (UFPel) e
Embrapa Clima Temperado Estacdo Terras Baixas (ETB) no periodo de agosto de
2009 a setembro de 2010.

Foram realizados trés experimentos com material botanico diferente. No
entanto a germinacdo, a coleta, o pré-tratamento, a desinfestacdo e os meios de
cultura para regeneracédo de plantas e enraizamento foram oS mesmos para os trés
trabalhos.

Os experimentos nao foram realizados simultaneamente, sendo a distingcao

de experimento 1, 2 e 3 a ordem cronoldgica da realizacédo destes.

4.2.1 Germinacao

As sementes do primeiro experimento foram previamente tratadas com
fungicida Vitavax — Tiran 200 Sc, principio ativo carboxin/thiran na qual calcula-se
250 mL do produto para 100 Kg de sementes. Para os demais experimentos o
tratamento da semente foi realizado com hipoclorito de sédio 1% por 24 horas.

Apés os tratamentos, as sementes foram acondicionadas em caixas Gerbox
com papel germinador e mantidas por sete dias em estufa incubadora BOD a 25°C.
Apés, as sementes foram transplantadas para vasos de oito litros contendo solo e

mantidas em casa-de-vegetacao.

4.2.2 Coletado material

As paniculas foram coletadas, entre 8:30 e 9:30h, de afilhos cuja distancia
entre as auriculas da folha bandeira e da penultima folha encontrava-se entre 5 a 8
cm. As anteras nesse estadio apresentavam coloracdo amarelo-esverdeada,
contendo grdos de pdélen em sua maioria no estadio uninucleado (LENTINI et al.,
1997).
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4.2.3 Pré-tratamento das anteras
As paniculas coletadas foram identificadas, lavadas com agua destilada e
acondicionadas em sacos plasticos. Posteriormente, foram armazenadas em

geladeira, a aproximadamente 8°C, por um periodo de sete a dez dias.

4.2.4 Desinfestacdo do material

A desinfestacdo do material foi realizada passados os dias de tratamento no
frio, com as solucdes de alcool 70% e hipoclorito de sédio 5% na qual foi adicionado
detergente liquido (3 gotas para cada 100 mL) e &cido cloridrico (HCL 1 N — 5 gotas
para cada 100 mL).

Primeiramente, foi realizada a lavagem das paniculas com alcool 70% por
um minuto, apos rapida lavagem com agua destilada esterilizada. Posteriormente, foi
acrescentada a solucdo de hipoclorito na qual foi mantida por sete minutos com
agitacdo constante. Apoés, foram realizadas quatro lavagens com agua destilada

esterilizada. Todo este procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar.

4.2.5 Incubacao das anteras “in vitro”

Apoés a desinfestacdo do material, conforme descrito no item anterior as
anteras foram removidas das espiguetas, com o auxilio de estilete, bisturi e pinca de
ponta fina esterilizadas.

Em todos os experimentos, as anteras foram inoculadas em frascos de
vidros de 200 mL, contendo cerca de 20 mL de meio de cultura liquido, e mantidas
em estufa, no escuro, a temperatura de 25 £+ 1°C, por um periodo de 30 a 60 dias.
Foram inoculadas 60 anteras por frasco.

Os meios de cultura utilizados variaram de composicdo em funcdo de cada

experimento.

42.6 Meio de cultura para regeneracao de gemas, multiplicagcdo e
enraizamento de plantas
Em todos os experimentos realizados os meios utilizados foram os mesmos

para a regeneracdo de gemas, multiplicacdo e enraizamento de plantas. O meio
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mineral basico de MS modificado (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Anexo 1) foi usado
em todos os meios de cultura, sendo o Unico diferencial o uso e tipo de reguladores
e a quantidade de sacarose acrescentados ao meio.

No meio de inducdo de gemas foi acrescentado sacarose 30 g L™, mio-
inositol 100 mg L™, e como reguladores de crescimento ANA 1 mg L™ e cinetina 4
mg L.

Os calos na qual formaram gemas verdes foram transferidos para o meio de
multiplicacdo, com o objetivo de se obter mais amostras de plantulas para o estudo.
A formacéao de gemas ocorreu entre 20-45 dias.

No meio de multiplicacéo foi acrescentado 3 mg L™ de 6-benzilaminopurina
(BAP) e sacarose (30 g L™). As plantas permaneceram de 30 a 45 dias neste meio
de cultura. Para o enraizamento, foi adicionado ao meio MS, sacarose 8% (80 g L™,
nao sendo utilizado reguladores de crescimento. O enraizamento ocorreu entre 20-
30 dias.

Os frascos com calos para a regeneracdo de gemas, multiplicacdo e
enraizamento de plantas, foram incubados com fotoperiodo de 8 horas de escuro e
16 horas de luz e temperatura de 25 = 1°C, em sala de crescimento no Laboratorio
de Cultura de Tecidos de Plantas, Departamento de Botanica — UFPel no primeiro
experimento e nos demais sob as mesmas condi¢cdes no Laboratorio de Hidroponia

e Duplo-haploides do Centro de Gendmica e Fitomelhoramento (CGF).

4.2.7 Aclimatacéo e transferéncia das plantas para o solo

Apés a formacdo do sistema radicular, as plantas passaram por um
processo gradativo de aclimatizacdo. Inicialmente, as plantas foram retiradas do
meio de cultura e suas raizes foram lavadas em agua corrente. Logo apos, as
plantas foram colocadas em frascos de 300 mL contendo cerca de 40 mL de agua
destilada. Os frascos foram tampados com papel aluminio e retornaram a sala de
crescimento por sete dias (Figura 2 A). Apds, as plantas foram levadas para serem
transferidas para recipientes plasticos contendo solo (Figura 2 B). Os mesmos foram
tapados com outro recipiente para continuar o processo de aclimatizagdo por mais
sete dias. Esta etapa foi realizada em casa de vegetacdo da Embrapa Clima

Temperado — Estagéo Terras Baixas.
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4.2.8 Avaliacao dos calos e da regeneracao das plantas

Foram avaliados o numero de calos formados e o numero de plantas verdes
e albinas de cada experimento.

As avaliacdes dos calos foram efetuadas no momento da transferéncia para
o meio de multiplicacdo de plantas. Contou-se o numero de calos formados e

obteve-se a porcentagem de calos para cada gendtipo nos diferentes experimentos.

Para avaliar a regeneracdo das plantulas de arroz, contou-se o nimero de
calos com plantas verdes e albinas, também obtendo-se a porcentagem para cada
experimento.

A eficiéncia do processo, ou seja, a eficiéncia da cultura de anteras é
calculada através do numero de plantas verdes regeneradas pelo numero de anteras
inoculadas.

Figura 1 — A) Plantas de arroz obtidas pela técnica de cultura de anteras na primeira fase de
aclimatizagdo; B) Segunda fase de aclimatizacdo em casa de vegetacgédo.
FAEM/UFPel-CGF, 2011.

4.2.9 Experimento 1
Foram utilizadas anteras em geracao F; provenientes dos cruzamentos das

cultivares Nipponbare X BRS Atalanta e BRS Firmeza X Epagri 107.
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A cultivar Nipponbare é da subespécie japonica e usada como tolerante a
toxidez por ferro neste trabalho. A cultivar BRS Atalanta é da subespécie indica e
classificada como sensivel a toxidez por ferro.

O outro cruzamento, BRS Firmeza X Epagri 107, as duas cultivares séo da
subespécie indica e classificadas como sensivel e resistente a toxidez por ferro,
respectivamente.

Para cada cruzamento foram realizadas nove épocas de plantio, com o
espacamento de sete dias entre cada época. Cada balde continha cinco plantas,
sendo em cada época transplantas 25 plantas, totalizando nas nove épocas 200
plantas por cruzamento (Figura 3). Neste experimento as plantas foram mantidas
em casa de vegetacgdo da Universidade Federal de Pelotas, até atingirem o estagio
ideal de coleta como descrito no item 4.2.2.

Os meios utilizados neste experimento foram Ng (CHU et al., 1975) (Anexo
II) e NL (LENTINI et al., 1994) (Anexo IIl). Em todos meios de cultura a maltose foi
utilizada como fonte de carboidrato (50 g L™). Na tabela 1 estdo descritos os meios

utilizados e os reguladores de crescimento.

Tabela 1 - Meios de cultura e reguladores de crescimento utilizados no experimento 1 com
anteras de arroz, para a inducédo de formacéo de calos. FAEM/UFPel-CGF,
2011.

Meio de cultura 1 Meio de cultura 2 Meio de cultura 3

Meio N (CHU et al., 1975)  Meio NL (LENTINI et al., 1994)  Meio NL (LENTINI et al., 1994)

2,4-D (0,5mgmL™) 2,4-D (0,5mgmL™) ANA (4 mgmL™)
Picloran (0,07 mg mL™) Picloran (0,07 mg mL™) Cinetina (1 mg mL™)
Cinetina (1 mg mL™Y) Cinetina (1 mg mL™)

2,4 — D: 2,4 diclorofenoxiacético; ANA: acido naftaleno acético
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Figura 2 — Plantas dos cruzamentos Nipponbare x BRS Atalanta nas diferentes épocas de
semeadura utilizadas no primeiro experimento. Casa de Vegetacdo UFPel.
FAEM/UFPel-CGF, 2011.

4.2.10 Experimento 2

Como material botanico para o segundo experimento, foram utilizadas
sementes das cultivares Nipponbare e BRS Atalanta, a fim de verificar a resposta a
cultura de anteras das cultivares escolhidas para o cruzamento Nipponbare x BRS
Atalanta. Foram semeadas em uma uUnica época 20 plantas de cada cultivar em
casa-de-vegetacao pertencente a EMBRAPA - Estacdo Terras Baixas.

Este experimento foi realizado apos obtido os resultados do primeiro
experimento. Desta forma, optou-se por utilizar somente 0 meio de cultura NL

(Anexo 1), acrescidos de 4 ml L*de ANA, 1 ml L™ de Cinetina e 50 g L™ de maltose.

4.2.11 Experimento 3

Neste experimento utilizou-se somente o cruzamento Nipponbare x BRS
Atalanta. Foram utilizadas sementes em geracao F,. O transplante das plantas foi
realizado em cinco épocas, sendo utilizados oito baldes por época com quatro
plantas em cada, totalizando 160 plantas (Figura 4). As plantas permaneceram até o
estagio ideal para coleta em casa-de-vegetacdo (EMBRAPA - Estacdo Terras

Baixas).
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O meio de cultura utilizado foi o NL (Anexo IlI), acrescidos de 4 ml L™ de ANA,

1 ml L™ de Cinetina e 50 g L™ de maltose.

Figura 3 — Plantas dos cruzamentos Nipponbare x BRS Atalanta utilizadas no segundo
experimento. Casa de Vegetacdo Embrapa. FAEM/UFPel-CGF, 2011.



4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacdo de calos através da cultura de anteras ocorreu entre trinta e
sessenta dias em todos 0s experimentos.

O numero de anteras inoculadas (Tabela 2) nos experimentos ndo foi igual
devido a disponibilidade de material e também por eventuais problemas de
contaminacao, razéo pela qual alguns frascos tiveram que ser descartados.

Os trabalhos realizados com o cruzamento entre as cultivares BRS Firmeza
X Epagri 107 ndo obtiveram resultados positivos para a técnica de cultura de
anteras. Isto pode ser explicado pelo fato de que as duas cultivares sado da
subespécie indica, onde sdo relatadas baixas frequéncias de formac&o de calos e
regeneracao de plantas (KHATUN et al., 2010; BAGHERI; JELODAR, 2008; JAVED
et al.,2007).

O meio 2 testado no experimento 1 para o cruzamento BRS Firmeza X
Epagri 107 ndo formou nenhum calo. O meio de cultura 1 e 3 formaram calos,
apresentando um taxa de regeneracdo de 0,23% e 1,4%, respectivamente. No
entanto, esses calos ndo regeneraram plantas.

Em relacdo ao cruzamento Nipponbare X BRS Atalanta, no experimento 1, o
meio de cultura 3 obteve o maior porcentual de formacdo de calos de todos os
demais experimentos (34,28%). A segunda maior taxa de regeneracdo foi seguida
pelo meio de cultura 2 (13,57%) e meio de cultura 1 (7,71%).

No experimento 2, na qual foram avaliadas as cultivares Nipponbare e BRS
Atalanta, a taxa de regeneracédo foi maior para a cultivar Nipponbare (2,06%) do que
para a BRS Atalanta (0,06%). Estes resultados podem ser explicados pelo fato da
cultivar Nipponbare ser da subespécie japonica e a BRS Atalanta da subespécie
indica.

Em relacdo a formacdo de plantas verdes (Tabela 3), o cruzamento
Nipponbare X BRS Atalanta no experimento 1 com o meio de cultura 1, apresentou a
maior taxa de eficiéncia da técnica de cultura de anteras (0,11%), seguido da
cultivar Nipponbare (0,09%) e Nipponbare X BRS Atalanta no experimento 1 com o
meio de cultura 2 (0,08%).

A cultivar BRS Atalanta no experimento 2 teve uma taxa de regeneragao de

calos de 0,06%, porém sem formacéo de plantas.
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O albinismo, um dos grandes problemas encontrados na cultura de anteras
também foi observado neste trabalho. Os maiores indices ocorreram no experimento
1meio de cultura 1 (0,13%), seguido do experimento 1 meio de cultura 2 (0,11%) e
experimento 1 meio de cultura 3 (0,06%). No primeiro experimento, os hibridos
Nipponbare x BRS Atalanta em todos 0s meios de cultura testados formaram mais
plantas albinas do que verdes. Entretanto, nos experimentos 2 e 3 o contrario foi
observado. A ocorréncia deste fenbmeno varia com a espécie, 0 genotipo, a
composicdo do meio de cultura e com a temperatura de incubacdo (RAINA, 1989).
Em geral, as plantas albinas contem partes do genoma do plastideo excluidas,
variando com a espécie de graminea (ZUBKO; DAY, 2002; HARADA, 1991). O
tamanho e a localizacao das delecdes diferem entre plantas. Os resultados indicam
gue em algumas plantas albinas ocorre a auséncia da regido codificadora para o
gene rbcL no genoma do plastideo. No entanto, mais estudos detalhados s&o
necessarios para elucidar a causa real do albinismo.

Levando em consideracao o experimento 1, o qual foram testados diferentes
reguladores de crescimento, foi possivel verificar que o meio de cultura 1 (Ng) foi
menos eficiente na formacédo de calo, mas em relacdo a regeneracdo de plantas
verdes foi mais eficiente que os demais meios de cultura. Trabalhos demonstram
gue calos formados com o uso de ANA tem maior capacidade de regeneracédo do
gue calos formados na presenca de 2,4 — D (HUANG et al., 1981). Zapata et al.
(1983) relataram que o uso do regulador 2,4 — D acelera a producédo de gemas em
arroz e aumenta a sintese de citocinina endoégena quando utilizada durante a
formacédo de calos, o0 que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

O genotipo e a composicdo do meio de cultura séo de primordial importancia
para obter plantulas verdes na cultura in vitro (KHANNA; RAINA 1998; BISHONI et
al., 2000). Desta forma, a escolha por repetir o experimento com os hibridos de
Nipponbare x BRS Atalanta se deve aos resultados obtidos no primeiro experimento.
A escolha do meio de cultura NL para o terceiro experimento, foi devido a sua alta
resposta de formacédo de calos. Foi levado em consideracdo o periodo em que o
experimento 1 foi realizado (agosto 2009 a fevereiro 2010). Como as plantas de
arroz estavam em casa de vegetacdo onde a temperatura ndo era controlada, o
calor dos meses de dezembro 2009 a fevereiro de 2010 podem ter afetado o estadio
morfoldgico da planta doadora de anteras, fator de grande relevancia para a técnica
de cultura de anteras (DATTA, 2005).
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No experimento 3, as plantas foram cultivadas em casa de vegetacao entre
0s meses de marco e agosto de 2010. No entanto, a casa de vegetacdo nao foi a
mesma utilizada no primeiro experimento. Desta forma, foi possivel manter mais
constante a temperatura (+25°C) dentro da casa de vegetacao, pois, ela possuia
exaustor com resisténcia, na qual aumentava a temperatura interna, como também
janelas que podiam ser abertas para aumentar a circulacdo do ar e assim diminuir a
temperatura quando necessario.

Varias auxinas, tais como acido naftaleno acético (ANA), acido fenilacético
(PAA), picloram e dicamba foram testadas isoladamente ou em combinacdo com
2,4-D, e verificada a eficiéncia na formacdo de calos (LENTINI et al. 1995). Estes
estudos mostraram que a meédia da frequéncia de inducdo de calos podem ser
aumentadas em até 28,7% em gendtipos indica e japonica com a combinacao de
2,4-D (2 mg L™ com picloram (0,07 mg L™), enquanto o 2,4-D (2 mg L™) combinado
com ANA (2 mg L™), ou ANA (2 mg L™ ) sozinho foi muito menos eficaz e rendeu
uma frequiéncias de calos de 18,5 e 0,1%, respectivamente.

Experimentos de calogénese em anteras de Triticum aestivum utilizando
acido indol acético (AIA) e 2,4-D demonstram que o ultimo é mais efetivo na inducéo
de calos em anteras (BALL et al., 1993). Em anteras de Cucumis sativus L. cultivar
Calypso, inoculadas em meio B5, suplementado principalmente com 2,5 uM de 2,4-
D, desenvolveram calos e embrides globulares em 4 semanas.

Avozani (1995) avaliou o efeito da aplicacdo de uréia nos vasos das plantas
doadoras de anteras na angrogénese, tendo como resultado, um aumento na
formacdo de calos quando adicionado 4,59 de uréia por vaso. Quando adicionado
uréia no meio de cultura Ng, 0 aumento na concentracdo de (NH,), CO diminuiu a
formacédo de calos e consequentemente a formacdo de gemas verdes.

Além disso, os carboidratos no meio de cultura satisfazem o requerimento de
moléculas de carbono como fonte de energia e, em geral, altos indices de sacarose
satisfazem a inducdo de calos em anteras (CHEN et al., 1991). Portanto, segundo
Galletta (1983), um dos fatores determinantes da integridade dos graos de pdlen € a
manutencao do equilibrio osmético entre o meio de cultura e o conteido dos graos.
Supde-se que tal equilibrio possa ser determinado pela relacdo entre a concentracédo
de sacarose e as concentracdes de substancias como acido borico e nitrato de
célcio, de forma que o0 excesso ou a deficiéncia de qualquer um desses

componentes podera promover o rompimento dos graos de polen. Com relacédo a
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fonte de carbono, resultados semelhantes foram observados em microsporos de
arroz e outros cereais (MENCK et al., 1999). Para anteras de café, a substituicdo de
5% de sacarose por 5% de maltose proporcionou um incremento significativo na
inducdo de calos (LENTINI; MARTINEZ, 1992).

O estudo de duas cultivares indicas, quanto a temperatura de incubacéo das
anteras indicam que a alternancia de 30 °C para 20 °C, durante 14h/10h,
respectivamente, permitiu verificar uma alta eficiéncia de regeneracdo de plantas
verdes (4,3%) na cultivar Pokkali (JAVED et al., 2007).

Peters et al. (1999) afirmam que os meios de cultura assim como as
condicdes de cultivo sdo quase especificas para cada genétipo. O estado fisioldégico
das plantas doadoras influencia nas respostas in vitro. As condi¢cOes fisioldgicas
ideais para a cultura do arroz séo obtidas com luminosidade, nutricdo e temperatura
satisfatoria. Baixa luminosidade, falta de nitrogénio e temperatura baixa dificulta o
desenvolvimento do microsporo.

A modificacdo no meio de cultura melhora os resultados para as cultivares
indicas, quanto a inducdo de calos e regeneracdo de plantas comparado com as
cultivares japonicas, porém sem diferenca significativa entre elas. Desta forma, o
meio de cultura deve ser apropriado a cultivar ou ao cruzamento que se deseja
regenerar (ALFONSO-RUBI et al., 1999).
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Tabela 2 — Numero de anteras inoculadas, calos formados, plantas verdes e albinas regeneradas nos trés experimentos realizados testando

diferentes meios de cultura. FAEM/UFPel-CGF, 2011.

Experimento 1

. . Anteras Calos Plantas verdes Plantas albinas

Nipponbare x BRS Atalanta inoculadas formados
n° % n° % Eficiéncia % n° % Eficiéncia %

Meio de cultura 1 8.280 638 7,71 9 45 0,11 11 55 0,13
Meio de cultura 2 7.920 1.075 13,57 6 40 0,08 9 60 0,11
Meio de cultura 3 5.400 1.847 34,2 1 25 0,02 3 75 0,06
Total de anteras 21.600 3.560
BRS Firmeza x Epagri 107
Meio de cultura 1 2.160 5 0,23 0 - - 0 - -
Meio de cultura 2 3.600 0 0 0 - - 0 - -
Meio de cultura 3 23.760 333 14 0 - - 0 - -
Total de anteras 29.520 338
Experimento 2
Nipponbare 9.000 185 2,06 8 72,73 0,09 3 27,27 0,03
BRS Atalanta 9.720 5 0,06 0 - 0 -
Total de anteras 18.720 190
Experimento 3
Nipponbare x BRS Atalanta 64.800 418 0,65 17 68 0,03 8 32 0,01

Total de anteras nos trés
Experimentos

134.640 4.506




4.4, CONCLUSOES

A técnica de cultura de anteras de arroz é mais eficiente para a regeneracao
de plantas verdes com o uso do meio Ng modificado adicionados de (2,4-D (0,5 mg
mL™), Picloran (0,07 mg mL™) e Cinetina (1 mg mL™)).

A formacédo de calos é verificada em maior nidmero com o uso do meio de
cultura NL modificado (ANA (4 mg mL™) e Cinetina (1 mg mL™).

A cultivar Nipponbare da subespécie japonica € mais eficiente tanto na
formacé&o de calos como na regeneracgéo de plantas verdes.

O cruzamento entre Nipponbare x BRS Atalanta gera maior porcentagem de
formacédo de calos e regeneracdo de plantas verdes do que o cruzamento BRS

Firmeza X Epagri 107.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A cultura de anteras é de grande interesse em programas de
melhoramento. Embora a eficiéncia de regeneracao de calos e plantas verdes
nao sejam altos, o fato de se poder obter plantas homozigotas em pouco
espaco de tempo € muito valioso.

A obtencdo de uma populacdo de 150 plantas duplo-hapléides
provenientes do cruzamento de gendtipos contrastantes para a tolerancia ao
ferro possibilitara a construcdo de um mapa genético para o carater. O
desenvolvimento de pesquisas sobre QTLs que controlam a tolerancia ao ferro
em arroz, associado a tecnologia de duplo-hapldides, possibilitardo a selecéo
precoce de individuos tolerantes ao excesso de ferro. Essa contribuicdo sera
extremamente significativa para a eficiéncia na selecdo de constituicdes

genéticas superiores pelos programas de melhoramento genético.
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ANEXOS



I

ANEXO | - Composi¢cao do meio de cultura MS modificado (MURASHIGE;
SKOOG, 1962)

Vol.no Conc.na _
Sol.estoque _ Compostos Conc.final
meio sol.estoque
A 20mL NHsNO; 82,5¢9 1,650 g L™
B 20 mL KNO3 95 ¢ 19¢gL*
MgS0,.7H,0 74 ¢ 370 mg L™
MnS0,.H,0 3,38 ¢ 16,9 mg L™
C 5mL L
ZnS04.7H,0 1,72 g 8,6 mgL
CuS04.5H,0 5 mg 0,025 mg L™
CaCl, 66,6 g 333mg L™
D 5 mL
ou CaC|2.2H20 85,12 g
HsBO3 1,24 g 6,2mg L™
KH2PO4 34 g 170 mg L™
E 5 mL Kl 166 mg 0,83mg L™
NaMo00,.2H,O 50 mg 0,25 mg L™
CoCl,.6H,0 5 mg 0,025 mg L™
F 5mL EDTA Férrico 14,4 g 36 mg L™
Tiamina 200 mg 1mgL*?
Piridoxina 100 mg 0,5mg L™
G 5 mL o , .
Ac.Nicotinico 100 mg 0,5mgL
Glicina 400 mg 2mgL*
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ANEXO Il - Composi¢cao do meio mineral Ng modificado (CHU et al., 1975)

. Volume da solugao

. Concentragao na _
Solugao estoque Compostos . 4. estogue no meio de
solucéo estoque (g L™) L
cultura (mL L™)

1 (NHz)2 SO4 23,150 20

2 KNO3 141,500 20
KH,PO, 80,000

3 H3BO3 0,320 5
Kl 0,166

4 CaCl, 2 H,O 33,200 5
MgSO, 7H,0 37,000

5 MnSO,4 H,O 0,660 5
ZnS0O,4 7H,0 0,300

6 EDTA férrico 14,4 5
Tiamina 0,200

. Acido Nicotinico 0,100 c
Piridoxina 0,100

Glicina 0,400
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ANEXO Il - Composicao do meio mineral NL modificado (LENTINI et al.,

1994)
Solucéo Compostos Concentracao Volume no
estoque solucao estoque meio de
cultura
(NH4)2.S04 232 mg L™
. KNOs 3134 mg L: 100 mg L
MgS0O,4.7H,0O 186 mg L
CaCl,.2H,0 150 mg L™
H3BO3 6,0 mg L™
MnS0O4.H,0 16,9 mg L™
ZnS0,4.7H,0 10mg L™
2 NaM00Q,.2H,0 0,25mg L™ 1mglL?
*CuS04.5H,0 Estoque (2,5 mg/ml) 0,025 mg L™
**CoCl,.6H,0 Estoque (2,5 mg/ml) 0,025 mg L™
Kl 100 mg L™
Tiamina — HCL 2,5mg L™
Acido Nicotinico 25mg Lt .
3 1mglL
Piridoxina — HCL 2,5mg L™
Glicina
4 KH,PO4 540 mg L™ 10 mg L™
5 EDTA férrico 14,4 g L* 36 mg L™




