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i. INTRODUCXO

A possibilidade de se manipular os genes e
as células de microorganismos, animais e plantas superiores tenm
reveolucionado o futuro de diversas #dreas da Ciéncia. A genética
vegetal encontra-se entre essas dreas do conhecimento que atual-
mente est¥o passando por répidas alteracBes e revisSes de con-
ceitos e métodos.

A manipulag¢3o genética "ip vitro” associada
a técnicas de cultura de células somdticas de plantas superiores
tem aberto novas perspectivas para 2 aquisic¢¥o de conhecimentos
nas dreas de gendtica bdsica, fisloldgica e molecular, bem como
para a aplicac¥o prética desses conhecimentos em programas de
melhoramento genético.

Nos dltimos 12-15 anos houve um avango ex-

traordindrio na drea de blologia molecular, o que tem possibili-



tado o desenvolvimento de métodos eficientes para a anilise e
manipulag3do de DNA, fncluindo-se genes individuals. A assocla-~
¢30 desses métodos a sistemas eflicientes de transformac¥o de cé-
lulas e organismos poderd levar 3 obteng%o de novos varlantes
gendéticos, Inclusive variantes ainda n¥o encontrados na nature-
Zza. Entretanto, os progressos para a aplicac¥o desses métodos
de manipulac¥o genética a sistemas vegetais s¥o ainda bastante
lentos. Entre as vérias limitacBes destaca-se o fato de que a
majoria dos esquemas propostos para transferéncia de genes re-
quer a capacidade de se regenerar plantas a partir de cédlulas
fsoladas ou protoplastos. Esta metodologia, entretanto, n¥c es-
t4 ainda desenvolvida para 2 malorla das espécles, Inclusive a
maloria daquelas de Interesse agronfmico.

Independente de sua interag¥o com as tdcni-~
cas de DNA recombinante, a cultura ”in vitro” apresenta um gran-
de potencial para a aquisi¢¥o de conhecimentos bdsicos em diver~
sas dreas da biologia e também como técnica auxiliar no melhora-
mento vegetal. Os métodos convencionais de melhoramento vém
sendo, hd cerca de quatro décadas, utilizados para s obten¢gfo de
variantes genéticos visando caracterf{sticas come produtividade,
resisténcia a condi¢Bes ambientals adversas e qualidade nutriti-
va do produto. A utilizag¥o desses métodos convencionais tem,
por si s6, produzido resultados excelentes, que tém garantido a
disponibilidade de alimentos para uma populag3o humana sempre
crescente. Cada vez mais, entretanto, vem sendo reconhecida a
necessldade de se desenvolver e aplicar conhecimentos basicos de

biologia para auxiliar esses programas de melhoramento. Isto



acontece principalmente para populagBes de espéclies jd bastante
melhoradas e geneticamente conhecidas, por exemple, o milho (Zea
mays L.). Esses conhecimentos, associados a0 desenvolvimento e
aplicag¢8o de tdcnicas de cultura de tecidos, cdélulazs e proto-
plastos, dever%o permitir, como jid mostrado em alguns exemplos
na literatura, a obtenc3o de novos variantes genéticos. Além
disso, as técnicas de cultura de tecidos e células vegetals
constituem sistemas que permitem o estudo de passos metabdlicos
especificos sob condi¢les experimentals bem controladas e defi-
nidas. Assim, dever¥o possibilitar uma melhor identificac3o e
selegdo de varlacgBes gendticas naturals e/ou induzidas artifi-
ctalmente em passos de vias metabdlicas importantes para carac-
teres de interesse genédtico e agrondSmico. A utilizac3o de célu-~
las em sistemas altamente simplificados tem, por exemplo, se
mostrado bastante eficiente para a sele¢Bo "in vitro” de mutan-
tes bioquimicos para resisténcia a alguns herbicidas, resistén-
cia a patdgenos e acumulo de aminoicidos.

Outro aspecto importante da utiliza¢%o de
técnicas de cultura de tecidos & a explorag¥o da variabilidade
genética que ocorre entre as plantas regeneradas, que é denomi-
nada "varia¢3c somacleonal”. Essa vartabilidade tem se mostrado
bastante atrativa para trabalhos visando conhecimentos bdsicos e
para o melhoramento, embora o reconhecimento de sua existéncla
seja bastante recente.

Sistemas de cultura de tecidos, células e
protoplastos altamente eficientes para a regeneracg3o de plantas

s%o, portanto, de enorme import8ncia para a aplicag¥o de técni-



cas de DNA recombinante a sistemas vegetals, e fundamentals para
permitir trabalhos de hibridiza¢3o somstica, transferénciaz de
organelas, seleg¢¥o "in vitro” de mutantes bioquimicos e explora-
¢%0 da varla¢¥o somaclonal. Sistemas eficientes de cultura ”in
vitro” e regenerac3o de plantas precisam alnda ser desenvolvidos
para a maioria dos cereais e, entre eles, o milho.

0 milho & uma espdcle que apresenta uma sé-
rie de vantagens para estudos bioldgicos por possuir caracterfs-
ticas favordvels de sistema reprodutivo, grande wvariabilidade
genética disponfvel, grande amplitude de locais onde pode se de-
senvolver, considerdvel acuimulo de conhecimentoz de genética,
citogenética, anatomia, fisiologia, aspectos de interesse agro-
ndmico e, mals recentemente, biologla molecular. Além disso, &
o terceiro mais importante cereal no mundo, sendo superado ape-
nas pelo arroz e o trigo. Assim, o desenvolvimento das técnicas
de cultura de tectdos, células e protoplastos tem uma importén-
cla relevante nesta espédcte.

Regenerac3o de plantas a partir de cultura
de tecidos em milho foi descrita hd cerca de dez anos em uma 11-
nhagem de milho americana. H& cerca de 3~4 anos atras o desen-
voivimento da cultura ”in vitro” em milho teve um grande impulso
e hoje é possfvel regenerar plantas a partir de calos provenien-
tes de embrifies Imaturos em virios gendtipos adaptados a <clima
temperado. O estabelecimentco de cultura de células totipotentes
em suspensdo fol reportado apenas para dois gendtipos e as ten-
tativas para se regenerar plantas a partir de protoplastos ainda

ndo tiveram sucesso.



Existe, portanto, a necessidade de se desen-
volver a metodologla de cultura de tecidogs e células em milho,
estend&~la a um mimero maior de gendtipos, incluindo-se os adap-
tados a clima tropical, estudar os mecanismos genéticos que con-
trolam a diferenciac¥o de células ”in vitro” e avaliar a exten-
gd0 de seu potenclial para auxiliar programas de melhoramento.
Pesquisas nesse sentido s%o fundamentalis para permitir a explo-
ragdo da cultura de tecidos e células em milho, para a aquisi¢3o
de novos conhecimentos de genética bidsica, fisioldgica e molecu-
lar, para a transformag¢¥o genética "i{n vitro” e para sua aplica~
¢¥%o pratica 2o melhoramento genético.

O presente trabalho teve como objetivo estu-
dar alguns aspectos do desenvolvimento e da aplicag¢¥o da metodo-
logia de cultura "in vitro” de milho. Para tanto foram utiliza-
das 1inhagens homozigdticas de milho adaptadas a clima tropical.

0 trabalho fol dirigido no sentido de:

~ Avaliar a capaclidade de regenerag¢#o de plantas em linha-
gens hoﬁozigéticas.

~ Estudar a heranca da capacidade de regenerac¥o de plan-
tas a partir de cultura de tecidos em milho utilizando-
se algumas famflias.

—- Obter calos embriogénicos fridveis em culturas de longa
duracso.

-~ Estabelecer culturas de células totipotentes em suspen-

s30.



- Avaliar calos embriogénicos frisveis e cdlulas em sus-
pensdo como fonte de células para o isolamento de proto-
plastos.

- Estudar alguns aspectos histoldgicos e citoldgicos de
calos de milho,

- Avallar a ocorréncia de vari{ac3o somaclonal em linhagens

homozigdéticas de miiho.



2, REVISXOQ DA LITERATURA

2.1. Considerac3o gerais sobre cultura de tecidos vegetais

A prdpria teoria celular, expressa indepen-
dentemente e quase simultaneamente por SCHLEIDEN (1838) em rela-
¢%o a plantas e por SCHWANN (1833%) considerando plantas e ani-
mails, admite implicitamente que a célula tem capacidade de auto-
nomia e, além disso, € totipotente. O Interesse pelo desenvolvi-
mento da cultura de tecidos e <células "{n vitro” para se de-
monstrar esta autonomia e totipoténcia data do século passado.
Porém, a primeira abordagem experimental bem sucedida para cul-
tura de células ocorreu apenas em 1912, quando BURROWS & CARREL
estabeleceram um método para se cultivar tecidos animais. Foram
necessérios mais alguns anos para que esse sucesso se estendesse

para os tecidos vegetals.



A possibllidade de se cultivar tecidos n3o
organizados de vegetals por perfodos ilimitados de tempo fo! re-
portada independentemente e simultaneamente para cenocura (GAUT-
HERET, 1339; NOBECOURT, 193%a) e hfbrido de Nicotlana glauga x
Nicotiana langsdorfii (WHITE, 1939a). O dcide indolacético, um
horménio recém-descoberto, fol utilizado para estimular e manter
a divis¥3o celular de massas de células em prolifera¢¥o, que ha-
viam sido obtidas espontaneamente em cultura de tecidoz cam-
biais de cenoura e de tumores produzidos espontaneamente pelo

A primeira tentativa bem sucedida de se ob-
ter cultura de tecidos em monocotileddneas ocorreu em 1947-1949
quando LA RUE estabeleceu culturas de endosperma de milho (Zena
mays L.) e obteve sub~culturas,

As propostas de novas composi¢Bes qufmicas
para os melos de cﬁltura teve uma importi3ncta considerdvel no
desenvolvimento das pesquisas de cultura "in vitro”. Um impor-
tante estudo foi desenvolvido por MURASHIGE e SKOOG (1962) sobre
og requerimentos minerais de cultura de tecidos de tabaco. Des-
se estudo resultou a formulac¥o de um meio muito mais concentra-
do em sais mineirals, especialmente NO3 e NH4, do que os meios
utilizados até ent¥o. Este meio possibilitava um crescimento
das culturas cinco a sete vezes mais ativo do que os outros.
Seguindo-se esse trabalho, outros pesquisadores sugeriram outros
meios de cultura, a maloria deles contendo alta concentrac3o de
sals minerais. A descoberta de novos horménios e substincias

que podem atuar como reguladores de crescimento também teve um



papel fundamental para o desenvolvimento da drea de cultura de
tecidos e células vegetais.

Como discutido por GAUTHERET (1885), nos
primeiros trabalhos com cultura de tecidos a atenc¥o dos pesqul-
sadores era dirigida para a produ¢fio de calos. O termo calo, no
contexto de cultura de tecidos & utilizado para denominar massas
ndo-organizadas de células parenquimdticas em proliferac3o. Com
a idade, esses calos podem apresentar regi8es meristemiticas,
tragquefdeos e <células pigmentadas (CONSTABEL, 1984). Embora
nesses primeliros trabalhos alguns pesquilsadores tenham observado
" estruturas organizadas nos calos (NOBECOURT, 193%b: WHITE, 1939
b), a totipoténcia de célulags somdticas, ou seja, a possibilida-
de de se regenerar plantas a partir de cultura de células soms-
ticas fol constatada apenas cerca de vinte anos mals tarde. Em
1957, SKOOG e MILLER demonstraram a possibilidade de se manipu-
lar com hormb&nios a formag¢3o de gemas e rafzes em culturas de
tabaco. STEWARD et al. (1958) e REINERT (1358, 1959) demonstra-
ram a diferenciacio e maturagfo de embrifiles somiticos em cultu-
ras de células de cenoura, Plantas Inteiras, aparentemente nor-
mais podiam ser regeneradas a partir desses embriBies somsticos
(STEWARD et al., 1966). Posteriormente, varios outros pesquisa-
dores reportaram o fenbmeno de regenera¢3o de plantas a partir
de cultura de tecidos. Isto ocorria particularmente em algumas
famflias de dicotiledbneas, como as Umbelliferae, Solanacae e
Cruciferae. Recentemente o sucesso da regenera¢3o de plantas a
partir de cultura de tecidos tem se estendido para outros grupoes

vegetais, incluindo~se as gramfneas.
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Os estudos piconeiros de cultura de tecidos
estabeleceram os padr@es bisicos de estimulo e resposta das cé-
lulas cultivadas ”in vitro”. 2As massas de células, denominadas
calos, =s%¥o submetidas a uma sequéncia de mudancas de meios que
permitem a sua manutenc¢¥o e proliferag¢3o, bem como a subsequente
morfogénese. Com o0 avango das pesquisas nessa drea, observando-
se mais em profundidade as respostas das células cultivadas "in
vitro” em um numero major de espécies, constatou-se que as vias
de desenvolvimento de plantas nessgas culturas ocorrem de modo
complexo e com um certo grau de plasticidade.

Atualmente € bem conhecido que existem duas
vias bdsicas de regeneracg3o de plantas a partir de cultura de
tecidos: organogénese e embriog&nese. Na organogénese ocorre a
diferenciagBc e degenvolvimento "de novo” de érg¥os, parte aérea
e rafzes, a partir de células meristemsticas de tecidos cultiva-
dos "in vitro”. Ainda se tem duvidas se a origem dessas células
meristemadticas ocorre a partir de uma uUnica célula ou de um gru-
po de células. STEWART (13978), baseado em observacSes de quime-
rasg, sugeriu que a formag%o de um meristema apical envolve um
grupo de tré&s ou mais células que, por sua vez, podem ou nZo ser
derivadas de uma célula dnica. Entretanto, a auséncia ou fre-
quéncia muito baixa de quimeras em gemas adventfcias e a alta
frequéncia de mutantes n3o-quiméricos em plantas regeneradas
sugerem sua origem a partir de uma célula udnica (BROERTJES &
KEEN, 1980). O desenvolvimento de gemas e rafzes em culturas
"in wvitro” ocorre, geralmente, de modo semelhante ac observado

"in vivo”, inclusive com a presenca de tecido vascular se esten-
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dendo para dentro da massa de células que constituem o calo
(HACCIUS, 18/78). A embriogénese somdtica, por sua vez, caracte-
riza-se pela diferenciac¥o de embri8es a partir de células me-
ristemdticas, que geralmente ocorrem dentro do calo como peque-
nos grupos discretos de ceélulas (McUILLIAM et al., 1974; TISSE-
RAT & DeMASON, 1980; NESSLER, 1982.). Como demonstrado para al-
gumas espécies, esses grupos de células podem se desenvolver em
um embr!do ou um agregado de embri®es com adicional desenvolvi-
mento de embriBes secundérios, que frequentemente surgem a par-
tir de embrifes maiores e mais maturos (HALPERIN, 1966; AMMIRA-
TO, 1974). Existem algumas evidéncias histoldgicas de que os
embri{fes somiticos se originam a partir de células individuais
em culturas em suspenso de cenoura (McWILLIAN et al., 1974;

HACCIUS, 1978) e sals3o (DUSTAN et_al., 1982), em folhas de

SIL, 1982). Entretanto, a origem dos embri{8es somsiticos a par-
tir de células individuais ou grupos de células em outras espé-
cles é ainda uma questZo em aberto.

A maturac3o dos embriBes somdticos parece
ocorrer de modo semelhante a2o0s embri@es zigdticos, mas uma gran-
de variabilidade nog padr8es de matura¢¥o também tem sido obser-
vada (HALPERIN & WETHERELL, 13964; AMMIRATO & STEWARD, 197%i: KO-
NAR et al., 1972, LU et al., 1982, 1983; NOVAK et al., 1983).
Como discutide por AMMIRATO (1985), alguns fenbmenos ocorrem com
certa frequéncia na maturag3o dos embriBes somsticos, tais como:

germinag¥o precoce, embriBes miltiplos, malformacg3o da parte aé-
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rea e emergénclia prematura da parte adrea. Estes fen8menos ain-
da n%o s%oc bem estudados. Até o momento, ainda n¥o se compre-
ende totalmente a flexibilidade doz sistemas de organogénese e
embriogénese somética para regenerac3o de plantas e como ela po-
de ser regulada em condi¢Ses de cultura. Um aspecto importante
a ser consgiderado em cﬁitura de tecidos € o controle genético da
capacidade de regenera¢3o de plantas "in vitro”. Existem evi-
déncias para a existéncia desse controle genético em algumas es-
pecles, tals como alfafa (KEYES & BINGHAM, 1979: REISCH & BING-
HAM, 1880), milho (BECKERT & QING, 1984; TOMES & SMITH, 1985;
HODGES et al., 1985, 1986), arroz (MIAH et a]l., 1985, ABE & FUT-
SUHARA, 1986) e petunia (IZHAR & POWER, 1977). TOMES e SHMITH
(1385) encontraram variag3o genotfpica do tipo aditiva e, em al-
guns casos, efelto de heterose em experimentos dialélicos par-
ciais com cinco linhagens de milho. Fot proposta a existéncia
de dois genes nucleares dominantes com interac%o envolvidos di-
retamente no controle da capacidade de regeneracfo a partir de
cultura de tecidos em alfafa (REISCH & BINGHAN, 19é0) e algumas
linhagens americanas de milho (HODGES et al., 1985).

Nos dltimos 40-50 anos, muitos fendmenos re-
gulados por hormdnios té&m sido descobertos em plantas superio-
res. 0 nimero de subst&ncias que agem como horménios em plantas
¢ aparentemente limitado, pelo menos considerando-se os conheci-
mentos de que dispomos até o momento. Estas substSnclias s3o
classificadas em grupos dencminados auxinas, citocininas e gi-
berelinas. GSabe-se que o etileno, que é produzido por todas as

plantas superiores, também tem propriedades de regul ador de
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crescimento. Além disso, tem se tornado evidente que a maloria
das plantas contém subst8ncias que podem atuar como inibtidores
de crescimento, tais como dcidos fendlicos e dcido abscfssico
(ABA).

As auxinas foram os primeiros horménics ve-
getals descritos (UENT, 1928; KOEL & HAAGEN-SMIT, 1931). O 4ci-
do indolacético (IAA) & a principal auxina que ocorre natural-
mente em plantas (BANDURSK! & NONHEBEL, 1984). O conhecimento
da estrutura qufmica do IAA levou 2 descoberta de compostos com
estruturas relacionadas, que té&m atividade de auxina. Esta des-
coberta teve consequéncias importantes que levaram ao conheci-
mento dos requerimentos para que uma substfncia atue como auxina
e ao desenvolvimento de herbicidas sintéticos. Uma caracterfs-
tica comum das subst@ncias que atuam biologicamente como auxinas
€ a presenga de um grupo carboxila com uma carga negativa livre
e uma carga positiva num anel aromdtico que deve estar a 5,5 A
da carga negativa (THIMANN & LEOPOLD, 1955 - citado por BANDURS-
K1 e NONHEBEL, 1984). Existem sugestSes de que esta estrutura
qufmica € necessdria para a ligac¥o dessas substSncias a uma
protefina receptora na célula vegetal. Qg efeitos do IAA en
plantas superiores s3o bastante variados e envolvem: estfmulo da
divis3o celular, estfmulo da elongagdo celular, estfmulo do
crescimento da parte drea da planta, inibic%o do crescimentoc da
rafiz, controle da diferenciac3o do sistema vascular, controle da
diferenciac¥o em cultura de tecidos, controle da dominBncia api-
cal, retardamento da senescéncia, promog¥o doe  florescimento e

desenvolvimento e amadurecimento de frutos.
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Como discutido por MOORE (1979), HATZIOS e
PENNER (1582), FEDTKE (1982) e BANDURSKI e NONHEBEL(13984), exis-
tem hoje virios herbicidas que tém ag3o fisloldgica semelhante
ac lAA e est3o compreendidos em quatro principais categorias do
tipo: 4&cido indol, dcido naftaleno, dcido clorofenoxi e &cido
benzdico. Entre as auxinas do tipo dcido clorofenoxi, encontra-~
se o 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) cuja fdérmula ests

represent ada abajxo.

0- CH, - COOH

@ Cl

Cc1

0 2,4-D tem se mostrado altamente efetivo
para a iniciac¥o e manuten¢Fo de culturas de tecidos de viarias
espécles, incluindo-se as gramineas. Em concentrac8Bes adequa-
das, o© 2,4-D, ¢ bastante efetivo e seletivo para a maioria das
dicotiledbneas e comparativamente n3o efetivo para as monocoti-
leddneas. Como discutido por FEDTKE (1982), os efeltos causados
em plantas sensfvels devem-se a um desequilfbrio hormonal provo-
cado pelo herbicida,

S%o classificados como citocininas os com-
postos naturais ou sintéticos que promovem citocinese em células
vegetais. Os testes de divis¥o celular mais frequentemente uti-
lizados para se detectar atividade de citocinina envolvem o

crescimento de calos provenientes de medula de caule de tabaco
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(MURASHIGE & S5KOOG, 1962) e calos provenientes de cotilddones de
soja (MILLER, 1963), em uma concentrac¥o étima de auxina. Ag-—-
sim, uma substéncia é classificada como citocinina com base em
sua atividade fisioldgica, ao invés de um critério qufmico. En-
tretanto, a vasta maioria de citocininas com estrutura quimica
conhecida s%o aminopurinas com substituicZo no nitrogénio &6, co-

mo representada abaixo (HORGAN, 13984).

A primeira substfncia conhecida com ativida-
de de citocinina foi isolada de DNA de esperma autoclavado de
arenque (MILLER et al., 1856). Esta subst8ncia foi identificada
como 6~(furfurylamino) purina e foi denominada cinetina. A ci-
netina n%oc era um componente do DNA, mas derivado da quebra e
rearranjo durante a autoclavagem. BAlguns anos depois, uma cito-
cinina fol isclada a partir de sementes imaturas de Zea mays L.
© denominada zeatina (LETHAM et al., 1964). Qutras citocininas
tém sido iscladas a partir de tRNAs e tecidos vegetais (HORGAN,
19845, Além de seu efeito na divis¥o celular, as citocininas
apresentam uma série de efeitos fisloldgicos quando aplicadas
externamente a plantas inteiras, tecidosz ou 6érgdos vegetalis.

Entre esses efeitos destaca-se a interrelac%0 com auxinas na re-
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gulac®o da morfogénese (SKOOG & MILLER, 1957; WEILER & SPANIER,
1981}, estfmulo do alongamento celular e retardamento da senes-
céncia (HORGAN, 1984).

As giberelinas (GAs) constituem uma grande
famflia de dcidos diterpénicos. Como discutido por JONES e MAC-
MILLAN (1984), essas subst8ncias provavelmente t&m ocorréncia
universal em plantas superiores. . Em geral, dérg¥os reprodutivos,
tais como sementes imaturas, contém mais giberelinas do gque te-
cldos vegetativos. Segundo esses autoresz, ainda se discute se
as glberelinas promovem crescimento das plantas por influenciar
a divis®o celular ou expans¥o celular ou ambos.

0 etileno & produzido por todas as plantas
superiores e, em pequenas quantidades, Interage com outros hor-
monios vegetais, especialmente auxinas, para coordenar e regular
uma ampla variedade de processos de crescimento e desenvolvimen—
to (BEYER et a2l., 1984). £ uma substfBncia gasosa com estrutura
qufmica bastante simples, Czﬂd’ sendo derivada a partlr dos car-
bonos 3 e 4 da metionina (LIBERMAN & MAPSON, 1964). Esta con-
versdo ocorre através de um composto intermedisdrio estidvel deno-
. minado dclido 1-aminociclopropano~1-carboxflico. ¥ produzido em
todas as partes das plantas superiores (ABBELES, 1973). Como
discutido por BEYER et al. (1984), sua produg56 varia de acordo
com o tipo de tecido e estdgio de desenvolvimento. Geralmente &
sintelzado mais intensamente em tecidos meristemsticos e regiBes
nodais.

Como discutido por MILBORROW (1984), extra-

tos de plantas superiores invariavelmente conté&m intbidores do
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crescimento. Alguns compostos monofendlicos, por exemplo, pare-
cem estimular a atividade da enzima IAA oxidase, enquanto que
dcidos difendlicos parecem inibir esta atividade (NITSCH &
NITSCH, 1962). Entretanto, até o momento, o envolvimento dos
dcidos fendlicos na regulagio do crescimento n%o é bem conhecido
(MILBORROW, 1984). O ABA, por sua vez, é um Inibidor presente
em todos os tecidos de plantas vasculares examinados. ¥ trans-
portado raptdamente através do floema e de célula para célula.
Como os outros hormbnios vegetais, o ABA apresenta efeitos fi-
slioldgicos miltiplos. Tem efelito principalmente na regulacgo
dos est&matos, dorméncia de sementes, dorméncia de gemas e abs-—
cis¥o de d&rgdos (MOORE, 1979; MILBORROW, 1984).

s mecanismos de regula¢Zo dos hormbnios e
reguladores de crescimento sintéticos em plantas e culturas de
tecidos ainda s¥o decconhecidos. Em cultura de tecidos, as au-
®inas e clitocininas s%o os principals horm8nios utilizados para
a indug¥o de calos e para a difetenciacﬁo celular. Como discu-
tido por FUKUDA e KOMAMINE (1985), as auxinas geralmente induzem
elonga¢®o ou divis3o em células vegetals e s¥o um dos mals im~
portantes fatores da iniciac%o e da sequéncla de diferencliacio
em plantas superiores. Existem indica¢Bes de que nos sistemas
de cultura ”"in vitro” a inictiag3o da diferenciac3o celular é de~
terminada pela rela¢do citocininaZauxina numa ac%o cooperativa
desses dois horménios (SKOOG & MILLER, 1957; FUKUDA & KOMAMINE,
1380). N%o hd evidéncias diretas mostrando o papel primirio das
auxinas e cltocininas na diferenclacfo celular, mas tem sido re-

portado que esses hormbnios podem induzir rapidamente a expres-
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s3o de alguns genes especfficos em coleoptilos de milho (ZURFLUH
& GUILFOYLE, 1982) e células isoladas de Zinnia (FUKUDA & KOMA-
MINE, 1983). HKAcido giberdlico, dcido abscisico e etileno também
podem ter algum efeito no processo de diferenctag3o celular, co-
mo discutido por FUKUDA e KOMAMINE (1985). Além disso, estudos
sobre diferenciacfo de traquefdeos em calos de Zinnia, Partheno-
clgsug, cenoura, alface e Sinapsis indicam que outros fatores
fislcos e qufmicos, além de hormdnios, podem influenciar a dife-
renciag8o celular "in vitro”. Egses fatores s3%o: carboidratos
como, por exemnplo, sacarose (WETMORE & RIER, 1363: MINOCHA &
HALPERIN, 1974), fontes de nitrogénio inorgfnico (PHILLIPS &
DODDS, 1877), aminodcidos (ROBERTS & BABA, 1968), luz (MIZUNO et
al., 1871), temperatura (SHININGER, 1879) e pressfio osmética
(FUKUDA & KOMAMINE, 1880). Entretanto, ainda n3c foram realiza-
das andlises detalhadas dos mecanismos de acg3o de tais fatores
no processo de diferenciac¢®o de células ”in vitro”.
Considerdvels progressos tém sido feitos na
drea de cultﬁra de tecidos vegetais desde o seu Infcio, hd cerca
de 40 anos. As manipulacg®es bdsicas de um sistema de cultura
"in wvitro” incluem calos, células e protoplastos. A aquisicg3o
de novos conhecimentos nesta drea tem permitido o desenvolvimen~
to da metodologia em diferentes espécies. As aplicagBes prati-
cas da cultura "in vitro” de plantas superiores surgiram e se
desenvolveram, no infcio len£amente e depois de uma maneira ex-
plosiva. Atualmente, as principais aplica¢gBes da cultura de te-
cidos, ceélulas vegetais e protoplastos tém sido nas 4dreas de

morfologta, bioquimica, patologia e genética, incluindo-se a
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agricultura (KLEESE & DUVICK, 1980; SONDAHL et al 1983; SHARP et

al, 1984; EVANS & SHARP, 1986).

2.2. Cultura "in vitro” em gramfneas

Até had poucos. anos atrsds, as gramfneas eranm
consideradas espécies recalcitrantes no que se refere ao estabe-

lecimento de culturaz "in vitro” totipotentes (KING et al, 1978;

COCKIRG, 1978). A intensiflcag3o das pesquisas nessa drea per-
mitiu um réapido progresso, principalmente apés 1980, com a2 des-
coberta da embriogénese somidtica nessas espécies. A utilizaclo
de tecidos meristemsticos, tais como embriSes imaturos, inflo~
rescéncias Jjovens e folhas jovens, como explantes inilclatls, e
2,4-D, como principal regulador de crescimento, fo! de fundamen-—
tal importincia para a obteng3o de calos totipotentes enm gramf -
neas. Segundo VASIL & VASIL (1984), explantes de tecidos matu-
ros de gramfneas geralmente levam 3 produg¥o de calos n¥o-rege-
neraveis ou que produzem apenas rafzes.

Regenerac3c de plantags a partir de cultura
de tecidos j& foi obtida para muitas espécies de gramfneas que
apresentam importancia econ8mica (YAMADA, 1977; GREEN, 1978: VA-
SIL. et =al., 1979; VASIL, 19B5). A regenerac¢io de plantas
ocorre através de organogénese (RANGAN, 1874; NAKANO & MAEDA,
1973; SHIMADA & YAMADA, 1979; SPRINGER et al., 1979: LOUE et
al., 1985) ou embriogénese somdtica (VASIL, 1982a, b, 1983; VA-

SIL, 1986). A primeira observac3o de ocorréncia de embriogénese
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somdtica em cereals fol felta por NORSTOG (1970) em cevada, po-
rém osg embriBes somdticos n¥o regeneraram plantas., 0Os resulta-
dos obtidos para cultura de tecidos em gramfneas nos dltimos 6-7
anos sugerem que a embriogénese somidtica & a via preferencial de
regenerag¢3do "in vitro” nessas espécies (VASIL, 1985).

Us explantes, colocados em meio de cultura
contendo 2,4-D, produzem calos de colorag3o branca ou amarelada,
com aspecto opaco, compacto e, frequentemente, nodular. Esses
calos possuem organizag3o complexa, té&m sido descritos como em-
briogénicos (VASIL & VASIL, 1980, 1981a) e t&m sido obtidos a
partir de diferentes explantes e gendtipos em virias espécies de

gramineas, como por exemplo: Sorghum bicolor (DUNSTAN et =&

-

b

MAGILL, 1982: ABE & FUTSURARA, 1985); Pennisetum americanum

(VASIL & VASIL, 1981; BOTT & VASIL, 1984); Pennisetum purpureum

(HAYDU & VASIL, 1981); Panicum maximum (LU & VASIL, 1981a); Pa-

nicum miliaceum e Panicum miliare (RANGAN & VASIL, 1983): Pani-

cum bisgulcatum @ Panicum milioides (FLADUNG & HESSELBACH,

1986); Echinochloa c¢rusgalli (WANG & YAN . 1984); Sela-
ria italica (ZHI-HONG et al., 1984); Coix lacrymajobii (SUN &
CHU, 13986; PRIOLI et al., 1985); Saccharum officinarum (HO & VA-

SIL, 1983>; Triticum aestivun (SHIMADA, 1978; HADDOCK et al.,
1983; OZIAS-AKINS & VASIL, 1982); Zea mays (GREEN & PHILLIPS,
1975; LU et al., 1982); Zea diploperennis (PRIOLI et al., 1984).

Os calos de gramfneas s3c heterogéneos e a

selecg%o visual pode ser extremamente importante para manter uma
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linhagem de calos regenerdveis (NABORS et al., 1983). Esses ca-
los compactos e de organizag%o complexa, n¥o tém se mostrado
adequados= para o ecstabelecimento de culturas de células em sus-
pens3o e apenas raramente tém sido selecicnados calos com carac-
terfsticas apropriadas pera se iniciar essas culturas (VASIL,
1985).

Culturas de células em suspens¥o com capaci-
dade de regenerar plantas tém sido estabelecidas em muitas espé-
cies de anglospermas. Em gramfneas, entretanto, o estabeleci-
mento de culturas de células totipotentes em suspens3o € ainda
um fenbmeno raro (HARMS, 1982: VASIL & VASIL, 1984) . HNa majo—
ria dos casos consistem de meristemas radiculares que l{iberam
constantemente células grandes e vacucladas, que geralmente ndo
se dividem (KING et al., 1978; KING, 1980). Tais culturas n3o
s30 udteis para cultura de células e regeneraco de plantas.

Recentemente, o estabelecimento de culturas

de c&lulas em suspens@o com capacidade de embriogénese foi re-

(VASIL et al., 1983) e Zea mays L. (GREEN et al., 1983: VASIL &

VASIL, 1986).

A regenerac%o de plantas a partir de proto-
plastos em gramfneas também &, ainda, bastante diffcil ‘de ser
obt ida. Em quase todos os casos, os calos obtidos a partir de

protoplastos n%o sdo regenerdveis (DALE, 1983; VASIL, 1983; VA-

S51L, 1985). Calos embriogénicos, embriSes somsticos e plé&ntulas
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verdes foram eventualmente obtidos a partir de protoplastos iso-
lados de culturas de células em suspens3o de Pennisetum aperica-
pum (VASIL & VASIL, 13980; LORZ et al., 1981), Pannicum wmaximum

(LU et al., 1981) e Pennisetum purpureum (VASIL et al., 1983).

Em nenhum desses casos, entretanto, foi obtido sucesso na trans-
feréncia das pléntulas para o solo e desenvolvimento até a matu-
ridade. Recentemente, fol reportada a regenerag¢fo de ﬁkantas a
partir de calos provenientes de protoplastos de Orizz gativa
(ABDULLAH et al., 1986; TORIYAMA & HINATA, 1986; SHIMAMOTO et
al., 1986; FUJIMURA et al., 1986, YAMADA et al., 1986) e Saccha-
rum officinarum (VASIL et al., 1986). As plantas de arroz foram

desenvolvidas até a maturidade e algumas produziram sementes.

2.3. Cultura de tecidos, células e protoplastos de milho

0 estabelecimento de culturas de tecidos to-
tipotentes em-milho era considerado extremamente dificil até 3-4
ancs atras (LU et 2l., 1882, 19883). Regenerac®o de plantas a
partir de cultura de tecidos em milho foi descrita pela primeira
vez em 1375 por GREEN e PHILLIPS. Esses autores reportaram re-
generacgfo em calos derivados de embrifes imaturos da linhagem de
milho americana Al118. Esses resultados, entretanto, ficaram
restritos a alguns poucos gendtipos, e quase todas as Informa-
¢8es publicadas se limitavam 2 linhagem A188, a despeito do em-
penho de vérios grupos de pesquisa que iniciaram trabalhos nesta

area. Estudos realizados por SPRINGER et al. (1979) mostraranm
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evidéncias de organog@&nese nas culturas da linhagem A188. Pos-
teriormente fol descoberta a ocorréncia de embriogénese somética
em milho a partir de calos compactos de hibridos comerciais (LU
et al., 1982) e a partir de calos frisveis da }inhagem Af18
(GREEN, 1982). Desde ent¥o, novog progressos vém sendo obtidos
na area de cultura de tecidos de milho, incluindo-se a2 degscober-
ta de novos gendtipos que respondem favoravelmente as condig8es
de cultura "in vitro” (NOVEK et al., 1983; DUNCAN et al., 1985;
EARLE & GRACEN, 1985; LOUE et al., 1985; RAPELA, 1985; TOMES &
SMITH, 1985: FAHEY et al., 1986; HODGES et al., 1986; PRICLI et
al., 1985a PRIOLI & SONDAHL, 1987).

0 desenvolvimento de culturas de tecidos de
milho com capacidade de regeneracgio de plantas fol somente pos-
sfvel com a identificagBo de explantes adequados para se iniciar
os calos, defini¢3o do meio de cultura e i{dentificag3o de gend-
tipos que respondem favoravelmente 3s condi¢Bes experimentails
utilizadas.

O primeiro e, aparentemente o mais apropria-
do, explante utilizado para se iniciar culturas regeneraveis enm
milho foi embrid%o imaturo isolado de sementes cerca de 11-14
dias apds a polinizag¢¥®o, com comprimento variando entre 1,0 -
2,0 mm (GREEN & PHILLIPS, 19875). A orientacBo dos embri@es no
meio tem grande influéncia na iniciag¥o das culturas. Quando o
embriﬁo € colocado com ¢ €ixo embrionidrio em contato com o meilo
de cultura, ocorre a iniciag8c do calc a pertir do escutelo.
Quando a orientacdo & felta de modo que o escutelo figque em con~-

tato com o meio de cultura ocorre a germinag3c do embri{Zo, o que
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tmpede ou dificulta a formac%o de calo (GREEN & PHILLIPS, 1875;
GREEN, 1978; LU et al., 1982). Virios outros tecidos esporof { -
ticos té&m sido testados com relativamente pouco sucesso, tais
como mesocdtilo (HARMS et al., 1976: TORKE et a}l., 1980), espiga
imatura (MOLNAR et al., 1980}, panfcula jovem (RHODES et al.,.
1982, 1986) e glumas de flores masculinas (SUPRASANNA et al.,
1986).

Embora diferentes meios de_cultura sejam ca-
pazes de manter as culturas de tecido de milho provenientes de
diferentes tecidos esporoffticos, os meios frequentemente usadosg
sd%o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e N6 (CHU et al., 1975). 0
2,4-D como principal regulador de c¢rescimento é um componente
crftico no meio de cultura. Concentra¢8es entre 2,5-10 uM tém
se mostrado adequadas para a inicia¢¥o e manutenc3o dessas cul-
turas. As culturas s%o incubadas no escuro ou em condicles de
baixa intensidade luminosa, ou seja, aproximadamente 1,5 U.m’%

0 calo que se forma a partir do escutelo ge-
ralmente tem aspecto compacto, nodular e opaco, e possul organi;
zagdo complexa. Ocorréncia de meristemas apicals e radiculares
(SPRINGER et al., 1979; LOUE et a2l.,1985) e meristemas que se
diferencliam em embri{8es somdticos (VASIL & VASIL, 1985) foi en-
contrada nesses calos. A regeneracfo de plantas a partir dessas
culturas ocorre com a redug%o do nivel de 2,4-D ou 2 sua omiss3o
no meio de cultura. As observacBes e as andlises de culturas de
tecidos de milho de vdrios gendtipos sugerem a ocorréncia de em-—

briogénese somdtica como a principal via de regeneracgfo de plan-

tas nesta espécie (LU et al., 1982, 1983; GREEN, 1982: GREEN et
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al., 1383;: NOVKK et al., 1983; VASIL & VASIL, 1985; PRIOLI et
al., 1985; HODGES et al., 1986, PRIOLI & SONDAHL, 1987), porénm
organogénese pode também ocorrer (SPRINGER et 2]., 1979; LOUE et
al., 1985; VASIL & VASIL:; 1985; PRIOLI & SONDAHL, 1987).

Os calos compactos regenerdveis, que se ini-
clam a partir do escutelo, s3%o bastante heterog@neos e apresen-
tam alta tendéncia de germinag¢¥o dos embriles somaticos, mesmo
_quando mantidos em melo com 2,4~D, o que dificulta sua manuten-
¢¥%o em culturas de longa durag¥o. Para alguns gendtipos tem sido
possfvel selecionar setores que oriéinam diferentes linhagens de
calos. Em culturas da linhagem de milho americana B73, LOVE et
al. (1585) selecionaram calos com alta capacidade de organogéne-
se. ApSs mals de um ano de cultura, um setor de calo embriogé-
nico fol selecionado a partir desses tecidos organogénicos.

Controle genético para capacidade de indugSo
de calos embriogénicos a partir de embriBes imaturos de milho
foi observado por HODGES et al. (1985, 1986). Esses autores,
sugerem 2 existénecia de dois geneé dominantes com Interac¢3o para
controle de regenerac¥o de plantas em algumas linhagens america-
nas de milho.

Além de calos compactos com organizagZo bas-
tante complexa, ocorre em milho um outro tipo de calo que &
friavel e embriogénico (GREEN, 1982; ARMSTRONG & GREEN, 1985;
VASIL & VASIL, 1886). Caracteriza-ge por apresentér morfologia
relativamente iIndiferenciada e crescimento rdpido. Quando ob-
servados com o auxflio de um microscdplio estereoscédpico ou mi-

croscépio de varredura, numerosos pré-embrifes ou embriBes soms-
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ticos em estidgio globular podem ser reconhecidos. Com o proce-
dimento de sub-culturas a cada 15 dias, esses calos podem sger
mantidos em cultura por longos perfodos de tempo, sem alterar
sua morfologia e sem perder a capacidade de regenera¢3o (GREEN &
RHODES, 1982). 0O desenvolvimento dos embri8es somiticos segue
uma sequéncia muito semelhante 3 sequéncia de desenvolvimento
dos embri@es zigdticos, O que ocorre quando os calog g¥o trans-
feridos para meioc sem 2,4-D (GREEN, 1882).

Os calos embriogénicos friidveis s%c inicia-~
dos diretamente a partir do escutelo ou, mals frequentemente,
como setores espont@neos que surgem nos calos compactos regene-
raveis. A linhagem de milho americana A188 tem tendéncia para
produzir calos embriogé&nicos altamente fridvelis, o que tem se
repetido em virios experimentos (GREEN, 1982; GREEN et =2l.,
1983; ARMSTRONG & GREEN, 1985; KAMO & HODGES, 1986). Em 1986,
VASIL e VASIL, reportaram o estabelecimento de uma linhagem de
calo embriogénico fridvel a partir de culturas provenientes de
embri§§ imaturo de um hibrido comercial de milho denominado De-
kalb XLB2. O estabelecimento de culturas de calos embriogénicos
altamente fridveis &, ainda, um fenbmeno raro, descrito na lite~
ratura apenas para esses dols gendtipos. Aparentemente, existe
um controle genético para a produgdc desse tipo de calo, como
discutido por TOMES (1885). Aldém disso, modificacBes no meio de
cultura podem influenciar a produg3io desses calos. ARMSTRONG e
GREEN (1985), utilizando embri8es somdticos da linhagem A188,
reportaram o© efeito de L-prolina para aumentar a frequéncia de

indug¥o de calos embriogénicos fridveis e a produ¢fo de embriles
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somit icos obtidos nessas culturas. Esses resultados n3o se re-
petiram para cultura do hfbrido Dekalb XLB2 (VASIL & VASIL,
1986). Calos embriogénicos fridveis de milho té&m sido utiliza-
dos para a sele¢3o de mutantes resistentes e andlogos de aminod-
cidos (HIBBERD et al., 1980; HIBBERD & GREEN, 1982; HIBBERD,
1984; HIBBERD et 2l1., 1986) e herbicidas (ANDERSON & GEORGESON,
1986).

Os calos embriogénicos frisveis também tém
se mostrado adequados para o estabelecimento de culturas em sus-
pensdo de milho com capacidade de produzir calos e regenerar
plantas quando plaqueadas sobre melo sdlido, como reportado para
a linhagem A188 (GREEN et al., 1983; KAMO & HODGES, 1986) e para
o hibrido Dekalb XL82 (VASIL & VASIL, 1986). Apesar dos esfor¢os
nessa drea, essas 30 as unicas publicagles de sucesso em rege-
nera¢®o de plantas a partir de culturas em suspensZo de milho.

As culturas de células em suspens3o tém sido
frequentemente wutilizadas para o isclamento de protoplastos em
milho (OSWALD et al., 1977; POTRYKUS et al., 1977; GHANNON &
LIU, 1977; SHERIDAN, 1977; SANCHES de JIMENEZ et al., 1978; BRAR
et al., 1979; POLIKARPOCHKINA et al., 1979; McCORMICK, 1380;
CHOUREY & ZURAWSKI, 1981i; LUDWIG et al., 1986). Raramente em ce-
reals tem sido estabelecida uma cultura em suspens¥o adequada
para o i{solamento de protoplastos. Culturas em suspensdo tipi-
cas com populagBes de células n3o-diferenciadas, nSo-organiza-
das, com alta capacidade de divisdo e agrupadas em pequenos
agregados, porém n3o-regenerdveis, tém sido estabelecldas para

Triticum monccoccum (GAMBORG & EVELEIGH, 1968), para a variedade
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de milho Black Mexican Sweet (SHERIDAN, 1975, 1982) e para a li-
nhagem de milho B73 (POTRYKUS et al., 1977). Protoplastos podenm
ser obtidos com relativa facilidade a partir de células dessas
culturas bastante dispersas e de crescimento rdpido (POTRYKUS et
al., 1979; CHOUREY & ZURAUWSKI, 1981; LUDWIG et al., 1986). Es-
ses protoplastos, entretanto, n3o possuem capacidade de regene-
rar plantas e, como discutido por HARMS (1882), terianm pouceo uso
em genética de células somdticas.

Por ocutre lado, culturas em suspensfo hete-
rogéneas (KING et al., 1978), também n¥o tém se mostrado adequa-
das para o isolamento de protoplastos totipotentes (HARMS,
1982). N%o ha ainda, publicacg8es de isolamento de protoplastos
totipotentes de milho a partir das culturas em suspensZo da 1i-
nhagem A118 e do hfbrido Dekalb XL82 ou qualquer outra fonte de
células.

Isolamento de protoplastos a partir de calos
embriogénicos fridvelis da linhagem A188 fol repoftado por M-
BRIE-MILLIGAN e HODGES (1986). Cerca de 25% desses protoplastos
se mostraram viévé!s quando plaqueados em densidade de 1.10
protoplastos/ml. Os microcalos resultantes cresceram até 0,1 -
0,5 mm de difimetro e pararam de crescer. VASIL e VASIL (1986),
reportaram a obtencZo de calos a partir de protoplastos da cul-

turas em suspens3o estabelecida para o hibrido Dekalb XL82.
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2.4. VariacSo Somaclonal

Ha alguns anosg atrds fol observado que plan-
tas regeneradas a partir de células somdticas, utilizando-se
cultura de tecidos, n¥%o sZo geneticamente uniformes. A variabi-
lidade genética apresentada por essas plantas € denominada "va-
riacio somaclonal”. Tem sido dis;utido se a variac¥o somaclonal
resulta de varliabilidade gendtica pré-existente em células somi-
ticas (SKIRVIN & JANICK, 1976) ou se é induzida por compostos
presentes no melo de cultura (LORZ & SCOWCROFT, 1983). As pu-
blicagBes existentes na literatura sugerem que ambas origens s%o
possfveis (D'AMATO, 1986).

A varla¢3o encontrada para as plantas rege-
neradas a partir de cultura "in vitro” tem sido atribufda a uma
série de fatores, incluindo-se a fonte de explante, gendtipo da
planta, grau de organizagdo meristemdtica, compostos presentes
no meio de cultura, tdade da cultura e consequéncias cumulativas
de eventos ocorridos durante o perfode de cultura (D'AMATO,

1977; ORTON, 1983, 1984, LARKIN et al., 1985; D'AMATO, 1986;

BENZION et al., 1986, Inicialmente supunha-se que a variagio
somaclonal era decorrente principalmente de poliploidias, aneu-
ploidias e rearranjos cromossbmicos. Muitos exemplos de tals

alteraclies em plantas obtidas atravéds de cultura de tecidos fo-
ram demonstrados (D'ANATO, 1977;‘ORTON, 1983; LARKIN et al.,
1985; BENZION et al., 1986). Mais recentemente, a ansdlise de
variantes somaclonails permitiu descrever virjos outros fenBmenos

ocorrendo durante o perfodo de cultura.
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Como discutido por D'AMATO (1978) e LARKIN
et al. (1885), alteracBes numéricas de cromossomos s%o frequen-
temente observadas em culturas de tecidos vegetals e tém sido
reportadas em virlas espécles, Incluindo-se tabaco, cana-de—agu-
car, trigo, batata e milho. As aneuploidias incluem plantas mo-
noss8micas e trissémicas que s¥o \tels para a localiza¢3o de ge-

nes nos cromossomos e podem ser obtidas nessas culturas em um

tempo relativamente curto. Andlise de meiose de plantas rege-
neradags tem também mostirade a ocorréncia de Invers®es, translo-
cagBes e delegles resultantes de quebras cromossbmicas. Tem si-

do sugerido que replicag@o tardia de heterocromatina pode estar
envolvida neste fendmeno. Se a replica¢Zfo de uma regt%o do cro-
mossomo for suficientemente tardia, ocorre a formagio de ponte
seguida de quebra. £ possfvel que a alta taxa de divis¥o celu-
lar nas culturas "in vitro” acentue este fendmeno e aumente a
frequéncia de quebras (McCOY et 2]l., 1982; BENZION et al.,
19867 .

Como considerado por LARKIN et al. {13885},
invers@es cromossmicas podem ocorrer nos somaclones sem ter
efeito fenotfipico imediato, a n3oc ser que a expressio dos genes
proximos ao local de quebra seja alterada, ocorrendo, ent¥o, um
efeito de posiglo. Seguindo-se a meiose em uma invers3o peri-
céntrica heterozigota e recombinacZo da regi3o invertida, alguns
gaﬁetas teriam dele¢Bes e duplicagBes. De modo semelhante, nos
heterozigotos para invers¥o paracéntrica pode ocorrer crossing-
over na regifo invertida, forma¢3o de pontes na anédfase I e for-

mac3o de fragmentos acéntricos, com consequentes dele¢Bes em al-



31

guns gametas.

Transloca¢@es e trocas de cromat ides-frm3s
durante a melose tém sido encontradas em somacliones (LAPITAN et
al., 1984). Em estudos recentes de variag3o somaclonal para &l-
cool desfidrogenase-1 (ADH-1) em trigo, DAVIES (citado por LARKIN
et a2l., 1985) analisou segregac3o para {scenzimas ADH-1 em pro-
génies de 551 somaclones. Essas enzimas diméricas s3o codifica-
das por um conjunto de genes local{zados nos cromossomos 42, 4B
e 4D. Foram encontradas progénies com quatro doses do gene Adh-
At sendo todas as cdplas funclionals, come determinado pela in-
tensidade de bandas de isoenzimas. Essas progénies apresentavam
translocagdes entre ogs cromossomos 4A e 7B. Em somaclones de
trigo também tLé&m sido observados isocromossomos (KARP & MADDOCK,
1984) que, do mesmo modo que as translocag¢des encontradas para
ADH, s%o dtels para estudos de efeito de dosagem de genes.

Mesmo quando hibridos férteis podem ser ob-
tidos convencionalmente, a recombinagfc entre os dois genomas
pode ocorrer em baixa frequéncia, ou n3o ocorrer, o que d;ficui—
ta a transferéncia de genes desejivels. Uma aplicagBo de rear-
ranjos cromossdmicos induzidos através de cultura de tecidos se-
ria aumentar a frequéncia de introgress%o de genes exdéticos em
um genoma que se tenha Interesse (LARKIN et al., 1985).

Outro fenSmeno que pode ocorrer na variag3o
somaclonal, € o aumento da frequéncia de recombinag3o génica.
SIB!I et al. (1884) detectaram alterag®es na frequéncia de recom-
bina¢3o em locos marcadores em somaclones de tomate. Essses au-

tores usaram dois marcadores no cromossome I e dols marcadores
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no cromossomo 11. Estudos prévios haviam indicado que cada par
era separado por 20-30 uni{dades. De cada planta Fi1, um cotllé-
done fot utilizado para indug¢¥o de calos e regenerag¢o de plan-
tas e a planta fol desenvolvida para ser utilizada como contro-
le. A andlise de milhares de somaclones e plantas controle mos-
trou que a distincia entre os genes marcadores aumentou em cerca
da metade dos somaclones. Esse aumento de distsncia no mapa
genético fol ao redor de 30%, o que pode ser significativo para
se obter recobinantes desejévels para genes muito préximos (LAR-
KIN et al., 1983).

Amplificag¢i3io génica pode sger extremamente
importante para estudos de genética bdsica e melhoramento. 0
fenétipo da planta pode ser alterado de modo significativo, sem
que novas informagles gendticas sejam introduzidas. Respostas a
condi¢Bes de estresse, incluindo-se herbicidas (DONN et al.,
1984 -~ citado por LARKIN et al., 1985) podem ser alteradas atra-
vés de amplificag3o de genes jd existentes no genoma da planta.
Existem numerosos exemplbs de amplificac¢%o génica em Iinhagens
de células animals comoc resposta a press3o de sele¢¥o (SCHIMKE
et al., 1977, WAHL et 2l., 1979). Aumento da proporc¢3o de cer-
tas frac¢Bes de heterocromatina também tem sido observada quando
culturas de células vegetais s%o inicladas (DURANTE et al., 1983
~ citado por LARKIN et al., 1985). Aumento em certas classes de
DHA repetitivo foi enconirada em dihapiéiaes de Nicotina sylveg-
tris (DE PAEPE et 2l., 13982/83 - citado por LARKIN et al.,
1985). Amplificac¥o de uma tnica sequéncia génica devido a

pressfio de selegdo em cultura de células vegetais fol demonstra-
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da pela primeira vez por DONN et al. (1984). Esses autores ob-
tiveram uma linhagem de células de alfafa 20 vezes mals resis-
tente ao herbicida L-fosfinotricina, que é um inibidor competi-
tivo da enzima glutamato sintase. Essa linhagem de células
apresentou 6-7 vezes mais atividade de glutamato sintase, B ve-
zes o teor de mRNA para esta enzima e 4-11 vezes o niumero de cé-
pias do gene que codifica esta enzima.

Ocorréncia de deficiéncia de DNA também tem
sido observada em plantas regeneradas a partir de células somé-
ticas através de cultura de tecidos. Deficiéncia para um clone
de DNA repetitivo 255-rDNA foi, por exemplo, encontrada em soma-
clones de batata (LANDSMANN & UHRIG, 1985).

Um outro aspecto extremamente Interessante
da cultura de células vegetais é a aparente ativacgio de transpo-
sons, gque também s¥o denominados elementos controladores. A
primeira evidéncia ocorreu em variantes de alguns hibridos somé-
ticos de Nicotiana tabacum (EVANS et al., 1983) e um protoclione
de Nicotlana tabacum (LORZ & SCOWCROFT, 1983), que apresentaram
alta frequéncia de manchas nas folhas, associadas, em alguns ca-
sos, a variegagd®o na pigmentac¥o das flores. Mutante {nstivel
para cor das flores foil encontrado em um somaclone de alfafa
(GROOSE & BINGHAM, 1S86a, b). A planta doadora apresentava flo-
res de cor vermelha, que &€ condicionada por um gene denominante,
e possuié genctipo Cccc. O mutante era homozigoto (cccc), apre-
sentando flores brancas. 0 novo alelo recessivo, no entanto,
era de algum modo instdvel produzindo, entre 7500 flores, O0,12%

flores de cor vermelha. Explantes desse mutante foram utiliza-
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dos para reiniclar cultura de tecidos e, entre 1356 plantas re-
generadas, 23% apresentaram flores vermelhas. Portanto, a ings~-
tabtlidade desse mutante foi aumentada em condicBes de cultura
de tecidos. Estes resultados sugerem que as condi¢des de cultu-
ra in vitro” n%o apenas ativaram o gene mutador, mas também in-
duziram uma alta frequéncia de reversZo da mutacZo. Observacdes
semelhantes té&m sido, recentemente, feltas por PESCHKE et al.
(1985) em somaclones de milho UH43 x Ai188. Os genomas parentals
possuem sequénclas que reagem com probes do elemento controlador
"Activador” (Ac), mas nZo apresentam atividade alguma de Ac.
Cruzamentos testes de 301 plantas regeneradas resultaram em 56
téstes positivos para o elemento Ac. Dessas plantas, 10 apre-
sentaram atividade para o elemento controlador Ac, o que n%o foi
encontrado em plantas desenvolividas a partir de sementes. As
mesmas | inhagens de calo que produziram essas 10 plantas produ-
ziram também plantas sem atividade do Ac.

Variabilidade genética envelvendo, aparente-
mente, apenas um loco génico tem sido observada em plantas rege-
neradas a partir de cultura "in vitro”. Essas mutag8es apresen-
tam segrega¢do de acordo com o modelo manofatorial em autofecun-
dacBes e cruzamentos—-testes e foram descritas, por exemplo, em
tabace (DE PAEPE et al., 1981;: PRAT, 1983) tomate (EVANS &

SHARP, 18B3; EVANS
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.. 1984), alface (ENGLER & GROGAN,

1984), trigo (LARKIN e

e+
L]
fruen

., 1884), arroz (SUN et al., 1983 e
milho (EDALLO et al., 13881; McCOY & PHILILPS, 1982; EARLE &
GRACEN, 1885; VOODHAN & KRAMER, 1986). Alguns poucos mutantes

com modificagBes na estrutura primidria do gene, tais como alte-
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rages em bases simples ou pequenas inser¢8es no gene ou seu
promotor, t&m sido estudados. Recentemente BRETTELL et al.
(1986) fsolou um variante eletrofordético para Adh-1 em somaclo-
nes de milho. Um clone genbmico fol isolado do gene mutante
utilizando-se o clone Adh~1 pi5.1 como "probe”. Andlises com
diferentes enzimas de restriglo apresentaram resultados consis-
tentes com a hipdtese de ser esta uma mutacg3o de ponto, sem de-
legBes ou insergdes. Clonagem e sequeciamento do gene mutante
mostrou alteragBes em uma dnica base do DNA. Outra evidéncia de
mutagdo na estrutura primdria do gene & um variante de tabaco
resistante ao herbicida clorsulfuron, isolado através de selec3o
"in wvitro”. Este mutante possui{ acetolactato sintase, enzima
alvo do herbicida, altamente resistente, sem aumentar em quanti-
dade quando comparada com a enzima de plantas n%o resistentes
(CHALEFF & MAUVAIS, 13984).

AlteragBes na express%o de famflias multigé-
nicas também t&8m sido observadas em somaclones. # conheclido que
fenstipos para os quais a aﬁéiise genética e do produto génico
sugerem © controle de gene simples, podem estar, na realidade,
relacionados com pequenas famflias multigé&nicas (SCARPULLA et
al., 1982). Variabilidade gendtica para gliadinas, uma classe
de protefnas de reserva de sementes em trigo, codificada por uma
famflia multigénica, fo!l obtida por LARKIN et al. (1984) e COO-
PER et al. (1886). Hodifica#&es nas bandas déssas protefnas su-
gerem alteragBes na regulagdo da expressio dessa famflia de ge-

nes.
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Variabilidade genética observada em somaclo-
nes n3o se restringe apenas ao nidcleo. Rearranjos no genoma ci-
toplasmatico também t&m sido encontrados. Exemplos de caracte-
risticas que apresentam heranca citoplasmdtica sZ%o: wvariantes
morfolégicos em alface (SIBI, 1976, citado por LARKIN et =2al.,
1885); resisténecla 3 toxina T, macho-esterilidade e alteracdes
no padr@o de restrigZo do DNA mipocondrial em milho com cito-
plasma T (GENGENBACH et al., 1977, 1981; BRETTEL et 2)l., 1980;
UMBECK & GENGENBACH, 1983) altera¢Bes no padrio de restricfo de
DNA de cloroplasto em tomate (FLICK et al., citado por EVANS et
al., 1984); altera¢Bes no padr3o de restrig¢Zoc de DNA mitocon-
drial de batata (KEMBLE & SHEPARD, 1984); ocorréncia de macho-
estertlidade citoplasmdtica em somaclones de milho provenientes

de culturas de tecidos de plantas férteis (GRACEN & EARLE,

1885) .

Um outro fendmeno interessante ¢ a ocorrén-
cia de mutantes homozigotos em somaclones Ro, ou seja, plantas
obtidas diretamente de culturas "in vitro”. S%¥o conhecidos al-

guns exemplos, tals como, mutante anZ%o em somaclones de arroz
(GORG, 1981), alterag3o no pedicelo de tomate (EVANS & SHARP,
1983) e cor do gr3do de trigo (LARKIN et al., 1984). Alguns mu-
tantes se comportam como monogénicos em cruzamentos-testes, en-
quanto outros apresentam segrega¢fo alterada. Afnda n3o se tenm
explica¢¥o para a ocorréncia dessas muta¢®es recessivas homozi{~
gotas em somaclones RO. Algumas poderiam ser devidas a hetero-
zigose pré-existente na planta doadora. EVANS & SHARP (139837,

fnterpretaram 2 muta¢¥o homozigota ocorrida em tomate como re-



37

sultante de crossing-over mitdético.

Assim, parecem existir viarios mecanismos
responsdvels pela variag¥o somaclonal, desde mutacSes simples
envolvendo alteragBes na molécula de DNA até alteracBes cromos-
sBmicas, como rearranjos e mudancas no numero de cromossomos.

Embora o reconhecimento da variac3o somaclo-
nal seja relativamente recente, ela tem despertado o {interesse
de pesquisadores em vérias dreas da Ciéncia, principalmente em
genética e melhoramento. Além de sua importadncia para se adqui-
rir novos conhecimentos de genética bédsica, fisjoldgica e mole-
cular, a varifag¢do somaclonal tem sido avaliada quanto ao seu po-
tencial de contribui¢¥%o para o melhoramento vegetal. Alguns
exemplos recentes tém sido publicados, tais como, aumento do vi-
gor em alface (ENGLER & GROGAN, 1984), =zumento do teor de pro-
tefnas em arroz (SCHAEFFER et al., 1984), toler8Sncia 2 salinida-
de e aumento de produtividade em linho (McHUGHEN & SWARTZ,
1884), resigsténecia a Pseudononas e Altengris em tabaco (THANU-

TONG et =al., 1983, resisténcia a Fusarium em alfafa (HARTMAN et
2l., 1984) pedicelo "jointless” em tomate (EVANS & SHARP, 1983)
e algumas caracterf{sticas agrondmicas em milho (GRACEN & EARLE,

1985).

2.4.1. Varlacg¥so somaclonal em milho

Variabilidade em plantas regeneradas a par-

tir de cultura ”in vitro” tem sido reportada h3d alguns anos para
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védrias espécles (LARKIN & SCOWCROFT, 1981), incluindo-se o mi~-
lho. Poliploidia, aneuploidia e mutagBes aparentemente monog8-
nicas para endosperma e plantulas foram observadas em plantas de
milho regeneradas a partir de calos provenientes de enmbrides
imaturos (EDALLO et al., 1881; RICE, 1982; McCOY & PHILLIPS,
1382) . Com os progressos na drea de cultura de tecidos de mi-
lho, tem sido possivel, recentemente, ampliar esses estudos e
avaliar o potencial da variag¢¥o somaclonal para estudos genéti~
cos e para aplica¢¥o prédtica ac melhoramento do milho. O traba-
lho ploneiro nesta drea fol desenvolvido por EARLE & GRACEN
(1985) no Departamento de Melhoramento e Bicmetria da Universi-
dade de Cornell, USA. Esses autores utilizaram a linhagem iso-
génica de milho WiB2BN fértil e com estertilidade masculina T,C e
S. Esta é uma das linhagens utllizadas para produg3o de hfbri-
dos comerciais no Nordeste dos Estados Unidos.

Avaliagles de 88 progénies de somaclones de-
senvolvidas no campo mostraram a ocorréncia de mutantes anSes,
braqufifticos, folhas "blotch”, virescentes e estriados{ Alguns
desses mutantes eram recessivos e, segundo os autores, aparente-
mente semelhantes aqueles obtidos por EDALLO et =1. (1981), RICE
(1882) e McCOY & PHILLIPS (1982). A base gendtica desses mutan-
tes obtidos por GRACEN & EARLE (1985) n%3o foi ainda bem determi-
nada, Entretanto, foram selecionadas linhagens homozigotas de
plantas an%s, estriadas e folhas "blotch”.

Algumas progénies de somaclones W182BN apre-
sentaram variabilidade genética para caracterfsticas agrénomi~-

cas, btals como, aumento de vigor, florescimento tardio, aumento
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ou diminuig¥o da altura, perfilhamento e numero de espigas, fo-
lhas verde mals escuras e indugfo ou revers3o de esterilidade
masculina citoplasmética. AvaliacBes preliminares de hfbridos
envolvendo linhagens derfvadas de somaclones mostraram que al-~
guns desses hibridos eram significativamente mais produtivos do
que os mesmos hfbridos envolvendo a linhagem original (GRACEN &
EARLE, 1985).

Em 15986, WOODHAN & KRAMER apresentaram estu-
dos de ocorréncia de variag¢l3o somaclonal na linhagem B73, unma
das mais importantes linhagens elites de milho nos Estados Uni-
dos. Os autores obtiveram frequéncia de 35% de mutacdo em 110
somaclones, Todos os mutantes segregaram como monogénicos re-
cessivos. Foram obtidas muta¢Bes para cor de espiga e aborto de
50% de pdlen ou sementes. Os autores n3o descreveranm aval jagBes
para caracterfsticas de interesse agrondmico. Mutantes defi-
cientes em clorofila, viviparos, an@les, macho-estéreis, com es-
dosperma branco, diminui¢3o do numero de fileiras na esplga e
dimihu!c%o da altura de plantas foram observados por WILLIANS e
UIDHOLM (1986) em somaclones da linhagem FR27rhm, que € um de-
rivado da linhagem B73.

Variac3c somaclonal em linhagens americanas
de milho de pipoca foil reportado per PRIOLI & SONDAHL (1987).
Foram obtidos mutantes para caracterfsticas qualitativas, quan-
titativas e citoplasﬁéticas, tais como, deficiéncia em clorofi-
}a, braqufticos, anBes, aumento ou diminuic¥o de altura de
plantas, alterag&es em época de florescimento, esterilidade mas-

culina e aumento de vigor.
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Estudos de variag3o somaclonal em milho a
nfvel bloqufmico e molecular foram recentemente realizados. Em
1586, BRETTEL et 2l. realizaram uma avaliac¥o para ocorréncia de
mutantes de ADH-1 e ADH-2 em somaclones da linhagem A188 de mi-
lho. Fol encontrado um mutante para ADH-1 e, como anteriormente
descrito, andlises desse somaclone mostraram alterag¢3o para unm
par de bases do gene Adh-1 no exon 6. Essa mutag¥o € repons4-
vel pela substitui¢¥o de uma valina por um dcido glutSmico nessa
enzima.

Mutantes albinos, estriados e com folhas en-
rugadas e viviparos, foramrencontrados entre somaclones da 11i-
nhagem A188 (GOBEL & LORZ, 1986; GUBEL et 2l., 1986). As plan-
tas foram desenvolvidas em casa de vegetac3oc e n¥o foram feltas
avaliagOes para caracterfsticas de importincia agronbmica. Ana-
lise molecular de plantas R2 (BROWN & LORZ, 1986) mostrou dife-
rencgas significativas no estado de metilac3o do DNA.

McNAY et al. (1984) analisaram o DNA mito-
condrial de células em suspens¥o da variedade Black Mexican Swe-
et. Analise dos fragmentos de restric¢¥o produzidos por duas en-
donucleases mostraram establlidade do genoma mitocondrial nas
celulas analisadas.

Como discutido por EARLE & GRACEN (1985), os
primeirog estudos de varia¢3o somaclonal em milho J& té&m mostra-
do excelentes perspectivas para a utilizac¥o desta fonte de va-
riabllidade em trabalhos de genética bdsica e melhoramento. A

aquisi¢do de novos conhecimentos nesta dres é de fundamental im-

port@ncia para uma melhor compreensfo da natureza da variac3o



somaclonal e sua explorac¥o em milho e outras espécies.
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3. HATERIAL E METODOS

3.1. Cultura de tecidos, células ¢ protoplastos de milho

3.1.1. Capacidade de regenerag¢%o ”in vitro” em 1i{nha-

gens homozligdticas de milho.

Trinta e quatro linhagens homozigdSticas de
milho do Banco de Germoplasma do Departamento de Gendtica e Evo-
lug8o - Instituto de Biologia - Universidade Estadual de Campi -~
nas, foram avalladas quanto a capacidade de regenerac¥o de plan-
tas "in vitro”. Essas linhagens foram derivadas de nove dife-
rentes germoplasmas, como descrito na Tabela 1. Foram realiza-
dos trés experimentos independentes, iniciados em fevereiro e
maio de 1985 e fevereirc de 1986. As plantas doadoras foram de-

senvolvidas no campo, em uma drea experimental do campus da Uni-



TABELA 1: Linhagens hgmozisétiﬁaﬁ de milho avaliadas quanto & capacidade de
generacao de plantas "in vikro®.

LINHAGEH

Cat 109-1
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Raga Tuxpehon
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Cubano 12,5%
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Populacso Tuxpefio 87,57 + #o5 12,572
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i
i
i
|
FH
i
i
11
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i
1

Flint

(Tipodflint

- -
- -
- -

(Tipoi}flint

* sugary
(Iipoz Dente
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# Raga aubtdctone de milho flint adaptada zo sul da Costa AtlEntica do Brasil.
*#% Raga de nilho dente adaptado = baixas altitudes da Costa Atlantica do México.
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versidade Estadual de Campinas. Espigas de plantas autofecunda-
das foram coletadas 10-13 dias apds polinizac3o e esterilizadas
durante 20 min. com solug¢3o de hipoclorito de sddio 0,75% con-
tendo 1 gota/ 100 ml de Tween-20 e enxaguadas duas vezes com
dgua destilada e esterilizada. Enmbri%es imaturos (1,0-1,5 mm de
comprimento) foram retirados das sementes, sob um microscdpio
estereoscépico (8 x), com o auxflio de um estilete de ponta ar-
redondada (Figura 1) e ent%o utilizados para indu¢3o de calos
(GREEN & PHILLIPS, 1975). Os embri8es foram imediatamente colo-
cados sobre meio de cultura sdélido (Figura 2) de indug3o e manu-
tencdc de calos, contendo sais N6 (CHU et al, 1975), glicina (2
mg/1), ttamina~HCl (15 uM), dcido nicotfnico (7,5 uM), piridoxi-
na (7.5 uM), inositel (550 uM), sacarose (3% e 6%), 2,4-D (2,5
uM e 10 uM) e gelrite (Kelco Co.) (2,3 g/1). O pH fol ajustado
para 5,8 antes dos meios serem autoclavados. As culturas foranm
mantidas no escuro dentro de caixas de madeira cobertas com te-
cido preto (Figura 3), em c8mara com temperatura de 28+ 1°c e
sub-culturas foram feltas a cada 15-20 dias. 0Os calos foran
avaliados quanto & capacidade de produzir embriBes som#éticos pe-
lo menos duas vezes no perfodo de 10 a 35 dias de cultura em
melo com 2,4-D. A utilizac3o de um microscdpio estereoscdpico
{magnificag¢do 8x) facillitou o reconhecimente dos embriSes somsd-
ticos. Us calos que produziram embri8es somidticos foram consi-
derados embrlogénicos e aqueles que n%o produziram embriSes so-
maticos foram considerados n¥o-embriogénicos. Nos casos em que
houve didvidas quanto 2 ocorréncia de embriBes somiaticos verda-

deiros ou apenas estruturas nodulares semelhantes ao escutelo
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desses enmbrides, o calo foi considerado n¥o-embriogénico. Um
calo embriogénico tfipico estd representado na Figura 11.

Para os trés experimentos (fevereiro/1985,
malo/1985 e fevereiro/1986) fol utilizado o delineamento intei-
ramente casuallzado no modelo fatorial com trés repeticBes por
tratamento. Cada repeticdo consistiu de 20 enmbriBes Iimaturos
colocados scobre 25 ml de melo de cultura em uma placa de Petrld
pléastica (100 mm de difSmetro x 15 mm de altura). No primeiro
experimento, Inictado em fevereiro/1985, foram utilizados dois
meios de indug¢3o e manutenc¥o de calos contendo 2,4-D (10 uM),
que diferiam apenas no teor de sacarose (3% e 6X). Nos-dois ou-
tros experimentos foram utilizados quatro meios de cultura con-
tendo: 2,4 -D (2,5 uM) + sacarose (3%), 2,4-D (2,5 uM) + sacaro-—

se (&%), 2,4-D (10 uM) + sacarose (3%) e 2,4-D (10 uM¥) + gacaro-

se (6%). Apenas as vinte linhagens que apresentaram capacidade
de regeneracdo foram utilizadas nas andlises estatfsticas. A
1/2

transformag3o (x + 1/2), onde x é o numero de calos embriogénicos
induzidos a partir de embrides imaturﬁs, foi wutilizada nessas
andlises (STEEL & TORRIE, 1880). Foram realfzadas andlises de
varidncia para og trés experimentos em conjunto e separadamente.

Apds 20-35 dias em melio de Indu¢Zo o8 em-
brites somdticos foram {solados individualmente ou em pequenos
grupos (5-8 embridles) e transferidos para frascos (150 ml) con-
tendo meio de regenera¢3o consistinto de sais MS (HUﬁASHIGE &
SK00G, 18623, tiamina-HCl (15 uM), dcido nicotinico (7,5 uM),
piridoxina (7,5 uM), sacarose (2%) e gelrite (2,3 g/l1). NZo fo-

ram utillzados reguladores de crescimento no meio de regenera-
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iras foram mantidas em c3mara de crescimento (Figura

ara 14 horas de fotoperfodo (125 uE. m
o

8+ 1 C,

s“% e tem~-

Avaliagles para produ¢do de plantulas fo~

»elo menos trés vezes no intervalo de 5-35 dias enm

D. Fol feita andlise de correlacdo entre o numero

riogénicos em melo com 2,4-D e mimero de calos que

yI3ntulas em melo sem 2,4-D. As pléntulas (6-8 cm

obtidas apds 10-20 dias a partir dos calos, foranm

para frascos de vidro (350 ml) contendo de

melo

consistindo de metade da concentracfo de sais NS,

2}, vitaminas e gelrite (2,0 g/l)., Apds 10-15 dias

‘escimento as pléntulas foram colocadas em vaso (500
vermiculita, regadas com solug®o de Hoagland e man-~

li¢Bes de alta umidade por 5-8 dias. Apds esta fase

de

tendo terra

tranferidas ¢

3.1

TRONG & GREE

aclimatag3c as pléntulas foram transferidas para vasos

con-—

e mantidas em casas de vegetag®o ou ent3o foram

ara o campo.

.2. Calos embriogénicos fridveis.

Calos embriogénicos compactos, opacos e mor-

fologicamente complexos, que t&m sido denominados Tipo | (ARMS-
N, 1985}, obtidos a partir de embri8es imaturos de
linhagens homozigdticas de milho (Cat 100-1, Cat 100-86,

quatro
Cat 100-8, Tu

culturas de 1

xMNo~1), foram utilizados para o esgtabelecimento de

onga duragdo.

Regifes desses calos que eram alta-
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mente embriogénicas e que apregentavam aspecto menos compacto e
opaco foram consideradas adequadas para a derivag%o de calos
embricgénicog frlivels e semi~-fridveis, de crescimento riédpido,
denominados Tipo Il ( ARMSTRONG & GREEN, 1885 ). As linhagens
acima referidas foram escolhidas, com exceg¥o da Cat 100-1, com
base na tendéncia dos calos para produzirem os setores em ques-
t¥o. Os calos foram transferidos para melo de manutengZo de ca-
iog friadvels contendo sais N6, tiaminazs-HC!] (15 uM), &dcido nico-
tfnico (7,5 uM), piridoxina (7,5 uM), fnositol (550 uM), glici-
na (2mg/1), sacarose (3%), 2,4-D (5,0 uM e 10 uM) e gelrite (2,3
g/l). As sub-culturas foram feltas a cada 15 dlas e ogs calos
foram mantidos no escuro em temperatura de 281'100. Os calos
fridveis e semi-fridvels foram transferidos para meio de regene-
ragic contendo ou nBo cinetina (10 uM). Foram utilizadas duas
concentrag¢des de sacarose (2% e B6%), no melo de regeneragdo. No
meio contendo =sacarose 6%, os calos foram mantidos por apenas
10~-20 dias e, entZo, transferidos para o meioc contendo este agu-
car na concentrac¢3o de 2%. As pléntulas obtidas no meio de re-
generagdo foram transferlidas para meio de crescimento e poste-

riormente para vermiculita e solo.

3.1.3. Cultura de células em suspens¥o.

Calos embriogénicos fridveis das linhagens
Cat 100~1, e TuxMo-1l, foram utilizados para iniciar culturas de

células em suspensBo. OUs calos foram colocados em erlemmyers
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(250 ml> contendo meio lfquido, em uma densidade de 2g de peso
fresco de calo por 100 ml de mefo, e mantidos no escuro sob agi-
tagde (150 rpm). Os melos de cultura utilizados consistiram de:
1) Sais M5, tiamina-HCl (15 uM), dcido nicotfnico (7,5 uM), pi-
ridoxina (7,5 uK), biotina (0,5 mg/l), &clido midlico (100 mg/l),
ABA (0,1 uM), 2,4-D (10, 20, 40 e 80 uM), IAA (O e 10 uM), saca-
rose (15 %), glicose (0,5%), L-glutamina (100 mg/1), L-asparagi-
na (50 mg/l), L-arginina (50 mg/1) e L-glicina (10 mg/l1); 2)

Sals MS, excluindo-se os compostos KNO_, e NH ,NO tiamina-HC]

3 473"
(15 uM), &dcldo nicotfnico (7,5 uM), piridoxina (7,5 uM), biotina
(0,5 mgr/1), dclido milico (100 mg/1), ABA (0,1 uM), 2,4-D (10 uM
e 20 uM), IAA (O e 10 uM), sacarose (15 g/1), glicose (5 g/1),
L-glutamina (800 mg/1), L-asparagina (250 mg/1), L-arginina (200
mg/l1) e L-glicina (75 mg/1). Sub-culturas foram feltas inicial-
mente a cada 3 dias escorrendo-se o meio de cultura e subst]-
tuindo-o por meio fresco. Apds 25-30 dias as sub-culturas pas-
saram a ser feitas a cada 7 dias apenas com a adi¢3o de melo
fresco. Apds dois, trés e quatro meses, amostras das culturas
foram flltradas, utilizando-se filtros com poros de 250 um de
dismetro e colocadas sobre meio sélido de manutencZo de calos
fridveis, como descrito anteriormente. Os calos,assim  obtidos
foram mantidos no mesmo melo com sub-culturas a cada 15 dias.

Para se obter a regenerag¢¥o de plantas, estes calos foram trans-

feridos para © mesmo meic sem 2,4-D.

3.1.4. Isclamento e cultura de protoplastos
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Calos embriogénicos fridveis e células en
suspensdo das linhagens Cat 100-6 e TuxMo-1, foram utlilizados
para o (isolamento de protoplastos. 0Us calos e as células em
suspensdoc foram colocados em melo de incuba¢3o contendo sals N6,
tiamina-HCl (15 uM), dcido nicotfnico (7,5 uM), piridoxina (7,5
uM), glicina (2 mg/1), glutamina (0,1 g/l1), 2,4-D (10 uM), clo-
reto de calcio (0,05 M), sacarose (0,01 M) e glicose (0,02 N).

Este melo possuil osmolaridade aproximada de 0,660 OUs/Kg H20 e

-3
densidade especi{fica aproximada de 1,036 g.cm . O pH fol ajus-
tado para 5,6 e o meio fol filtrado (filtro 0,4 um). Apdés 30
min., gquando as células jd se tornaram plasmolisadas, fol adi-

cionada uma soluc3o enzimidtica consistindo de celulase 0,5%,
1,04 ou 2% (Cellulysin - Calbiochem Behring Corp.), macerase
0,5%, 1,0% ou 2% (Macero-Calbiochem Behring Corp.), pectoliase
O, 5%, 1,0% cu 2% (Pectolyase Y-23, Seishin Pharmaucetical Co.
Ltd.), tampZo MES (3 mM), e o0 mesmo meio de incuba¢Zo descrito
anteriormente. DrpH foi ajustado para 5,6 e 2 soluco enziméti-
ca foi filtrada (filtro 0,4 um). A incubac¢3o fol feita no escu-
ro durante 4 horas, sob agitagZo lenta, em temperatura de 28° C.
Ds protoplastos assim obtidos foram separados por filtraclo
(filtro 75 um) e flutuados através de centrifuga¢do a 40 x g du-
rante 5 min. em melo com osmolaridade aproximada de 0,68 Os/Kg
H20 e densidade especf{fica aproximéda de 1,08g. cm_q Este meio
contém sals N&, tiamina-HCl (15 uM), glicina (2mg/1), glutamina
(0,1 g/1) 2,4 D (10 uM), cloreto de cdlcio (0,005 M) e sacarose

(0,58 M. O pH foi ajustado para 5,8 e o melo fFo! filtrado
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(filtro 0,4 um). Sob estas condicBes os protoplastos que flutua-
ram no topo da solugfo, foram coletados com uma pipeta Pasteur e
lavados novamente, repetindo-se o procedimento descrito. Para
retirar o excesso de sacaroge fol adlcionada solu¢io de cloreto
de c3lcio & suspens¥o de protoplastos 2:1 (v/v). ApSs centrifu-~
gacdo a 40 x g durante 5 minutos os protoplastos sedimentados
foram ressuspendidos em melo de cultura com osmolaridade aproxi-
mada de 0,5 Os/Kg H20. Este melo de cultura é constitufdo por
sais N6, tiamina-HCl (15 uM), dcido nicotfnico (7,5 uM), pirido-
xina (7,5 uM) glicina (2 mg/l), cloreto de cdlcio (0,005 M),
inositol (550 uM), glutamina (0,1 g/1), manitol (0,1 M), sacaro-
se (30 g/l), glicose (30 g/l1), dgua de cbco (20 ml/l) e 2,4-D
(10 uM)., A suspensdo de protoplastos fof cultivada em pequenas
gotas de melo de cultura contidas em placas de Petrt plésticas

(50 mm de didmetro x 15 mm altural.

3.2. Hicrogcopla 6ptica e eletrénica de calos de wmilho,

Com o objetivo de estudar alguns aspectos
histeoldgicos e citoldgicos de calos embriogé8nicos Tipe I] de mi-
lhe, amostras (1-2 mm de di2metro) de calos semi-fridveis e
fridvetis das llinhagens Cat 100-1 e TuxMo-1, mantidos em melo com
2;4-D (10 uM), foram fixados com glutaraldeido 4% em tamp¥o ca-
codilato de sdéddio 0,1 M (pH 7,5) durante 4 h a é)C. A seguir,
as amostras foram lavadas durante 15 horas (2x30min. e 1x14h) en

tampdo cacodilato de sddio 0,1M (pH 7,4) e pds-fixadas com 0Us04
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e}
(0,5%) no mesmo tamp¥o por 12 horas a 4 C. Os espécimes foram

ent¥o lavados com dgua destilada durante 15h (2x30 min. e 1xl14
h). Contrastac3o "in bloco” fol feita com acetato de uranila 2%
em tamp¥o maleato de sdédio 0,05M (pH 6,0) durante 2-5h (KAR-
NOVSKY, 1967). Posteriormente, as amostras foram lavadas em
dgua destilada (3x15min. e 2x30min) e desidratadas em gradiente
de acetona, como se segue: 30% - 10 min., 50% - 10 min., 70% -~
20 min., 100% - 2x30 min. e 1x60 min. A inclusSo foi feita em
mistura Epon/Araldite (MOLLENHAUER, 1964), seguindo-se a compo-
si¢¥o: Epon 812 (25%), anidrido dedecenilsuccinico (DDSAY (35%),
Araldite 6005 (15%), dibutil ftalato (DBP) (0,5%) e Dbenzildime-
tilamina (BDHA)Y (4,5%). Como solvente para esta mistura, utfili-
zou-ge acetona nas seguintes proporc¢8es resina : acetona: 1:3 -~
15 min. 1:1 - 50 min. e 3:1 - 12 h. As amostras foram ent3o in-
clufdas em resina pura, que foi peolimerizada a 3 C durante 24
h. e SOCb durante 48h,

Cortes ultra-finos (60-30nm) para microsco-
pia eletrdnica foram obtidos com navalhas de vidro em ultrami-
crétomo Porter—-Blum MT-1. Os cortes foram montados em telinhas
de cobre e contrastados com citrado de chumbo (REYNOLDS, 1963).
As micrografias eletrdnicas foram obtidas em um microscdpio ele-
trdénico Zeiss EH-10.

Cortes semi-finos (1-2 um) para microscopia
éptica foram obtidos com.navalhas de vidro em ultramicrdtomo
Porter Blum MT-1. Os cortes foram colocados sobre uma l&mina de
vidro para microscopla e tratados com dcido periddico 1% durante

5 min. Apdés lavagem com dgua, os cortes foram corados com azul
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de toluidina (0,5%), em soclu¢¥o de bdrax (1%).

Para estudos de nucléclo, amostras de calos
embriogénicos fridvels da linhagem Cat 100-1 foram submetidag a
método de Iimpregnacfio por prata descrito por RISUENO et al.
(1973). As amostras foram fixadas em solug¢do aquosa de formal-

defdo (10%) e hidroquinona (1%) na propor¢3o 1:1 (v/v) durante

90 min. A seguir, foram lavadas em &gua destilada (3 x 30

min.) e, ent¥o, imersas em solucg¥o de nitrato de prata (2%), on-
o)

de permaneceram por 16 h a 70 C, em condig¢Bes de escuro. Apds

serem lavadas com dgua destilada (30 min.), os calos foram nova-

mente colocados na soluglo fixadora anteriormente descrita du-

rante 1 h. e depois lavados em &dgus destilada (30 min.). Fot,
entdo, felta uma (mers¥ioc em dcido acético 45% (20~30 min.), se-
guida pelo esmagamento dos calos. A lamfnula foi retirada com

aplicagdo de nitrogénioc liquide. A seguir, as amostras foram
desidratadas com etanol e foil feita a montagem das l&minas com
Bilsamo do Canadid,

Reacdo de Feulgen fol realizada para calos
fixados em etanol~-acético 3:1 (v/v). Esses calos foram hidroli-
sados por 1 h. e 30 min. com HCl 4N 3 temperatura ambiente, se-
guindo-se a metodologia utilizada por VIDAL et al. (1984). Apds
a aplicacdo do Reativo de Schiff, os calos foram esmagados e as
lamfnulas retiradas com nitrogénio lfquido. A seguir, as amos-—
tras foram desidratadas com etanol e fol feilta a montagem com

Balsamo do Canadsa.
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3.3. Heranca da capacidade de regenerac3o ”"in vitro”.

0 controle genético da capacidade de indugdo
de calos embriogénicos a partir de embriles Iimaturos de milho
foi estudado em quatro conjuntos familials (Tabela 2) envolvendo
duas linhagens que nos experimentos anterformente descritos
apresentaram alta capacidade de regenerag3o (Cat 100-1, Cat
100~8) e cinco linhagens que n%o apresentaram capacidade de re-
generacdo (Tux 100-1, Tux 100-5, Tux 100-8 e Tux 100-14). Cada
conjunto familial fol constitufdo pelas linhagens parentals L1 e
1.2, pelo sgeu cruzamento L1 x L2, pela geraglo F2 do c¢ruzamento
L1 x L2, obtido por asutofecundac¢do (L1 x L2)A, e pelos retrocru-
zamentos envolvendo os dois parentals (L1 2 L2) % L1 e (L1 x
L2 = LZ2. As plantas doadoras foram desenvolvidas no campo.
Embr ides imaturos (1,0 -1,5 mm de comprimento) foram retirados
de pelo menos cinco espligas de cada gendtipo e colocados sobre
meic de Indug¢Zo de calos contendo sais N6, glicina (2 mg/l),
tiamina-HCl (135 uM), dcido nicotinice (7,5 uM), piridoxlna (7,5
uMy, inositol {550 uM), sacarose (3% e 6%), 2,4-D (7,5 uMH) e
gelrite (2,3 g7/1). O pH foil ajustado para 5,8 antes dos meios
serem autoclavados. Foram incoculados 20 embri@es imaturos por
placa de Petri. O nuimero total de embrifes utilizados para cada
gendétipo e tratamento estd descrito nas Tabelas 4~7. As cultu-
ras foram mantidas no escuro em temperatura de 28+ 1°C e apds 15
dias, foram transferidas para condigfes de luz. No intervalo de
10-35 dias em meio com 2,4-D as culturas foram avaliados quanto

3 indug¥o de calos com capacidade de produzir embriles somdt i~
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. Conjuntos familiais de milho utilizadas para avalia-

¢¥o da capacidade de regeneracdo de plantas ”"in vitro”. 0O paren-
tal representado 3 esquerda fol utilizadc como fémea.

1 - Linhagens parentals e cruzamentos

11

i

f#

1.

2.

3.

4.

Cat 100-1 x Tux 100-8
Cat 100-8 x Tux 100-5
Cat 100-8 x Tux 100-14

Cat 100-8 » Tux 100-1

Constitul¢¥o dos conjuntos

Conjuntos 1 ~ 3 Conjunto 4

L1 L1

L2 L2

L1 = L2 L1 = L2

L2 x L1 (L1 x L2> &
(L1 = L2) A (L1 x L2) x L1
(L2 =< L1} A (LI = L2) = L2

(L1 = L2) = L1
1.1 = (L1 % L2)
(L1 % L2y % L2
L2 » (L1 x L2
(L2 = L1) x L1
L1 = (L2 x L1)
(L2 x L1 x L2
L? % (L2 x L1

Linhagem parental 1

Linhagem parental 2

Autofecundacio
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cos, como anteriormente descrito,
Para as andlises estat{sticas forzm utilizados:
(1) Teste de qul-quadrado. (2) Teste de homogeneidade de acordo

com BRANDT-SKREDECOR (SCOSSIROLI, 1962).

3.4. Variaclo somaclonal em linhagens homozigéticas de mi-

tho

3.4.1. Somaclonesg.

Progénies (Rl e R2) de plantas RO, regeneradas a
partir de calos Tipo I e Tipo Il de milho, foram avaliadas quan-
to & ocorréncia de variabilidade genética. Esta avaliacg3o foi
feita para as linhagens Cat 100-1 (152 somaclones RQ), Cat 100-8

(28 somaclones RO) e Ast-1 (23 somaclones RO). As plantas RO

foram desenvolvidas no campo ou em casa de vegetac¥o e, sempre
que possivel, foram autofecundadas ou ent3o cruzadas com a 1i-
nhagem original. As progénies (Rl e R2) foram desenvolvidag no

campo durante os verSes 1984/1385 e 1385/1986.

3.4.2. Variac3o somaclonal.

Plantas regeneradas RO e progénies Rl e R2

foram avaliadas quanto & ocorréncia de variac8es morfoldgicas,




R s R BT

Ao 470
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defictiéncia em clorofila, alteracBes de endosperma, macho-este-~
rilidade, aciumulo de aminodcidos e alteracBes em polipeptfdeos

de zefna,

3.4.2.1. Avaliac3o dos somaclones no campo.

As progénies R! e R2 de somaclones foram de-
senvolvidas no campo, em ums srean experimental irrigada, no cam-
pus da Universidade Estadual de Campinas. Os plantios foram
feitos nos meses de outubro de 1985 e outubro e dezembro de
1986, em linhas de 10m, com espagamento de 1inm entre as linhas.
Foram plantadas 50 sementes de cada somaclone por linha. O0Os so-
maclones foram avallados quanto 3 ocorréncia de variacGes gené-
ticas que pudessem ter Interesse do ponto de vista agrondmico e
de estudos de genética bdsica, tals como, mutantes para morfolo-
gia da planta, macho~e$teri}idade, deficiéncia em clorofila, al-
teracBes de endosperma, época de florescimento e vigor,

Os mutantes foram autofecundados e cruzados
com a linhagem original e com Plantas-irm3s de mesma progénie.
Aqueles que apresentaram macho-esterilidade foram cruzados com a
linhagem original e tambén com linhagens testadoras para alguns

tipos de esterilidade masculina citoplasmética.

3.4.2.2. Determinac¥o de pigmentos fotossintd

ticos.
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Determinag¢@es de clorofila total, clorofilas
a e b e carotendides totails foram reallzadas para pl8ntulas nor-
mals e mutantes deflicientes em clorofila. As pléntulas foram
desenvolvidas no campo e em cimara de crescimento com temperatu-
ra de 28:t16C, fotoperfodo de 14 horas e {luminac¥o artificial
de l8mpadas fluorescentes e incandescentes (20 : 1 W) com Inten-
sidade luminosa de aproximadamente 30 lux. Amostras de folhas
(2,0g) foram coletadas cinco dias apds a emerg8ncia das plantu-
las e imediatamente utilizadas para a determinac¥o de pigmentos
fotossintdéticos.

Para a determina¢¥o de clorofila, as folhas
foram homogeneizadas em acetona fria 80% (v/v) e o extrato cen-
trifugado durante 5 min. a 15 xg. Imediatamente apés a centri-
fugacdo o sobrenadante foi{ utilizado para medidas de absorb8ncia
a 645nm e 663nm, realizadas em um espectofotdmetro. Para as de-
terminag8es de cloroefila total fol utilizada a equagdo de ARNON

(18438), como se segue:
Clorofila total (mg/1) = 20,2 D645 + 8,02 D663

Para a determina¢¥o de carotendides totals,
os pigmentos fotossintéticos dissolvidos em acetona foram trans-
feridos para hexano em um funil de separa¢¥o, com a adig3o de
NaCl 10% . (0 extrato assim obtido fol saponificado em solucBo
metandlica de KOH 10% (1:1) por um perfodo de 16-18 horas a

temperatura ambiente (RODRIGUEZ et al., 1976), no escuro, em at-~
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mosfera de nitrogénio. Apds a saponificac®o o extrato foi Java-
do com NaCl 10% até eliminar a soluc3o alcalina. A seguir, fol
realizada a leftura espectofotométrica dos carotendides dissol-

vidos em hexano com reglstro do espectro de absor¢3o em compri-

mentos de onda entre 400-500nm (DAVIES, 19763,

3.4.2.3. Andlise de aminoacidos 1ivres.

Foi realizada uma avaliacio preliminar para
ocorréncla de variagBes qualitativas e quantitativas de aminoca-
cidos em B85 plantas regeneradas das linhagens Cat 100-1, Cat
100-8 e Ast-1, através de cromatografia em camada delgada de ex-
tratos de espiguetas (DIEDRICH, 1984; AZEVEDO & ARRUDA, 1985).
Foram utilizadas espiguetas de plantas da linhagem original, so-
maclones RO e, ocasionalmente, de somaclones R1, coletadas da
raqut logo apds a exposi¢H¥o da panfcula e antes da antese. Os
aminodcidos foram extfafdos macerando-se uma espigueta em 50 ul
de dgua destlilada em tubo ”eppendorf”. As amostras assim mace-
radas foram centrifugadas a 15000 xg durante 10 min. e © sobre-
nadante fol utilizado para as andlises de aminodcidos. As cro-
matografias em camada delgada de extratos de aminoicidos foram
realizadas utilizando~se placas (20%20 cm) de sflica gel ¢ Tipo
60 (MERCK) e celulose "Powder D Natufal” (RIEDEL) na proporg3o
2:5 (p/p) com 0,5 mm de espessura. Para cada placa os compostos
foram misturados em 27 ml de dgua destilada e agitados durante

10 min. A segulr, esta mistura fol aplicada em placas de vidro
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utilizando~se um aplicador apropriado. As placas foram pré-ati-
vadas através de aquecimento a 100°C por 30 min, e ent3¥o foranm
aplicados 10 wul de extrato de cada amostra, num total de 23
amostras por placa. Placas assim preparadas foram utillizadas
para cromatografia em cubas previamente saturadas por 30 min.
com solvente contendo d4lcool butflico normal, acetona, hidrdéxido
de ambnia e &dgua destilada (50:50:25:10). Apds 90-120min. as
placas foram retiradas das cubas e mantidas durante 72 h em es-—
tufa a 4000 com ventilacBo. Soluc¢¥o de ninidrina (0,2%) em ace-
tona fol utllizada para revelag¢3o dos cromatogramas. A identi-
ficagdo dos aminodcidos presentes nas bandas obtidas nos croma-
togramas fol feita com base em co-cromatografias com padr8es de
L-prelina, L-treonina, L-alanina, L-lisina, L-fenilalanina, L~
dcido glut@mico, L-glutamina, L-asparagina, L-valina, L-histidi-
na e L-triptofano. As variacBes para esses aminodcidos foram
determinadas com base no padr3o e intensidade das bandas dos

aminodcidos dos somaclones comparados com 2 linhagem original,

3.4.2.4. Anédlise de polipeptfdeos de zefna.

Sementes R1 de 104 somaclones da linhagem
Cat 100-1 e sementes da linhagem Cat 100-1 foram avaliadasg quan-—
to 2 ocorréncia de alteragBes em polipeptfideos de zerlna ﬁresen~
tes no endosperma. Fol utilizada a metodologia descrita por
WILSON (1984) para focalizag3o iscelétrica de zefna em gel de

agarose. Em uma avaliac¢¥o preliminar foil utilizada uma mistura
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de amostras de endosperma pulverizado de 7 sementes R1 de cada
somaclone. Avaliag¥o de endosperma de sementes individuais fol
realizada apenas para os somaclones que apresentaram variac¥o
para polipeptideos de zelna. Apds separac¢¥o através de focall-
zag¥0 isoelétrica, os polipeptideos alterados foram submetidos a
eletroforese em PAGE-SDS de acordo com LAEMMLI (1970) e WILSON

(dados n3o publicados).

Extracdc de zefna. Amostras de endosperma
foram obtidas através de perfuracSes do mesmo com auxilio de uma
furadeira elétrica fixada em um suporte (OTTOBONI, 1985). Cerca
de 50 mg de endosperma pulverizado foram misturados com 55% de
2-isopropanol em dgua (v/v) contendo 2-mercaptoetanoc! (1%). Fol
utilizada a proporc3o 1:5 endosperma/solvente. A mistura fol
mantida em tubos "eppendorf” por 15-18 horas a temperatura am-
biente para extrac¥ de zefna e, ent¥o, centrifugada a 15000xg
durante 3 min. em uma microcentrf{fuga. Amostras do sobrenadante

foram aplicadas em gel de agarose-uréia.

Gel de agarose-uréia. A preparacio, do gel
de agarose-uréla para focalizac8o isceldtrica seguiu as recomen-
dacBes gerals de preparacio de géis de agarose descritas por
RIGHETTI (1983) e em publicac¢Bes da FMC Corporation (SARAVIS &
COOK, 19r%9). Seguindo-se a metodologia descrita por WILSON
(1984), o gel consistiu de agarose IsoGel (FMC) (1%), anfdélito
(FHC) pH 5,0-8,0 (1,6%), anfdélito (FMC) pH 3,5-9,5 (0,4%), urdia

(5H) e ditiotreitol (0.002M). A agarose foi derretida sob agi-
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tac%io em 15 ml de 4gua 92-95°C em um tubo de ensaio em banho-ma-
ria e resfriada a SO—BSCE. A seguir, adiclionou-ge a uréia, o
ditiotreijtol e, por dltimo, os anfdélitos, sempre sob aglitag3o,
0 volume fol completado para 25 ml com a adiglo de 4gua.

A solug¥o do gel a2inda morna fo! aplicada
entre duas folhas de suporte GelBond (FMC) aderidas a duas pla-
cas de vidro. As folhas do GelBond foram dispostas de modo a
deixar exposta a face hidrofflica em uma folha e a face hidro-
fébica na outra, separadas por fitas de borracha (0,75 mm de es-
pessura/ 10mm de largura) em forma de U. As dimens®es finals do
gel foram 115 x 235 x 0,75 mm. Prendedores de papel foram utf-
lizados para prender as placas de vidro com o GelBond. 0 gel
foi mantido no refrigerador por pelo menos 15-18 horas. A se-
guir, as placas foram separadas delicadamente de modo que o gel
ficou aderido & face hidrofflica do GelBond. Antes de ser colo-
cado no aparelho para focalizag¥o iscelétrica, o excesso de dgua

do gel foi retirado com o auxflio de papel de filtro.

Aplicac¥o da amostra. Para a aplicag8o das
amostras fol utilizada uma fita de borracha flexivel {(0,5mm de
largura/15 mm de espessura), na qual foram abertos buracos de 2
X 3mm ou 2 x 7 mmou 2 x 12 mm. A fita fol colocada sobre o
gel, proxima do &nodo. A face em contato com o gel, fol coberta
com.dleo de silicone para impedir vazamento de amostras (RADOLA,
1380). Amostras de 2 ul ou 4 ul ou 5 ul foram aplicadas nos es-
pacos abertos da fita de borracha. Quando esses buracosg eram de

2 x 3mm, foi possfvel aplicar um total de 42 amostras de um uni-
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co gel. As amostras foram aplicadas a 25 mm do Snodo.

Focalizag3¥o 1soelétrica. Fol utilizado um
aparelho de focaliza¢¥o isoelétrica construfdo em acrflico, 1i¢-
gado a uma fonte de alta voltagem (Squant Instruments, Inc.).
Conjuntos de tiras de papel de germinac¢do (4-5 tiras de 4-5 mm
de largura/s/23,5 cm de comprimento) foram embebidas nos eletrséli~
tos. Fot utilizado RaOH (1M) como eletrdlito do citodo e Jdcido
acético (0,05 M) como eletrdlito do 8Snodo. O excesso de eletrdé~
lito foil removido com papel fiitro e as tiras foram colocadas
nas regifes terminais do gel.

A fogalizacﬁo fol iniciada com 200V (volta-
gem constante) durante 15min. A corrente elétrica fo! ent3o,
interrompida por alguns poucos minutos para a reltirada da fita
de borracha uttilizada para a aplicac%o das amostras. A segulir,
fol aplicada uma voltagem de 600V/20U durante 20 min., gue de-
peois fol aumentada para 1000V e assim mantida por 40-45 min,.

Apds a focalizacg3o, o gel, ainda aderido 36
GelBond, foi fixado em 150 ml de uma mistura de &cido acético
(5% e &cido triclorocacético (3%), sob a agitag3o lenta. Apds
ih o fixador fol trocado e apds 30 min. o gel foi lavado com
agua. Foram utilizados papel de filtro e um secador de cabelo
para secar o gel (SARAVIS & COOK, 1979). Apds a remoc¥o do pa-
pel de filtro o gel foi fixado novamente por mais 1 hora e coré—
do com uma solu¢¥o contendo 5 ml de Coomassie blue R(1%) em nme-
tanol, adicionados a 95 ml de metanol/scido acético/dgua (20:10;:

70 wv/v), durante 15 min.. A solugdo corante foi retirada e
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substitufda pelo mesmo solvente que agiu com descorante por 10
min, Para secar o gel ainda aderido ao Gelbond fo! novamente
utilizado um secador de cabelo. 0Os géis foranm fotografados com
filme Kodak Panatomic-x utilizando-se filtro amarelo (Y (k2] )

ou com filme ektachrome 100 ASA.
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4. RESULTADRQS

4.1. Cultura de tecidosz, célulaz e protoplastos de milho.

4.1.1. Capacidade de regenerac%o "in vitro” em 1inha-

gens homozigdticas.

Os embri@es imaturos (Figura 5) das trinta e
quatro linhagens de milho produziram calos a partir do escutelo
em todos os meios de cultura utilizados. ApGs 4-5 dias em cul-
tura, observou-se aumento de tamanho do escuteloc e o desenvolvi-
mento de um tecido nodular, que iniciou-se na porg3o terminal do
escutelo ende.se encontra a coleorriza (Figura 6). Este tecido
proliferou-se rapidamente ocupando, dentro de 7-10 dias, toda a
superficie do escutelo. Formaram-se, assim, calos com aspecto

nodul ar e quase sempre opaco, acompanhados, muitas vezes, de unm
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infcio de crescimento do coleoptilo do embri3o imaturo, que ces-
sou ap6s 2-10 mm ( Figura 7). Quando nZo fol produzido calo, o
escutelo aumentou de tamanho, conservando o seu aspecto opaco ou
tornando-se transliscido (Figura 8). Mesmo mantidos em mefo de
cultura, esses "escutelos” n¥%o produziram calos e, apés 2-3 sub-
culturas, tornaram-se escuros e morreram. Além dos calos produ-
zidos a partir do escutelo, fol tambdm cbzervado, com alta fre-
quéncia, o desenvolvimento de calos a partir do eixo embrions-
rio. Esses calos produzidos simultaneamente ou n¥o aocs calos do
escutelo eram sempre moles, n3o-regenerdveis, com aspecto aquoso
e ndo—granular,tinham tendéncia de produzir rafzes (Figura 9) e
quase sempre adquiriam cor escura e morriam apds 2-3 semanas.
Calos aparentemente mais compactos e com crescimento um pouco
mais lento foram observados nos meios de cultura cohtendo &% de
sacarose, comparados com aqueles desenvolvidos em meios contendo
3% deste acucar.

Foram observadas diferencas entre as linha-
gens homozigdticas de milho quanto 2 morfologia e capacidade de
regeneracdo dos calos provenientes do escutelo. Na Figura 10
estd representado um calo compacto e nodular tipico que n¥o pos-

suif capacidade de produzir embriBes somsticos e de regenerar

plantas. Este foi o tipo de calo mais comum observado em todos
os meios de cultura para as linhagens que n¥o apresentaram capa-
cidade de regenera¢fc de plantas, Esses calos foranm capazes de

crescer e foram mantidos durante algumas subculturas, porém nZo
regeneraram plantas. Os calos embriogénicos, por sua vez, pude-

ram ser reconhecidos pelo desenvolvimento de embriBes somdt { cos



FIGURAS 5-10., EmbriZo imaturo de milho e formac®o de calos a
partir do escutelo em meio de cultura N6 suplementado com 2,4-D.
Figura 5. EmbriSo {maturo recém-inoculado no meio de cultura.
20X. Figura 6. Embri%o imaturo 4 dias apds a inoculac¥o. Notar
desenvolvimento de tecido nodular na por¢%o terminal do escutelo
onde se encontra a coleorriza. 14X. Figura 7. Calos embriogéni-
cos compactos e opacos (Tipo 1) da linhagem Cat 100-1, 18 dias
apdés a inoculagBo. Notar colecptilo do embri%o imaturo (seta)
4,5X%. Figura 8. Escutelo de um embri{%o imaturo sem capaclidade
de produzir calo, 30 dias apds a inoculago. Notar o sumento de
volume, o aspecto translidcido e a altera¢¥o da forma do escute-
lo. 10X. Figura 9. Calos formados a partir do eixo embrionirio
de embriBes imaturos da linhagem Cat 100-5. Notar o extensivo
desenvolvimento de rafzes 4 X. Figura 10. Calo compacto, opa-
co, nodular e n3o-embriogénico da linhagem Cyd-1, 30 dias apds a
inoculag¥o. Esse tipo de calo pode ser mantido durante poucas

subculturas, mas n¥o é capaz de regenerar plantas. 5 X.
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7-15 dias apds a itnoculag3o. J4A nos experimentos preliminares
foi observado que a utllizac%o de embriBes imaturos com 1,0-2,0
mm de comprimento ¢ um fator crftico para a Indug¢%o de calos em-
briogénicos nos gendtipos utilizados. Na maioria das }linhagens,
o desenvolvimento dos embri3es somdticos ocorreu rapidamente e,
ainda em meifo com 2,4-D, produziram estruturas semelhantes ao

escutelo de embri8es zigdticos, seguldas pelo desenvolvimento de

coleoptilos. Apds 15-20 dias de cultura, foram observados em-
briBes somdticos em diferentes estdglos de diferenciag¥o, dis-
tribufdos por toda a superficie do calo (Figuras 7 e 11). 0 es-

cutelo desses embriSes tinham uma forte tendéncia de prolifera-
¢3o secunddria associada a produc®o de novos embrifSes somaticos.
Em alguns casos foram observados embriBes atfpicos, com dots ou
majis coleoptilos. Nas avaliacBes dos calos, em meio com e senm
2,4-D, ao microscdplo estereoscdéptico n%o foram encontrados seto-
res com capaclidade de desenvolver gemas apicais n3o associadas a
estruturas embriondrias, ou seja, com capacidade de organocgéne-~
se. Entretanto, a presenca de e@briﬁes somat icos ocupando to-
talmente ou quase totalmente esses calos era bastante evidente
(Figura 11). Assim, estes calos foram denominados embriogén{-
ces. Apenas duas linhagens apresentaram tend&ncia de produzir
calos semi-fridveis (Cat 100-8 & TuxMo-1) ou frisvels {TuxHo-113,
logo nos primeiros estdgios de (nducgZo, ou seja, 8-15 dias apds
inoculag3o. Neste caso, os embriBes somiticos permaneceram emn

estadgioc globular, enquanto mantidos em mefo com 2,4-D.
Com a transferéncia dos calos embriocgénicos

para melo sem 2,4-D e presenga de luz, ocorreu germinag¥®o dos
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embr iSes somaticos, de modo semelhante aos embrifes zigéticos.
A técnica de isolar os embri8es somidticos Individualmente ou en
pequenos grupos (5 a B embrifies) e transferf-los para meio sem
2,4-D permitiu uma boa germinac¥o (Figura 12) e alta frequéncia
de recuperac¢doc de pléntulas. Este procedimento fol muito mais
eficiente do que a transferéncia de pedagos grandes de calos em~
bricgénicos para meio de regenera¢3o. Em meio, contendo 2,5 ul
de 2,4-~D ocorreu germina¢¥o precoce dos embriSes somdticos en
vérios gendtipos (Cat 100-1, Cat 100-2, Cat 100-3, Cat 100-6,
Cat 100-8, Cat 853-1, Cat 85-2, Cat 85-3, TuxTe 50-1, TuxTe 50-4
e Tux 100-2). O nivel mais alto de 2,4-D (10 uM) foi suficiente
para retardar a germinac¥o dos embri@es em todas as linhagens, o
que parece ter permitido um melhor desenvolvimento dos mesmos.
A frequéncia de germinag¥o dos embri%es somiticos e produgc¥o de
pléntulas fol consideravelmente alta na maioria dos calos em-
briogénices, quando transferidos para melo de regenerag®o (Figu-
ra 13). Entretanto, a recuperag¢3o de plintulas era sempre con-
siderévelmente menor quando os embrifes que j3d apresentavam co-
leoptilo eram mantidos por mais de uma semana em meio com 2,4-D.
Foi observada deformac¥o dos embriBes somdticos em germinac3o
com sumento de tamanho do escutelo e inibi¢3o do desenvolvimento
do coleoptilo e/ou railz, quando estes eram mantidos por mais de
8-10 dias em meio com 2,4-D. Calos embriogénicos compactos (Ti-
pe 1) de quase todas as linhagens com capacidade de regeneracg3o
tiveram uma forte tendéncia de desenvolvimento e germina¢do dos
embrifes somdticos, o que dificultou muito sua manutencio em

culturas de longa durag3o. Sub-culturas a cada 10-15 dias com



Figura 11, Calo embriogénico Tipoe I da linhagem Cat 100-1, 18
dias apds inoculag%o em melo N6 suplementado com 2,4-D (10 uM) e
sacarose (3%), mantido em condig¢Bes de escuro. Notar a presenga
de numerosos enmbrifes somaticos (se), com desenvolvimentio de es-

cutelo (8) e, em muitos casos, de coleoptilos (c). 100X.

Figura 12, EmbriSes somdticos de calos Tipo 1 da linhagem Cat
100~1, B dias apés transferéncia para meio sem 2,4-D e presenga
de luz. Notar o desenvolvimento de raiz e coleoptilo (c). ©HNesta
fase os embrifes somdticos ainda permanecem agregados. (s) escu-

telo. 120X.
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transferéncia de pequenos setores embriogénicos de calos para
meic fresco auxiliaram a manutenc¥o de alguns calos durante v&-
rios meses.

Um bom crescimento e desenvolvimento das
plantas regeneradas fo{ obtido quando estas foram transferidas
com O5-8 cm de altura do melo de regenera¢ifo (Figura 13) para
melo de crescimento (Figura 14), que contém apenas metade da
concentragdo de sais MS. O enraizamento das plantulas foi, apa-
renteﬁente, melhor em meio contendo gelrite do que em meio con-
tendo agar. Apds 10-20 dias as pl8ntulas foram transferidas pa-
ra vasos contendo vermiculita e regadas com solugio de Hoagland.
Condi¢3o de alta umidade durante og primeiros 5-10 dias em vaso
fol essenclial para a sobrevivéncia das plantulas. Apés esta fa-
se de aclimag3o, as plantas puderam ser desenvolvidas normalmen-
te em condi¢Bes de campo ou em casa de vegetagZo (Figuras 15 e
163,

As avaliagBes das trinta e quatro Ilinhagens
homo#igdticas de milho quanto a capacidade de regeneragfo de
plantas a partir de calos provenientes de embri®es imaturos fo-
ram feitas, como descrito em Material e Hétodos, em tré&s dife-
rentes épocas. As plantas doadoras desenvolvidas durante os ve-
res de 1985 e 1986, portanto dentro da estacdo adequada de
plantio desta espécie no Egtado de S%o Paulo, apresentaram exce-
lente desenvolvimento. Entretanto, as plantas desenvolvidas du-
rante o outono de 1985, portanto fora da época normal de plantio
de milho, apresentaram um acentuado decréscimo de vigor, a des-

peito dos culdados com as condi¢Bes de campo a que foram subme-
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tidas, incluindo-se irrigag¢3o. O desenvolvimento dos embrides
imaturo nestas plantas foji mais lento e, por isso, foram coleta-
dos com 17-18 dias apds a polinizac¥%o, quando apresentavan
1,0-1,5 mm de comprimento.

Nag andlises de variéncia foram Iinclufdas
apenas as linhagens que produziram calos c¢om capaclidade de rege-
neracdo, num total de 20. As 14 linhagens restantes n3%o apre-
sentaram capacidade de produ¢3o de calos embriogénicos ou rara-
mente produziram calos, com baixa capacidade embriogénica, ou
seja, produgio de 1-5 embriBes somiticos apenas. A maioria des-
ses embriBes somdticos n¥Ho produziu plantulas quando transferi-
dos para meilo de regenera¢Zo. HNa Tabela 3 estZo apresentados os
resultados obtidos para induglo de calos embriogénicos em todas
as linhagens utllizadas. Como pode ser observado, a maloria das
linhagens que n¥o apresentaram capacidade de regenerag3c s3o
originadas de germoplasma Tuxpefilo. As linhagens Tux 100-1, Tux
100-3, Tux 100-4, Tux 100-5, Tux 100-6 e Cyd~1, produziram calos
bastante nodulares, que se desenvolveram bem nos meios de cultu-
ra utilizados, porém n3oc foram capazes de regenerar plantas.

Para a andlise de variincia com tré&s fato-
res, ou seja, genotipos, épocas e meios de cultura, apenas os
melos contendo 2,4-D (10 uM) & sacarose (3% e 6%) foram conside-
rados. Os resultados desta andlise e dos testes de média estio
apresentados no Quadro 1. Como pode ser constatado, as [linha-
gens com capacidade de regenerac¢fio utilizadas neste estudo dife-
rem significativamente entre si. Também existe uma diferenca

significativa entre os meios de cultura contendo 2,4-D (10 uM) e
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Tabela 3. Frequéncia de indu¢3o de calos embriogénicos a partir de em-
brides imaturos de 34 linhagens homozigdticas de milho. Foram wutili-
zados meios de cultura Né suplementados com 2,4-D (10 uM) e sacarose
(3% e &%) em trés experimentos independentes. Foram inoculados 240 em-
brides de cada gendtipo em cada ewperimento.

Bendtipo  _____________ Calos embrioagoicns $%) . ____
Fevereiro/1985 Haio/1985 Fevereiro/1984
Cat {00~ BO.8 a 90,8 a 20,90 a
-2 30,9 abedet 34,7 abcd 29,1 be
-3 48,3 abcd 46,9 abc 89,2 a
-4 i2,9 dets 17,5 cde 28,3 bcod
-5 o g ¢ g 8.7 d
-5 NT 13,9 52,8
-7 39,2 abcde ¢ e 16,6 cd
-8 45,0 abcd 47,5 abcde 82,1 a
Cat 85- 73,3 a 79,2 ab 38, ab
-2 45,8 abcd 52,9 abc 15,0 cd
-3 95,8 abc 86,¢ ab 33,3 abc
Eto~-1i 2 o 6
TuxTe 50-1 24,2 bcdelyg 27,5 bed 34,2 abc
- 4,0 2 @
-3 i7.5 cdefg 28,3 bed 38,3 abc
-4 51,46 abed 2.2 de 71,7 ab
Ast—-4 47,5 abed 39,1 sbed 35,90 abc
TunPec~1 4,2 ¥g 13,3 cde 19,2 cd
-1 su@2 6,7 efg 25,9 cde 14,2 ed
Cyd-1 @ 5,0 8
TuxMo-4 42,% ab 38,3 abed 25,8 bed
Tuxi¢d-i 5,0 ] )
- 35,8 abcde 15,0 cde 33,3 b
~3 o ¢ 2
-4 & B &
-3 ) ) ]
-4 9 ] ¢
~7 @ @ @
~8 o @ 8
-9 9 ) &
-i¢ 14,2 defg 19,0 de 12,5 4
-14 ) ] 8
-12 e o o
) ] 2

Médias seguidas pela mesma letra n3o diterem siagnificativamente, an
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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sacarose (33X e 6X). A resposta média dos genétipos n¥o difere
significativanente nas trés diferentes épocas em que os experi-
mentos foram realizadog. Entretanto, foil constatada interac3o
entre gendtipos e épocas. Esta fol a untca interag¥o significa~
‘tiva encontrada, iIndicando que a respostas das linhagens para

produ¢do de calos embriogénicos foil distinta entre as trés d&po-

cag. Conslderando-se esses resultados, os gendétipos foram com-
parados dentro de cada época. As diferengas entre as Iinhagens
dentro das trés épocas estZo apresentadas no Quadro 1. O expe-

rimento Iniclado em fevereiro/1985 fol o que melhor discriminou
os gendétipog quanto & capacidade de regenerag®o, com a formagZ3o
de 7 grupos de linhagens. Nog experimentos iniciados em
maio/1985 e fevereiro/1986, foi possfvel discriminar 5 e 3 gru-
pos de 1linhagens, respectivamente. Assim, embora n¥%o tenham
ocorrido diferencag significativas entre as médias das trés épo-
cas, as respostas das linhagens, quando comparadas entre si, fol
significativa dentro das épocas, efeito responsdvel pela inter-
¢¥%o significativa de gendtipo x ambilente j4 comentado.

Nos experimentos inctados em maio/1885 e fe-
vareiro/1986, aldm do nivel de 10 ul & 2,4-D, foi tambdm testado
o nfvel de 2,5 ul desse regulador de crescimento. Assim, a res-
posta dos gendtipos frente a esses quatro diferentes nmelos de
cultura foi analisada dentro de cada uma das tré&s épocas. Como
pode ser observado nos Quadros 2-4, as linhagens diferem signi-
ficativamente entre =i dentro das tré&s épocas, como mostrado pe-
lo teste de F para fevereiro/1885 (21,77), mnalo/ 1985 (25,94) e

fevereiro/1986 (27,78). Também foram constatadas diferencas
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significativas entre os mefos de cultura em todas asg épocas.
Como mostrado nos quadros 2 e 3, o meio de cultura contendo 10
ul de 2,4-D e 6X de sacarose fol o que deu, em média, a melhor
resposta para a indug¥o de calos com capacidade de regenerar
plantas, seguldo pelo meio contendo 10 uM de 2,4-D e 3% sacaro-
se. A utilizag3o de meios contendo 2,5 uM de 2,4-D alterou pou-
co a resposta média das )linhagens no experimento iniciado =2
maio/1385 (Quadro 2 e 3). No experimento iniciado em feverei-
ro/1886 ocorreu interacg3o entre gendtipos e melos (Quadro 4), o
que n3%o fol constatado nas duas épocas anteriores. Assim, fol
feito um desdcbramento da interacio gendtipo x meio dentro da
época fevereiro/13986., Os resultados mostraram que, quando com-
parados dentro de cada gendétipo, os melos diferiram gignificati-
vamente entre si para a metade das linhagens utilizadas. Por~
tanto, nesta época, algumas linhagens produziram frequéncias de
calos embriogénicos significativamente diferentes nes melos de
cultura contendo 2,4-D (2,5 uM e 10 uM) e sacarocse (3% e 6%). 0
mesmo n¥o fol observado no experimento iniciado en maio/1985,
quando esses melios de cultura foramrutiiizados.

Considerando-se que os quadrados médios para
gendtipos dentro de todos os melos fol significativo, os gendéti-
pos foram comparados dentro de cada melio (Quadro 4). HNeste ex-
perimento, os meios que melhor discriminaram os gendtipos quanto
a3 capacidade de indug¥o de calos embrogénicos foram aqueles con-
tendo 6% de sacarose. A frequéncié malor de indu¢Zo de calos
ocorreu, em média, no meio contendo 10 uM de 2,4-D e 6% de saca-

rose, de modo semelhante ao observado nos experimentos anterio-
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res. Um fato a ser destacado nesta época, é a resposta apresgen-
tada pela linhagem Cat 100-5 nos quatro diferentes meios de cul-
tura. Como mostrado no Quadro 4, esta linhagem apresentou alta

frequéncia de induc3o de calos regenerdveis nos meios contendo
2,5 uM de 2,4-D, posicionando-se no primeiro grupo de !inhagens.

Quande os mefos contendo 10 uM de 2,4-D foram utilizados, a
frequéncia de Indug¢3o de calos regenerdvels desse gendtipo calu.
acentuadamente, de tal modo que deu a plor resposta nesses
melos. Nasg épocas anteriores, a linhagem Cat-100-5 n3o produziu

calos com capacidade de regeneragio.

Algumas linhagens apresentaram alta frequén-
cta de produg¥o de calos embriogénicos em todas ag épocas, sem
variar muijto esta resposta. ¥ o caso, por exemplo, das 1inha-
gens Cat 100-1, Cat 100-3, Cat 100-8, Cat 85-3, Cat 85-1, e
Ast-1. Outras, entretanto, mantiveranm frequéncias mais baixas
de indug¥o de calos embriog@nicos nos trés experimentos, como
por exemplo, as linhagens Cat 100-5, TuxPc-1, TuxPc-1 suo2? e Tux
100-10. Todas as linhagens que possuem semente flint apresenta-
ram capacidade de regenerac¢¥o. Entre estas, as linhagens origi-
nadas de germoplasma Cateto tiveram tendéncia de se situarem en-
tre as frequéncias mais altas de inducfo de calos embriogénicos.
A  linhagem Cat 100-1 apresentou a melhor resposta em todos os
experimentos. Entre as linhagens derivadas de germoplasma Tux-
pefio, apenas duas (Tux 100-2 e Tux 100-3) apresentaram capacida-
de de indug¥o de calos embriogénicos = partir do escutelo.

Os coeflicientes de variac3o dos experimentos

real izados em fevereiro/1985, maio/1985 o fevereiro/1986 foram
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fuadro 2 . Andlise de vari2ncia com dois fatores (gendtipos e melos) e
médias do experimento realizado em maio/1985 para induglo de calos em-
briog8nicos em linhagens homozigdtcas de milho. Foram utilizados
melios de R6 contendo 2.4-D (2,5 uM e 10 uM) & sacarcoge (3% & 6%X). 8
experimento fol fatorlal em delineamento Inteiramente casualizado, com
tré&s repeticlBes e vinte observa¢Bes por parcela. Os dados foram
transformados em (x + 1/2)V2,

=Bl S T N N L S S e e e S T T I T T N T I I T I T T T R RN T T O N e I
F.V G.L 5.4 Q.M F
GENSTIPOS () 19 213,4630 15,2349 25,94 %%
HEIOS (M) 3 7.6272 2,5424 5,87 k%
M x G 57 20,1924 ¢, 3543 0,82 NS
ERRO ieC £3,3019 0,4331
TOTAL 239 310,5845
cv (%) 28.63

Gendt ipos Hedlas

Cat 100-1 4,22

Cat. 85-3 3,980

Cat 85-1 3,58

Cat 100-8 3,20

Cat 100-3 2,96

Cat 85-2 2,85
TuxHto-1 2,76

Cat 100-2 2,52
Ast—1 Z,48

TuxTe 50-3 2,32
TuxPc~1isuoc? 1,92

TuxPc—-1 . 1,76
Cat 100~& 1.75

Tux 100-2 1.63
Cat. 100-4 1,60

Tux 100-10 1,55
Tuxte 50-4 1.46

TuxTe 50-1 1,20
Cat 100-5 0,71
Cat 100-7 C,71

NS HN¥o significativo, ao nfvel de 5X de probabllidade, pelo teste F.

*k Significativo, ao nfvel de 1% de probabilidade, pelo testes F.
Médias seguidas pela mesma barra n¥o diferem significativamente,
ao nivel de 5% de probabtlidade, pelo teste de Tukey.
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QUADRO 2 . Andlise de varifincia com dols fatores (gendtipos e meios de
cultura) do experimento reallizado em fevereiro/1985 para Induc3o de
calos embriogénicos em linhagens homozigdticas de milho. Foram utili-
zados meios de cultura N6 contendo 2,4-D (2,5 uM e 10 uM) e sacarose
(3% & 6%). 0O delineamento uti{lizado fol! Inteiramente casuallzado, com
trés repeticBes e vinte asbservacfes por parcela. Os dados foram
transformados em (x + 1/2)V/2,

F.V. G.L 5.0 g.M. F
GENASTIPOS (G) 18 101,1185 5,6177 21,7759 k%
MEIOS 1 22,2546 2,5424 8,7395 %X
G x M i8 4,7573 00,2643 1,03 HS
ERROD 76 19,6063 00,4331 00,2580
TOTAL 113 127,7367
CvV (%) 19,63

Melos Hédias
2,4-D (10 uM) + sacarose (6%) 2,59
2,4-D (10 uM) + sacarose (3%) 2,33

NS NZFo significativo, ac nfvel de 5% de probabllidade, pelo teste F.
XX Significativo, ao nfvel de 1X de probabilidade, pelo teste F.
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QUADRDO 4. Andlise de vari8ncia com dois fatores (gendtipos e meios de
cultural), e médias do experimento reallizado em fevereiro/1986 para in-
dug¥o de calos embriogénicos em linhagens homozigéticas de milho. Fo-
ram wutilizados meios de cultura N6 suplementadosm com 2,4-D (2,53 uM e
10 uM) e smacarose (3% e 6%), Fol utilizade delineamente intelramente
casualizado com trés repeticBes & vinte observaclies por parcela. OUs
dados foram transformados em (x + 1/2)V/2

F.V G.L 5.0 Q.M F
GEHSTIPOS (G) 19 134,0173 7,0536 27,78 kX
MEIO (M) 3 10,9701 3,6567 14,40 %%
G x M 57 67,2234 1,1794 4,65 k%
M/Cat 100-1 3 1,2391 00,4130 1,63 HS
M/Cat 100-2 3 00,7885 0,2628 1,04 NS
H/Cat 100-3 3 14,6285 41,8762 19,21 %%
M/Cat 100-4 3 9,4261 3,1420 12,37 X%
H/Cat 100-5 3 3,4512 3,1504 12,41 %%
Ms/Cat 100-6 3 11,3833 3,79435 14,95 %%
M/Cat 100-7 3 5,6559 1,8853 7,43 %k
M/Cat 100-8B 2 0,6224 0,2075 0,82 NS
H/Cat 85-1 3 65,7348 ' 2,2449 8,84 %kx
M/Cat B85-2 3 ©,7801 0,2600 1,02 KNS
MsCat B85-3 3 00,2250 0,0750 0,30 NS
M/TuxTe 50-1 3 0,8107 0,2702 1,13 NS
M/TuxTe 50-3 3 0,5382 00,1794 0,71 NS
M/TuxTe 50-4 3 2,5037 0,B83456 3,23 %
M/Ast~1 3 4,4838 1,4946 5,89 %%k
M/ TuxPc-1 3 1,84560 00,6153 2,42 NS
M/TuxPc-1suo?2 3 0,1158 ©,0386 0,15 NS
H/TuxMo-1 3 2,9363 0,9788 2,86 %
M/Tux 100-2 3 33,0242 1,0081 3,97 %%
M/Tux 100-10 3 1,0001 0,3334 1,31 NS
G/M1 18 37,2014 1,9580 7,71 k%
G/M2 19 53,5825 2,8201 11,11 %%
G/M3 19 58, 5627 33,0823 12,14 %%
G/N4 19 51,8947 2,7313 10,76 k%
ERRO 160 40,6223 0,2539
TOTAL 239 £252,8337
ev %) 19,89

continua ...
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Cont. Quadro 4.

MEDIAS
Bendtipos / Mi Gendtipos / M2 Gendtiros / M3 Gendtipos / NA
Cat 1e9-4 4,02 TuxTe 56-14 3,98 Cat 160-3 4,30 Cat 100-1 4,53
Cat ieds-8 3,89 Cat 100-8 3,89 Cat $100-6 4,26 Cat 1900-8 4,38
TuxMo-1 3,24 Cat 1¢0-{ 3,62 Cat 1¢0-8 4,18 Cat 100-3 4,26
Cat 199-5 3,19 Cat 1090-7 3,92 TuxTe50-4 4,05 Cat {00-&4 4,22
TuxTe 50-4 2,90 TuxMo—-1 3,82 Cat 100-4 4,02 TuxTe 30-4 3,62
Cat 85-3 2,60 Cat 100-5 2,97 Ast-1 2,97 Tux 1008-2 3,14
‘Cat ie0-4 2,54 TuxTe S50-3 2,78 Cat 89-3 2,79 Cat 85-4 2,92
TuxTe 56~-1 2,40 Tux 1068-2 2,98 Cat 85~1 2,74 TuxTe S0-§ 2,91
Cat fed-2 2,34 TuxPe-1i 2.54 Tuxte 503 2,45 TuxTe S0-3 2,88
Tuxte 5¢-3 2,32 Cat 85-3 2,41 Cat 10¢-2 2,39 Cat i¢e-4 2,78 1}
Cat 1¢0-7 2.32 TuxTe S8-1i 2,23 TuxTe 50-1 2,33 TunHo-i 2,47
Cat 85-4 2,04 Cat 1¢0-2 2,11 Tux 190-2 2,03 Cat ig0-2 2,60
Cat 160-2 1,93 Cat 180-4 2,1t Cat 160-4 2,00 Cat B85-3 2,95
Tux $100-2 .86 Cat 100-3 i,84 TuxMo~1 1,93 Ast-4 2,46
Ast-4 1,76 TuxPc~isuo?2 1,446 Tux 160-i9 1,94 TuxPe~1 2,41
TuxPc~4 1,76 Ast-4 1,39 Cat 1¢90-7 i,86 Cat i09-7 2,85
Tux i20-i0 1,74 Cat 085-2 1,34 TuxPc—isuo2 1,84 Cat 85-2 2,04
TuxPec~1suc? §,48 ; Tux {0¢-i0 §,18 TuxPc-t 1,464 TurPc~fisuo? 1,72
fat 85-2 1,56 Cat 85-% 1,00 Cat g5-2 1,546 Tux i¢0~i6 1,39
Cat 1¢0-4 0,74 Cat 109-4 9,74 Cab 1¢6-5 £,35 Cat 1e9-5 1,27

NS HN3o significativo, ao nivel de %% de probabilidade, pelo teste F.

% Signiticativo, a0 nivel de S¥% de probalidade, pelo teste F.

%% Significativo, ao nivel de 1% de probalidade, pelo teste F.

Medias seguldas pela mesma barra nic diferem, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey.

Mi Heio 2,4-D (2,5 uM} + sacarose (3%}

M2 Meio 2,4-D (2,9 uM) + sacarose (&%)

M3 Meio 2,4-D (19 uM) + sacarose {3%)

M4 Helo 2,4-0 (4@ uM) + sacarvse (&%)
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Tabela 4. Correlag3o entre frequéncia de calos embricgénicos de 1li-
nhagens homozigdlicas de milho avaliados ao microscépio estereoscdpico
(magnificas3o Bx) em meio contendo 2,4-D e mimero de calos que produ-
ziram plantulas em meio de regeneraglo, em um total de 200 casos. Ca-
da caso consistiu de 60 calos em tratamentos de 2.4-D (2,5 uM ou 18
uM) + sacarose (3% ou &%), em trés experimentos independentes.

Exper inento Meio de Coeficiente
Cultura de Correlacfo
Fevereiro/85 m3 8,7i8
m4 2,899
Maia/B5 mi 6,979
ma 0,9462
n3 @,?43
nd 9,981
Fevereiro/83 mi 0,933
wme 4,895
m3 0,734
1 6,943
TOTAL 0.9364

(2,5 uM) + sacarose (3%3.

mi Meio de cultura 2,4-D
4-D (2,5 uM) + sacarose (64).
;4D
;4-D

2
me HMeio de cultura 2
m3 Melio de cultura 2
md HMeio de cultura 2

{106 uM)} + sacarose (3%},
(8@ uM) + sacarose (6%).
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relativamente altos, ou seja, 19,63%, 28,65% e 193,89%, respect!{-
vamente, apesar no ndmero alto de embriSes por placa e das repe-
ti¢Ses. Este fato pode demonstrar a dificuldade que ainda exlis-
te de se controlar os védrios fatores que induzem variabilidade
nesse ﬁipo de experimentac¢do.

A correla¢3o entre frequéncias de calos em-
briogénicos avaliados em meio contendo 2,4-D e numerc de calos
que produziram pléntulas em mefo sem 2,4-D para os trés experi-
mentos foi 0,336%%X. Como mostrado na Tabela 4, houve uma alta
uniformidade de resposta para esta correlag¢%o nog diferentes ex-

perimentos @ melos de cultura,

4.1.2. Calos embriogénicos fridvels e semi-frisvelis.

Calos embriogénicos Tipo I, fridvets e/ou
semi-friadveis, foram selecionados para as linhagens Cat 100-1,
Cat 100-6, Cat 100-8 e TuxMo~1 (Figuras 17-19 e 21-23). 0Os ca-
los fridvels caracterizaram-se por sua alta friabilidade, homo-
geneidade, crescimento rdpido, produ¢g3o de numerosos embrides
somdticos (Figuras 17-27) que n3o se desenvolveram em meio com
2,4-D e, em geral, alta capacidade de regenerag¢fo de plantas.
Ao microscépfc estereoscdpico € possivel verificar que esses ca-
los s%o0, aparentemente, constituldos principalmente prdé-embriSes
geralmente ndo conectados entre si, o que provavelmente determi-
na sua alta friabilidade. A principal caracterfstica que dis-

tingue og calos fridveis dos semi-fridveis & a natureza mails
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compacta desses ultimos. Nos calos semi-fridveis da linhagenm
Cat 100-1 os pré-embriBes s¥o relativamente grandes e, em alguns
casos, sd¥o aparentemente interligados como observado ao micros-—
cépio estereoscdédpico. Por outro lado, as estruturas que se as-
semelham a pré-embriBes nos calos semi-fridvels das outras 14~
nhagens de milho s3o visivelmente interconectadas. Aparentemen-—
te, essas caracterfsticas determinam a natureza mais compacta
dos calos consi{derados semi-fridveis. O0Os calos fridvels e semi-
frigveis foram produzidos diretamente 2 partir do escutelo en
culturas primadrias {(Cat 100-6, Cat 100-8 e TuxMo-1) ou isolados
a partir de setores de calos embriogénicos Tipo | mantidos em
cultura por viérios meses (Cat 100-1i, Cat 100-6, Cat 100-8, Tux-
Mo-1). De um modo geral, foram obtidos 1nicialmen£e calos se-
mi-fridveis e, a partir destes, foram cobtidos os calos altamente
fridveis. Os calos ou setores de calos que se mostraram adequa-
dos para o estabelecimento de cultura de longa durac¥o e produ-
¢%c de calos Tipo Il foram aqueles que apresentaram alta fre-—
quéncia de embrifes somdticos em fase globular com tendéncia a
se diferenciarem mais lentamente. Melhores resultados foram ob-
tidos wusando-se o procedimento de gub-culturas a cada 10-1i5
dias, quando novamente apenas setores de calos (1,5-2,0 mm de
dlametro) com alta frequéncia de embriBes somdticos em fase glo-
bular eram transferidos para meio fresco. Quando as sub-cultu-
ras eram feitas com intervalo acima de 17-18 dias havia uma for-
te tendé&ncia de maturacso dog embriBes somdticos, com endureci-
mento do calo e desenvolvimento de estruturas semelhantes ao es-

cutelo e desenvolvimento de coleoptilos, Concentrac@es entre
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10-20 uM de 2,4-D foram as melhores para manter os calos fris-
veis durante a fase Iinicial de selec¢Zo em todas as linhagens,
Por outro lado foi observada uma reduc3o na taxa de crescimento
dos calos mantidos em concentrac®es de 2,4-D acima de 20 uM.
Quando foram mantidos em concentrac¢es de 2,4-D abaixo de 10 uM
os calos tiveram uma tendé&ncia de endurecimento e de maturacdo
dos embrifies somdticos. Entretanto apds a sele¢3o dos calos
frisdvels e estabelecimento das culturas, a concentrag3o de 5,0
uM de 2,4-D, fol a que melhor manteve as caracterfsticas de
friabilidade e embriogénese desses calos . A utilizac3oc de L-
prolina e hidrolisado de casefna (ARHSTRONG & GREEN, 1985) n3o
teve efeito sobre a frequéncia da indu¢l3io de calos semi-frisveis
ou fridveis nas diferentes linhagens utllizadas. Estas substin-
cias também n3o foram efetivas para aumentar a frequéncia de
produgdc de embrifes somdticos em culturas j3 estabelecidas de
calog Tipo I1. ﬁbservou"se que essas culturas tiveram seu cres-
cimento retardado e adquiriram cor castanha quando transferidas
para meio contendo L-prolina (10-50 mM) e hidrolisado de ca-
sefna (100 mg/1).

Calos embriogénicos altamente fridveis foranm
produzidos diretamente a partir do escutelo alguns dias apds a
inoculag3o de embriBes imaturos da linhagem TuxMo-1. A frequén-
cla de indug¥o direta desses calos em culturas primdrias variou
de 0-10% dos calos embriogénicos fnduzidos a partir de aproxima-
damente 400 embri{%es i{maturos dessa linhagem, usados como ex-
plantes em diversos experimentos. Entretando, apés algumas sub-

culturas cerca de 70-100% dos calos Tipo I originaram setores
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que permitiram o isolamento de linhagens de calos frisveis.
FenBmeno interessante ocorreu com a linhagem
Tux 100-11, que n¥o apresentou capacidade de regenerac%o a par-
tir de calos Tipo I nos experimentos reallzados. Em um experi-
mento, em que embrifies imaturos foram colocados sobre mefo de
indu¢¥o de calos contendo 2,4-D (10 uM e 20 uM) ou picloram (10
ul e 20 uM), fol observado o desenvolvimento a partir do escu-
telc de alguns poucos embrifes somiticos em fase globular, Al-
guns desses embrifes em fase globular foram mantidos nos pré-
prios calos, enquanto que outros 12 foram i{solados . Os em-
briBes somalicos mantidos noe préprics calos, assim como 9 dos

embrifes isoladog, n%o aumentaram em nimero, n3c se desenvolve-

ram e morreram apés 2-3 sub-culturas. Dos embriBes isolados,
trés produziram calos embriogénicos frisvels (Figura 20), que
foram mantidos em meio com 2,4-D (10 uM)., A capacidade embrio-

génica desses calos decresceu bastante apds 2-3 meses em cultu-
ra, caindo para quase zero apds 7-8 meses.

Os calos embriogénicos semi-fridvels e alta-
mente fridvels das linhagens Cat 100-1, Cat 100-6 e Cat 100-8
foram os que apresentaram malor capacidade de regeneracfo, se-
guidos pelos calos fridveis da linhagem TuxMo-1 e Tux100-11,
respectivamente. A utilizac¥o de cinetina (10 uM) no meio de
regeneragdo e tratamento com sacarose 6% durante 10-20 dias pa-
rece permitir um melhor desenvolvimento e germinac¥o dos enmn-
brifes somdticos. As figuras 24-27 mostram uma sequéncia de de-~
senvolvimento e germinac¥o de embriBes somdticos a partir de

pré-embrifes de calos fridveis. Os pré-embri8es (Figura 24) se
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Figuras 17-21. Calos embriogénicos fridveis (Tipo 11} de clinco
linhagens homozigdticas de milho mantidos em meio de cultura
contendoe 2,4-D (10 uM) em condi¢gBes de escuro., Notar a presenga
de numerosos pré-embrifes em estdgio globular, geralmente n%o
conectados entre si. Figura 17. Linhagem TuxMo-~i. Figura 18.
Linhagem Cat 100-6. 30 X. Figura 19. Linhagem Cat 100-1. 30X.
Figura 20. Linhagem TuxMo-1. 30X. Figura 21. Linhagem Cat

100-8. 23X.

Figura 22. Calo embriog&nico semi-frigvel (Tipo 11) da linhagenm
Cat 100-8 mantido em meio de cultura contendo 2,4-D (10 uM) en
condi¢Bes de escuro. Notar o aspecto mails transludcido e mais

compacto deste tipo de caleo. 30X,






Figura 23. Calo embriogénico fridvel (Tipo 11) de milho mantido
em meio contendo 2,4-D (10 uM) em condic¢BSes de escuro. Notar
presenca de numerosos pré-embriBes globulares que conferem fria-

bilidade ao calo.g85 X.

Filguras 24-27. Maturag%o de embriBes somdticos de calos fria-
veis (Tipo I1) de milho em meio de regenerag¢iio, ou seja, sem re-
gulador de crescimento, em presen¢a de luz. Figura 24. Em-
brifes somdticos 10 dias apds transferéncia para meio de regene-
racdo. Hotar que esses embri%es s¥o desconectados entre st e 1i-
gados a um tecido mole, que parece lhes conferir sustentacZ%o no
calo.90 X. Figura 25. EnbriBSes somiticos em gerninacgdo, 25 dlas
apée transferé&ncia para meio de regenera¢fo. Notar que, de modo
diferente dos calos Tipo I, os embriBes somdticos do calo Tipo
11 s%o, geralmente, desconectados um do outro. 25 X. Figuras 26
e 27. Embri%o somitico em germinag¥o 25 dias e 27 dias apds

transferéncia do calo para meio de regenerag¥o, respectivamente.

20 X.

950
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desenvolvem rapidamente quando o calo é transferido para meio
sem 2,4-D. Como poge ser observado na Figura 25, os embrides
somdticos em desenvolvimento s%o geralmente desconectados entre
si, porém ligados a um tecido de calo aparentemente indiferen-
ciado. Embri8es somdticos em germinacdo s3o mostrados nas Figu-
ras 25“28. Embora muitos desses embri%es apresentassem organi-
zac¥%o aparentemente normal, virlios outros com meristemas apicals
miltiplos, incapacidade de desenvolvimento do coleoptilo e ou-
tras anomallas, foram observados também. Varias llnhagens de
calos fridveis e semi-fridvels est¥o sendo mantidas em cultura

hd mais de dols anos sem perder sua capacidade embriogé@nica.

4.1.3. Cultura de células em suspens¥o.

Culturas de células em suspens3o foram inti-
ciadas =& partir de calos embriogénicos altamente friaveis das
linhagens TuxMo-1 e Cat 100-1 (Figuras 17 e 19). Para ambas as
linhagens foram estabelecidas culturas em suspens%o finamente
dispersas em aparéncla macroscdpica (Figura 33). Az culturas
desses dois gendtipos apresentaram diferengas quanto 3 dispers3o
das ce¢lulas no melo lfquido, tamanho dos agregados celulares e
caracteristicas das células (Figuras 28, 29,434 e 35).

Nas culturas da linhagem TuxMo-1, foram ob-
servados agregados celulares e com um certo padr3o de organiza-
¢3oc e embriles somdticos em estiglo globular (Figura 30). Apa-

rentemente o meristema radicular desses embriSes era bastante
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ativo, favorecendo o desprendimento de células para o meio 1f(-
quido. Foram também observados agregados constitufdos por pou-
cas células de forma arredondada e citoplasma relativamente den-
so (Figura 29). Culturas com 2-5 meses de idade foram filtradas
utilizando-se flltro com poros de 300 um e o filtrado fol colo-
cado sobre a superficie do mefoc de manutenc¥o de calos fridveis
contendo 2,4-D (5 uM ocu 10 uM), sacarose 3% e gelrite (2,3 g/l).

Areas densas de calos foram obtidas dentrb de B0-60 dias, conmo
mostrado na Figura 31. Embrifes sométicos globulares se proli-
feraram rapidamente nesses calos.

As culturas em suspens3o obtidas a partir
dos calos da linhagem Cat 100-1 consistiram quase totalmente de
pequenos aglomerados de células bem arredondadas que possuem ci-
toplasma bastante denso, como mostrado nas Figuras 34 e 35. Al-
gumas células vacuoladas foram, aparentemente produzidas a par-
tir desses grupos de cdlulas. N3¥o foram observados embriBes so-
maticos nessas culturas e também n%o houve produg¥o da substén-
cia mucilaginosa observada na linhagem TuxMo-1. Filtrados de
células em suspensBo (Filtros de 180 um e 300 um), obtidos de
culturas com 3 meses de idade, foram colocados sobre meio de ma-
nutengfio de calos frijdveis. A proliferac¢8o dessas células foi
relativamente rdpida e, apds 40~-50C diag, densas dreas de calos
embriogé&nicos puderam ser observadas (Figuras 36 e 37).

Uz meios de cultura contendo niveis de 2,4-D
entre 10 uM e 20 uM foram os melhores para proliferacZo das cé-
iulas em suspensdo. Em tratamentoé com nivels de 2,4-D acima de

20 ul ocorreu escurecimento e paralisa¢3o do crescimento dos ca-




Figuras 33-33., Cultura de células em suspens¥o, produg¥o de ca-
los, maturag%o e germinagZo de embriles somdticos da linhagem
Cat 100-1. Figura 33. Células em melo de cultura lfquide con-
tendo 2,4-D. Figura 34. Amostra de células em suspens3o. HRotar
a forma arredcondada das células agregadas em pegquenos Jgrupos.
450X. Figura 35. Células em suspensBo intensamente coradas com
carmim-propidnico, mostrando, em sua maioria, forma arredondada
e citoplasma denso. 1300X. Figura 36. Formac®o de calos a par-
tir de células em suspensZo filtradas (filtro 350 uM), apds 5O
dias em melo sélido contendo 2,4-D. NHotar heterogenefdade no ta-
manho dos calos. X. Figura 37. Infcio de maturac¢io de em-
brifes somdticos dé calos ainda em meio contendo 2,4-D. 60%.
Figuras 38 e 39. Maturag¥o e germinag¥o de embrifes imaturos em

melio de regeneragio. X
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los utilizados para Iniciar as culturas. Tratamentos contendo
TAA (10 uM) aparentemente deram resultados semelhantes 3aqueles
sem este horménio. |

0 desenvolvimento de embrifes somdticos a
partir dos calos embriogénicos obtidos de células em suspensio
ocarreﬁ em melo de regenerag¥do suplementado ou n%o com cinetina
(10 uM) (Filguras 32, 38 e 39). A manuteng¢3o desses calos duran~r
te 10-20 dias em meio contendo 6% de sacarose, e posterior
transferénclia para meio contendo 2% desse agucar, permitiu boa
diferenciagfo e germinacfo dos embriles somdticos. Alguns em-
briies atipicos, como anteriormente descritos para os calos Tipo
I e Tipo 1l foram também observados.

Foi bastante comum a ocorréncia de bactérias
n3o-~identificadas em culturas em suspens3o. Aparentemente estas
estavam presentes nos calos utilizados para iniciar as culturas.

Essas Dbactérias parecem n¥o prejudicar o crescimento e desen~
volvimento dos calos porém se preoliferam rapidamente no mejo 11~
quido e prejudiéam sensivelmente o estabelecimento e manutencio

das culturas em suspens3o.

4.1.4. Isclamento e cultura de protoplastos,

A solug¥o enzimdtica contendo celulazse 2%,
macerase 2% e pectoliase Y-23 2% foi a que se mostrou mais ade-
quada para a obten¢do de protoplastos a partir de calos embrio-

génicos fridveis e células em suspensZo. Em ambos os casos, po-
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rém, a digestdo da parede celular fol lenta e a frequéncia de
células que produziram protoplastos apds 4-8 horas de digest3o
fol relativamente béixa, n3o ultrapagsando 10-20% do total de
células uttilizadas. Os protoplastos mais abundantes eram rela-
tivamente pequenos (15-20 um) e possulam citoplasma denso, como
mostrédo na Figura 40. Ocorreram também protoplastos malores
(40 um ou mais) e vacuolados, provavelmente provenientes de cé-
lulas nSo-embriogénicas e produtos de fus¥o espontinea. Foram
também observados protoplastos com caracterfsticas de digest3o
muito prolongada, que quebraram-se facilmente ou sofreram um
deslocamento do citoplasma para um lado da célula (Figura 41},
quando submetidos 3 centrifuga¢¥o. A frequénctia desses proto-
plastos aumentou bastante quando o tempo de digestSo fol prolon-
gado para 8 horas ou mais.

Ao final da digest3o ainda restavam agrega-
dos de células meristemdticas, algumas vezes envolvidos por cé-
lulas altamente vacuoladas e de parede celular espessa, que n%o
haviam sofrido digest¥Bo,. Aparentemente a solugfo enzimdtica
ndo fol muito eficiente para digerir a parede celular dessas cé-
lulas n3o-embriogénicas e, portanto, n3o penetrou no tecido em-
briogénico. A manuteng3o em diferentes niveis de 2,4-D das cul-
turas em suspensio e calos fridvels utilizadas como fonte de cé-
lulas parece n3o ter sido importante para a produg¢Bo de proto-
plastos, considerando-se que as difliculdades encontradas no pro-
cesso de isolamento foram semelhantes em todos os experimentos.

0 meio rico em sacarose, com desnidade espe-

cffica de aproximadamente 1,08g.cm , permitiu uma boa flutuag?o




Figuras 40-41. Fotomicrografias de protoplastos isolados a par-
tir de calos embriogénicos fridveis da ifnhagem TuxMo-1. Figura
40. Hotar citoplasma denso distribuido de modo relativamente
uniforme dentro das células. 1200X Figura 41. Notar deslocamenio

do citoplasma para um lado da célula, o que pode ser uma conse-

guéncia de digestZo muitc prolongada. 1200 X.
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dos protoplastos. Mesmo assim, houve perda de protoplastogs du-
rante o processo de purificac%o dos mesmos. Essa perda ocorreu
dentro dos padr8es normais de experimentos de purificacio, mas
considerando-se que a densidade inicial de pr0t0plastbs Jd nd3o
era muito alta, essas perdas comprometeram a sua transferéneia
para melo de cultura. A densidade em meio de cultura foi de
aproximadamente 100 protoplastos/ml. Embora tenha sido observa-
do que viarios protoplastos adquiriram forma ovalada, o que apa-
rentemente & unma indicac8o de reestruturac3o da parede celular,

divisBes celulares n3o foram observadas nessas culturas,

4.2. Alguns aspectos histoldgicos e citoldgicos de calos em-—

briegénices.

4.2.1. Hicroscopia Sptica

A andlise de cortes semi-finos de amostrag
de calos embriogénicos fridveis das linhagens TuxMo-1 e Cat
100-1 ao microscépio 6ptico mostrou a existéncia de mujitos cen-
tros meristemdticos circundados por células vacuoladas (Figuras
42 e 43). Geralmente essas celulas meristemdticas fazem parte
de estruturas mais organizadas, que se assemelham 2 préo~embri8es
(Figurar 42). Essas estruturas, que ser3o referidas como "pré-
embrifes”, s¥o semelhantes aquelas observadas em culturas emn

suspens3o da linhagem TuxMo-1 (Figura 30). Nas amostras de ca-
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los da linhagem Cat 100-1 foram também encontrados muitos cen-
tros merismdticos relativamente pequencs, localizados em estru-
turas pouco organizaéas (Figura 43). As células meristemsticas
coraram-se intensamente com carmim propidnico-acético, enguanto
que as células vacuoladas, coraram-se bem mals lentamente (Figu-
ras BOEe 47). Foi possfvel, assim, evidenciar melhor as células
com citoplasma mais denso.

Us calos semi-fridveis da Cat 100-1 também
eram constituidos principalmente por ”"pré-embridSes” (Figura 44).
Entretanto, estes eram, quase sempre, matores do gque aqueles ob-
servados nos calos fridvels. Como pode ser observado na Figura
44, 2 grande majoria das células desses “"pré-embriZes” possui
citoplasma denso e se coram {ntensamente com azul de toluidina.
Aparentemente, em meioc com 2,4-D, o centro meristemidtico dessas
estruturas locallza-se proximo do dpice.

Em nenhum dos calos foi observada a existén-
cla de células organizadas em epiderme. Também n3o foram obser-
vadas conex8es vasculares de centros meristemsiticos ou "pré-em-
bri8es” com o restante do calo. Tecidos ou células vasculares
ndo foram observados nas amostras de calos anal isados.

Os tipos de células encontradas nos calos
embriogénicos fridveis e semi-fridveis diferem bastante de calos
compactos (Tipo I). As Figuras 45 e 46 mostram cortes de calos
Tipo I da linhagem Cat 100-1, 30 dias apds a inoculac¥o em meio
com 2,4-D. Como pode ser observado, a maioria das células des-
ses calos caracteriza-se por apresentar citoplasma rico em gra-

nulos semelhantes a grinulos de amido. O nucleo & arredondado
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e se posiciona no centro da célula. Tecidos ou grupos de célu-
las vasculares também ocorrem nesses calos (Figura 46).

Andlises de cortes dos centros meristemdt |-
cos de calos embriogénicos frisdvels e semi-fridveis em maior
magnitude ao microscdpio dptico também foram realizadas. As cé-
lutas #resentes nessas regides mostraram-se morfologicamente se-
melhantes em todos os calos analisados. As fotomicrografias
48-51 mostram alguns cortes de centros meristemdticos de ca}osA
fridvels e semi-fridveis da linhagem Cat100-1. Como pode ser ob-
servado, as células dessa regi%o caracterizam—se por seu tamanho
relativamente pequeno, parede celular delgada, citoplasma denso,
peguenos vacuiolos e nucleo posicionado na regi3o central da cé&-
jula, Estruturas semelhantes a proplastideos também foram ob-
servadas. Amiloplastos nZo foram observados nessas células.
Aparentemente as células dos centros meristemiticos permanecenm
indiferenciados e com alta atividade mitdtica, como constatado
pela alta frequéncia de células em diferentes estégios de divi-
sdo (Figuras 48, 49 e 51).

Os nucleos das células meristemidticas anali-
sadas s3¥o grandes e arredondados apresentando, diferentes graus
de compactac¢do da cromatina. Um ou dois nucléolos bem organiza-
dos foram observado nesses nicleos. Também foi constatada a
presen¢a de pequenas dreasg distribufdas em nicleos contendo ma-
triz bem mais.ciara (Figura 503. Essas regies assemelham—-se a
massas cromatinicas densas ou regiBes de reorganiza¢3o nucleo-
lar. Como mostrado na Figura 52, o método de impregnag3o com

prata, wutilizado para se estudar melhor esses nidcleos, permitiu



Figuras 42-46. Fotomicrografias de cortes de calos embriogéni-
cos fridvels, semi-fridveis e compactos de linhagens homozigd-
ticas de milho corados com azul teoluidina. Figura 42. Calo enmn-
briogénico friavel da linhagem TuxMo-1. HNotar pré-embriBes con-
tendo regiies conslstindo de células bastante coradas e circun-—
dadas por células mals vacuoladas. 400 X. Figura 43. Calo em-
briogénico friavel da linhagem Cat 100-1. Notar pequenos grupos
de células meristemdticas circundadas por células mailores vacuo-
ladas. 400 X. Figura 44. Pré-embri%o de um calo semi-frisvel da
linhagem Cat 100-1. Notar centro meristemdtico na regific apical
e ausénclia de eplderme. 330X, Filgura 45. Regi¥o de um calo com-—
pacto (Tipo 1) da linhagem Cat 100-1, 30 dias apds a inoculagXo.
Notar presenca de células mals diferenciadas circundando o ca-
lo. 350 X. Figura 46. Regi%o de um calo compacto da }inhagem Cat
100-1. Hotar células com nudcleo arredondado em posig3o cent}ai e
citoplasma rico em grénulos de amido, conforme testes com lodi-

na, e presenga de células vasculare=s.=550X.
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Figura 47. Fotomicrografia de uma amostra de calos embriogéni-
cos fridvels da linhagem TuxMo-1 esmagada e corada com carmim-
propifnico. Hotar presenga de numerosos pré-embries globulares
intensamente corados (e), circundados por células vacuoladas e

coradas com menor intensidade {(seta).l00 ¥,

Figuras 48-50. Fotomicrografias de cortes de pré-embrifles de
calos semi-fridveis da linhagem Cat 100-1. Figuras 48 e 49. No-
tar ncleos arredondados posictonados na regli¥o central da célu-
las, presenca de nucléolos e citoplasma denso, contendo poucos
vaciolos. Notar células em divis30.1800X e 2800X, respectivamen-
te. Figura 50. Células periféricas do pré-embri%io. Hotar pre-
sen¢a de pequenas 4areas escuras e densas dentro do nidcleo (se-
ta), 3 semelhanga do que pode ser observado em outras células do

pré-embriZc (Figuras 48 e 49).3100X.

Figura 51, Corte de um centro meristemdtico de calo fridvel da
linhagem Cat 100~1. Notar ndclecs com diferentes graus de com-
pactagdo da cromatina, presenga de nuclédolos e pequenas dreas

escuras e densas de alguns nucléolos (seta).2800X.







Figura 32. Fotomicrografia de amostra de calos embriog&nicos
fridvelis da linhagem Cat 100-1 suﬁmetidos 20 método de impregna-
¢30 com prata, de acordo com RISUENO et al. (1973). Notar a pre-
senga _de um ou dols nucléolos bem definidos na maioria'dcs nu-
cleos e pequenas regifes de reorganizag¥o nucleolar em vérios

nicleos (setas).1400X.

Figura 33. Fotomicrografia de amostra de calos da linhagem Cat
100~1 submetidos & ReagZo de Feulgen. Notar forma arredondada
dog nucleos, wvarlag¥3c da densidade cromatfnica, presenga de

"knobs” (setas) e regido mais clara correspondente ao nucldéolo.
1800%.,
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a identificag¢3o de um ou doig nuclédolos bem definidos na maloria
das células analisadas. Em alguns niucleos fol poss{vel obser~
var-se uma #rea mals escura ao redor do nucléolo. Pequenos pon-
tos impregnados por prata foram tambdm observados em varios nud-
cleos.

| Os resultados obtidos para Reac3o de Feulgen

(Figura 53), mostram variacBes de densidade cromatfnica nos nui-

cleos dos calos analisados. Os ndcleos arredondados contendo
cromatina pouco condensada ou visivelmente fibri{lar foram, apa-
rentemente, o8 mals frequentes nas amostras estudadas. Kreas

relat{vamente pequenas de cromatina compactada, correspondentes
a "knobs”, foram observadas nesses nicleos. Em algumas regies
dos calos foram encontrados nitcleos menores, apresentando croma-

tina densamente compactada (Figura 53).

4.2.2. Microscopia eletrdnica

A natureza meristemstica das células que se
coram Intensamente, como observado ao microgecdpio dpticoe, foi
confirmada nas andlises ao microscopio eletrdnico. Egsas célu~
las foram observadas em todos os calos estudados e caracteriza-
ramm-se por apresentar parede celular delgada, numerosos plasmo-
desmos, matriz citoplasmdtica densa e rica em ribossémos, pre-
senca de alguns pequenos vacuolos e nicleo grande e arredondado,
situado na regi®¥o central de célula (Figuras 54 e 55). Prdximo

a estas foram observadas células majores e vacuoladas (Figuras
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56 e 539), semelhantes a cdélulas parenquimaticas normalmente en-
contradas em plantas. Em ambos os tipos de c¢células analisadas,
foram cobservadas numerocsas mitoctndrias alongadas, arredondadas
ou com forma irregular e proplastfdeos contendo ou n3o grénulos
de amido (Figura 63). Fof bastante comum a observacZoc de dic-
tiossémos e de concentrac¢¥o de membranas do retfculo endoplasmi-
tico préximas & parede celular, como mostrado na Figura 61. Em
muitas células ocorreram estruturas com diSmetro variando entre
0,5-1,5 um, identificados como corpos lipfdiceos (GRUBER et =21,
1370; TOLBERT, 1980). Esses corpos lipfdicos est¥o mostrados en
mator magnificag¢Bo na Figura 60. A parede celular das células
meristemdticas mostrou-se bastante delgada e, geralmente, apre-
sentado numerosos plasmodesmos. Também foram observadas varias
evagina¢cBes da membrana plasmdtica para dentro do citoplasma, as
quais s¥o conhecidos como lomassomos, plasmalemossomos ou COorpos
paramurals (Figura &0).

0 ndcleo da maioria das células analisadas
ac microscépio eletrdnico apresentou forma arredondada e dife~
rentes graus de compactac¢¥o da cromatina. Foi bastante comum =2
ocorréncia de nicleos contendo massas cromatinicas densas como
mostrado nas Figuras 54 e 58. Nucléolos aparentemente pouco
compactos, frequentemente contendo uma regifo central eletro-
transparente (Figuras 54 e 57), foram observados. Essa regido,
conhecida como regi3o organizadora do nucléolo, possul particu-
las granulares que muitas vezes puderam ser observadas em asso-
clag3o com uma pequena massa cromatinica condensada (Figura 57).

Ocorreram também pequenos centros fibrilares, aparentemente
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Figuras 54 e 55, HMicrografias eletrdnicas de corte e células do
centro meristemdtico de pré-embriBes da linhagem TuxMo-1. Notar

parede celular delgada e rica em plasmodesmos, citoplasma denso

onde podem ser visualizados numerosos ribossomos, mitocSndrias
(m), proplastideos contendo ou n3o grinulos de amido (a), dic-
ticssomos (g} e alguns corpos lipfdicos (11). HNo ndcleo (n)

grande e arredondado, posicionado na regi®%o central da células,
podem ser observados os nucléolos (nu). Figura 54. 10000X. Fi-

gura 55. 25000X.
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Figura 56. Micrografia eletrénica de corte de células vacuola-
das que circundam o centro meristemsatico de pré—embrifies de ca-
los fridveis da linhagem TuxHo~1. Notar nicleo (n} em pozi¢do
periférica na célula e presenga de vacuolo (v) ocupando extensa

drea celular. (a) amiloplasto. 5250%.

Figuras 57~38. HMicrografias eletrfnicas de cortes de células de
calos embriogénicos fridveis da linhagem Cat 100-1. Figura 57.
Nicleo (n) apresentando pequenas 4reas de cromatina condensada,
Nucléolo (nu) apresentando uma regi%o eletrotransparente, cor-
respondente & regi¥o organizadora do nucléolo, como observado em
estreita liga¢Bo com uma massa creomatinica. 3500X. Figura 58,
Células meristemdticas apresentando citoplasma rico em ribosso-
mos e organelas e ndicleo grande e arredondado. (nu) nucléolo.

12000X.
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Figuras 59-61, Micrografias eletrdnicas de cortes de calos em-
briogénicos da linhagem Cat 100-1. Figura 59. Células wvacuola-
das . que circundam os centros meristematicos. Notar presenga
de numerosas mitoc8ndrias (m), amiloplastos (a) e corpos lipidi-
cos (11). BB20X. Figura 60. Secg¢¥o de uma célula mostrando cor-
pos lipidicos (11), amiloplasto (a), parede celular {pc) e plas-
malemossomos (seta). 31500X. Figura 61. SeccBo de uma cdlula
mostrando grande concentrac3o de membranss do retfeculo endoplas~
matico (re) e dictlossomo (g) prdéximas i parede  celular  (pe).

18000%
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Figura 62. Hicrografia eletr8nica de corte de células meriste-
mdticas de calo embriogénico semi-frisvel da linhagem Cat 100-1.
Notar citoplasma denso, cromossomos (<), parede celular delgada

{(pc}, mitocéndrias (m) e corpos lipfdicos (11). 8400X%.

Figura 63. Hicrografia eletrdnica de corte de uma células va-
cuolada que circundam o centro meristemédtico de pré-embrides dos
calos frisvels da linhagem Cat 100-1, Notar presenga de numero-
sas mitocbndrias (m), amiloplastos (a), proplastfdeos (p), dic-

ticssomo (d) e corpos lipfdicos (l1i). 16000X%.
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constituridos por cromatina e uma drea escura ao redor do nucléo-
lo. Ceélulas em divis3o também foram observadas (Figura 62).

4.3. Heranga da capacidade de regeneracSo "in vitro®™.

A heranga da capacidade de regeneragio, ava-

liada através da indug3o de calos embriogénicos a partir de em-

briBes imaturos, fol estudada em quatro conjuntos familialg en-
voelvendo linhagens de milho com e sem capacidade de regeneragdo
(Tabela 2). Os resultados est3o apresentados nas Tabelas 5-13.

Para os testes de qui-quadrado, as frequéncias esperadas foram
calculadas de acordo com o modelo hipotético apresentado nas Ta-
belas 14-16. Como pode ser observado, foram obtidos resultados
contrastantes entre o conjunto familial envolvendo as linhagens
Cat 100~1 e Tux 100-8 e os conjuntos familiais envolvendo as }i-
nhagens Cat 100-8, Tux 100-5, Tux 100-12, e Tux 100-1. No pri-
meiro caso {(Tabela 5), a segregac¢%o para a inducfo de calos em-
bricg@nicos fol bastante prdéxima do modelo de segregacio monogé-
nica com dominfincia. A caracterfstica de formag¢®o de calos em-
briogénicos apresentou~se como recessiva. Entretanto, nesse
conjunto ocorreram alguns casog com desvios significativos entre
as frequéncias esperadas e observadas para calos embriogédnicos e
calos n¥o embriogénicos (Tabelas 5 e 9). Esses casos ocorreram
principalmente nas gera¢Bes Fi1 e F2 (Tabela 10), quando parece

ter ocorrido um pouco de efeito materno ou talvez citoplasmati-
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co, no sentido de aumentgr a frequéncia de calos embriogénicos
em torno de 10%, guando a linhagem Cat 100-1 fo{ utilizada como
fémea. Este efelio n¥o fot observado nos retrocruzamentos. A
linhagem Cat 100-1 produztu 839% de calos embriogénicos em unma
amostra de 280 embrifes imaturos utilizados como explantes, en-
quanto‘que nenhum calo embriogénico foi produzido pela |inhagem
Tux 100-8. Com exce¢do da linhagem Tux 100-8, todos os gendti-
pos desta familia, para os quais esperava-sge zero de calos em-
briogénicos, tiveram uma baixa frequéncia de indu¢3o desses ca-
los, que variou entre 1-10% na majoria dos casos.

Nos outros conjuntos familiais estudados,
que té&m em comum a participa¢¥o da !inhagem Cat 100-8 (Tabelas
&—-8Y, a caracteristica inducgZ®o de calos embriogénicos a partir
de embrides imaturos, mostrou-se dominante. HNestas familizs, os
resultados indicaram envolvimento de deis pares de genes com in-~
teragfo enire os dois locos, localizados em cromossomos distin-
tos ou no mesmo cromosgomo em regifes distantes, como ficou bas-
tante evidente nos resultados de segregac¥o 1:3 (calos embricgé-
nicos:calos ndYo-embriogénicos) obtidos para a ma2ioria des retro-
cruzamentos com 2 linhagem Cat 100-8. A frequéncia de inducg3o
de calos embriogénicos fot de 91% para a linhagem Cat 100-8 e
0-2% para as linhagens Tux 100-5, Tux 100-12 e Tux 100-1, Para
todas as famflias, 2 indug¥o de calos embriogénicos na gerag¢3o
Fi1 e retrocruzamentos para a linhagem Cat 100~8 variou enire 76%
e 90%, e a segrega¢io em F2Z2 variou entre S9:7 e 3:1. Heos retro-
cruzamentos para as linhagens que nZ3o t8&m capacidade de regene-

ragdo a frequéncia de inducgdo de calos embriogénicos ficou entre



111

‘opedadsy ‘e -opeagesqg ‘o "(%9) esouamdes 4 (yn
S'4) A-%'2 + 9N o18y -zZu T(XE) OSOJRdRS + (JN G /) A-P‘Z + 9N
CISH "I®  -"soojugboraqui-ogN soren gy "soojugboruaquy sorey 3
"91-%1 sereqe] seu ojsodoud o wos opuose ep ~m000~ s1op e un woo
So(spouw euaed opeapenb-inb 2p @1s81 o opeonjide joy ‘ogdenoouy
e sode seip og-01 ep QlEAJSIU OU sazea senp sousu ojed s05}3RuW
-8 seglJaqua op ogdnpoud ap apepioedes g ojuenb sopejjeae uwedoy
SOIBD S0 (%9 @ %£) esoueses & (Kn §'4) 4-p'2 wod sopequews|dns
9N ®BJN3{ND ap sojaw sopez([[qn wedoq cogdeasusbaa ap apepjoed
-E2 W8S & wod oyliw op seayyebizouoy susbeyuyi| opusaajoaue sieyl
-fuey sojunfuod osjenb we SodJnieup segQyuqus ep Jiquaed e  soough

~Oldqua  soje> ap ogdnpuy ep epepjoedes ep eduedsy ‘g-¢ seleqe]

*



112

"OpeIpEb-Inh 33533 O[ad 'APEPI{IqRqOAd AP Y 3 [AAIU OB 'DATIRDIFIVGIG y¢

"Opetpenb-inb 3353y ofad ‘apEp![1qeq0.d 3] 4G ap [3ArU OB ‘OATIRIISIUBIG &

"Opeipenb-inb 33533 0[ad ‘apepi{Igeqnad ap yG ap [3aMY OB ‘OA1JEDILIUBIS OBN N
"GY @ by SRI3QR] SeU 035040Jd 0{2pod 0 WD OPJOIE 3]

(682) 092 )] o2 1:9 8 g8z e
(082) 692 () 1§ 1:9 o #82 1 {1-087 1B) X 8-paY XNL) X §-g47 ¥n}
{082) e (3 [t 10 £o 082 2n
£682) L () £0 T 1% 982 L] B-081 XNL X (1-60T 18] % g-997 xny)
{ege) 92 (8) 81 1.0 9 98z 2
{982 892 )] Z1 1:0 9 882 & Tu (B-087 %Nl X 1-81 ED) 8-807 xny
{082) 482 (&) 1% 19 &% 882 o
(882} 092 () 0 1@ L8 82 1u 8-087 Xnl X (R-907 Xn| X 1-90T I
SN €19 {139 Fins {o%1) £y1 138 16 B8z e
SN £2 (o%D) {4 (IO N +.} 1oyl o 88z 1o (1087 1ED X 8-947 XPL) X 1007 3e7
SN 1460 (or1) Ft A oy syl 1:1¢ £6 98z zu
SN £b'1 (8¥1) 957 1 ey T:1t T 082 T T-80% €3 X (3-007 123 % g-997 xn))
SN 9'2 (s1) 9E1 £ ST 1) 1:1¢ 15 s i
* 50 {139 vl ey an 1:1¢% Jis gzs 1u (B~00Y XNL X 1-981 1B2) % 1-987 3e3
SN 952 (951 %1 Wy v T:1?d ¥G (il e
SN 18'7 (491) &bt wn s 1:11% 55 928 L] 1-007 3121 X (8-007 X0l X 1-997 329)
SN vv'e {522) bz (54) 98 £:1% &2 09¢ o
SN g1y {622) ££7 {(50) £ E:1 e 9e T ¥(1-861 18D ¥ g-ga7 xny)
xx 9% {00) &4 ey 1oy £:31 g 0% i
¥ x52'8 {00h) £92 (803 /&1 £:17 73 00y ja V(8-081 XN} X 1901 e
(026} L5 ( £ @1 o1 2 . e
{28) £82 (® Ji 83 21 028 T4 1-001 1) X B-907 ¥nt
(928) 552 {4 59 81 4z (v 2n
(02£) e (8) £r 81 £l it Ju 8-007 X0 X 1-p7 383
(882) 082 {9 8 1:0 8 e 2
(082) 882 (9 9 14 b 08z 14 B-001 xn|
{8) > (882) 952 81 8 082 au
(@) i {882y @ by &8 982 1 1-007 783
{3) 0 {# 0 W3 4 i Ban3Ing
X SEITOSR0TINNY EY SUITO3E0TINNY x BRI SUITOIR0Y 0] snanjeny ap 0d1j0uag
¢ ) kil 0B3.0d0.4 50789 5301 4quiy a13y

"G-007 X0) 2 1007 Je] suabeyu)| Se opuanloaud [e{|wej ojunfucy oo ¥agvL




113

"OpeJpenb-1mb 33533 013d ‘apep)|1qeqosd ap ¥ ap (Al oe ‘0A1JE111UBIS OBN 5N
"9% 3 ] SELaqR] SBU 0ISOAOJD O[APOW 0 WOD OpUOIE 3( xe

SN 42' (8% b&y (£s) 9 Z:3 1€ 282 i
SN pe's {012) 992 T I Y] £ 1 %2 e 1 (8-007 IB) X $-007 Xn)) X G-gpy xnp
SN @ {897} 91 {48) ¢ gy EE &hd o
SNG/0'8 (a9 291 o) 8¢ 2y £€ ovz 1o C-007 XML X (8-08T JE) X £-gpT ¥n))
SN g2'p (ear) £ {89) £9 £:1 92 ove ce
SN 70t (981 £43 (89) % £ 82 ovz 18 (5-087 XNL X 8-697 1e0) % G-got xny
SN9g'z {522) E1e (&) 8 £:3 62 S o
SN 862 (012) 843 (a4 18 £:1 62 982 T G-087 P X (5-0T XDl X 8-poT 18]}
(¢ £y {82} e §:14 04 o il
(4) k4 {erc) bie g1l 48 gk e {8-087 1B X G-397 ¥RL) X 8-g0T1 1e)
o) £8 vy ez 814 93 T zu
) £ (v2) 287 8:19 28 AT T B-007 8D X (B-B81 1®] ¥ G-p4Y xn)
(& £y (e%e) 163 g1 E14 498 e
(9 oy (92) 12 81y £8 o T (G-007 ¥nL X 8-007 123) X §-047 Je)
) gy 92)  m12 8y b8 892 zu
(8) By 092 2R I i 092 Tu B-007 TBD X (G-08T XNI X §-pp7 3E1)
SN t'g (691) bg 0agy  91e 1:¢ 52 ooy ze
SN B {L2h) £ (G40} 448 N i1 i T Yi0-987 38D X G-@a7T Xnp)
SN 689 {8a1) ) (00E)  Beg Tg 174 ooV o
SN 12'd {641} el (845) 95¢ A 174 deb A YE-00T xRl X 8-907 3B
)] & {49L) 158 e:1% gt 20k o
(8 89 (008) 82 ¢:11 b1 04e e 8-081 121 % G-pg7 xny
{2 £y {600) 152 .13 8 ¢4 o
{9 66 (e o 9:11% £g #2e i 5-007 XN ¥ §-p81 &)
{026) GIE (8) ] 1 0 0ze 2w
(02E) 105 (9) 9% 1:9 ) e T G-y ¥ny
(@} g {98} 848 é¢:1 14 9zt hi
(0 82 (M€} e 87 14 ozt L 8-001 12)
G} a {3) o x 3 h4 il eaning
X $0ITUIEATINNY 08 ZHITEIE0TINEY I L SOITOYEOTINY HINIRHY ap 0d1 Jouag
¢ BOTE S LLLYF 56189 53014087 olay

T ———— e vt = - bt

"G-00Y XNL 3 B-Q0Y 1E SUBRYUIL SE OPUBNLOAUR [R1{INE} OJUNFUO) * 9 YTIGHL



114

"OPRIpEAD-INb 23533 Olad ‘3pepILIqRQO.d 3P XG 3P (AU DB ‘DALYEII}IUEIS 4
"OpeJpenb-[nb 2353) 01ad ‘apepI{iqeqold ap ¥G Ap [aAjy oe ‘0A1YE1 4 1U61S DRY 6N
"9 9 ¥ SE[2GR] SBU 0]50d04d O13POW O WD OPIOIR 3

SN ¥ {010) {4 (&) &f £:3 8z 982 o
x [2'% {018) 641 (74 iR £y et oz T (8-687 I3 X ZT-007 M}) X 21407 ¥ny
x [ (812) G2 (84} £s £:1 o2 paz o8
SN 919 (1) £3e {6) 9 £:1 W g8 L 21001 XNl X (8-807 3®] X Zi-p07 xn})
* 919 (83) ace {8/) FaN £:1 41 1% o
SN &' {812} L 250 {8/) c £:1 62 88 L] (21087 %Nl X 8-001 1BD) 21-007 %0
SN ££'E {812} ¥t {8) 9% £ &2 #ae on
¥ /8% {312) o (84) ¥5 £ 43 482 J ST-007 XRL X (21-08T XNL X 9-907 je1)
{9} £8 {882) fe2 ¢ 18 #82 L
)] 8 (882) £ae a:1% 8 it £ (B-00% 183 X 27-007 ¥n|) X 8-407 jE]
) 9 (esyy R 6113 9 482 2
(8) N {88y 8 e3¢ ! $82 e 8-¢81 382 X (8-907 18] X Z1-bGT ¥ni)
{a 5 {482) gee 614 88 i1 o
) (" P {982) it o1t e 862 1 (23087 XNl X 8-007 18D) X §-007 18)
{® 8 {2y 2ec ¢.17 el 982 au
{9 4 (882} 2 a:1% 74 oz L 8-007 IB) X (27-081 ¥nL X 0-907 18D
AL {667) 393 {428} 812 S: 1 89 T il
SN 192 (8n {642) £:8
SN 258 (681) $81 (20 La14 8N &9 gt T V(8-001 181 X 21-007 xn))
SN §¥°2 (ean {422) S
SN 694 {acn £ {62y 4 £:8 &9 LT o
SN 1 (48 (B¥g) §: 1
SNEY {061) 14 (#88) 462 1.8 £l 1fic L V{ZT-001 Xl X 9-807 3€D)
(8 49 {482) 1z 61t o i o
)] 89 {8R2) Fats p:11 74 ¢82 1o 9-861 18] X 27-007 xny
{8 9 {882} bt g:1% a8 o8z o
{8 e (882} LT .31 bt 982 10 cl-807 XN % g-ga1 1E)
(8cE) ¥IE {4 28 78 Fat} Loht et
(8z8) £ o 20 T:h ol (T i 21-6a1 nf
{9 N {2) 8¢ 8.3 14 T2 i
{4 8 (825} ohd 6:1 14 IEN u B-00% 183
{3) o {3) o N3 b4 N BRI
Nx SHITUIEOT e DER SHITHIRATINE] 20 BIYI5ENY TITUAROT ANy sEanjeny ap 041 30439
H0TE) felindoty 50180 Sab1.aquy oray

"21-09% XD 2 §-907 1E) SUIRRYUIT B OPUIATOAUA [eriNe; OuRfUG) * / yTIEY




115

“opeJpERb-inb 3153) 01ad 'apeRI|IqRO0Id AP G 3P [3AIU OB 'DATIRII1UBIG ¥
"OpRIpRIb-1Nb 3153 01d ‘apepIliqeqodd 3p Y5 3D [3A)U 0B ‘OAIRII4IURIS OBN G
91 3 Y SB[3QR] SBU 0}50d0Jd O13ROU 6 WO OPJOIE 3] o

¥ 8 (G22) o (G4} a9 £ 0 o0t o
* 5y (522} e (84) 65 £ 8 88t fu 1-807 XBl X (8-901 18] X 1-41 xn)
) 4 {408) L4 g:11% 18 i c
(¢ vl () Tt ¢ 14 iL - BBE i B-407 18] X (3-007 1B] X 1-941 xn))
SNBE'D (GL1) L4 (852) 958 e 14} i cn
SNgz'z (&N 681 (G22) ne L4 £G kg & V(B-007 1BD % 1-681 Xnl)
3 a5 (8cE) 8% @13 ¥8 L[it ot
(@) &y (828) 8528 1% 18 gct 18 8-001 J82 X T-9@7 Hn|
{(8CE) TS {4 4 T4 89 #ct ot
{&cE) b1 H 9 T:4 o il L 1-¢81 xnt
(#) ot {82E) 842 1 14 A3 oM
(4 8 (82E) ebd 81 14 it Te g-007 18]
X (3) o () o .3 4 ) LRLEILN|
z SOITUSEBTINAY O] SOTUABGTINNY ¢ BOENIEEY EOITUIEOTIONY sHInTEEY ap 0d| Jouag
£0787 022204014 s01E] 5301047 oay

"1-601 XN 3 g-407 JE) SUIGRYNI] Se OPUAATOAUA [Bi[IWe; OJURMUDY G WIIRNL




116

27T lejusaed o woo ocjueweznudodqey "zod 171 (89
~-usded o wod ojuawezZnadOJYeY ‘10g T4 Op ORSEPUNDS JOGNE BP Oj3UR)|Nsed
ORORJIS) 24 2T @ T @J3US OJUSUEZNJID Op 93URY[NSH. ogheuaan 14 ‘ogd
-eJsuebaa oap sepepisedes wos wabeyui "z1 (g-001 1)) orsSedssusbod ap
epepyoedes wod wabeyuiq 17 -jeuoBeip eu sepequasadtde ogs sodnab sop
oJjuep segdededuwo) 'sodoudyDed SOJUSWEZNID © %g O YL 6SOJRDRS opue}
-UOJ  BJNY[ND Bp SOjLW We soJunijew] saQraque ap Jijded e soojugboidque
soled op ogdnpuj ap epepisedes B ojuenb ‘1-gpl xXnl @ Z2I-00T ®XnL ‘C-001
XnL  ‘g-001 138D susbeyuj| se opueajoaus sief{juey sojqunfucd so  ‘¥pH

-JAINS-LONVYE - @p 23883 © wod opJdode op ‘spepiousbouwoy £l - 6 BElOqER)



117

'271 (ejueded © wod oqUBWEZNJIDOIYOY ZoOd
‘1 [ejusged o wos ojuULWEZNJISOJILDY [0H
‘14 ©p CESepunss JOjdneE Bp ejueqdnsed opdeden 24
‘2 8 11 ediue oquswWwEZNJD op ajuedinged opdeded T4
‘opeJpenb-inb eqseq ojed ‘epepjliqeqodd ep %] ep [SAJU Ov 'OAI3EDTJIUBIS XX
ropeJpenb-inb aqseq ored ‘epepiriqeqodd op %G ap [a8aju oe ‘oallesrJiubrg  x
‘opeJp

-enb-inb eo4seq ojad ‘epepiiiqeqodd ap %g ep 18Aju oe ‘oajjesiJiubls orN SN

SNPEO O 11

SNOO ‘O XX09“/3911Y 271

¥81'6 X¥XZg‘9E XXb1'PG07 14

XEE P XXZL'P6 X¥99GgT XXbPLEPY A

XET'H1 ¥¥31'0a1 ¥XPZ ' IGE XXBG ‘E64§ XXEG ‘P6E 154

¥T€'97 X%1£°9817 ¥X%6G 292 XXZL1'Ge X¥8p ' £ X¥90°G8P 1T [ASI:

£0d 104 24 Td P 11

leuobep su sepegjuasadde opgs sodnab sop oJdjusp SaQd
~egedwoy rsodouadived soOjUBWBRZNID © (%G & %£) ©SOJEBIES OPUSUOD BJNJFIND 8P Sojew

wa Sodnjew]  SeQlJdqus ep Jiided e sosjugboraque sof(es ap ogdnpuj eop apepioed
-2 ' ojuenb ‘(z7T) §-00T XNl X (1) I-00T 3e3 Ieiliwey ojun{uod op sagsedeb edq
-U8 8 oJijuep ‘YONIAGINS-LONYNH ep 91881 O wod opJdode ap ‘epeplsuabowoy ‘g eleqe]



118

de acordo com © teste de BRANDT-SHEDE-
familial

Tabela 10. Homogenelidade,
COR, dentro e entre cruzamentos reclprocos do conjunto

Cat 100~1 x Tux 100-8, quanto & capacidade de indugZo de «calos
embriogénicos a2 partir de embri8es Imaturos em melos de cultura
contendo smacarose (3% e 6X%).
Geragdo GL 2
F1 1 3,63N8
F1' 1 0,12N5
F1 vs F1°' 1 3, 42Xk
F2 1 1,14N8
F2' 1 1,31K5
F2 vs F2° 1 4,53%
BC1 3 5,18N8
BCi® 3 &, 58NS
BC1 vs BC1l° 1 0,01NS
BC2 3 56,65%x%
BC2' 3 3,82HS
BC2 vs BC2' 1 3,27N58
N5 N3o significativo, ao nfvel de 5% de probabilidade, pelo
teste qui-quadrado,
* Significativo, aoc nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
qui-guadrado
k% Significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste
qui-quadrado
F1, F2, BC1, BC2 - Geracfes em que a linhagem Cat 100-1
fol utilizada como fémea.
F1', ¥2°', BC1', e BC2' - Gera¢@es em que a linhagem Tux 100-8

fol utiiizada como fémea.
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linha~

12. Conjunto familial, com cruzamentos reci{procos, envolvendo as

gens Cat 100-8 (L1) x Tux 100~12 (L2)}.

Tabela

BCZ2

BC1

945, 43%% 87, 17Xk 912, 98%% 680, b4kxk 1349, 46%% 16,22%

BC2

39, 16%% 1144, 25%% 0,049N8 29, 65%% 13, 44N58

BC1

21,95%xx% 3,25N8

757 ,60%%

91, 90%%

F2

946, 22%X 1,72H8

30, 22%x%

0,01R5

1032, 93%%

L2

0, 03N5

L1

quil-qua-

ao nfvel de 5% de probabllidade, pelo teste

significativo,

NS HNi3o
drado,

de probabllidade, pelo teste qui-quadrado.

ao nivel de 1% de probabilidade,

ac nivel de 5%

X Significativo,
k% Significative,

pelo teste qui-quadrado.
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Tux100~-1

, envolvendo as linhagens Cat 100-8 (L1) x

Tabela 13. Conjunto famiiia)

(L.2).

BC2

BC1

F2

631, 9dxxk 44, 18%% 487 ,66%X 206, 28%% 430, 16%% 0,007NS

BC2

770, 86Kk i,02RS 61,00%xx% 0,97N8

16, 89%x%

BC1

457 ,09%% 81,66%kX 10, 25%%

152,6%9%%

F2

0, 6388

855, 61%%

9, G2%K

Fi

1049, 8B2%% 0, 23N5

L2

G,02N5

L1

ac nivel de 5% de probabilidade, pelo teste qui-qua-

slignificativo,

N8 N3o

drado.

pelo teste qui-quadrado.
» pelo teste qui-quadrado.

ao nivel de 5% de probabilidade,
ao nivel de 1% de probabilidade

Significativo,
% Slgnificativo,

*
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Tabelsz 14-16. Hodelos hipotéticos para explicar os resultados
obtidos para 2 heranca da capacidade de indu¢fo de calos embrio-
génicos a partir de embriBes imaturos em quatro conjuntos fami-
ltails envolvendo linhagens homozigdticas de milho com e sem ca-

pacidade de regenerac¢3o "in vitro”,

E Embriog8nicos

HE HN¥o-Embriogénicos

P1 Parental 1

P2 Parental 2

A Autefecundagso

BC Retrocruzamento

Se2 @ se2 Alelos com ausénciade dominBncia para capacldade de
induc%o de calos com producio de embrifes somdticos,

“ed e sed Alelos dominante e recessive pPara inibicio da capaci-
dade de inducfo de calos com rpodugio de embrifes so-
matices. Inibe a ac¢Xo dos genes Sel o sel

f Resposta com pequens variaci®s de frequéncia parz inducio de

calos embriocgénicos
4 Resposta pasrs induc¥o de calos embriogénices com frequéncia

varidvel entre zero e o valor esperado,.
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TABELA 14. Hodelo geral para explicar os resultados obtidos para
a capacidade de regenera¢¥o em guatro conjuntos familials estu-
dados.

Gendtipeo Fendtipo
Sel Sel ge2 seZ E
Sel sel se? se? E
Sel Sel Se? sel 3 E

- Sel sel Se? seZ l E
el Sel S5e? Se?2 + E
Sel sel Se2 Se2 + E
sel sel Se2 Se? HE
sel sel Se? se?2 NE
sel sel se?2 se?l KE
Sel S5a3 NE
S5e3d seld HE
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TABELA 5. Conjunto familial envolvendo as linhagens Cat 1008-1 e Tux 100-8.

GeragSo Gendt ipo Freaugncia de_calos

Embriog. Hao Ewmbricg.

Pi Cat 1281 Sef{ Seil se2 se2 gel gel i &
P2 Tux 10@-8 Sef Sel Se2 Se? Se3 Sel ) §
Fi (P1 » P2 P2 » PL) Sei Sefi Be2 s22 S¢3 se3 2 i
F2 (Fi &) Sei Sef ___ ___ Sed 53 9 4754
Sei Seli ___ ___ 583 sel 4] 8744
Sei1 Sei Se2 S5e2 se3 5e3 ¥ 1/18 @
S2i Sei 582 562 5e3 el 2 2744 @
Gef Sel se? se? se3 se3 i/44 2
BC {P1) Sef Sei ___ ___ 53 se3 ] 172
Sei Sei Se? Se2 sed sel t i/74 9
Sel Sei Se2 se2 sed se3 { 174 @
BC (P2) Sef Sei ___ ___ 5e3 Se3 4] s A
Sei Gei 5e3 se3 ] i/2
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TABELA 16. Conjuntos familiais envolvendo as linhagens Cat 100-8, Tux
100-1, Tux 100-5 o Tux 100-12. Essas linhagens foram consideradas co-
mo portadoras de gendtipo duplo recessivo se3 se3 para o loco inibi-

dor.

R S R I I e S R L o o L T I N S S R S S S T T T 20 D0 I I I 30 I B i Dat s g o e 77 B e e e o

Geracio Gendtipo Lrequéncla_de calos _
Embriog. N30 Embriog.

P1 Cat 100-8B Sel Sel se2 so2 b o]
P2 Tux 100~11 ou Tux 100~5 sel gel 52 Se2 O b
ou Tux 100-12

Fi (P1 % P2) Sel sel Se2 =92 3 1 0

F2 (Fi1a) Sel Sel Se?2 TSe? 4 1/16 4]
S5l Sel Se2 ge? I 2716 0
Sel Sel se? se? 1716 o
Sel sel SeZ2 Se2 4 2716 0
Sel sel SelZ sel2 T 4/16 0
Sel sel se? se2 2716 0
sel sel Se2 Sg2 0 1716
sel sel Se2 ge? O 2716
sel gel se2 se?2 0 1716

BC (P1) Sel Sel Se2 se? T 1/4 o/
Sel S5el geZ se? 1/4 O
Sel mel Se2 se?2 I 174 O
Sel sel se2 sol 174 o

BC (P2) . Sel sel Se? Sea2 J 1/4 C
S5el sel Se?2 ne? I 1/4 0
sl sel Se? Se?2 ¢ 174
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26% e 33% (F1 x Tux 100-5), 19% e 30% (F1 x Tux 100-12) e 20%
(F1 x Tux 100-1). Embora tenha ocorride uma certa vartag¢¥o para
©s resultados obtidos para estes conjuntos familiais, esta va-
riag¥%o ocorreu dentro de limites que se repetiram dentro de cada
geracdo, como mostrado pelo teste de homogeneidade (Tabelas
11-13). Entre os diferentes conjuntos familiais a frequéncia de
Indugdc de calos embriogénicos ficou dentro de limites relativa-
mente préximos dentro de cada geragdo (Tabelas 6-8). |

Considerando-se os resultados obtidos para
©s quatro conjuntos familiais, fol formulado um modelo hipotéti-
co Pa tentativa de explicar a heranca da capacidade de f{ndug3o
de calos embriogénicos a partir de embrifes imaturos de milho

{Tebelmps 14-16). Ezte modelo gersa digcutidso adiante.

4.4. VariacHo somaclonal om linhagens izog@nicas de milho.

4.4.1, Somaclones

De um total de 1304 plantas regeneradas, 320
plantas sobreviveram 3 fase de aclimatac¥o logo apds a transfe-
réncia para vaso. Umidade, temperatura e intensidade luminosa,
foram fatores de extrema Import@ncia durante esta fase. As c6n~
digBes qgue permitiram a melhor taxa de sobrevivéncia dos sonma-
clones, em torno de B0O-95%, foram casa de vegetag¢do com nesbuli-

zadores para manter umidade alta, temperatura variando entre 18
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Ce 25 C e a utilizac30 de telas escuras para reduzir a intensi-
dade luminosa em 15-20% em dias ensolarados, durante 9-10 dias
apos transferé@ncia para vaso. Estes resultados s3o contrastan-
tes com os observados em condicBes de aclimatacfo 2 temperatura
ambiente e umidade relativamente baixa, guando a taxa de sobre-
vivénéia ficou em torno de 5-10%. Apds 15-20 dias as plantas
foram transferidas para o campo ou ent¥o para vasos de 5 litros
e mantidas em casa de vegetacgio. ‘

Dos 300 somzclones que sobreviveram & fase
de aclimatacSo, foi pogssivel obter-ze progénies de 203, =endo
152 da linhagem Cat 100-1, 28 da linhagem Cat 100-8 e 23 da 1i-
nhagem Ast-1. Essas prog@nies foram resultantes da autofecunda-
¢%0o das plantas regeneradas ou, em alguns casos, de cruzamento
com a linhagem original. Dos somaclones RO restantes, cerca de
60 foram perdidos apds 20-30 dias de transferéncia para o campo
devido a condig¢Bes de baixa temperatura durante o inverno, cerca
de 40 n%o produziram sementes perque a espliga apodreceu e ag
demaié morreram antes da fase de florescimento. As progénies R1
e R2 dos 203 somaclones foram desenvolvidas e avaliadas no campo

durante os verdes de 1985/19856 e 1986/1987.,

4.4.2. Variac%o somaclonal

A frequéncia de variac¥o fenot{pica observa-
da em plantas regeneradas (RO) desenvolvidas no campd® ou em ca-

sa de vegetag3o fol em torno de 70%. De um modo geral egssas
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plentas regeneradas apresentaram menor vigor que as plantas pro-
duzidas a partir de sementes da linhagem original, o que difi-
cultou a obteng¥o de sementes. AlteracSes fenotipicas bastante
frequentes foram desenvolvimento de estilo-estigmas na panfcula,
producdo de espiga terminal (Figura 64), reducl3o de ramificacSes
da panfcula, macho esterilidade, reducfoc do comprimento de in-
ternédios no tergo terminal da planta (Figura 65), folhas es-
triadas e um somaclone com folhas erectas. |

Huitas varia¢Bes fenotfpicas observadas nos
somaclones RO n¥%o foram transmitidas 3 descendéncla sugerindo
que eram resultantes de efeito ambiental. Por ocutro lado, se-~
gregagZo para virias caracterfsticas, inclusive muitas que ndo
haviam se manifestado nas plantas regeneradas RO, foram observa-
das nas geragles Rl e R2. NHa Tabela 17, est3o descritos os va-
riantes gendéticos observados nas virias progénies de somaclones.
A variabilidade genética observada incluiu caracterfsticas mono-
génicas, poligénicas e citoplasmdticas, tais como, mutante bra-
gquitico (Figura &6 e 67), folhas erectas (Figuras 70-72), folhas
enrugadas (Figura 68), esterilidade masculina (Figuras 69 e 75),
producdo de pdlen zem amido (Figura 76), folhas estriadas (Figu-
ra 77), endosperma amarelo~]im¥c associado A producdo de plantas
albinas (Figuras 78 e 79), endospermz amarelo-1imdo associado &
producdo de plantas verdes que secam algumas folhas na dpoca do
florescimento (Figuras 80-82), endosperma mais claro e mais opa-
co gque o original (Figura 83), aumento de heterose (Figura 73) e

alteragBes para polipeptidecs de zefna (Figuras 84-82).
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4.4.2.1. Mutantes morfoldégicos.

Todas as progénies Rl e varias progénies R2
de somaclones desenvolvidas no campo foram aval!adas gquanto a
ocorréncia de mutantes morfoldgicos. Butofecundac¥o, cruzamen-
tos entre plantas~irnds de progénie e do mutante com a Iinhagem
original foram realizados para as progénies R1 gque apresentaramk
variabilidade para morfologia da planta. Como mostrado na Tabe-

la 17, os mutaentes morfoldgicos cbservados foram:

Braguftico - Na progénie R1 resultante da
autofecundagfo do somaclone CT-12%(Cat 100~1), com fendtipo nor-~
mal, foram obtidas 36 plantas normais e 13 plantas braguiticas
(Figura 66). Ocorreu, portanto, segregacfoc 3:1. Autofecundacso
das plantass braquiticas produziu 100% de plantas (RZ) braqusiti-
cas (Figura 67). Cruzamentos entre plantas normais irm¥s e bra-
gquiticas produziram progénjeé (RZ) 100% normais e progénies se-
gregantes, normal e braguftico (1:1). Cruzamentos entre os so-
maclones bragufticos e a linhagem original produziram 100% de

plantas (RZJ normais para esta caracterfstica.

Folhas werectasz - O somsclione RO CT-830(Cat
100-8) apresentou folhas erectag. Esta alteracZo para posic¢3o
erecta das folhas (Figuras 70-72) deveu-se a uma reducfo bastan-
te zcentuasda do tamaznho da lfgula, como mosirado nas Figuras 70

e /2. HNa progénie resultante da autofecundac¥o deste somaclone
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Figura 64. Somaclone (RO) da linhagem Cat 100-1 apresentando
formag8o de espiga terminal, uma caracterfstica bastante comum

em plantas regeneradas a partir de cultura de tecidos.

Figura 65. Somaclone RO da linhagem Cab 100-1% apresentando re-

duc¢do de internddios no terco terminal da planta,

Figura 66. Mutante braquftico na progénie R1 do =omaclone

CT-129(Cat 100-17,

Figura &7. Linha de plantas bragufticas R2 resultante da aubo-
fecundac®o de um mutante braguitico na gera¢so Ri. 3 esquerda
pode~se notar a presenga de uma linha de plantas R2 resultasntes

da autofecundaclo de planta normal do mesmo szomaclone.
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Figura &B. Plantas com folhas enrugadas da progénie Rl do Soma-~

clone CT338(Ast-17.

-

Figura 63. Panfcula de uma planta fértil (3 esquerda) e de uma
planta macho-estéril (& direita) da progénie R1 do somaclone

CT-565(Cat 100-17.

Figura 70-72. Progénie R! do somaclone CT-830(Cat 100-8). Fi-
gura 70, Planta erecta. Hotar redugo do tamaznho da lfgula. Fi-~
gura 71. Planta normal, apresentando I{gula normal. Figura 72,

Plantas erectas e uma planta normal {(seiz).

Figura 73. Linhagem Cat 100-1 original na iinha & diretta. Hi-
Bridos Fl resultantes do cruzamento entre a Iinhagem Cat 100-1%
original e duas plantas da prog&nie R1 do somaclone CT-127(Cat
100-1) nas linhas do centro e & esguerda. Notar a heterose dos

hibridos Fi1, comparados com a linhagem original,
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ocorreram plantas erectas e normais, numa propor¢Zo 43:7, res-
pectivamente. Foram obtidas sementes R2 destas plantas, resul-
tantes de autofecunda¢o, cruzamentos entre irm¥os germanog e

cruzamentos com a linhagem orginal e com outras l{nhagens.

Folhas enrugadas - 0 somaclone CT338(Ast-1)
apresentou fendtipo normal para caracterfsticas das folhas. &
progénie resultante da autofecundac¢¥o desse somaclone apresentour
segregag@o 3:1 para enrugamento das folhas. Este enrugamento
fol mais acentuado nas folhas do tergo superior da planta (Figu-
ra 68). AvaliagBes de progenies R2 repetiram o padrfo de segre-
gag¢3o monofatorial 3:1, porém, observou-se que algumas plantas
tinham folhas mais enrugadas gue outras. Com o objelivoe de se
estudar posteriormente a determinagéo-genética desta caracterfg-
tica, forazm realizades cruzamentos com a linhagem coriginal, cru-
zamentos entre irm¥os germanos e autofecunda¢%o das plantas com

folhas enrugadas.

4.4,.2.2. Esterilidade masculina.

Hutantes macho-estéreis foram avallados
quanto 2 produc¥o de pdlen observando-ge as anteras com azuxflio
de um microscépio {(magnificacgc¥o 8-15 x) ou um microscépio dptico
{magnificac¥o 20-100 x). Foram obsevados trés diferentes mutan-

Ltes:
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Esterilidade masculina citoplasmética - O
somaclone CT-550(Cat 100-1) apresentou panfcula morfologicamente
normal , porém com anteras vazlas. Este somaclone fol cruzado

com a linhagem Cat 100-1 original (Figura 74). Foram obtidas 91

plantas R1, que foram desenvolvidas em condi¢Bes de campo. To-
das estas plantas apresentaram esterilidade masculina caracteri-
zada pela auséncia de pdlen nas anteras (Figura 75). N3o ocor-

reu restauracdo ou produciio de setores fértefgs em nenhuma plan~'

ta. Estes somaclones foram cruzados com a linhagem original e
também com linhagens testadoras para restaurag%o de alguns tipos
de esterllidade masculina citoplasmitica dos tipos C e T, como

-

descrito mna Tabela 17. Como resultado, foram obtidas 100% de
plantas machco-estérels nos cruzamentos com a linhagem Cat 100-1
e 100% de plantas férteis nos cruzamentos com todas as ]inhagens

testadoras, que restauram citoplasma C e/ou T.

Somaclone CT-565(Cat 100-1) - A planta re-
generada CT-565(Cat 100-1) apresentou desenvolvimento de estilo-
estigma na panfcula e produg¥o tardia de pdlen e em pequena
guantidade. Este somaclone foil ent¥o cruzado com a linhagem
Cat 100~1 original. Um total de 37 plantas foram desenvovidas
no campo, das quais 24 eram machos-estéreis e 14 eram férteis
apresentando, portanto, segregac¢3o 1,7:1. A panfcula das plan-
tas macho-estéreis eram morfologicamente normais, porém as ante-
ras n3o produziram gr3os de pdlen. Estas plantas foram cruzadas
com plantas-irm3s férteis, com a linhagem original e com trés

linhagens testadoras para esterilidade masculina citoplasmdatica.
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As plantas férteis foram autofecundadas e cruzadas com a linha-
gem original. Os resultados mostrados na Tabela 17 apresentan
diferentes padr8es de segregacdo para macho esterilidade nas di-
ferentes progénies e uma das pregénies 100% macho-estéril. 0
cruzamento de plantas macho-estéreis com os testadores L 16-b~8
® L 3903 produziu progénies 100% férteis. Entretanto, o cruza-
mento com o testador L 1038 produziu 38 plantas férteis o 5

plantas macho-estédreis (7,6:1).

Somaclone CT-127(Cat 100~1) - O somaclone CT
~127{Cat 100-1) produziu pdlen e fof autofecundadeo. A progénie
resultante dessa autofecundac3o consistiu de 26 plantas com pro-
duc¥o normal de pdlen e 7 plantas com produgdo de pdlen sem ami-
4o. Estas iltimas plantas tinhan panfcula aparentemente normal,
porém, ag espiguetas n3o se abriram para que as anteras fossen
expostas. Os gr%os de pdlen, por sua vez, eranm enrugados e
quando foram corados com lugol n3o adquiriram a colorac3o roxa a
gue caraclteriza a presenca de amido (Figura 76). Esses gr3os de
polen permaneceram dentro da antera e, aparentemente, n3o comple
taram o© seu desenvolvimento. Consequentemente essas plantas
eram machos-estéreis. Progénies resultantes de cruzamentos en-
tre somaclones Rl CT-127 macho-esztdreis com plantas férteis da

linhagem Cat 100-1 produziram 100% dos grdos de pdlen normal.
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4.4,2.3. Mutantes deficientes em clorofila.

Folhas estriadas - O somaclone CT-4693(Cat
100-1) o dois somaclones CT-621(Ast-1) e CT-457 (Ast-1) apresen-—

taram folhas estriadas. Fol possfvel obter-se sementes apenas
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para o =zomaclone CT-621, que fol! autofecundado @ sua progénie

desenvolvida no campo. Entre 38 plantas da progénie Rl, ocorre-
ram apenas 4 plantas com estrias nas folhas. Az plantas restan-
tes tinham folhag normais. Como mostrado na Tabela 17, ag +trés
plantas R1 estriadas autofecundadas produziram plantas normais e
estriadas, enquanto que plantas Rl normais produziram progénies
normals e progénies segregantes. Cruzamentos recipreoces  entro
somaclones R2Z com plantas normais da linhagem Ast-1 produziram
plantas R3 100% normais. A progénie segregante foi obtida a
partir de um cruzamento de somaclone R2 estriado com normal. A
figura 77 mostira folhas de uma planta estriada da progénie R2 do

somaclone CT-621(Ast-1}

Somaclone CT-45(Cat 100-1) - O somaclone RO
CT-45(Cat100-1) fol autofecundado e produziu progénie R1 100%
normal. Da autofecunda¢¥o de plantas R foram obtidas 23 espl-
gas com sementes 100X normais e 5 espigas segregantes para cor
da semente (Figura 78). A segregac3o dentro das espigas seguiu
2 propor¢de 3:1 para sementes normais e sementes amarelo-lim3o,
respectivamente. As sementes amarelo-lim¥o produziram plantas

albinas (Figura 79),
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Plantas albinas desenvolvidaes em condic8es
de campo e de baixa intensidade luminosa (aproximadamente 30
lux? apresentaram folhas com a mesma colorac¥o. 0O conteddo de
clorofila total das folhas dessas plantas albinas foi 0,026 e
0,030 mg/g peso fresco, respectivamente. As plantas normais de-
senvolvidas em condi¢Bes de campo e de baixa intensidade lumino-~
sa apresentaram conteuddo de clorofila total de 0,810 e 0,226 mg/.
g peso fresco, respectivamente.

U conteddo de carotendides totais das plan-
tas normals desenvolvidas em condigSes de campo o de baixa in-
tensidade luminosa foil de 56,4 e 14,1 ug/g peso fresco, respec—
tivamente. HN¥o foram detectados carotendides na leitura espec—
trofotométrica dos extratos de folhas do mutante albino desen-

volvido em ambas condigBes de crescimento,

4.4.2.4. Mutantes para cor do endosperma,

Somaclone CT-114(Cat 100-1) - O somaclone Ro
CT-114(Cat 100-1) foif autofecundado e produziu sementes 100%
normais. Da autofecunda¢¥o de plantas Ri1 desenvolvidas a partir
dessas sementes foram obtidas 2B szpigas com zementes R2  100%
normais e =apenas uma espiga com segregagdo 3:1 para sementes
normals e amarelo-lim¥o, respectivamente (Figura 80). A colora-
¢®o dessas sementes ¢ bastante semelhante 3quela obtida para o

mutante amarslo-lim¥3o do somaclone CT-114(Cat 100-1) (Figura

783,
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As sementez RZ2 normais de espigas segregan-
tes e n¥o-segregantes, bem como as sementes amarelo-lim¥o produ-
ziram plantas verdes, A=z plantas provenientes de sementes ama-
relo-1lim3o, no entanto, eram menos vigorosas e, cerca de 5-8
diaS‘gntes da exposic¢do da panfcula, ocorreu secamento de cerca
da metade ou um terco das folhas do terco terminal das plantas
fFigura 81). Este fenbmeno n3o foi observado para as plantas
provenientes de sementes normals. Os resultados de autofecunda-
¢d3o dos mutantes R2, cruzamentos com plantas provenientes das
sementes RZ verdes de espligas segregantes e cruzamentos com a
linhpgem original est¥o apresentados na Tabela 17 e Figura 82,
Como pode ser observado, os resultados seguiram o modelo de se-

gregacdo monogénica.

Somaclione CT-158(Cat 100-1) - O somaclone RO
CT-158(Cat 100-1) foi autofecundado. N%o fol possfvel determi-
.nar se as sementes produzidas eram normais ou n¥o, porque houve
problemas com o desenvolvimento e enchimento dos gr3os. isto
fol devido ao fato de que este somaclone era pequeno e pouco vi-
goroso. Plantas Rl eram aparentemente normais e foram autofe-
cundadas. Como resultado, foram produzidas espigas com sementes
100% normais, espigas com sementes segregantes para cor clara e
aspecto mals opaco e com sementes 100% claras e mals opacas (Fi-
gura 83). Como mostrado na Tabela 17, a segrega¢lo para esta

caracterf{stica seguiu o padr%o de heran¢a monogénica.
Andlises de polipeptidecs de zefna deste so-

maclone atraveés de focalizacg¥o isoelétrica em gel! de agarose fo-
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Figura 78. Fotografia mostrando parte de uma espliga segregante
para cor das sementes, proveniente da autofecundaglic de uma

planta Rl do somaclone CT-45(Cat 100-1).

Figura 79. Fotografia de pléntulas R2 provenientes de sementes

amarelo-1im%o de progénie do somaclone CT-45(Cat 100~1)

Figura 80. Fotografia mostrando parte da Unica esplga segregan-
te para cor das sementes, obtida entre 29 espigas de plantas RI1
do somaclone CT-114(Cat 100-1). Notar a semelhanga de cor com o

mutante CT-45(Cat 100-13,

Figura 81. Plantas provenientes de sementes amarele-linm%o (no
centro) e de sementes normais (3 direita) de somaclione CT-114
(Cat 100-1). Notar folhas com pontas queimadas nas plantas pro-

venientes das sementes mutantes.

Figura 82. Espligas do somaclone CT-114(Cat 100-1) provenientes
de autofecundac®o de plantas R2 mutantes (centro}), retrocruza-
ment.o de plantas RZ mutantes com a linhagem original (i direita)

e cruzamento com umas planta R2 normal heterozigota (3 esquerda).

Figura B3. Espigas de plantas R2 do somaclone CT-158(Cat 100-1)
autofecundadass. Espliga contendo sementes 100% semelhantes & 11~
nhagem Cat 100-1 original (& esquerda), esplga contendo 100% de
sementes mutantes (& direita) e espiga segregante (centro). No-

tar a cor mals clara e o aspecto mals opaco do mutante (seta).
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ram realizadas. Como mostrado na Figura 85, o padrZo de bandas
de zefna obtlidas para amostras consistindo de mistura de endos-
perma 7 sementes RO foi idéntico ac obtido para a linhagem orif-
ginal Cat 100-1. Este resultado se repetiu para as andlises de
amostra de endosperma de sementes R2 normals e mutantes. Tambdém

ndo fol encontrada variacdo para aminodclidos livres presentes om

espliguetas de plantas normais e mutantes.

4.4.2.5. Heterocose

Foi observadoe aumento de vigor em cruzamen-
tos de somaclones Rl o R2 da Cat 100-1 com plantas da |inhagenm
original Cat 100-1., Estas plantaz floresceram cerca de uma me-—
mana antes das plantas da linhagem original. A maloria dos cru-
zamentos entre os somaclones RO ou Rl e 2 linhagem original de-
ram progénies mais vigoresas do que os pais. Este fato pode ser
visuallzado na Figuras 73, que mostra duszs linhas F1 provenientes
do cruzamenio entre 2 plantas Rl do somaclone CT-127(Cat 100-1)

e a linhagem Cat 100-1,bem como uma linha da linhagem Cat 100-1.
4.4.2.6. Aminodcidos livres
REo foram detectadas varia¢Bes para aminod-

cldos livres presentes nos extratos de esplguetas dos somaciones

e linhagens criginais analisados.
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Tabela 7. Variacho genctipica es somaclones de linhagens iscgénicas de milbho. Foras avaliades $25
somaclones da linhages Cat 108-4, 28 da linhagem Cat 160-8 e 23 da linhages Ast-i.

Somac lone Plania RO Planias RS Plantas R2
CT-129(Cat 100-1) 5.0.;(4) 35 N 13 Br Cat 160-1 x Br = 10904 N}

Br (&) = (08X Br
Br »x N = 184X N,
21 N © 23 Br
1S N : 8% Br
N (A) = {80X N
20 N @9 Br
28 N : 95 Br

CT-338(Cat 100-1) F.E.i(h) 3FE. 7N

€T-330(Cat 100-8) S.0.i(R) 36 N @ 1@ F.E. Cat 108-8B x F.E.) = 0@ N
F.E. x F.E. = 108/ F.E.
F.E.x N 108X Ni
16 N @ 17 F.E.

oIt

-~

i)

198X Rest
95% Rest
1067 Rest
108Y Rest
1007 Rest

{667 Rest
1097 HS (W)

CT-550(Cat 100-1) HS; X Cat 10¢-1 1007 HS X 902(T" )
x 214(ch)
X 2B~a~?(c:>
X 16-a-b(C")
X 9631 C)
X 1038(T € )
X Cat 100-1

I H

L1200 B ]

CT-5a5(Cat 160-1) F.P.ipouco pdlen 24 M8 D 4F (Ak= 32F © @3 MG
X Cat 100-1 3F 25 HS
34F 10 HS
i4F @ 12 HS
9F T 65 HS
0L F

X Cat foe-i

il

8N 1Y HS(W
1607 HS(W)

X 1558 1001 F

X 1938 = 38N 5 M8

X 7e3 100X F

1t

H

CT-127(Cat iee-1i) 5.0.: (&) 26 M . 87 M8 A=22 N 86 HS
26N 18K
8B N @ @2 H5
1007 N
H8 x Cal 100-1 = 100X N (W)

CT-42i {A&st-1) F.Eutr.i () J4 N - 04 F.Eskr. {A)F.Estr. = 30 N © 25 F.Estr.
42 N © iB F.Esir.
27 N 30 F.Estr.
108% N
168Z N

{#4) N
F.Estr. x N

H o

coplinus ...
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Plantas R?

= 100K N (W)

segr.ets AL (3:1D)
$G0IH

1867 sis AL
1o88

= segr . stsAlL{L:1)

1887 sls Opc.

= §09% sks Opo,

198% sts N

Sumaclone Planta R@ Plantas Ri
CT-AG7 {(Ast-1) F.Estr.
CT-469(Ast~1) F.Estr,
LT-A5(Cat i8@-1) 8.0.i &4 23 N © 83 seor. sls 41, pl. 4lb. N x Cat 198-i
CT-iiA{Cat 188-1) S.0.: A 28 N ed sks Al (3:D) (A) N =
(A} sts AL =
sts AL x Cat {€0-1
sts AL x N sear.
CT-158(Cat 166-1) ] 98 N | 17segr, @ @9 sts Dpc (A) sts Opc =
{R) sts N
(A} sis N segr, =
ET-263(Cat fe8-0) Alt. zeina 0 e
ET-43%(Lat i89-1) Alt, zefna 00 eeeeeeo
CT-5i3{Cat 1&8-1) alt. zeing 0 e
CT-542(Cat 1&¢-1) Alt. zeina 00 —eeeeeee
£Y-39¢(Cat 129-1) Alt. zefna =00 o——mmeeem

CY-5e8(Cat 168-1) Alt. zeina

(T-280(Cat 108-1) Alt. zeina

CT-356(Cat 1&0-1) Alt.

(A}  sutofecundapBo

Ath Plantas albinas

Al Endusperea zsarelo-lislo

alt. zeina Alteracio es bandas IEF de polipep-
tideos de zeina

Br. Braguiticos

C* Restaura citoplasea C

F Fértil

F.E. Folhas enrugadas

F.Er. Folhas erectas

t.Eutr. Folhas estriadas

C 3o restaura €

12N ¢ 2@segriistshpy

F.P. Feminilizac3n da panicula

H3 Esterilidade masculina

K Horwal
Opc Sementes um pouce opacas
pl  Plantas

Rest Restauracdo

segr Segregante

8.0. Caracteristicas semelhantes ao observado
para a linhagem original

sts Semenies '

T*  Restaura citoplasaa T

(H) Heteroue

T~ M0 rectaura citoplasma T
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0 padr¥o de bandas de aminodcidos das amos-
tras analisadas fol bastante uniforme dentro de cada grupo de

zomaclones (Cat 100-1, Cat 100-8 & Agt-1).

4.4.2.7. Polipeptideos de zefna

Amostras de endosperma da linhagem Cat 100-1
e =ementes de 104 somaclones RO derivados dessa linhagem foram
aval fadasn quanlo & ocurréncia de alteracBen em polipeptfdeon de
zofnd através de focalizacg¥o isoelétrica (IEF) em gel de agaro-
se. Para facilitar a denominagZo das bandas de IEF e possibili-
tar uma compara¢do com trabalhes jd existentes na literatura,
amostras de endosperma das linhagens americanas OH43 e W23 foram
utilizadas como padr@es (Figura 84).

A zefna extrafda da linhagem original e da
matioria dos somaclones apresentou um padr¥o homog&neo de bandas
em géis de IEF, como representado na Figura 85. As bandazs de
polipeptideos foram numeradas de acordo com sua distincia (mm)
do cadtodo do gel (WILSON, 1984). Assim, a banda mais basica,
que situou-se a 10mm do cdtodo, fol denominada banda 10 e assim
por diante. Esta banda 10 ocorreu apenas para a linhagem 0H43
(Figura B85). Embora oz géié de agarose apresentem resultados
reproduzfveis e invaridvels para os padrBes de linhagens de uma
corrida para outra, a posi¢%o das bandas pode variar levemente
de um gel para outro (WILSON, 1384). Para evitar discrepdncias

na nomenclatura das bandas de IEF, um udnico gel contendo as 11~
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nhagens OH43, W23 e Cat 100-~1 foi escolhido e as bandag numera-
das (Figura 84), 0 padr3o de bandas dos polipeptfdeos de =zefna
dessas trés linhagens foi bastante distinto. A OH43 deu um to-
tal de 11 bandas detectidveis, das quais 9-eram malsg intensas. A
W23 apresentou 10 bandas detectiveis das quals 8 eram mais in-
tensas. A linhagem Cat 100-1 apresentou 11 bandas detectdveis,
das quais 8 eram mais intensés.

0 sistema de focaliza¢Bo isceldirica de zef-

na em gel de agarose pH 5,8 + 3,5-3,5 permitiu uma excelente

uniformidade e repetibilidade no padr3o de bandas, como pode ser
observade nas Figuras 84-92. Gélis contendo 14 ou 44 amostras
foram ‘inicialmente testados para se detectar variac®es nos pa-

dres de bandas. Como mostrado nas Figuras 85 e 86, foi obtida
uma boa resoclugio das bandas em ambos os géis, Assim, nas and-
lises preliminares, em gque os 104 somaclones e a linhagem Cat
100~1 foram amostradas na forma de mistura de gementes, utili-
zou-se, por conveniéncia, principalmente géis com 44 amostras.
Usando-se esse procedimento foil possfvel detectar variagBes para
bandas de zefna, como representando na Figura 85. HNas amostras
consistindo de mistura de endosperma de 7 sementes foram encon-
tradas varia¢@es para as duas bandas principais mais bdsicas 14
e 16. Essag varjacles ocorreram para 8 somaclones (Figura 88 e
838) e consistiram de: (1) Auséncia de banda 14 nos somaclones
CT-439, CT-542, CT-513 e CT-280. (2) Redug¥o da intensidade de
banda 14 associada com aumento da intensidade da banda 16 nos
somaclones CT-390, CT-263, CT-508 e CT-356. HN3¥o foram observa-

das alterag8Bes para os outros polipeptideos de zefna nos géis
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de lEF para os somaclones da linhagem Cat 100-1.

As Figuras 88~92 mostram os resultados obti-
dos para focalliza¢¥o isoeldétrica de zefna de amoztras de 7-8 se-
mentes individuais da linhagem Cat 100-1 e dos B somaclones que
apresentaram variacBez no padf%o de bandas. Amostras de =semen-

tes individuais, representando essas varlagBes para polipepti-

deos de zefna est3o apresentados na Figura 88. Como pode ser.
observado, o padr3o de bandas fo! constante para todos os indi-
viduos, com exce¢do do somaclone CT~390. Egte somaclone apre-

sentou quatro padr@es para as bandas 14 e 16 (Figuras 88 e 8921},
cu segjas; FPadr3oc 1. Banda 14 maisz inten=za ﬁﬁjfj), semelhante ao
padr#o normal da linhagem Cat 100~1; Padr%o 2. Bandas 14 e 16
com mesma Iintensidade {gg::: }; Padrdo 3. Banda 16 mais intensa
gue a Banda 14 ég:::}; Padr3c 4. Auséncia da Banda 14 é6~mm ).
A andlise de amostras de endosperma de 37 sementes R1 do soma-
clone CT-390 mostrou segrega¢¥o 9:8:10:9 para os padrSes 1, 2, 3
e 4, respectivamente.

R¥o foram encontradas variac8es para o pa-
dr#o de bandas lEF de zefna na andlise de amostras de endosperma
da linhagem Cat 100-1, provenientes de aproximadamente 100 ge-
mentes. Essas sementes foram coletadas de 10 diferentes espligas

e foram utilizadas, individualmente ou em amostras de misturas

de 7 sementes, como controle nos géis de IEF deste estudo.
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OH 43 Was CAT 1001

Figura 84. Randas principais de polipeptideos de zefna das 114-
nhagens americanas de mi{lho (0H43 e W23 e da linhagem Dbrasileira
Cat 100-1, obtidas em géis de sgarose pH 5,8 + 2,5-9,5. 0Os nu-

meros representam a dist3ncia em mm de cada banda de =zefna do

catodo do gel.
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Figura 85 e BE. Bandas 1EF de polipeptfideos de zefna obtidos de
amostras consistindo de mistura de endosperma de 7 sementes da
linhagem Cat 100-1 e alguns somaclones desta linhagem, em @géis
de agarose pH 5,8 + 3,5-9,5. Figura 85, Parte de um gel que
comporta 14 amosiras. Notar a alta uniformidade e repetibilida~-
de no padr3o de bandas de zefna dentro do gel no sistema de fo-
calizac¥o fsoelétrica utilizado. Figura 86. Parte de um gel de
focalizag3o isoelétrica que comporta 44 amostras. Como pode ser
cbservado, este sistema, conveniente por causa do ndmero relati-
vamente grande de amostras, permitiu uma boa resoluc¥o e identi-

ficagdo de variag@es nas bandas,
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Figuras 87 e 88 . Bandas [EF de polipeptfdeos de zefna da linha-
gem Cat 100-1 e dos somaclones derivados desta linhagem que
apresentaram varia¢Ses para polipeptfdeos dessa classe de pro-
tefnas. Notar os padr@es das bandas 14 e 16. Figura 87. FPa-
dr8es de banda obtidas para amostras de mistura de 7 sementes.
Figura 88. Padrdes dabéhdas obtidas para amostras de sementes
individuais. Notar os padr@es de variacg3o dos individuos do so-

maclone CT-330 para as sementes analisadess.
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Figuras 83-91. Bandas IEF de polipeptf{deos de zefna obtidos de
amostiras de sementes individuais da linhagem Cat 100-1 dos soma-
clones que apresentaram variac¢¥o para essa classe de protefnas.
Notar a uniformidade dos padr@es de banda dentro da linhagem Cat
100-1 e de cada somaclone o 2 segregacdo para as bandas 14 e 16

no somaclone CT-390,



CT-542

CT-356

-1

CAT100

-508

CT




CT-280 CT-390 CT-263

g

—
CAT1 Oéﬂ CT-439




92

Figura 3892. Padr8es de bandas IEF de polipeptfdeos de zefna ob-

tidas de 31 sementes do zomaclone Ro CT-330(Cat 100-1). Hotar =

4
varifa¢3o obtida para as bandas 14 e 16, nos padrBes:teé ____. ,

S — —— 14
E% .;é e 16 —— . (=) CAT-100-1.
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3. PI12CUSSXD

No presente trabalho s3o reportados resulta-
dos relativos ao desenvolvimento e aplicag¥o de técnicas de cul-
tura de tecidos em milho, utilizando-se linhagens homozigdticas
adaptadas a condic¢®es de clima tropical. Esses resultados in-
cluem obtenc¥o de calos a partir de embries Imaturos, regenera-
c#o de plantas a partir de calos e células em sugpensdo, heranca
da capacidade de regenerac3o, obtenc¥o de linhagens de calos em-
briocgénicos altamente fridveis e sua manuteng¥o em culturas de
longa dura¢¥o, isolamento de protoplastos, alguns aspectos his-
- toldgicos e citoldgicos de calos fridveis e avaliac8oc de ocor-

réncia de variabilidade genética em duzentos e trés somaclones.
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5.1. Cultura de tecidos, células e protoplastos

U= calos obtidos a partir de embri®es imatu-
ros em culturas inicifais de vinte, das trinta e quatro linhagens
de milho utilizadas, s%o muito semelhantes aos calos embriogéni-~
coas previamente descritos por LU et al. (1882, 1983) e NOVAK ot
31. (1983). S%o0 calos compactos, opacos, nodulares, com organi-
zagdo complexa e com capacidade de produzir numerosos embrides
somdticos logo apds o Infcio da cultura. Este tipo de calo, de-
nominade embriogénico Tipo I, & o que tem sido obtido, com raras

excegBes, para todas as culturas de milho de diferentes gendti-

pos com capacidade de regenerac®c descritos na literatura ( Lu
et al., 1382, 1383; NOVAK et al., 1983; ARMSTRONG & GREEN, 1985;
DUNCAN et al., 1985; LOWE et al., 1985; RAPELA, 13885; TOMES &
SHITH, 1985; PRIOL! et al., 1985a; FAHEY et al., 1986; HODGES et

al., 1985, 1986; PRIOLI & SONDAHL, 1987). Apesar de produzirem
rapidamente numerosos embriBes zomsticos com capacidade de ger-

minagdc e produ¢3o de plantas adultas, os calos embricgénicos

Tipo 1 apresentaram o inconveniente de serem de diffci! manuten-
¢dc além de algumas poucas subculturas. Este fenbmeno parece
ser comum para este Lipo de calo, como j& discutido na literatu-
ra (LU et al., 1984; VASIL, 1985; VASIL & VASIL, 1386). Calos
semelhantes s¥0 obtidos para gramfneas de um modo geral (VASIL,
1985). HNos calos Tipo ! de gramineas, os embriBes somiticos pa-

recem se originar inicialmente de uma populagBo de células em-
bricgénicas e, depols, da proliferac3o de pro-embrifes (WILLIAMS

& MAHESWARAN, 1986).
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Setores com desenvolvivento de gemas apicails
ndo associadas a estruturas embriondrias n3o foram encontrados
nog calos Tipo ]! analisados. Obviamente, baseando-se apenas enm
avaliacBes ao microscdépio estereoscdpico nio se pode descartar
totalmente =2 possibilidade de ocorrerem ocasionalmente setores
organogénicos nesses calos. E preciso que se considere que,
épés alguns dias em cultura, esses calos adquiriram uma organi-
zagdo mals complexa, acompanhada, multas vezes, por germinacg3o
de embrides somdticos, o que poderia dificultar o recaonhecimento
de gemas aplcais. Por outro lado, o desenvolvimento de numero-
sos .embrides somidticos distribufdos por toda a superffcie dos
calos anallsados para as vinte linhagens com capacidade de rege-
neragdo nio deixa dividaz que esses calos tém capacidade de em-
bricgénese somitica.

Os embri@es somdticos da mailoria dos calos
apresentaram capacidade de maturac¢¥o, germinac¥oc e produc3o de
plantas. Este fato ¢ comprovado pela alta correlac?o significa-
tiva (0,936 %) obtida entre calos Tipo I de todas as linhagens,
avalfados como embriogénicos ac microscdpio esterecoscdpice (mag-
nificag¥do 8x), em melios com 2,4-D, e calos que produziram plan-
tulas em meio sem este regulador de crescimento, nos trés expe-
rimentos realizados. Este resultado permite também afirmar que
a avallagH3o visual de calos realizada com o auxflio de um mi-
croscépio estereoscdpico (magnificac3o 8x), & adequada para o
reconhecimento de calos embriogénicos em culturas de milho. Os
cuidados de transferéncia dos embriSes somsticos para meioc sem
2,4-D no estdgic apropriado pode ter sido um fator importante

para se garantir esta alta correlac3oc obtida.



Esses resultados de embriogénese gomatica
oem calos Tipo 1, associados aqueles obtidos para os calos Tipo
Il nag linhagens de milho adaptadas a clima tropical wuttlizadas

neste trabalho corroboram o conceito que vem sendo desenvolvido
recentemente de que embriogbnese somdtica ¢ a principal via de

regenerag¢d@o de plantas enm culturas de tecido de milho (LU et
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al., 1982, 1983; GREEN, 1982; NOVAK et al., 1983; DUNCAN, 1985;

PRIOLI gt al., 1985a; VASIL, 1985; VASIL et al., 1985; HODGES et
al., 13986; PRIOLI & SUNDAHL, 1987)., Gemas apicals sugerindo or-
ganogénese foram observadags por SPRINGER et 2l. (1979) em cortes
histélégicos de calos Tipo I da linhagem de milho A1B8, Em cul-
turas da linhagem de milho americana B73, LOVE et al. (1985) se-
lectionaram uma linhagem de calos com alta capacidade de organo-
génese. Em culturas de longa dura¢3oc de uma linhagem americana
de milho pipoca fol observado o desenvolvimento de algumas gemas
apicals, sugerindo ocorréncia de organogénese (PRIOL] & SONDAHL,
18875, 0 conceito de que embricogénesze somdtica em milho & a
principal via de morfogénese tem se baseado n¥o apenas nas nume-
resas observagles visuals de calos com capacidade de regenera-
¢80, mas também em estudos histoldgicos, como os realizados para
desenvolvimento de calos Tipo I de quatro hibridos comercials de
milho (VASIL et al., 1985). Embri@es imaturos e calos Tipo I
foram amosirados diari{amente durante uma semana a partir do pri-
meiro dia de cultura e com intervalos de 2-5 dlas para as préxi-
mas trés semanas. Us resuitados mostraram que a embriogénese
somdtica foi a principal via de morfogénese nos calos estudados

por esses autores. Apenas ocagionalmente foram observadas, na
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superf {cie de alguns desses calos, gemas apicais circundadas por
um ou maiz primérdics follareg, apresentando gistema vascular
aberto conectado com o restante do calo, e n3o associadas com
escutelo, coleorriza ou coleoptilo.

Calos embriogénicos fridveis e semi-fridveis
foram isolados para cinco linhagens homozigdticas de milho. A
alta friabilidade e capacidade de regenerac¥o de plantas desses’
calos vOm e mantendo em culturas de longa duracdo. Calos em-
bricgénicos do tipo fridvel foram descritos pela primeira vez em
milho para culturas da linhagem A18B8 (GREEN, 1982; GREEN et al.,
1983) . As caracterfsticas dos calos Tipe Il produzidos pelas

linhagens brasileiras agsemelham-se muite ao descrito para a li-

nahagem Al188. ObservacgBes de ambas as culturas ac microscdpio
estereoscdpico confirmaram es=zaz seme:hsangaz (PRIOLI, observa-
cBes n¥o publicadas). Entretanto, as observagBes feitas por

ARMSTRONG e GREEN (13985), de que o nuimero de ombrifSes somdticos
& aumentado em calos Tipo [l da linhagem A188 mantidos em meio
ctom L-prolina, n¥%o se repetiram pars os calos obtidos em nosso
laboratdrio. 0 efeito da L-prolina em calos fridsveis de milho
ndc & ainda bem conhecido (GREEN et 2l., 1983; ARMSTRONG & GORE-
EN, 1985). G5Sabe-se que esta subst8ncia também estimula a produ-
¢330 de ombriles somdticos em cultura de anteras de triticale
(S0ZINOV et al., citado por GREEN et 21., 1983). Aparentemente,
os cales fridveis da linhagem A18B e oz selecionados para as 1i-
nhagens brasileiras, embora semelhantes em caracterristicas mor-

foldgicas, diferem quanto 3 resposia para L-prolina.
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A seoleg¥o de calos embriogénicos fridvels
tem =sido um fendmeno bastante raroc em milho. Além da linhagenm
Al188, selecHo de calos Tipo Il em milho fol reportada apenas pa-
ra os hfbridos AI88 x B73 (KAMOD & HDDGES, 1886), B73 = G35 (TO-
MES & SMITH, 1985) e Dekalb XLB82 (VASIL & VASIL, 1986). Evi-
déncias para a existéncia de um controle genético para a produ-
¢¥o0 de calos embriogénicos Tipo Il foram encontradas por TOMES'
(1885}, Essas evidéncias sugerem que a produc¥o de calos em-
briogénices Tipo I e Tipo Il seria controlada por determinantes
geneticos separados. Aparentemente algumas das linhagens utili-
zadas em nosso trabalho apresentam malor tendéncia de produzir
calos embriogénicos frisdvels, o que sugere diferencas genotfpi-
cas para esta caracterfstica. Além disso, nossos resultados
mostram a possibilidade de se selecionar calos embriog8nicos al-
tamente fridveis em culturas de longa duraglo de calos Tipo I ou
semi-friaveis de gendtipos recalcitrantes para esta caracter{s-
tica nag condic¢B8es experimentais de rotina, como ocorreu para a
linhagem Cat 100-1.

Grande variedade de tipos celularez pede ser
observada nos calos fridvels e semi~fridvels analisados. Os es-
tudos ac microscdple dptico e microscdépio eletrbnico de trans-
miss¥o mostram aspectos de diferenciac¥o celular variados, tals
como forma e tamanho das célulag, diferencas em numero o tamanho
dos vacudolos, densidade da matriz citoplasmdtica, forma e tama-
nho dos ndcleos, densidade cromatinica e estrutura nucleolar. 0O
padr3o de organizag¥o histoldgica dos diferentes tipos celulares

sugere a presenca de numeroscs pré-embri@ss. Os centros meris-
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temdticos desses prdé-embriSes sdo constitufdos por células com
caracterfsticas de alta atividade de divis3o. Az c¢édlulas mais
externas, que possuem um grande vacuolo central e citoplasma e
nicleos deslocados para a regifo periférica, podem ser conside-~
radas ' cédlulas mais diferenciadas (YEOMAN & STREET , 1977). As
diferengas na densidade cromatfnica, observadas em micleos sub-
metidos 2 Reaclo de Feulgen, corroboram estas evidénclas. Os’
pro-embrifies podem ou n¥o estar conectados entre si, pordm n3e
possuem conexdc com sistema vascular. Portanto, essas informa-
cles agsocladas as observacfes de maturac3o o germinac¥o de em-
briSes somdticos s¥o evidéncias da natureza embriogénica dos ca-
los fridvels ¢ semi-fridveis das linhagens de milho analisados,
Gemas apicais sugerindo organogénese n3¥o foram observadas. Eg~
tudos histoldgicos posteriores ser¥o de interesse para se obter
informacg®es s3obre oz padrss de multiplicac30o e maturag¢do desses
embrifies somiticos. A conex¥o encontrada entre os pré-embrifes
sugere que o centro meristemdtico & capaz de se dividir e formar
duas ou mai® regifes meristemdticas. Entretanto, a origem des-
ses novos centros meristemdticos n3¥c foi determinada precisamen-
te. Em calos Tipo I de milho os embriBes somdticos tém origem
multicelular (VASIL & VASIL, 1985). A estrutura macroscdpica e
microscopica e, possivelmente, a fisioclogla dos calos Tipe 11 &
diferente do Tipo I. Assim, os padr@es da origem e maturac3o
dos embrifes somiticos podem nSo ser os mesmos para os dois ti-
pos de calos.

As observacBies ac microscdplio esterecscépico

e microscoplo Sptico sugerem que o grau de friabilidade dos ca-
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los Tipo Il & diretamente dependente do tamanho dos pré-embrides
e grau de conexdo entre eles. Pode-se supor que um grau de de-
senvolvimento major do prdé-embri3o & atingido quande o© centro
meristemdtico estd circundado por células malores e mals dife-
renciadas e o prdé-embrifo como um todo desconectado do restante
do caleo. Aparentemente as células malores e mals alongadas que
circundam © prdé-embrifc nesta fase de desenvolvimento n¥o cres—
cem ativamente & nem est¥c diretamente associadas a ele, Estas
celulas talvez constituam o tecido de suporte dos embrifSes zomd-
ticos, come sugerido na thura724. Esta caracterfistica deve ser
impo?tante para manter a friabilidade do calo. A velocidade de
crescimento dos calos fridvels parece estar assoclada 3 alta
frequéncia de centros meristemiticos que possuem células com al-
ta capacidade de divisZ3o,.

As colulas vegetats mantidas em cultura “in
vitro” encontram-se em um estidgio de desenvolvimento que n3o
exibe, necessariamente, oz padrBesz de desenvolvimento observados
em plantas inteiras (LUNDDEN & CARLSON, 1980). A inducZo de di-
vis¥c celular em explantes ¢ acompanhada por alteragBes ultraes-
truturais que refletem o metabolismo da célula. Esgsaz altera-
¢Oes tém sido estudadas em células de cenoura e incluem o desen-
volvimento de caracter(sticas ultraestruturais que se assemelham
as células meristemdticars de plantass inteiras, tais como, aumen-
to do numerc de polissomos, desaparecimento de produtos de arma-
zenamento caracterfsticos de células diferenciadas, aparente au-
mento do nuimero de mitocSndrias, o nucleo assume forma arredon-

dada e se posiciona na regifio central da célula e © nucléolo
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torna-se menos compacto (YEOMAN & STREET, 1977). A  ultraestru-
tura dag cdlulas dos centros considerados meriztemiticos nos ca-
los fridveis e semi~fridveis das linhagens Cat 100-1 e TuxMo-1
assemelha—-se & células meristemdticas de plantas supericres de
um modo geral e aguelaz doscritaz para células em cultura (YEO-
MAN & STREET, 1977). Um aspecto interes=mante a =er destacado
noz calos estudados no presente trabalho € a presenga de numero-
zas estruturas que se assemelham sos corpos lipfdicos (TOLBERT,
1880). Os corpos lipfdicos parecem ter a fung¥o de reserva de
lipfdios (TOLBERT, 1980), 5S%o encontrados em asspociaclo com
gllo;issomos em ceélulas em que os lipf{diocs s%o rapidamente uti-
lizados, tais como células de cotilddones de sementes em germi-
nacgdo e esporos de fungos em germinacHo (MAXWELL et al., 1977).
Us glioxissomos contdm enzimas que participam da convers3oc de
lipfdios em carboidratos (TOLBERT, 1980) e n%o foram observados
nas células analisadas, sugerindo que as células dos calos Tipo
I de milho acumulaem lipfdios. Andlises ultraestruturais de ca-
log fridvels de milho n3o tém mido reportadas na literatura e
calos de outras espécies n3o té&m sido intensivamente estudados
ao microscdpio eletrdnico. Assim, & dificil dizer se esta € uma
caracterfstica comum de células vegetals cultivadas "in vitro”,
Células de cenoura em cultura sd%c consideradas boas fontes para
© lsolamento de esferossomos contendo triglicerfdecs, n3c asso-
clados <¢om atividade enzimdtica (KLEINIG et al., 1978 - citado
por TOBERT , 1880), o que sugere que acumulam estas szubstincias,
Pequenogs grdos de amido foram observados em algung amiloplag-

tos, indicando um pequenc acumulo desse carboidrato nas células
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dos calos Tipo l. Talvez a quantidade relati{vamente pequena de
gr¥os de amido nos calos Tipo II, comparando-se aos calos do Ti-
po !, bem como a ausbncia de tecidos vasculares sejam também fa-
tores importantes para determinar a friabilidade dos calos em-
bricgénicos Tipo Il. A concentragBo de membranas de reticulo
endoplasmdtico préximo & parede celular indica alta atividade de
sintese e transporte de subst8ncias nesta regilio.

Az pequenas dreas densas e escuras observa-
dag com frequénecia em micleos de cédlulas com alta atividade de
divis¥o (Figura B30} foram intensamente impregnadas com prata
(Figﬁra 52). As regies heterocromidticas, como evidenciadas pe-
la Reag¥o de Feulgen, eram relativamente pequenas e semelhantes
as observadas por AGUIAR-PERECIN (1973) o VIDAL st 2l. {13843,
Considerando-se a especificidade do método de Impregnacioc com
prata wutilizado e os resultados de ReagBo de Feulgen, estas
dreas poderiam ser conslderadas como correspondentes a agrega-
¢Bes de corpes pré-nucleclares que se formam durante a reorgani-
zag¥o do nucléolo, como observado em células de ponta de rafzes
de Allium cepa (STOCKERT et al., 1970) e Zes mays pexicany (COR-
TELAZZO & VIDAL, 138831},

Oz calos selecionados neste trabalho para as
linhagens Cat 100-1, Cat 100-6, Cat 100-8 e TuxMo-1 possuem ca-
racterfsticas adequadas para a selecdoc "in vitro” de mutantes
bioquimicos. Estas caracterfsticas s%o: alta friabilidade, ho-
mogeneidade, n¥o matura¢do dos embriBes somdticos em meio 2,4-D,
crescimentc répido e alta eficiéncia para regenerar plantas.

Hutantes resistentes a dozes letsis de 2-S-aminoetilcistelfna (A~
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ZEVEDO & ARRUDA, 1987)>, lisina e treonina (KINJO & ARRUDA,
1987}, S-metiltriptofanco (ARRUDA, dados n¥o publicados), DL-C-
proparglilglicina e L-etionina (PRIOL! et al., 1987), herbicida
glifosato (SAKATA & ARRUDA, 1987), NaCl e manitol (MELLO & ARRU-~
DA, dados n¥o publicados) vém sendo obtidos a partir desses ca-
los em nossc laboratdrio. Resultados semelhantes tambdém tém =zi-
do obtidos para os calos Tipo Il da linhagem A188 (HIBBERD,
1984; HIBBERD et al., 1986).

Além de serem adequados para produc3o de
p!antas em culturas de longa dura¢3o e seleglc de mutantes bio-
qufm;cos, os calos embriogénicos fridveis das linhagens TuxMo-1
e Cat 100-1 tembém foram utilizados com sucesso para o estabele-
cimento de culturas de células totipotentes em suspens¥o. Essas
culturas diferiram quanto as caracterfsticas de qualidade e dis-
pers¥o de células, indicando que deve existir um efefto genotf-
plco @/0u de friabilidade do calo utilizado na iniciac%o e esta-
belecimento de culturas de células em suspens¥o de milho. Calos

Tipo I t&m sido utilizados com algum sucesso para o estabeleci~

canum (VASIL & VASIL, 1981a, 1982), Panicum maximum (LU & VASIL,

1381b>, Pennisetum purpureum (VASIL et al., 1983) e Saccharum
efficinarum (HO & VASIL, 1983). Calos Tipo | de milhe, entre-
tanto, tém comprovadamente se mostrado inadequados para o esta-
belecimento dessas culturas. Raramente em cereals té&m sido es-
tabelecidas culturas em suspens¥o tfpicas, com populagBes de cé-

lulag n3o diferenciadas, n¥o organizadas, com alta capacidade de

divig¥o e agregadas em pequenos grupos (HARMS, 1982; VASIL & VA-
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SiL, 1985)., Em milho, culturas com essas caracterfsticas foram
degcritag apenas para a variedade Black Hexican Sweet (SHERIDAN,
1973, 1982) e para a Einhagem B73 {(POTRYKUS et 21., 1877). Es-
gas culturas, entretanto, n¥3o possuem capacidade de regenerar
plantas. Culturas de células em suspens¥o de milho com capaci-
dade de produzir calos e regenerar plantas quando transferidas
para meio sdélido foram descritas para a linhagem Al188 (GREEN gt
al., 1983; KAMO & HODGES, 1986). Como mostrado por GREEN et al.
(1983), essas culturas caracterizaram-se pela preosenca de massas
celulares com 1,0 mm de diSmetro em médla, frequentemente exi-
bindg em certo padr#o de organizag¥o. Virios pequenos agregados
celulares de células meristemdticas e vacuoladas também foram
obzervados. Pré-embriBes ocorreram raramente nessas culturas.
Como pode zer notado, a descri¢io deszses resultados sugere mui-
tas zemelhancas com aqueles obtidos para as culturas em =uspen-~
s¥o da linhagem TuxMo-1 em diferentes meios de cultura. Aparen-
temente as culturas das linhagens A188 e TuxMo-1, embora fina-
mente dispersas em geu aspecto macroscépico, s3o heterogéneas e
apresentam relativamente poucos agregados contendo 30-50 células
n¥o diferenciadas, ndc organizadas & com alta capacidade de di-
visdo. Agregados celulares semelhantes aos que caracterizam uma
cultura em suspensiio tfplica, como descrito anteriormente, cons-
tituem as culturas da linhagem Cat 100-1 (Figuras 35-36), além
de algumas células vacuoladas pouco frequentes. Resultados sge-
melhantes para culturas de c¢dlulas em suspensio totipotentes ndo
foram reportados na literatura para nenhuma outra linhagem de

milho. E possivel gue a tendéncla apresentada pelos calos em-
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briocgénicos fridveis da linhagem Cat 100-1 de produzirem grupos
discretos de células meristemdticas n¥o agsoclados a estruturas
globulares em graug adlantados de organlzag¢¥o, como observado ao
microscéplo dptico, favore¢am a formag%o e dispersdo desses
agregados em meio lfquido. Fotomicrografia de um dnico grupo de
células em suspens¥o e descrigdes fellas para as culturas em
éuspensﬁo inicladas a partif de uma linhagem de calogs fridveis
do hfbrido Dekalb XLB2 (VASIL & VASIL, 1986) sugerem superfi-
cialmente algumag semelhan¢as com az culturas da linhagem Cat
100~-1%.

- Células em suspensZo de culturas relativa-
mente novas (2-5 meses de {dade) das linhagens TuxMo-1 e Cat
100-4, filtradas (filtro 350 um) e colocasdas sobre melio sdélido
contendo 2,4-D, produziram calos embricgénicos. Portanto, os
calos obtidos em melo =d]ido devem ser provenientes de pequenos
agregados celularegs e n¥c de pequenos pedagos de calos ailnda
presentes na cultura. Isto significa que, embora as culturas da
linhagem TuxMo-1 sejam relativamente mais heterogéneas conmpara-
das com as culturas da linhagem Cat 100-1, elas possuem pequenos
agregados celulares totipotentes. Provavelmente, estas células
n¥o s8o aquelas provenientes de sistema radicular ativo dos em-
brites globulares presentes nessas culturas., Como discutido por
KIHé‘§L al., (1978}, culturas hetercogénezs com meristema radicu-
lar_ ativo podem liberar numerocosas células para o meic liquido.
Essas células s¥o descritas como vacucladas e n¥3o embriogénicas.

Oz resultados obtidos para as culturas de células em suspens@o

de ambos og gendtipos sugerem que essasz culturas apresentam ca~
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racterfsticas que dever3o permitir sua utiliza¢%o para trabalhos
de selec¥o de mutantes biogqufmicos. As culturas de células en
suspensdo da linhagem Cat 100-1 sugerem grande potencial para
isolamento de protoplastos vidvels.

Protoplastos foram tsolados a partir de al-

guns calos embriogénicos altamente fridveis e células em suspen-

s¥0 das linhagens TuxMo-1 e calos frisvels da linhagem Cat
100-6, Az dificuldades encontradas assemelham-sze dquelas des-~
critas na literatura para milho e gramfneas de um modo geral

(KING et al., 1878; HARMS, 1982; VASIL, 1985). Provavelmente, a

heterogeneidade das células dos calos frisveis e das culturas em
suspens¥o da linhagem TuxMo~1, como constatado em estudos de mi-
croscopia dptica , foram os mals importantes fatores responsd-
veis pelas dificuldades encontradas. Aparentemente, as células
vacuoladas que geralmente circundam os grupos de células com al-
ta capacidade de divis3o, possuem parede celular de diffcil di-
gestdo pelas enzimas utilizadas. Assim a penetracdo da soluclo
enzimatica nos tecidos meria dificultada por esszas cdlulas.
Isolamento de protoplastos a partir de calos embriogénicos frisa-
veis de milho foi reportado para a linhagem A188 por IMBRIE-MIL-
LIGAN & HODGES (1986). Cerca de 25% desses protoplastos mostra-
ram capacidade de divis¥o celular. Esses autores observaram que
© tipo, marca e concentrac¢3o das enzimas afetaram bastante © nd-
mero de protoplastos vidvels obtidos. Resultados semelhantes
foram encontrados em experimentos de isolamento de protoplastos
a partir de calos semi-fridvelis de Zoa diploperennis (PRIOLI et

al., 1885b).
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A maturac¥o ¢ germinac¥o dos embriBes soms-
ticos de calos Tipo | e Tipo II provenientes de embrifes imatu-
ros e de cdlulas em suspens¥o daz linhagens utilizadas neste es-
tude parece ocorrer de mcdo semelhante aos embrifles =zigdticos.
Este parece ser um fenbmenoc geral e tem sido observado para ou-
tras culturas de milho (GREEN, 1982; LU et al., 1982, 1983; NO-
VAK, 1983; VASIL & VASIL, 1585; PRIOLI et al., 1985a) o gramf-
neas de um modo geral (VASIL, 1985). Entretanto, variabilidade
nos padr@es de maturag¥o e germinac¥o de ombrifSes somiticos com
formagdo de embri%es atfpicos também foi encontrada. Novamente,
este parece ser um fendmeno comum em calos embriogénicos de di-
ferentes espécles (HALPERIN & WETHERELL, 1964;: AMMIRATO & STE-
WARD, 1971; KONAR gt 3l., 1972), incluindo~se o milho (LU et
al., 1982, 198B3; NOVAK et al., 1983). Foi observade em nosso
trabalho que, embriBes somiticos aparentemente normals de calos
Tipo I, inicliam a germinagdo ainda em meio com 2,4-D. Com are-
tirada do 2,4-D do meio de cultura, a germinac3o desses embriﬁes
geralmente se processa de modo semelhante acs embri®es zigoti~
COSB. Entretanto, a manutenc¢¥o desses embrifes por mals de uma
semana em meio contendo este regulador de crescimento, induz
malformacBes e germinac¥o anormal. Azsim, parece gque a redugio
do teor enddgeno de 2,4-D nos ombriSes somaticos a nfveis ade-
quades e no estiglo adequado deve ser importante para permitir
sua maturagdo e germina¢3o normal. Além do fator ambiental,
tem-se também que considerar a ocorré&ncia de variabilidade gené-
tica em células cultivadas ”"in vitro”. MutagBes gendticas enm
vias metabdlicas importantes para os processos de diferenciagfo,

desenvolvimento, maturac¥o e germinac3o dos embriBesg somdticos
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poderiam ser, em parte, responsévels pela formac¥o desses enm-

bri8Ses atfpicos.

5.2. Capacidedo de regonerac3o om linhagens homozigdéticas

de milho

A frequéncia de inducio de calos embriogéni-
cos a partir de embrifes imaturos variou de zero a 100% entre as
trinta e quatro linhagens homozigéticas de milho utilizadas. A
capacldade de regenera¢3o foi observada em vinte linhagens, para
as quals foram encontradas diferencas significativas para capa-
cidade de Induc¥o de calos embriogénicos. Estes resultados su-
gerem a existéncia de diferengas genotfpicas para a capacidade
de regenerac¥o de plantas em milho. IndicacBes de que diferen-
tes gendtipos de milho podem apresentar diferentes respostas pa-
ra as condligles de cultura "{n vitro” foram encontradas Ja nos
trabalhos pioneiros nesta 3srea (GREEN & PHILLIPS, 1375; GREEN,
1377, 13878). Entretanto, a descoberta da embriogénese somatica,
obtida em culturas de 12 hibridos comercials de milho com poli-
nizag3do aberta, escolhidos ao acaso, levou alguns pesquisadores
a considerarem que esses resultados n3o sustentavam a hipdtese
de que gendtipo € um fator importante na determinacfo da respos-
ta "in vitro” em milho (LU et al., 1983). Estudos mais recentes
té&m evidencliado a existéncia deste controle genético em virios
gendtipos de milho (BECKERT & QING, 1984;: DUNCAN et al.,1985;

TOMES & SMITH, 1985; PRIOLI et al., 1985a; HODGES et al., 1885,
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13986; PRIOLI & SONDAHL, 1987). A avaliag3o da capacidade de re-
generacdo de numerosas | inhagens americanas de milho mostrou va-
riac#o de zero a 100% para a frequéncia de indugilo de caios em-
briogénicos a partir de ombriSes imaturos DUNCAN et 21., 1985;
TOMES & SMITH, 1885; HODGES et al., 1986; PRIOLI & SONDAHL,
198?)..

Praticamente todas as linhagens flints apre-
#entaram capacidade de regenerac¥o, sendo que as linhagens Cate-—
to tiveram uma tendéncia de se posicionarem como as que melhor
respondem 23s condi¢¥es de cultura utilizadas nos trés experimen-
tos. ’Um fato que se destaca nos resultados & o contraste entre
a capacldade de regenerac3o das linhagens derivadas de germo-
plasma Cateto e aquelas derivadas de germoplasma Tuxpefio. Den-
tre as linhagens Tuxpeffo apenas duas apresentaram capacidade de
Induclo de calos embriog&nicos diretamente a partir de embriSes
imaturos. Malor frequ&ncia de induc3o de calos embriogénicos, a
partir de cerca de 8000 embrides imaturos, foil também encontrada
para a variedade SRR Duro, homozigota para o gene “"shrunken 2” e
derivada da raca Cateto, comparada com a variedade SRR Dentado,
também homozigota para o gene "shrunken 2" e derivada da racga
Tuxpefio (PRIOLI et al., dados n3o publicados). De modo seme-
thante a0 observado para as linhagens brasileiras estudadas,
DUNCAN et al. encontraram diferencas distintas de resposta para
produc¥o de calos regenerdveis entre duas populacBes diferentes
de milho americano, ou seja: Populag3o RSSSC = 9%; Populag¢3o RSL
x South African Composite = 30%. Sabe-se que exlistem trés popu-

lagBes South African, que s%o formadas principalmente por germo-
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plasmas com endosperma flint e meio-dente tropical. Além disso,
algumas 1inhagens de milho homozigotas para o gene “shrunken 2%,
derivadas de milho flint testadas por esses autores produziram
calos regenersveis em abundSncia. DUNCAN et al. (13985) sugeren
a possibilidade da mutac¥o sh2 ser bendfica para regeneracio de
plantaé. As linhagens flint com alta capaclidade de regeneracio
de plantas utilizadas no presente trabalho e a variedade SRR Du-
ro de tipo flint, sh2sh2, utilizada por PRIOLI et al. (dados n3o
publicados) s¥o derivadas de germoplasma Cateto. Ambas apresen-
taram alta capacidade de regeneracifo de plantas. Além disso, as
iinhagens altamente aparentadas TuxPc-! normal e TuxPc-1 sulo?
apresentaram respostas bastante semelhantes entre si. Assinm,
esses dados, parecem sugerir que n¥o se deve atribuir a esses
mutantes que bloqueiam a sfntese de amido, uma melhor resposta
para capacidade de regeneracZo. Da mesma maneira, o fato do en-
dosperma ser flint n%o seria também o fator limitante para a
resposta in vitro, uma vez que a variedade flint, guando homozi-
gota para o gene "shrunken 2” ainda apresenta uma alta capacida-
de de regeneracfo apesar das mudancas ffsicas quimicas drasti-
cas que ocorrem no endosperma. Assim parece razodvel supor que
a alta capacidade de regenerac3o das linhagens derivadas de ger-
moplasma Cateto deve estar relacionada com uma malor frequéncla
de genes para esta caracterf{stica dentro desta raga comparada
com a raga Tuxpefio.

Embora as concentracBes de 2,4-D e sacarose
utillzadas n%o tenham se mostrado como fatores crfticos para a

indug¥o de calos embriogénicos, o meio contendo 10 ¥ de 2,4-D e
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6% de sacarose fol o que, em geral, mostrou melhor fesposta para
a Indu¢¥o de calos embriogénicos a partir de embri®es imaturos.
A Interac¥o gendtipo x melo ocorrida no experimentoe realizado em
fevereiro/86 sugere que a resposta para os diferentes melos de
cultura variou em diferentes linhagens, naquelas condi¢Bes. Re-
sultados sugerindo que a utilizac¥o de 6% de sacarose em melos
39 cultura favorece a indug3o de calos embriogéniceos foram cbti—A
dos por outros pesquisadores (LU et al., 1982, 1983). Obgerva~
¢Bes de culturas de longa durac¢3o de algumas das linhagens uti-
lHzadas neste estudo sugerem que a3 manutencdo dos calos embrio-
génicps Tipo I em melo contendo 6% de sacarose em culturas de
longa durag¥o provocam maior endurecimento desses calos e preju-
dicam a produ¢do de embriSes somdticos. Aldm disso, a alta con-
centrag3o de sacarose parece dificultar a selecfo de setores pa-
ra obtenc3o de calos fridveis, aparentemente porque o calo fica
mals compacto., O endurecimento de calos embriogénicos frisveis,
com tendéncia de maturacio dos embrifes globulares foi tambdm
observada em meios conteﬁdo sacarose 6%. Considerando-se essas
observac@es, o procedimento recentemente adotado em nosso 1abo-
ratéric & a iniciagfo de calos em meio contendo 2,4-D 5uK-10uM e
sacarose 6%, seguida de transfer&ncia, apds 15 dlas, para melo
contendo 3% deste acudcar. Os calos fridveis tém sido mantidos
em mefo contendo sacarose 2% ou 3%.

Outra constatac¥o feita nesses experimentos
fol que as respostas das linhagens homozigéticas de milho utili-
zadas n¥o s¥%c, necessariamente, constanies entre épocas. Estes

resultados sugerem que condic¢Bes ambientals té&m efeito gignifi-
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cativo distinto nas respostas dos diferentes gendétipos para a
inducdo de calos embriog&nicos. Assim, pode-se concluir que &
importante considerar as condig¢des de crescimento e estado fi-
‘sioldégico da planta doadora e do prépric embriZo Imaturo antes
de se inifciar a cultura, confirmando as observacBes anteriores
de LU et al. (1383), DUNCAN et al. (1985) e TOMES (1985).

. Os coeficientes de variac¥o dos experimentos
realizados em fevereiro/1985, maio/1985 e fevereiro/1986 foram
relativamente altos, apesar do grande numero de embriSes utili-
zados. Entretanto, eles se mantiveram dentro dos limites de
20-29%. Fatores como condi¢Bes de crescimento da planta doado-
ra, estado figioldgico do embri%o imaturo, posigdo correta do
embri%o no momento da inoculacg¥o no meio de cultura e interacBes
hormonais entre células do explante e o meic de cultura s3o pos-
sfveis efeitos que causam modificac¥o na penetrfncia e expressi-
vidade dos genes envolvidos na capacidade de induc3o de calos

embriogénicos.

5.3. Heranga da capacidade de regsneracio

Nos +trés experimentos realizados, algumas
linhagens mantiveram =alta frequéncia de inducg3o de calos embrio-
génicos Tipo I, enquanto que outras n¥o produziram calos regene-
ridveis. Estes resultados sugerem diferengas genéticas contras-
tantes para a capacidade de regeneragio nesses gendltipos. A

existéncia de um controle genético para a capacidade de Induc¥o
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de calos embriogénicos Tipo | a partir de embriBes imaturos nes-
sas linhagens homozigéticas de milho fol cenfirmada pelos resul-
tados obtidos para os conjuntos familialz utilizados. Como dis-
cutido anterlormente, a penetrincia e expressividade dos genes
que cqﬂdicionam inducdo de calos embriog8nicos a partir de em-
briBes imaturos de milho est3o sujeitas a modificacBes gue poden
ievar a uma certa variagBo de resposta. Esta variag3o constata~
da no presente trabalho tem sido comumente observada também por
cutros pesquisadores. Assim, tratando-se de uma caracterfstica
varidvel, a andlise genética & dificultada, mesmo quando se uti-
liza um grande nimero de observacBes. Apesar dessas dificulda-
des, os resultados obtidos para os quatro conjuntos familials
mostraram heranca qualitativa para os genes que controlam a in-
dug3o de calos embricgénicos, heranca esta, possivel de ser ana-
lizada. 0O contraste entre os resultados das trés famflias em
que a linhagem Cat 100-8 fo! um dos parentals e da famflia Cat
100-1 x Tux100-8, sugere o envolvimento de diferentes genes no
controle da caracterfstica em estudo. A aus8ncia de efeito ci-
toplasmidtice nos cruzamentos reciprocos sugere que esRes genes
s30 nucleares. Uma primeira avaliac¥o geral dos dados obtidos
para os tré&s conjuntos familiais em que a linhagem Cat 100~-8 doi
um dos parentals, mostra claramente que a capacidade de induc3o
de calos embriogénicos comportou-se como caracterfstica dominan~-
te. Entretanto, esta caracterfstica comportou-se como recessiva
no conjunto famiflial Cat 100-1 x Tux 100-8. Esta mudanga na di-
regZo de domininclia, bem como os resultados obtidos nas geragfes

Fl, F2 e retrocruzamentos mosztram gque existe interac®c entre os
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diferentes genes envolvidos no controle da indug¥o de calos em-
bricgénicos. Evidéncias sugerindo o envoiﬁimento de genes nu-
cleares no controle da indu¢¥o de calos embriogénicos a partir
de embrifes imaturos de milho jéd haviam sido encontradas por
HODGES et al. (1985, 1386). A avallac3o qualitativa de um con-
Junto familial estudado por esses peaquisadores, envelvendo as
finhagens B73 e Mol7 sugeriu a existéncia de dois genes nuclea-
res na formacdo de calos Tipo | e regenera¢fo de plantas. Embo-
ra os resultados dos testes de qui-quadrado para as linhagens,
hfbridos e retrocruzamentos tenham sido varidveis para esta fa-
mflia, os resultados se aproximaram bastante do esperado para
dois genes Independentes dominantes com interac%o (HODGES et
al., 1385). Evidénclas sugerindo a existé&ncia de dois locos do-
minantes independentes com interag3c envolvidos no controle da
capacidade de regenera¢do de plantas a partir de regeneragio de
plantas a partir de calos em alfafa também jd haviam sido repor-
tadas por REISCH & BINGHAM (1980). Um fato também bastante evi-
dente € que, embora com alguns desvios, a segrega¢do dentro de
cada hfbrido ou retrocruzamento e entre as trés famflias variou
pouco, como mostrado pelo teste de homogesneidade. Além disso, o
padr3o de segregac¢fo, onde se destaca o acentuado decréscimo da
capacidade de regenersc¢¥o no retrocruzamento para a linhagem que
ndo regenera, sugere o envolvimento de poucos genes no controle
dessa caracterfistica. As propor¢des observadas entre calos em-
briogénicos e n3o embriogénicos s3o bastante préximas nas trés
gerac¢tes dos conjuntos familials e sugerem ¢ envelvimento de

dols pares de genes lIndependentes com intera¢¥o. Essas propor-
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cBes, entretanto, n%o se ajustaram zo modelo de dois pares de
genes Independentes dominantes com interacZo, como sugeride por
HODGES et a]l. (1985),

Sabe-se que a relac¥o citocinina‘auxina &
importante para a indu¢3o de calos e regeneracfo de plantas em
cultura de tecidos vegetalis e que esses horr®nios esto sujeltos
aA intera¢Bes entre si, com outras subst8ncias produzidas pela
célula e substBncias fornecidas pelo meio de cultura (FUKUDA &
KOMAMINE, 1983). Os resultados obtidos mostram interac3o entre
os genes estudados, como seria de se esperar para genes gque con-
dicionartiam a produc¢3o de hormbnios e/ou de outras subst8ncias
celulares importantes pare uma interac¥o com o meio de cultura
no processo de embriogénese somdtica. Aszsim, os resultadogs le-
vam a pensar em um sistema com tré&s locos envolvidos no controle
da induc¥o de calos embriogénicos a partir de embriBes imaturos,
dentro das condi¢Bes utilizadas, como propesto no modelo hipoté-
tico apresentado nas Tabelas 14-16. Considerando-se as respos-
tas dos trés conjuntos familiais em que a linhagem Cat 100-8 fol
um dos parentals (Tabelas 6&-B), pode-se supor a existéncia de um
loco, possuindo dois alelos, um dominante (Sel) e um recessivo
{(s@l), como o principal responsdvel pela capacidade de regenera-
cHo, Este loco interage com um segundo, localizade em outro
cromossomo ou em regilfes distantes do mesmo cromossomo, que pos-—
sul dois alelos (Se2, se2), onde ocorre auséncia de domin8ncia,
0 alelo Se2 produziria uma substéncia que dificultaria a indug3o
de calos embriogéﬁicos a2 partir de embrifes imaturos, enquanto

que © alelo se2 favoreceria 2 induc3o desses calos, uma vez que
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© seu produto génico seria inativo ou menos ativo. Ocorreria um
efeitoc de dosagem do produto do gene Se2 dentro da célula no
sontido de dificultar ou até mesmo impedir a ac%o de 2,4-D. As-
sim, a presenca do alelo Sel seria essencial para que a indugdo
dos calos embriogénicos ocorresse. Porém, a sua expressio ou
acdo do seu produto génico, no momento e na Intensidade correta
éara ©o desenvolvimento do calo no sentido de produzir embfiﬁes_
somaticos, seria {nfluenciada pelo produto do alelo Se?. Condi-
cBes ambientais poderiam favorecer ou n3o a ac%o do produto do
gene 5Se2. Este ambliente, aqui considerado, poderia =mer, entre
outras cofsas, o estado fisioldgico da planta doadora e do proé-
prio embrido somdtico, assim como "background” genético. Assim,
como mostrado nas Tebelas 9 e 10, gendtipos Sel-zelse? apresen-
tariam uma alta capacidade para indu¢3o de calos embriogénicos.
0O gendtipo Sel-Se2se2 poderia apresentar variacZo de resposta
por causa da presenga do alelo Se2, porém ela n¥o se desviaria
muito dos resultados obtidos para o gendtipo Sel-zel2se?2. 0O geo-
notipo Sel-Se2Se2, por sua vez, teria a teondéncia de reduzir
bastante a eficiéncia de agBo do 2,4-D, de modo gque a resposta
estaria dentro de limites desde zero até o valor egperado maxi-
mo, por estar mals sujeito a interacgBes com as condicBes ambien-—
tals do momento., Talvez seja esse o caso de algumas linhagens
homozigdét icas testadas neste trabalho, cuja Frequéﬁcia de indu-
¢¥0 de calos embriogénicos fol bastante varisvel. Os gendtipos
selsel n3o apresentariam capacidade de induc¥o de calos ombrio-
génicos a partir de embriSes imaturos, assgsim como 2 matorias das

linhagens Tux-100. Obviamente n¥o estamos considerando que o
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loco @2 seria o udnico responsdvel pela variagdo de resposta de
diferentes gendtipos. Entretanto, é um gene que poderia inter-
ferir diretamente na a¢8o do loco Sel. Assim, consliderando-se
esse modelo, a linhagem com alta tendéncia de indugdo de calos
embriogénicos a partir de embri@es imaturos terifa gendétipo S8l
SelzeZzel. A linhagem incapaz de produzir caleoz embriogénicos
#eria solgelSel2Se?. As variacBes encontradaz para esses gendti-
por em diferentes experimentos, principalmente para a 1linhagenm
com capacidade de regeneracio serifam conzideradas ambientalis.
Oz individuos da geragdo Fi1, e 50% dos indiv{duos resuliantes do
retrocruzamento para a linhagem SelSelse2se2 heterozigotos para
¢ loco Se2 pederlam sofrer um leve decrdscimo na freguéncla de
induc¢®c de calos embricgénicos comparados com a linhagem com ca-
pacidade de regenerag¢do. Isto seria devido 3 ag%o do alelo Se2
e fol observado nas trés famflias estudadas. Os individuos da
geragdo FZ apresentariam segregag¢fo para calos embriogénicos e
ndo embriogénicos variivel entre as propor¢les de 9:7 e 3:1, co-
mo ocorreu para as trés famfliag, sem desvio significativo, a0
nivel de 5%, pelo teste de qui-quadrado (Tabela 6-8). 0Os indi-
viduos resultantes do retrocruzamento para a linhagenm sem capa-
cidade de regeneragdo s¥c homozigotos ou heterozigotos para o
loco Be2. Assim, a tendéncia seria ficar dentro de limites de
1:3 ou 1:2, como aconteceu para guase todos os retrocruzamentos
nas famllias estudadas e comprovado pelo teste do qui-quadrado
(Tabelas 6-8).

0z rezultades obtidos para o conjunte fami-

lial envolvendo as linhagens Cat 100-1 e Tux 100-8 aproximaram-
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se muito do esperado para segrega¢do monogénica, com recesgivi-
dade para a capaclidade de indugSo de calos embriogénicos a par-
tir de embrifes imaturcos. Este &, portanto, um resultadc bem
contrastante com o obtlido para os outroz conjuntos familiatzs e
sugere a exlsténcia de um terceiro loco, possuindo um alelo do-
minante {(Se3), que seria capaz de inibir a agZo dos dols locos
Sél e SeZ2. A linhagem Tux 100-8B seria homozigota (5e25e3) en-
quanto que todas as outras linhagens utilizadas nos conjuntos
familials seriam homozigotas para o alelo recessive (ze3sel).
Dentro deste modelo hipotético, seria de se esperar gue a trans-
‘issdo da capacidade de indug¥o de calos embriogéniceos a partir
de embrides [imaturos se aproximaria da esperada para uma carac-
terfetica recessiva monogénica quando uma linhagem Se35e3 fosse
usada comO um dos parentalis, do mesmo modo que ocorreu para a
linhagem Tux100-8. HODGES gt al. (1986) observaram que alguns
hibrides Fl, para os quals a linhagem Al188 fol um dos paren-
tais, apresentaram baixos nfveis de regenera¢#o e também sugeri-
ram a presenga de supressores da expressio de genes que contro-
lam a regenerag¢dc em algumas linhagens. Um programa de retro-
cruzamnentos sucessives de hibrides F1 (Tux100-8 x Cat 100-1) com

a linhagem Tux100-8, fol Iiniciado com algumas plantas regenera-

das a partir de caleos de um primeiro retrocruzamentoe (PRIOLI,

dados n%o publicados), Estas plantas regeneradas foram autofe-
cundadas e, a seguir, retrocruzadas novamente com a linhagem
Tux100-8. A partir de aproximadamente 4000 embrifes imaturos

inoculados, foram obtidos apenas 42 calos com capacidade de re-

generagdo. Uma baixa frequéncia de regenerag¢do nos Individuos
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resultantes deste retrocruzamento smeries esperada, em funcgdo da
existéncla de um loco inibidor para indu¢3o de calos embriogéni-
cog mna linhagem Tux100-8. Assim, essas evidéneias reforgam 2
idélia da existénecia de um loco dominante para n3o inducio de ca-
log embriogénicos em milho. Além disso, mostra a possibilidade
de se transferir a capacidade de regenera¢3o para linhagens re-
calcitrantes, mesmo guando esta caracterfstica comportou-ge como
recesgiva. A obtengdo de linhagens isogénicas, com segregagio
apenas para o2 locos diretamente relaclionados com ¢ controle da
capacidade de Indu¢¥o de calos embriogénicos, serd de fundamen-
tal AdmportsSncia em trabalhos futuros de estudos dos mecanismos
de controle desta caracter({stica a nivel genético, filsioldégico e
molecul ar.

Oz modelos hipotéticos propostos explica-

riam, obviamente com certas limitacBes, os resultados obtidos
para os quatro conjuntos familiais de milho utilizados neste es-
tudo. A acHo flisioldgica dos tré&s locos génicos propostos nes-

tes modelos poderia estar diretamente correlacionada com a rela-
c¢Ho auxinascitocininag dentro das cdlulas do embriic imaturoc uti-
lizado como explante para induzir calos em meio com 2,4-D. b
conheclido, que a relac3o desses dois hormdnios em uma ac3o coo-
perativa € de fundamental import&ncia nz {ndu¢¥o e manutencio de
calos, bem como diferencla¢3o celular e regenerac3o de plantas
"in wvitro” (SKOOG & MILLER, 18957; FUKUDA & KOHAHINE, 1380,
1385). Além disso, outras subst3ncias produzidas pelas células
do embri¥c imaturo poderiam interferir diretamente na aclo das

auxinas e cltocininas estimulando ou limitando a sua ac3o.
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Como descrito na literatura, o 2,4~D & um
herbicida do tipo clorofendxi{, que possul acg3o auxfnica seme-
lhante 2o 1AA (MOORE, 1979; HATZIOS & PEHNNER, 1982; FEDTKE,
1982; BANDURSKI & HONHEBEL, 1984). ¥ efetivo para dicotllieds-
neas em concentracles i{ncefensivas para as monocotiledBneas. Co-
mo discutido por FEDTKE (1982), um primeiro efeito da ac3o de
ﬁepbicidas com atividade auxfnica, como é © caso do 2,4-D & o
metabel ismo aberrante de dcidos nucléicos. Um acentuado aumento
de produc¥o de scidos nucldicos &, aparentemente, causado pelo
desbalanco hormonal no tecido tratado. Em consequéncia, muitos
processos bioquimicos %o estimulados, z2ssim como divisBes celu-
lares e desenvolvimento de novos primdrdios cambials. Seguem-~
se, entdo, fendmenos de elonga¢Bo celular. Fenbmencs semelhan-
tes parecem ocorrer em sistemas de cultura de tecidos vegetais
(FUKUDA & KOMAMINE, 1985), quando essas substS8ncias s3o utiliza-
dasg como reguladeres de crescimento,.

Para que uma substSncia mostre atividade de
auxina ela deve ser permedvel 3 parede celular e membrana plas-
matica, ser transportada do sftio de aplicagZo so sftio de ag3o,
ter establlidade razocdvel e ter formaz correta e propriedades de
atividade bioldgica (FEDTKE, 1982). A toler8Sncia aos herbicidas
com atividade de auxina talvez esteja relacionada principalmente
com sSua conjuga;ﬁo com protefnas citoplasméticas. Existem estu-
dos sugerindo que imobilizag¢3o e perda de fitotoxicidade ocorre
quando o 2,4-D € conjugade com essas protefnas (ZEMSKAYA et al.,
1977>. Distribui¢%o e transformac3o diferencial de 2,4-D ocorre

em tecidos de viarias monocotiledbneas (ZEMSKAYA et a2l., 1977).
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Azssim, aparentemente existem protefnas gque podem transformar o
2,4-D em diferentes nfvels em cdlulas de diferentes tecidos de
monocot ! led8neas, Como discutide por HATZIOS & PENNER (1982),
rea¢Bes de conjugag¥o pasrecem ser muito importantes no metabo-
lismo do herblicida, sendo frequentemente responsidvels por garan-
tir pfotecﬁo seletiva em plantas. Entretanto, algumas vezes a
cbnjugacﬁo com protefnas ou @minodcidos dentro da cdlula signi-
fica uma ativagBo do herbicida. Para o 2,4-D, o composto forma-
do pela conjugag¥o com as protefnas citoplasmiticas parece sig-
nificar a inativagdo desse herbicida (ZEMSKAYA ot al., 1877).
Uma sgbstancia com capacldade de conjugac¥o com o 2,4-D, imobi-
lizando-o e impedindo ou dificultando sua acg3o suxfnica poderia
ser produzida pelo gene Se2, de acordo com o modelo hipotético
proposto para explicar o controle genético para a indugloc de ca-
los embriogénicos nos conjuntos familiais de milho estudados. A
constata¢do de que existe uma transformagZo diferencial de 2,4-D
em diferentes tecidos de monocotileddneas (ZEMSKAYA et al.,
1877) sugere que a expressdo do gene responsdvel por essa pro-
tefna ou a ag¥%o dessa protefna varia de acordo com o estado de
diferenciagfo e/ou fistoldgice do tecido, de modo semelhante ao
proposto para o gene Sg2.

Embora o papel fisiocldgico de protefnas com
afinidade por compostos com atividade auxfnica ainda n3%¥o tenha
sido esclarecido, existem evidéncias de que algumas proteinas
poderiam ter um papel de inibic¢3o, enquanto que outras teriam
papel de regulag3o da atividade (FEDTKE, 1982). RIZZO et oal.

(1380 ~ citado por FEDTKE, 1982) isolaram uma protefna de extra-
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to de soja com alta afinidade pelo 2,4-D que estimulou a sintese
de RNA "in vitro”. Assim, parece razodvel supor que o mecanismo
de a¢3c do gene 582 poderia estar diretamente relacionado com a
estabilidade do 2,4-D ou, ent3o, com o transporte e/ou  ativac3o
desteo herbicida dentro da célula.

Un outro fator importante para a ag¢lo do
é,éwD nos tecidos ”"in vitro” & a permeabilidade das células no
sentido de permitir a entrada deste composto. 0O conceito de sf-
tios receptores para horménios especf{flicos fol Introduzido por
analogia com animais, para os quals complexos receptores-hormé-
nios  especfificos t&m sido bem caracterizados (KENDE & GARDNER,
1376). A existénclia de receptores ligados a membranas tem sido
demonstrada para auxinas naturais, como o [AA, e para herbicidas
tipo auxina, como o 2,4-D (DOHRHANR et 2al., 1978; VENIS, 1378,
1373; VENIS & UATSON, 1978; STODDARD & VENIS, 1980 - citado por
FEDTKE, 1882). Uma substSncia com 2 propriedade de modificar a
afinidade de 2uxinas pelos sftios receptores foil isolazda em co-
leoptilo de milho e caracterizada como uma mistura de dois tipos
de benzoxazolinonas (RAY et al., 19772). Fol reportado por RAY

et al. (1977b) que alguns andlogos de =2uxina, como por exemplo o

2,4-D, tem sua afinidade de ligag¥o aos sftios receptores aumen-
tada na presenga dessas benzoxazolinonas. Algm disso, a ativi~
dade dessas subst8Sncias estsd correlacionada com inibig¢3o de

crescimento induzido por auxina em coleoptilo de milho (VENIS &
WATSON, 1978). Precursores de benzoxazolinonas foram encontra-
dos em certas gramineas, tais como milho, trigo, centeio e Colx,
mas ndo em avela, sorgo, cevada e arroz (TANG et al., 1975), Qu

seja, parece nSo ter distribuicSo universal.
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Uma proteina com afinidade por 2,4-D, pre-
sente na fracdo de membranas plasmiticas de coleoptilo de milho,
foi isolada por STODDARD & VENIS em 1980 (citados por FEDTKE,
19825 . Esta ﬁrote{na, com peso molecular de 80000, apresentou
afinidade pelo 2,4-D em concentragBes dentro de limites fisjold-
gicos. O papel fisioldgico desta protefna n3o estd ainda escla-
recido, mas n¥o se pode descartar a possibilidsde de estar en- -
volvida no transporte unidirecional do 2,4-D para dentro da cé-
lula (FEDTKE, 1882). Uma muta¢¥o no gene que condiciona esta
protefna ou em um gene gque regula sua expresz¥o levando ao nlo
reconhecimento do 2,4-D poderia fmpedir ou limitar a entrada
desse herbicida na célula. Esta mutacio teria um efeito de inti-
bicHo da express¥o dos genes Sel e Se2 ou inibic¢3o da ac¥o de
seus produtos, devido 3 auséncia ou baixo teor de 2,4-D na célu-
la. £ conhecidc que na auséncia ou em concentrac®es multo bai-
xas de 2,4-D no meifo de cultura a indu¢3o de calos embriogénicos
nZo ¢ estimulada mesmo em linhagens com alta capacidade de rege-
neracio, come € o caso da Cat 100-1 (PRIGQL! et al., 1885, 0
efeito atribufdo ao loco He3 nos modelos hipotdticos propostos
poderia ser devido a inibi¢3o ou limitag3o da entrada do 2,4-D
na célula.

Un fato interessante 2 ser cenziderado é o
limite estreito de tempo que o embri3o imaturo de milho encon-
tra-se em estado fisioldgico adequado para a indug3o de calos
embriogénicos. Este limite € ao redor de 24 horas, no perfodo
de 10-13 dias apds a polinizaglo, guando o embriZo imaturo tem

um comprimento variando entre 1.0-2.0 mm. A frequéncia de indu-
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c%o de calos embriogénicos a partir de embries com comprimento
abaixo ou acima desses limites é extremamente baixa e, muitas
vezes, inexistente. 0O critéric pera se determinar o estado fi-
siolégico do embri%o no momento da inoculag3o ¢ apenas o© seu
comprimento. ObservacBes e estudos preliminesres mostraram gque
este parece ser um bom critério para as linhagens que respondem
favoravelmente as condic¢Bes experimentsis de rotina utilizadas, -

apesar de n¥o terem sido realizadas caracterizacg¥es bloguimicas

que definam melhor os limites para a resposta favordvel a Indu-
¢%0 de calos embriogénicos. Testes utilizando-ze embrifies ima-
turos das linhagens sem capacidade de regenerac¢®o, com compri-

mento varidvel entre 0,5-4,0mm deram resultados negativos para a
induc%c de calos embricogdniceos. ¢ possfivel que o estado fisio-
l1égico do embridoc imaturo, adequado para as condi¢@es de cultura
comumente utilizadas, seja determinado pela produg¢®o de algum
inibidor natural de processos de divis¥o e/ou diferenciagdo ce-
fular. Este inibidor poderia tembém determinar 2 incapacidade
comprovada de se obter calos embriogénicos a2 partir de tecidos
vegetativos mals velhos de milho, tals como folhag, rafzes, cau-
les, etc. Assim, este inibidor, que poderia ser condicionado pe-
lo gene ©g3, impediria a ac¥3o dos genes Sel e Se2. Nos gendti-
pos com capacidade de regenerac¥o, esta substi@ncia poderia ser
produzida no embriZc imaturo quando este estivesse no estado fi-
siolégico determinado pelo comprimento acima de 2,0 mm. Nos ge-
nétipos sem capacidade de regenerac3o ela poderia ser produzida
muito cedo e jd estaria presente em nfveis relativamente eleva-

dos no estégio adequado de maturidade do embri{%o para se inlclar

as culturas.
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Existem védrios inibidores sintéticos de ati-
vidade auxinica, cujos mecanismos de ag¢¥o n¥o #30 azinda conheci-
dos (FEDTKE, 1882), Sabe-se que o ABA e talvez alguns compostos
fendlicos podem atuar como inibidores naturails de crescimento.
H%o se conhece o mecanismo de ag3%o desses inibidores, mas supde-
ée que pode estar relacionado com os hormbdnios vegetais (HILBOR-
ROW, 13984). O ABA esid presente em todos tecidos de plantas
vasculares e parece estar envolvido em varios procegsos fisio-
ldgicos, Incluindo-se a dorm&ncia de sementes (MILBORROW, 1384).

Poder-se—-ia supor que o ABA estivesse, de alguma maneira, rela-
cionado com a acdo do gene Se3. Cultura de tecidos de mutantes
viviparos de milho, que apresentam germinag¢¥o precoce que pode
ser prevenida por ABA (SHITH et azl., 1978), nZo forneceram evi-
dé&ncias de que esta mutagdo possa favorecer a indugdo de calos
embriogénicos a partir de embri3o imaturo de milho (DUHCAN et
al., 1985). Entretanto, malcores estudos neste sentldo se fazenm
necessarios,

0 loco Eel representa, no modelo proposto o
determinante genético responsdvel pela resposta de dominincia
encontrada para a indugfo de calos embriogénicos nos conjuntos
familiais em gue a linhagem Cat 100-8 foi um dosg parentais. Es-
te loco parece condicionar uma2 condig¢3o fisioldgica importante
para a resposta de indug¥o de calos embriogénicoz. Sabe-se que a
relag3o auxina/citocinina & fundamental para a Indug¢3o de calos,
bem c¢omo para a diferenciag8o celular e regenerag3o de plantas
"in wvitro” (SKOOG & MILLER, 1957:; FUKUDA & KOMAMINE, 1880,

1985). Se considerarmos que os locos Se2 e Se3 est¥o diretamen-
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te relaclionados com a auxina exdgena, ou seja, o 2,4-D, o loco
Sel poderia ser o responsdvel pelsa produ¢fo de uma substéncia
com astividade de citocinina. A expressdoc desse gene seria fun-
damental para garantir um teor adeguado de citocinina para a
agdo cooperativa com o 2,4-D. 0O mutante mel n¥o seria capaz de
garantir e@sse teor de cltocinina necessdrio para estimular a em-
briocgénese. ¥ interessante notar que nas gramfneas de um modo
geral apenas substénclas com atividade aux{nica, como o 2,4-D,
s%0 necessdrias para a induclo e manutenc¢3o de calos. A regene-
raq%qﬁ de plantas & obtida com a redu¢Zo ou a retirada do 2,4-D
do meio, sem a necessidade de se utilizar citocinina, que & exi-
gida por outros grupos vegetais. Assim, é possivel que as gram-
mineas produzam citocinina em niveis adegquados e no momento cor-
reto para interagir com a auxina nas culturas de células somati-
cas. Em milho, dentro do modelo proposto neste trabalho, estia
condi¢do seria garantida pelo alelo Sei.

Assim, seriam virios os fatores fisioldgicos
conhecidos que poderiam interferir no controle da indu¢3o de ca-
los embriogé@nicos a partir de embri@es imaturos de miiho. Embo-
rz esses fatores nfo sejem bem estudsdos zinds, alguns deles pa-
recem ter efelitos que se assemelham agqueles atribufdos para os
locos Bel, 5e2 e EBe3d do wodelo hipotético proposto para explicar
a capacfdade de indu¢lo de calos embriogénicos a partir de em-
brifes imaturos de milho.

As andlises dos resultazdos obtidos para os
quatro conjuntos familiais estudados mostram um certo desvio pa-

ra os resultados esperados de acordo com ¢ modelo hipotédtico
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proposto. Como discutido anteriormente, os experimentos de cul-
tura de tecidos de milho est3o sujeitos a uma variag3o que pode
ser alta, mesmo quando se utiliza um grande mimero de ombries
imaturos para a inicia¢Bo de calos. Viarios fatores ambientals,
tais como estado fisioldgico da planta doadora, estado fistold-
gice do embri%o imaturo e posi¢¥o do embriZo imaturo no meifo de
cultura poderlam contribuir para a variagZc da penetrincia e ex-
pressividade dos genes envolvidos no controle da induclio de ca-
loz embriogénicos em milho. Além dessas varlaces, outras de
Qrdemﬁgenét!ca tais como o "background” genético e o préprio me-
canismo de a¢¥%o dos genes envolvides no controle desta caracte-~
ristica seriam, em parte, responséveis pela variac3o de resposta
nos experimentos de cultura de tectdos de milho. Assim, uma
parte da varias¢¥o seria, ela prdpria, um componente natural des-
te sistema genético, considerando-se a complexidade das Intera-
¢8es hormonals na determinac%o dos processos de diferenciagio
celular. |
Considerando-se, portanto, gue a induglo de
calos embriogénicos em milho & uma caracterfstica varidvel, as
propor¢fes esperadas podem também variar, de modo que, em alguns
casos, © teste do qui-quadrado fica prejudicado. Assim, na ge-
ragdo F2 e retrocruzamentos, procurou-~se as propor¢Ses esperadas
dentro dos limites que o modelo propSe. Em certos casos o teste
do gqui-guadrado n%o fol realizado por causa da dificuldade de se
prever os limites da varlac3o, quando o valor esperado era zero.
Os testes de homogeneidade, por sua vez, deixam bem claro que as

respostas s3o pouco varidvels dentro de cada gerac3o. A varia-
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¢3%o maior ocorreu dentro da geragBo F2, porém permaaneceu dentro
dos limites (3:1-8:7) propostos pelo modelo hipotético.

A partir dos resultados obtidos para os gqua-
tro cpnjunt0$ famillals estudados parece ser possfvel detectar
alguns pontos importantes do controle genético da capacidade de
inducéo de calos embriog@nicos a partir de embriBes Imasturos de‘
milho. Apesar da possibilidade de um coeficiente de vartag3o al-
to, que parece ser proprio deste tipo de experimento, a varlac¢3o
observada para as quatro famflias gendticas parece ter permane-
cido dentro de limites maig ou menos definidos para cada hibrido
ou retrocruzamento deniro de cada famflia @ entre famf{lias neste
experimento. Este fato assegurou a possibilidade de se estabe-
lecer um modelo hipotético na tentativa de se explicar og resul-
tadoz obtidos, modelo este gue prevé uma flexibilidade de res-
posta prdpria do sistema genético envolvido. Experimentcocs pos-—
teriores envolvendo as linhagens utilizadas neste eztudo e es-
tendendo-se também para outras linhagens de milho, bem como o
desenvolvimentio de métodos mais preciscs para a avaliag3c do es-
tado fisioldgico do embriZo imaturo no momento de se iniciar a
cultura, o conhecimento de marcadores bilogquimicos para se gquan-
tificar a resgposta de embriogénese dog caleg induzidos e a ava-
liag¢do da resposta dos diferentes gendtipos a diferentes meios
de cultura ser¥o de grande importincia para se compreender me-
thor o controle genético da capacidade de regeneracgfo de plantas
de milho "in vitro”.

A melhor compreensfo do controle genédtico

para a indug3o de calos embriogénicos em cultura de tecidos de



milhoe permitirsd, consequentemente, uma melhor compreens%o do
controle genético da diferenclagdo celular e da embriogénese
nesta espédcie. Esta é uma érea alnda pouco desenvelvida para
vegetals de um modo geral. Além disso, esclareceria multos as-
pectos da relativa importancia de reguladores de crescimentos
exégenos em contraposicdo ao estado fislologico das células  ou
tecidos do explante no processo de indug¥%o de calos e regenera-
c¥o de plantas. ObservagBes conflitantes em vérias espécies tém
asido feitas nesta drea (UILLIAHS & MAHESHUWUARAN, 13986). Uma hi-
pétese para se explicar a indugdo de embriogénese fol inictal-~

mente proposta por SHARP et a2l. (1980) e posteriormente elsbora-

da por EVANS gt al. (138B1) e SHARP st 21. (1398B2). Foi sugerido

que a embriogénese direta, ou seja, sem formag¥o de calo, pode
ocorrer a partir de células que jd estariam pré-determinadas pa-
ra o desenvolvimento embriogdnico antes da cultura. Estas célu-
lag requerem apenasg reguladores de crescimento ou condigles fa-
vordveis para expressar a embriogénese, Em contraste, a embrio-
génese indireta, ou seja, com proliferag3o de calos, requer a
rediferencliac8o de células jad diferenciadas, prolifera¢io de ca-
los e o desenvolvimento de um estado embriogénico. Para estas
célulag os reguladores de crescimento seriam necessédrios nEo
apenas para a reiniciago da mitose, mas também para determinar
o estsdgio embriogénico. Assim, segundo esses autores, o estado
tnterno do explante serla de primeira importincia na expressdo
da embriogénese somatica. As outras condig¢Bes, tals como os re-

guladores de crescimento exdgenos, seriam simplesmente “permis-

sivas” para a expressio desse padrfo de desenvolvimento intrin-
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sicamente determinado. O modelo hipotético proposto no presente
trabalho para explicar o controle genético da indug¥o de calos
embriogénicos a partir de embri8es imaturos de milho pressuple
n¥%o apenas um estado fisiocldgico, mas também genético do explan-
te, comoc os fatores mais importantes para a determinac¥o desta
éaracterfstica. 0 regulador de crescimento, no caso o 2,4-D,
somente exercerd sua ac¥o quando o estado genédtico-fisioldglico
das células do explante for apropriado. Assim, este modelo su-
gere que a determinac¢3o das condigBes internas do explante apro-
priadas para 2 express¥o da embriogénese somdtica, &, em grande
parte, também condicionada por fatores genéticos que apresentam
heranca bastante simples e efeitos aparentemente possiveis de
serem avaliados em estudos posteriores. Talvez este controle
genético proposto no presente trabalho se aplique a outros tecl-
dos, além de embriSes Imaturos, que poderiam apresentar células
em estado fisioldégico adequado para a .inducBo de calos embriogé-
nicos. Recentemente, RHODES et al. (1986) contatarém a existén-
cia de um controle gendtico para a induc¢3o de cales embriogéni-
cos a partir de panfcula jovem de milho. Esses autores utiliza-
ram quatro linhagens homozligéticas e progénies F1 e obtiveram
evidéncias de que genes nucleares com diferentes graus de domi-
nincia parecem estar envolvidos no controle desta caracterfsti-
ca. Os resultados sugerem que as respostas para a IndugZo de
calos embriog@nicos a partir de panfcula jovem ¢ embri3o imsluro

estd sob o mesmo controle genético.
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5.4. VarlacSo somaclonal

A wvartiabilidade cobservada para as plantas
regeneradas a partir de cultura de tecidos das trés l inhagens
homozigéticas de milho incluiu variacBes genéticas e nBo geneéti-
éas. Pouco menos de 10% da variac3o obtlida para os somaciones RO
foi transmitida aos descendentes. As raz@es para a redugdo da
altura e femintlizagBo das plantas regeneradas RO n3o s¥o muito
claras. Observag8es semelhantes foram feitas porr BRETTEL et al.
{138Q) e por GRACEN & EARLE (13985). Essas alterag¢les ndo s3o ge-
néticas, considerando-se que n¥o foram transmitidas para as pro-
génies R1 e R2. Do mesmo modo que o observado por GRACER & EAR-
LE, essas caracterfsticas ocorreram também em somaclones recupe-
rados de caloé Tipo | de culturas novas, pertanto n3o deve ser
consequéncia de exposi¢¥o prolongadas ao 2,4-D ocu outro componen-
te do meio. Comparacaes foram feitas por esses autores entire os
somaclones da linhagem WI182BN e 30 plantas recuperadas direta-
mente de embrides imaturos (1,5-2,0 mm) i{solados e colocados pa-
ra germinar em meio HS sem 2,4-D. Estas Jltimas apresentaram

caracterfsticas semelhantes =20s somaclones RO, no gque se refere

3 altura e feminilizag®o das plantas. 0O mesmo n¥o ocorreu para
plantas desenveolvidas a partir de sementes. Assim, é possivel
que fatores, tais como a germinac¥o precoce do embri%o imaturo,

auséncla de endosperma e componentes n3o-hormonais deo meio de
cultura possam estar envolvidos na determinag¥o das alteragUes

observadas para os somaclones RO.
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Variantes genéticos encontrados em aproxima-

damente 10% do total de somaclonez @ incluiu caracterfsticas

qualitativas, quantitativas e citoplasméticas. Resultados seme-
lhantes tém sido descritos para variac%o somaclonal em viarias
espécies wvegetals (LARKIN et al., 1985), incluindo-se o milho

fEARLE & GRACEH, 1885; WILLIAMS & WINDHOLM, 1886:; PRIOLI & SOND-
HAL, 1987). Mutantes morfoldgicos (braquitico e folhas enruga-
dag), com produgdo de gr3os de pdlen sem amido, para alteracgles
na cor do endosperma e para alterag¢Zo em um polipeptideo de zefl~-
na segregaram como caracterf{sticas aparentemente monogénicas. 0
mutante braquftico, condicionado por uma muta¢¥o recessiva,
apresentou redu¢®o em todos os internddios e, aparentemente, n%o
apresentou redug¢%o para o tamanho da espiga. MNutagBes espontd-
neas condicionando plantas braqufticas s%o bem conhecidas em mi-
tho (NEUFFER et al., 1968). Testes de zlelismoc com mutantes j&
mapeados auxiliar3do a melhor identificacdo desta variagBo soma-
clonal.

Hutantes com alterac¢Bes para a enzima 3lcool
desidrogenase podem apresentar enrugsmento nas folhas de wmodo
semelhante ao apresentado por individuos da progénie Rl e R2Z do
somaclone CT-338(Ast-1). Assim, avallacBes eletrofordticas da
enzima dlcool desidrogenase deste somaclone serfo interessantes
em trabalhos de caracterizacBo desta mutagBo. Em estudos recen-
tes de variag@o somaclonal para dlcool desidrigenase-1 em trigo,
DAVIES (citado por LARKIN et al., 1985) encontrou progénies de
somaclones com alterag®es para esta enzima. As alteracBes en-

contradas parecem ter ocorrido como consequéncia de transloca-
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¢Oes e trocas de cromédtides-irm3s. Mutag3o em um udnico par de
bases do exon & do gene Adh-1 fol encontrada em um somaclone da
linhagem de milho A188 (BRETTEL et al., 1986). Esses autores
ndo mencionaram altera¢Bes para a forma das folhas nesse soma-
clone.‘

MutacGes genédticas condicionando gr3os de
pdlen sem amido nZEo tém sido descritas na literatura. Essa mu-
tag¥o recensiva, observada no somaclone CT-127(Cat 100-1) parece
ser responsdvel por um blogueio na bicssfntese de amido nos
grﬁoghde pdlen, os quals possuem citoplasma e ndcleo que puderam
ser observados ao microscdpio dptico. Aparentemente trata-se de
um blogqueio a nivel esporofftico, considerando-se que os gr¥os
de pdlen de indiv(duos heterozigotos sZo 100% normais. Estudos
biogqufmicos de enzimas envolvidas na biossfntese de amido, asso-
ciados a estudos ultraestruturails de tecidos esporofiticos e
grdos de pdlen deste somaclone contribuir¥o para uma melhor ca-
racterizagdo desta mutag¥o e melhor compreensio ao controle ge-
nético da biossintese de amido nesses tecidos e células.

As trés mutag8es para alteracdo de cor do
endosperma compeortaram-se como recessivas e, em dols casos, es~-
tavam correlacionadas com alterag¢Bes na planta. 0O mutante que
condiciona endosperma amarelo-lim%o e plantas albinas asseme-
{ham-gse ao mutante lemon-white (lw) descrito na-literatura. S%o
conhecidos gquatro mutantes lw, os quals jéd est3o mapeados. Re-
sultados de determina¢Bes de clorofila e carotendides realizadas
para o mutante lw2, em condi¢Bes de alta e baixa intensidades

luminosas (RUBERTSON et al., 1878), foram semelhantes aos encon-
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trados para o somaclone CT-45(Cat 100-1). A caracterfistica en-
dosperma amarelo-limdc correlacionada com a produgdo de plantas
menos vigorosas e com secamento de folhas na época do floresci-
mento também segregou como mutag3o monogénica recessiva. Consi-~
derandé—se a possibilidade de que a2 cor amarelo-lim%o do endos-
§erma seja resultante de algum blogqueio na sfntese de carotendi-
des, determinac¢%o de pigmentos fotossintéticos e precursores
destes plgmentos poderfo fornecer informacfes [mportantes para a
caracterizaglo deste variante somaclonal. ¥ bem conhecido que
os cafotenéides tém um papel de fundamental Importéncia na pro-
tecBo contra fotooxidac3o da clorofila (ANDERSON & ROBERTSON,
1960; FAULDI-DANIEL, 1375; HMORELAND, 1880C). Assim, & possivel
que as plantas provenientes de sementes amarelo-lim3c tenham al-
teragles na biossintese de pigmentos fotogsintéticos, resultando
em alteragBes no desenvolvimento., Um fato interessante foi 2
fdentificag3o desses dois mutantes apenas nas espigas das plan-
tas R1, ou seja, nas sementes RZ. As sementes RI eram 100% nor-
mais. Além disso, a frequé&ncia das espigas segregantes n3o estd
de acordo com o esperado para uma mutag®o recessiva. Este re-
sultado poderia ser obtlido com a ocorréncia de quimera no soma-
clone RO ou indugBo da mutac3o na geragic R1. Recuperag¢do de
mutantes em frequéncias muito bailxas fol reportada por GRACEN &
EARLE (1885). Estes mutantes geralmente apareciam nas geragles
R1 ou R2Z, porém, ocasionalmente, se manifestaram em gerac¢8es
mais avancgadas (R3-RE6).

Alterac8es no padr3o de bandas de focaliza-

¢%o0 isoeldlirica de zefna foram encontradas para oito somaclones
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da linhagem Cat 100-1. Estas alteracles caractertzam-se pelo
aumento de intensidade da banda 16 e desaparecimento ou reducdo
da intensidade da banda 14. Alteragles no padr¥o de bandas IEF
representam alterag¢Bes isoeldéiricas para os respectivos pollipep-
t fdeos. Assim, o polipeptfdeo 14, mais rico em aminodcidos ba-
éi¢os, aparentemente sofreu uma alteragdo que provocou seu des-
locamento para a mesma posi¢¥o da banda 16. A andlise de um
grande numerc de linhagens de milho t&m mostrado que o padr3o de
distribuig¢8c das bandas de zefnz em IEF & especifico para cada
gendtipo e, além disso, a heterogeneidade para zefna tem uma ba-
se gendtica (SOAVE et al., 1978; OTTOBON] & STEFENSEN, 13872,
Juando inhagens com diferentes padrfes de IEF para zefna s20
cruzadas, bandas individuals segregam de modo a indicar que cada
uma & codificada por um uUnico gene (SOAVE et =2l., 13978; QOTTOBORI
& STEFFENSEN, 1887). Aparentemente, a segregacdo observada para
¢ somaclone CT-390(Cat 100-1) seguiu o modelo monogénico. Con-
siderando—se o somaclone RO como heterozigoto para © polipepti-
deo correspondente 3 banda 14, a sua autofecunda¢lo produziria
guatro diferentes gendtipos para o endosperma, que é tripldide.
2 segregag3o esperada para esses genotipos ¢ 1:1:1:1. Denominan-

do-se o gene que condiciona o polipeptfdec 14 como A, e 0 alte-

rado para posi¢Ho 16 como A', temos: ARATTT , BAA' T, ARCA'-TZ,
¢ BAH'BA'A" w. . Este fol o resultado obtido para as bandas de
zefna de sementes do somaclone CT-390(Cat 100-1}, em propor¢des
préximas do esperado. Portanto, a mutag®o encontrada para o po-
lipeptideo 14 se comportou como monogénica. Por ocutro lado, os

scmaclones gque apresentaram augéneia da banda 14 foram sutofe-
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cundadog e outros com redug¥o da intensidade da bandas 14 foram
cruzados com a linhagem Cat 100-1 original. Entretanto, nas
avaliagBes de 7 szsementes individuals dos outros somaclones n3o
foi encontrada segregaqﬁo para esta caracter{stica nos géls ana-
lisados. Andlises de progénies desses somaclones poderZo auxi-
liar é esclarecimento desta questZo. Interessante ressaltar
t ambém que andlises de zefna de numeroscs gendtipos em IEF ténm
mostrado que algumas bandas de zefna s3o multo estdvels, enquan-
to que outras, incluindo-se as mais bdsicas, s%o bastante varti-
vels . Estudos de cinco grupos de linhagens brasileiras, agru-
padas de acordo com o grau de parentesco, mostraram que bandas
mais bésicas, correspondentes &s de nimero 14 e 16 da linhagem
Cat 100-1, encontram-se entre aguelas que geralmente apresentam
alta frequéncla de variacg3o (OTTOBON! & SILVA, dados n¥o publi=~
cados). Assim parece que mesmo entire linhagens os genes para as
bandas mais bdsicas t&m uma malor susceptibilidade para altera-
¢Bes decorrentes de mutacBes genéticss. A baixa qualidade nu-
tritiva das protefnas da semente do milho resulta do contetdo de
aminodcidos dos polipeptfideos e zefna, que possuem baixo teor de
lisina e triptofano (NELSON, 1969). Esta famflia de polipeptf-
deos constitui aproximadamente 50% das proteinas de uma semente
de. . milho. Assim, mutacgBes gendticas que resultem na alteracdo
da composi¢¥Bo quimica de polipeptfdeos de zefna s3o de grande
interesse do ponto de vista genético e de melhoramento da quali-
dade nutritiva das protefnas do endosperma desta espécie.
Variantes aparentemente resﬁitantes de muta-

¢Ses nucleares, com segrega¢les que se desviaram muito do espe-
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rado dentro dos modelos mendellanos de heranga, foram também en-
contrados. Este fenbmeno ocorreu para o mutante com folhas
erectas, mutante estriado e para o somaclone CT-565(Cat 100-1)
com esterilidade masculina. Majores estudos se fazem necesss-
riocos para que essas varlacBes sejam esclarecidas.

A caracterfstica esterilidade masculina ci~-
ﬁoplasmética do somaclone CT-550(Cat 100-1) mostrou-se estivel
durante asg trés gerag@es analisadas. Em milho s3o conhecidos
trés princlipals grupos de esterilidade masculina citoplasmatica
que s3do denominados C (Charrual), T {(Texas) e 5 (USDA}. Eles di-
ferem em varios pontos, incluindo-se a establlidade em diferen-
tes linhagens e amblientes, aspectos cltoldglicos do aborto do pd-
len, restauragfo da fertilidade apds cruzasmentos com linhagens
que possuem genes restauradores especificos e grau de resposta
acg genes restauradores. ¢ possfvel distinguir-se esses trés
grupos e, algumas vezes, sub-grupos através de andlises de pa-
drdes de bandas de DHA mitocondrial tratado com enzimas de res-
trigdo (PRING & LEVINGS, 1978; LEAVER & GRAY, 1982). O tipo S
pode ser reconhecido pela presenga de dois epissomos (5-1 e 5-2)
mesmo em géis de DNA ndo tratado com endonucleases. Cruzamentos
com [inhagens que possuem genes restauradores também auxiliam a
identificac3o dos grupos. Os resultados dos cruzamentos do so-
maclone CT-5350(Cat 100-1) com as linhagens que restauram cito-
plasma € ou T, mostraram 100% de restaura¢3o em ambos os casos.
Duas dessas linhagens restauram 2 fertilidade do citoplasma T ou
€, da linhagem original Cat 100-1. Entretanto, © somaclone ma-

cho-estéril teve sua fertilidade restaurada por ambas as 1inha-
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gens, ou seja, tanto pela que restaura T como pela que restaura
€C. Estes resultados sugerem que trata-se de um tipo ou sub-gru-
po de esterilidade masculina citoplasmética diferente daqueles

Jd existentes nos estoques da linhagem Cat 100-1 do Banco de

Germoplasmas. Cruzamentos com outras linhagens testadoras e es-
tudos a nivel molecular deverdo auxliliar a tdentifica¢3eo deste
variante somaclonal. A esterilidade masculina citoplasmética

representa uma caracterf{stica de grande importancia agronfmica,
uma vez que evita o trabalho de despendoamento para a produg3o
de hfbridos de mlilho., Além disso, esta é uma das poucas carac-
terfs}icas codificadas pelo DHA mitocondrial com fécil reconhe-
cimento a nivel fenotipico e gque pode ser usada como marcador
genético em trabalhos com esta organela. Portanto, novos va-
riantes para esterilidade masculina citoplasmdtica tém Interesse
tanto do ponto de vista agronbmico, como genético-fisioldgico e
molecular. Um fato multo interessante a ser destacado € a cons-
tatacBo de que cruzamentos entre somaclones e a linhagem origi-
nal podem resultar emrhfbridos com certo grau de heterose.  Fol
observado que og somaclones s3o0, quase sempre, fenotipicamente
gsemelhantes ou idénticos a linhagem original no que se refere as
suas caracterfsticas fenotipicas bédsicas. Assim, é posslivel que
esses somaclones n3o tenham sofrido alterages para um nimero de
genes significativamente grande, comparado ao genoma como um to-
do. Portanto, esses scomaclones, a linhagem original e os hibri-
dos representam um material genético extremamente valioso para o
estudo dos mecanismos genéticos e bloquimicos envelvidos na de~

terminaco da heterose. A utilizagio de técnicas de RFLP (Res-
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triction Fragment Lenght Polymorphism) (BECKMAN & SOLLER, 1384
auxiliarfo esses estudos no sentido de quantificar e fdentificar
os genes alterados nesses gendtipos e, portanto, responséveis
pela heterose observada. Além disso, a alta uniformidade desses
somaclones e hfbridos & a ocorrénclia de hetercose, constituem re-
sultadés bastante promissores do ponto de vista de melhoramento,
ﬁrincipaimente no que se refere a produ¢¥%o de linhagens—irmds
{("sister lineg”). Essas linhagens s3c de grande interesse para
a produgZo de hibridos de alta uniformidade. Portanto, a2 cultu-
ra de tecidos poderia ser recomendada como um método répido e
eficiente para a obten¢¥o de sub~linhagens utilizadas na produ-
¢%o de linhagens irm¥s e hfbridos mais uniformemente produtivos.

GRACEN & EARLE (1385) reportaram varlacGes
para a capacidade de combinag¢¥o de sub-linhagens dertvadas de
somaclones da linhagem de milho americana W1B82BN. Virios hibri-
dos envolvendo essas novas linhagens apresentaram produtividade
significattivamente maior do que os hfbridos envolvendo a linha-
gem original, em um experimento realizado em 1384. Somacliones
das linhagens Cat 100-1, Cat 100-8, e Ast-1 est¥o sendo avalla-
dos quanto & capacidade de combinac¢¥c para producg3o de hfibridos
(SILVA & PRIOLI, dados n3o publicados).

0s resultados obtidos para variacfo somaclo-
nal nas linhagens homozigdticas estudadas no presente trabalho
sugérem que esta é uma excelente fonte de variabilidade para ser
utilizada em trabalhos de genética bdsica e melhoramento. Ca-
racterfsticas qualitativas, quantitativas e citoplasméticas fo-

ram observadas entre os duzentos e trés somaclones anallsados.
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Entre essas caracterfsticas encontram—se védrias de Interesse
agron8mico, tals como esterilidade masculina citoplasmidtica, fo-
lhas erectas, mutante braguftico, alterag3o da cor do endosper-
ma, alteracBes em polipeptfdeos de zefna e alteracgBes resultando
em aumento de heterose. VarlagBes genéticas para caracteristi-
cas agfonamicas importantes foram também reportadas por GRACEN &
ﬁﬁRLE {13985) ., Esszses autores observaram sumento de vigor, flo-
rescimento tardio, aumento e diminuic3o da altura da planta,
perfilhamento acompanhado de aumento do nimerc de espligas, fo-
lhas verdes mals escuras e indug¢lo e revers¥o de esterilidade
masculina citoplasmdtica em somaclones da linhagem americana
Wi8ZBN. Ocorréncia de varlaclo somaclonal para esterilidade
masculina, diminui¢¥o do nidmero de fileiras na espiga, altera-
¢Bes de cor no endosperma e diminuig3o da altura de plantas fo-
ram também observadas na linhagem FR27rhm, que ¢ um derivado da
linhagem B73 (WILLIAMS & WIDHOLM, 1986). Variantes somaclonais
para altura de plantas, alteracBes em época de florescimento,
aumento de vigor e esterilidade masculina foram obtidos para uma
linhagem americana de milho pipoca (PRIOLI & SONDHAL, 1987).
Assim, a variac3o somaclonal para caracterf{sticas de Interesse
agrondmico tem sido observada em diferentes germoplasmas.

A taxa de mutac3o relativamente alta obser-
vada para as linhagens homozigéticas de milho utilizadas (aprox.
10%) e reportada na literatura (GRACEN & EARLE, 1985; WOODMAN &
KRAMER, 1986:; WILLIAMS & WIDHOLM, 1986; PRIOLI & SONDHAL, 138873,
bem como a uniformidade dos somaclones no que se refere as ca-

racterf{sticas fenotfpicas que caracterizam a |inhagem, refor¢am
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a idéia de que a variag®o somaclonal representa uma fonte de va-
riabllidade genética com grande potencial para programas de me-
lhoramento. Através desta metodologia, variacBes genéticas nu-
cleares e cltoplasmiticas para apenas um loco ou um nimero rela-
tivamente pequenc de locos podem ser introduzidas e fixadas ra-
pidamente em linhagens homozigdticas elites. Novas sub-1linha-
gens der ivadas de cultura de tecidos apés seleg¢do podem ser ain-
da malis modificadas e, consequentemente, ainda mais melhoradas
através de sua reintroduco em cultura de tecidos. Como discu-
tido por EVANS & SHARP (13886), a varlac3o somaclonal pode ser
uma fonte wvaliosa de germoplasmaz para se isolar genes especifi-
cos de interesse gendtico e/ou agrondmico. Esses autores também
se referem 3 possivel utiliza¢¥o de somaclones e seus parentals
para a comparac¢3o e identificacZo de mRNAs poderiam ser usados
para preparar clones de cDNA para genes de interesse agrondmico.

Assim, os resultados obtidos no presente
trabalho, bem como os reportados na literatura para mtlho (EARLE
& GRACEN, 1985; WOODMAN & KRAMER, 1986; PRIOLI & SONDAHL, 1387}
e outras espécies (EVANS et 21., 198B4; LARKIN et al., 1983},
mostram evidéncias que tornam a oportunidade de recuperacdo de
mutacBes naturais e/ou induzidas pelo meio de cultura em genes
nucleares e de organelas bastante atrativa para aplicag¢Bes
atuais e futuras em trabalhos bdsicos e de melhoramento.

Os recentes progressos para o desenvolvimen-
to das metodologias de cultura ”in vitro” de milho, incluindo-se
os reportados no presente trabalho para diferentes gendétipos,

calos fridveis e cultura em suspens®o, abrem novas perspectivas
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para a aplicacdo desta metodologia visando a aquisic¥o de conhe-
cimentos nas dreas de geneética basica, fisiclogica e molecul ar,
bem como para a aplicac¥c pratica desses conhecimentos em pro-

gramas atuals e futuros melhoramentos desta espécie.
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6. CORCLUZDES

- 0Oz resultados mostram claramente que existe um controle ge-
nético para a induclo de calos embriogénicos a partir de
embriSes imaturos de milho, o que reforca algumas evidén-
ciags descritas na literatura. Essa caracterfistica apresen-
ta heranga bastante simples e &, aparentemente, condiciona-
da por dois locos independentes com Interagdc e por um ter-
ceiro locoe que estaria enveivido em um processo de inibic¥o
da express3c dos genes que condicionam a embricgénese soma-
tica. Esses fatores gendticos parecem determinar algumas
condi¢Bes internas no explante, apropriadas para responder
ao melo e expressar a embriogénese somdtica. O envolvimen-
toe de p@quen§ nimero de genes condiclonando a regenerag3o
*in vitro” sugere ser possfvel a transferéncia desses genes

em linhagens de diffcil regenerac¥o nas condi¢Bes utiliza-

das.
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- A frequéncia de mutaclo observads entre az plantas regene-
radas a partir de cultura de tecidos de llinhagens Ilzgogéni-
cas de milho foi bastante alta (aprox. 10%2, muito além da
fregquénclia de mutacBes esponti3neas (aprox. 1 . 10 ). Essas
mutac¢Bes ocorreram em caracterfsticas qualitativas, quanti-
tativas e citoplasmidticas. A varlag3o somaclonal encontra- -
da tem importincia tanteo em estudos de genética bisica, fi-
sioldgica e molecular, como para aplicag3do pratica no me-
lhoramento de plantas.

- Bz mutaclez genéticas nucieafes e citoplasméticas encontras-
das nos somaclones devenm ter ocorrido em um mimero relati-
vamente poguenc de locos, comparade ac genoma come um todo.

[sso & evidenclado pela uniformidade das progénles dos so-

maclonea, no que se refere 3% caeracterfalices fenotfpicas
que caracterizam a linhagem. Estretanto, a variag3o gene-
tica feoi, em algune caroer, suficientemente grande para per-

mitir a manifestaglo de heterose em cruzamentos de somaclo-
nes com a linhagem original. Desse modo, a8 varliagdo soma-
clonal pode ser recomendada para a introduc3o e flxagBo de
pequenas alteracBes gendticaz, modificande caracleristicas
agrondmicas importantes, em linhagens elites de milho, em
um tempe relativamente curtc, de 1-2 anos 2pds a Induclo de

calos "in vitro”,
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~ A técnica de cultura de tecidoz tem um grande potencial pa-
ra a produg3o rdpida de linhagens-irm#s ("sister lines”) A’
& A7, que s¥%0 utilizadaz na produ¢lo de hi{bridoz mals uni-
formemente produtives (A' x A”) x (B' x B”). Esta conclu-
s¥o & dads pela observacBo de heterose em vérios hibridos
F1 provenientes de cruzamentos entre somaclones e a linha-
gem original. Este pr&cedimento. sem duivida, reduziria o.

custe de um hibrido simples.

- 0 sucesso obtide no presente trabalho para a2 seleg¥o de ca-
1oz eﬁbriogéniccs fridveis @ cultura de células em suzpen-
s¥0c representa um grande avango no desenVOlvimeﬁto das téc-
nicas de cultura "in vitro” desta espédcie. A obtencdo de
linhagens de calos embriogénices fridveis em gendtipos de
milho responsivos e recalcitrantes para esta caracterfstica
abre novas perspectivas para trabalhos futuros envolvendo
culturas de caleos de longa duracglo, selecHo de mutantes
biogqufmicos, cultura de células em suspensSoc e protoplas-

toz.

~ Da estudoz hisgtoldégices e ultrasstruturais doz calos fria-
vels de milho sugerem gque a caracteristica de friabilidade
& devida 3 n¥o msturac3c dos embrilies zomdtices enquanto em
meio com 2,4~D, bem como a tendéncia desses embrifes de
permanecerem desconectados um do outre. A constatac3o de
que apenas alguns gendtipos t8m facilidade para produzir
este tipo de calo sugere um contrele gendtice condicicnando

eanta caracteristica.
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- A constatag¥o de um controle genético para a determinac@o
da ombriogénese somdtica em condi¢Bes de cultura "in vitro”
abre novas perspectivas para estudos dos mecanismos genéti-
co-fisioldgicos envolvidos na regulag¥o dos processos de

diferenciacdo celular ¢ embriogénese.
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7. RESUHO/ABSTRACT

Cultura de tecidos, controle genético da em-
briogénese somdtica e varlag3o somaclonal em milho {(Zea maysg

‘L.).

Trinta e quatro linhagens homozigdticas de
milho foram avaliadas quanto 2 capacidade de regéneragﬁo de
plantas "in vitro”. A maioria dessas linhagens € originada a
partir de trés germoplasmas: Cateto, uma raga de milho flint

adaptada & Costa Atlé&ntica da regi%o sul da América do Sul, Tux-
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pefio, uma ra¢a de milho dente adaptada a baixas altitudes do
Golfo do Héxico e uma populagBo de geraglo avangada de milho
Tuxpefio x Teosinte. Foram realizados tré&s experimentos indepen-
dentesgs, fniciados em fevereiro e maio de 1985 e fevereiro de
1986. EmbriSes imaturos foram utilizados para a indu¢¥o de ca-
los em meio N6 suplementado com 2,4-D (2,5 uM e 10 uM) e sacaro-
se (3% e 6X). Regeneragfo de plantas a partir de calos embrio-
génicos compactos (Tipo 1) foi obtida para vinte linhagens. A
frequéncia de induc¥o de calos embriogénicos fol significativa-
mente diferente entre os gendétipos= uttlizados. As linhagens Ca-
teto foram as que melhor responderam para a capacidade de rege-
nera¢¥o em todos os experimentos. Diferengas significativas pa-
ra efelto de época na frequéncia de produgfo de calos embriogd-
nicos foram também encontradas. 0O melo contendo 2,4-D (10 uM) ¢
sacarose (6%) fol o melhor para a indu¢¥o de calos embriogénicos
compactos. Por outro lado, o meio contendo 2,4-D (10 uM) e sa-
_carose 3%} foi o mals adequado para a manuteng¥o dos calos.
Pigntulas foram regeneradas a partir dos calos em mefo sem 2,4-
D, transferidas para vaso e, posteriormente, parza o campo ou ca-
sa de vegetag¥o. Calos embriogénicoes fridveis (Tipo 11) foram
obtidos para cinco linhagens ¢ mantidos em cultura, sem perder a
capacidade de regeneraglo, por mais de dois anos. Biferencas
quanto a morfologia, friabilidade, cor e capacidade de regenera-
¢¥o foram observadas entre esses calos. Estudos de microscopla
Sptica e eletrdnica mostraram que os pré-embriSes dos calos em-
briogénicos frijdveis L&m a tendé&ncia de nBo-matura¢iio em meio

contendo 2,4-D. Alta frequéncia de germinag¥o de embriles somd-
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ticos ocorreu em meio N6 contendo 6X de sacarose, em presenga de
luz. Culturas de célulag totipotentes em suspens3o foram esta-
belecidas a partir de calos embriogéniceos altamente fridveis de
duas linhagens. Calos embriogénfcos foram obtidos quando essas
culturas foram plagqucadas em meio s6lido N6 ou MS suplementado
com 2,4-D. Regeneragdo de plantas fol obtida transferindo-se
esses calos para melo sem 2;4—0.

A heranga para a indu¢¥o de calos embriogé-
nicos a partir de embriSes imaturos fol estudada em quatro famf-
lias nas qﬁais linhagens com e sem capacidade de regeneracgfo fo-
ram utilizadas como parentals. Em trés famfltias a segrega¢¥o da
indugc%o de calos embriog&nicos fol bastante préxima do esperado
para uma caracterf(stica dominante condiclonada por dois genes
independentes com interagZo. A outra famflia apresentou segre-
gag¢¥o do tipo monogénica com recessividade para a capacidade de
regeneragdo.

Varia¢3o genotipica fol encontrada em 10X de
duzentos e tré&s somaclones Rl e R2 de tré&s linhagens homozigdti-
cas. As caracterfisticas mals frequentes foram alteragBes na
morfologia da planta (braquftico, folhas erectas e folhas enru-
gadas), esterilidade masculina citoplasmidtica e nuclear, defi-
ciéncia em clorofila (albinismo e estriado), alteragBes para cor
do endosperma {(amarelo-clarc e amarelo-1im¥o)}, alteracBes em -po-
lipeptideos de zefna e aumento de vigor.

0 sucesso para o estabelecimento de calos
enbriogé&nicog fridveis e cultura de cdlulas totipotentes em sus-

pensZo em milho é, ainda, pouco frequente na literatura e repre-
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senta em grande avango no desenvolvimento das técnicas de cultu-
ra "in vitro” desta espécie. 0 controle genético para a IndugHo
de calos embriogénicos a partir de embries imaturos de milho
mostrou—se bastante simples, o que sugere ser possfvel a tranfe-
réncta desses genes em linhagens de diffcil regenera¢oc. A fre-
quéncia das mutagBes genéticas observada entre as plantas rege-
lneradas fol bastante alta. A variag3o somaclonal encontrada tem
importéncia tanto em estudos de genética basica, fisioldgica é
molecular, como para aplicag¥o prética no melhoramento de plan-
tas. A variag¢3o somaclonal pode ser recomendada para a rdpida
Introdug3do e fixac¥%o de pequenas alterag¢@es genéticas, modifi-
cando caracterfsticas agronBmicas importantes em linhagens eli-
tes de milho. As técnicas de cultura de tecidos t&m um grande
potencial para a producg3o rdpida de linhagens-irm3s para obten-

¢¥%0 de hibridos mais uniformemente produtivos.

ABSTRACT. Tissue culture, genetic control of somatic embryoge-

nesis and somaclional variation in maize (Zea mays L.)

Thirty-four Brazilian maize inbred lines we-~
re tested for "in vitro” plant regeneration capacity. Most {in-
breds were derived from three gene pools:.Catetc, a flint au-
tocthonous race adapted to Southern Atlantic Coast of South Ame-
rica, Tuxpefic a dent race adapted to low altitude of Gulf of Ne-

xlco, and a Tuxpefio x Teosinte advanced generation population.
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Three 1independent experiments, initiated in February 1985, May
1985, and February 1986 were made. Immature embryos were used
for callus induction on N6 medium supplemented with 2,4-D (2,5
uM and 10 uM) and sucrose (3% and 6%). Plant regeneration from
compact embryogenic callus (Type 1) was obtained for twenty in-
breds. Frequency of embryogenic callus induction was signifi-
cantly different among the.genotypes. The Cateto inbreds were
the most reponsive in yilelding embryogenic callus in all experi-
ments. Significant effect of growth seaszons on the production
frequency of embryogenic callus was also observed. The medium
containing higher levels of 2,4-D (10 uM) and sucrose (6%} was
the best for embryogenic callus (Type I} induction. On the ot-
her hand, the medium containing 2,4-D (10uM) and sucrose (3%)
was the most appropriate for callus maintenance. Plantlets were
obtained from embryogenic calli on medium without 2,4-D and
tranferred to greenhouse or to the field.

Embryogenic friable calli (Type 11) were ob-
tained for five maize tnbreds and have been maintained in cultu-
re, with regeneration capacity, for more than tuwo yvears. D;ffeﬁ
rences In morphology, friability, color and somatic embryogene-
sis capacity were observed among these calli. High germination
frequency of somatic embryos occurred on N6 medium containing 6%
sucrose, in presence of light.

Totipotent cell suspension cultures were es-
tablished from highly friable embryogenic calli of two Inbreds.
Cultures were placed in N6 or MS solid medium containing 2,4-D
(5uM or 10uM) for callus production. The callt were transferred

to medium without 2,4-D for plant regeneration.
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The inheritance of embryogenic callus {induc-
tion from immature embryos was studied in four families using
inbreds with and without regeneration capacity as parents. In
three families the segregation of embryogenic callus induction
was simtlar to the pattern expected for a dominante characterist
"conditionated by two independent genes with interaction. The
other family showed a monogenic segregation with recessivity for
embryogenic callus induction.

Genotypic variation was found among two-hun-
dred and three regenerated plants from Type | and Type Il callus
of ;ﬁbreds}Cat 100-1 and Cat 100-8, and Type ! callus of inbred
Ast-1. The most frequent tralts occuring among R1 and R2 proge-
nies of somaclones were alterations in plant morphology (brachy-
tic; erect leaves; wrinkle leaves), nuclear and cytoplasmic male
sterility, chlorophyll deficiency (albino and striped), endos-
perm color changes (light-yellow and lemon), alterations of =zeln
polypeptides, as analysed by isoceletrical focusing, and increa-
sed vigor and earlyness.

The success for the stablishment of embryo-
genic friable callus and totipotent cell suspension culture in
majze 1is rare in the literature and represents and important
step for the development of "in vitro” culture techniques in
this species. The genetic control for embryogenic callus induc- |
tion from immature embryos of malze is very simple and suggests
that the transference of these genes to recalcitrant genotypes
is possible. The genotypic variation frequency found amoung re-

generated plants was relatively high. The somaclonal wvariation
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observeé"ls importnat for genetics and breeding. Somaclonal va-
riation c¢an be recommended for rapid introduction and fixation
of small genetics alterations, to modify agronomic characteris-
tice in elite maize inbreds. The tissue culture techniques
could also be used for rapid production of sister lines te ob-

“tain hybrids more uniformely productives.
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