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RESUMO

Alves, L.L. Métodos de obtencdo de novas fontes de resisténcia a brusone foliar por
meio da cultura de tecidos em arroz (oryza sativa). 2018.52 f. Dissertacao (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de
Goias, Goiania, 2018 % .

O arroz (Oryza sativa L.) é o alimento bésico de mais da metade da populagdo mundial. A
produtividade da cultura em todos sistemas de cultivo ¢é afetada pela brusone (Magnaporthe oryzae)
gue é considerada a principal doenca do arroz, podendo ocasionar perdas de até 100%, dependendo
das condigdes climaticas e da viruléncia do patdgeno. A obtengdo de fontes de resisténcia a brusone
é muito importante para 0 manejo desta doenga. Populagdes duplo haploides permitem acelerar a
fixacdo de linhagens, uma vez que permite alcangar a homozigose em apenas uma geracdo. A
variacdo somaclonal é outra técnica da cultura de tecidos usada com sucesso para a indugéo de
mutacBes para a brusone. O objetivo do presente trabalho e obter fontes de resisténcia a brusone
foliar em populacdes de duplo haploides e de somaclones. Para isso, foi realizada a indugéo de calos
e a regeneracdo de plantas a partir de anteras do cruzamento BRS Primavera x CNA 923 e de
paniculas imaturas do cruzamento entre as cultivares Metica-1 e Cica-8.Em casa de vegetacao,
plantas R2 foram submetidas a inoculagdo com os patétipos IB-1 (BRM16185) e IB-45(BRM15571)
de Magnaporthe oryzae provenientes das cultivares Metica-1 e Cica-8, respectivamente e, para cada
patétipo foi utilizada uma populacdo de 800 plantas. No sétimo dia ap6s a inoculagdo foi realizada a
avaliagdo da severidade da brusone foliar, utilizando a escala de notas, variando de 0 a 9 em que nota
de 0 a 3, representa reacdes de resisténcia e de 4 a 9, reagdes de suscetibilidade. Avaliou-se também
a severidade da brusone em uma populacdo de 50 plantas de somaclones da geracdo R2 com cada
genitor (Metica-1 e Cica-8) e suas respectivas racas de M. oryzae (IB-1 e IB-45). Para severidade
foram realizadas quatro avaliacGes em intervalos de 48 horas para o célculo da &rea abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD). Os dados foram submetidos ao teste T no programa SPSS. De um
total de 800 plantas inoculadas com a raga I1B-45, 644 plantas foram resistentes e 156 apresentaram
reacOes de suscetibilidade. Para a raca IB-1 foram obtidas 664 plantas R2 resistentes e 136
suscetiveis, indicando a inducdo de variacdo genética com relacdo a resisténcia a brusone foliar nas
geragdes iniciais. O teste T mostrou diferenga significativa na severidade de brusone entre os
genitores e os somaclones, com média de 32,96% para a cultivar Metica-1 e 3,36% para 0s
somaclones inoculados com a raca I1B-1, e 34,24% para a cultivar Cica-8, em contraste com 7,59%
dos somaclones inoculados com a raca IB-45. Houve redugdo significativa da AACPD, com média
de 56,76 para Metica-1 e 6,22 para os somaclones inoculados com a raca IB-1 e 66,83 para Cica-8 e
12,1 para os somaclones inoculados com a raga IB-45. Verificou-se diferenca entre os somaclones
inoculados com as duas racas, demonstrando que a variacdo somaclonal produz fontes de resisténcia
ao patdgeno. As plantas R2 que apresentaram reacdo de resisténcia as duas ragas foram selecionadas
e transplantadas para avanco de gera¢do visando novas fontes de resisténcia a brusone, contribuindo
assim para o programa de melhoramento do arroz.

Palavras-chave: Cultura de anteras; variagdo somaclonal, resisténcia genética, Magnaporthe
oryzae

T Orientadora. Prof.2 Dr.2 LeiLa Garcés De Araujo . EA — UFG.
2 Co-orientadores. Dr. 2 Valacia Lemes Da Silva Lobo . Embrapa-Arroz e Feijdo .
Dr. Sergio Tadeu Sibov. EA — UFG.



ABSTRACT

ALVES, L.L. Methods of obtaining sources of leaf blast resistance by tissue culture in
rice (oryza sativa). 2018.52 f. dissertation (Master of Science in Genetics and Plant
Breeding)- Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2018

Rice (Oryza sativa L.) is the staple food of more than half of world's population. The productivity in
all cropping systems is affected by the blast (Magnaporthe oryzae), the main rice disease, can cause
losses of up to 100% depending on climatic conditions and the virulence of the pathogen. Obtaining
new sources of blast resistance is very important for the management of this disease. Double haploid
populations allow acceleration of lineage fixation as allows homozygotes to be achieved in just one
generation. Somaclonal variation is another tissue culture technique successfully used for the
induction of blunt mutations. The objective of the present work is to obtain new sources of resistance
to leaf blast in populations of double haploids and somaclones. For this, callus induction and plant
regeneration were performed from the anthers of BRS Primavera x CNA 923 and immature panicles
of the cross between the cultivars Metica-1 and Cica-8.In a greenhouse, R2 plants were inoculated
with the IB-1 and IB-45 pathotypes of Magnaporthe oryzae, from the cultivars Metica-1 and Cica-8,
respectively. For each pathotype a population of 800 plants was used. On the seventh day after
inoculation, leaf blast severity was evaluated using the scale of scores ranging from 0 to 9, with a
score of 0 to 3, representing resistance reactions and 4 to 9, susceptibility reactions. The severity of
the blast was evaluated in a population of 50 plants on generation R2 somaclones with each parent
(Metica-1 and Cica-8) and their respective M. oryzae races (IB-1 and IB-45). For severity, four
evaluations were performed at 48-hour intervals to calculate the area below the disease progress
curve (AACPD). The data were submitted to the T test in the SPSS program. Of a total of 800 plants
inoculated with the IB-45 breed, 644 plants were resistant and 156 showed susceptibility reactions.
For the IB-1 breed, 664 resistant and 136 susceptible R2 plants were obtained, indicating the
induction of genetic variation in relation to leaf blast resistance in the initial generations. The T-test
showed a significant difference in the severity of blast between the parents and the somaclones, with
a mean of 32.96% for the Metica-1 cultivar and 3.36% for the somaclones inoculated with the 1B-1
breed, and 34,24 % for the cultivar Cica-8, in contrast whit 7.59% for the somaclones inoculated
with the I1B-45 breed. There was a significant reduction of the AACPD, with a mean of 56.76% for
Metica-1 and 6.22 for the somaclones inoculated with the 1B-1 race and 66.83% for the Cica-8 and
12.1 for the somaclones inoculated with the IB -45. There was a significant the somaclones
inoculated with the two races, demonstrating that somaclonal variation produces sources of resistance
to the pathogen. The R2 plants that presented resistance reaction to the two races were selected and
transplanted for generation advance aiming at new sources of blast resistance, thus contributing to
the rice breeding program.

Key words: Anthers culture; somaclonal variation, genetic resistance, Magnaporthe oryzae

T Advisor. Prof.2 Dr.2Leila Garcés De Araujo . ICB — UFG.
2 Co-adviser. Dr. 2 Valacia Lemes Da Silva Lobo. Embrapa-Arroz e Feijdo .
Prof. Dr.Sergio Tadeu Sibov EA— UFG.



1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais cultivados no mundo, constituindo
a base da alimentacdo de mais da metade da populacdo mundial (FAO, 2017). A producéo
mundial do cereal beneficiado, de acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA, 2017), é de 486,26 milhdes de toneladas por ano e o consumo mundial esta
estimado em 480,5 milhdes de toneladas. Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab, 2018), o Brasil € o nono maior produtor mundial, com producéo de
12.025,2 milhGes de toneladas para a safra de 2017/2018.

A brusone causada por Magnaporthe oryzae B.Couch (Pyricularia oryzae Cavara) é
a doenca mais prejudicial do arroz no mundo (Fernandez & Wilson, 2012; Fisher et al.,
2012). A perda da cultura pode ser de 100 % em cultivares suscetiveis com condigdes
climaticas favoraveis (Prabhu et al., 2009). Para o controle da brusone recomenda-se 0 uso
do manejo integrado que inclui resisténcia genética, praticas culturais e fungicidas (Filippi
et al. 2006), e também do controle bioldgico (Filippi et al., 2011). Cultivares resistentes a
brusone sdo desenvolvidas, entretanto, a duragdo da resisténcia tem sido constantemente
suplantada devido a alta variabilidade do patégeno (Wang et al., 2013).

Por isso, a obtencdo de novas fontes de resisténcia € um dos principais objetivos
dos programas de melhoramento, que também pode ser alcancado por meio da cultura de
tecidos. Técnicas como a cultura de anteras e a variacdo somaclonal foram usadas para
desenvolver variedades de arroz com resisténcia a brusone e com caracteres agronémicos
desejaveis (Jiang et al. 2004). As técnicas ainda proprocionam a reducdo de tempo e custo
na obtencéo de linhagens, e aumentam a eficiéncia na producédo de novas cultivares hibridas.

No Brasil foram obtidos duplo haploides e somaclones com resisténcia vertical
e parcial a partir de cultivares suscetiveis de arroz e de Fis de cruzamento entre genitores
resistentes e suscetiveis com caracteristicas agronémicas desejaveis(Araujo et al., 1997,
2000; Araujo & Prabhu, 2001a, Araujo et al. 2001; Aradjo & Prabhu, 2002, Aradjo &
Prabhu, 2004).

Além disso, a eficiéncia de selecdo de plantas resistentes em populacbes de
variantes somaclonais pode ser aumentada utilizando-se isolados frequentes em lavouras

comerciais de arroz como os identificados por Filippi et al. (2007), na qual verificaram que
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0 isolado originario da cultivar Metica-1 ndo infecta Cica-8 e o isolado proveniente da
cultivar Cica-8 é incompativel com Metica-1

Considerando a importancia socioeconémica da cultura do arroz para o Brasil, e a
elevada perda de produtividade devido a brusone, o presente trabalho visa a obtencéo de
fontes de resisténcia por meio da cultura de anteras e paniculas imaturas que poderdo ser

utilizadas no programa de melhoramento de arroz.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 A CULTURA DO ARROZ

O arroz cultivado pertence ao Reino Plantae, Filo Magnoliophyta, Classe das
monocotileddnea, da Ordem Poales, Familia Poaceae, e 0 género Oryza. (Botelho, 1914).
Morfologicamente, a planta é dividida em érgéo vegetativo (raiz, colmo e folha) e reprodutor
(flor e semente). (Chang & Bardenas, 1965). O género Oryza apresenta 24 espécies, porém,
apenas duas s&o cultivadas: a Oryza glaberrima steud cultivada na Asia e a Oryza sativa L.
cultivada em todos os continentes (Vaughan et al., 2003). O sudeste da Asia é apontado, por
diversos historiadores e cientistas, como o local de origem do arroz. A india é a regi&o de
maior diversidade dessa cultura, sendo as provincias de Bengala, Assam e Mianmar
referenciadas como centro de origem dessa espécie. As mais antigas referéncias ao arroz sao
encontradas na literatura chinesa a cerca de 5.000 anos (Embrapa, 2013). O arroz constitui a
base da alimentacdo em muitos paises em desenvolvimento, principalmente os situados na
Asia (Moumeni et al., 2011). Embora assuma extraordinaria importancia no continente
asiatico, concentrando mais de 90% da producdo mundial, a cultura se estende aos cinco

continentes, em mais de 116 paises, ocupando extensas areas (FAO, 2014).

O Brasil produz em média 12 milhGes de toneladas de arroz anualmente, e
segundo o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2017), é o nono
produtor mundial do grdo e o primeiro fora do continente asidtico. O Pais possui
aproximadamente 40 mil produtores distribuidos em cerca de 500 municipios, gerando em
média 350 mil empregos, desempenhando um importante papel socioeconémico. (IBGE,
2014). O arroz é uma cultura presente em todas as regides brasileiras e consumida por todas
as classes sociais, ocupando uma posi¢do de destaque do ponto de vista econdmico e social,
sendo considerada a terceira maior cultura de cereais do mundo, perdendo apenas para o
trigo e o milho (Dias Neto, 2008). No Brasil existem dois principais sistemas de cultivo
irrigado e de terras altas . Na Regido Sul, o cultivo do arroz é irrigado em quase sua totalidade
e apenas um percentual pequeno no Parana é cultivado em terras altas . A regido norte € a
segunda maior produtora de arroz do pais com aproximadamente 9,5 % da producao
nacional. No Centro-Oeste, terceira maior regido produtora, predomina o cultivo em terras

altas (CONAB, 2017). A produtividade e qualidade dos graos sdo importantes devido aos
13



impactos econdémicos da cultura do arroz para muitos paises que entre os fatores que afetam
a produtividade, as doencas fungicas sdo responsaveis por prejuizos significantes a cultura
do arroz. (BORIN, 2001). Dentre as doencas causadas por fungos destaca-se a brusone (M.
oryzae), devido aos prejuizos que geram para a produtividade da cultura e para a qualidade
do grdo (Franco etal., 2012). Em vista disso , 0 uso de agrotoxicos tem-se intensificado nos
ultimos tempos, deste modo, é necessario o controle da doenca sem prejudicar a
produtividade da cultura, 0 meio ambiente e a saide humana . Assim, é necessario a ado¢ao
de um conjunto de medidas preventivas, como a resisténcia genética da cultivar que aliada a
boas préticas culturais fazem parte do manejo integrado da cultura do arroz (Filippi et al.,
2006).

2.2 BRUSONE NO ARROZ

A brusone foi descrita na China em 1637, sendo a doenga causada por fungo
mais disseminada por todos os paises em que ocorre a préatica da rizicultura (Prabhu &
Filippi, 2006; Fernandez & Wilson, 2012; Fisher et al., 2012). Entre todas as doencas que
acometem a cultura do arroz, a brusone é a mais expressiva provocando perdas significativas
nas lavouras com cultivares suscetiveis e condicdes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento do patégeno (Prabhu et al., 2009). E causada pelo fungo Pyricularia oryzae
em sua forma assexuada, e o estado teleomorfico do fungo é denominado Magnaporthe
oryzae. Ele pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomicetes, ordem Magnaporthales e
familia Magnaporthaceae (Maciel, 2011). O fungo apresenta como caracteristica a formacéo
de coldnias diversificadas com coloragdes que variam do branco ao cinza escuro, podendo
apresentar variacao na quantidade de producdo de micélio dependendo do meio de cultivo

utilizado para cultivo do patégeno (De Melo, 2013).

O ciclo de vida de M. oryzae inicia-se quando os conidios produzidos nas lesdes
séo disseminados entrando em contato com a superficie das folhas de arroz, assim, o fungo
adere-se a ela com o auxilio de uma substancia adesiva denominada mucilagem. Para que
ocorra a colonizacdo do tecido foliar do arroz é necessario que se forme o apressorio
(estrutura de penetracdo). A colonizacdo das plantas hospedeiras suscetiveis resulta na

formacéo de lesGes tipicas. Essas lesbes sdo formadas em até 72 horas da inoculacdo do
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patégeno na epiderme. As lesdes formadas coalescem com o tempo, podendo necrosar ,
diminuindo assim, a area fotossintética da folha. Na superficie da folha de arroz os esporos
assexuais sdo produzidos, iniciando um novo ciclo de infecgdo. O indculo primaria pode ser

disseminado pelo vento, agua ou por sementes infectadas (Prabhu & Filippi., 2006).

Foto: Amanda A. Chaibub

Esporulacao Adesao
Foto: Amanda A. Q’mlbune 6-15 dias \
Invasdo
2.8 dias Magnaporthe Germinacao
m-fan Ciclo de infeccdo 0-2 horas

(4]

Punulmg.iu\

20-28 horas

@

Diferenciacao do
apressorio @ maturacao
2-20 horas

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de M. oryzae na planta de arroz. Fonte: Ramos (2009)

Os fatores climaticos e ambientais influenciam significativamente para o sucesso
da colonizagéo do fungo, e posterior desenvolvimento das lesdes. A deposicéo de orvalhos
e de gotas de chuvas nas folhas sdo essenciais para a germinacdo dos conidios e o inicio da
infeccdo, e a temperatura ideal para a germinacao dos esporos é de 25 °C. A esporulacéo
do fungo aumenta quando a umidade relativa e superior a 93%. Em periodos chuvosos, a
disseminacéo dos esporos € menor, visto que as aguas da chuva lavam os esporos das plantas,
diminuindo a quantidade de in6culo (Prabhu et al.,2006). A luz também influencia o
desenvolvimento do fungo no hospedeiro. Embora o crescimento do micélio e a germinagdo
dos conidios sejam processos inibidos pela luz, a alternéncia desta tem papel importante

sobre a producéo de esporos (Kimati, 2005).

Os prejuizos causados pela doenca sdo varidveis, dependem principalmente do
grau de resisténcia da cultivar, da viruléncia do patogeno, do estadio em que a lavoura é
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afetada, e das condi¢bes ambientais . Geralmente, a doenca ocorre ap0s a emergéncia da
plantula na fase vegetativa, e no periodo de formacdo e maturagdo dos grdos na fase
reprodutiva. Contudo, se as cultivares sdo suscetiveis e as condigdes do ambiente
favorecerem o desenvolvimento do fungo, as plantas podem ser afetadas em qualquer estadio
fenoldgico (Prabhu & Filippi, 2006). Esse patdgeno pode destruir vastas areas de plantio de
arroz, reduzindo de 50 a 70% de toda uma producdo. Calcula-se que a quantidade de arroz
destruida anualmente por M. oryzae poderia alimentar mais de 60 milhdes de pessoas (Krush
& Jena, 2009; Zeigler et al., 1994).

Os danos causados pela brusone em arroz podem ser reduzidos
significativamente por meio do manejo integrado da doenca que tem como objetivo o
aumento da quantidade e da qualidade dos graos, por meio da diminuicdo da populacdo do
patdgeno a niveis toleraveis. (Prabhu et al., 2002). O manejo da cultura alia a utilizacéo de
cultivares resistentes, ou moderadamente resistentes, as boas préaticas culturais, e ao controle
quimico (Prabhu & Filippi, 1997).

Os agrotoxicos sdo muito utilizados para controle da doenca no arroz, porém o
uso exagerado pode trazer desvantagens ao meio ambiente e a sade humana, além de serem
onerosos a cadeia produtiva do arroz (Khan & Anwer,2011). Boas praticas culturais é outra
medida que esta inserida no manejo da cultura. O preparo do solo, o uso correto de adubacao
nitrogenada e o uso de sementes saudaveis sdo medidas que evitam o desenvolvimento e a
proliferacdo do fungo (Kimati, 2005). Uma medida de controle biolégico da brusone que
vem sendo bastante estudada, e inserida gradativamente no manejo integrado € o controle
bioldgico, em se baseia na utilizacdo de microrganismos ndo fitopatogénicos.Neste
ambiente, a competicdo pelo substrato, a antibiose, os parasitismos e a inducéo de resisténcia

proporcionadas por esses fungos, resulta em um controle da brusone (Chaibub et al., 2011).

A resisténcia genética é outra medida importante para controle da brusone, sendo
um método preventivo, constitui um dos principais componentes dentro do manejo
integrado da cultura, sendo um dos métodos mais eficaz para controle da doenca (Prabhu &
Filippi, 2001; Aradjo & Prabhu, 2004). Dentro da resisténcia genética tem-se a utiliza¢do da
resisténcia horizontal e a resisténcia vertical. A resisténcia horizontal ou parcial também
denominada de poligénica atua no sentido de controlar o desenvolvimento da doenca

durante o ciclo do patdgeno, assim, o objetivo é a diminuicdo da pressdo da doenca na
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lavoura, sendo muito utilizada em cultivo de arroz inundado. A resisténcia vertical ou
especifica também denominada de monogénica, tem efeito no combate ao indculo inicial,
ou seja, ela evita o que o ciclo se inicie, sendo muito utilizada em arroz de terras altas,

contudo, ambas podem ser suplantadas (Prabhu & Filippi, 2006).

Magnaporthe oryzae apresenta uma alta variabilidade genética que, além de ser
influenciada pelo ambiente e pelas praticas de manejo da cultura que, com frequéncia
determinam o surgimento de novas raga. Este fator,aliado a pressdo de sele¢do causada pela
baixa diversidade genética do hospedeiro e pela extensdo de areas uniformes em campos de
arroz, caracteristica da agricultura atual, criam condicdes favoraveis ao crescimento do
fungo, o que leva a constante suplantacdo da resisténcia, quando novas cultivares séo
introduzidas e adotadas em larga escala (Prabhu et al., 2006). Alguns mecanismos geneéticos
envolvidos na variabilidade de M. oryzae, é a recombinacdo sexual e parassexual,
heterocariose, anormalidades em cromossomos do tipo delecdes, translocacdes e rearranjos
cromossomicos (Giatong & Frederiksen, 1969; Row et al., 1985). A recombinagéo
parassexual representa uma alternativa ao ciclo sexual, visto que este raramente ocorre
(Zeigler, 1998). J& mecanismos de transposicdo sdo bastante estudados, pois, esses
mecanismos ocasionam alteracbes na estrutura génica e na funcdo de diversos
microrganismos (Nishimura et al., 2000). Diante do exposto, tomando que o arroz é uma
planta autbgama e M.oryzae apresenta muitos mecanismos de variabilidade genética , é

necessario o apoio do melhoramento para a aquisi¢do de fontes de resisténcia a cultura.

2.3 FONTES DE RESITENCIA A BRUSONE OBTIDAS POR CULTURA DE
TECIDOS

A cultura de tecidos baseia-se em dois principios: o primeiro é o da totipoténcia
celular, ou seja, qualquer célula somatica de um organismo possui toda informacéo geneética
deste organismo; o segundo principio, por sua vez, € o da multiplicacdo das células por
mitose, onde uma célula-mée produz duas células-filhas idénticas a ela (Ramalho et al.,
1996). Assim, a aplicacdo da cultura de tecidos baseia-se na capacidade de diferenciagéo dos

tecidos celulares (Cocking, 1986), em que células germinais ou somaticas, em condicdes
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adequadas, podem regenerar plantas viaveis e férteis (Kerbauy, 2004). A cultura de tecidos
é bastante utilizada também para a obtencdo de fontes de resisténcia a doencgas, como: a
obtencdo de variantes somaclonais; a obtencdo de haploides e duplo haploides, através da
cultura de anteras e 6vulos, auxiliando assim, na aceleracdo de programas de melhoramento
(Ramalho, 2008; Milani & Carvalho 2005; Ferreira et al., 1999).

A cultura de tecidos em arroz teve inicio na década de 50, porém a regeneracao
de plantas a partir de calos induzidos de sementes, raizes e pdlen, sé foram obtidas na década
seguinte (Bonato, 1994). Apesar da existéncia de muitos estudos relatando o sucesso de
protocolos para a cultura de tecidos de arroz (Forkan, 2006; Toki et al., 2006; Araujo et al.,
2010; Rafique et al., 2011), nenhum protocolo é totalmente adaptado quando um novo
gendtipo é usado para a manipulacdo in vitro (Maggioni et al., 1989). Por isso, torna-se dificil

0 estabelecimento de um sistema de cultivo in vitro universal.
2.3.1 Cultura de anteras para producao de plantas duplo haploides.

Em arroz é possivel obter linhagens homozigotas por meio do cultivo de anteras
imaturas em meio de cultura. O cultivo de anteras € a manipulacéo in vitro de graos de pélen
imaturos contidos dentro das anteras, para inibir o desenvolvimento gametofitico e induzir
0 desenvolvimento esporofitico (Lentini et al., 1997). No caso da cultura do arroz, este
processo tem inicio mediante a formacdo de um tecido ndo diferenciado, que se denomina
calo, e termina com a formacao de embrides e plantas (Niizeki; Oono, 1968). A producéo de
plantas hapldides de arroz, por cultura de anteras/micrésporos tem importante aplicacao para
0 melhoramento do arroz. Os hapldides expressam genes recessivos, que se tornam fixados,
quando o cromossoma complementar é duplicado. De acordo com Snustad et al. (1997),
haploide séo células que possuem um conjunto completo de cromossomos (n). Assim, uma
planta hapléide que apresenta metade do nimero de cromossomos €, portanto, estéril. A
duplicacdo do seu niumero cromossoémico reestabelece a fertilidade. Esta planta denominada
dupla haploide serd& homozigota, uma vez que cada cromossomo tera sua copia exata
(Moraes-Fernandes Et al., 1996).

A obtencéo de plantas duplo haploides foi uma alternativa proposta inicialmente
por Chase em 1952. Com o uso da tecnologia de DH, pode-se obter linhas homozigotas em
apenas 8 a 9 meses, contando a partir da semeadura das sementes hibridas F1 ou F2

(Paterniani & Campos, 1999; Germana, 2006). Plantas com o cromossomo duplicado
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aumenta a eficiéncia de sele¢do, em comparacdo com as sele¢des iniciais feitas por métodos
convencionais de melhoramento. O aumento da eficiéncia ocorre tanto para caracteres
qualitativos como para caracteres quantitativos, proporcionando uma melhor eficiéncia na
identificacdo e selecdo de genotipos superiores (Snape, 1989; Lentini et al.,1994; Castillo et
al. 2009).

A primeira variedade desenvolvida por cultura de anteras ocorreu em 1975 e até
hoje muitos estudos vém sendo realizados nos ultimos anos, objetivando a regeneracgéo de
plantas haploides por meio da cultura in vitro de células gametofiticas (Han, 1985; Fang,
1991; Liang; Huang, 1991; Lynch et al., 1991; Castro et al., 2004). O uso da técnica de
cultura de anteras ainda é um desafio para os programas de melhoramento genético e tem
ocorrido aos poucos, sobretudo, porque as respostas sdo inteiramente dependentes do
genotipo utilizado. O arroz do tipo japdnica irrigado tem uma resposta maior em cultura de
anteras do que do tipo jap6nica de terras altas e indica (Chen et al., 1991). A dificuldade para
inducdo da androgénese vem restringindo sua aplicacdo em pesquisas € para se obter uma
planta duplo haploides é necessario a realizacdo de inUmeras tentativas de regeneracéo, para
gue a maioria dos genes tenham alelos favoraveis para caracteristicas de interesse (Torp &
Andersen, 2009).

Alguns fatores sdo determinantes para inducéo de calos e regeneracdo de plantas
por meio da técnica de cultura de anteras. O gen6tipo é o fator que mais merece destaque,
quando se trata de regeneragédo de plantas. A maior discrepancia se relaciona aos tipos de
subespécies de arroz, japonica e indica (Chen et al., 1991). As condic¢bes fisiologicas da
planta doadora como o fotoperiodo, a intensidade de luz, a temperatura, a nutricdo mineral,
a auséncia ou presenca de reguladores de crescimento podem influenciar a resposta do
microsporo ao cultivo in vitro (Mantell et al., 1994; Chen et al., 1991). Paniculas coletadas
de plantas cultivadas em campos experimentais obtiveram melhor resposta na cultura de
anteras em comparagdo com as anteras coletadas de plantas cultivadas em vaso em casas de

vegetacdo (Veeraraghavan, 2007; Raina, 1997).

As temperaturas 6timas para o crescimento das plantas sdo entdo de 24°C e 34°C
para a noite e para o dia, respectivamente (Silva, 2010). Contudo, hd uma maior porcentagem
de plantas albinas a serem regeneradas, quando as anteras estdo incubadas a temperaturas

superiores a 30°C (Chen et al., 1991). Em relacéo ao ponto de coleta das paniculas de arroz,
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recomenda-se que sejam coletadas em dias ensolarados, entre as 8 e 10 horas da manhd
(Dorneles, 1990).

O estado de desenvolvimento dos gréos de pdlen no momento em que as anteras
sdo cultivadas in vitro é um fator determinante na resposta obtida pela técnica de cultura de
anteras. Em arroz, o estado 6timo do grdo de polen para a inducéo de calos é no estadio
uninucleado médio e tardio (Jahne & Lorz, 1995; Chen et al., 1991). Usualmente, a distancia
entre o colar da folha bandeira e a ligula da pendltima folha serve como guia morfologico

para verificar a maturidade das anteras (Bishnoi et al., 2000).

O pré-tratamento, em que as plantas doadoras do grdo de polen sdo
acondicionadas durante um periodo de 07 a 10 dias a baixas temperaturas € utilizado, pois
promove a formacédo de calos e a posterior diferenciacdo em plantas verdes. Tratamentos
com frio por mais de 14 dias reduzem a capacidade de regeneracdo de plantas e desenvolve
a producdo de plantas albinas (Tsay; Chen, 1984). O mais utilizado em cultura de anteras €
0 pré-tratamento das paniculas no frio, de 8°C a 10°C, por sete a dez dias no escuro (Zapata-
arias, 2003). Os efeitos do tratamento com frio e escuriddo diminuem a atividade respiratoria
das anteras, estendendo a atividade bioldgica do arquesporio que abrigam os gréos de poélen,
mantendo a viabilidade dos mesmaos, evitando a deiscéncia prematura das anteras em cultivo

e retardando a senescéncia do pélen (Sunderland, 1978).

As plantas DH desenvolvidas em laboratério fornecem uma gama de
possibilidades moleculares ao melhoramento genético, como analises genéticas funcionais e
mapeamento genético (Mihaly et al., 2014). Em arroz, populacdes de DH tém sido usadas
para mapeamento de QTL e descritos para identificagdo de marcadores moleculares ligados
a genes de resisténcia a doencas, como a brusone (Hemamalini et al., 2000; Wang et al.,
2001).

2.3.2 Variacao somaclonal

A regeneracdo de plantas por meio de cultura de calos permite a identificacédo de
individuos que se diferenciam da planta original em uma ou mais caracteres. Essas
caracteristicas geralmente sdo estaveis e transmissiveis aos descendentes. Esse fenbmeno

denomina-se variacdo somaclonal e é induzido por meio de diferentes fatores genéticos,
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como: a mutagdo nuclear ou citoplasmatica, poliploidia, recombinacdo mitotica, entre outros
(Larkin e Scowcroft, 1981, Brettell et al., 1986, Illg, 1990, Sant’Ana et al., 2001).

Um fator importante que influencia a variagdo somaclonal é a composicédo
quimica do meio de cultura. Reguladores de crescimento como o acido diclorofenoxiacético
(2,4 D) podem provocar alteragdes no cariotipo, levando a um desequilibrio no crescimento
das estruturas celulares, o que resulta no surgimento de células com anomalias (Bayliss,
1975). As condicgoes fisicas do meio de cultura (sélida ou liquida) também influencia o

comportamento dos individuos desenvolvidos nessas condicdes (Lentini et al ., 1994).

A variacdo somaclonal é bastante utilizada e comum em espécies como a cevada
(Bregitzer e Poulson, 1995), feijdo (Mohamed, Coine e Read, 1993), trigo (Guensi,
Mornhinweg e Johnson, 1992), ervilha (Cecchini et al., 1992), aveia (Dahleen, Stuthman e
Rines, 1991) entre outras. Na cultura do arroz, o melhoramento genético faz uso de diferentes
processos para a introducdo de caracteristicas favoraveis, tanto na producédo de grdos, como
na resisténcia a doencas. Os métodos convencionais de melhoramento sdo bastantes
utilizados e, apesar de serem eficazes, sdo bastantes onerosos e demandam muito tempo para
obtencdo de resultados concretos (Allard, 1960). Métodos ndo convencionais como a
mutacdo induzida tem como desvantagem o uso de produtos quimicos tdxicos e materiais
radioativos. Assim, a variacdo somaclonal é uma alternativa de melhoramento bastante

significativa, devido a seguranca, rapidez e ao menor gasto de tempo e recursos (lllg, 1990).

A variacdo somaclonal em arroz foi bastante utilizada como método para
aumentar a variabilidade genética para resisténcia as doencas e outros caracteres
agronémicos no melhoramento de cultivares adaptadas as condicfes locais (Duval et al.,
1998). Plantas de distintas culturas, que s&o resistentes a diferentes patogenos, foram obtidas
por meio de cultivares suscetiveis (Cheng-Zhang et al., 1988; Pachun, 1989; Xie et al., 1990;
Bouharmont etfal., 1991). Somaclones com diferentes graus de resisténcia & brusone foram
obtidos a partir de cultivares suscetiveis de arroz (Chauhan et al., 1996). No Brasil, estudos
mostraram sucesso na obtencao de somaclones apresentando tanto resisténcia vertical como
parcial a brusone, utilizando cultivares suscetiveis de arroz como IAC 47, Araguaia,
Bluebelle e Basmati-370 (Aradjo et al., 1997, 1998, 2000, 2001a, 2001b;2002a Araljo &
Prabhu, 2001)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi obtido, em condig¢des controladas de casa de vegetacao na
Empraba Arroz e Feijdo, em Santo Antdnio de Goias/GO .Foram utilizados dois
cruzamentos de arroz. Para o primeiro cruzamento, foram selecionados como genitores duas
cultivares de arroz irrigado da subespécie indica, Metica-1 e Cica 8. No segundo cruzamento
foram utilizados uma linhagem doadora de resisténcia CNA923, e a cultivar BRS Primavera.
As sementes dos genitores foram semeadas durante dois meses, em intervalos de 1 semana
devido ao florescimento especificio de cada cultivar , em vasos plasticos contendo 8 kg de
solo adubado com 5 g de NPK 5- 30-15, 2 g de sulfato de amonia, 1 g de sulfato de zinco.
Realizou-se a adubacdo de cobertura com 2 g de sulfato de aménia 15 dias ap6s o plantio.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo até o final do ciclo.

Para a obtengdo da populagdo 1, oitenta dias apds o plantio, foram retiradas as
anteras das espiguetas das flores paniculares do genitor feminino, com o auxilio de um
emasculador a vacuo. Logo depois, as paniculas emasculadas foram protegidas com sacos
de papel para evitar contaminacdo por polen de outras plantas. As paniculas do genitor
masculino, foram destacadas e imersas em tubos suspensos ao lado dos vasos contendo as
plantas femininas para realizacdo da polinizacdo. As paniculas polinizadas foram cobertas
por saco de papel, de acordo com metodologia descrita por Coffman & Herrera (1980) e,

posteriormente adaptada e descrita por Neves & Taillebois (1990).

3.2 OBTENCAO DE DUPLOS HAPLOIDES DOS CRUZAMENTOS METICA-1 X
CICA-8 e BRS PRIMAVERA X CNA 923

Para obtencéo das plantas in vitro os ensaios foram realizados no laboratorio de
cultura de tecidos vegetais (LCTV) da Universidade Federal de Goias em condicdes

controladas por um periodo de 36 meses . Foram obtidas plantas de duplo haploides por
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meio da cultura de anteras de plantas F1 provenientes dos cruzamentos dos cultivares BRS
Primavera X CNA 923 e Metica-1 X Cica-8. As sementes dos cruzamentos foram
germinadas em papel germinador, mantidas por sete dias em camara de germinacgéo tipo
BOD a 25°C. As plantas foram transplantadas em vasos plasticos contendo 6 kg de solo
adubado com 1,4 g de Ureia [(NH2)2CO)] e 7,6 g de Fosfato de sddio (NasPOa) e 2,66 g de
Potéassio (K). A adubacédo de cobertura foi realizada no 15° dia apds o plantio, com 2 g de
sulfato de aménia ((NH4)2S04).

As inflorescéncias foram coletadas das 8:30 as 9:30hs, no estadio do grdo de
polen uninucleado, quando a distancia entre a auricula da folha bandeira e da penultima folha
estavam entre 6 a 8 cm e armazenadas em geladeira, a aproximadamente 8°C, por um periodo
de sete a dez dias (ZAPATA et al., 1982).

A desinfestacdo das flores paniculares foi realizada em camara de fluxo laminar
com uso de solucdes de alcool 70% e hipoclorito de sédio 10% por um minuto e 15 minutos
respectivamente, lavadas trés vezes com agua destilada e esterilizada. As anteras foram
retiradas das espiguetas e colocadas em placas de Petri contendo meio de inducédo de calos
com pH ajustado para 5,8. Em seguida, as placas foram incubadas no escuro a 26°C por 2
meses. Foram realizados ensaios para identificar a composicao do meio de cultivo eficiente
para inducéo de calos de cada cruzamento (Tabela 1) e a sacarose (50 g L-1) foi utilizada

como fonte de carbono.

Tabela 1. Modificagdes nas concentraces de reguladores de crescimento nos meios N6
(Chu et al., 1970) e N6 modificado (Araujo et al. 2010) utilizadas para a inducédo de calos
nos cruzamentos Metica-1 x Cica-8 e BRS Primavera x CNA 923.
Genotipos Concentraces de reguladores de crescimento
Metica-1 x Cica-8 N6, 0.25 mg/L picloram, 1 mg/mL ANA

N6, 4 mg/L de Ana, 1 mg/m L cinetina

N6, 0.5 mg/L picloram, 1 mg/ml ANA

**N6 modificado, 0.5 mg/L picloram, 1 mg/mL ANA
**N6 modificado, 2 mg/mL 2,4 D

**N6 modificado, 0.25 mg/ml picloram, 1 mg/mL cinetina
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BRS PrimaveraX CNA  **N6 modificado, 1 mg/L 2.4 D, 0.5 mg/mL cinetina
o N6, 4 mg/L Ana, 1 mg/mL cinetina
N6, 0,25 mg/L picloram, 1 mg/l de ANA
N6, 2 mg/ml 2,4 D, 0.07 mg/ml picloram
NL Liquido4 mg/ml de Ana, 1mg/ml de cinetina

NL liquido 2 mg/ml 2,4 D, 1mg/ml de cinetina, 0.07 mg/ml
de picloram

NL solido 4 mg/ml de Ana, Img/ml de cinetina

NL sélido 2 mg/ml 2,4 D, 1mg/ml de cinetina.

*Meios derivados de Lentini et al., 1997, Chu et al., 1970. ** dobro de micronutrientes, (Aradjo et al., 2010)

Os calos induzidos foram transferidos para o meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 0,5 mg L-ide ANA (éacido
naftalenacético) ; 3,0 mg L-1 de cinetina; 40 g L-1de sacarose e 100 mg L-1 de mio-inositol,
8 g/l de agar e pH ajustado para 6,0. As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a
uma temperatura de 26°C com fotoperiodo de 16 horas e uma intensidade luminosa de 75
uE.m2. st A cada 30 dias foram realizadas transferéncias para meios de igual composic&o
até a obtencdo de plantas. A frequéncia de inducdo de calos foi calculada dividindo-se o
namero de calos formados sobre o nimero total de anteras e, para a frequéncia de

regeneracdo de plantas, dividiu-se o nimero de plantas obtidas pelo nimero de calos .

As plantas com sistema radicular formado com uma ou duas folhas abertas foram
transferidas para vasos de 6 kg contendo solo adubado com 2,5 g de NPK (4-30-16) e 0,25
g de FTE-BR12 por vaso, e estes foram mantidos em casa de vegetagdo até a maturagédo da
semente. As sementes das plantas individuais de duplo haploides com 0s cromossomos

duplicados espontaneamente foram colhidas.

O meio de cultura que induziu maior porcentagem de inducgéo de calos para o
cruzamento (BRS Primavera X CNA 923) foi utilizado para constru¢do da curva de
concentragéo, considerando as concentragdes de ANA e picloram. O ensaio foi realizado
com cinco tratamentos (T1=1 mg/mL ANA, 0.25 mg/mL picloram; T2 = 1 mg/mL ANA,
0.5 mg/mL picloram; T3 =1 mg/mL ANA, 0.75 mg/mL picloram; T4 =1 mg/mL ANA, 1.0

24



mg/mL picloram e 20 repetices). Cada parcela continha 120 anteras, totalizando 2.400

anteras.

3.3 OBTENCAO DE SOMACLONES DO CRUZAMENTO DE METICA-1 X CICA-8.

A nomenclatura utilizada para as plantas regeneradas “in vitro” de acordo com
Araljo et al., (2002) foi R1 para regenerantes Priméarios e R» para os regenerantes
secundérios. Assim, foram utilizadas paniculas imaturas para obtengdo de populagdo R2
de plantas F1 do cruzamento Metica-1 x Cica-8. As flores paniculares foram coletadas
quando a distancia entre a auricula da folha bandeira e da penultima folha se encontravam
entre um a quatro centimetros com espiguetas de coloracdo branca ou levemente amarela.
As flores paniculares foram desinfestadas com 30% de uma solugéo, contendo 1% de
hipoclorito de sodio (NaOCI) durante 40 a 60 minutos.

As paniculas imaturas foram colocadas em placas de Petri contendo meio MS
suplementado com 30 g/l de sacarose, 50 mg/l de caseina hidrolisada e 4,0 mg/l de 2,4-D
(Aradjo et al. 1997) e incubadas em camara de germinacao tipo BOD, no escuro, por um
periodo de 25 a 30 dias. A regeneracdo de plantas foi realizada no meio MS suplementado
com 0,5 mg/l de ANA e 3,0 mg/l de cinetina. Nos dois meios de cultura utilizou-se 50 g
L-1 de sacarose. O pH do meio de inducdo de calos e regeneracdo foi 5,8 e 6,
respectivamente. As culturas foram mantidas em sala de crescimento a uma temperatura
de 26°C com fotoperiodo de 16 horas e uma intensidade luminosa de 75puE.m-2.s-1. A
cada 30 dias fez-se a repicagem para meios com a mesma composi¢do anterior, até

obtencdo de plantulas verdes..

As plantas com sistema radicular formado e com uma ou duas folhas abertas,
foram transferidas para vasos de 6 kg contendo solo adubado com 2,5 g de NPK (4-30-16) e
0,25 g de FTE-BR12 por vaso, contendo 6 kg de solo, e estes foram mantidos em casa de
vegetacdo até a maturacdo da semente. As sementes das plantas individuais R1 foram
colhidas. Em cada planta R1 foram avaliados o numero de perfilhos, de paniculas e o peso
de 100 gréos.
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3.4 AVALIACOES DA POPULACAO R2 PARA RESISTENCIA A BRUSONE NO
CRUZAMENTO METICA-1 x CICA-8

A populacdo R2 foi avaliada para a resisténcia & brusone em condicBes de casa de
vegetacdo. Foram selecionados dois isolados diferenciadores de ragas: Um de Metica-1, BRM16185
(raca IB-1) e outro de Cica 8, BRM15571 (raca IB-45-). A cultivar Metica-1 € resistente e suscetivel
a raca 1B-45 e IB-1 e a cultivar Cica-8 é incompativel e compativel as racas IB-1 e IB-45,
respectivamente (Filippi & Prabhu, 1997; Filippi et al., 2007; Pinheiro et al., 2012). As sementes de

46 plantas R1 foram misturadas, totalizando 4000 sementes.

As sementes foram colocadas a uma temperatura de 50°C por 72 horas em
estufas em circulacdo forcada para quebra de dorméncia. A semeadura foi realizada em
bandejas plasticas, medindo 30x15x10 cm, contendo 5 kg de solo adubado com 5 g de NPK
5-30-15, 2 g de sulfato de amonia e 1 g de sulfato de zinco. A densidade de semeadura foi
de dez sementes/linha. O ensaio foi conduzido em casa de vegetagéo. 800 plantas R2 foram
inoculadas com o pat6tipo 1B-45 e outras 800 com pat6tipo 1B-1 totalizando 1600 plantas.
Sementes dos genitores Metica-1 e Cica-8 foram semeados em seis bandejas plasticas,
totalizando 300 plantas para cada gendétipo compondo o grupo controle. Foi realizada uma

adubacdo de cobertura, 18 dias ap6s a semeadura com 2 g de sulfato de amdnio por bandeja.

3.4.1 Obtencao da suspensao de conidios de isolados de M. oryzae

Os dois isolados utilizados (BRM16185 e BRM15571) foram pré-multiplicados
em meio BDA e transferidos por 10 dias sob luz continua para o crescimento das colnias
em placas de Petri, contendo 0 meio de cultura Aveia Agar (Aveia 50g - Agar 15g - Dextrose
209, para 1L agua). A conidiogénese foi estimulada pela remog&o do micélio aéreo, com o
auxilio de bastao de vidro estéril. As placas de Petri, contendo a col6nia sem micélio aéreo,
foram mantidas sob luz branca continua por um periodo de 48 horas com temperatura
variando de 25°C a 27°C e alta umidade. A remocao dos conidios foi realizada com o auxilio
de pincel e agua destilada estéril. A suspensao contendo conidios de M. oryzae foi filtrada
em tecido estéril tipo crepe e a concentracdo ajustada para 3x10° conidios.mL™? utilizando-

se hemacitdmetro tipo Neubauer e microscopio optico (Filippi & Prabhu, 2001).
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3.4.2 Inoculacdo de M. oryzae e avaliagdo da brusone nas folhas

Plantas no estadio e emisséo da terceira folha ( estddio V) foram pulverizadas
com as suspensoes de conidios individualmente até o ponto de escorrimento aos 21 dias apds
o plantio, utilizando-se compressor de acordo com a metodologia de Filippi & Prabhu, 2001.
Apos a inoculacéo, as plantas foram incubadas em cAmara Umida por 24 horas a temperatura
de 24°C a 26°C em casa de vegetacdo. Em seguida, as plantas foram submetidas as
temperaturas variando de 27°C a 30°C e alta umidade em casa de vegetacdo. A avaliacdo da
brusone foliar foi realizada sete dias ap0s a inoculagéo. Os tipos de reacGes foram definidos
baseados em uma escala de notas de brusone nas folhas, em casa de vegetacdo, em que reacao
0 indica auséncia de lesdo. Por sua vez, as lesOes tipo 1 caracterizam-se por pequenas
pontuacBes marrons. As lesbes tipo 3 sdo pequenas, redondas a ovais, necrdticas, de cor
marrom. Lesoes tipo 5 sdo elipticas, esporulativas, com margem marrom. As lesdes do tipo
7 apresentam forma irregular, sem margens distintas. Lesdes tipo 9 apresentam coloragao
branca a azulada, sem margem distinta, coalescendo rapidamente conforme figura 2 (Leung
et al.,1988).

Figura 2. Escala de notas brusone foliar ( Leung et al.,1988).

As avaliacGes de severidade de brusone foliar (SBF %) foram realizadas em uma
amostra de 50 plantas R2 para cada isolado e em 50 plantas dos genitores Metica-1 e Cica-

8, utilizando-se a escala de notas de dez graus, proposto com Notteghem (1981), aos oito
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dias apos a inoculagdo de M. oryzae. A SBF foi avaliada em intervalos de dois dias para
determinar a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Também foi calculada
a reducdo da severidade de brusone foliar e da AACPD em relacdo a cada genitor. Os dados
de severidade foram transformados utilizando-se \ x+0.5. Os dados foram submetidos ao

teste T usando o software SPSS.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

As seis composicdes dos meios de cultura (Tabela 1) provenientes dos
protocolos existentes na literatura e de modificages para inducdo de calos de anteras do
cruzamento de Metica-1 X Cica-8 ndo foram eficientes, provavelmente, devido ao uso de
cultivares indicas, ocasidao em que as anteras necrosaram 15 dias ap6s o plaqueamento. Dessa
maneira, 0s resultados destes protocolos envolvendo outros gendtipos e cruzamentos da
subespécie indica também obtiveram baixa frequéncia de inducgdo de calos (Khatun et al.,
2010; Jelodar , 2008; Javed et al., 2007; Chen et al., 1991). Lentini et al. (1995) reportaram
que apenas um genatipo, de 35 genotipos da subespécie indica, respondeu a formacéo de
calos a partir do cultivo de anteras com uma porcentagem de 0,25%. Nesse viés, Souza et
al. (2011) relataram a nao formacao de calos para o cruzamento das cultivares indicas BRS
Firmeza x Epagri 107 e, somente 0,06% na cultivar indica BRS Atalanta. Lannes et al. (2004)
encontraram 2,27% de calos para a cultivar BRS 7 “Taim” (indica).

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados aqui encontrados foi a
temperatura de incubacao das anteras de 25°C e fotoperiodo 24 horas no escuro. Javed et al.
(2007) utilizaram incubacdo das anteras de 30°C por 14 horas e de 20°C por 10 horas na
cultivar indica Pokkali e a formacdo de calos aumentou 8,6%.

No cruzamento entre BRS Primavera x CNA 923, das oito composi¢cdes de meios
de cultura, somente duas induziram calos de anteras. I1sso porque a BRS Primavera apresenta
em sua genealogia genoétipos da subespécie japonica e indica, enquanto a linhagem CNA
923 é indica, evidenciando que quando pelo menos um dos genitores do cruzamento
apresenta background japonica, sera possivel induzir calos quando comparado a genitores
de subespécies indicas. Esses resultados corrobora com relatos de trabalhos anteriores em
que destacaram desempenho superior de gendtipos da subespécie japonica em relagdo a
gendtipos da subespécie indica (HU, 1985; MIAH et al., 1985; RAINA, 1997). Faruque et
al., (1998) em seu trabalho realizaram a inducgéo de calos em uma cultivar indica e em
cruzamentos entre subespécies indica e japdnica . Toda a progénie F1 dos cruzamentos com
Tapei-309 (jap6nica),mostrou indugdo de calo significativamente aumentada em
comparagdo com a progenitora indica (IR-43).
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O meio de cultura um (N6, 0.25 mg/L picloram, 1 mg/mL ANA) induziu mais
calos (0,83%) quando comparado com o trés (N6, 0.5 mg/L picloram, 1 mg/ml ANA) que
proporcionou 0,2% (total de 2400 anteras) e foi utilizado para um ensaio de variacdo na
concentragéo de picloram.

A regresséo entre as concentragdes de picloram e a frequéncia de calos foi linear
e positiva, indicando que a medida que se aumentou a concentracdo do picloram, a

frequéncia de calos também foi incrementada (Figura 3).
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Figura 3. Regressao entre a frequéncia de inducdo de calos em fun¢do da concentracédo de
picloram no meio de cultura (N6 modificado com 1 mg/mL cinetina) do cruzamento entre
BRS Primavera e CNA 923. Cada observacéo foi proveniente de 1200 anteras.

Neste ensaio, a concentragdo de 1 mg/ml de picloram proporcionou 9,3% de
indugdo de calos (total de 1200 anteras) em um més e foi utilizada nos demais
plagueamentos. Foram plaqueadas um total de 26.400 anteras em um ano e a frequéncia de
calos foi de 1,19%.

Salienta-se que outros trabalhos utilizaram protocolos com variagdes no tipo e

concentragOes de reguladores de crescimentos de anteras da subespécie indica e japonica.
30



Ambarwati et al. (2009) observaram que entre nove genotipos de arroz das subespécies
indica e jap0nica, a frequéncia de calos foi maior na japénica (2,88) quando comparado com
aindica (0,02%). Souza (2011) encontrou 2,06% de inducdo de calos na cultivar Nipponbare
(Japbnica) e 0,06% cultivar BRS Atalanta (indica). Por sua vez, Lannes & colaboradores
(2004) obtiveram 2,27% e 3,36%, para as cultivares BRS 7 “Taim” (indica) e Taipei 309
(japonica), respectivamente. J& Gueye & Ndir (2010) obtiveram uma frequéncia de calos de
4,24% para a cultivar japonica IKP, em contraste com 0,03% para a cultivar indica Farox
239 de um total de 660 anteras incubadas. Aradjo et al. (2009) utilizaram anteras do
cruzamento entre Lijiangxintuanheigu (LTH) x SC09, que sdo japOnicas, e obtiveram
frequéncia de 75,5% de calos.

Importante mencionar que a frequéncia de regeneracdo de plantas verdes e
albinas foram 21,5% e 6,9%, respectivamente, de um total de 60 plantas obtidas neste estudo
(Figura 4). Em outros trabalhos, a taxa de plantas regeneradas do cruzamento entre uma
cultivar indica ( Binnatoa) e uma japonica ( Tapei 309) foi de 8,9 % e ja 0 nUmero de plantas
regeneradas a partir do cruzamento de duas cultivares indicas (BRS Firmeza x Epagri 07)
foi de 0%. (Souza, 2011; Faruque et al., 1998) .

Souza (2011) observou que a frequéncia de albinismo no cruzamento
Nipponbare x BRS Atalanta foi maior no meio N6 (0,13%) do que no NL (0,11%), enquanto
gue no cruzamento entre gendtipos japonicas, a frequéncia de albinos foi de 7,2%, de um
total de 193 plantas regeneradas (Araujo et al. 2010). Outro fator importante no albinismo é
a temperatura de incubacdo das anteras que nao pode ser acima de 28°C (Zubco & Day,
2002). As condicOes relativas ao meio de cultura afetam diretamente a eficiéncia dos
protocolos de inducéo de calos e de regeneracéo de plantas in vitro. Contudo, sabe-se que as
condicgdes ideais de cultivo sdo quase que especificas para cada gendtipo (Perters et
al.,1999).
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Figura 4. Frequéncia de inducdo de calos e de regeneracdo de plantas por meio de cultura
de anteras no cruzamento BRS Primavera x CNA 923.

Sessenta plantas R1 foram transplantadas para vasos em casa de vegetacdo, até
a producéo de sementes, sem o0 uso de mutantes para duplicagédo dos cromossomos. Desse
total de plantas, 56 (94,3%) e quatro (5,7%) foram haploides e duplo haploides,
respectivamente. Ndo houve mortalidade no processo de aclimatizacdo. Zaffari et al. (2010)
observaram que de 38 gendtipos F1, quatro regeneraram plantas verdes, e desse total, trés
genotipos produziram 19 plantas duplo haploides.

Observa-se-se que as plantas haploides visualmente foram menores e inférteis,
e perfilharam menos quando compadas as duplohaploides (Figura 4). Estas caracteristicas
fenotipicas também foram observadas por Araldjo et al. (2009) que encontraram uma

frequéncia de 50,2% de duplicacdo espontanea no cruzamento entre genétipos da subespécie
japonica.
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Figura 5. Plantas do cruzamento BRS Primavera x CNA 923 obtidas por meio de cultura
de anteras: (A) Planta haploide; (B) Planta duplo haploide .

Por outro lado, vinte e cinco sementes das quatro plantas R2 foram semeadas em
casa de vegetacdo em sulcos de plantio com espacamento de 10 cm, sem adubo quimico, no
dia 20 de julho de 2018, em sistema de produgdo organica para avanco de geragdo e poderdo

ser avaliadas para resisténcia a brusone em condigdes controladas de casa de vegetacéo.

Para aumentar a frequéncia de calos de anteras em genétipos indicas e, em
cruzamentos entre indica x indica e indica x japdnica, recomenda-se outros ensaios a partir
dos resultados encontrados no presente trabalho. Sugere-se que sejam testados protocolos de
composicdes de meios de cultura, temperatura e fotoperiodo nos genétipos utilizados no
programa de melhoramento, onde os melhores protocolos poderdo ser utilizados na cultura

de anteras de F1 e também em F2.

41  OBTENCAO E AVALIACAO DE POPULAGCAO R2 DO CRUZAMENTO DE
METICA-1 X CICA-8 PARA BRUSONE FOLIAR

As paniculas imaturas do cruzamento de Metica-1 x Cica-8 foram utilizadas para
producédo de variantes somaclonais, pois ndo foi possivel induzir calos por meio de anteras,
bem como para gerar fontes de resisténcia. A frequéncia de inducéo de calos por meio da

cultura de paniculas imaturas foi 43% e iniciada sete dias ap6s o cultivo; ja as de regeneracdo
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em plantas verdes e albinas foram 23,5% e 3,6%, respectivamente, em quatro meses (figura
5). Estes resultados mostram o sucesso da cultura de paniculas imaturas para obtencdo de
muitas plantas em pouco tempo. Nesse sentido, varios trabalhos demonstraram a eficiéncia
desta técnica para diferentes cultivares e cruzamentos F1s entre subespécies indicas e
japonicas. Por exemplo, para a cultivar Araguaia (Japonica) a producéo de calos foi iniciada
aos seis dias apos cultivo e ndo foram obtidas plantas albinas. As frequéncias médias de
inducdo de calos e regeneracdo de plantas verdes foram de 75% e 11,8%, respectivamente
(Araujo et al 2000). Ademais, a frequéncia de inducdo de calos e regeneracéo de plantas da
cultivar Bluebelle (irrigada e japonica) foi de 87,5% e 23,9%, respectivamente, sem
ocorréncia de plantas albinas (Aradjo et al., 2001b). Assim, observa-se que a cultura de
paniculas imaturas gera maior quantidade de plantas diploides em pouco tempo, com
variabilidade genética herdavel, e independe da subespécie quando comparada a cultura de

anteras para 0 mesmo cruzamento.
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Figura 6. Frequéncia de inducdo de calos e de regeneracdo de plantas verdes e albinas de
cultura de paniculas imaturas do cruzamento de arroz Metica-1 X Cica-8.

Ressalta-se que foram obtidas 51 plantas R1, das quais seis morreram no
processo de aclimatacdo e 14 apresentaram menos de 100 grdos. Os regenerantes R1
obtidos foram férteis e apresentaram variacdo para numero de perfilhos e paniculas, com

peso de 100 grdos (Figuras 8 e 9). Nessa toada, o0 numero de perfilhos foide 1a 12 e o
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namero de paniculas variou de 1 a 14 por planta, destacando a plantas R1 (34) para os dois
caracteres. O peso de 100 gréos das sementes R2 variou de 1,999 a 3,23g com destaque
para a planta 51. As plantas dessa geracdo tambeém apresentaram variacdo visual para
altura, perfilnamento, tipo de folha (ereta e decumbente) e comprimento do grdo (Figura
7) . Trabalhos anteriores também obtiveram varia¢des fenotipicas para estes caracteres e
para os relacionados a producéo de grdos nas geracdes R2 a R5 de arroz (Araujo et al.,
2000; Araujo et al., 2001; Araujo et al., 2002; Cai et al., 1990) e tomate (Fukui et al., 1983).

Figura 7. Plantas R1 obtidas por paniculas imaturas . (A)- Tipo de planta ereta verde
escuro; (B) — Planta decubemte amarelo esverdeada; (C) Planta Perfilhada
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Assim, 0s genitores e as duas popula¢des R2 foram avaliados para brusone foliar
em casa de vegetagéo para dois isolados de M. oryzae. Todas as plantas da cultivar Metica-
1 foram compativeis ao isolado BRM 16185 (raca IB-1) e incompativeis ao isolado BRM
15571 , (raca IB-45). O isolado de Cica-8 ( BRM 15571, raca IB-45) nédo infectou as plantas
de Metica-1, contudo, infectou Cica-8, confirmando os dados de Filippi et al. (2002) e
Pinheiro et al, (2012).

Cada populacdo R2 foi composta por 800 plantas. A primeira foi avaliada para
o0 isolado de BRM 16185 em que 644 apresentaram reacOes de resisténcia (0-3,) e 156 de
suscetibilidade (4-9). Apenas 20 plantas R2 apresentaram reacdo altamente suscetivel (9). A
outra populacdo foi avaliada para o isolado de BRM 15571 e segregou para 670 e 130
resistentes e suscetiveis, respectivamente, sendo que 12 apresentaram reacdo tipo nove
(figura 10). Em outro estudo , avaliou-se 280 plantas R2, provenientes de 14 plantas R1 da
cultivar Metica-1, e as progénies de duas plantas R1, as quais apresentaram reacdo de
resisténcia tipo 3 que permaneceu em R4. A cultivar Metica-1 mostrou reacdo altamente
suscetivel tipo 9 em casa de vegetacdo e a resisténcia destes somaclones se manteve no
campo por mais duas geracdes (Araujo et al., 2002a). Quatro somaclones R5 de Cica-8, de
um total de 39, apresentaram resisténcia especifica (tipo 3) para outro isolado de Metica 1
pertencente a raga IB-1 (Aradjo et al., 2004). Somaclones de Fis entre doadores de
resisténcia e suscetiveis foram resistentes as ragas IB-1 e IB-9 nas geraces R2, R3 e R4,
sendo que alguns mantiveram a resisténcia na geracdo R5, em condicGes de campo com alta

pressdo da doenca.
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Figura 10 . Severidade de brusone nas folhas avaliadas por escala de 0-9 .*Nota de 0-3
reacao de resisténcia, Nota de 4-9 reacao suscetivel.

As duas populac@es foram avaliadas para resisténcia parcial por meio da SBF e
AACPD para cada isolado. A SBF das plantas R2 avaliadas para o isolado de BRM 15571
(raca IB-45) foi significativamente menor (7,59%) do que em Cica 8 (34,24%), aos oito dias
apos a inoculacdo (Figura 11a); a AACPD das plantas R2 e Cica 8 foram estatisticamente
diferentes com 12,1% e 66,8%, respectivamente (Figura 12a); A SBF das plantas R2 foi
significativamente menor (3,36%) do que em Metica-1 (32,96%) para 0 BRM 16185 ( raca
IB-1), aos oito dias ap6s a inoculacdo (Figura 11b). A reducdo da AACPD para o isolado
BRM 16185 também foi significativamente menor nas plantas R2 (6,22%) quando
comparada com o genitor Metica-1 (56,76%) (figura 12b). As porcentagens de reducdo da
AACPD em relagdo a Cica 8 e Metica-1 foram 77,8% e 89,8%, respectivamente,
comprovando que estas populacdes poderdo ser exploradas para a resisténcia parcial. Araujo
et al. (2002) também mostraram somaclones da cultivar Metica 1 com os dois tipos de

resisténcia.
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Figura 11. Severidade de brusone foliar em plantas R2 do cruzamento de Metica x Cica-8 e
de seu genitor Cica-8 para as raga IB-45, avaliados em intervalos de 48 horas (A);
Severidade de brusone foliar em plantas R2 do cruzamento de Metica x Cica-8 e de seu
genitor Metica-1 para as raca IB-1 ( B); *Significativo pelo teste T, p=0,0.
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Figura 12. (A) Comparacao das médias dos somaclones (R2) e genitor (Cica-8) inoculados
com a raca I1B-45, para a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD); (B)
Comparacao das médias dos somaclones (R2) e genitor (Metica-1) inoculados com a raga
IB-1, para a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) .
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Cerca de 60 plantas R2 resistentes e 15 suscetiveis as racas IB 45 e IB 1 foram
transplantadas para casa de vegetacdo em sulcos de plantio com espagamento de 10 cm sem
adubo quimico, no dia 20 de maio de 2018, para avanco de geracdo. Assim, observou-se
visualmente que a variacdo para tipo de planta, perfilhamento e tipo de grdos foram
herdaveis (Figura 13). Devido as baixas temperaturas, foram colhidas 38 plantas resistentes
e 6 suscetiveis. A progénie de cada planta R2 serdo na geracdo R3 avaliadas em janeiro de
2019, no viveiro nacional de brusone da Embrapa Arroz e Feijdo. As sementes das linhas

resistentes serdo colhidas e podem ser utilizadas como fontes de resisténcia a brusone foliar.

Figura 13. Plantas R2 transplantada para avancgo de geragéo (A); Sementes R2 apresentando
grdo longo e fino ( B) .

Os resultados promissores de somaclones foram devidos ao tamanho das
populacBes R1 e R2, e também pelo uso de isolados obtidos de lavouras comerciais, que
foram utilizados para selegdo de variantes somaclonais resistentes a brusone e que poderdo

ser explorados para outros caracteres agronémicos.
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CONCLUSAO

A inducéo de calos e regeneracao depende da subespécie utilizada

0s genotipos da subespécie indica apresentam menor capacidade de resposta
morfogenetica, tanto para formacdo de calos, como para regeneracdo em plantas
duplo haploides do que os gendtipos da subespécie japonica ;

a técnica de cultura de anteras mostrou-se viavel para produgao de plantas.

Foram obtidos duplo haploides do cruzamento BRS Primavera x CNA 923;

No cruzamento Metica-1 x Cica-8 ndo houve regeneracdo de plantas;

O meio de cultura N6 modificado suplementado com 1 mg /ml de picloram, 1 mg/
ml de ANA induziu mais calos a partir de anteras para o cruzamento BRS primavera.
CNA923;

Cinquenta e uma plantas R1 regenerados por paniculas imaturas apresentaram
variabilidade para numero de perfilho, numero paniculas por planta e peso de 100
gréos;

As inoculagbes em casa de vegetacdo demostraram que 0s somaclones R2
apresentaram reacdo de resisténcia para dois isolados diferenciadores de racas;

Os Duplo haploides e as plantas resistentes R2 foram transplantadas para avancgo de
geracdo para a selecdo de gendtipos superiores quanto a resisténcia a brusone e
caracteres agrondémicos que poderdo ser explorados no programa de melhoramento

do arroz.
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