VARIACAO SOMACLONAL EM ALGUMAS CARACTERISTICASDO
GRAOE DOCICLODAPLANTA DE ARROZ (Oryza sativa L .)

RESUMO — Estudou-se 0 efeito de dois meios de cultura
na inducdo de variantes somaclonais em arroz com relacéo
a dgumas caracterigticas do gréo e do ciclo da planta para
florag8o, usando-se a cultura de anteras. A fregliéncia de
surgimento de somaclones diferiu significativamente entre
os dois meios estudados com relacdo as caracteridticas de
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porcentagem de grdos inteiros no beneficiamento,
classficagdo visua dos gréos e no ciclo das plantas na
floragdo. Plantas originarias do meio sdlido apresentaram,
em média, maior porcentagem de gréos inteiros e menores
indices de classificagéo visud e ciclo até afloragdo do que
as plantas originérias do meio liquido.

TERMOS PARA INDEXACAO: Arroz, meio de cultura, cultura de anteras, variagio somaclonal

SOMACLONAL VARIATION IN SOME CHARACTERISTICSOF THE
GRAIN AND IN THE GROWTH DURATION OF THE RICE PLANT
(Oryza sativa L.)

ABSTRACT — A study on the effect of two media on
the frequency of somaclonal mutantsin rice was carried
out in relation to some characteristics of the grain and
in the growth duration of the plant using anther culture.
Significant differences were found for the percentage of

head rice yield, grain shape and the growth duration of
the plant at flowering. Plants coming from solid
medium showed higher head rice yield, longer and thin
grain and shorter growth duration than those from
liquid medium.

INDEX TERMS: Rice, tissue culture, culture medium, anther culture, somaclonal variation.

INTRODUCAO

Em plantas regeneradas por meio de cultura de
tecidos, frequientemente podem surgir individuos que se
distinguem da planta original em um ou mais
caracteres e essas ateragcbes podem ser estéveis e
transmissivels aos descendentes. Esse fenbmeno é
denominado de variagdo somaclona (lllg, 1990). As
causas provaveis que induzem esse fendmeno sdo vérias
e de natureza bastante distintas, como: variagdo pré-
existente (Larkin e Scowcroft, 1981), mutagdo nuclear
ou citoplasmica (Brettell et al., 1986; Evans e Sharp,
1983), poliploidia ou outras aberragdes cromossdmicas
(Ahloowahlia, 1982; Orton, 1983), recombinagdo
mitética (Larkin e Scowcroft, 1981; 1982), entre outras.

Outro fator importante que pode afetar a
variagdo somaclonal é a composicdo quimica do meio
de cultura

(Forche e Yeoman, 1980). Reguladores de crescimento
como o &cido diclorofenoxiacético (2-4 D) podem
exercer grande influéncia nas ateragdes do caridtipo,
provocando um crescimento desordenado das estruturas
celulares, com consequiente surgimento de células com
anomalias (Bayliss, 1975; Evans, Sharp e Medina
Filho, 1984). Prasad e Das (1977) observaram que o
acido naftalenoacético (ANA) e 0 2-4 D pode induzir a
perda do fuso cromético e outras anormalidades na
mitose das plantas, provocando o surgimento de
poliploides. Além disso, as condices fisicas do meio
de cultura (solida ou liquida) podem afetar o
comportamento dos organismos desenvolvidos nessas
condic¢des (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990; Lentini
et a., 1994). Assim, Heller et al. (1968) observaram
uma absorcdo mais intensa de
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fosfato em cultura de tecidos de cenoura em meio
liquido em relagdo meio sdlido.

A obtencdo de vaiantes somaclonas €
relativamente comum em espécies vegetais, como cevada
(Bregitzer e Poulson, 1995), feijéo (Mohamed, Coine e
Read, 1993), trigo (Guens, Mornhinweg e Johnson, 1992),
ervilha (Cecchini et d., 1992), aveia (Dahleen, Stuthman e
Rines, 1991), entre outras. Para a cultura do arroz, os
melhoristas tém utilizado diferentes processos para a
introducdo de caracteristicas favoraveis nos gréos das
novas cultivares a serem lancadas. Os métodos
convencionais de melhoramento tém sido muito
utilizados e, embora bastante eficientes, sdo muito caros
e requerem longo prazo para obtencdo de resultados
concretos (Allard, 1960). Métodos ndo-convencionais,
como a mutagdo induzida, além de ser também bastante
caro, tem os inconvenientes e riscos de se manusear
produtos quimicos atamente toxicos e materiais
radiativos de alta pericul osidade para qualquer ser vivo.
Nesse sentido, a variagdo somaclonal apresenta-se
como uma alternativa de melhoramento bastante
interessante, dada sua rapidez, seguranca e economia
de tempo e recursos (111g, 1990).

No melhoramento genético do arroz, as
caracteristicas do gréo sdo prioritarias no processo
de selecdo das plantas, dada a sua importancia na
definicBo de lancamentos de novas cultivares para
plantio comercial. Segundo Guimardes (1989), o
tipo de gréo preferido, principalmente nos maiores
centros consumidores, € o longo-fino, vitreo, com
alto rendimento de gréos inteiros no beneficiamento
e temperatura de gelatinizacdo intermediéria, o que
confere ao produto um bom comportamento de
panela. Além disso, a precocidade da planta € uma
caracteristica importante no melhoramento do arroz,
j& que o agricultor tem dado preferéncia por
cultivares de ciclo mais curto, especialmente nos
sistemas intensivos de producdo como no pivo
central.

Variantes somaclonais em arroz ja foram obtidas
para resisténcia a doencas, para varios tipos de gréos e,
também, para caracteristicas complexas como ressténcia a
seca (Adkins, Kunanuvatchaidach e Godwin, 1995;
Araljo, 1994; Zapata et d., 1983).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
estudar a influéncia do meio de cultura no surgimento
de variantes somaclonais em plantas de arroz, com

relacdo a algumas caracteristicas fisicas e quimicas do
gréo e do ciclo de floraco da planta.

MATERIAL E METODOS

O material utilizado neste trabalho foi a linhagem
de arroz de terras atas CNA 7127, de ciclo médio e
gréos do tipo longo e fino. As sementes foram tratadas
com fungicida (Carboxin + Tiram) na dose de 300 mI/100
kg de sementes e semeadas em vasos com capacidade de
15 | de s0lo. Cada vaso foi adubado com 20 g da férmula
4-30-16 + Zn e 6 g de sulfato de amdnio em cobertura.

No estadio uninucleado do micrésporo, as paniculas
das plantas obtidas foram coletadas e colocadas em sacos
de polietileno, umedecidas e guardadas em geladeira a 4
°C durante oito dias (Zapata, Heu e Khush, 1982).
Posgteriormente, as paniculas foram lavadas com detergente
liquido, enxaguadas em &gua corrente e tratadas
superficidmente com soluggo de hipoclorito de sidio a 8%
durante 15 minutos. Em seguida, foram enxaguadas quatro
vezes em &gua degtilada e edterilizada em condigdes
assépticas para a dissecagdo das espiguetas, sendo, entéo,
removidas as anteras em camaras de fluxo laminar.

Foi utilizado o meio de cultura N6 para a inducéo
de caos nas condicdo liquida (L) e adicionados 146 mvI
de sacarose, 9 M/l de 2, 4-D, 0,287 mm/l de picloram e
4,60 mm/l de cinetina e dlida (S), acrescido de 146 mml
de sacarose, 5,30 mm/I de ANA (&cido naftaenoacético),
1,02 mm/l de picloram e 6,00 g/l de agar (Chu et d.,
1975).

As anteras foram incubadas no meio S em placas
de Petri na quantidade de 150 por placa, e no meio L em
frasco com capacidade de 50 ml contendo 10 ml de meio.
As placas e frascos foram vedadas com fita de polietileno e
levadas para cAmara de crescimento, onde permaneceram
Nno escuro a 26 °C durante quatro a oito semanas.

Para a regeneracdo de pléantulas, foram
sdlecionados calos sem indicios de contaminacdo, com
crescimento normal e aspecto viavel. Os caos obtidos nos
dois meios foram microcultivados em placa de Petri com
meio MS (Murashige e Skoog, 1962), sdlido, acrescido de
116mm/| de sacarose, 4,60 mmy/| de cinetina+ 2,65 /I de
ANA e 6 ¢/l de &ar e pH gustado para 6,5 + 0,1. As
placas, vedadas com fita de polietileno, foram levadas para
crescimento, a temperatura de 26 °C = 1, 0 °C e
intensidade luminosa de 500 PE.m-2.s-1 por 16 horas de
luz e 8 horas de escuro.
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ApGs 0 periodo de quatro a s8is semanes, as
plantulas verdes regeneradas foram transferidas para vasos
com capacidade de 15 | de solo, adubados com 20 g da
férmula 4-30-16 + Zn/vaso e 6 g de sulfato de amdnio em
cobertura e colocadas em condigbes de solo em casa-de-
vegetacdo.

As plantas aclimatadas (haplodipldides — R1)
foram transplantadas para cultivo em condi¢Bes de campo
com irrigacdo por inundagéo controlada. Na maturagéo, as
plantas foram colhidas individualmente e as sementes
obtidas (R2) foram semeadas no verdo (estacéo chuvosa),
em condi¢Bes de terras dtas, na base de duas linhas de
cinco metros por planta. Na maturagdo, foram selecionadas
somente parcelas com plantas com a caracteristica de gréo
longo-fino, (comprimento = > 6,0 mm, espessura = <
1,90, rdlacdo C/L > 2,75). Nessas parcelas, foi coletada
uma amostra de gréos, sendo obtidos os dados de renda no
beneficio (TOT), rendimento do grdo (INT), temperatura
de gdatinizacdo dos gréos (TG), incidéncia de centro
branco nos gréos (CB), classificagdo visud do tipo de gréos
(CV) eociclo das plantas nafloracdo (FLO). As definigbes
resumidas desses parametros sfo:

TOT: total de gréos obtidos no beneficiamento e
eXpresso em porcentagem;

INT: tota de gréos inteiros obtidos no
beneficiamento e expresso em porcentagem;

TG: temperatura de cozimento do gréo na qud a
a&gua é absorvida e os granulos de amido aumentam
irreversvelmente de tamanho. As notas variam de 1 (gréo
inalterado) a 7 (gréo total mente desintegrado);

CB: ocorréncia de areas de cristaizacdo imperfeita
do amido no interior do gréo. As notas variam de 1
(excelente — gréo totalmente cristalino) a5 (péssmo — gréo
total mente opaco);

CV: ohbtida pela comparacdo visua entre a amostra
de gréo em estudo e uma tabela-padréo de comprimento e
largura do gréo de arroz. As notas variam de 1 (extra
longo: = < 8,13 mm) a9 (curto: => 5,2 mm);

FLO: ohtida quando 50 % das paniculas da parcela
est8o emergidas.

Os dados foram submetidos a andlises etatisticas
utilizando o delineamento experimental inteiramente
casudizado, sendo considerados como tratamentos os dois
meios de cultura (LeS), as repetiches e as parcdas
sdecionadas em campo (Gomez e Gomez, 1976). Os
coeficientes de variaggo fenotipico foram obtidos de acordo
com Vencovsky e Barriga (1992).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Para as andlises estatisticas, foram utilizados dados
obtidos de 441 parcdas de plantas R, sendo 141
originarias do cultivoem meio L e 300 emmeio S.

Os resultados das andlises indicaram haver
diferencas dgnificativas entre os tratamentos L e S
somente para os caracteres INT, CV e FLO, mostrando o
comportamento diferenciado desses caracteres nas plantas
originadas do cultivo nos dois meios de cultura estudados
(Tebelal).

O meio L apresentou menor valor para INT,
indicando que esse meio favoreceu 0 desenvolvimento
de plantas com maior tendéncia a quebra dos gréos no
beneficiamento. Por outro lado, os valores médios
obtidos para CV e FLO foram significativamente
maiores no meio L (Tabela 2).

TABELA 1 — Teste de significancia entre os tratamentos meio liquido (L) e solido (S) para as caracteristicas de
renda no beneficio (TOT), rendimento de gréos inteiros (INT), temperatura de gelatinizagéo (TG), indice de centro
branco (CB), classificago visual do tipo de gréo (CV) e ciclo da planta na floragdo (FLO) em plantas regeneradas

através do cultivo de anteras em arroz .

Caracteristicas F Pr>F Coef. V
TOT 0,340 0,558 1,583
INT 52,510 0,0001 10,032
TG 0,200 0,6543 2,644
CB 1,960 0,1599 12,995
cv 4,220 0,0406 27,263
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FLO

F = valor do teste de significancia.

Pr > F = probabilidade.

Coef. V = Coeficiente de variacao.

TABELA 2 - Vaores médios obtidos para as caracteristicas de renda no beneficio (TOT), rendimento de graos
(INT), temperatura de gelatinizacdo do gréo (TG), indice de centro branco (CB), classificagdo visua do tipo de
gréo (CV) e ciclo da planta na floragdo (FLO) em plantas regeneradas pelo cultivo de anteras de arroz em meio de

68,510 0,0001 2,707

culturas solido e liquido.

Tratamento TOT INT TG CB Cv FLO
L 70,493 53,984 3,028 2,847 4,014 101,31
S 70,426 58,054 3,024 2,795 3,793 99,03

Neste experimento os dois meios utilizados
continham diferentes reguladores de crescimento e,
embora todos eles sejam usados com 0 mesmo objetivo
basico, isto €, induzir a formacdo de caos, eles tém
eficiéncias diferentes e exercem essa fungdo de forma
distinta (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990; Lentini et
al., 1994). Dos reguladores de crescimento usados, o 2-
4 D é um dos que tem maior efeito para o0 surgimento
de calos em cereais e a magnitude desse efeito é
dependente da dose empregada (Carvalho, 1989;
Tomes, 1985). Além disso, a combinagcdo de dois ou
mais reguladores de crescimento podem aterar a
freqiiéncia de formagdo ndo s de calos como também
de plantas verdes no processo de cultivo de anteras
(Lentini et a., 1994). Assim, a agdo dos fitohormdnios
utilizados provavelmente foi uma das causas do
comportamento distinto dos dois meios de cultura no
surgimento de variantes somaclonais.

Entretanto, devem ser consideradas também as
condigdes fisicas dos meios utilizados, ja que
apresentam  diferentes gradientes de disponibilidade
das substéncias contidas neles, para uso das estruturas
organicas que ali se desenvolvem. Considerando que no
meio L as substdncias componentes estgjam
uniformemente  distribuidas na solugdo, pode-se
considerar que elas estdo mais diluidas quando
comparadas com a concentragdo das mesmas no meio S
que, dada a sua natureza fisica, apresenta um gradiente
de disponibilidade dessas substancias ao longo de seu
perfil sdlido. As diferencas entre meios liquidos e
solidos com relacdo a disponibilidade de nutrientes,
além da maior homogeneidade do primeiro, sdo,
também, devidas as restrigdes na velocidade de difusdo
desses nutrientes que 0 meio sdlido impde (Caldas,

Haridasan e Ferreira, 1990). Assim, as condigtes
fisicas dos dois meios podem estar afetando a maior ou
menor  disponibilidade de um  determinado
fitohormonio e, assim, influenciando no surgimento dos
variantes somaclonais.

A caracteristica INT apresentou uma amplitude
de variacdo (AMP) maior no meio L (30,99 a 62,22) do
gue no meio S (44,42 a 69,57). O coeficiente de
variacdo fenotipica (CVF) para essa caracteristica foi
maior no meio L, indicando uma maior variabilidade
de INT nesse meio (Tabela 3).

Entretanto, o0 melo S apresentou maior
porcentagem de plantas com valores superiores a 60%
de gréosinteiros (Figura 1).

Isso indica que a probabilidade de se obter plantas
com maior rendimento de engenho € maior no meio S.

A caracteristica CV apresentou maior AMP e
maior CVF no meio S do que no meio L (Tabela 3),
indicando uma maior probabilidade de selecionar
plantas com tipo de gréo mais longo e fino nesse meio
(Figura 2). O meio S apresentou também uma maior
porcentagem de plantas com CV menor que 3.

Com relagdo a caracteristica FLO, a AMP foi
maior no meio L (92 a 107) do que no meio S (93 a
105), apresentando, também, maior CVF (Tabela 3).
Mas 0 meio S produziu maior percentagem de plantas
com ciclo menor que 100 dias (Figura 3), o que indica
uma maior probabilidade de se obter plantas mais
precoces quando se utiliza o meio S. Atualmente as
caracteristicas de CV e FLO s&0 as mais importantes
no melhoramento do arroz de terras altas e tem-se
observado que variagdo somaclonal para elas é
relativamente frequente, tanto para aumentar como
reduzir, quando comparado com a variedade original.
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(Sugimoto, Miyake e Takeoka, 1999; Shen, Cai e Gao,
1993; Marissi e Rapela, 1992).

As caracteridicas CB, TOT e TG néo diferiram
dgnificativamente entre os dois meios de cultura
utilizados, como mostrado na Tabela 1 e nas Figuras 4,
5e6.

Assm, o0 meo silido mostrou ser
significativamente mais eficiente na promocdo do

25

surgimento de variantes somaclonais com maior
nimero de gréos inteiros no beneficiamento e gréos
mais longos e finos. Além disso, esse meio apresentou
também maior freqiiéncia de plantas de menor ciclo na
floragéo. Essas trés caracteristicas sdo desgjavels para o
melhoramento genético e de fundamental importancia
no processo de recomendacdo de cultivares.
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FIGURA 1 - Porcentagem de gréos inteiros no beneficiamento em plantas derivadas do cultivo de anteras de arroz

em dois meios de cultura, sélido (S) eliquido (L):
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FIGURA 2 - indices de classificago visua do grdo em plantas derivadas do cultivo de anteras de arroz em dois

meios de cultura, sdlido (S) eliquido (L).
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FIGURA 3 - Ciclo das plantas na floragdo (FLO) em plantas derivadas do cultivo de anteras de arroz em dois
meios de culturas, solido (S) eliquido (L):
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FIGURA 4 - indices de centro branco (CB) em plantas derivadas do cultivo de anteras de arroz em dois meios de
cultura, solido (S) e liquido (L).

Porcentagem de plantas

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73

Porcentagem do total de gréos (TOT)

FIGURA 5 - Porcentagem do total de gréios em plantas derivadas de cultura de anteras de arroz em dois meios de
cultura, solido (S) e liquido (L).
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FIGURA 6 - indice de temperatura de gelatinizagio (TG) em plantas derivadas do cultivo de anteras de arroz em

dois meios de cultura, solido (S) e liquido (L).

CONCLUSOES

A freqiéncia de plantas de arroz ateradas
permanentemente nas caracteristicas avaliadas foi
dependente do meio de cultura utilizado.

As plantas originadas em meo solido
apresentaram, em média, maior porcentagem de gréos
inteiros, menor indice de classificagdo visual do gréo e
menor ciclo na floracdo do que as originadas em meio
liquido.
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