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CULTIVO IN VITRO DE MILHO (Zes mass L.)
E ANALISE DA SUA INSTABILIDADE HMITOTICA

Autor: ANTONIO FLUMINHAN JONIOR
Orientadora: Prof2. Dr2. MARGARIDA L.R. DE AGUIAR-PERECIN

RESUMO

0 cultivo de calos induzidos a partir do
egcutela de embrifes imaturos de milho mostrou que alguns
gendtipos adaptados ao clima tropical apresentam respostas
favoraveis, com formagdo de calas embriog@nicos e regeneracgdo
de plantas, tendc sidc estudadas as variedades Pirando de
Inverno e Jac-0uro. Progénies Rl1, R2 e R3 de plantas
regeneradas destas variedades maostraram variagdes para: altura
das plantas, morfologia de inflorescéncias, colorac8o e textura
de sementes.

Apds a implantagdo da metodologia, faram
avaliadas as respostas ao cultivo in vitro de explantes obtidos
de linhagens endog8micas com diferentes composicdes de knaobs
cromoss®micos heterocromaticos, pertencentes a quatro familias
distintas, obtidas a partir da variedade Jac-Duro. As linhagens
pertencentes & familia 300-1-3 apresentaram as melhores
respostas. com alta taxa de indugdo de calos do Tipao 11
(fridveis, altamente embriocgénicos), comprovadas por trés
diferentes experimentos. Algumas das linhagens desta familia
foram testadas para totipoténcia dos  calos induzidos e
regeneraram plantas férteis com elevada produgdoc de sementes.
Explantes removidos de linhagens pertencentes as familias 301-
2-1, 303-4-1 g 303~-4-4 produziram, na maioria das vezes, calos
nd3c-embricgénicos. As linhagens 4411471 e 44114/2, pertencentes

4 familia 303-4-4 apresentaram a formagdo, a partir de calos
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ndo-embriogénicos, de setores altamente fridveis, embriogénicos

= com crescimento rapido. Estas linhagens celulares, juntamente

com calos do Tipo [ (da familia 300-1-3) e calos n3oc-
embriogénicos (das familias 301-2-1 e J03-4-1), foram
utilizados em cultive de suspensdes celulares, produzindo

culturas finamente dispersas em periodo de tempo relativamente
curto (entre 1 e 4 meses).

As analises da ocorréncia  de  aberragdes
cromossomicas foram realizadas em calos de 15 linhagens
endagdmicas pertencentes as 4 familias descritas. Foi avaliada
a fregiéncia de formagdo de pontes cromossBmicas em anadfases
mitdticas dos calags, com o chbjijetivo de se verificar hipsStese
levantada na literatura (PHILLIPS et alii, 1988), socbre o
possivel envolvimento das regifies heteroccromdticas dos knobs
cromossdmicos com a gcorréncia deste evento em calos de milho.
Um segundo aspecto avaliado foi a relag8o asxistente entre a
capacidade embriggénica do gendtipo e a estabilidade mitatica
de suas células no cultive in vitro. Foi observado gue as
pontes tém origem em bragos cromossdmicaos contendo knobs
heterocromaticos, comprovado através da metodologia de
bandamento-C. Entretanto, gendtipos com maiores contegdos de
knobs n8o apresentaram maiores fregid@éncias de . faormagdo de
pontes. Foi observada ‘a existéncia de um evento preliminar,
caracterizado por um atraso na separagdo das cromdtides irmds,
ao nivel dos knobs, dando origem a uma ponte anaftasica . Este
atraso exerce grande tensdo nas cromatides envolvidas e pode
resultar em guebras. Diversas figuras mitdticas ‘analisadas
sugerem 3 ocorréncia de ciclos de guebra-fus3o-ponte em regifes
embriogénicas dos calos. Aparentemente, ndoc foi encantrada
relagdo entre o tipo de calo e a maior ccorréncia de aberracgles
cromossf@micas. As linhagens celulares selecionadas a partir do
material 4411472 foram as gue apregentaram menor ocorréncia de
aberragfes mitdticas, embora este apresente o maior conteddao de

knobs entre 0s gendtipos analisados.
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IN VITRO CULTURE OF HMAIZE (Zsa mays L.)
AND ANALYSIS OF IT8 HMITOTIC INSTABILITY

Authar: ANTONIO FLUMINHAN JUNIOR
Adviser: Prof. Dr. MARGARIDA L.R. DE AGUIAR-PERECIN

SUMMARY

Maize embryogenic callus cultures initiated from
immature embryos of several genotypes adapted to the tropics,
were established and showed to be able to regenerate plants.
The Piran3o de Inverno (dent) and Jac-Duro (flint) varieties
were wused i1in this study. Rl, R2 and R3 progenigs from
regenerated plants aof these cultivars showed variation to the
follaowing caracters: plant height, panicle morphology, seed
colar and texture.

The culture response of calli derived from four
families of inbred lines with different knob compositions,
originated from the Jac-Duro variety, was evaluated as well.
Highly embryogenic callus cultures were ocbtained from inbred
lines of the 300-1-3 family, confirmed by three different
axperiments. Some inbred lines belonging to this family were
tested for their callus totipotency and showed high capacity of
plant regeneration and seed production. [mmature embryos from
inbred lines of the 301-2-1, 303-4-1 and 303-4-4 families
induced non-embryogenic callus cultures. However, nan-—
ambryogenic calli formed from the 44114/1 and 44114/2 inbred
lines, belonging to the J303-4-4 family, produced friable and
embryogenic sectaors with high growth rate. Cell suspension
cultures were induced using different materials: Type [I calli
(from 300-1-3 family). non—-embryogenic calli (from 301-2-1 and

303-4-1 families) and the cell lines mentioned above (from 303-
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g-4 Ffamily). All of them produced well-established cell
suspensicn in a relatively short pericd of ftime (1 to 4
manths) .
A cytological analysis aof the callus cultures of
15 inbred lines helonging to the TfTour families studied was
carried cut. The occurrence and freguency of mitotic: anaphase
bridges was evaluated, in order to investigate correlations
between knobs and anaphase bridges, according to the hypothesis
of PHILLIPS =t alii (1988), that the chromosome aberrations
observed in regenerants, usually involving knobbed chromosaomes,
are the result of chromosome breakage cccurring in culture. The
second point analysed was the possible relaticon between the
morphogsnetic potential of the genotypes and their degree of
mitotic stability in cultures. [In C-banded preparations, 1t was
observed that the anaphase bridges are originated at the knob
level. However, genctypes with higher heterochromatic knob
contents did not present higher freguency of bridge formatian,
[t has been identified a preliminary svent, characterized by a
delay in the sister-chromatids separation, originated at the
knob level. This delay causes a strong tension on chromatids
and might result in chromosome breakage. Several mitotic
figures suggest the occurrence of breakage-fusion-bridge cycles
initiated by broken chromosomes. Correlations between callus
type and higher frequency of chromosume aberration were not
observed. Cell lines selected fraom callus cultures from the
4411472 inbred line  showed lower frequency of mitotic
aberrations. although its knob content is the highest among the

genaotypes analysed.



1. INTRODUCAO

Os recentes avangos de metodologias de cultivo
de ceélulas 2 tecidos vegetais in vitro tém despertado a atengio
de gereticistas e melhoristas para a utilizagdo destas técnicas
em numerosas areas de pesquisa. 0 obietivo inicial foi o
estabelecimento de sistemas simplificados de estudo dos
complexas fenfmenos bicldégicos que ocorrem- nas plantas
inteiras. £stas simplificacgdes permitiriam a compreens3o dos
processos genéticos  fundamentails ao nivel celular ou bem
proximo dele.

Os avangos na cultura de células e tecidos de
milho (Zea mays L.) tém promovido investigagdes a respeito dos
mecanismos metabdlicos, fisioldgicos e de desenvolvimento ao
nivel de células isoladas. Us resultados destes estudas e a
disponibilidade de um sistema de cultivo in vitro eficiente,
aliado aos ja bem documentados conhecimentos nas 4dreas de
Genética e Fisiologia, oferecem navas e importantes
oportunidades de pesquisa em melhoramento genético do milha. No
entanto, os beneficios mdximos a serem alcangados com estas
técnicas dependem da habilidade em se manipular wuma grande
populagio de células homogéneas e totipotentes.

0 primeiro caso bem descrito de sestabelecimento
de culturas de tecidos totipotentes de milhao foi relatado em
1975. Desde entdg, tém sido recanhscido que alguns fatores sdo
de fundamental importancia para a obtencgdo de respostas
favoraveis, ou seja, indugdo de calos embriogénicos e com
potencial de regeneragdo de plantas férteis, entre eles: a
fonte de explante e o seu estagio de desenvolvimenta, o
gendtipo utilizado, & composig8o dos meios de cultura e as

condig8ies fisicas do ambiente de cultivo.
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£ reconhecido gue ainda existem diversaos pontos
a serem nelhor esclarecidaos, principalmente no gque se refere a
indugdo dos diferentes tipos de calos de milho. Entretanto., a
determinacgda da  base genetica do cariter mais  favaravel
(formag3o de calos friaveis, altamente embriggénicos) para
diversos gendtipos testados 2 a verificagd3o de gque a fregl8ncia
dos genes envolvidos € variavel entre as populag8es tém
permitido a identificagdoc de materials com comportamento
superior e o estabelecimento de programas para a transferéncia
deste  cardter para gendtipos recalcitrantes.  Além disto,
sgstudos verificando as necessidades nutricionalis das células
cultivadas in vitro tém relatado a grande influéncia que alguns
compostos presentes nos meios  exercem sohre a capacidade
embriogénica, em determinados gendtipos.

Por sua vez, a variabilidade genética induzida
pelo cultivo in vitro, observada tanto nas células cultivadas
como em plantas regeneradas (predominantemente surgida guando
0 tecido passa pela formagdo de calos) ., representa um paradoxo
com relacgdo as possibilidades de utilizagdo das culturas para
os mais diversos fins. Oependendo do tipo de manipulagdo
dese jada pelo pesguisador., esta variacgdo pode ser um evento a
ger maximizado ou a ser minimizado, se possivel até mesmo
gvitada. A obtengdo de variagfes novas ou inexistentes nas
plantas da populagdo original pode ser uma fonte a ser
utilizada em programas de melhoramento, ou para experimentos de
seleg30 ao nivel celular. Por outro lado. manipulacSes coma:
micropropagagdo, preservagdo de germaplasma, hibridacio
soma&tica e transformagdoc genética, s30 prejudicadas pela
gcorréncia de varilagOes durante a passagem pelo cultiva in
vitro. 0 conhecimento dos mecanismos responsaveils por estas
variacfies poderd permitir o controle dos seus niveis de
pcorréncia em. plantas regeneradas. Como  preconizado por
diversos autores (McCOY & PHILLIPS, 1982; PHILLIPS, 1986: LEE
& PHILLIPS, 1988; PHILLIPS et alii, 1988; SOMERS et alii, 1988
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g PHILLIPS et alii, 1990), os bracgos cromossdmicos contendo
knohs seriam mais susceptivelis a guebras durante o cultivo in
vitro. Os autores comentaram que 1sto poderia ser devido a
disturbios decorrentes da replicagdo tardia do ONA dos knobs,

com uma consegliente formagdo de pontes nas anafases.

Os trabalhos apresentados nesta dissertacgio
relacionam—-se, principalmente, com a metodologia de cultivao in
vitro de calos induzidos a partir do escutelo de embrifes
imaturos de milho. As  analises tiveram como objetivos

principais 0s seguintes aspectos:

Avaliagdo da capacidade de produgdo de calos
embriocgénicos em diversos gendtipos adaptados ao clima
tropical. Foram testadas duas variedades e dois grupgs de
linhagens endogdmicas com as seguintes caracteristicas: a) um
grupo de linhagens cam diferentes composigdes de marcadores
citoldgicos (knobs cromossOmicos heterocromdticos), e b)) um
grupo de linhagens com alta capacidade de combinagd3o para a
produg3o de grdos, utilizada em programa de melhoramento do

Departamenta de Genética da ESALQ/USP.

Avaliac3o da instabilidade mitdtica de células
dos calocs das linhagens com diferentes composigdes de knobs
cromassdmicos heterocromaticos. Fol também analisada  uma
amostra de progénies de plantas regeneradas de calos induzidaos
a partir das variedades testadas. Para o primeiroc tipo de
material, foi levantada a natureza =) freguéncia de
anormalidades mitdticas durante o cultivo de calos e verificado
a possivel envalvimento dos knobs cromassfmicos
heterocromadticos scbre a occorréncia de tals anormalidades. O
sequndo material foi utilizado em um estudo preliminar da
gcorréncia de aberragfes cromossOmicas numéricas, em tecidos

somaticos de progénies de plantas regensradas.
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. Testes para a capacidade de induc3o ao cultivo
em suspensdo de alguns calos selecionados durante o experimentao
de avaliagdoc de gendtipos. 0 objetivo foil de se padronizar os
procedimentos para este tipo de cultivo, a utilizag3oc de meios
de cultura adeguados e o teste de gendtipos gue i1nduzem tipos
de calos cam mar fologia e capacidade embriogénica

caracteristicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1, Utilizag8o de técnicas de cultivo in vitro em milho

2.1.1, Higtdrico do cultivo in vitro de milho

A histdria da cultura de tecidos de milho
provavelmente comegou. com @ as  tentativas de se cultivar
erndosperma de milho (LA RUE, 1947). Este autor conseguiu
gstabelecer culturas de endosperma a partir da cultivar Black
Mexican Sweet (LA RUE, 19249), 0o gque serviu de estimula para
diversos outros experimentos com: milhaos doces (STRAUS, 1954;
STRAUS & LA RUE, 1954 e 8TRAUS, 1958), milhas amiléaceos
(SHANNON & BATEY, 1973) g amiléceos com O gene waxy (REDDY &
PETERSON, 1977). Os sucessivos estudos com diferentes materiais
indicaram uma variacdo geneética para a resposta ao cultivo in
vitro de endosperma. A base gengtica deste carater foi primeiro
estudada por TABATA & MOTOYQSHI (1965).

Em adigdo a estes estudos verificando as
respostas  ao cultivo  in  vitro de endosperma de milho,
MASCARENHAS et alii (1969) procuraram estabelecer protocolos
alternativos, utilizando como explantes pedagos de primérdios
foliares de pléantulas, cultivadas em um grande numerc de meios
com diferentes composigles de nutrientes. Os resultados de tais
estudos foram negativos, no que se refere & regensracgdo de
plantas (MASCARENHAS et alii, 1975a; b e HENDRE et alii, 1975).

Qutras tentativas, relatadas por inumeros trabalhos envolvendo
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culturas  esstabelecidas a partir de tecidos diferenciados,
slcancaram resultados semelhantes. Como exemplo de explantes
testados podemaos mencionar: meristemas de inflorescéncias
masculinas imaturas (LINSMAIER-BEDNAR & EEDNAR, 1972), embrides
maduraos macerados (GRESSHOF & DOY, 1973), fragmentos de caule
de plantulas (SHERIDAN, 1975), embrifes maduros e apices de
caules (GREEN et alii, 1974).

Em meados da década de 70, duas publicacgles na
literatura tiveram grande impacto na cultura de tecidos de
milho. No primeiro, SHERIDAN (197S) estabeleceu uma cultura em
suspensdo finamente digpersa a partir de calos induzidos de
fragmentos de caule de plintulas da cultivar Black Mexican
Sweet. 0 cultivo foi eficiente na formagdo de calos a partir da
suspens3c celular e na obtengd3oc de células iscladas em
suspensdo, embora os calos induzidos ndo fossem morfogénicos.

0 segundo  relato apresentou um método de
cultivo de tecidos de milho a partir do qual pléntulas poderiam
ser regeneradas  (GREEN & PHILLIPS, 1975). 0s calos eram
induzidos a partir do escutelo de embrifes imaturos em uma
idade especifica e padiam ser subcultivados por muitos meses
sem a perda de sua capacidade regenerativa. Uma vez mais foi
demanstrada uma variacio de regpostas ao cultivo in vitro. onde
somente alguns gendtipos tiveram comportamenta favoravel entre
os testados.

Desde entdo. a descrigd3c e interpretacdo da
formagdo de calos e regeneragdo de plantas tem utilizado uma
terminologia algumas vezes ambigla. 0 termo '"embriogénese

’

somatica’ & utilizado amplamente na literatura de cultura de
tecidos de cereais, inclusive de milho (WILLIAMS & MAHESWARAN,
1986), embora somente alguns trabalhos tragam evidéncias
diretas confirmando histologicamente que a regeneragdo ocorre
via embricgénese somatica (como salientado por TOMES, 198S5a).
Em milho, o mecanismg de embrioggénese somdtica foli comprovado

pelos trabalhos de LU et alii (1982; 1983), GREEN (1982), GREEN
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et alii (1983), NOVAK et alii (1983), VASIL et alii (1984;
1985), KAMO et alii (1985) e LOWE =t alii (198%5). ODiversos
autores tém demonstrado a existéncia dos mecanismos de
regeneracgdo por embriogénese somdtica = por organogénese, €
sugerido gue aspectos genéticos e cltogenéticaos podem ser
influenciados pela forma predominante de regeneracdc de um
determinado gendtipo (ARMSTRONG & PHILLIPS., 1988 e revis3ao em
PHILLIFS =t alii, 1988).

2.1.2. Classificagdo dos tipos de calos

A distingdo entre os tipos de calos &, a
principio, uma caracteristica essencial para o estabelecimento
de culturas com capacidade de regeneragdo por longos per{odos
de tempo. A terminologia usualmente utilizada, segundo TOMES
(1985a), caracteriza '"calos embriogénicos' como sendo agueles
que possuem o potencial de regenerar plantas. Este termo inclui
regeneragdo por organogénese (a partir de gemas. apicais aou
radiculares, farmadas na estrutura do calo) e embricgénese
somdtica (guando sido identificadas estruturas semelhantes a
coleorrizas e coledptilos, que se desenvolvem sincrfnicamente,
partilhando um sistema vascular comum). Ao nivel celular, o
referido  autor comenta gue 08 calos embriocgénicos s3o
compostos, em sua maioria, por células meristemdaticas. com
elevada taxa de divisdo celular, com dimensSes relativamente
pequenas e com citoplasma denso.

"Calos ndo-embriocgénicos” & o termo que se
refere aos calos que possuem pegquena ou nenhuma probabilidade
de regenerar plantas via organogénese, embricogé&nese ou
germinacgdo de meristemas pré-existentes. Ao nivel celular, este
tipo de calo & caracterizado freglentemente por passuir células
de  tamanho avantajado, com grandes vacuolos e potencial de

divisdo celular inferior (NABORS et alii, 1983 e VASIL, 1983).
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Esta abordagem pode ser bem ilustrada, do ponto de vista
histolégicao. pelas resultados obtidos por MOTT & CURE (1978).
No caso especifico do milho. h& uma subdivisdo
de calos embriogénicos em calos do Tipo | e do Tipo II,
mencicnada por GREEN et alii (1983) e sugerida por ARMSTRONG &
GREEN (1985). Calos embricgénicos do Tipo [ s83o descritos como
compactos,., opacos, com crescimento relativamente  lento e
ggtruturalmente complexo, mas capazes de regenerar plantas por
organggénese e embriggénese. A ocorréncia, na sua superficie.
de regifes meristematicas que d3o origem a coledptilos ndo
assoclados estruturalmente a meristemas radiculares indicam gue
a organcgénese & o modo primariao de regensracdo neste tipo de
calo (FREELING et alii, 1976; HARME =t alii, 1974 e SPRINGER et
alii, 1979). Estes primérdios foliares possuem estrutura
semelhante ao meristema apical (LOWE et alii, 198S5), e podem
produzir uma planta completa se forem remavidos deste meio e
transferidos para gutro com menor concentragdo de auxina (GREEN
& PHILLIPS, 1975 e FREELING et alii, 1976). H& ocorréncia de
gstruturas semelhantes a escutelos nestas culturas (FREELING et
alii, 1976), e evidéncias de aqcorréncia de embriogénese
samatica (LU et alii, 1982; 1983: VASIL et alii, 1988).

Pelo fato destes calos compactos regeneréveis
apresentarem uma alta tendéncia de germinacd3o dos embrifes
somaticos, mesmo guando mantidos em meioc de cultura contendo
auxinas (SPRINGER =2t alii, 1979 = ARMSTRONG & GREEN, 1985},
torna-se muito dificil a sua manutengdo em cultivos par longo
periodo de tempo. 0 elevado grau de grganizagdo dos tecidos
dentro de calos do Tipo I, gue resulta em uma diminuigdo na sua
taxa de crescimento & outra raz3c adicional a dificuldade
mencionada (LU at alii, 1982 e VASIL & VASIL, 1986).

Os calos do Tipo Il s3o friaveis, com intensa
crescimento, estruturalmente menos complexas, e formam embrifes
samaticos mais claramente, freguentemente surgidos na

extremidade de uma estrutura parecida com um suspensaor, como
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verificada nas linhagens Al88 e B73. Em alguns casos essas
aestruturas sdo t30 estreitas em suas bases gue sugsrem. uma
possivel origem unicelular (GREEN, 1982 2 1983). Este tipo de
calo permite facil identificag3c pela observagd3o. na sua
superficie, de numerosos pré-embrides ou embrides somaticos em
estdagio globular. Tanto a sua morfologia como a sua capacidade
de regenerar plantas ndo sdo alteradas mesmo em culturas de
longa duragdo (GREEN & RHODES, 1982), em varios gendtipos
diferentes (GREEN, 1982: ARMSTRONG &  GREEN, 1985:; WVASIL &
VASIL, 1986: SHILLITO et alii, 1989; PRIOLI & SONDAHL, 1989 =
MOROCZ et alii, 1990).

A ooorréncia. de calaos  friaveis, altamente
embriocgénicos &, portanto, muito desejada. No entanto, a
literatura descreve que somente alguns gendtipos sd3o capazes de
formar este tipo de calo (revigsd3o em PHILLIPS et alii, 1988),
tais como: linhagens A188 (GREEN, 1982), B73 (LOWE et alii,
1985), hibrido simples entre a linhagem W6HUA x Black Mexican
Sweet (LUPQTTO, 1986) & hibrido comercial DeKalb XL82 (VASIL &
VASIL, 1986). Dados ocbtidas por TOMES (1985Sb) d3o svidéncias da
existéncia de um controle genético para a producdc deste tipo
de calo. Além disto, Jja foi observado que modificacdes na
composicdo do meio de cultura podem influenciar a sua produgdo
(ARMSTRONG & GREEN, 1982 e 1985), comog serd abordado adiante.

Recentemente, foil1 descrito um gutro tipo de
calo, bastante adequado para o estabeleciments de culturas
embriog@nicas de células em suspensd3o, com g objetivo de se
produzir protoplastos capazes de regenerar plantas fTérteis
(SHILLITO et alii, 198%2; PRIOLI & SONDAHL, 1989:; PRICLI et
alii, 1990 e MOROCZ et alii, 1990). Embora n3o exista ainda uma
denominacdo especifica para esse tipo de calao (veja SHILLITO et
alii, 1989 e PRIOLI et alii, 1990), =le & descrito coma sendo
altamente friavel, altamente embriocgénica. se& as subculturas
forem feitas regularmente a cada 10-15 dias, mas ndo apresenta

pro—-embrifies somaticos visiveis 3o estersomicroscipio.
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2.1.3. Fatores que influenciam a resposta ao cultivo in vitro

0 rapido reconhecimento dos calos capazes ds
regenerar plantas & de fundamental importéncia durante o
processo de cultivo in vitro. principalmente gquando aos calos
sd0 originarios de numerosas linhagens celulares diferentes.

Na maioria das vezes, 0 potencial embriogénico
& identificado através de «caracteristicas  morfoldgicas,
visualmente. Entretanto., varios trabalhos  tém relatado a
possibilidade de se distinglirem calos embricgénicos dos ndo-
embricgénicos atraveées de métados bioguimicos., tais como:
analise de "antigenaos (KHAVKIN =t alii, 1977), padrdes de
polipeptideos (CHEN & LUTHE, 1987 e STIRN & JACOBSEN, 1987),
presenca. de inibidor de tripsina (CARLBERG et alii. 1987) =
padrfies iscenzimd&ticos especificos para milho (FRANSZ et alii,
1989) . Segundo  os autores, esses métodos permitem  uma
identificag3o mais rdpida 2 acurada dos diferentes tipos de
calos. A identificac8o dos fendtipos dos calos tem contribuido
de maneira acentuada para a determinagdo dos fatores gue
desempenham um papel importante no isolamento e manutencdo de
culturas com alto potencial de regeneragdo de plantas, tais
como: explantes, condig@es ambientais de cultivo =2 gendtipos
(veja RAPELA, 1984 = 1985).

Com relagdo aos explantes,., & mais apropriado
iniciarem—-se culturas regeneraveis de milho a partir do embriio
imaturo em um estédgio de desenvolvimento apraopriado (usualmente
com 1,0 a 2,0 mm de comprimento) (GREEN & PHILLIPS, 1975;
GREEN, 1977:; 1978 e BECKERT, 1980). Segundo estes autores, o
comprimento do embriSo imaturo parece ser o mais impaortante
ponto critico para g inicio da cultura, ao invés da idade do
embrido apds a palinizagda. A grientagdo do explante no meic de
cultura tambem exerce grande influéncia na  inducgdoc e

crescimento de calos: quando o embrio & colocado com o eixo
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embriocnario em contato com o melo, gcorre a inibig8o de sua
germinacgdc e comega a proliferagdo do calo a partir das células
do escutelo. Quando a orientagd3oc € a ‘inversa, isto &, o
escutelo fica em contato com o meioc de cultura, ocarre a
germinacdo do embrido, 0 gue 1mpede ou dificulta a formagdo do
calo (GREEN & PHILLIPS, 1975; GREEN, 1978 e LU et 3lii, 1982).

Qutros tipos de explantes de variogs gendtipos
testados posteriormente apresentaram resultadas positivas
(indug8o de culturas regenerdveis), mas muita inferiores aos
obtidos com embrides imaturos. Por exemplo: foi ocbservada a
formac3o de calas do Tipo [ e regeneragdo de plantas a partir
de mesocédtilo (HARMS et alii. 1976), embrifes maduras (TORNE et
alii, 1980 e BECKERT, 1980}, inflorescéncias femininas imaturas
(MOLNAR et alii, 1980), tecidos foliares nodais (LOWE et alii,
1985) , inflorescéncias masculinas imaturas (RHODES et alii,
1986) e glumas de flores masculinas imaturas (SUPRASANNA et
alii, 1986). Existe relato sobre a gcorréncia de embriogénese
somatica em culturas iniciadas a partir de segmentos de folhas
de plantulas (CHANG, 1983). Uma revis3o sobre as técnicas de
isaolamento de explantes e do cultivo para cada uma destas
metodologias mencionadas foil feita por KING & SHIMAMOTO (1984).

Os . calos embriogénicos paodem ser induzidos
diretamente a partir do escutelo. sendo que a diferenciacio
entre os dais tipos (I e 1) & mais freglentemente detectada
com a decorrer dos subcultivos. Este procedimento fol adotado
por LOWE et alii (1985), com a linhagem B73 = por LUPOTTO
(1986), com embrides Fl do cruzamento entre a linhagem Wb64A e
Black Mexican Sweet. Ue acordo com PHILLIPS =t alii (1988),
sste fato sugere que ambos os tipos de calos podem ser
produzidos das mesmas ceélulas iniciais do escutelo. Assim, os
autores concluiram que as diferencgas existentes entre as tipos
de calos poderiam ser devido ao controle exercidao pelaos fatores
envolvidos (gendtipo  do  embrido inoculado, egstdgic de

desenvolvimento deste embridc e meio de cultivo empregado)
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sobre as regifes meristematicas dentro do explante, suprimindo

ou n3g o desenvalvimento de embrides samaticos.

Os fatores ambientais  a gue as plantas
utilizadas para se iniciar o cultivo in vitro est3c sujeitas
gxercem uma profunda influéncia sobre a farmagd3o de calos
embriogénicos, embora TOMES (1985a) tenha comentado que este
aspecto ndo estivesse recebendo a atengdo devida. De acordo com
a referido autor, os. genatipos com melhores respostas as
técnicas in vitro seriam agueles que sofrem menores impactos
com alteracBes ambientais. TOMES & SMITH (198S) justificaram
egta afirmativa mostrando gue a linhagem A188 apresenta
flutuacd3o na produgdo de calos Tipo [ e Tipo [T a partir de
embrides imaturos guando as plantas doadoras de explantes sdo
cultivadas em diferentes ambientes (casa de vegetagdo ou
condigles de campo), mas a sua performance é consistentemente
superior a da linhagem B73.

ObservacBies de efeitos diferenciais do ambiente
sobre a capacidade do calo produzir regifies embricgénicas
durante o cultivo in vitro de milho também foram relatadas por
outros autores (BARTKOWIAK, 1982: LU =2t alii., 1983 e SANTO0S &
TORNE, 1986). Egsta influéncia ambiental sobre plantas doadaras
de explantes pode ser manifestada entre plantas cultivadas em
diferenteg ambientes. como também pode ser evidente em plantas
cultivadas nos mesmos locais e tempo (TOMES. 198S5Sb). 0s dados
obtidos pelo autor confirmaram a contribuigdo genctipica para
a resposta da cultura, e também indicaram que as condigles
ambientails interagem com gendtipos especificaos, particularmente
nas respostas para indugdo de calos do Tipo I1. A conclusdo foi
de gue o pré-reguisito para uma resposta satisfatéria ao
cultivo in vitra, com producdo de calos altamente
embriogénicos, seria a utilizagdo de material vegetal sadiao, em
estdgio de crescimento acelerado. Entretanto, & interessante

mencionar os resultados obtidos por PRIOLD & SILVA (1989), em
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que algumas linhagens de milhao responderam melhar para a
produg3o de calgs embricgénicaos com capacidade de regeneragdo
guando as plantas doadoras s&do cultivadas fora da época normal
de cultivo e, portanto, nd3o s3c0 muito sadias = vigorosas.

Um outro aspecto comentado por TOMES (1985a) &
o fato de gque a cultura de tecidos de cereais tem contribuido
relativamente muito pouco para o desenvaolvimento de composigles
de meios de cultura especificas para a indugdo do crescimento
de calos embriogénicos e ndo-embriogénicos. Segundo o autar, a
maiaria das composigfes de meios comumente utilizadas sao
adaptac8es daguelas testadas com dicotiled@nias, com o objetivo
primario de se identificar os meilios de culfura gue promovam a
formag3o dos tipos de calos desejados. 0 autor sugeriu a
continuidade dos estudos com cultivo in vitro de milho, para a
determinagdo de composigldes de meios mais easpecificas e
apropriadas, segundo os tipos de cultivos desejadas.

0 numero de auxinas gue sdo capazes de induzir
o crescimento de calos embriogénicos em milho e em outras
cereais ¢ relativamente pequeno, sendoc o 2,4-0 (dcido 2,4-
diclarofenoxiacético) destacadamente o preferido na maioria dos
trabalhos. QOutras auxinas fenoxiacéticas, tais como: &cido
para~-clorofenoxiacético (PCAY e dcido 2.4,5~
triclorofenoxiacético (2,4,5-7T) tém sido usadas (BECKERT &
QING, 1984). Uma composigdo descrita por ODUNCAN et alii (1985),
utilizando dicamba (dcido 3,6-dicloro-o-anisico) como regulador
de crescimento elevou drasticamente o nudmero de linhagens
cultivadas com respostas paositivas (formagdo de calos do Tipo
[y de um total de 218 linhagens endogd&micas com diversas
composicles de germoplasma, 1|99 produziram calos com capacidade
de regeneragdo. A utilizagdo de dicamba para aumentar a
resposta de calos induzidos a partir de embrifes maduros de
gendtipos recalcitrantes foli comprovada posteriormente por
DUNCAN et alii (1989). 0Outras auxinas gue também induziram

culturas com capacidade de regeneragdoc foram relatadas por
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McCORMICK (1980) e HODGES et alii (1983).

0 uso de citocininas no meio de cultura deve ter
maior influéncia scgbre a manutengdo do potencial regenerativao
mar longos periocodos de tempo do gue sobre a indug3c de calaos no
periodo inicial da cultura (GREEN, 1978). No entanto, o seu
emprego & muito pegueno no cultivo in vitro de milhao. Um dos
poucos trabalhos relatando o uso de citocininas foil apresentado
por OUNCAN & WIDHOLM (1988). Os autores obtiveram uma elevagio
no patencial de regeneracgdo de plantas guando calos do Tipo I
(linhagem Pa%9l1)  foram cultivados por alguns dias em meio
contendo a citocinina 68BA (b-benzilaminopurinal), antes de serem
transferidos para meio de regeneragdo com auséncia de gqualquer
regulador de crescimento. £ 1ntersssante lembrar gue o método
mais utilizado para induzir a regeneragdc de plantulas de milho
tém sido a redugdc na concentrag3c ou completa remogdo da
auxina do meio de cultura (GREEN & PHILLIPS, 1975).

Como fonte de energia em meios de cultura de
milho, &€ utilizada mais freqluentemente a sacarose, usualmente
am niveis de 2% a 3%. Alguns autores tém ohservado gue uma
concentragdo elevada de sacarose no iniclo causa um incremento
na resposta inicial da cultura, mas que & 1inibitdria para a
manutengio de calos embricgénicos de milho em cultivas de longa
duragdo (VASIL et alii, 1984 = TOMES, 1985b). A utilizag3o de
elevadas concentragdes de sacarose aumentou a freguéncia de
indugdo de ralos embriogénicos (LU et alii, 1983). Entretanta,
as autores relataram gue para a manutengdo de culturas paor um
longo pericdo de tempo, as melhores respostas faoram obtidas
guandao eles reduziram a concentracgdo de sacarcse, suprimiram o
leite de coco e adicionaram hidrolisado de caseina ao meiog
utilizado. Por sua vez, a inclusdo de estabilizador osmético
caugsou bons resultados na indugd3oc de calos embriocgénicos em
algumas linhagens (FAHEY et alii, 1986).

Com relagd3o a fonte de nitrogénio, tanto a sua

forma gquanto a guantidade empregada parecem desempenhar um
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papel determinante na regeneragdn via embriogénese somatica. Em
sua revisd3o sobre o assunto, OGOREEN (1978) observau gue &
suplementacio do meio de cultura com aminoacidos especificos ou
outros metabslitos celulares estimulatdérias seria uma
promissora alternativa para & obtengd3o de calos de milho com
taxas de crescimento elevadas e com maiar capacidade  de
farmacg3oc de regifies embriogénicas. GREEN & PHILLIPS (197%5)
incluiram o aminodcido L—asparagina em solugd3o salina MS -
Murashige-Skoog (veja detalhes em MURASHIGE & SKODG, 1962) no
meio de cultura utilizado para obter pela primeira vez culturas
regeneraveis de longa duragdo. trabalhando com a linhagem A188.
Por sua  vez, o aminoacida  L-prolina, particularmente em
composicies de meios contendo a solugio salina N6 (CHU et alili,
1978) ., tem mostrado uma resposta positiva na elevagdo da
freqléncia de formagd3o de calos =mbriocgénicos do Tipa 11,
iniciados de embrifes imaturos da mesma linhagem (ARMSTRONG &
GREEN, 1985). TOMES (1985a) observou gue L-prolina (& aM) e L-
asparagina - (1. mM) causaram um incrementa ng crescimento,
enquanto glutamina inibiu o crescimento de calos embricgénicos.

0 papel metabdlico destes aminoacidos na indugdc de calos

fridaveis. altamente embriogénicaos ainda ndo era conhecido
(TOMES, 1985a). 0 autor comentou que a relagdo existente (com
relag8oc a massa dos compostos presentes no  meial) entre

nitrogénio na forma de nitrato (NOx) e amaniacal (NH4) pareceu

ser importante nesta respaosta, em vista do resultado muito

superiaor em Né6 (relag8o NOx/NHa = 7) em comparagdo com MS
(relagdo NOs/NH4 = 1). Entretanto, estes meios nd3o devem ser
comparados diretamente para a guantidade relativa de

nitrogénio, uma vez que as fontes de nitrogénic na forma de
nitrato e na forma amoniacal s3og diferentes. As comparagdes
feitas por TOMES (1985a) entre os meiocs de GREEN & PHILLIPS
(1975) e GREEN et alii (1983) para outros gendtipos diferentes
da linhagem Al188 mostraram interagdes especificas gendtipos x

ambiente, mas nd3o permitiram tirar conclusfes a respeito da
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influéncia direta destas composigles de meios sobre  a
capacidace de produgdo de calos do Tipo [1 nas culturas. Um
outro dado controvertido @ o fato de que a adigdo de L-pralina
(5 mM) am meios de cultivo N6, nas culturas do hibrido
comercial 0OeKalb XL82 n3o provocou os mesmas  resultados
favorivels observados com a linhagem Al188 (VASIL & VASIL,
1986) .

& escolha do gendtipo  para os  estudos de
cultivos celulares tem exercido uma influéncia das mais
marcantes sobre a probabilidade de sucesso na induc8o de calos
ambriogeénicos e na capacidade de regenerar plantas. Uma analise
genética do crescimento de calos 1nduzidos a partir de tecidos
do endosperma em quatro linhagens de milho. indicou que a
habilidade dos calos em proliferar seria  influenciada por
outros fatores., independentes do tipo de endosperma (TABATA &
MOTOYOSHI, 1965). 0Us autores chservaram efeito maternal, assim
como um pronunciado crescimento de calos induzidos em explantes
oriundos de hibridos destes materiais. SUN & ULLSTRUP (1971)
tambhém notaram respostas diferentes em cruzamentos reciprocos
entre um gendtipo superior (Pl4) e a linhagem endogdmica WOHUA
cantendo diferentes tipos de endosperma. 0 controle genético da
resposta ao cultivo de tecidos do endosperma foi descrito pelos
pesquisadores como sendo complexa.

A analise do crescimento de calos a partir do
cultivo de embriSes maduros de seis linhagens endogdmicas
mastrou uma elevada proporgdo de varilncia aditiva, em relagdo
as variacg8es ndgp-aditiva = de domind&ncia (NESTICKY et alii,
1983). Os autores propuseram gue o crescimento de calos seria
governado por dois sistemas genéticos: um nuclear e outro
citoplasmatico.

Utilizando metodolagia de cultivo idéntica aos
ultimos autores, BECKERT & QING (1984) realizaram uma analise

em dialelo e verificaram uma consideravel variagdo genotipica
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para crescimento de calos. capacidade de formacd3o de brotos e
raizes em oita linhagens diferentes de milho. A magnitude
relativa da herdabilidade estimada variou com o meio de cultivo
g com o carater avaliado. Foil observado gque os efeitocs de
capacidade geral de combinagdo (efeitos aditivos) faram
relativamente mais pronunciados do gue os efeitos de capacidade
especifica de combinagdo para o crescimento de calos e para a
regeneragdo de brotos. Os autores também observaram efeitos
reciprocos entre cruzamentos e concluiram que., em adicd3o aos
fatores nucleares mencionados previamente, deveriam existir
fatores genéticos citoplasmaticos envolvidos na determinagic da
resposta ag cultivo in vitro.

' Uma analise em dialelo parcial com cinco
linhagens endogdmicas, para avaliar a capacidade de formagdo de
calos embriogénicos apds 14 e 28 dias indicou a existéncia de
uma alta herdabilidade e com aproximadamente 70% da variacgdo
genética do tipo aditiva (TOMES & SMITH., 1985). 0s resultados
do mesmo trabalho mostraram gque houve um efeito maternal
negativo significativo em duasg linhagens amastradas a partir do
Iowa Stiff Stalk Synthetic, particularmente na linhagem B73. Os
autores relataram dados de uma analise de efeitos reciprocas,
em cruzamentos de B73 com outra linhagem responsiva (G35), e
demonstraram que as respostas dos calos eram devido a
segregagdo de fatores nucleares e fonte de explantes, ao invés
de fatores genéticos citoplasmaticos, comg havia sido
considerado  nos estudos anteriores de TABATA & MOTOYOSHI
(1965), G8UN & ULLSTRUP (1971), NESTICKY et alii (1983) e
BECKERT & QING (1984).

Em outros trabalhos que relatam informacgSes
sgbre o controle genético para & capacidade de formagdo de
calos embriggénicos a partir do escutelo de embrifies imaturos
de milho, HODGES et alii (1985 e 1986) estudaram linhagens
endogdmicas norte—-americanas, e sugeriram a existéncia de dois

genes daminantes com interagdo para o controle de regeneracgdo
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de plantas a partir destes calos. Resultados semelhantes faram
obtidos por BRUNEAU (198%5) . Analises em dialelo para avaliagdo
da capacidade de inducgdo de calos do Tipo Il mostraram que a
significéncia da varilagdo genotipica foi, principalmente,
devidao a capacidade especifica de cambinagdo, indicando gque, em
cruzamentos especificos, a amostragem de linhagens n3o revela
o potencial de um gendtipo na produgdo deste tipo de calao
(TOMES & SMITH, 1985; TOMES, 1985a e b).

Além dos estudos basicos de determinac3o da base
genética do carater (indugdo de calos altamente embriogénicos
e com capacidade de regeneracgdo de plantas), muitos autores vém
reallizando experimentos explaratérics com um grande numero. de
materiaie, das mais diversas constituigles de germoplasma. Tal
procedimento permitiu que fossem identificadas dezenas de
gendtipos (ndmero superior a 70) gue apresentam respostas
favoraveis ao cultivo 1in vitro, com formagd3o de calos do Tipo
I, listados por PHILLIPS et alii (1988). Um grande numero de
materiais (199 gendtipos diferentes) com comprovada capacidade
de inducdo de calos do Tipa | foi relatadoc por DUNCAN et alii
(1985). Ainda podem ser citados os resultados obtidos por
HODGES 2t alii. (19867, testando 25 linhagens e 11 hibridos,
pertencentes a varios grupas de milho norte—-americano. Estes
trabalhos evidenciam que a capacidade de regeneracdo de plantas
a partir de calos induzidos & muito varidvel entre os genétipos
testados., =2 que o cardter mails favoravel (produgdo de calos do
Tipao I} é apresentado por um ndamera restrito de materiais.

Varios ‘autores observaram gue a caracteristica
{indug8o de calos fridveis, altamente embricgénicos) passui uma
alta herdabilidade &, portanto., pode-se desenvolver programas
de melhoramento com dois enfogues! o cruzamento de gendtipos
recalcitrantes com materiais altamente responsivos, seguido do
cultivo dos embrifies hibridas, ou ent3o., selecionando-se para
a indugdo do calo desejado na progénie segregante de um

cruzamento (HODGES et alii, 1985; TOMES, 1985a, b;: e TOMES &
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SMITH, 198%5).

Cam relag3o ao germoplasma adaptado ao clima
tropical, no Brasil., o©0s primeirogs testes de gendtipos com
vistas & regeneracdo de plantas a partir de tecidos somaticos
de milho faoram iniciados em 1983, no Oepartamento de Genética
e Evolugdo da UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas) e no
Departamento de Genética da ESALR/USP  (Escola  Superior de
Agricultura "“Luiz de Queiroz"”/ Universidade de S3oc Paulo)
(MORO, 1987a). O0Os relatos gque se seguiram mostraram gue
materiais com diferentes bases gesnéticas foram testados:
linhagens endogamicas (PRIOLI et ‘alii, 1985a), sintéticos de
varios grupos de linhagens elite (MORO & GUERREIRO, 1984) e
variedades (AGUIAR-PERECIN & FLUMINHAN Jr, 1985). Todos estes
trabalhos wutilizaram a metodologia descrita  por GREEN &
PHILLIPS (1978), com o cultivo de calas induzidaos a partir do
escutelo de embrifes imaturas. Desde entio, outros aspectos
decorrentes do cultivo in vitro de calos de milho tém sido
estudados, tais como: identificacgdo de gendtipos com alta
frequéncia de. embriocgénese somatica (PRIOLI et alii, 1985b;
PRIOLI, 1987; MORO, 1987b), observac3o de variac3o somaclonal
em plantas regeneradas e em suas progénies (PRIOLI et alii,
1986 PRIOLI, 1987), testes de linhagens endoglmicas derivadas
de variedade (AGUIAR-PERECIN & FLUMINHAN Jr, 1986) e andalise
citolégica de progénies de plantas regenesradas (FLUMINHAN Jr &
AGUIAR~-PERECIN, 1987).

Apesar do inicio relativamente recente  no
Brasil, esta linha de pesqguisa ja desenvolveu diversos
trabalhos com enfogues basico e aplicado. Como exemplo destes
trabalhos, pode-se incluir o desenvolvido por PRIQLI (1987) e
PRIOLI & SILVA (1989), onde a analise de J34%  linhagens
endogamicas de germoplasmas de milho com alta capacidade de
combinac3o para produgdc de gr3os, adaptados as condigBes de
cultivo existentes em nosso clima, apresentou 20 gendtipos com

respastas favordveis ao cultivo in vitro (formag@o de calos do
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Tipo ). Destas, cinco linhagens apresentaram formacdo de calos
do Tipo 11, friaveis. altamente embricgénicos, mantendo =
capacidade de regensracgldog de plantas mesmo apds dois anos de
cultivo in vitro. Estes tftrabalbhos mostraram gue o controle
genético para a indugdc de calos embriogénicos a partir de
embrides imaturas de milho, adaptado ag clima tropical, parece
zer muito simples, 0o gque sugere ser possivel a transferéncia
desse carater para gendtipos recalcitrantes. Em um estudo sobre
alguns fatores gue afetam o desempenho das culturas, PRIOLI &
SILvA (1989) demonstraram gue  as linhagens analisadas
apresentaram diferengas genéticas significativas para a indugdao
de embricgénese somatica =2 para & regeneracdoc de plantas.
Andlises de cruzamentos controlados  sugeriram um  sistema
genético de controle e, além disto, fol observado gue a
expressividade dos genes que governam estes caracteres pode ser
madificada pelo estado  fTisicldgico dos embrides 1maturaos
ingculados, pelas variagOes sazonais das =sstagdes de cultivo e
pelas interac8es entre gendtipos e condigdes de crescimento das
calos (meios de cultiva). € interessante mencionar que foi com
uma linhagem de respostas positivas nestes trabalhos (linhagem
Cat~-100-1), de germoplasma Cateto, que PRIOLI & SONDAHL (1989)
obtiveram com sucesso a regeneracgdo de plantas fértels a partirc
de protoplastos isclados de suspensfes celulares. Maiaores

detalhes sobre este trabalho serd3o mencicnados adiante.

2.2. Selsgdo de linhagens celulares, cultivo em suspensdes
¢ isolamento de protoplastos de milho
2.2.1. Seleg3oc de linhagens celulares

A selegd3o de linhagens celulares in vitro tem o

reconhecido potencial de concentrar variantes de uma maneira
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direta (veja revisfies em THOMAS et alii. 1979 e JACOBS et alii,
1987). A disponibilidade de culturas de celulas em suspens3o de
milho, com capacidade de regeneracgdc de plantas mesmo sob
pressdc de selegdo. tem aumentado marcadamente. Em adigdo a
este. fato, €& crescente a utilizagd3c de calos embricgénicos
fridveis de milho para a selecgdo de mutantes para as mais
diversas caracteristicas. Por exemplo, pode-se citar a selecdo
de linhagens celulares com maior produgdc. ou tolerantes e/cu
resistentes aag  acumulo de analogos de aminoacidos  ou
combinacdes de aminoacidos (HIBBERD et alii, 1980; HIBBERD &
GREEN,. 1982; HIBBERD, 1984; FRISCH & GENGENBACH. 1986 e
DIEDRICK et alii, 19290), mutantes tolerantes e/0u resistentes
a patotoxinas. (GENGENBACH & GREEN, 1975 e GENGENBACH et alii,
1977). a herbicidas (ANDERSON et alii, 1984) g a3 antibidticos
(SHIMAMOTO & NELSON, 1981; UMBECK & GENGENBACH, 1983 e TUBEROSA
& PHILLIPS, 1986).

Existem dolis métodos basicos utilizados para a
selegdo de milho em cultivos celulares: selegdo conduzida em
meio de cultura contendo uma concentracgdo do agente de selecgdo
situada logo acima do nivel inibitdrio (onde os mutantes sdao
prontamente reconhecidos pelo fato de sobreviverem as condigdes
de cultivo), e seleg8c com concentragdes sub-letais do
inibidor, seguido de elevagdo gradativa dos niveis de selegdo
nos subcultivos seguidos. Embora a literatura exiba exemplos em
gue ambos os métodos produziram resultados similares (SHIMAMOTO
&  NELSON,  1981), ¢é interessante lembrar gque em culturas
regenerdavels o segundo método apresenta a vantagem., como
mencionado por PHILLIPS et alii (1988), de se avaliar a
gensitividade da cultura pela sua capacidade de regenerar
plantas. Assim,. a redugdo na capacidade de regeneragioc pade ser
utilizada coma indicador da concentracgdo mals adeguada do
agente inibidor. ‘

A crescente lista de germoplasmas utilizados em

gxperimentos de cultura in vitro na atualidade., mais a
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disponibilidade de fendtipos de cultivo gue permitem a selecdo
mesmo em pegquenos agregados celulares. aumentam a probabilidade
de se determinar estratégias de selegdo mais eficientes. Estas
selecBes s3o conduzidas com uma grande variedade de cultivos
celulares, incluindo-se calos fridveis embriogénicos, calos
compactos regenerdveis e suspensies celulares. No presente, as
mais sérias limitacBes para essta aplicagdo pratica do cultivo
in vitro parecem ser, como mencicnado por TOMES (198%5a), o
necessariao acumulo de conhecimentos scobre a bioguimica e a
fisiglogia das mecanilismas que controlam os caracteres

fenotipicos de interesse para os melhoristas de plantas.

2.2.2. Estabelecimento ds suepensdses celulares e

isolamento ds protoplastos

E reconhecido que o trabalho com érg3os isoclados
pode  simplificar o estudo de sistemas vegetais complexos
(STRAUS,. 1960). Por sua vez, o0s cultivos de celulas em
suspensdo apresentam diversas outras vantagens gue auxiliam no
estudo das plantas em aspectos fisiocldgicos. biogguimicos,
sitoldégicos, gengticos e de melhoramento para fins agronfmicos.
Suspensdes celulares  sdo mantidas cam auséncia de
microrganismos contaminantes, possuem habilidade para
crescimento em meiogs de cultura de composigdo definida e sob
condicgfies de cultivao padranizadas (STREET, 1973), e representam
um significativo passo em diregd3o =ao nivel de estudo de
populagdes de celulas uniformes (em competéncia genética e am
estada fisiolégico). Uma revis8oc socbre o relaciognamento
existente entre as células isoladas e o organisma vegetal
completo (em plantas vasculares) fol apresentada por KAPLAN &
HAGEMANN (1991).

A regeneragdo de plantas apds a selegdo in vitro

ou a transformagdo genética pressupde que as culturas de
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suspensfes celulares retenham a sua capacidade embriogénica por
um periodo de tempo relativamente longo, 20 redor de & meses a
mais de um ano, durante o gual s3o produzidas as linhagens
celulares desejadas. Uma parte integral da manutenc3oc de calos
com capacidade embriogénica por longos periocdos de tempo & a
perfeita identificagdo do fendtipo dos calos. Em milho. a tipo
de calo com maior potencial para manutengdo a longo prazo vem
a ger o calo Tipo I, altamente friavel, com grande taxa de
crescimento (GREEN et alii, 1983) e gue permite, desta farma.
a sua selegdoc a partir de calos n3oc embriogénicos e
embricgénicos da Tipo | atraves de subgultivos mais freqglientes
(ARMSTRONG & GREEN, 19853 LOWE et alii, 1985 = VASIL & VASIL.
19861 .

0 estabelecimento e manutencgioc de cultivo de
suspensdes de celulas embriogénicas depende, segundo TOMES
(1985a), de diversogs fatores, tais como: a fonte do calo
cultivado, a fregliéncia de subcultivos e a taxa de diluic8o com
meio de cultura novo a cada subcultivo. GREEN (1982) relatou
gque, a partir de calos do Tipo [l altamente friaveis da
linhagem Al188, obtiveram culturas em suspensdo finamente
dispersas com relativamente peguena manipulac3o do meio de
cultura. Esta suspensdoc apresentou capacidade de farmar calos
embriogénicos e regenerar plantas (GREEN et alii, 1983 e KAMO
& HODGES, 1986) . Resultados semelhantes foram aobtidos por VASIL
& VASIL (1984) a partir de suspensdes induzidas a partir de
calas do hibrido DeKalb XL82. Suspensfes celulares
embriogénicas - com intenso crescimento também tédém sido
estabelecidas a partir de calos do Tipo Il da linhagem B73
(POTRYKUS et alii, 1979). Na  linhagem Al188. a obtengdao de
suspensdes celulares de calos do Tipo ]l foi otimizada com a
adigd3a de 25 mM de L-prolina, esnguanto a sua manutengdo par
langos periodos de tempo fol incrementada pelo emprego de menor
guantidade de L-prolina (6 mM), mas com adigdo de hidrolisada

de caseina (GREEN et alii, 1983 e ARMSTRONG & GREEN, 1985).
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Suspens8es estabelecidas a partir de calos deste gendtipo podem
alcancar uma taxa de crescimentio de ate [0 vezes, no periocdo de
7 dias, mantendo a capacidade de regeneragdc de plantas por
mais de um anoc de cultura (SOMERS et alii. 1988).

A utilizagdo direta de suspensles celulares em
experimentos de transformagdoc genetica via bombardeamento de
microcalos por microprojéteis &€ um autro sistema que tem
apresentado crescente aplicagdo. Em relatos sobre este método,
FROMM et alii (1990) e GORDON-KAMM =t alii (1990) relataram a
regeneraci3o de plantas de mwmilho transgénicas e férteis., a
expressdo do gene inserido em progénies de plantas regeneradas,
assim como descreveram experimentos de co-transfaormacdo de
suspensdes estabelecidas a partir de calos transgénicos.

A utilidade potencial de células isoladas para
a2 engenharia genética & significativa, assim comog o sdo as
presentes limitacgdes técnicas que tém dificultado a introdugdo
de ONA, integragdo dos genes e sua sxpressdo em células de
cereais. No entanto, caomo. bem  relata TOMES (1985a), a
praoliferacgio celular a partir de protoplastos isclados j& seria
suficiente, para prover de valiogsas informacg8es sobre a
transtformagdo genética de células de milho. Como exemplo pode
ser citado o trabalho apresentado por PLANCKAERT & WALEOT
(1989), onde foi analisada a express3c génica em protoplastos
de milho isolados a partir de calos embriogénicos, apds a
transferéncia de DNA via eletroporacgio.

Suspensdes celulares de milho representam um
tipo de material 1ideal para experimentos de isolamento de
protoplastos,  conforme diversos  autores  vém repoaortando  na
literatura (O0SWALD et alii, 1977: SHANNON & LIU, 1977;
SHERIDAN, 1977; BRAR et alii, 1979; POLIKARPOCHKINA et alii,
1979; POTRYKUS et alii, 1979: McCORMICK, 1980; CHOUREY &
ZURAWSKI, 1981; KUANG et alii, 1983; LUDWIG et alii, 1985;
IMBRIE-MILLIGAN et alii, 1987 e SOMERS et alii, 1987). Os

protoplastos isolados pelos autores menciconados, no entantao,
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N8g apresentaram totipoténcia, isto é, ndo regeneraram plantas.
Resultados semelhantes foram obtidos com protoplastos isclados
a partir de tecidos diferencilados, tais como: endogperma
(MOTOYQOSHI, 1971), parénqgquima  foliar (JVANTSOV & AKHMETOV,
1978), fragmentos de caule (POTRYKUS et alii, 1977), fragmentos
de  folhas (TAYLOR &  HALL, 19763 e a partir de calos
embriogénicos (IMBRIE-MILLIGAN & HODGES, 1986).

0 estabelecimento de métodos de cultivo de
protoplastos (e dos calos induzidos a partir deles) foi
auxiliado pela observagdo das respostas gue as respectivas
suspensfes celulares apresentavam, scb determinadas candigSes.
tais como: emprego de celulas nutrizes e adequada densidade de
cultivo. Diversos trabhalhos relatam estas experiéncias (SMITH
et alii. 1984 e KAMO & HODGES, 1986) e ilustram bem a
importéncia de se testar continuamente a capacidade
embriocgénica das culturas.

VASIL & VASIL (1986) mostraram gue suspensdes
celulares obtidas para calos do Tipo ] do hibrido DeKalb XL82
foram capazes de produzir calos embricgénicos. e regenerar
plantas. Estas suspensfes também permitiram o isclamento de
protoplastos e o cultivo destes até a obtengdo de calos. Qutros
autores (CARSWELL et alii, 1989) observaram gue algumas
substancias  (dcido O—-acetil-salicilico), podem incrementar a
taxa de formagdo de coldnias em protoplastos isolados a partir
de suspensdes embriogénicas de um gendtipo derivado da linhagem
comercial B73.

A observagdo de  ocorréncia de embriogénese
somatica em calos derivados de protoplastos isolados  de
suspensdes celulares de milho foi relatada por VASIL & VASIL
(1987) e KAMO et alii (1987), embora sem capacidade de
regenerar plantas. 0Os primeiros autores wutilizaram como fante
de explantes o hibrido caomercial DeKalbh XL82 enguanto o segundo
trabalho empregou embrifes Fl do cruzamento da linhagem Al88 x

Black Mexican Sweet. A regeneragda de plantulas a partir de
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calos derivados de protoplastos foi conseguida por CAIl et alii
(1987 & por MITCHELL & PETOLINO (1990). trabalhando com
cultivo de protoplastos isoclados a2 partir de suspensdes
celulares derivadas de microspaordcitaos. No entanto,., em ambos os
trabalhaos, as plantulas regeneradas ndo atingiram a maturidade.
RHODES et alii (1988a e b)), regeneraram plantas capazes de
crescer em solo. porém ndo férteis, a partir de protoplastos
isolados de suspensdes celulares derivadas de calos
embriogénicos da linhagem Al188 e de progénies derivadas da
linhagem EB73, denominadas pelos autores de B73-1 & B73-2. Um
resultado importante obtido por esstes Ultimos autores foi o
dessnvolvimento de um sistema gue assegurou uma eslevada
fregléncia de collnias de calos a partir dos protoplastos. Tal
sistema consistiu na utilizag3o de wuma camada de células
nutrizes de suspensd3o celular de Black Mexican Sweet, sohre a
qual os protoplastaos foram cultivados. Nog entanto, as plantas
regeneradas da linhagem Al88 n3o atingiram a maturidade, e as
plantas regeneradas a partir do gendtipo B73-1 apresentaram
infertilidade. Conforme aos autores czomentaram, as respostas
podem ter sido consequUéncias de caracteristicas prée—-existentes
das culturas doadoras. Isto poderia ser a razdo para o fato de
gque mesmo 0s controles dos experimentos ndo regeneraram plantas
férteis.

Em um trabalho mais recente, a respeito de
transformag3o genetica estavel de protoplastos e calas de
milho, LYZNIK et alii (1989) notaram uma grande influéncia da
camada de células nutrizes sobre o crescimento daos microcalos
a partir de protoplastos iscolados e sobre a eficiéncila de
transfarmacgdo nos experimentos.

A regeneragdc de plantas férteis a partir da
cultivo de calos induzidos de protoplastos isaolados de
suspensdes celulares embriogénicas de milho  foi relatada
simultaneamente por SHILLITO et alii (1989) e por PRIOLI &

SONDAHL (1989). 0Us autares wutilizaram, respectivamente, uma



27

linhagem elite derivada da linhagem B73 (do germoplasma lowa
Stiff Stalk Synthetic) e uma linhagem sadaptada ac clima
tropical (Cat-100-1), com germoplasma da raca Csteta. Estes
trabalhos apresentaram os fatores de importdncia para o sucesso
de experimentas de cultivo de protoplastos: selecl3c de
suspensdes celulares com capacidade de regenerar plantas
férteis, checagem periddica das caracteristicas das calulas em
suspensdo, composigdc da solugd3o enzimdtica empregada, método
de tratamento enzimatico, filtragem e lavagem da solucgdo
enzimatica, composigdo dos meios = métodos para o cultiva dos
pratoplastos isolados, regeneragdoc de plantas, aclimatacdo e
cultiva destas até a maturidade. Além distao, SHILLITO et alii

(1989) descreveram também um método de criopreservagd3c das

culturas am suspensao, gue permitiu o isolamentg de
protoplastos totipotentes mesmo apds certo tempo de
armazenagam, com resultados semelhantes aos obtidos com.

suspensdes celulares embriocgénicas  (REECE & MADDOX, 1987).
Posteriarmente, PRIOLI et alii (1990) relataram gue as plantas
regeneradas a partir de protoplastos isoclados do gendatipo
Catl00-1 apresentaram diversas anormalidades fenotipicas,
também observadas em plantas regensradas de suspensdes
finamente dispersas do mesmo gesndtipo.

Em- um outro relato sobre a regeneragdo de
plantas a partir de calos induzidos de protoplastos isolados,
SUN et alii (1989) utilizaram, como fonte de protoplastos,
suspensdes celulares embriog&nicas estabelecidas a partir de
calos fridveis Iinduzidos de microspordcitos de um hibrido
comercial super—-doce (sh2sh2). Este trabalho demonstrou gue, a
partir de cultura de células hapldides, foi possivel a
regeneragdo de plantas hapldides e dihapldides capazes de
crescer em solo. Comgo mencionado pelos autores, o cultivo de
células hapldides pode ser Gtil para a selec3oc de mutantes, e
para a obtengd3oc de dihapldides através de tratamentaos com

calchicina.
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Cam o obietivo de estabelecer wum sistema
aprimorado para a regeneragdo de plantas férteis a partir de
protoplastos isclados de suspensdes. MOROCZ =t alii  (1990)
sintetizaram um gendtipo (HE/89) com capacidade de manutencgdo
de sua totipoténcia em cultivos de ionga duragdo. 0 gendtipa
foi produzido pelo cruzamento. de plantas regeneradas de
culturas de células hapldides (gendtipo H229. com 30 meses de
cultive in vitrg) com palen de plantas regeneradas de culturas
de células dipldides (gendtipo 0KZ281, com 10 meses de cultivo).
Apesar da idade avancgada dos gendtipos parentais, os autores
verificaram gue cerca de 60% a 70% das mais S00 plantas
regeneradas de protoplastos de HE/89 produziram sementes par

autofecundacdo ou por cruzamentos.

2.3. Variabilidade genética e citogenética decorrente do

cultive in vitro e suas possiveis causas

2.3.1, Variag8o somaclonal e instabilidade genfmica no

cultivo in vitroe

A variabilidade surgida durante a cultura de
tecidos tem sido descrita em todos os niveils do processo de
cultivo & para um grande ndmerag de espécies vegetais.

Para maior clareza a respeito deste fata, trata-
se separadamente 3 variabilidade observada em calos e culturas
de células em suspens3o, e aguela observada em plantas
regeneradas de cultura de tecidos. Usualmente a primeira
categoria ¢ referida como instabilidade da cultura enguanto a
segunda €& denominada variagdo somaclonal (LARKIN & SCOWCROFT,
198117 .
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2.3.1.1. Variagdo samaclanal

E um  fatoc Jja completamente estabelecido gue
freglientes modificacdes genéticas podem ocorrer durante o
processo de cultivo in vitro de células & tecidos vegetais.
Muitas destas modificagdes s3o manifestadas como mutacgles
herddveis na progénie de plantas regeneradas (HEINZ & MEE,
1969) e por. essa razig diversos autores tém proposto a
utilizacd3o de tais culturas como geradoras de variabilidade
para caracteres agrondmicos em plantas de propagacio vegetativa
(HEINZ et alii, 1977 e SHEPARD et alii, 1980) e em plantas de
propagacio sexual (EVANS & SHARP, 1983 =2 EVANS et alii, 19843,

Esta variabilidade genética gerada durante a
cultura de tecidos foi denominada de variacg3o somaclonal por
LARKIN & SCOWCROFT (1981). Entre os possivelis mecanismos
relacionadas com. a origem desta variabilidade, estariam:
alteragdes carictipicas e rearranjos cromossdmicos, ativagio de
elementos de transposicgd3o,. rearranjos génicos somaticos,
amplificagd3o e depleg8o de segléncias de DNA, "crossing-over"”
somatico e permutas entre cromatides—irm3s =2 eliminag3oc de
virus cripticos. Mais recentemente, PHILLIPS et alii (1990)
comentaram as possiveis modificacBes nao ONA de ceglulas
cultivadas in vitro (tais como: metilagdo e desmetilagio) com
a ocorréncia de alteragfes ao nivel de bases especificas, e ao
nivel da egtrutura da cromatina.

0 grande potencial de aplicag3o de meéetados de
selecdo in vitro de células vegetais variantes despertou
diversogs autores no  sentido de estabelscerem guais os
procedimentos basicos para a sua  utilizagd3o, incluindo a
descrig3o dos diferentes métodos de selegdo. o estabelecimento
de procedimentos de andlise da herdabilidade do car&ter
modificado e a caracterizagd3o de relacgles de domindncia-

recessividade dos genes envolvidos (veja revis3a em MALIGA,
1984} .
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Em contraste com a suforia criada em torno da
variagdo samaclonal, MEINS (1983) salientou gque, guando usada
para propagacgdc de genotipos superiores, banco de germoplasma
ou coma um sistema para manipulagdo genetica, esta variaclo
passa a ser indesejével. Portanto, de acordo com o referido
autor, ambas as aplicagfes da cultura de tecidas dependem do
conhecimento sobre a3 acorréncia s desta variac8o celular
hereditaria e do aprendizado em comg exercer Q ssu caontrole, o
gue incluil a necessidade de avangos em outras adreas da pesquisa
vegetal (como ja havia sido comentado anteriormente por CARLSON
& POLACCO, 1975).

0 crescente Iinteresse na analise genética de
plantas obtidas de cultura de tecidos tem exigido uma
denominagd3oc clara e universal para caracterizar plantas
regeneradas (convencionalmente denominadas "somaclaones') e suas
progénies subseguentes. CHALEFF (1981) propds o uso de geracio
"“R" para representar plantas regensrantes {(comunicada como RO
por outros pesguisadores) s R1, R2, etc. para suas sucessivas

progénies autofecundadas.

2.3.1.2. Instabilidade genética & citogenética

Desde o relato pioneiro de MURASHIGE & NAKANO
(1967),  tém surgido wum grande numero de trabalhos gue
documentam a existéncia de instabilidade inerente ao cultive in
vitro de linhagens celulares. Esta instabilidade tem sido
discernida aocs niveis cariotipico, biogquimico e molecular,
tanto em DNA nuclear como ao nivel do DNA de organelas.

Cam relag3ao especificamente & instabilidade
cromossf@mica, - 0D AMATO  (1978) e BAYLISS (1980) fizeram uma
revisdo a respeito de todos os aspectos da sua ocorréncia em
culturas de ftecidos. As classes de células variantes incluiram:

palipldides e aneupldides, alteragdes na estrutura dos
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cromossomos (delegfies de diversos graus, perda de satélites,
translocacdes, fusfGes céntricas & pontes nas anafases), =
gutras aberracgbes mitdticas (fusos multipolares. cromossomos
atrasados. fragmentos =2 separagdo assimétrica das cromatides).

Indmeros trabalhos relataram a gcorréncia de uma
alta incidéncia de aberracgdes cromossdmicas estruturais =
numéricas nas diversas espécies vegetals (SUNDERLAND, 1977 e D
AMATO, 1978). Fol observado gue o comportamento das diferentes
espeécies vegetais &  hastante heterogéneo. Algumas vezes
predominam alteracdes no numero de cromassomos (BAYLISS, 1980)
2 em outras casas, mesmo. guando este ndmera  permanece
constante, pode ocorrer uma altas freguéncia de  rearranjos
gstruturais (MURATA & ORTON, 1983).

0s fatores. gue podem influenciar o tipo e a
severidade das variagfes cromossomicas nas culturas s3o
numerasos: gendtipo do material (para referéncias., veja BALZAN,
1978), estado spigenético do explante (veja D AMATO., 1977):
segundo o autor, tecidos com alto grau de organizagdo, tais
como meristemas, usualmente d8o origem a plantas com ndamero
normal de cromossomos, enquanto cultivos de calos da mesma
planta podem  ter comportamento inverso: tipo de cultivo:
suspensdo celular. calos, propagacgao de gemas (céracterizados
por YEQMAN & FORCHE, 1980), entre outros.

2.3.2. Variabilidade no cultivo in vitro de milho

Confarme PHILLIPS &t alii (1990) comentaram,
provavelmente todas as formas de eventos mutacicnais gue podem
ocorrer naturalmente, também podem ocorrer em células
cultivadas in vitro. Entretanto, os autores mostraram gue
determinados eventos causadores de mutagfes parecem ocorrer em
elevadas fregléncias em cultivos de ceélulas vegetais, entre

egles: mutagdes envolvendo um dnico gene, ativacgdo de elementos
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de transposigdo. variagdo em caracterses guantitativaos, e
guebras de cromossomos.

As vantagens da utilizagd3o do milho para estes
estudos vém do fato dela ser uma espécie dipldide, o que
permite uma pronta identificag3o de mutagles recessivas (em
caracteres monogénicos marcadores) na progénie de plantas
regeneradas (SOMERS et alii., 19288). tla tambem & uma planta
monoica e as celulas gue ddo origem & panicula 2 a espiga estdo
separadas ja no embrido. de sementes maduras (JOHRI & COE,
1983) . A separagio espacial das células que formam os estames
2 ©0s. pistilos durante o desenvolvimento do embri3o pode
resultar aem ndo-concordancia . (setoriamentol genética entre
panicula =2 espiga de plantas da geragdo RO. Durante a formagdo
de meristemas apicais em culturas organcgénicas, células com
diferentes mutagfes podem aparecer nas diferentes
inflorescéncias  (BENZION et alii, 1986 e PHILLIPS et alii,
1988) . Eventos similares podem gcorrer em gmbrifes somaticos de
origem multicelular (GREEN et alii, 1977 e EDALLO et alii,
1981), ou entd3o podem ocorrer nas células de inflorescéncias
masculinas = femininas apods a formagio do embrifo somitico.
como resultado da instabilidade genética causada pela pasSagem
por cultura de tecidos (McCOY & PHILLIPS, 1282 e BECKERT =t
alii, 1983). Plantas quiméricas com mutagBes recessivas na
espiga ou na panicula podem ser detectadas pela observagdo de
segregacio do carater na geragdo R2, se n3o segregarem =m R1.
Em auxilioc a todas estas vantagens., os autores comentam gque o
extensivo conhecimento sabre a genética e citogetica da espécie
tarna o milho um instrumento elegante para sstudos geneticos
basicos nesta area de pesquisa.

Egpecificamente com o milho j& foram detectadas
alteracSes de diversas ordens e nos varios tipos de materiais:

a) aberragdes cromossOmicas em celulas de calos
induzidos a partir de tecidos do endosperma (STRAUS, 1958 e
BOYER & SHANNON, 1974), tecidos meristematicos (EDALLD et alii,
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1981), escutelo de embrifes imaturaos (McCOY % PHILLIPS, 1982)
2z a partir de outros tecidos diferenciados (BALZAN, 1978 =
MOHANTY =t zlii, 1986):

b) mutacgdes génicas afetandaoplantas regeneradas
a partir de calos induzidos de embriges imaturas s =m suas
progénies (LEE & PHILLIPS, 1987a, & com revisdo em PHILLIPS et
alii, 1988);

c) aberragbes cromossdmicas. estruturalis. em
zélulas de meristemas vradiculares = de  inflorescéncias
masculinas de plantas regeneradas e suas progénies (LEE &
PHILLIPS, 1984; 1987a e b. e observac3o da occorréncia de
regenerantes guimeéricos para aberragdes cromossGmicas (GREEN st
alii, 1977 McCOY & PHILLIPS, 1982; BENZION et alii, 1986 =
RHODES et alii, 1986}

d) aberracgdes cromossOmicas numeéricas e
estruturais em celulas de cultivo em suspensdo (BRAR et alii,
1979 MEADOWS, 1982/1983 e WANG et alii, 1986):

g2) diploidizag8o e poliploidizac3o de células
haplédides cultivadas i{in vitro (BOCK & GREENBLATT, 1965;
DHALIWAL & KING, 19792 e GU & TING, 1985):

) variacgSes no ONA mitocondrial em plantas
regeneradas (GENGENBACH =t alii, 1981; BRETTEL et alii. 1982:
KEMBLE et alii, 1982 e McNAY et alii, 1984), esntre outras.

2.3.2.1. Variagdo somaclonal & melhoramento genético

0 acumulo de informagdes a respeito da variagdo
samaclonal tem levado diversos pesguisadores. a estudos de
avaliag8o do potencial de utilizagdo desta fonte = de
variabilidade para estudos genéticos e para aplicagdo pratica
no melhoramento do milho (EARLE & GRACEN, 1985 e LEE et alii,
1988). Em sua revisdc sobre o assunto, PHILLIPS et alii (1988)

relataram gue Ja haviam sido observados, g2m progéniegs de
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plantas regeneradas, cerca de SO diterentes fendtipos
controlados por mutacdes de ponto,. muito embors os mesmas
autores reconhecam gue a fregquéncia de mutagdes observadas
possa ser uma subestimativa do total de variag8oc induzida na
cultura de tecidos (veja tambem PHILLIPS, 1989).

Variagdes em caracteres quantitativos também tém
5ido documentadas. LEE et alii (1988) relataram gue sste tipo
de  wvariagdo, particularmente na precocidade das plantas,
poderia ser Gatil. embora o método exija um trabalho com grandes
populagdes devido & tendéncia de se produzir wuma grande
proporgdo de linhagens inferiores.

Analise de mutantes ao nivel bioguimico foi
realizada por  BRETTEL et alii (1986) . gue  relataram a
ocorréncia de mutantes para genes de alcool-dehidrogenases
(Adh-1 e Adh-2) em somaclones da linhagem A188. Tambem ja foram
reallizadas andlises de mutantes aoc nivel de DNA mitocondrial
(McNAY et alii, 1984), assim como de ONA rnuclear: andlises
moleculares de plantas da geracg3oc RO (com relato em PHILLIPS,
1989) e da geragdo R2 (BROWN, 1985) mostraram diferencas
significativas no grau de metilagdo do DNA.

Alguns trabalhos  sobre a variabilidade na
cultura de tecidos de milho indicaram que a freqiéncia de
variacdo aumenta com a idade da cultura, o gue a fregléncia de
plantas guimaéricas que sda0 regeneradas por culturas
organcogénicas e embriggénicas decresce cam o tempa em cultivao
(BENZION et alii, 1986; LEE & PHILLIPS, 1987h e ARMSTRONG &
PHILLIPS, 1988). Estas duas observagdes podem  parecer
contraditérias, mas analises genealdgicas de subcultivos
claonais (BENZTION & PHILLIPS, 1988) comprovaram . estas
afirmativas. 0Og autores detectaram gue o numero de variantes
nas progénies de plantas RO cresceu com o aumento da idade de
cultivo, com indicagdes de gque a taxa de mutacgd3oc havia sido

constante.
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Em um estudo a respeito de variagSes induzidas

por cultura de reci1dos  em ZspEClEes de  monocotiledfneas
regeneradas por embricgénese somdtica, VASIL (1987) observou
uma baixa freaquéncla. relativa de anormalidades genéticas e
citogeneticas. Em contraste com esta aobservagdo, SOMERS et alii
(1988) relataram gue, em milho, a fregléncia de variantes e
anormalidades citogenéticas em plantas regeneradas por
ambriogénese somatica foi aproximadamente igual, ou superior a
variagdo = observada am plantas regeneradas de culturas
organogénicas. Us autores sugeriram gue 3 =elevada taxa de
crescimento de caloas do Tipo ], comparada com os calos do Tipo
I, estaria relacionada com a mailor 1nstabilidade das culturas

(veja ARMSTRONG & PHILLIPS, 1988 e PHILLIPS et alii, 1988).

2.3.2.2. Instabilidade cromossfmica

Andlises meidticas de plantas regeneradas e de
suas progénies tém revelado um predominio de - aberragfes
estruturais em comparacdg com alteragdes no  numera ds
cromossomos. O pareamento cromossdmico durante a meiose permite
uma pronta identificagio de heterozigosidade para aberracdes
egtruturais como translocagfes. duplicagdes e deficiéncias.
surgidas em conseglUéncia de guebras cromassomicas (revisdo em
PHILLIPS et alii, 1988).

Andlises de plantas regeneradas em aveia (Avena
sativa L.) (McCOY et alii, 1982; JOHNSON et alii, 1987a e b) =
em  milhao . (MecCOY & PHILLIPSG, 1982) farneceram resultados
similares: em ambas as espécies houve o aparente envolvimento
das regilies heterocromaticas com. a agcoarréncia das mais
freglentes alteragdes cromossOmicas cbservadas. Especificamente
no caso do milho as locais de gquebras estavam situados, de
acardo com os referidos autores, entre o centrdmero e os knobs

cromossamlcos heterocromaticos.
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BENZION & PHILLIPS (1988) realizaram analises

meigticas =2

3

370 pmlantas regeneradas de calos induzidas a
partir de 22 embrifes imaturos de ? gendtipos diferentes de
milho, 2 observaram gQue cerca de 12% dos regensrantes
apresentavam alterac8es citoldégicas., A maioria das aberragdes
eram resultado de guebras cromoss@micas (65% de translocacgdes
e  3Th de deficiéncias) a geralmente envolviam bracos
cromossomicos  contendo knob  heterocromatico. Em um outro
estudo, RHODES et 3lii (1986) analisaram meicses de 257 plantas
regeneradas de culturas induzidas a partir de inflorescéncias
mascul inas imaturas do hibrido resultante do cruzamento das
linhagens endogdmicas W22 Rr-x1 X AlS8, = encontraram cerca de
40% de individuos citologicamente anormais. Cerca de 26% dos
regenerantes eram heterozigdticos para aberragdes cromossidmicas
estruturais e cerca de 19% apresentavam sherragSes numericas.
No - total, cerca  de 12% dos regenerantes apraesentavam
translocacgdes. 14% possuiam pares heteromérficos
(heterozigdticos para deficiéncias e/ou duplicagdes). 14%
apresentavam duplicacles genfmicas e S% possuiam adicgles ou
perdas de cromossomas.

Em um ogutro traoalho, foram identificados
somaclones heterozigdticos para uma inversdo paracéntrica e a
ocorréncia de sete plantas com translocagfes envaolvendo trés
cromossomos. resultando em uma formagdo de anel (ou cadeila) de
seis cromossomos na diacinese  (LEE & PHILLIPS, 1987b). &
interessante notar gue as plantas regeneradas podem também
possulr malis dao gue uma aberragdo. Como apresentado pelos
gltimos autares, 7% dos somaclones regenerados apds 32 ou 36
semanas do inicio da cultura possuiam duas ou trés aberracgles
cromaoss@micas. 0Os autores observaram gque as aberragdes
estruturais eram ariginadas de auebras gue ocarriam
predominantemente nos bragos cromossOmicos que possuem knobs
heterccromaticas. £ importante mencionar gue todos os estudos

citadas envolveram plantas regeneradas de calos induzidos a
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partir de explantes da linhagem Al88, gue aspresentz knobs
meterocromaticos nas posigdes KSL., K7L, K3L =2 ¥95. ou de
explantes de progénies F2 de Oh#43/A188 (a linhagem 0Oh43 possui
um pegueno knob na posigdoc K&L assim como em KAL, K7L e K98

(veja descrigdo em PHILLIPS =t slii, 1988).

A alta fregiéncia relativa de quebras
cromossomicas (causandao a predamindncla de aberragdes
estruturais) e a 1implicagdo direta ou indireta dos knobs
cromossomicos hetercgcromdticos, conduziu PHILLIPS (1986), LEE

& PHILLIPS (1988) e SOMERS et alii (1988), na Universidade de
Minnesota (EUA) . 3 evocarem a hipdtese de que a causa principal
de alteracles citogeneticas no cultivo in vitro de milho seria
decorrente de disturbios causados pela replicagdo tardia do DNA
heterocromatico. De  acordo com o0s autores, perturbagdes
afetando o pericdo de sintese de DNA em locais de replicacgio
tardia (ao nivel dos knobs) poderiam resultar na ndo separacglo
de cromatides-irmd3s. Conseqglientemente, ocorreria a formaglo de
pontes anafasicas, que resultariam na quebra do cromossomo.
Esta sugestdo havia sido abordada previamente por McCOY et alili
(1982), no mesmo laboratérioc, relacionando a replicac3o tardia
da heterocraomatina pericentromerica  como sendo o evento
responsavel pelas guebras cromossdmicas observadas em plantas
de aveia regeneradas in vitro.

RHOADES & DEMPSEY (1972 e 1973) relataram um
comportamento zimiliar nos pontos de guebra de cromossomos A
com knobs em presencga de dois ou mais cromossomos B em milho.
Eles propuseram que a replicacio do ONA dos knobs
heterocromaticos dos cromossamos A fol retardada pela presenga
dos cromossomos B, impedindo assim a separagdo das cromatides
e causando a formagio de pontes na anafase. Por sua vez, PRYOR
et alil (1980) mogstraram gque a heterocromatina das knobs in
viveo possul o Gltimo DONA cromoss8mico a ser replicado. £m sua
discuss3o sobre o assunta, PHILLIPS (1986) menciaonou gue

determinadas regides haoje conceituadas "sitic de knohs”
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poderiam desempenhar um papel 1mportante na reorganizacgdo do
genoma apds um clclo de guebra-fusdo-ponte.. mesmo na auséncia
do knob em guest3o. De acorda com RIVIN et zlii (1983), uma
seguencia de  ONA repetitivo., presents no knob proeminente.
poderi1a tambem sstar presente em um numero menor de codpias na
ausencia dao knaob visivel citoldégicamente. Estas regifes
hetergcromaticas (gitios de knobs) poderiam participar de
rearranjos cromossdmicos, mesmo gquando presentes em cromossaomos
n3o envolvidos na faormacgdo de pontes. Assim, PHILLIPS (1986)
concluiu gue poderia ndo ser esperada uma correlac3c absoluta
entre guebras e regifes heterocromdticas citolégicamente
visivels. smbora o mesmo autor tenha comentado que determinadas
ragas de milho gque possuem altos nivels de heterocromatina na
forma de knobs, tais como Zapalote Chico (para referéncia veja
AGUIAR-PERECIN., 1985: AGUIAR~-PERECIN & V0SA, 1985 = BROWN,
1985) poderiam ser especialmente susceptiveils & variabilidade
causadas pelo cultivao in vitrao.

E importante lembrar, entretanmto., gue elevadas
frealéncias de quebras cromossOmicas nao conduzem
necessariamente & uma alta freguéncia de mutagdes de ponto,
tfato este evidente nas progénies de plantas regeneradas. Uma
possivel explicacgd3o seria o fato de gue as variagles induzidas
pelo cultivo in vitro ativariam elementos de transposic3o, gue
por sua vez poderiam causar as mutagles génicas. Esta hipdtese
estd baseada nas observagdes de McCLINTOCK (1978) de que o
chogque no genoma representado pela qgquebra de cromossomos
ativaria elementos de transposigd3c (McCLINTOCK, 1950; 1951;:
BIANCHI et alii, 19269: NEUFFER, 1266 e DOERSCHUG., 1?273).

BURR & BURR (1981) e McCLINTOCK (1984) previram
a atividade de elementos de transposicd3oc em plantas de milho
regeneradas, baseados na idéia de gue o cultiva in vitro per se
paderia representar um chogue gendmico. Uma revis3o sobre as
elementos de transposigdo e as segléncias de insergdo em

plantas foi apresentada par FREELING (1984).
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Alguns trabalhos tém relatado uma ocorréncia

fregquente de eslementos de transposicg3o em plantas regeneradas
e suas progénies. A ativagdo de transpaoson Ac na pragénie de
plantas regeneradas foi demonstrada por PESCHKE =t alii (1985;
1987) e PHILLIPS & PESCHKE (1988}). Em um estudo mais recente.
PESCHKE & PHILLIPS (1991) observaram 3 ativagdo do elemento de
transposicgdo Spm em materiais oriundos de cultivo in vitra.
Elementos Ac ativados durante o cultivo de tecidos de milho

faoram analisados, sob gs pontos de vista genético e malecular,
por PESCHKE et alii (1991).

2.3.3. Andlise da instabilidade cromossdmica de células

cultivadas in vitro

As observagfes pioneiras de McCLINTOCK (1930:
1931 e 1933), demonstraram cque a fase de paguiteno & a mais
adequada para a ldentificagdo de detalhes da morfologia dos
cromossomos de. milho. 0UOs cromossomos paguiténicos  foram
descritos por LONGLEY (19238 e 1939) = RHOADES (1950 e 19535),
que distingldiram cada um deles com base nos seguintes critérios
morfoldgicas: a) comprimento total., b)) posigd3o do centrdmero
(relagdo de . bragos), c) presencgsa.  de hetercgcromatina
centromérica, d) cromdmeros caracteristicos, & ) presenga de
knobs em sitios especificos.

Os detalhes morfoldgicos dos cromossomos
mitdticos s8o consideravelmente reduzidos em relagdo  aos
encontrados no paguiteno. Na préfase mitotica, cuia coloragdo
diferencial de sucromatina e heterocromatina & semelhante ao
observado na meiose, a distingdo entre elas & dificultada pela
natureza mais condensada dos cromossomos (CARLSON, 1977). Na
metidfase mitdtica a perda de detalhes da morfologia & ainda
maiar, uma  vez que 08  cromossomos. estdo  completamente

condensados., 0o gue, segundo este dltimo autor, aumenta a
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dificuldade em se determinar de maneira acurada o comprimenta
total e posigd3g do centrimera. =2m relagdo a0s cromossomos
paguiténicos. Apesar disto., CHEN (176%9) identificou todos os
cromossomos. do milho na metidfase mitdtica. através  dos
critérios mencionados e da presenga de constrigdo secundaria.

Em sua revisdo sobre a assunto, CARLSON (1988)
mencionou gue as vanitagens de se estudar cromossomos mitdticos
serliam: facilidade de se obter o material. simplicidade de
preparacido & na contagem de cromosscomos. As recentes técnicas
citoldgicas estdo auxiliando a suplantar as desvantagens. Camo
exempla o autor mencicona o método de bandamento-C. onde as
celulas  mitaticas coradas  com GSiemsa . produzem coloracg3o
diferencial dos cromossomos (veja V0OSA, 1275), com regides
especificas coradas mais intensamente, o gue pesrmite uma
analise detalhada da estrutura dos cromossomos, embora dentro
dos limites da analise de pro-metadfases ocu metafases mitdticas.
WARD (1980) utilizou bandamento-C zm variedades diferentes de
milho com constituigdo de knobs conhecida e mostrou haver
correspandéncia entre o nimero de knobs 2 o ndamero de handas.
Regultados similares foram obtidos por AGUIAR-PERECIN (19835).
Além disto. os padrfes de coloracgdo reportados pelos autores
mastraram que bandas—-0 podem ser utilizadas para diferencilar
classes de heterocromatina. Estudas com bandamento-C em milho
foram relatados por HADLACZKY & KALMAN (19275), CHOW & LARTER
(1281), MASTENBROEK & WET (1283) = RAYBURN =t alii (19835).
AGUIAR-PERECIN & V0OSA (1985) relataram gue andlise biométrica
de metifases coradas através da metodolaogia de bandamento-C,
comprovou gue a presencga de bandas-C correspondentes a knobs de
tamanhos grande = médic alteram o comprimento dos bragos
cromossdmicos nas metafases mitdticas.

Cam relag8o ag desenvolvimento de técnicas de
coloragdo de tecidos espeéificos ou tipos celulares, PHILLIPS
& WANG  (1984) discutiram meétodos de analise da variagdo

cromossAmica em celulas cultivadas 1n vitro & em plantas
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regeneradas a partir delas. Uma revisd3s sabre as  técnicas
citogeneéticas para culturas in vitro foi spresentada por EVANS
& REED (1981}, incluindo metodologias de caoleta de materiais e
de coloraglo para a determinagdc de aberracgdes cromoss8micas
numer1cas.

0 indice mitético verificado em algumas culturas
de calos ou de suspensdes celulares parsceu ser normalmente
baixo. WANG et alii (1986) observaram gque culturas em suspensiao
de Black Mexican Sweet possuiam um indice mitdtico de cerca de
4%. Devido a este fato, PHILLIPS et alii (1988) comentaram gue
ha uma grande dificuldade em  se estudar as wvariacdes
sromossomicas diretamente nestas culturas.

Umn  ocutro aspecto  do  estudo de variagles
induzidas pelo cultive 1in vitro de calos ocu suspensdes
celulares de milho € que as alteragdes na estrutura dos
cramossomas,. em opasicgdg a alteragdes no seu numero. tém sido
relatado com bem menor fregquéncia (McCOY & PHILLIPS, 1982 e
MOHANTY et alii, 1986). Com base no numero de variantes com
aberracles estruturais encontrados =m progénies de plantas
regenaradas, PHILLIPS et alii (1988) mencionaram gue n3o seria
de se duvidar gue tals eventos ocorressem, ag menos em culturas
de calogs regeneraveis., e gque n3c haviam sido detectados até
entdo devido a limitagdes nas metodologias de analise mitatica

destes materiais.
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3. MATERIAIS E MeTODOS

S.1. Gendtipos utilizadaos

0 presente trabalho foi realizado em etapas, gue
consistiram de J experimentas distintos entre si guanto aos
tipos de materiais utilizados. Cada um dos experimentos teve as

objetivos mencionados a seguir:

J.1.1. Experimento 1: Etapa preliminar de padronizag3o

da metodologia de cultivo in vitro

Em uma fase anterior acs sexperimentos principails
do presente trabalho., foram realizados testes de cultive in
vitrog atraveés de experimentos preliminares nos anos de 1984,
1985 = 1986. Estes tiveram comao objetiva a implantagdo da
técnica de cultura de tecidos. de milho no Laboratério de
Citologia do Departamento de LCenetica - ESALQ/USP. Faram
utilizados, para esse fim. embrifes i1imaturos removidos de
egplgas autofecundadas de plantas das variedades Pirando -
Seleg3o de Inverno. desenvalvida no referido Departamenta, =
cam referéncias em PATERNIANI (1973) = FREIRE & PATERNIANI
(1986) : e Jac~-Durno, desenvalvida em programa da firma Sementes
Agraoceres S/A.. As compasigdes de germoplasmas destas
variedades sdo listados na Tabela Ol.

As plantas doadaras de explantes foram

cultivadas em condigdes de campo, na area experimental do
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Oepartamento de Genéticav -  ESALR/USP (soalo Terra Roxa
Fstruturadal), 2 as inoculagdes foram iniciadas ngs meses de
Setembro/1984, Janeira/1985 e Dezembro/1985 (para a varisdade
Piran3ao de Invernao), e Janeiro/l198%5 (para a2 variedade Jac-
Duro). Foram inaoculados cerca de 140 explantes de cada material
e 0s procedimentas padronizados envolveram: verificagdo do
estagio de desenvolvimento mais adeguado dos embrifies imaturos
para a inducdo de calogeénese, composigdes dos meias de cultura
empregadaos, metodos de subcultivos. regeneragdo de plantas.
aclimatacdo as condigdes de. cultivo normais & produglo de

progénies destas.

3.1.2. Experimento 2: Linhagens endoglmicas com

diferentes composicgfies de knobs cromossé@micos

Apds a referida stapa preliminar do programa de
pesguisa, foram iniciados experimentos wutilizando linhagens
endogdmicas obtidas a partir da variedade Jac-Duro, = com
constituicio de knobs cromossdmicos determinada  através de
metodologia de bandamento-C (ACUIAR-PERECIN, 1979 = 1985).
Estas linhagens vinham sendo utilizadas em gutros trabalhos
desenvalvidas no Setor de Citologia do Departamento de Genética
da ESALQ/USP, com o objetivo de se estudar os possiveis efeitos
genaticos dos knobs cromossdmicos heterocromiticos do milho no
desenvolvimento da planta.

Este experimento foi realizado 2m trés
diferentes  anos, = foram denaominadaos: Experimento 2.1.
(iniciado em Janeiro/1987); Experimento  2.2. (iniciado em
Janeira/1988); e Experimenta 2.3. (iniciado em Maio/l1990). Em
cada um destes experimentos foram analisadas linhagens
pertencentes a quatro familias distintas entre si na genealogia
e mna composigd3c de bandas-C (correspondentes aos knobs

heterocromaticos) . As guatro familias s3o originarias de um
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ancegstral comum 2 tém as seguintes caracteristicas gerais: sdo
homozigoticas para bandas—0 correspondentes a Kélz & Kéls
(fundidas numa banda), K7L =2 K8L L1 ou Lz, ndo identificado)
e com presenga {(++) ou auséncia (og) de handas correspondentes
a K2L, K3L, K78 2 K?8. Para referéncias veja em AGUIAR-PERECIN
& DECICO (1988). As linhagens avaliadas nos Experimentos 2.1..
2.2.. e 2.3. s30 apresentadas respectivamente nas Tabelas 02, 03

2 - 04, juntamente com suas composigfes  de ‘bandas-C e a

S - I A ~ e ] - R
constituicdo de familias & sub-fTamilias. 0Os Experimentos

3]

1
» b ou

SN
B L&

2. incluiram algumas linhagens que apresentavam segregacgdo
para a presenca de bandas-0 em  algumas posic8es nos
Sromosscmos., enguanto que o Experiments 2.3. incluiu somente
linhagens homozigdticas para a presenga {++J) 2 auséncia (og) de
bandas-C correspaondentes a K2L, K3L, K78 e K?9S8. As linhagens
incluidas nesse Jdltimo experimento apresentavam diversos graus
de endogamia. As Tfamilias podem ser caracterizadas como se
segue:

Familia 300-1-3: as linhagens apresentam bandas-
£ no brago curto dos cromossaomos /7 e com diferencas entre as
as sub-familias: linhagens pertencentes as sub-familias J00-
1 e 300-132 apresentam banda-C no brago curto dos cromagssomos
9. enquanto a sub-familia 300-133 possul linhagens com presencga
de knob no brago longo dos cromossomos 3 e também linhagens com
auséncia da referida banda. No Experimento 2.1. ainda accorria
segregacdo para esse 16co na linhagem utilizadsa.

Familia 301-2~1: as linhagens apresentam bandas~
C no brago longo dos cromossomos & e no brago curto dos
Cramossomos 7. sendo que foram avaliadas linhagens
homozigdticas para esses ldcos em todos os experimentos.

Na familia 303-4-1 podem também ocorrer gu ndo
knobs em K2L., K3L e K98, sendo gue todas as linhagens sram
homozigdticas para auséncia de K78 em todos os experimentas.
Na familia 303-4-4 podem cocorrer ou ndo knobs em

K2L, K3L, K78 e K98, sendo gue nos Experimentos 2.1. e 2.%2.
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ainda ogcorria segregacds para diversos ldcos.

Cada uma das linhagens fol representada por 3 a
S plantas por experimento. cultivadas no campo experimental j&
descrito, =2 sendo inoculados de 30 & 40 explantes. de cada
espiga em um ou dois meios de cultura caom diferentes

composicles, descritos adiante.

O0s ocbjetivas destas avaliacgles foram:

. comparagtes - entre’ as guatra familias de
l'inhagens. de mgdo & se  camprovar guallis) subgrupao(s)
apresenta(m) respostas mals favoraveis ao cultivo in vitra, com
o objetivao de selecgd3oc de melhores gendtipos para estudos
futuros, tais como: experimentos de isolamento e cultivo de
protoplastos;

. seleclo de gendtipos com melhores respostas
ag cultivo in vitro (formag8c de calos embriocgénicos e
regeneragdo de plantas). e classificagd3o dos tipogs de calos

induzidos, segundo critérios relatados na literatura:

. para o Experimento 2.3. foi realizada uma
andlise citogenética de células somaticas dos calos induzidos
a partir de alguns dos materiais envolvidos. verificando-se a
estabilidade ogu instabilidade das culturas,. atraveés da
agbservagdo de possiveis angrmalidades cromoss@micas decorrentes
do cultivo in vitro. Os materisis analisados s3o apresentados
na Tabela 05, juntamente com a constituigld3o de familias e sub-

familias;:

..selegdo dos materiais superiores em relagdo ao
cultivo in vitro para a utilizac3o em experimentos de obtencgio

=z cultivo de suspensdes celulares.
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J.1.3. Exparimento 3: Outros gendtipos

Paralelamente sos experimentos descritos., foram
realizados testes com outros materiais de procedéncias
diversas, com o ocbjetivo de se identificarem possiveis
gendgtipos com compartamentos superiores ao cultivo in vitro.
Para esta avaliagdo, foram utililzadas linhagens endogdmicas com
alta capacidade  de combinagd3o para a3 producd3c de  grios.
pertencentes a dolis grupos distintos: um do tipo “flint"” =
outra do tipo "dentado', cujas sementes foram faormnecidas pelo
Praf. Or. Jose B. de Miranda Filho, do Departamento de Genética
da ESALQ/USP. Estes materials foram obtidos a partir de duas
populacBes de base genética ampla: Composto Dentado - Planta
Baixa e Composto Flint - Planta Baixa, produzidas a partir do
intercruzamenta dos Compostos Oentado e Flint com sete
variedades que apresentam porte reduzido da planta como
caracteristica poligénica, listadas na Tabela O0l. As arigens
das populacdes Composto Dentado = Comoosto Flint estdo
detalhadas no trabalho de QUEIROZ (1946%9). As populacgles de
parte baixo sdo descritas por MIRANDA FILHO (1974). A ocbtengdo
de linhagens endogdmicas que sdo utilizadas neste trabalho, 2
partir dagueles dois Compostos, pode ser encontrada com maiores
detalhes no trabalho de MIRANDA FILHO (197%9). Tais materiais
tambem foram incluidos em outro estudo desenvolvido no Setor de
Citologia do Oepartamento de Genética da ESALQ/USP, para
analise da freguéncia de qguiasmas (PAGLIARINI, 1989). As
designacfes das linhagens analisadas s38o mencionadas na Tahela

38, na parte de Resultados.



47

TABELA Cl: Jendtipos de milho utilizados rnos experimentos de cultivo in
vitro e respectivas composicdes de germoplasma das populagles originais

Material

Populagdo ariginal

Germoplasmas da populacdo

Linhagens
com knohs
cromosstmicos
determinados

L.inhagens com
alta capacidade
de combinagdo

Variedade
Piranda de
Inverno

Var1edade Jac-Ouro

Composto Dentado

(Planta Baixa)

Composto Flint
(Planta Baixa)

Variedade Pirando

. Cateto Minas Gerais II

. Cateta S3o Simdo

. WPS {originado de Cuba 11J)
. WP8 (ariginado de Cuba G.1)
. M-17 (hibrido de linhagens

derivadas da var. Cateto)

.. Campasto Dentado
. Composto Flint

. Piracar — 1

. MEB

. Mezcla Amarilla

. £to Brarmco

. Antiqua

. Cateto Argentina-Uruguai
. Juxpeno Crema — 1

. ESALE-VD2 < Piran3o-VD1

. Piramex

. Tuxpeno br-2

. WP2, WPE, WP, WP10,

o WP27, WP29, WP3Z. WP37
. America Central

. Rzteca

. Maia

Linhagem com genes (A_B_Pl_)

Observag@es: Composicfes de germoplasma dos materiais:

. Variedade Jac-Duro: comunicacd3oc pessocal do Or. Urbanc Ribeiral &

Profd, Dr2.

Margarida L.R. de Aguiar—-Perecin (1984).

. Composto Dentado e Composta Flint: GUEIRGZ (1969 .

. PopulacSes de porte baixo: MIRANDA FILHO (1974).

. Linhagens com alta capacidade de combinagdo: MIRANDA FILHO (1979 .
. Variedade Pirando: PATERNIANI
. Variedade Piran8o - Seleg3o de Inmverno: FREIRE & PATERNIANI (1986).



TABELA 02: Linhagens
cromossomicaos utilizadas
bandas-C correscondentes

2ndogamicas
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com  diferentes conteddos de  knobs
no Experimenta 2.1. & regpectivas composicles de
aos knobs nos cromossomos 2. 5, 7 o2 9.

Familia Posigdo das bandas-C
Sub—familia
Linhagem (x) K2L K3l K78 KIS
J00~-1~3 ——— 300-131 —— 131/5 56 oo o0 ++ ++
-—— J00-132 —— 132/ 36 a0 oo ++ ++
—— 132/7 g 00 0o e+ ++
- J00-133 ~—— 13374 56 e L FO,00 0 o+ a0
301-2-1 —— 301-2IN -— 211/8 S a0 ++ n'w) ++
-— 211/7 S6 oo ++ 0o ++
— 212/2 56 o ++ o3 ++
-— 213/3 56 oo ++ oa ++
J03~4~1 ——— 303412 — 412/3 35 ++.+0 ++ oo ++,+0,00
303~U=4  —m— ZO3~U4N ——— 443/4 S5 e oo ++,+g,00 0 00
——— 445/1 S5 (xx)
Legenda:
oo = auséncia de knabs
++ = presenga de knobs
+0 = heterozigdtico para presenca de knobs
(¥} = grau de endogamia
(¥} = composicic de bandas-C ndo determinada
K2L = knob localizado no bracgo longo do cromossomo 2
K3L = knab localizado no brago longo do cromossomo 3
K78 = knob localizado no brago curto do cromossomo 7
KPS = krnob localizado no brago curto do cromossomo 9

Obhs: Todas as
bandas nas posigles Kélo
K8L (correspondéncia com

linhagens s3o homozigdticas para a presenca de
e Kéls (visualizadas como uma unica banda), K7L e
K8L1 ou K8Lz ainda ndo determinada) .



49

TABELA  03: Linhagens endogamicas com diferentes conteddos  de  knobs
cromossomicos utilizadas no Experimenta 2.2. & respectivas composicdes de

bangas—{ correspondentes aos knobs nos cromossomos 2. 0. 7 2 9.

Familia Posicdo das bandas-C
Sub—tamilia
Linhagem (%) K2L K3L K78 K?8
200~-1-3 ——— 300-131 — 131/5 56 o0 oo ++ ++
- I00-132 — 132/1 S6 o0 o0 ++ ++
— 132/7 S ag w'm) -+ ++
—— 300-133 ~—~ 133/7 56 oo —+ ++ )
301-2-1 == 301-211 —— 211/8 S6 oo ++ oo ++
-— 211/9 56 {a'a] ++ oo ++
— 501212 - 212/2 56 oo ++ o0 ++
——= 301-213 —= 21373 36 (w's] ++ oo ++
303-4-1 ——— 303-411 — 4113/1 86 ++ e oo ++,+0,00
—— 303-412 — 4121/2 56 (xx)
——e 4123/2 S6 =+ tg,00 0 00 ++
303-U~U —— 3J03-U41 -— 4413/3 36 o ++ oo ++
—— J03-442 — 4421/4 S6 - 4+ ,to,00 0 ++ ++
—— /4 86 ++,+o,00 v+.to.00 0 00 —+
e FO3-UUT —— UU3T/3 86 (k%)
— 303-445 - 4451/2 S& - {(xx)
e Z03-UlE e U462/ S& (xx)
Legenda: 00 = auséncia de knaobs ++ = presenga de knobs
+0 = heterozigdético para presenca de knobs
(¥) = grau de endogamia (X%} = composigdo ndo determinada
K2l = knob localizado no brago longo do cromossoma 2
K3L = krnob localizado no brago longo do cromossoma 3
K78 = knab localizado no brago curto do cromossomo 7
K98 = knob localizado no brago curto do cromossomo 9

Obs: Todas as linhagens sd8o homozigdticas para a presenga de bandas nas
posigles Kblz e Kbls (visualizadas como uma Unica banda), K7L e K8L.
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TABELA O4: Linhagens endogamicas - com  diferentes. conteddos de knobs

cromossOmicos cultivadas no Experimento 2.5. 2 respectivas camposicdes de
bancas—C coarrespondentes aos knobs nos cramossomos 2, 3. 7 & 9.

Familia Posicdn das bandas-C
Sub—-familia
Linhagem (%) K20 K3L K78 K28
0017 === T00-131 --- 1313111 S =0 oo + ++
-— 13131271 389 ') e} ++ ++
--— 1315171 58 o0 a0 ++ ++
—— 13183/1 3 co 00 o R
—— 300-132 —— 132331/1 59 oo 00 ++ ++
— 300-133 —— 1333271 S oo {%x) + a0
— 1333371 S8 ag ++ ++ oa
— 13351/2 S8 00 oo ++ 0o
—-133112/2 59 oo oo ++ s
~—— 133112/3 S 0o f'u] b ao
- 133131/3 59 an ++ e )
—— 133512/2 59 ') o0 e oo
J01-2-1 —— 301-211 —— 21113/1 S oo ++ oo ++
301-212 —— 2124171 S oa ++ o0 -
301213 —— 21311/2 58 oo ++ oo o+
303-4-1 —— 303-411 —— 4112171 57 ++ ++ '] ++
—— 41123/2 S ++ ++ s} ++
J03-412 —— 4124271 57 ++ oo ao .
—— 41242/2 57 ++ oo oo ++
J03-4-4 —— 303-44] — du114/1 g7 ++ ++ ++ ++
——— 44114/2 3 ++ ++ ++ ++
—— 4413372 87 ++ ++ oo ++
Legenda: oo = auséncia de knobs
++ = presenga de knobs
(¥) = grau de endogamia
(¥x) = composigdo de bandas—C ndo determinada
K2L = knob localizado no brago longo do cromossomo 2
K3L = knob localizado no brago longo do cromossomo 3
K78 = knob localizado no brago curto do cromossomo 7
KPS = knob localizado no brago curto do cromossomo 9

Obs: Todas as linhagens s8o homogzigdticas para a presenga de bandas nas
posigBes KblLz e Kéls (visualizadas como uma Unica banda), K7L e K8L.
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TABELA 0S: Classificagdo de familias., sub-familias 2 linhagens envalvidas
no experiments de avaliac3o da instabilidade mitdtica em celulas de calos
cultivados in vitro.

Familia Sub~familia Linhagem Grau de
sndagamla
J00-1~3 ——————— 300~-131 131311/1 a9
—————— 13131271 59
——— 1315171 39
—————— 13183/1 59
—————— 300~-132 13233171 59
—————— J00-133 (3) —————— 13333/1 a8
—— 13313173 39
—————— J00-133 () ———————— 13351/2 S8
—————— 13311272 89
—————— 133512/2 59
301-2-1 7301212 2124171 S8
J03-4-] ————————— J03-411 4112372 g7
~~~~~~ J03-U412 41242/2 57
303-4-4 —————— e 303441 4411472 37
e Q13372 57

{a), () = Classificagdo segundo composic3o de bandas-C para a posicdo K3IL



J3.2. Metodologia de cultivo in vitro de calos de milho

J.2.1. Obtencdo de explantes & indugdo de calogénese

A metogdologla fol =stabelecida de scordo com o
trabalho pioneiroc de GREEN & PHILLIPS (1975). Espigas
autofecundadas foram coletadas das plantas no campo com cerca
de 12 a 13 dias apds a polinizagdo. = lavadas em dgus corrente
dentro  mo laboratariog. Cada esspiga tol cortada esm trés
segmentos transversais e o segmento central escolhido para a
remogao daos explantes. Apos serem esterilizados
superficialmente com solugdo de hipoclorito de Sdadio a 1% por
30 minutos. eles foram enxaguados par duas vezes am agua
destilada esterilizada, dentro de camara de fluxo continuo. Os
empbrides imaturos (com 1,0 mm a 2,0 mm de comprimento) faoram
removidos das sementes com o auxilio de pingas = espatulas, sob
lupa, & inoculados em meio de cultura sdlido, com a orientagio
adeguada para a indugdo de calogénese (coledptilo/colearriza em
contato com o meio e a escutelo voltado para cima). Foram
removidos de J0 a 40 embrifes imaturos de cada espiga. sendo
inoculados metade deste numero em cada um dos meios de cultura
utilizados. para induc3o e manuteng3o dos calos. As culturas
faram mantidas no escuro em estufa incubadora para B.0.D. ou
dentro de caixas de madeira cobertas com tecido negro. A
temperatura da sala climatizada faoi mantida a 25°C & as calos
induzidos foram subcultivados a cada 15-20 dias., transferindo-
se as regides com maiar crescimento dos calos para meig de
cultura novo.

Os calos faoram avaliados individualmente a cada
subcultivo., gquanto & sua capacidade embriogénica. anaotando-se
em fichas de avaliagdo as seguintes caracteristicas: numero e
tipo de calos induzidos, classificagdo dos mesmos segundo

denominagfdes padronizadas na literatura, verificagdo da
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ocorréncia de re2gilfes embriocgénicas. aobservagio do orescimento

e viabilidade dos calos para cultivos de longa durac3o.

3.2.2. Meios de cultura utilizados

Em todos o0s experimentos foi utilizada soluc3o

salina do meioc de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG., 1962),

A o I 4
s L -

znquanto nos Experimentos 2.3. foi utilizada tambem a

U

solucdo salina do meio N6 (CHU =t alii. 1978). As composigles
destes meios 880 apresentadas na Tabela 06, onde se pode
aobservar gue eles se diferenciam  em relac3oc 3 macro =2
micronutrientes, notadamente para a fonte de Nitrogénio. €
observado gue o meio MS possul relagdo N nitrato: N amoniacal
igual a1, snquanto o meio N6 possul esta relagdo igual a 7. 0
primeiro apresenta maior ndmero e variedade de fontes de
micronutrientes do gue o meio Né. 0Os componentes orginicos

utilizados foram de igual composig3c e concentraclo para ambos

os meiog: sacarose (20 g/l) . inositol (29,0 mg/l)., cisteina

(39,4 mg/l), = vitaminas de acordo com PRIOLI (1987
piridoxina (7,5 uM), &cido nicotinico (7,5 uM), pantotenato de
Calecio (2,5 mg/l), tiamina-HCl (1S5 uM}). No meio Né& tambem foi

adicionada glicina (2 mg/l). Em ambos os meiogs foi utilizado
hidrolisado de caseina (20 mg/l), a auxina 2,4-0 (dcido 2.4
diclorofenoxiacético) (2.0 mg/l), para indugdo = manutencio de
calogénese, e solidificados com agar (8,0 g/l). 0Os meios
tiveram o seu potencial hidrogenidnico ajustado para gue
resultassem em pH 5,3 apds a autoclavagem a 1 atmosfera por 20
minutos. As culturas foram mantidas em placas de Petri (100 mm
x 20 mm) e, para um volume de SO ml de meio, foram inoculados
de 15 a 20 explantes. 0Os meios foram preparados no maximo 4
dias antes de cada subcultivo = armazenados em sala climatizada

com temperatura de 28°C, protegidos da luz.
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TABELA 061 Composicdo dos meios de cultura para o cultivo in vitro de calos

= suspensdes celulares de milho (em mg/1)

Meios originals

Meios modificados

Componentes
Meio MS Meio N& MS modif. N6 modif.

NHuNO=x 1.650.0 1.650,0
(NHy) 250 463,0 4863,0
iNO= 1.900,0 2.830.0 1.700,0 2.830,0
Callz.<H20 440,0 16&,0 440.,0 166,0
MaS04.7H20 370.0 185.0 70,0 185.0
KHaPOu 170.0 400,0 170,0 400,0
FetDTA 38.3 38,3 383 38,3
H=B0= 5,2 1,6 5,2 1.6
MNS0a . 4H20 22,3 4.4 22,3 4.4
ZnS0q.7H20 10,6 1.5 10,6 1.5
K1 0.83 0.8 0,83 0,8
Na-_‘_’MDOu . 2H20 0 ’ 25 0 . 25
CoClz.&H20 0,025 0,025
CuS04 . 5H20 0,025 0,028
[nositol 99,0 99,0 79.0 92,0
Cisteina 39.4 J?,4 39.4 39,4
Vitaminas

Tiamina—-HCl 3.06 5,06 5,06 5.06

Piridoxina 3.84 J.84 S.84 3.84

scido Nicotinico 0.722 0.792 0,92 0,72

Fantotenato de Calcio 2.50 2,50 2.50 2.50
Amincdcidos

L-prolina 1.281,36 1.381,56

L-asparagina 132,12 792,72
Hidrolisado de Caseina 20,00 20,00 20,00 20,00
Glicina 2,00 2.00
Sacarose 20.000,00 20.000,00 20.000,00 20.000,00
Auxina (2.4-D) 2,00 2,00 2.00 2,00
| egenda: MS = Solucdo salina de MURASHIGE & SKOOG (1962)

N6 = Solucdo salina de CHU et alii (197%)

Meios madificados

utilizados para suspensdes celulares
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3.2.3. Observagdg de embriogénese somatica

A capacidade de formagZo de calos embricgénicos
fogi verificada atraves de avaliacg8ies a cada subcultivo. 0Os
calos foram mantidos individualizados por todo o periodo de
cultivo, desde a sua inducgdo a partir dos explantes. Tal
procedimento permitiu a elaboragio, no  Experimento 2.3.
{linhagens homozigoticas para diferentes composigdes de knobs
cromoss8micos), de fichas de avaliagd3o para o acompanhamentao
das culturas.

Os tipos de calos cbservados foram classificadaos
segundo - convencd3o estabelecida  (mencionada  antericrmente).
Foram observados. entre os  materiais analisados, calos
embriogénicos semelhantes aos descritos na literatura camo
sendo do Tipo [ & do Tipo Il1. e calos nic-embricgénicos. Os
calos embriogénicos do Tipo Il foram identificados pela
ocorréncia de regilfes prd—-emhriggénicas (com grande ndamero de
embrides em estagio globular) na sua superficie. A ocorréncia
de formagdes mais compactas, de coloragio branca s opaca. com
os embrides somaticos se formando de maneira justaposta. e com
grande ocorréncia de formagdSes aparentemente organcgénicas,
caracterizaram os calos do Tipo [. Foram considerados calos
n3o-embriogénicos agueles gque ndo apresentaram nenhum tipo de
diferenciagdo de tecidos que indicasse a passibilidade de se
regenesrar  plantas, por  organcgénese  au. por  embhriogénesse

samatica.

J.2.4. Regenaracdo 8 aclimatagdo de plantas regeneradas
(gerag3oc RO)

Os gendtipos avaliados no Experimento 1 e
algumas linhagens dos Experimentos 2.1. e 2.2. foram testados

em sua capacidade de regeneragido de plantas férteis. Nags
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experimentos preliminares com as variedades Pirando de Invernao
2 Jac-0Ouro foram testadas diversas condigdes de cultivo gue
permitem a recuperacdo de um malor numero de plantas a partir
dos calos embriogénicos induzidos.

O0s fatores testados nesta etapa preliminar

foram: meios de cultura com composigdes salinas de MS s Né&,

concentragfies de sacaraose (30 g/l. 60 g/l & 100 g/1), adigdo de
hidrolisado de caseina (20 mg/l e 40 mgs/l), condic8es de
cultivo dos embrides somaticos {(ambiente sscurc/iluminado =
manipulacgdc dos grupos embriocog@nicos), meios de cultura para o

enraizamento das plantulas regeneradas. adicdo da auxina NAA
{acido nattalenoc—aceético) para  i1nduzir =2ste. enraizamento
(adigdo de 1,0 ml de solugdo de NAA a 0,01% sobre o meio
s8lido. ou meio sélido contendao 0,5 mg NAA/I).

A metodologia padronizada no laboratério. e
utilizada com os demais materiais cultivadas 1n vitro. snvolve
0s seguintes aspectos: as regifes pré-embriogénicas surgidas na
superfticie dos calos s3o separadas dos calos por ocasido dos
subcultives = mantidas na mesma placa por 4 a S dias, sob
fotoperiodo 16/8 haras (lampadas Gro-Lux® com intensidade de
1.200 lux), para o completo desenvolvimento dos proa—-embrides.
Us grupos de embrifes somaticos formados nestas regiSes sio
transferidos para meio de cultura com solug3a salina de MS com
a mesma composicdo daguele utilizado para manutengdo dos calos,
mas com auséncia da auxina (2.4-0), em placas de Petri de 100
mm de didmetro. mantiddas no. mesmo. ambiente  iluminado.  As
plantulas gue comegam a germinar devem ser transferidas para
frascos com 10 cm de altura contendc meio de cultura com
idéntica compaosicd3ao  ao anterior, =2m ambiente com  maior
intensidade luminosa (lémpadas Gro-Lux® e Luz do Dia®, cam
intensidade lumingsa de 3.200 lux). por 10 a 15 dias. Em
seguida, eslas devem ser transferidas para frascos com meio de
cultura cujas  caoncentragdes de macro, micranutrientes e

sacarose foram reduzidas pela metads, para  promover 0O
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crescimento do sistema radicular e aumentar o vigor das
slantulas. As plantas com sistema radicular bem desenvalvida
330 removidas dos frascos, lavadas em 4agua carrente para
remogdo completa do meio de cultura. 2 tratadas com soclucgd3o de
fungicida (Benlate a 0,03%) por J a $ minutos. Em seguida, =las
530 transferidas para vasos com mistura solao/vermiculita numa
relagdc 3:1 e mantidas no laboratdric por mais ' S a 7 dias,
protegidas para manter eslevada umidade relativa do ar, sob
fotoperiodo 16/8 haras e intensidade luminosa de J.200 lux.
Apds este  periodo. elas sd8o transferidas para casa de
vegetac3o. transplantadas para solo 2m vasos de cerdmica e
mantidas por mals S & /7 dias. As planmtas guse responderam
favoravelmente a esta fase de aclimatagdo sdo transplantadas
para canteiros. onde completam o seu ciclo e procura—se obter

esplgas autofecundadas das mesmas.

3.2.5. Produgdo de progénies das plantas regeneradas e

obgervag8o de variabilidade genética

Fsta etapa fToi realizada tambem apenas com as
variedades do Experimenta 1 e com algumas linhagens dos
Experimentas 2.1. e 2.2.. As plantas regeneradas s3o cultivadas
de modo a tornar possivel a autofecundagdo de suas espigas. E
adotado um gspacamento de 0.2 m=? por planta, Tazem-se adubacdes
de cobertura com sulfato de aménio acs 30 e 60 dias, assim coma
tratamento fitossanitario durante todo o cultivo, entre outros.

As progénies de plantas  da geragdo R1 das
var iedades Pirando de Inverno e Jac-Durg. apresentaram diversos
tipaos de variagles em relagdo ao gendtipo original (uma
descricio geral das variacgdes fenotipicas observadas na geracgio
R1 destes materiais sd3o apresentadas nas Tabelas 08 e 09).
Estes materiais faoram cultivados em condiglSes de campa. para a

produgdo de progénies R2, R3 & R4, através de sucessivas
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autafecundagdes. Alguns variantes fenotipicos gus se mantiveram
duranie =stas geragdes foram intercruzados {(plantas R3I < R3)
com o obhietivo de se produzir materiais para analises da
expressdo dos caracteres envolvidaos =2 para verificag3o de
possiveis causas citogeneticas destas anormalidades. Uma breve
descrigdo dos materiais da geracgdo R4 produzidos sda

apresentados na Tabela 10 (na parte de Resultados).

3.3. Andlisse da instabilidade cromossfmica de materiais

cultivados in vitro

0 objetiva deste estudoc foi a analise de
angmalias mitéticas qgue poderiam dar grigem a aberracgdes
cromossdmicas. Conforme exposto anteriormente, foram avaliadas
anafases e teldfases. Entre as linhagens homozigdticas para
diferentes conteddos de knobs cromoss8micos do Experimento
2.2., foram selecionados 1S materiais para esse estudo,
listados na Tabela 05S.

Neste sentido, fol analisada a tese levantada
por pesquisadores da Universidade de Minnesota, comentada em
varios artigos (McCOY & PHILLIPS, 1982: PHILLIPS, 19864 LEE %
PHILLIPS, 1788 e SOMERS et alii 1988), segundo a gqual os bracgos
cromoss@micos  contenda knobs heterocromaticos seriam’ mais
suscaptiveis a guebras durante o cultivo in vitro de celulas de
milho. Os autores sugeriram que possiveis perturbagfes afetando
a sincronia entre o periodo de sintese de DNA (periocdo S) e a
mitose poderiam praovocar a formagdo de pontes na anafase, am
locais de replicacgi3o tardia, ou seja, ao nivel dos knobs. 0Os
autores farmularam esta hipdtese baseados em observacgdes da
gecorréncia predominante de aberracdes estruturails 2m
cromossomos contendo knobs, através da analise meidtica de
plantas regeneradas. em gendtipos de milho adaptados aoc clima

temperado.



59

Ags linhagens envaolvidas no presente trabalho,
par sua vez. Taoram utilizadas para a analise de anafases
mitdticas em celulas de calos. para a observacgio da ocorréncia
ou ndo de pontes cromossdmicas. A analise da fregléncia de
aberractes em anafases e teldfases de fragmentos de calas foi
realizada em preparagdes coradas pelo meétodo de Fesulgen. Foi
ampregada a metodologia de coloragd3o pelo bandamento-C. para a
deteccd3oc de possivels aberragdes estruturais observaveis em
metafases dos mesmos  materiais. Esta  técnica também foi
empregada para a verificagido do envolvimento dos knobs com a
ocorréncia de pontes nas anaftases mitdticas dos calos.

Adicionalmente. foram analisadas algumas
progénies de plantas regeneradas das variedades Pirand3o de
Inverno e Jac-Ouro, gque apresentaram variagdes na geracdo R1,
caom o objetivo de se detectar possivels causas citogenéticas
para tais modificagles. Fara isto. foram amalisadas células dos
meristemas. radiculares de sementes Rl dos materiais envolvidos
(assinalados na Tabela 11) e feitas contagens dao numerao de
cromossomos, para a identificagdo de possiveis aberrag8es
numéricas nestes materiais. 0Us metodos wtilizados para =
andlise citoldgica de calos e de raizes de regenerantes sdo

descritos a seguir.

J.3.1. Andlise de an&afases mitdticas em calas

Para a analise da instabilidade mitética de
células cultivadas in vitro. fToram escolhidas cinca calas de
cada linhagem seleciocnada, separando-se fragmentos deles para
cultivo independente, por occasido do 1092 subcultivo (culturas
com aproximadamente S5 meses a partir da calogénese). UOs calos
foram mantidos em frascos individuais, com o meioc de cultura
idéntico ao utilizado para a sua indugdo e manutengdo, mantidos

em caixas de madeira com tampa de tecido negro, em sala
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climatizada com temperatura de 25°=C. As coletas faoram
realizadas apds. o segundo subcultivo nestes frascas (cerca de
1 més apds o isolamento dos calos).

] metodo de coleta foi padronizadao na
laboratdério e consiste  dos seguintes  procedimentos: sd3o
coletados fragmentos da superficie dos calos S dias apés o
subcultivo, guando estes apresentam um pronunciado crescimento.
Para as linhagens gue apresentaram a formagd3o de calos
friaveis. altamente embricgénicos. foram ccletadas regiBes da
superficie, contendo embrifies somdticas em estagio globular de
desenvolvimento. Ngs materials em gue acorreu a fTormacdo de
calas ndg—emhriogénicos. Toram coletadas regides
meristematicas. ou seja. regifes gue apresentavam maigr taxa ds
crescimento em sua superficie.

Os materialis coletados foram colocados
imaediatamente em fixador Carnoy {dlcool stilicoa 3:1 &ecido
acético glacial - v/v) e mantidos por uma noite. No dia
-seguinte, eles foram transteridos para etanol a 70% e
conservadaos em geladeira a 4°C, guando utilizados para analise
pelo método do Feulgen, ocu ent3oc conservados ng préprig fixador
a 4e0, guando wutilizados para o bandamento-C (veja AGUIAR-
PERECIN et alii, 1991).

. Método de coloragdc pelo Fsulgen

0 método de preparacdo de laminas com fragmentos
de calas de milho. padronizado no laboratéric e com referéncias
em ‘AGUTAR-PERECIN et alii (1991), envolve os seguintes pontas:

Apds serem retirados da geladeira e terem
atingido a temperatura ambiente, os materiais sdo imersos em
adgua destilada par 3 minutos, para remogdo do etanol, seguidos
de hidralise em acidao clorfdrico 1 N por 7 minutos a 60=C. Eles

s30 novamente imersos em agua destilada por 3 minutos., para
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remogdg do excesso de acido cloridrico. e colocados em reativo
de Schiff (Fuccima leuco-tdsica’. 0s materiasis s30 mantidos por
45 minutos, no escurc e em temperatura ambiente. Apds este
periodao, o material ¢ lavado em 3gua corrente de torneira por
S minutos e seguir com um tratamento enzimatico com salucgdo de
pectinase a S% por S5 a 10 minutos., a temperatura de 37=C. Ap6s
uma nova lavagem em &gua destilada por S minutos, os materiails
ja podem ser macerados em sclugdo de acido acetico a 45% por 10
minutos., seguido de imersdo dos calos em igua destilada até o
momento da preparacdoc das la8minas. £ recomendavel fazer a
separacdo dos embrifes somaticos qu das regides meristematicas
sob lupa (aumento 25x) antes de se fazer o =smagamenta em
solucgdc de Carmin aceético a 1l%. A remogdo das laminulas & feita
em solucdo de acido acético a 45% e, apds secarem ao ar livre,

& feita a montagem em balsamo do Canada.

. Método de bandamento-C

Alguns materiais foram selecionados para analise
de anafases e metafases com a metodologia de bandamento-C,
estabelecida no laboratério e com maiores referéncias em
AGUTAR-PERECIN (19795 1985) e AGUIAR-PERECIN & V0SA (1985). 0Os
procedimentogs faram gs seguintes:

Os materiais devem ser retirados da geladeira
previamente para atingirem a temperatura ambiente, seguido de
imersd3o em agua destilada por 3 minutos. Faz-se o tratamento
enzimatico com solugdo de pectinazse a %% por J wminutos, a
temperatura de 37=C, & uma naova imersdo em agua destilada por
3 minutos. Apds a separagdo dos. embriles somaticos ou das
regides meristemdaticas sob lupa (aumento 25x), os fragmentos
devem ser macerados em &cido acético a 45% paor 10 minutos. O
esmagamenta & feito na prépria solugd3c de &cido acético.

seguilido de observagdo 30 microscoplo de contraste de fase. A
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remocdo das laminulas é feita em dacido acetico a 45%., secando-
3s 0 ar 1ivre. Deve-se conservar as laminas =& laminulas am
alcool etilico absoluta. am geladeira a 4°0 atée o momento do
procedimento de bandamento-C. Para a desnaturacgd3o = posterior
renaturagdo seletiva do DNA cromossdmico, deve-se esperar as
materiais atingirem a temperatura ambiente & seca-los aoc ar
livre., Faz-se tratamento com solucgdo saturada de hidréxido de
Bari1io a temperatura de 3720 por 25 minutos. seguido de banhao em
dgua destilada para completa remogdo do excesso de hidraxido de
B&rio. Em seguida, ¢ feito o tratamento com solugdo salina
2x88C. (soluc8o 0,3M de cloreto de Sddioc & 0.03M de citrato de
Sadio) a 40=C par 1 hora, seguido de lavagem em dgua destilada
para remocgic do excesso de sais. Apds passagem em uma seérie de
alcoois (etanal a 70%, 95% e absoluto), as lé&minas e laminulas
devem ser sécas ao ar livre. A colorag3c em solug3o de Giemsa

Gurr s R 66 Giemsal) a 1% (tamponada a pH 6.8 com tabletes de
tampdo Gurr) deve ser testada por tempo variavel entre 1 g 2
minutocs. seguidao de banho em dgua destilada. Apds secarem ao ar

livre. & feita a montagem com halsamo do Canada.

3.3.2. Andlise de metafaeee mitdticas em calos e em

meristemas radiculares de progénies de plantas regeneradas

Esta andlise teve por ocbistivo a avaliacgdo da
instabilidade mitdtica através da identificacg3o de possivelis
aberrac8es numéricas e estruturais nos  cromossomos  das
metifases aobservadas. Para o primeirc ftipoc de abservagda
(aberragdes numéricas), foram analisados meristemas radiculares
de sementes da geragd3c Rl obtidas do cultivo das variesdades
Pirand3o de Inverno e Jac-Ourc (Experimento 1) . apresentadas na
Tabela 11. As sementes Rl foram armazenadas por dois anos em
cdmara séca (temperatura ambiente e umidads reiativa do ar em

torno de 45%) do Departamento de Genetica - ESALQ/USP. Para a
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coleta de raizes. slas foram germinadas em Sphagnum umidecido,
a3 temperatura constante de 25°C., =2 gos 4pices radiculares foram
caletados gquando apresentavam aproximadamente 1 cm de
comprimento. Empregou—-se coloracgdoc pelo método de Feulgen, j4&
descrito, e coloragdc do citoplasma pelo Fast-Green (imers3o de
la&minas e laminulas por 1 a 2 minutos em solucgd3o do caorante a
1%. imediatamente antes da montagem final), de modo a se
certificar da integridade das células avaliadas.

Para a avaliagdo de azalteracdes cromossdmicas
estruturals em ceélulas cultivadas in vitro, foram analisadas
regifes pro-smbriogénicas de alguns materiais que produziram
calos do Tipo 1. apresentadas na Tabela 23 (na parte de
Resultados). Para tanto, foil empregada a metodologia de
bandamento-C. tambem descrita no item anterior. 0Os materiais
coletados foram pré-tratados com o inibidor de formaglo do fuso
mitético B-hidroxiguinolina (solugdog a 0,03%). U tempo de pré-
tratamento foli de 2:30 horas para as pontas de raizes e de 3:00
horas para regifes pré-embriggénicas de calos fridvelis.
Imediatamente apds o pré—~tratamento. os materiais coletados
foram transferidos para fixador Carnoy, seguindo-se  os

procedimentos j3a descritos.

J.4. Andlise Estatistica

J.4.1. Paré&metras avaliados

J.4.1.1. Cultivo in vitro de linhagens

endogé&micas do Experimento 2.

Os experimentos para a verificacdo da capacidade

de formag3o de calos embriocgénicos, neste grupo de materiais,
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foram delineados segundo observagfes obtidas nos experimentos
preliminares com as variedades Pirando de Invernoc e Jac-Buro e
com linhagens com menor grau de endogamia, selecionadas a
partir da  variedade Jac-Duro (dados  ndo apresentados no
presente trabalhol.

As quatro familias de linhagens analisadas foram
testadas em 3 experimentos independentess, nos anos de 1987,
1988 e 1990, conforme descrito anteriormente. Faram
considerados calos embriogénicos todos agueles que apresentaram
gualguer evento de reorganizagdo dos tecidos que representasse
um mecanismo de regeneragdoc de plantas, seja por embricgénese
somatica ou organogénese.

Para os materiais mais favoraveis, fol possivel
identificar regifies pro-embriogénicas na superficie dos calaos
j4 no segundo subcultiveo. No entanto, para uniformidade de
avaliag3o, foram consideradas duas fases: a obtengdo do ndmero
de calas induzidos, correspondente aos valores maximos
alcangados pelas culturas (ao redor do terceiro subcultivo no
Experimento 2.3.) e a obteng3g do ndmergo maximo de calos com
formagSes embriogénicas (corresgspondente ao 112 gubcultive no
Experimento 2.3.). A taxa de calos embriog@nicos foil calculada

como sendo o percentual do segundo valor sobre o primeiro.

J4.1.2. Instabilidade mitética aem ceéelulas de
calos do Experimenta 2.3.

Faram analisadgs S calos de cada uma das
linhagens envalvidas neste estudo, sendo consideradaos
repeticSes de um mesmo material. As linhagens foram agrupadas
em sub-familias e fami{lias distintas, baseado na sua genealogia
e respectivas composicgdes de bandas-C, coma j& apresentado.
Foram elaboradas fichas de avaliagd3o, para registro da

acarréncia de anarmal idades cromossdmicas em fases
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caracteristicas de divis38g mitética, a serem descritas na parte
de Raesultados. A classificagdo  daos diversgs tipos de
anormalidades oabservadas permitiu gue fossem selecionados
quatro grupos de dados para as andlises de variancia:

a) Fregliéncia de goorréncia de pontes
cromossO&micas em anafases iniciais e tipicas;

a] FreglUéncia de ocarréncia de pontes
cromoss@micas em anadfases consideradas na sua totalidade, isto
&t anafases iniciais. tipicas e finais;

c) Fregléncia de - ocorréncia  de pontes e
"fragmentos' de cromossomas em andfases iniciais e tipicas: e

d) Fregléncia de oaccorréncia de pantes e
“fragmentos'' de cromossomos em andafases consideradas na sua
totalidade (iniciails, tipicas e finais).

Maiores detalhes sobre esta classificagio também

ser8o apresentados adiante.

J.4.2. Andlises de varilncia e testes sstatisticos

Devido as caracteristicas dos materiais
utilizados neste trabalho (genealogia e presenga de marcadores
citolégicos em cada grupa de linhagens). e com orientacg3c do
Prof. Dr. José B. de Miranda Filho, do Departamento de Genética
da ESALQ/USP, a analige de variancia foi estruturada de maneira
a se verificar os efeitos devidos aos diversos componentes
segundo os modelos empregados em cada analise., descritos a
seguir.

As anadlises estatisticas foram realizadas pela
Prof2. Dr2. Clarice G.B. Demétrio do Departamento de Matematica
e Estatistica da ESALQ/USP. Para tanto, foi utilizado o
programa de computagdo GLIM (Generalized Llinear Interactive
Modelling) versdo 3.77, da Royal Statistical Society, London
(com referéncias em BAKER & NELDER, 1978).
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J.4.2.1. Cultiva in vitro ds linhagens

endogdmicas do Experimentao 2

[nicialmente considercu-se todas as linhagens

segundo um delineamento inteiramente casualizado, conforme o

modelo:
Ylj = u + li + ey ;
onde:
u = médla geral apresentada pelas linhagens
li = efeito da linhagem de ordem i
ey = efeito do erro experimental

0s efeitos de linhagens foram decompostos,
segundo um madelo hierdrquico, com base nos efeitosg de familias
(f;), de sub-familias dentro de familias (s, ) e de linhagens

dentro de sub-familias dentrc de fam{lias (lt). cu:
Yiskt = v+ Fp s Y ik too gkt

Para os Experimentos 2.2. & 2.3., onde foram
utilizados dois meios de cultura diferentes, as linhagens foram
analisadas segundo  um egguema fatorial em delineamento

inteiramente casualizado, conforme o modelo:

Yijk = y + li + m + (1m)ij + g4 ik
ande:
u = média geral apresentada pelas linhagens
li = gfeito da linhagem de ordem i
m, = efeito do meio de cultura de ordem j
(lm)ij = egfeito da interagl3o entre a linhagem de ordem i e o

meioc de cultura de ardem j

2 ik = efeito do erro experimental
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Os efeitos de linhagens foram decompostos,
segundoc um modelo hierdrguico, com base nos efeitos dos
diversos componentes mencionados acima (familias, sub-familias
dentro de familias e linhagens dentro de sub-fami{lias dentra de
familias). 0Os efeitos das interagldes desses componentes com
meios de cultura também foram avaliados.

Faoram consideradas como possuindo efeitas fixos:
meios de cultura, familias e sub-familias dentro de familias.
D efeito de linhagens dentro de sub-familias dentro de familias
foi considerada como sendo de natureza aleatéria. A maneira
como foram consideradas as sub—familias se encontra nas Tabelas
02, 03 & O4. Para a analise de variéncia, foli empregado um
método de transformagd3o dos dados por cdlculo da raiz quadrada
de (P% + 0,85), onde P% = porcentagem de ocorré@ncia do evento
analisado (no caso, representa a taxa de indug3o de calos
embriogénicos). Este procedimento fol adotado de maodo a se
evitar os possivelis. desvios causados pela existéncia de
diversos dados nulos entre os resultados cobtidos. Foram feitas
duas andlises de varidncia para cada grupo de resultados: uma
com dados transformados e a gutra com dados ndoc transformados.
Foi realizado o teste f para se avaliar a influéncia causada
por linhagens (segundo o madelo inteiramente casualizado) e por
linhagens dentro de sub-familias dentro de familias (segundo o
modelo hierdarguico). Quanda o valor de F da primeira anilise
foi ' significative ao nivel de 1% de praobabilidade, foi
realizado o teste de Tukey, para a comparagdo de contrastes
entre médias dos materiais (GOMES, 1960). Foi realizado teste
F' também para se avaliar o efeito de meios de cultura (nos
Experimentos 2.2. € 2.3.) e as interagdes meios x linhagens e
meigs x linhagens dentro de sub-familias dentro de familias
(também nos Experimentos 2.2. e 2.3.). Maiores detalhes sochre
andlises em modelos mistos paodem ser encontradas em SNEDECOR &
COCHRAN (1980) .. N3ao  faram desenvolvidas as sesperangas

matematicas dos guadrados médios de diversas causas de variagdo



68

(familias. sub-familias dentro de familias e as interag8es
destas com meios de cultura. guando existentes). devido ao
desbalanceamento da estrutura dos experimentos. Devido a isto,
n8oc faoi realizado o teste F  para alguns dos fatores
mencionados. Camo medida  de dispersdac dos. dados, foram
calculados os coeficientes de variagdo (C.V.) para a fregluéncia
de  indugdc de  calgs embriogénicos em cada um dos trés

experimentos realizados.

J.4.2.2. Instabilidade mitédtica em células de

calos do Experimento 2.3.

Segundo idéntico raciocinio ao comentado no ftem
anterior, a analise preliminar considerou todas as linhagens
segundo um delineamento inteiramente casualizado., confarme o
modelo linear j& apresentado. Depois, o efeito de linhagens foi
decaompasto. segundo um modelo hierdrguico, com base nos efeitos
de familias. de sub-familias dentro de familias. 2 de linhagens
dentroc de sub-familias dentro de familias. também menciocnados
anteriorments. A maneira como foram consideradas  as  sub-
familias se encaontra na Tabela 05.

Para a analise de vari&ncia, foi empregado um

método de transformacdo dos dados por cdlculo da raiz quadrada

de (P% + 0.Z). Foi realizadao o teste F. para avaliar s
influéncia causada par linhagens (modelo inteiramente

casualizado) e por linhagensg dentro de sub-familias dentro de
familias (madelo hierdrguicao) . Quando o valor de F da analise
de linhagens {(modelao inteiramente casualizadag) foi
significativo aa nivel de 1% de probabilidade. foi realizado o
teste de Tukey (GOMES, 1960). Como medida de dispers3o dos
dados, foram calculados os coeficientes de variagdo (C.V.) para

a fregléncia de cada um dos grupos de dados analisados.
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3.5. Eatabelecimento de suspenstes celulares

3.5.1. Genétipos e meics de cultura utilizados

A partir do experimento  de avaliagido da

capacidade embriogénica das linhagens endoglamicas com
diferentes compaosigles de knobs cromossdmicos, realizado no ano
de 1990 (Experiments 2.3.). foram selecionados alguns materiais

para testes de cultivos em suspensdo. Os procedimentos para o
astabelecimento e cultivo de suspensdes  celulares foram
padronizadaos  de acardo com o um o grande  nuamero  esxperimentos
relatados na literatura. 0 material utilizado em uma etapa
inicial  deste experimento faoi um cala  fridvel. altamente
embriogénico, seleciocnado a particr do cultivog de embrides
imaturos F2 derivados do cruzamento de duas linhagens com
elevadas taxas de indugdo de calos friaveis, altamente
embricgénicos, testadas nos Experimentos 2.1. 2 2.2. (gbtido da
Planta 03, mencionada na Tabela 23). Este material (denominado
"calo 57") apresentava, por ocasido da inoculagdo em meio
liquido, uma elevada taxa de crescimento e um grande potencial
de regenerag3o., caracteristicas estas mantidas por mais de 12
meses de cultivo in vitro. Foram utilizadas gquatro combinacdes
de meios de cultura, a saber: meios de cultura liguidos com
solugdoc salina de M8 = N&, de idéntica composig3c & dos
utilizados para a indugdo e cultivo de calas, inclusive
compostos orgénicos e regulador de crescimento. Us outros dois
meios possulam idénticas composicles, mas com modificag8es para
a presencga dos aminodcidas L-praolina (12 mM) e L-asparagina (6
mM), como apresentado na Tabela 0646. Estas modificagles faoram
efetuadas de modo a se considerar os efeitos benéficas gue a
adigdo de tais componentes traz a cultura., comg apresentado e
comentado por diversos autores na literatura  (ARMSTRONG &
GREEN, 1982 = 1988).
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A inoculagdo em meios de cultura liguidos foi
precedida por ao menos dois ciclos de subcultivos em meios
salidos de idéntica composigdo, de modo a se “aclimatar” os
calos gue seriam inoculados. evitando assim a mudanca brusca de
ambiente de cultivo. A inoculagdo foi feita apds a selecglo dos
agregados celulares dos calos gue apresentavam maior taxa de
crescimenta e. no casc dos calos embriogénicos., apresentavam a
ocaorreéncla de pro-embrides ou embrifes somaticos em estagio
globular =2 caom desenvolvimento acelerado na sua superficie.

Posteriormente & padronizacdo do método de
cultiva e identificag8o do meio de cultura mais adeguado ao
sstabelecimento de suspensdes celulares (meio N6 madificada),
foram realizados experimentos com cinco gendtipas gue formaram

tipaos diferentes de calos durante o cultivo in vitra, a saber:

L 13131171 - calas fridveis e embriogénicus
. 13233171 - calos friaveis e embriggénicos
. 2124171 - calos n8o-embrioggénicos e mucilaginosos
. 4124272 - calos ndo-embriogénicos & mucilaginosos
L 4411472 - calos altamente friaveis, embriogénicos

2 organcgénicos.

3.5.2. Métodos de inoculacgdo e subcultivos

Foi empregado o método comumente citado na
literatura, para o estabelecimento de suspensfes celulares a
partir de calaos altamente fridaveis (Tipo I1) e calos n3o-
embricgénicas, que consiste na inoculagdo de aproximadamente
1.0 grama de peso vivo de calos em cerca de 100 ml de meio de
cultura liguido. Foram utilizados frascos erlenmeyers de 250 ml
de capacidade, mantidas em agitador orbital a aproximadamente
120 rpm. Faoram inoculados calaos gue apresentavam maior taxa de

crescimento em cerca de guatra frascos por genodtipo analisado.
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As subculturas foram semanais, por meioc da
substituic3o de metade do volume de meio de cultura por igual
volume de melio nova. saendo que este  procedimentog 8

caracteristico para cada fase. descritas s seguir:

. Nas primeiras semanas apds as inoculacgdes. as
subculturas s3o feitas através da remaogdc de metade do volume
de meio sobrenadante, apos a decantagdo dos agregados celulares
(microcalos em formac8o) nos frascos erlenmevers. Com o auxilio
de pipetas. seleciona-se os fragmentos com maior viabilidade e
com menores dimensdes, que sda mantidos dentro do mesmo frasco.

2 adiciona-se metade do volume de meio de cultura novo.

. Apds o estabelecimento das suspensdes, deve
ser  transferido metade do volume de meioc com os menores
agregados celulares existentes, gque ja est3o em suspensdo,. para
um novo frasco erlenmeyer de igual capacidade, dentro do gual

& adicionado metade do volume de meio de cultura novo.



4. REBULTADOS

4.1. Experimento | - Implantagdo da metodologia

Os experimentos de cultivo de embrifes imaturos
mostraram gque houve calogénese em todos os materiais avaliados.
Em geral. o crescimento dos calos teve 1inicic na porcgio
periférica do escutelo dos embrides inoculados nos meios de
cultura com presencga de auxina (2,4-D). Cerca de 3 s 5 dias
apds a data de inoculacglo, o0s explantes mostraram-se com
tamanho pronunciado e a partir da primeira semana Jja era
possivel distinglir a massa celular com grande crescimento na
regido do escutelo. A indugdo dos calos foi muito influenciada
pelo tamanho dos embrifes imaturos inoculados: as melhores
respostas foram obtidas com explantes de 1,0 a 2,0 mm de
comprimento,. sendo que explantes menores que isto eram multo
susceptiveis & oxidagdo e os maicres apresentaram um
crescimento sensivelmente inferior. Us explantes que
apresentaram uma germinacgdo rudimentar (com o desenvolvimentag
do coleéptilo'nos primeiros dias apés a inoculacdo) tiveram.
entretanto. uma formagdo de calos idéntica aos demais. Logo naos
primeiros subcultivos estes coledptilos foram removidos. 0Os
calos foram subcultivados & cada 19-20 dias. transferindc-ss
para meio de cultura novo as regides gue apresentavam maior
vitalidade, maior taxa de crescimentoc e caracteristicas
morfoldégicas superiores (friabilidade). Foram feitas avaliac8es
periddicas (a cada subcultivo) para a perfeita caracterizacgio
e avaliag8o da capacidade embriogénica de cada gendtipa. Quando

ndo foi observada a formagdo de calos, os embrides imaturos
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apresentaram—se com tamanho invariavel, colorag8c com tendéncia
aoc escurecimento, indicando oxidagdo do tecido inoculado. sendo
descartados Jj& nos primeiros subcultivos. Para a avaliagdo da
capacidade de formagio de calos embriocgé&nicos foram
considerados apenas os calos induzidos e estabelecidos por
ocasifo do 3% subcultivo.

Os testes preliminares com calos induzidos a
partir de explantes das variedades Piran8o de Inverno e Jac-
Duro permitiram que diversos aspectos relativos aoc protocolo
experimental fossem determinados & padronizados no laboratdrioc.
Além da j& comentada importéncia do tamanho do explante, foi
notada a influéncia exercida pelo estado fisiocldgico e
nutricional das plantas doadoras de explantes. Foi estabelecido
gue as plantas deveriam ser autofecundadas ou entdo cruzadas
com plantas-irm3s (de mesmo gendtipo = "sib'"), desde que estas
apresentassem estado fisiolégico e desenvolvimento semelhante.

Com relag3c aos meigs de cultura, além da
utilizag8c de meios com diferentes composigdes de macro e
micronutrientes: MS (Murashige-Skoag) e Né&, foram realizados
testes para a verificagdoc dos efeitos causados pela adigdo de
determinados compostos orgénicos schre o crescimento dos calos
e sua capacidade embriogénica. Foram testadas inicialmente
composigles com elevadas concentragles de sacarose, em ambos os
meios empregados: MS com 8,06 e N6 com 6,0% e 10,0%. Os
resultados obtidos com o cultivo de um total de 60 explantes em
cada meio foram de um pronunciado crescimento dos calos, logo
apts a inoculagdo. Entretanto. estas composigles mastraram—-se
muito desfavoraveis para a manutengdo de culturas por longos
per iodos de tempo. Optou~se. entio, pela redugdo na
concentragdoc de sacarose para 3,0 % e depois para 2.0 %
(mantida nos demais experimentos), de acordo com relatos na
literatura (VASIL et alii, 1984 e ARMSTRONG & GREEN. 1985).
Foram testadas também fontes de aminoacidos: a adigdo de

hidrolisado de caseina mostrou respostas favoraveis ao
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crescimento de calos fridveis e embriogénicos, em relagdc a
testemunhas sem a presenga do camposto (testes realizados com
a variedade Jac Duro). Em testes utilizando meio MS com 3.,0% de
sacarose, empregou—-se hidrolisado de caseina a uma concentracio
de 20 mg/l. As respostas foram positivas (s3o apresentadas na
Tabela 07) e justificaram a manutengdo desta concentracgioc nos
demais experimentos. A auxina 2.4-D (dcido 2,4~
diclorofenoxiacético)  teve sua concentragdo mais wvariavel:
inicialmente testou-se 2,5 mg/l, nos meios de induc3oc de
calogénese. Qlevido a dificuldades em se regenerar plantas,
pptou-se pela redugdo para 2,0 mg/l. Oepois, como as culturas
formaram calos do Tipo | e com freguente formac3o de regides
organogénicas (notadamente a variedade Pirandoc de Inverno), foi
testada a utilizagdo da auxina NAA (4cido naftaleno-acético)
nos meios de crescimento das plantulas regeneradas, de modo a
induzir a formag3o do sistema radicular. Foram empregadas duas
formas;: adigdo de 1,0 ml de solugdo de NAR a 0,01% sobre o meio
de regeneracgdo sdlido. 8 preparo de meio solido com 0.9 mg de
NAA por litro de meio. Os demais experimentos ndo exigiram a
adigd3o de NAA por apresentarem, em sua maio-ia, ftormacdo de
calos do Tipo IIl, com regeneragdo de plantas via embriocgénese
gomatica,., onde 0 sistema radicular se desenvolve diretamente a
partir do embrido somatico e permanece intercomunicante com os
vasos condutores da correspondente parte agrea da planta.

A fase de aclimatagdc das plantas regeneradas as
condigBes de cultivo em canteiros experimentais tambem exigiu
a determinacdoc de alguns procedimentos padrdes. As plantas se
desenvolveram melhor quando foram lavadas em dagua corrente apds
serem retiradas dos frascos, para completa remocdo do meio de
cultura, e o sistema radicular banhado em solugl3c de fungicida
(Benlate) a 0.03% por 3 a S minutos. Como substrato de cultivo
foi utilizada mistura de solo + vermiculita em proporgdc de
3:1, esterilizada por autoclavagem a 1| atmosfera por 20

minutos. Apds a transferéncia das pléntulas para vasos
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plasticos com agquela mistura, regava-se semanalmente com
solugdo nutritiva comercial (Quro Verde®) a 0,3%. Procurou-se
reduzir o pericdo de tempo para a completa aclimatag3o das
plantas regeneradas ao minimo possivel. Em geral, este tempo
foi de uma semana dentro do laboratdric, e uma semana em casa
de vegetagdo. As plantas transferidas para canteiro eram
cultivadas sob cuidados para que fosse possivel a

autafecundagdo das mesmas, como descrito anteriormente.

4.1.1. Caracterizagl2o dos tipos de calos induzidos e
influéncia das condigless de cultivo in vitro

As variedades cultivadas no Experimento 1
apresentaram a formagido de calos com caracteristicas
embriog@nicas do Tipo I e do Tipo Il. Para o primeirao caso, h&
o crescimento de massas de coloragdc branca,., compactas,
rigidas, com crescimento relativamente lento, constituindo-se
de formagdes embriogénicas complexas, onde as embrides
somaticos sdc formados Jjustapostos e que acabam por tomar
praticamente toda a estrutura do calo. A regeneragdo de plantas
por organogénese (diretamente a partir da massa do calo, sem a
organizagdo do embrido somatico) fol mais frequente nos calos
da variedade Pirand3oc de Inverno. Apesar distao, foli possivel a
identificacgdo., selegdo e cultivo de setores friaveis. altamente
embriogénicos em calos derivados de explantes de prog@nies de
ambas as variedades (notadamente para a variedade Jac Duro).,
caracteristicas de calos do Tipo Il (veja as Figuras 0Ol, 02, 03
g 0O4).

Procurou—se determinar as melhores condigGes
figicas de cultivo. composigSes de meiogs de cultura mais
adequados, manipulag8es dos calos e regifies embriagénicas. e

produziram os seguintes resultadas:
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. Ambiente de cultivo: a avaliagdo do desempenho
das culturas em ambientes contrastantes escura/iluminado
mostrou que o0s calos deveriam ser cultivados em locais com
pouca ou nenhuma iluminagdo. Quando cultivados no escuro,. os
calos induzidos destas duas variedades mostraram menor taxa de
formacio aorganogénica, 0 gue pode ser considerado uma vantagem.
uma vez que este tipo de morfogénese passa a ser indesejavel em
cultivas de  longa duragd3c. Aliado a este fatoc., oas calos
cultivados no escurn  apresentaram maior crescimento e
friabilidade., propiciando que fossem selecionadas linhagens
celulares com caracteristicas de calos do Tipo II. Além disto,
os calos cultivados socb fotoperiodo 16/8 horas (3.200 lux)
tiveram desempenho inicial superior, mas com uma  Torte
tendéncia para a formagdo de embrides som&ticaos grandes,
justapostos e compactos, gue logo acabavam por tomar toda a
estrutura do calo, caracteristicas de calos do Tipo [. Pelo
fato de apresentarem organogénese, mesmo em meios de cultura
contendoc auxina, 0s calos mantidos sob fotoperiodo mostraram
fregquente formacgdo de parte aérea e/ou sistema radicular, gue
nd3oc se desenvolviam em plantas completas. As gualidades
superiores dos calos do Tipo [l produzidos em ambignte escuro
mostraram gue este Gltimo ambiente seria o mals adeguado para

a indugdo e manutengdo das culturas.

. Composicdo dos meios de cultura: Confaorme ja
mencionado anteriaormente, foram avaliados os efeitos causados
pelas diferentes concentragdes dos componentes orgénicos dos
meios de cultura wutilizados. No entanto., o0s experimentas
realizados com explantes oriundos destas variedades  foram
importantes mais para a determinacgdo de uma composigdc basica
dos meios de cultura do gque para se investigar a influ@éncia que
tais substéncias causariam sobre s taxa de formagdo de um tipao
ou ogutro de calgs. A Unica excegdo seria para a presenga de

hidrolisado de caseina. gue produziu um efeito benéfico para a
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induGdg de calos fridaveis, embhriogénicos em experimentos com a
variedade Jac-Duroc. Em um total de 138 explantes inaoculados
para esta variedade {(veja Tabela 07), metade em meioc MS com 20
mg/1l de hidrolisado de caseina e a outra metade no mesmo meio
com auséncia da subst&ncia, observaram-se taxas de formagdo de
calos embriogénicos muito discrepantes. Além disto, os calos
induzidos em meio com a presenga de hidrolisado de caseina
apresentaram morfologia mais fridvel, maior formacgio de setores
altamente embriocg@nicos (calos Tipo II) e as plantulas
regeneradas tiveram maior vigor, taxa de crescimento e
fertilidade.

Com relagdo a wutilizagdc da auxina NAA, foi
notado um efeito benéfico na indugdo de faormagdc de sistema
radicular em regifies organcgénicas de alguns calos testados das
variedades. As plantas regeneradas com emprego desta auxina
foram aclimatadas as condigles de cultive normais,
autofecundadas e suas sementes foramutilizadas em experimentos
de anidlise da  estabilidade mitdtica em progénies R1. Os
resultados s8o apresentados na Tabela 11 e tornam-se
ilustrativos da possivel instabilidade cromoss@mica induzida

peloc melio utilizado na cultura de tecidos.



Figura 01

Figura 02
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Figura O3

Figura O4

79



Figura Cl: Calo induzido a partir do escutelo de embrifes imaturos de
progénies autofecundadas da variedade Pirando de Inverno,
apresentando o desenvolvimento de um grande ndmero de embrides
sondticas  (com morfologia compacta e coloragdo opacal .
fAumanto aproximado: 15 X.

Figura 02: Embrifes scmaticos formados na superficie de calos da
varigdade Pirands de Inverng, germinando apts transferéncis
para meio de cultura com auséncia da auxina (2,4-D). Notar a
presenca de escutels (coloracdo brancal e colegptilos em
crescimento (coloracdo verde) - Aumento aproximado: 15 X,

Figura 03: EmbriBes somaticos formados na superficie de calos ds

variedade Pirando de Inverna, apds transteréncia pars meio de
cultura com auséncia de auxins (2,4~0) . Notar s germinacdc de
coledgptilos e grande crescimento de raizes.

Aumento aproximado: 15 X.

L

I

igura O4: Frasco contendo pléntulas (geracdo RO} regeneradas por
embricgénese somética em calos derivados de explantes da
linhagem 132/1. derivada da variedade Jac-Duro.

Meio de cultura com reducdo na concentracsdo de macro & micro-
nutrientes & sacargse s auséncia de auxina (2.4-0) induz o«
crescimento de sistema radicular e formacdo da planta
completa — Aumento aproximado: 1 X.
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Fregliéncia de  formagdo de calos embriooénicos em explantes
oriundos das variedades Pirando de Inverno e Jac-Durc,

com testes para

ambientes de cultivo e composigdes dos meios de cultura.

Material

Ambiente
de cultivo: (X)

Composigdo do meio
de cultura

Pirando de

% de embriogénese

Solucdo salina M.S.

Inverno
Escurgo I1luminado Sacarose Hidr. Caseina
Experimenta 1.1 33,3 86,7 - 3,0% 20,0 mg/1
Experimento 1.2 — 8u,2 3,0% 20,0 mg/1
— 80,0 3, 0% 40,0 mg/1
Experimento 1.3 — 50,0 8,0% 20,0 mg/1
— 70,0 8,0% 20,0 mg/1
— 62,5 8,0% 20,0 mg/1

Jac—Duro % de embriogénese Solugdo salina N6
Escuro Iluminado Sacarose Hidr. Caseina

Experimento 1.4 e 2,0 10,0% —
Experimento 1.5 — 61,1 10,0% 20,0 'mg/1
Experimento 1.6 16,7 - &,0% —
Experimento 1.7 4,3 e &,0% 20,0 mg/1
Observagtes:

(%} = Dados em % de formagdo de calos embriogénicos.

. Ndmero de explantes inoculados em cada experimento:

Piran3o de Inverno:

10 a 66, Jac—Duro: 18 a 50.



81

4.1.2. Regeneraglip de plantas e aobservagfo de

variagfSes em algune de seus caracteres

As plantulas aclimatadas ap ambiente de cultivo
normal (condig8es de canteiros experimentais - ilustrado pels
Figura 05) foram em um total de 80, sendo 55 derivadas de calos
induzidos a partir de explantes de progénies da variedade
Piran8ao de Inverno & 25 de progénies da variedade Jac-Duro.
Elas foram avaliadas continuamente em todos os estagios de
desenvolvimento com o objetivo de se verificarem gquaisqguer
anormalidades em relagdoc aocs gendtipos originais.  Foram
observadas variacgBes fenotipicas em intensidades mais ou menos
acentuadas, que poderiam ser causadas pelos seguintes fatores:
estresse fisiolégico decorrente do cultivo in vitro, estresse
fisioldgicao decorrente da  fase de aclimatagdc aoc ambiente
externo ou desarranjos do genoma e mutacles genéticas, causados
pela passagem por cultura de tecidos. £ interessante mencionar
que 0s caracteres alterados observados em progénies de plantas
regeneradas nunca haviam sido detectados em progénies de
plantas autofecundadas normalmente, para ambas as variedades
(Pirand3o - selegd3o de Inverno e Jac-Duro), segundo relatos de
diversos pesguisadores do Depto. de Genética da ESALQR/USP.

A maioria das anormalidades diziam respeito a
caracteristicas morfoldagicas, tais como: altura das plantas,
formagdo de perfilhos basais e presenga de segmentos contendo
flores femininas nas paniculas (inflorescéncias masculinas).
Faram obhservadas também uma gradagdo de resposta em relacgdo a
outros cgaracteres de import8ncia agrondmica, como: macho-
esterilidade, numerc de espigas por planta, tamanho da
panicula, altura de plantas e espigas, entre outros.

Diversas plantas, independente das alteracgfes
mencionadas acima, produziram também sementes (geragdo R1) com

variagOes gue se mantiveram nas progénies por varios ciclos de
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autofecundagdon. Entre as variacgfies observadas destacam-se: a)
para a variedade Pirando: variacg8es para altura de plantas
(ilustrado pela Figura 06) e morfologia de inflorescéncia
masculina (Figura 07), mutantes para sementes defectivas e
volumosas (desenvolvimento anormal do endaosperma, ilustrado
pela Figura 08), e mutantes para a coloragdo das sementes
(Figura 09): b} para a variedade Jac-Duro: mutantes para a
colaragdo (Figura 10) e tamanho de sementes & ocorréncia de
macho-esterilidade. As progénies RO gque apresentaram variac8es
em relagdo ao padrdco da variedade original e suas regpectivas
caracteristicas na geragdc Rl sdo spresentadas nas Tabelas 08
e 09.

N3op foi realizado um estudo sistem&tico para a
avaliagdo da heranga genética dos caracteres modificados.
Entretanto, as sementes Rl foram multiplicadas por trés ciclos
sucessivos de autofecundagdo (produzindo sementes das geracgles
R2, R3 e R4). Para a maioria das progénies dos somaclones foi
obhservado gue a autofecundagdo acentuou a manifestagdoc do
carater modificado, principalmente para caracteres morfolagicos
das plantas e das sementes (na Tabela 10 estd3c destacadas

algumas das variacgles observadas), tais como:

a) as sementes com coloragio avermelhada em
alguns somaclones de Pirand3o de Inverno (Figura 08) mostraram
uma gradagdo de respaosta nas progénies R3, encontrando-se

sementes com diversas tonalidades de coloragdo vermelha;

b) sementes com endosperma defectivo produziram
progénies com manifestagdo t3o pronunciada gue até mesmo

impediu a germinagdo de algumas progénies R3;

c) as plantas com inflorescéncia masculina
(panicula) hipertrofiada (Figura 06} apresentaram duas

caracteristicas distintas: ou taornaram-se grande produtoras de
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pélen, reduzindo a produgdc de sementes nas espigas ou
produziram uma grande guantidade de fl8res masculinas estéreis,

mantendo a prolificidade feminina;

d) progénies com elevado numeroc de espigas por

planta apresentaram esterilidade masculina e feminina em R3;

e) sementes volumosas, com crescimento
pronunciado do endosperma (Figura 08), produziram plantas R2 e
R3 com espigas apresentando menor ndmero de fileiras de grios,

menor diametro de espiga e menor nuamero de sementes por espiga.

E interessante notar gue plantas diferentes.
regeneradas a partir do mesmo calo cultivado in vitro mostraram

variag@es em caracteres distintos entre si na geracdo RO.
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TABELA 08: Progénies RO regeneradas a partir do cultivo de explantes da
variedade PiranSo de Inverno e respectivos fendtipos em RO e Rl

Fenédtipo em RO

Fendtipo em Rl

Material

R1-(P1) 362
R1-(PI) 365
R1-(PI) 366

R1-(PI) 369B12 G1
R1-(PI1) 369B12 G2
R1-(PI) 369B12 G3
R1-(PI) 369B3 G1
R1-(PI) 369B3 62
RI-(PI) 369B3 G3
R1-(PI) 370
R1-(PI) 371C11
R1-(PI) 371021
R1-(PI) 371022 G2
Ri-(PI} 372
R1-(PI) 373C211
R1-(PI) 373C22
R1-(PI) 373C312 Gl

R1-(PI) 375A2 G1

Planta normal
Espiga apical
Planta normal
Planta normal
Planta normal
Espiga apical
Planta normal
Panicula rudimentar
Planta normal
Planta normal
Panicula rudimentar
Planta normal
Planta normal
Planta normal
Planta normal
Planta normal
Planta normal

Espiga apical e

Cerosidade nas sementes
Espigas rudimentares
Espigas rudimentares

Pltas. ands, paniculas gdes
e sementes volumosas
Plantas and3s e sementes

volumosas e defectivas
Plantas an3s = sementes
volumosas
Paniculas grandes e
sementes normais
Plantas ands e sementes
volumosas
Plantas e sementes
normais
Plantas normais e
sementes defectivas
Paniculas rudimentares
e sementes manchadas
Plantas normais e
sementes volumosas
Paniculas hipertrof. e
sementes manchadas
Espigas
rudimentares
Aparente macho—esteril.
e sementes manchadas
Paniculas rudimentares
2 gsementes defectivas
Espigas rudimentares e
e sementes peguenas
Plantas & sementes

panicula rudimentar normais

R1-(PI) 375A2 G2 Parfilhamentao Plantas e sementes
normais

R1-(PI) 376 Planta normal Sementes amareglas e
paniculas peguenas

R1-(PI) 22B Planta normal Sementes com coloragio
vermelha

Observacgdo:

. Nadmeros iniciais iguais designam plantas regeneradas do mesmo calo
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TABELA 09: Progénies RO regeneradas a partir do cultivo de explantes da
variedade Jac-Duro e respectivos fendtipos em RO e Rl

Material Fendtipo em RO Fendtipo em R1
Ri-(JD} 378 Planta normal Espigas rudimentares e
sementes peguenas
R1—-(JD) 379B12 Planta normal Plantas & espigas normais
sementes manchadas
R1-(J0} 379821 Planta altas Espigas rudimentares e
sementes normais
R1~(JD) 380A1 Panicula fparente macho-esterilidade
rudimentar e sementes rugosas
R1-(JD) 38OAZ2 G1 Planta normal Espigas rudimentares. sementes
rugosas e com color. amarela
R1-(JD) 380A2 G21 Planta normal Plantas normais e sementes
grandes e rugosas
R1-(J0) 3BOA2 (522 Planta normal Plantas e sementes grandes,
e prolifica g sementes amarelas
R1-(JD) - 380A2 (623 Planta normal Plantas normais e sementes
grandes
R1-IDY 381 Perfilhamento Espigas rudimentares e
sementes normais
R1-(JD) 382Aa1 G1 Eepiga apical e Macho-esterilidade e sementes
perfilhamento grandes e color. amarela
R1-(JD) 382a1 64 Planta normal Macho~esterilidade e sementes
com coloragd vermelha
R1-(JD) 383 Planta normal Plantas normais e algumas
sementes defectivas
R1-(30) 384 Planta normal Plantas normais e algumas
sementes mal farmadas
R1-(JD) 385A11 Planta normal Espigas rudimentares e
sementes volumosas
Observagfes:

. Nomeros iniciais iguais designam plantas regeneradas do mesmo calo
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TABELA 10: Progénies RY4 obtidas a partir do cultive de plantas regensradas
com o cultivo de explantes das variedades Pirando de Inverno (PI) e Jac-Duro
(JD) e seus regpectivos fendtipos nas geragles R3 e R4.

Material

Fendtipo em R3
(plantas)

Fendtipo em R4
(sementes)

R4-(P1) 369812 G1
Ri-(PI) 369B12 G2
Rd-(PI) 369B12 63
R4~ (PI) 369B3 Gl
RU4-(PI} 369B3 G2
R4-(PI) 36983 G3
R4-(PI) 371022 G2
R4-(PI} 373022
R4~ (PI) 375AR2 Gl
Ra-(PI) 376
Ri4—-(PI) 22B
Ru-(JD) 379B12
RU-(JD) 380A2 G21
R4-(JD)y 380A2 G22
R4-(JD) 380A2 523
R4—(JD) 382A1 Gl

R4—-(JD) 382A1 G4

normais
algumas ands
normais
normais
normais
normais
paniculas
hipertrofiadas
altas, paniculas
rudimentares
normais
altura
pronunciada
normais
normais
normais
normais
normais
macho—-estéreis e
panic. rudimentares

macho—estéreis e
panic. rudimentares

volumosas e algumas
defectivas, grandes

defectivas e tamanho
médio

normais e espigas bem
desenvolvidas

volumosas e algumas
defectivas, grandes

volumosas e grandes

defectivas e peaouenas

normais e algumas
defectivas
aparentemente normais

normais, algumas
volumosas

segreg. p/ color. amarela
e grandes

segreg. p/ coloragdo
vermelha e grandes

normais, algumas com
variabilid. p/ tamanho

normais e com segregagdo
p/ color. vermelha

normais, tamanha médio

peguenas, espigas pouco
desenvolvidas

segreg. p/ color. amarela
e grandes

segreg. p/ col. vermelha
2 grandes

ObservagBes:

. Numeros iguais designam plantas regeneradas do mesmo calo

PD
(3D)

HoH

somaclones originados de Pirando de Inverno
somaclones originados de Jac-Duro



Figura 06
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Figura 07

Figura 08
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Figura 05:

Figura 06:

Figura 07:

Figura 08:

Figura 09:

Figura 10:

Plantas da geracdo RO regerneradas a partir de calos derivados
de explantes da varisdade Pirando de Inverna. Plantas &
direita estd3o protegidas para serem autofecundadas. Notar a
ocarréncia de variagbes fernotipicas: a planta & esguerda
apragenta inflorescéncia masculina sem ramificacdo.

Altura média das plantas: 80 cm.

Progénies da geragdc R2 derivadas de plantas regereradas da
variedade Pirando de Invernoc. cultivadsas em condicles de
campo. A primeira planta da linha em primeiroc plano apresenta
baixa estatura (planta and - altura média: 40 cm), mas com
fertilidade e producSo de sementes por autofecundacdo.
Material: R2-(PI) 367 B3G3.

Progé&nies da geracdo R2 derivadas de plantas regeneradas ds
variedade Firango de Inverno, cultivadas em condigdes de
campo. Ooorréncia de variacgdo fenotipica: plantas apresentando
inflorescéncia masculina hipertrofiada. Tamanho aproximads das
paniculas: S0 om. Material: R2-(PI) 371 C220G2.

Espigas autofecundadas da geragdo R3 derivadas de plantas
regeneradas da variedade Pirando de Inverno. spresentando
variagdo fenotipica: as sementes a esguerda (material: RI-(PD)
367 B3G1) apresentam acentuado volume do endosperma (sementes
arredondadas. volumosas) e sementes a direita s8¢
aparentemente normals {(tipo dentadol.

Fepigas autofecundadas da geragio R3 derivadas de plantas
regeneradas ds variedade Pirando de Inverno, apresentando
variagio para coloragdo ce sementes. Material: RZ-(PID) 22 B. 4
esplga a direita apresenta sementes com coloragdo tipica da
cultivar.

Espigas autofecundadas da geracg8o RI derivadas de plantas

regeneradas. da variedade Jac-Durg, apresentands variacdo pars
coloragdo de sementes. Material: R4-(JID) 80 AZGI. A espiga &
ssquerda apresenta sementes con coloragdo tipica ds cultivar.
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4.1.3. Avaliag8p do numero de cromossomos em células de

meristema radicular de progénies Rl

Foram selecionadas algumas progénies de plantas
regeneradas a partir de calos induzidos de explantes das
variedades Pirando de Inverno e Jac-Durg, para avaliacgdo de
possiveis anormalidades mitéticas decorrentes do cultivo in
vitro. Foram analigadas metafases mitdticas dos meristemas
radiculares apods colaoragdo convencicnal pelo Feulgen. Os
resultados s8o apresentados na Tabela 11, onde podemos notar a
distribuig8o em trés grupos: células diplédides, células com o
namero de cromossomos malor gue o normal (2n = 20) e menor gus
gste numera. Foi ohservada uma predomin8ncia de células com
namero dipldide normal, com uma fregléncia variando de 69% a
100% entre os materiais. As células com numero menor gue 20
cromossomos . foram  encontradas em taxas de 0% a 31%, com
predomindncia para células com 18 e 19 cromossomos. Células com
mais gque 20 cromossomos ocorreram em uma taxa entre 0% e 3%,
com evidéncias de mixoplaoidia.

Com o ohbjetivo de se evitar possiveis desvios
devido ao esmagamento excessivo das células, gue causaria seu
rompimento e assim, a perda de cromossomos durante o preparo de
laminas. foram realizadas novas andlises com extremidades de
raizes de progénies da geragdc Rl derivadas de plantas
regeneradas 'a partir de calos induzidos de explantes oriundos
da variedade Piran3c de Inverno. Para isto, foli estabelecida
uma metodologia gue resulta em um minimo de danos as células,
baseada no tratamento enzimatico das pontas de raizes coaom
solug8o de pectinase a 2,5% por 3 a 9 minutos, a temperatura
37=C, imediatamente antes do esmagamento.

Foi empregada a coloragdo de citoplasma com
Fagt—-Green para a verificagdo da integridade celular. Analiscu~-
se os materiais R1-(PI)-369 B12 61, G2 e GI & RI-(PI1)-3469 B3

Gl, G52 e 63, com amostras de 5 sementes por gendtipo e
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observagd3o de 5 a 10 metédfases por semente. 0Os resultados
mostraram uma predomindncia de células com namero dipldide
normal de cromossomos (2n=20), mas os materiais R1-(PI)-369 B12
G2 e R1I-(P1)~-369 B3I 63 apresentaram alteragdes no numerc de
cromossomos por células, sempre na forma de mixoploidia. O
primeiro apresentou, em uma das progénies analisadas, células
com diversas caracteristicas anfmalas: células meristematicas
com dimensles desproporciocnalmente grandes, assim como outras
com tamanho intermedidrio, porém maiores gue as. normalmente
obhservadas em preparagdes com pontas de raizes de sementes de
milho. Algumas metafases permitiram a identificagdo de células
polipldaides, com ploidia variando de 4n a possivelmente 8n ou
16n. Estas células apresentaram ndcleo com dimenslies
relativamente grandes em relagdo ao volume citoplasmatico,
indicando que a sua origem ndo deve ter ocorrido por fusdo
celular. 0 mesmo material também apresentou células
multinucleadas, grande freqléncia de microndcleos e, apesar do
pré—tratamento com inibidor de fuso mitético, foram ocbhservadas
andtases com ocorréncia de pontes cromossfmicas. Estas pontes
ocorriam entre nldcleos com dimenstes semelhantas & também entre
ndcleos e microntcleos. £ interessante notar gue este mesmo
material apresentou a ocorréncis de sementes volumosas em
progénies das geragdes Rl & R2, como apresentado na Tabela 08
e ilustrado pela Figura 08.

Com relacg8o ao material R1I-(PI)-369 B3 63, foi
observada uma alta fregiéncia de células tetrapldides (4n) com
0Os Ccromossomos dispostos aos pares, sendo. considerados
cromossomos com sucessivos ciclos de replicagdo e sem separagdo
das cromatides. Algumas das células apresentaram apenas dois ou
trés de seus cromossomos duplicados, dispostos. aos pares,
enquanto os demais permaneceram com o namero dipldids normal,
sugerindo duas possiveis origens: ou devido & perds de
cromossomos de células originalmente tetraploide ou ocorréncia

de ansuploidia.
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TABELA 11: Materiais da geragdc Rl derivados do cultivo in vitro das
variedades Piran3o de Inverno e Jac-Duro, e verificacgdo de ocorréncia de
aberragfes cromossfmicas numéricas em ceélulas dos meristemas radiculares.

Material numero de cromossomos por célula % de
células
menor que 2n 2n maior gues 2n n3o 2n

18 19 (20} 21 40

Variedade Piran8o de Inverno

R1-(PI) 360 01 05 33 o1 - 17,5
R1-(PI) 361 - 02 30 - - 6,3
R1-(PI) 369 B12G3 o1 o4 48 01 - 11,1
R1-(PI) 369 B3G2 02 01 56 02 - 8.2
R1-(PI) 371 C11 02 01 o 01 - .1
R1-(PI) 371 C21G1 - - 20 - - -
| R1-(PI) 375 A2G1 07 11 59 03 - 26.3
R1=-(PI) 375 A2G2 09 10 44 - 01 31.3
R1-(PI) 377 01 07 bb - - 10,8

Variedade Jac—-Duro

R1-(JD) 378 06 0% 81 01 = 16,5
R1-(JD) 380 A2G1 - - 16 - - -

R1-(3D) 381 - 02 16 - - 11,1
R1-(JD) 382 AlG1 01 05 18 o1 - 28,0
R1-(JD) 382 AlGH 02 02 43 01 - 10,4
R1-(30y 383 01 01 36 01 - 7.7

Observacdo: Numeros iniciais iguais designam plantas regeneradas a partir
do mesmo calo.
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4.2, Experimento 2: Linhagens endog&micas com diferentes

composigBes de knobe cromossfOmicos heterocrométicos
4.2.1. Capacidade smbriogénica dos gendtipos testados

A avaliag3oc da capacidade embrioéénica foi
baseada na classificagdo dos diversos tipos de calos produzidos
pelo cultiva in vitro de escutelo de embrifes imaturos, segundo
critérios relatados na literatura. Este procedimento justifica-
gse pelas evidéncias da relagdo existente entre o tipo de calo
induzido por um determinado gendtipo e a adeguagdoc da sua
utilizagdo no cultivo in vitro.

A premissa basica de gue s melhores gendtipos
seriam agueles com maior capacidade de regeneragdoc foi
regspeitada, embora outras idéias possam ser consideradas.
Normalmente, esta capacidade & avaliada pela fregiéncia de
formagdoc de calos embriog&nicos. Neste trabalho, foram
considerados embricgénicos todos os calos que apresentaram
gualguer evento de reorganizagdo dos tecidos gue representasse
um mecanisma de regeneragdo de plantas, seja através de
embr iogénese somatica ocu mesmo organogfnese.

Em relac&o & classificagdo dos tipos de calos,
foram considerados embriogénicos tanto os calos do Tipo |1
(relatados na literatura como sendo embriocgénicos. mas gue
podem regenerar plantas atraveés de organogénese) como os calos
do Tipo Il (friaveis, altamente embriogénicos).

Us experimentos para a verificagdo da fregléncia
de formagdo de calos embriogénicos, neste grupo de linhagens,
foram delineados segundo cbservagdes obtidas nos experimentas
preliminares com as variedades Pirand3c de Inverno & Jac-Duro
(Experimento 1) e com linhagens com menor grau de endogamia,
obtidas a partir da variedade Jac-Duro (dados ndo apresentados

na presente trabalho).
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Az Tregléncias de indugdo de calos embriogénicos
obtidas com o Experimento 2.1. (realizado de Janeiro a
ODutubro/1987) s83c apresentadas na Tabela 12. Pode-se ocbhservar
que 0s materiais da familia 300-1-3 (131/5, 132/1, 132/7 e
13374) faoram os gue apresentaram os resultados mais favoréveis,
inclusive com predominio de indugdo de calos do Tipo 11I. fAs
duas primeiras linhagens (131/5 e 132/1) apresentaram taxas de
formagdo de calos embrimgénicas ao redor de 70% dos calos
induzidos. A linhagem 132/7 mastrou resposta inferior, com
formag8o de cerca de 25% de calos embriogénicos. Por sua vez,
a linhagem 133/4 teve 58% dos calos induzidos com formagSes
embriogénicas. Os calos induzidos a partir de explantes destas
linhagens superiores apresentaram um comportamento muito
favordvel ao cultivo de longa duragdo e para a regeneracgdo de
plantas., como serda comentado mais adiante. A& familia 301-2-1
teve um camportamento oposto. Todas as linhagens analisadas
desta familia apresentaram a formagd3oc  de  calos ndo-
embriogénicos, de morfologia mucilaginosa e crescimento
relativamente mais lento. Eventualmente occorreu a formagic de
regifies meristematicas com maior taxa de crescimento, coloracgdo
mais clara 2 indicios de diferenciagdo em raizes e parte aérea
(organogénese) . Este tipo de formacdoc ocorreu em cerca de 10%
dos calos das linhagens 212/2 e 213/3. A linhagem 211/8 teve a
maior taxa de ocorréncia, com cerca de 17% dos calos induzidos.
Resultados semelhantes foram apresentados por  calos  das
linhagens pertencentes as  familias 303-4-1 e 303-U-U., A
linhagem  412/3 apresentou 5% dos calos com formagdo
organogénica - enguanto  as linhagens 443/4 e 445/1 ndEo
apresentaram essta formagdoc organogénica em nenhum momento da
cultura. Os tipos de calos induzidos a partir de explantes de
materiais destas duas familias foram muito semelhantes entre
si, com morfologia mucilaginosa, grande taxa de crescimento e

classificados como ndo-embriocgénicos.
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0 Experimento 2.2., realizado no periodo de
Janeiro a Qutubro/1988, possibilitou uma andlise mais detalhada
de alguns aspectos referentes ac cultivo in vitro de materiais
pertencentes as guatro familias de linhagens. Foram empregados
dois meios de cultura (MS e N6} e. além das linhagens
anteriormente testadas, foi feita uma amostragem maior dentro
-das familias 303-4-1 e J303-4-4. Os resultados obtidos s8o
apresentados na Tabela 13, onde gd3oc confirmadas as observagles
do Experimento 2.1.. As linhagens pertencentes a familia 300-1-
S apresentaram as melhores respostas, com formagd3oc de calos do
Tipo Il em cerca de 50% a 60% dos explantes inoculados. As
linhagens  131/5 e - 132/1 foram novamente as gue melhor
responderam, com indugdo de cerca de 60% de calos fridveis.
embriogénicos e com elevada taxa de crescimento. Estes calos se
mantiveram por mais de 10 meses de cultivo, com manutengdo das
suas - caracteristicas morfoldégicas e .de sua  capacidade
embriogénica, como comprovado por experimentos de regeneragdo
de plantas. A familia de linhagens 301-2-1 apresentou resposta
inferior. com formagd3o de calos nd3c-embriogénicos, com menor
taxa de crescimentoc e eventuais  occorréncias de regifdes
organogénicas. As linhagens com maior fregUéncia deste tipo de
formagdo foram novamente 211/8 e 212/2. scom cerca de 30% cada
uma e 213/3, com ocorréncia em 20% dos calos induzidos. As
linhagens pertencentes as familias 303~-U~1 e 303-4-H mostraram
uma predomindncia de indugd8c de calos ndo-embriogénicos. com
crescimento variavel e morfologia mucilaginosa. Em varios dos
materiais analisados foi observada a occorréncia de regifies
organogénicas, como descrito no Experimento 2.1.. No entanto,
a maior amostragem realizada dentro destas familias permitiu
que fossem identificadas duas linhagens com comportamentao
superior, denominadas 412172 e 4421/4,. Tais materiais
apresentaram a formagdc de calos n3o-smbriocgénicos, como as
demais, mas a partir de regides meristematicas da superficie de

alguns calos, foi possivel a identificac3o de regifies altamente
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embriogénicas, de morfologia friavel e  crescimento mais
intenso. Para a linhagem pertencente & familiz 303-4-1, houve
a formacdo de setores com estas caracteristicas em cerca de 20%
dos calos induzidos e, para a linhagem da familia 303-4-4, em
cerca de 27%. As demais linhagens apresentaram comportamento
inferior, com formagdo de calos do tipo n83o-embriogénicos, com
morfologia mucilagingsa e ocorréncia de regides meristematicas

organngénicas em cerca de S% a 20% dos calos induzidos.

Por sua vez, os dados obtidos com o Experimento
2.3., realizado de Maio a Dezembro/1990, consoclidaram as
observagBes anteriagres. 0Us resultados s3oc apresentados nas
Tabelas 14 e 15 e wmostram gue as linhagens pertencentes a
familia 300-1-3 foram as gue apresentaram melhores respostas ao
cultivo in wvitro. sendo gue os gendtipos mais favoraveis
(1315171, 131583/1, 132331/1 e 131311/1) apresentaram taxas de
formagdo de calos do Tipo II de cerca de, respectivamente, 75%,
55%, 5%5% e 55%, no meio de Murashige-Skoog e de 80%, 60%, 55%
e 50% para o meio Né. 0Os calos altamente embriogénicos de
linhagens desta familia apresentaram caracteristicas muito
favordveis ao cultivo, sendo selecionadas linhagens celulares
gque se mantém had mais de 18 meses, sem aparente redugdo na
capacidade de regeneragdoc de plantas (para ilustragdo, sdo
apresentadas as Figuras 11 e 12). Foram observados, para a
maioria dos calos do Tipo Il das linhagens desta familia.
embriSes somaticos se desenvolvendo a partir de uma estrutura
semelhante a um suspensgor, como descrito em inlmeros trabalhos
mencionados na literatura. As linhagens pertencentes a sub-
familia 300-133 apresentaram um comportamento intermedidarioc na
formagdo de calos do Tipo II, com taxas variando de 27% a 92%,
noas dois meios de cultura testados. As linhagens pertencentes
a familia 301-2-1 mostraram desempenho semelhante ag cohtido nos
dois experimentos anteriores, com formagdo de calos ndo-

embriogénicos, com crescimento relativamente inferior,
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morfologia mucilaginosa e com colorag8o translucida,., como
apresentado na Figura 13. Somente a linhagem 21241/1 apresentou
a formag33o de regiBes meristematicas organocgénicas na
superficie de alguns de seus calos, numa fregléncia de cerca de
10%. Resultados semelhantes a esta Gltima familia de linhagens
tambhém foram apresentados por linhagens pertencentes as
familias 303-4-1 e 303-4-4, onde a maioria delas induziu calos
ndo-embriogénicos, de morfologia mucilaginosa, e com baixa
fregliéncia de formag8es organogénicas. As linhagens gue tiveram
maiores taxas de ocorréncia de morfogénese foram: 4112372 e
4124271, ambas pertencentes a familia 303-4-1 e para,
respectivamente, 20% e 10% dos calos induzidos. .

» Um resultado muito importante obtido com o
cultivo in vitro neste dltimo experimento foli o comportamento
apresentado pelos explantes das linhagens d44114/1 e 44114/2,
que . produziram inicialmente calos na3o-embriogénicos, de
morfologia mucilaginosa, coloragdc  branca, mais ou menos
translicidos e com crescimento relativamente lento, mas gue
deram origem a setores com caracteristicas bem diferentes. A
partir do 72 subcultivo, algumas regifes meristematicas
existentes na superficie de calos destes gendtipos comegaram a
crescer de maneira acentuada, exibindo maior friabilidade,
coloracdo aparentando maior vitalidade e passando a predominar
em relagdo a populagdoc de células existentes anteriorments
(veja a Figura 14). A& fregléncia de obtengio de tais linhagens
celulares foi de cerca de 40% para a linhagem 44114/2 e de 15%
para a linhagem 44114/1. A planta O4 da linhagem 44114/2
permitiu a manutengdo de linhagens celulares com
caracteristicas superiores ao cultivo in vitro, selecionados a
partir de oito calos diferentes. Estes calos foram mantidos em
cultivos independentes e uwtilizados em outros experimentas,
para a analise da estabilidade mitética de suas céelulas e para
cultivos em suspensdc. Mais recentemente., tem sido observado

que estas linhagens celulares apresentam maior ocorréncia de
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embriogénese somdtica na superficie dos calos, assim como

possibilitado a regeneragdoc de plantas completas.

iz analises de variéncia dos dados obtidos com
os trés experimentos comprovou a existéncia de diferengas nas
respostas ao cultivo in vitro das linhagens utilizadas dentro
de cada experimento. Estdo apresentadas nas Tabelas 16, 17 e 18
os resultados das analises para os Experimentos 2.1., 2.2. e
2.3., respectivamente. Devido ao fato de gue ambos os grupos de
dados (transformados e ndo-transformados) produziram resultados
bastante semelhantes, s3o apresentadas apenas as analises com
os  dados transformados. Segundo o modelo misto adotado. os
valores de F calculados para a avaliagdo do efeito de linhagens
(gegundo o modelo inteiramente casualizado) e do efeitoc de
linhagens dentro de sub-familias dentro de familias (segundo o
modelo hierarquico) foram significativos ao nivel de 1% de
probabilidade em todos os experimentos. Embora ndo tenham sido
desenvolvidos os cdlculos de esperanga dos guadrados médios,
pode-se notar gque o efeito de familias é bastante pronunciado.
Uma andlise da magnitude relativa dos valores dos guadrados
médions de familias, em todos os trés experimentos, mostra gue
o efeito deste componente € bastante pronunciado. Realmente, os
valores médios obtidos para a capacidade de formag3o de calos
embrioéénicos entre as linhagens analisadas distingle os grupos
de materiais jad aoc nivel de familias, como pode ser ogbservado
nag Figuras 15, 16 e 17, apresentadas mais adiante. As Tabelas
19, 20 e 21 apresentam os resultados do teste de Tukey para as
médias de fregléncias de inducgdo de calos embriocgénicos das
linhagens utilizadas. respectivamente, nos Experimentos 2.1.,
2.2. 8 2.3. A prépria distribuigd3o dos materiais nas retferidas
tabelas tambem é ilustrativa das diferengas existentes entre as

guatro familias de linhagens avaliadas.
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Com relag@p aos diferentes meios de cultura
utilizados, as andlises estatisticas mostraram n3o ter ocorrido
diferengas significativas entre eles (nos Experimentaos 2.2. e
2.3.). Comao observado nas Tabelas 17 e 18, o0os valores de F
calcoulados para a avaliagdo das interacBes existentes:
linhagens dentro de sub-familias dentro de familias x meios
(segundo o modelo hierarqguico) e linhagens x meios (segundo o
modelo inteiramente casualizado) foram inferiores a 1.0 nos
dois experimentos, mostrando serem nd3o-significativos. Segundo
o mesmo raciocinio adotado anteriormente, a magnitude dos
valbres dos guadrados médios para os efeitos das interagfes:
familias x meios e sub—famflias dentro de familias x meios &
peguena, o0 gue pode indicar gue a influféncia destas interagles

também sejam ndo-significativas para o teste F.
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Figura 11

Figura 12
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Figura 13

Figura 14
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Calos induzidos a partir de explantes da linhagem endogdmica
131311/, apresentandn grande numerc de pra-embrifies em
estagio globular na sua superficie. S&8op classificados como
calos do Tipo 1l, fridveis. altaments embricgénicos.

Aumento aproximado: 8 X.

Calos induzidos a partir de explantes da linhagem endogémica
13233171, apresentando grande numerc de pro—-embrifes em
estdagioc globular na sua superticie. S3o classificados como
calos do Tipo Il. fridveis, altamente embricgénicos.

Aumento aproximado: 5 XK.

Calos induzidos a partir de explantes da linhagem endogdmica
2124171, apresentando morfologia mucilaginosa. S&o
clagsificados como calos ndo-embriog@nicos. Notar a ocorréncis
de setares de coloracdo mais clars. onde s3c encantradas
regifes meristemdticas — Aumentc aproximads: S5 X,

Calos induzidos a partir de explantes da linhagem endogdmica
4qu1i4 /2. 88o classiticados como calos do Tipo 11, friaveis.
altamente embricgénicos. Estas linhagens celulares apressntam
pronunciada: taxa de crescimento e responderam positivamente ao
cultivo de suspensties celulares ~ Aumento aproximado: & X.
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TABELA 12: Fregléncia de formagdo de calos embriogénicos nas linhagens

endogémicas com diferentes composicfies de knobs cromosstmicos cultivadas em
1987 (Experimento 2.1.).

Meio de cultura M.S5.
Familia

Linhagem Planta 01 Planta 02 Planta 03 Planta 04 Planta 05

300-1-3  131/5 18/26 17726 17728
(69,23) (63,38) (60,71)
32/1 18/25 20/26 13723
(72,00) (76,92} (96,52}
132/7 06/29 09/31 06/28
(20,69 (29,03 (21,43)
13374 12726 25/26 09/23 09/26
({46,15) (96,15) (39,13) (34,62}
301-2-1 211/8 ou/26 00/26 00/27 07728 08/28
(15,39 (0,00 (0,00) (25,00} (28,57)
211/9 00/28 00729 00/28 00/2% 00/28
(0,00) (0,00) (0,00 (C,00) (0,00)
21272 03/27 ours27 02/26 01/26
(11,11 (14,81 (7.,69) (3,85)
213/3 01/28 08/31 03729 00/31
(3.57) (25,81} (10,34} (C,00)
303-4-1  H412/3 ou/29 02/27 01/28 00/28 00/13
(13,79} (7,41} (3,57) (0,00) (0,009
30344 443/4 00/25 00/26 00/29
(0,00} (0,00) (0,00)
445/1 00/28 00/20 00/28 00/29
(0,00) (0,00 (C,00) (0,00)
Obgervactes:

. Ags fragles referem—-se ac nimerc total de calos embriogénicos sobre
o total de calos induzidos.

. Cultivo realizado na perioda de Janeirc a Cutubro de 1997,

. Dados em parénteses = porcentagem de calos embricgénicos induzidos.
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TABELA 13: Fregléncia de formagdc de calos embriogénicos nas linhagens

endogémicas com diferentes composigBes de knobs cromossémicos cultivadas em
1988 (Experimento 2.2.).

Meio M.S. Meio N &
Familia

linhagem Planta Ol P1.02 P1.03 Planta 01 P1.02 FP1.03
300-1-3 131/5 12719 07718 15720 14719 08/19 11/20
(63,15) (38,88) ((75,00) (73.68) (42,10) (55,00)
13271 13719 11/20 07/17 15720 09/18 10/19
(638.42) (55,000 1,17 (75,00) (50,00) (82,80)
13374 10/20 - 08718 12720 08719 06/19 13720
(50,00} @4, 44y (60,00) 42,11y (31,88) (&65.00)
133/7 08719 12720 /20 07/19 07/18 16720
(42,10) (60,00) (70,00 (36,84) (38,89) (80,00}
301-2-1 211/8 09/19 01/18 Q7720 Q7/2C 02717 10/1%
w7,37)  (5,56) (35,00) (35,00) (11,76) (52,63
211/9 00/18.  Q0/1& 02/20 00/18 o0r16  03/19
(0,00)  (0.00) (10,000 (0,00)  (0,00) (15,79
21272 06/20 06720 05720 07/20 08720 06/20
(30,00) (30,00 (25,00) (35,00) (40,00) (30,00}
213/3 03718 06/20 04718 00716 05720 06720
(16,67) (30,00) (22,22) (0,00} (25,00) (30,00}
303~4~1 411371 06720 03719 05720 03/18 00/20 05718
(30,00) (15,79 (25,00) (16,67)  (0,00) (27,78)
4121/2 Q7/20 00/1¢& 05720 08/20 o0/18  04/20
(35,00) .(0,00) (25,000 40,00) (0,00) (20,00
412372 05720  00/18 00/16& o4/20 00716 00/1E
(25,00) (0,00 (0,00 (20,00) (0,00) (0,00
303-4-4 441373 od4/20 . 00/18 03718 ou4s19 00/17  07/20
(20,00}  (0,00) (16,679 (21,03) (0,00) (35,00}
q421/74 05720  03/20 08/20 06/20 -~ 00/18 10/20
(25,00)  (15,00) (40,00) (30,00 (0,00) (50,00}
Q22 /74 08720 02717 00/18 0720 00/16 o0Q/18
40,00 (11,76) (0,00 45,00y (Q,00) - (0,00)
4auz/3 03/17 Q6720 03720 o4 /20 QS/20 . /1%
(17,64 (30,00) (15,00 (20,00) (25,00} (15,79
quasr /2 02/1%9 00/18 01/2C 02/20 01/18 0C/1%
(10,82  (0,00)  (5,00) (10,00)  (5.%&) (0,00}
qu462/1 03/206 . 01719 01/18 03/18 02/19 - 00/1€
(15,00) (5,26) (5.56) (16,67 (10,52) (0,00

ObservacBes:

. As fracBes referem—se ao numerc de calos embriogénicos sobre o total
de calos induzidos.

. Cultivo realizado no periodo de Janeirc a Outubro de 1988.

. Dados em parénteses = porcentagem de calos embriogénicos induzidos.

. Pl. = nimeroc da planta doadora de explantes.
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TABELA 14: Fregléncia de formacdg de calos embriogénicas nas 1inhagens
endogémicas com diferentes composigSes de knobs cromossémicos (Experimento
2.3.7- Meio de cultura com sclucdo salina de MS).

Meio de Murashige-Skoog

Familia
linhagem Planta 01 Planta 02 lanta 03 Planta 04 Planta 05
300-1-3 131311/1 08720 12718 12720
(40,00} (66,67) (6C,00)
13131271 0S/18 06/20
(27.,78) (30,00)
1315171 15720
(75,00)
1316371 11/18 02/19 11720
(61,11 (47.37) (E5.00)
13233171 08/15 11/15 08/15 Q17 06/16
(53,33) (73,33) (53,33) (52,94 (37,507
13311272 06/20 09/20
(30,00 (4%5,00)
13311273 06711 08/19 10/14
(54,55) 442,110 (62,50)
13313173 06/16 o4/20
(37,350} - (20,00
1333271 05717 06/19 11/16
(29,41} (31.58) (68,78)
1333371 09/20 06/11
(45,00) (54,55)
13351/2 07720 06717
(35,00) (35,29
133512/2 06718 Q7/18 06720
(33,33) (38,89) (30,00)
301-2-1 21113/1 00/17 00/19 00/19 00/20 Q0/17
(0,00) (0. 00) (0,00 (0,00) (0,00
21241/1 02/17 02/20 02/15
(11.76) (10,00) (13,33}
2131172 00/1S 00/16& 00/18 00/19
{0,00) (0,00} (0.00) (0,00}
303-4-1 41121/1 01/19 Ql1/18 01/19 02719
(5,26) (5,58) (5,26) (10,52)
41123/2 02/20 06720
(10.00) (30.,00)
41242/1 02/19 02/20 02/16 0l/14 02/20
(10.82) (10,00 (12,50} (7,14) (10,001
41242/2 02/20 00/20 02720 02/20
(10,00) (0,00) (10,00) (10.00)
303~-4-4 . 44114/1 03714 02/20 03/20
(21,43 (10,00) (15,007
q4114/2 06/13 07720 09/20
(46,15) (35,00 (45,00
4413372 00/16 01/20 /20
(0,00 5.0 0,00
Ubservacoes:

. Az fragles referem—se ao numero total de calos embriogénicos sobre o
total de calos induzidos.

Cultivo realizado no periods de Maio a Dezembro de 1990.

. Dadas entre parénteses: porcentagens de calos embriogénicos induzidos.
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TABELA 15: Freguéncia de formac8o de calos embriogénicos nas linhagens
endogémicas com diferentes composic8es de knobs cromassémicos (Experimento
2.3. - Meio de cultura com solugdo salina de Né&).

Meio de cultura N &

Familia
linhagem Planta 01 Planta 02 Planta 03 Planta O4 Planta 0-
300-1-3 131311/1 09/20 12/20 09/20
(45,00) (60,00) 45,00)
13131271 06720 03718 07720
(3C,00) (16.67) (35,00
1315171 15719
(78,99)
13152/1 10715 09/20 12720
(66,67) (45,00) (65,00)
132331/1 08/20 12719 12718 1171% 09/18
(40,00} (63.16) (66,67) (57.89) (50,00)
13311273 07/18 08/17
(28.89) (47.06)
133131/3 08/20 o4rs17 05720 Qu/20
_ (40,00) (23,53) (25,00} (20,00}
1333271 05718 06716 10715
(27,78) (37,50) (66,67)
13333/1 06718 08713
(33,33) (61,54)
13351/2 07/18 07720
(38.89) (35,00)
13351272 06716 05/20
(37,50) (25,000
J01-2-1 21113/1 00/19 00/14 00/18 00/18 00/20
(0,00 (Q,00) (0,00) (0,00) (0,00)
2124171 00/20 05720 03/20 00/20
(0,00) (25,00) (15,00) (0,00)
2131172 0Q/16 00/20 00716 00/16&
(0,Q0) (0,00) (C,00) (0,00)
303-4-1 41121/1 00/17 01/20 02/20
(0,00) (5,00} (10,00)
4112372 o4/20 04,20
(20,00) (20,00)
4124271 02/20
, (10,00}
41242/2 01/20 03/20 02/20
(5,00) (15,00) (10,00}
303-4-4 44114/1 01/20 03/18
(5,00) (16.67)
44114/2 08/15 06/20
(83.,33) (30,00}
44133/72 00Q/20 01720 01/20
(0,00) (5,00) (5,00)
Observaaﬁes: !
. As fracBes referem—se ao nimero total de calos embriogénicos sobre

o total de calos induzidos. ,
- Sultivo realizado no periodo de Maic a Dezembro de 1990, _
. Dados entre parénteses: porcentagem de calos embriogénicos induzidos.
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TABELA 16: Andlise de varidncia do Experimento 2.1. (1987) para avaliagdo
da fregi@éncia de inducdo de calos embriogénicos em linhagens endogdmicas com

diferentes composiciies de knohs cromossémicos

Dados transformados por raiz quadrada de (P% + 0,5)

Fonte de variagio G.L. S.GQ. Q.M. F
Familias 3 2.2190 0,7397
Sub~Fam/Familias 5 0,0709 G,0142
Linh/8Sub~Fam/Fam. 2 0,2886 0,1443 11,2010 xx

Linhagens 10 2,35790 0,2579 20,0217 xx

Residuo 32 0,4122 0,0129

Total 42 2.9912

Média Geral = 0,3862 SV, = 29,3870 %

(Média = 14,4150% de inducSo de calos embriogénicos)

C.V. = Coeficiente de Variagdo

XX = valores de F significativos ao nivel de 1% de probabilidade
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TABELA 17: Andalise de varifncia do Experimento 2.2. (1988) para avaliagag

da fregiéncia de indug3o de calos embriogénicos em linhagens endogamicas com
diferentes composictes de knobs cromossGmicos

Dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0,5

Fonte de variacg8o G.L. 8.8, Q.M. F

Meiaos 1 00,0042 0,0042 F < 1,0
Familias 3 2,1960 0,7320
Sub-Fam/Familias Q 0, 3646 0,0405
Linh/Sub-Fam/Familias 4 0,4246 0,1062 4,1553 xx

Linhagens 16 22,9846 0, 1866 7,3031 xx
Familias x Meios 3 0,0098 00,0033
Sub~Fam/Fam. x Meios Q 0,0479 0,0053
Linh/Sub-F/Fam. x M. 4 0, 0004 0.0001 F<1,0

Linhagens x Meios 16 0.0581 00,0036 F<1,0

Residuo 68 1,7371 0,0255

Total 101 4,7840

Media Geral = 0,4919

(Média = 23,6965% de inducdo de calos embriog@nicos)

Coeficiente de Variac8o = 32,4930 %

¥*¥ = ValBres de F significativos ao nivel de 1% de probabilidade
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TABELA 18: Analise de varifncia do Experimento 2.3. (1990) para avaliagdo

da fregléncia de inducdo de calos embriogénicos em linhagens endogi8micas com
diferentes composigdes de knobs cromossdmicos

Dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0,5)

Fonte de variagdo G.L. 5.0, Q.M. F

Meios 1 0,0006 G, 0006 F <1,0
Familias 3 44,7080 1,5683
Sub—-Fam/Familias 5 0,2885 C.0577
Linh/Sub~-Fam/Familias 13 0,9735 0,0749 11,4942 xx

Linhagens 21 5,9670 0.2841 43,6137 xx
Familias x Meios 3 0,0012 0,0004
Sub-Fam/Fam. x Meios 5 0,0105% 0,0021
Linh/Sub~F/Fam. x M. 12 02,0189 0,0016 F < 1,0

Linhagens x Meios 20 0,0305 00,0015 F < 1.0

Residuo 83 0,5407 0.0065

Total 125 65,5392

Media Geral = 00,4924

Media = 23,7458% de inducdo de calos embriogé&nicos)

Coeficiente de Variagdo = 16,3900 %

XX = Ualfres de F significativos ao nivel de 1% de probabilidade
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TABELA 19: Teste de Tukey para médias de fregi@ncias de indugag de calos

embriogénicos das linhagens utilizadas no Experimento 2.1. Delineamento
experimental: Inteiramente casualizado.

Linhagem Médias Meédias Niveis
Ajustadas (¥} Originais (¥X)

5% 1%
132/1 8,3055 68,4816 a A
13175 8,0999 65,1094 ab A
133/4 7,3833 54,0130 ab A
132/7 4,9211 23,7170 be AB
211/8 3.7804 13,7912 cd BC
21373 3,2296 ?,9305 cd BC
212/2 3,1410 9.35660 cd BC
412/3 2,3354 4,9542 cd BC
4y3sy 0,7071 0,0000 d c
44571 0,7071 0,0000 | d C
211/9 0.7071 0,0000 d C

Observagles:

. Médias abrangidas pela mesma letra n8o diferem, aos respectivos niveis
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

(¥) = Médias de dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0,5)

(Xx} = Médias originais em porcentagem de indugdoc de calos
embriogénicos
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TABELA 20: Teste de Tukey para meédias de fregléncias de indugdo de calos
embriogé@nicos das linhagens utilizadas no Experimento 2.2. Delineamento
experimental: Inteiramente casualizado.

Linhagem Médias Médias Niveis
Ajustadas (¥) Originais(¥X)

S% 1%
13175 7.,6467 57,9726 a
13271 7.5854 57,0381 a
13377 7.3850 54,6393 ab AB
13374 7,0253 @ - 48,8546 abc AB
212/2 5.6716 31,6666 abcd ABC
211/8 5,6321 31,2201 abcde ABC
qu2i/s4 5,2122 26,6666 abcde ABC
21373 4,5987 20,6481 abcde ABC
QL3 /3 4,5905 20,5726 abcde ABC
412172 4,8277 20,0000 abcde ABC
411371 4,4391 19,2056 bede ABC
qu22/4 4,0777 16,1275 cde ABC
441373 3,99U2 15,4533 de BC
446271 23,0554 8,8353 de C
412372 2.8347 7,5000 de C
qus1/2 2,3833 55,1803 de
211/9 2,1905 4,2981 e

Observagles:

. Médias abrangidas pela mesma letra ndo diferem. acs respectivos niveis
de probabilidade, pelo teste ds Tukey

(¥) = Médias de dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0,9)

(¥x3 = Maédias originais em porcentagem de indugdo de calos embriog&nicos
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TABELA 21: Teste de Tukey para médias de freglé@ncias de indugdo de calos

embriogénicos das linhagens utilizadas no Experimento 2.3. Delineamento:
Inteiramente casualizado.

Linhagem Maédias Médias Niveis
Ajustadas (¥} Originais(%¥)

5% 1%
13151/1 8.8036 77,0032 a A
1315371 7.,5683 56,7787 ab AB
13233171 7 4454 54,9342 ab AB
133112/3 7.0211 48,7949 abc ABC
1333371 7.,0034 48,5486 abed ABC
13131171 6,7520 45,0895 bed ABC
1333271 56,6289 43,4300 bcd ABCD
qu1iys2 6,5530 41,5470 bed ABCD
133112/2 6,0623 36,2515 bede ABCDE
13351/2 6,0447 36,0380 bede BCDE
13351272 5.7558 32,6256 cde BCDE
13131271 - 5,3245 27,8449 cde CDE
13313173 5,3085 27,6748 de CDE
4112372 4,4703 19,4844 ef DEF
qaq114/1 3.6589 12,8806 efg EFG
41242/1 3,1658 9.5217 fgh EFG
2124171 2.8774 7.7767 fgh FG
4124272 2,7713 7,1797 foh FG
4112171 2,3302 4,9294 gh FG
44133/2 1.3293 1,2660 h G
21113/1 0,7071 0,0000 h G
2131172 00,7071 0,0000 h G

Observagtes:

. ‘Médias abrangidas pela mesma letra n3o diferem. aos raespectivos niveis
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

(¥) = Médias de dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0,5)

(XX} . = Médias originais em porcentagem de inducgdo de calos
embriogénicos
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80% -+

s0% 1 B

40% " 1
s34 7-//@4::7/A

20% ..I ‘ j // ' // D / B
10% -1 // d ’ i //C
0% — - yd . /// : //B

FAM.1-3 FAM.2-1 FAM.4~1 FAM.4-4

Legenda:
fam. 300-1-2  fam. 301-2-1 fam. 303-4~1 fam. 303-4-L
Linha A: 1-3-1/5/86 2-1-1/8/86 U-1-2/3/84 U=-4-3/4/86
Linha B: 1-3-2/1/86 2-1-1/9/86 4-4-5/1/86
Linha C: i-3- “/7/~~ Z-i-2/2/80
Limha D: 1-3-3/4/84 2-1-3/3/86

Figura 1S5: Frealéncia de induc3o de calos embricgénicos nas linhagens
endogémicas testadas no Experimento 2.1. (1987:.
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ro%4
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%+
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201" ¢
10% 4 , i i E
0% —L L
FAM.-3  FAM2-1  FAM4-1  FAM.4-4

Legenda:

fam. 300-1-3 fam. 301-2-1 fam. 303-4-1 fam. 303-4-4
Linha A: 1-3-1/5/86 2-1-1/8/86 4-1-1-3/1/87 4-44-1-3/3/27
Linha B: 1-3-2/1/86 2-1-1/9/86 4-1-2-1/2/87 Yli=2-1/4/87
Linha C: 1-3-3/4/86 2-1-2/2/86 4-1-2-3/2/87 U4—lf=2-2/4 /87
Linha D: 1-3-3/7/8¢ 2-1-3/3/8¢& U-U-4-3/3/€7
Linha E£: 4-l-5-1/2/87
Linha F: U—l4-6-2/1/87

Figura 16: Fregléncia de inducd3o de calos embriogénicos nas linhagens
endogémicas testadas no Experimento Z.2. (1988,



FAM.1-3 FAM.2-1 FAM.4-1 PAM.4-4

Legenda:

fam. 300-1-3 fam. 301-2-1 fam. 303-4-1 fam. 303-4-4
Linha
A: 131311/1 & 1331112/3 2111371 4112171 44114/
B: 13131271 e 133131/3 2124171 4112372 q4114/s2
C: 13151/1 e 13332/1 2131172 qiu2/1 quizz /2
0: 13183/1 e 13333/1 41242/2
£: 132331/1 e 13351/2
- 13311272 & 13351202

Figura 17: FregUéncia de inducdo de calos embriogénicos nas linhagens
endogamicas testadas no Experimento 2.J. (1990).
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4.2.2. Produg@p de progénies da geragfo RI

Os Experimentos 2.1. e 2.2. foram utilizados
também para se testar a totipoténcia de alguns gendtipos
pertencentes a familia com comportamento superior (300-1-3},
avaliando-se a capacidade de regenerarem plantas férteis. As
plantas da gerac8oc RO aclimatadas e cultivadas em canteiro
experimental foram em numero de 43, sendo 25 derivadas de calos
da linhagem 131/5, 10 da linhagem 132/1 e 08 da linhagem 133/4.
A maioria das plantas foli regenerada no més de Margo/1987,
sendo completada a fase de aclimatagdo em meados de Maio/1987.
Embora a época do ano tenha sido desfavoravel, o seu
desenvolvimentao foi normal, e a ocorréncia de disturbios
causados pelo estresse fisioldgico decorrente do cultivo in
vitro (por exemplo: perfilhamento, baixa estatura e produgdo de
egpigas rudimentares na inflorescéncia masculina) ndo impediram
a autofecundagdo de suas sspigas. Foram produzidas sementes Rl
de 26 plantas regeneradas, sendo possivel a autofecundagdo de
até duas espigas em algumas delas. como apresentado na Tabels
22. N3o foram detectadas anormalidades nestas plantas RO, assim
como em suas sementes. As espigas produzidas podem ser
consideradas grandes (comprimento entre 20 & 25 cm) e o total
de sementes R] produzidas situou-se sntre 90 & J40 sementes na

maioria das espigas autofecundadas.
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TABELA 22: Plantas regeneradas do cultivo de calos das linhagens com knobs
cromossdmicos  determinados (Experimentos 2.1, e 2.2.) gue produziram
sementes Rl por autofecundacgo.

Material Rl Planta Nomero de espigas Numero de
(nimero - do calo) original autofecundadas sementes R1
R1-131/5
Haly #1 01 25
4Aazh) #1 01 30
(4A22) #1 C1 1
(7A1) #1 01 10
(742) #1 01 S0
(15A1) #1 01 30
(1741) #1 02 140
(1782) #1 01 100
(1941 #1 01 Q0
(24A1) #1 02 320
(1A2) #2 01 150
(18A1) #3 01 70
R1-132/1
(261 #2 01 100
(262) #2 02 180
(3a1) #2 Ol 10
(10R/1) #2 02 260
(18A2) #2 01 Q0
4an #4 01 20
(154a2) #4 Ol 120
R1-133/4
(2) #2 01 70
(5A2) #2 01 140
(18A3) #2 02 190
(16A2) #4 01 150
(@) #5 02 260
(11) ; #5 2 SUO
123 #5 02 S0
Observagio:

. Numeros iguais dentro de cada material referem—se a plantas
regeneradas a partir de um mesmo calo.
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4.3. Avaliagap da instabilidade mitdtica

4.3.1. Experimento preliminar de investigagdo de
aberragdes cromoss®micas em culturae de calos de milho

Para a analise do comportamento mitdtico de
células de calos de milho cultivados in vitro e de tecidos de
progénies de - plantas regeneradas, foram desenvolvidas
metodologias de preparacg@ies citoldgicas especificas para cada
tipo de material. A avaliagdo da ocorréncia de anormalidades
mitdticas em calas foi feits apdé experimentos preliminares com
materiais de diversas procedéncias, listadas na Tabela 23. 0s
referidos materiais consistiam de calos induzidos a partir de
embrifes imaturos F2 derivados do cruzamento de linhagens com
comportamento superior ao cultivo in vitro (linhagens 131/5 e
13271} . Estas culturas foram iniciadas no laboratéric de
Citologia do Depto. de Genética - ESALR/USP em Novembro/l98%,
pela técnico Carlos A. Verissimo, e os fragmentos de calos
foram coletados a partir do 32 més apés a inducgdo de
calogénese. Foram feitas preparacgdes citoldgicas de 01 & 05
calops de cada material, utilizando-se o método de coloracio
pelo Feulgen. Alguns dos materiais foram coletados pela T.E.S.
Salete A. Gaziole. Os materiais mais intensivamente analisados
foram utilizados para a padronizacg3o da técnica de coloracéo
pela metodologia de bandamento-C.

. Para os materials corados pelc método de
Feulgen, foi realizado um levantamento do tipo e fregiéncia de
anormalidades mitdticas observaveis em an&fases e teldfases,
tais como: ocorréncia de pontes cromossfmicas, presanca de
fragmentos de cromossomos e verificagi8o da ocorréncia de cutros
eventos anormais na separacgdo das cromdatides. Além dista, foi
realizado um levantamento preliminar sobre a estabilidade da

ploidia das células dos calos, analisando-se o numerc de



118

cromossomos em metdfases e pré—metidfases dos materiais.

A adaptacio da metodologia de bandamento-C parsa
este tipo de material teve por obietivo a comprovagdo do
relacionamento das regifes dos knobs heterocromdticos com a
pcorréncia de pontes cromossfimicas durante anafases mitéticas,
em oélulas cultivadas in vitro. como preconizado por McCOY &
PHILLIPS (1982); PHILLIPS (1986), LEE & PHILLIPS (1988) e
SOMERS et alii (1988).

Foi verificada a fregluéncia de mitosess para
avaliag830 da viabilidade desta andlise. De uma maneira geral,
o método mostrou um bom rendimento de anafases. Foi analisada
a fregliéncia de ocorréncia total dos referidos tipos de

anormalidades cromossOmicas em células de calos:

. figuras anafasicas em gue as cromdtides
pareciam atrasadas em sua separaglo, aderidas por regifes gue,
em principio, poderiam corresponder a regides de knobs, como’

ilustrado pelas Figuras 18 e 19,

pontes aparentemente derivadas de cromatides
dicéntricas, resultantes da fus3oc das extremidades guebradas,

aptds a duplicacd3o cromossGmica (velja as Figuras 21, 24 e 26),

pontes em gue parte das cromatides pareciam

estar descondensadas, devido & tens3o existente no lacal, & gue

pareciam representar uma Tase adiantada das pontes tipicas

(veja Figura 20). Em alguns casos foi observado gue esta

descondensagd3o ocorria em varios locais ac longo da pante
cromossfmica,

. anadfases com presenca dg duas pontes (como

apresentado nas Figuras 22 e 27), ou até trés pontes (com

ocorréncia de ambos: pontes tipicas e atrasoc na separagdo de

cromatides, como apresentade na Figura 213.
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TABELA 23: Relagdg dos materiais utilizados na andlise preliminar para
verificagdo da instabilidade mitotica em células de calos de milho
cultivados in vitro(¥)

Designagdo dos Composigdo dos Calos
materiais gendtipos - anal isados
Planta 01 (131571 x 13213/1)1 AeB
Planta 02 (131571 x 13213/1)1 A (xx
Planta O3 (131571 x 13213/1)1 H, J e 57
Planta 04 (131876 x 131&5/4)2 14 (xx)
Planta 05 (131876 x 1315/4)2 B, Det
Planta 09 (131571 x 13213/1)3 D, P. QeR
Planta 10 (131571 x 13213/3)3 D (xx)
Planta 13 (13342/7) B (xx)
Observacles:

(¥} = Culturas iniciadas a partir de Novembro/198%. no Laboratdério de

Citologia do Depto. de Genética-E8ALR/USE, pelo técnico
Carlos A. Verissimo :

(*¥) = Calos coletados pela T.E.S. Salete A. Gaziole, segundo
metodologia estabelecida no referido laboratério (AGUIAR-PERECIN
et alii, 1991).
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Embora os materiais analisados tivessem sido
coletados em diferentes subculturas, como apresentado nas
Tabhelas 24 e 25, foi constatada a ocorréncia de diversas
anormalidades semelhantes nas anidfases de diferentes calos.
Para maior facilidade de explanagio, o0s materiais serdo
designados pelos numeros das plantas doadoras de explantes,
como apresentado na Tabela 23. A& fregléncia de formagdc de
pontes simples variou de 0.47% no calec 14 da Planta 04 até
5.52% no calo B da Planta 0l1. Foi observada também a ocorréncia
de duas pontes por andafases (denominado "pontes duplas'') nos
seguintes materiais: calos A, B, H e 57 do material (131&5/1 x
132137131, calos D e E da Planta 05 e calos D, P e Q0 da Planta
09, em fregliéncias variando de 0,52% a 4,72%.

A fregliente ocorréncia de anaftases onde
determinados cromossomos possuiam cromatides—irm8s aderidas
pelas extremidades, que em principio poderia corresponder a
regifies de knobs, como mencionado anteriormente, conduziu a uma
classificacg8o inicial separada em relagdo & ocorréncia de
pontes tipicas. Este evento foi denominado de "atrasoc na
separacio de cromdtides irmd3s', e foi observado em guase todos
os calos analisados, numa freglé&ncia variando de 0,32% a 7,40%,

como apresentado na Tabela 24.

Com relagdo ao estudo de teldfases., foram

analisados os seguintes tipos de anormalidades:

. ocorréncia de pontes cromossfmicas,
evidéncias de guebras de cromatides. e

. presenga de fTragmentos de cromossomos.

Como & mostrado na Tahela 285, a taxa de
ocorréncia de pontes variou de 0,42% no calo D da Planta 05 a
2.80% das telofases analisadas no calo H da Planta 03. Ja a

ocorréncia de estruturas semelhantes a fragmentos de
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cromossomos (1lustrado pela Figura 23), foi observada numa taxa
de 0.,42% das teldfases no calo D da Planta 09 e 0.44% no calo
P do mesmo material.

0 egstuda do grau de ploidia das células
permitiu a constatagdo de wuma estahilidade no  namero de
cromossomos em todos os materiais aqui analisados. Como podemos
observar nos resultados apresentados na Tabela 26, a ocorréncia
de células polipldides (4, figura predominante nas
anormal idades observadas, ocorreu em baixa fregiéncia. Convém
lembrar gue mixoploidia aparece normalmente em meristemas
radiculares da milho.

Em outras figurés observadas nas preparagﬁés
citoldgicas acima descritas, embora tenham ocorrido com uma
reduzida fregiéncia entre as células dos calos analisados. a
severidade da anormalidade parece ser muito acentuada. Foram
observadas células hapldides com pontes anafdsicas (calo R da
Planta 09), evidéncias de perdas de cromossomos em teldfases
(calo D da Planta 05) e presenga de fragmentos cromossSmicos em

andfases e teldafases (nas Plantas 01, 03, 04, 05 e 09).
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Figura 22

Figura 23
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Figura

Figura

Figura

Figuras

18:

19:

20:

Y.

Ziw

)

Anaftase inicial de regido pro-embricgénica de cala, corada
pelo método do Feulgen e mostrando o eventc considerado
preliminar, de atrasc na separacgdo de cromatides—irmds.
Material original: Planta 095, caloc £ (para detalhes. veja
Tabelas 23 e 24).

Andafase tipica de regido pré-embricgénica de calo, corada pelo
m&todo do Feulgen. mostrando atraso na separagdo de cromdtides
irmas. Notar gue as cromdtides envolvidas no evento apresentam
uma protuberancia em suas extremidades. Material original:
Planta 03, walo H (veja Tabelas 23 & 24).

Andtase tipica de regifc pri-embriogénica de calo. corads pelo
método do Feulgen, mostrando atrasc na separacda de cromatides
irmds e evidéncias de grande tensio exercids mas cromdtides
envolvidas. Notar a descondensac3o em regifies proximas ag
local de aderéncia. Material original: Planta 0S. calo E.

fAnafase inicial de regifc pro-embriogénica de calo. corada
pelo método do Feulgen & mostrande s occorrérncia de ponte
cromossfmica simples (possivelmente decorrente da fusds de
extremidades guebradas de cromdtides envolvidas em um ciclo
anterior de guebra-fusdo—ponte!. Material original: Planta 09.
caloc R (veja Tabelas 23 e 24).

T .

22 e 23: Planos focais des uma mesma fTigura mitdtica (anafase

final de regida pré-embriogénica de calo. corada pelo
método do Feulgen) . Material: Planta 0SS, calo B.

Figura 221 Ocorréncizs de duass pontes cromossémicas,
poszivelmente decorrentes de eventos preliminares de
ciclos de guebra—-fusd3o—ponte.

Figura 23: QOcorréncia de extremidades de cromdtides com
acentuada descondensacdc, = ocorréncia de dois
"fragmentos' possiveimente aderidos as extremidades
tensicnadas das cromatides.
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TABELA 24: Fregléncia de pontes e fragmentos cromossfmicos em anafases
mitdticas em pro-—embridides de milho

Materiais Anatases
Calo subcult.
Normais 1 2 (%) outras
ponte pontes (1%} (ii%)
Planta 01
a e 73 03 Ol G, D - - -
B 109 71 03 01 S,2) 01 (1.3 -
B 112 151 09 o2 6,7 01 (0.&) -
B 139 185 05 ) (3,5) 03 (1, 3
B 14e 35 02 - (5.4 - - -
Planta 02
a - 07 - - - - - -~
Planta 03
J ge 103 03 - (2.8) 01 (0,9) -
H 9e 25 - - - - - -
H 16¢ 20 - 01 ., 7) - - -
H 182 140 o4 0Ol (3,3 02 (1,4) 02
57 21 141 01 03 (2,6) 03 (2,0) Ol
Planta O4
4 - 203 01 - (0,4) 03 (1,4 ou
Planta 05
B 92 18 - - - - - -
E Qe 54 o)} 02 5.2) - - -~
D Qe 15 - - - - - -
D 11¢@ 305 ou 02 (1,9 01 (0,3 02
D 159 247 o4 o4 3,1 2 (0,8) -
Planta 0%
R 11¢ 11 104 - 4,0 02 4,23 01
G 13¢ 19 - 01 4,7 o1 4,7) -
D 158 235 o7 02 (3,.6) 03 (1.2 03
P 1682 180 05 01 3.1 03 (1,6) 03
Planta 10
D 5¢e 21 - 01 4,5 - - -
Planta 13
B 11¢@ uz 01 - (2,0) - - -
Observacdes:

(¥} = Atraso na separagdn de cromdtides irmis

(i%}) = Porcentagem de anafases com ocorréncia de pontes cromossémicas

(ii%) = Parcentagem de ocorréncia de atraso na separacdo de cromdiides

outros = Formagdo de pontes triplas, células hapldides com pontes
cromossBmicas, fragmentos cromoss@micos, polipldides.
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TABELA 25: Fregléncia de pontes e fragmentos cromossdOmicos em teldfases
mitdticas em pra—embridgides de milho

Materiais Teléfases
Calo subcult.
Normais 1 ponte 2 pontes (%) Fragmentos
Planta 0Ol
A @ 54 - - - -
B 109 85 -~ - - -
B 11¢ 74 - - - -
B 132 214 01 01 (0,9 -
B 142 53 01 - (1.8 -
Planta 02
A - 02 - - - -
Planta 03
J e - - - - -
H Q o7 - - - -
H 162 20 - - - -
H 18¢ 103 03 01 (3,7) -
57 2192 111 - - - -
Planta O4
14 - 125 - - - -
Planta 05
B Qe 32 - - - -
E e 19 - - - -
D Qe 03 - - - -
D 118 260 02 - (0,7 -
D 159 238 01 - (0. 4) -
Planta 09
R 11¢ 10 - ~ - -
8 13¢ 08 - - - -
D 15¢ 225 01 - (0,4 01
P 16¢ 236 01 - (0,4 01
Planta 10
D 52 10 - - - -
Planta 13
B 11¢e 18 - - - -
Observaches:

(%) = Porcentagem de teldftases com ccorréncia de pontes cromossémicas
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TABELA 26: Andlise da estabilidade na ploidia em metafases e préo-metéfases
de regifes embriogénicas de calos de milho

Materiais Metatases Pro-metifases
Calo subocult.
n  2n=20 Un (%) n  20=20 4n (%)
Planta 01
a g9 - 53 05 (8,6) - 80 o4 4,7
B 10¢ - 73 02 (2,6) - 65 02 (2,9
B 11¢e - 20 - - - 34 ~ -
B 13¢ 01 154 03 (2.57 - 254 03 (1,D)
B 14¢e - 55 01 (1,7) - 107 01 (0.9
Plamta 02
A - - 03 - - - 02 - -
Planta 03
J Q¢ - 89 3 (3,2} - 69 02 (2,8)
H 92 - 15 o1 (6,2) - 19 03 (13.6)
H 162 - 33 01 (2,9 - 59 01 (1,6}
H 182 02 123 01 (2,3 01 195 03 (2,0
57 21e - 21 01 (1,0 ~ 72 01 (1.3
Planta O4
14 - - 208 01 (0,4 - U7 02 0,8
Planta 05
B Qe - 36 02 (5,2) - 44 03 (6,3
E g - Us 01 (2, 1) - q4q - -
D 98 - 121 03 (2.4) - 229 0& (2,5}
D 11¢ - 179 03 (1.6 - 367 o7 (1.8}
D 15¢ - 188 o4 2, - 264 oS (1,8)
Planta 09
R 11 01 93 03 4, 1) - 3 - -
Q 13 - 10 - - - 14 - -
D 152 - 144 02 (1,3 - 256 o2 0,7)
P 1682 01 139 o4 (3,4) - 141 o4 2,7
Planta 10
D o2 - 22 - - - 29 - -
Planta 13
B 112 - 27 - - - 32 - -
ObservacSes:

(%)

Porcentagem de células com ndmerc de cromossomos diferente do

dipldide normal

numero haploide de cromossomos de milho (n

10}
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Figura 24

Figura 25
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Figura 24: Anafase tipica de regido pro-embriogénica de calo, mostrando
atrasoc na separagdo de cromdtides—-irm3s (ao centro) e formagdo
de duas pontes cromossdmicas. A seta indica a ocorréncia de
ponte simples, possivelmente originada a partir da fusio de
extremidades guebradas das cromatides. Material original:
Planta 09, cala D (veijs Tabelas 23 e 24).

Figura 2

o

Argfase Tinal de regidoc pro-embriogénica de calc, corada
atraveés de bandamento-C e mastrando a presenga de uma banda
com dimensdo bastante reduzida. ac nivel da ponte
cromoss@mica. Material original: Planta Ol. calo B (veia Tabela
23 e 24) .

i}

Figura 26: Anafase inicisl de regido pré-embriogénica de calo. corads
através de bandamento-C & com presenca de hbanda
{(correspondente aos knobs cromossdmicos heterocromdticos) ac
nivel ds ponte cromossmica. Material original: Planta 0%,
calo Pl (veija Tabelas 23 e 24}.

Figura 27: Anafase inicial de regido préo-embriogdnica de calo, cor

i
atraves de bandamernto-0. Observa—se 3 ocorréncia de dua
pontes & a presenga de una banda em cada ponte cromosstmica.
Material ariginal: Planta 09. calo D (veiz Tabslas 23 e 24).

ads
a
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Para a confirmag83o do envolvimento dos knobs
heterocromaticos com a ocorréncia das pontes anaftasicas, foi
verificada a presenga de bandas-U (correspondentes aos knobs)
nos bragos cromossfmicos em configurag8es de pontes. 0Os calos
utilizados nas preparacgdes citolédgicas com a metodologia de
bandamento-C foram os mais intensivamente estudados nas
analises anteriores: Plantas 01, 03, 05 e 09. S8%o0 apresentados
na Tabela 27 alguns tipos de anormalidades ocbservadas. Foram
observadas diversas andfases com uma visivel participagdo dos
knobs nos locais de ocorr@ncia de pontes (Figuras 26 e 27),
além de algumas outras onde se notava a presenga de bandas-C de
tamanho reduzido (Figura 25) ou mesmo inexistentes, sugerindo
gue estes locails Jja haviam sofrido eventos anteriores de
formagdo de pontes cromossOmicas. Estas obssrvagdes sugerem a
ocorréncia de ciclo de guebra-fus3o-ponte, de modo gue as
sucessivas guebras ocorridas provocaram a perda gradual das
referidas regides.

Um outro dado importante refere-se ao fato de
gue em um dos materiais preé-tratados com inibidor de fuso
mitédtico, foram observadas metédfases ande o cromossomo 7
apresentava as duas bandas caracteristicas para o material em
quest3o, mas o brago curto revelava um posicionamento
completamente anormal para a sua banda. Ao invés de uma posigdo
telomérica, tal banda foi encontrada ocupando uma posigéd
intersticial. Esta  figura evidencia gue os rearranjos - em
células de milho cultivadas in vitro podem ccorrer em diversos

graus g envolver grandes extensdes dos cromossomos.



131

TABELA 27: Analise de figuras mitdticas de pré-embridides de milho através
da metodologia de bandamento-C - Relagdo de eventos observados no
experimento preliminar do segundo semestre de 1990, em amostras de calos do
experimento preliminar.

Materiais Caracteristicas observadas
Calo data de coleta

Planta 01
B 08/08/90 . atraso na separacdo de cromdatides irm3s
. andfase com pontes mostrando bandas
. andfase com duas pontes sem bandas
20/08/90 . metafase com cromossomo 7 anormal
. teléfase com ponte sem bandas
. teldfase com duas pontes sem bandas
. anafase com ponte mostrando bandas
. andfase com ponte sem bandas
. anafase com ponte e Tragmentos com bandas
02/09/90 . andfase com ponte mostrando pegquena banda
. andfase com ponte sem bandas
. anadfase com ponte e fragmentos com bandas
Planta 03
H 19/09/90 . andfase com ponte sem bandas
Planta 05
D 02/09/90 . andfase com ponte mostrando peguena banda
Planta 09
D 20/08/90 . anafase com ponte com bandas e fragmento
. anafase com ponte dupla mostrando bandas
. anafase com ponte e fragmentas sem bandas
. anafase com atraso na separacgdo de crométides
mostrando bandas nas extremidades
. andfase com duas pontes sem bandas
F 29/08/90 . anaftase com ponite mostranda bandas

. andfase com ponte sem bandas
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4.3.2. Andlise de anadfases mitsdticas em calos de

linhagens com diferentes composigBes de knobs cromossémicos

Este estudo foi realizado com fragmentos de
calos induzidos a partir do cultivo in vitro de explantes das
linhagens avaliadas no Experimenta 2.3. Com' base nos
experimentos preliminares citados anteriormente, foi
determinado que cada linhagem seria representada por cinco
calos diferentes e seriam analisadas ao redor de 50 anafases
por calo coletado. Para uma andlise mais acurada, entretanto,

as anafases observadas foram classificadas em trés grupos:

a) an&fases iniciails, guando as cromatides—-irmis
estdo em inicio de separacgdo e comegam a migrar para os polos

opostos da célula, (como apresentado nas Figuras 18 e 21).,

b) andfases tipicas, quando as cromatides—-irmis
est8c em adiantado estado de convergéncia para os pélos,

formando a figura caracteristica da fase, (Figura 19) e

c) an&dfases Tinais, guanda as cromatides i3
gest3o localizadas em pdlos opostos da célula e comecam a se

descondensar (ilustrado pelas Figuras 22 e 23).

E interessante notar gue as caracteristicas de
cada fase podem prejudicar a identificac8c de anormalidades
cromossOmicas, com uma conseglente subestimativa da fregléncia
de aberracgBes, principalmente no estaégio final, porgue as
cromatides envolvidas na formagdoc de pontes jia podem ter se
guebrado.

Em adig8o, foram avaliadas as fregléncias de
aberractes cromossOmicas observaveis na teldédfase, guando entio

as cromatides ja est8c em adiantado grau de descondensacio.
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Foram computados os seguintes eventos, para cada

um dos estdgios das anadfases estudadas:

. anafases iniciais e tipicas: ocorréncia de
eventos considerados preliminares, onde as cromdtides irmis
permanecem aderidas por regifes aparentemente correspondentes
aos knobs, mesmo guando a2 anafase apresenta a maioria das
demais cromdtides ja& separadas e encaminhando-se para os pélos

1

(evento denominado preliminarmente de "atraso na separacgioc de
cromatides—irm8s'): ocorréncia de pontes tipicas (simples ou
duplas): ocorréncia de descondensagdo de regides das cromatides
envolvidas nos eventos descritos acima (partindo-se de
evidéncias da literatura de gque pontes levam a gquebras
cromossbmicas) ocorréncia de fragmentos (possivelmente

produzidos por eventos de quebras em ciclos anteriores).

. anafages finais: ooorréncia de pontes tipicas;
fragmentos-crcmossﬁmicos e/ou descondensagdo de regifes das
cromdtides envolvidas em pontes ou em "atraso na separagdo de
cromatides—irmd3s"” (devido & tensdo decorrente da migragdo das

mesmas aos pdlos).

Eventos considerados de dificil interpretacio,
principalmente relacionados com eventos de atraso na separacgio
de cromatides-irm3s em andfases iniciais ou com cromdtides
suportando grande tensdo, em andfases finais, foram checados em
microscépio ético de contraste de fase.

O0s resultados obtidos mostraram a ocorréncia de
anormalidades em todaos os materiais anal isados, como
apresentado nas Tabelas 28 2 29. 0Us dados coletados permitiram
a classificagdo dos diversos tipos de anormalidades observadas,
& a elaboragd3c de fichas de avaliagd3o (ja& descritas).

Para a andlise de varié@ncia, fToram selecionados

guatro grupos de resultados distintos, a saber:
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a)l Porcentagem de ocorréncia de pontes
cromossfmicas am anafases iniciais e tipicas. Faram
consideradas pontes todas as figuras onde um ou mails pares de
craomatides irm3s permaneceram unidos pelas extremidades
{inclusive eventos de atraso na separagdoc de cromatides),

h) Porcentagem de ocorréncia de pontes
cromoss®micas (segundo os critérios anteriores) em anafases
consideradas na sua totalidade, incluindo iniciais, tipicas e
finais,

c) Porcentagem de ocorréncia de anormalidades
totais em andftases iniciais e tipicas. Foram consideradas neste
{tem todas as figuras que representaram  caracteristicas
anormals em relacgdo as anafases mitsticas de milho, tais como:
gcorréncia de pontes, presenga de fragmentos cromossfmicos e
descondensagdo em regifes das cromadtides tensionadas pslas
pontes ou por atraso na separacgdc de cromatides-irmds, entre
outras,

d) Porcentagem de ocorréncia de anormalidades
totais em anafases consideradas em sua totalidade, incluindo-se

iniciais, tipicas e finais.

A andlise estatistica dos dados obtidos revelou
gue  as linhagens apresentam diferengas entre si com relagdo a
todos os grupos de dados mencionados. 0Os valfBres de F
calculados em todas as andlises de variancia para a avaliacgédo
dos efeitos de linhagens (no modelo inteiramente casualizado)
e de linhagens dentro de sub-familias dentro de familias
(segundo o modelao hierarquico) foram significativos ao nivel de
1% de probabilidade, como apresentado nas Tabelas 30, 31, 32 e
33. Devido ao fato dos resultados das andlises de ambos os
tipos de dados (transformados e n3o-transformados) terem sido
muito semelhantes. s8o apresentados apesnas os testes de Tukey

realizados com as meédias de dados transformados (Tabelas 34,
35. 36 e 37).
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TABELA 2B8: Avaliagln da fregléncia de anormalidades mitéticas em an&fases
iniciais + tipicas de células de calos induzidos a partir de explantes de
linhagens de milho com diferentes conteddos de knobs cromoss@micos.

Anatases Iniciais + Tipicas

Linhagem calo
Normais Pontes Total anormais
(%) (%)

1333371 1 23 01 4,00 02 8,00
I 18 o1 5.26 01 5,26

111 32 02 5.88 02 5,88

v 15 01 6,25 01 £,25

V 33 01 2,86 0z 5,71

Total 121 06 4,65 08 6,20

13351/2 I 16 01 5,88 01 S,88
11 23 01 4,17 01 4,17

111 16 S 0,00 01 5.88

v 27 01 3.57 01 3,57

v 39 01 2,50 o1 2,50

Total 121 o4 3,17 05} 3,97

13131171 I 15 01 6,26 01 6,25
II 27 02 6,45 o4 12,90

I11 18 01 5,26 01 5,26

Y, 65 02 2,9uU 03 4,41

V 3% 1 2,950 01 2.50

Total 164 07 4,02 10 5.7

131312/1 I 21 01 4,35 02 8,70
11 18 02 10,00 02 10,00

111 09 01 10,00 01 10,00

v 20 02 8,33 ou 16,67

Vv 17 o2 10,53 02 10,53

Total 85 08 8,33 11 11,456

1315171 I 20 — 0,00 - 0,00
I1 28 01 3.U5 01 3.45

111 58 05 7.94 0% 794

v S 03 6,25 03 5,25

V 19 01 5,00 01 5.00

Total 170 10 5,56 10 506
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TABELA 28 (Continuacg8o): Avaliagdo da fregléncia de anormalidades em
andfases iniciais + tipicas de calos induzidos a partir de explantes de
linhagens de milho com diferentes conteddos de knobs cromossémicos.

Anafases Iniciais + Tipicas

Linhagem calo
Normais Pontes Total anormais
(%) (%)

1315371 I 20 01 4,76 01 4,76
11 31 01 2,94 03 8,82

111 4o 03 6,82 o4 9,09

RY, 16 01 5,88 01 5,88

V 32 02 .88 o2 5,88

Total 139 08 5.33 11 7433

13233171 1 24 02 741 Q3 11,11
11 41 03 6,67 o4 8,89

111 17 03 13,64 05 22,73

v 18 01 5,00 02 10,00

Y, 19 02 9,09 03 13,64

Total 119 11 8,09 17 12,50

13311272 I 11 03 6,25 ou 8.33
11 31 02 6,06 o2 6,06

I11 20 01 4,76 01 4,76

v 32 0z 5.88 02 5,88

V 73 o4 5,00 o7 8.75

Total 200 12 5,56 14 7.41

13313173 1 22 - 0,00 01 4,35
I 41 - 0,00 01 2,38

111 3% 03 7,89 03 7,89

v 20 —_— 0,00 01 4,76

Y 15 01 6,25 01 6,25

Total 133 o4 2,86 o7 5,00

133512/2 I 38 Ol 2,50 2 5,00
11 35 — 0,00 01 2,78

I11 63 01 1,49 2 2.99

IV 19 — 0,00 01 5,00

v 32 02 5.88 2 5,88

Total 189 o4 2,03 (6’5 4,00
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TABELA 28 (Continuagap): Avaliac8o da fregiéncia de anormalidades em
anafases iniciais + tipicas de calos induzidos a partir de explantes de
linhagens de milho com diferentes conteddos de knobs cromossémicos.

Anatases Iniciais + Tipicas

Linhagem calo
Normais Pontes Total anormais
(%) (%)
2124171 I 35 01 2.78 01 2,78
11 45 o2 4,26 02 4,26
111 s 01 2.08 2 4,17
v 37 — 0,00 01 2,63
v 54 o4 6,90 oL 6,90
Total 217 08 3,02 10 4,41
4112372 I 28 01 3,33 2 6,67
11 39 . 02 4,88 02 4.88
111 34 02 S,41 03 8,11
v 27 01 3,45 02 6,90
v S0 2 3,77 03 5,66
Total 178 08 4,21 12 6,32
qi2u42/2 I 33 03 8,33 03 8,33
II 17 - 0,00 01 5.56
II1 28 03 2,38 o4 12,80
v 20 02 2,09 02 7,09
vV 30 0z 6,25 02 6,25
Total 128 10 7,14 12 8,57
44114/2 1 84 01 1,18 01 1.18
11 25 — .00 01 3,85
111 57 01 1.72 01 1,72
v 41 01 2.38 01 2,38
Y 36 o1 2,70 01 2,70
Total 243 o4 1,61 05 2,02
4g133/2 I 27 01 - 3.57 1 3.57
11 24 o2 7,69 02 769
111 &6 03 4,35 03 4,35
IRY, 4z 02 4,55 2 4,55
V &2 02 3.13 2 3.13
Total 221 10 4,33 10 4,3
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TABELA 29: Avaliagdo da fregléncia de anormalidades mitdticas em anafases
iniciais + tipicas + finais de calos induzidos a partir de explantes de
linhagens de milho com diferentes conteddos de knobs cromossdmicos.

Anafases Iniciais + Tipicas + Finais

Linhagem cala
Normais Pontes Total anormais
(%) (%)

1333371 I 4ye 01 1,96 02 3,92
11 4o 01 2,00 01 2,00

IT1 66 2 2,90 3 4,35

v 33 01 2,94 01 2,94

Y &2 01 1,56 02 3,13

Total 259 06 2,24 0% 3,36

1335172 I 55 01 1,79 01 1,79
11 4ye 02 3,92 02 3,92

111 41 — 0,00 02 4,65

v sS4 02 3,57 02 3457

Y, 74 03 3,85 ou 5,13

Total 273 08 2,82 11 3,87

13131171 I 53 2 3,57 03 5,36
I1 57 03 4,84 05 8,06

I11 45 01 2,04 03 6,12

v 121 03 2,40 o4 3,20

V 70 01 1,39 02 2,78

Total 347 10 2.75 17 L,&7

131312/1 I 4s 2 3,92 ) 2,80
11 46 03 6,00 o4 8,00

ITI 36 01 2,63 02 5,26

v 48 o4 6,90 10 17,24

v 55 03 5.17 03 5,17

Total 231 13 5,10 24 9,41

1315171 ‘ I 3 - .00 — 0,00
II 60 0Ol 1,64 01 1.64

IT1 125 05 3.85 05 3,85

v 3 03 3,45 ou 4,60

Vv 40 01 2,38 02 4,76

Total 341 10 2,83 12 3.4C




139

TABELA 29 (Continuagag): Avaliagdo da fregléncia de anormalidades em
anafases iniciais + tipicas + finais de calos induzidos de explantes de
linhagens de milho com diferentes conteddos de knobs cromossdmicos.

Anafases Iniciais + Tipicas + Finais

Linhagem calo
Normais Pontes Total anormais
(%) (%)

1315371 I 33 01 2,86 02 5,71
11 65 01 1,45 o4 5,80

111 87 03 3,23 06 6,45

JRY; 4s 02 4,00 02 4,00

V 76 02 2,56 02 2,56

Total 309 0% 2,77 16 4,92

132331/1 I 53 03 5,26 o4 7,02
11 89 03 3,19 053] 5,32

111 s o4 769 07 13,46

v 38 o1 2,44 03 732

V 5 o3 5,17 o4 6,90

Total 279 14 4,64 23 7,62

133112/2 I 66 03 4,29 ou 5,71
11 62 02 3,13 02 3.13

111 29 02 6,25 03 9,38

v 58 02 3,33 02 3,33

V 137 05 3,42 09 6,16

Total 352 14 3.76 20 5.38

13313173 I o4 — 0,00 o1 1,54
II Q7 e 0,00 01 1,02

111 71 o4 5,26 S 6,58

v 4e —_ 0,00 01 2.0C

Y, 43 01 2,27 o1 2.27

Total 324 05 1,30 0Q - 2,70

133512/2 I 50 01 1,92 2 3,85
' I1 71 — 0.00 01 1,39

111 119 01 0,83 02 1,65

Y, 3 - 0,00 01 3,03

Y 69 02 2,82 2 2.82

Total 341 o4 1,15 05 2,29
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TABELA 29 (Continuacdon): Avaliag8o da fregiéncia de  anormalidades em
anafases iniciais + tipicas + finais de calos induzidos de explantes de
linhagens de milho com diferentes conteddos de krnobs cromosstmicos.

Anadtases [niciais + Tipicas + Finais

Linhagem calo
Naormais Pontes Total anormais
(%) (%)
21241/1 I 63 o1 1.56 01 1.56
II 77 03 3,79 03 3,790
111 85 01 i,15 02 2+30
v &b — 0,00 01 1,49
V. 2 oL 4,17 o4 4,17
Total 383 oI 2,28 11 2,79
4112372 I 41 01 2,33 2 4,65
11 &6 0z 2,94 02 2,94
IT1 58 02 3,28 03 4,92
IRY; 39 01 2,44 02 4,88
V 80 o4 4,71 S S,
Total 284 10 3,36 14 4,70
iu2/2 1 55 3 5,17 03 5.17
11 3 - 0,00 01 2,50
111 59 o4 6,25 0S 7.81
IV 34 03 8.11 03 8.11
v &0 2 3.23 02 3,23
Total 247 12 4,60 14 5,36
ug114/2 I 118 01 .86 01 0,84
I1 39 — 0,00 1 2,50
111 81 01 1.22 01 1,22
v 59 01 1,67 01 1,67
V 54 01 1,79 02 3,57
Total 348 o4 1,13 Q& 1,69
qi133/2 I 41 02 4,65 7 4,65
I1 33 03 8,11 o4 10,81
111 Q2 o4 4,17 o4 4,17
v 68 02 2.86 2 2,84
Vv 108 02 1,80 2 2,70

Total 342 13 3,64 15 4,20
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TABELA 30: Andlise de varidncia do experimento de avaliagag da ocorréncia

de pontes cromossfmicas em anafases mitdticas iniciais + tipicas de calos
das linhagens endogamicas com diferentes conteldos de knobs cromossémicos.
Delineamentos experimentais: hierdrquico e inteiramente casualizado

Dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0,95)

Fonte de variacgdo G.l. 5.8, 3.M. F
Familias 3 0,034 00,0118
Sub~Fam./Familias 4 0,0537 0,0134

Linmh. /Sub-Fam./Fam. 7 0,0681 0,0097 3,6410 xx
Linhagens 14 00,1572 00,0112 14,1997 *x
Residuo 60 0, 1604 0,0027

Total 74 0,3176

Media = 00,2453 C.V. = 0,2108

(Média = ©.52% de pontes cromossBmicas em ansdfases mitédticas
iniciais + tipicas)

C.V. = Coeficiente de Variacgio

*¥¥ = Valéres de F signicativos ao nivel de 1% de probabilidade
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TABELA 31: Andlise de varidncia do experimento de avaliag8o da ocorréncia
de anormalidades cromoss@micas totais em andfases mitdticas iniciais +
tipicas de calos das linhagens endogé&micas com diferentes conteddos de knobs
cromossdmicas.  Delineamentos experimentais: hierdarguico e inteiramente
casual izado

Dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0,5)

Fonte de variacdo G.L. 5.G. Q.M. F
Familias 3 0.05674 0,0225
Sub~Fam./Familias 4 0,0671 0,0168
Linh./Sub-Fam./Fam. 7 0,054 0,0085 44690 *x
Linhagens 14 0,1938 0,0138 7.2984 *x
Res{duo 60 00,1138 ,0019

Total 74 00,3076

Madia = 0,2772 c.V. = 00,1571

(Média = 7,18% de ocorréncia de anormalidades cromossfmicas em anaftases
mitaticas iniciais + tipicas)

C.V. = Coeficiente de Variagdo

¥¥ = VYalfires de F signicativos ao nivel de 1% de probabilidade
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TABELA 32: Andlise de varidncia do experimento de avaliacss da ocorréncia

de pontes cromossfmicas em andfases mitéticas iniciais, tipicas e finais de
calos das  linhagens com diferentes conteldos de knobs cromossGmicos.
Belineamentos experimentais: hierarouico e inteiramente casualizado.

Dados transformados por raiz quadrada de (P% + 0,5)

Fonte de variacgdo G.L. 5.4Q. Q.M. F
Familias 3 00,0114 00,0038
Sub-Fam./Fam{lias 4 0,0244 0,0061
Linh./Sub~Fam./Fam. 7 0,0534 0,0076 3,7530 %X
Linhagens 14 0,0892 0,0064 3,1357 xx
Residuo 60 0,1220 0,0020

Total 74 0.2112

Media = 0,1885 C.V. = 0,2392

(Media = 3.0532% de ocorréncia de pontes cromosstmicas em andfases

mitéticas iniciais + tipicas + finais)

C.V. = Coeficiente de Variagéo

= Valores de F significativos as nivel de 1% de prosabilidade
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TABELA 33: Andalise de varidncia do experimento de avaliagds da ocorréncia
de anormalidades cromossfmicas totais em andfases mitdticas iniciais,
tipicas e finais de calos das linhagens com diferentes conteddos de knobs
cromossdmicos. Delineamentos experimentais: hierarquico e inteiramente
casualizado.

Dados transformados por raiz guadrada de (P% + 0.5)

Fonte de variagdo G.L. 5.4a. Q.M. F
Familias 3 0,0215 C,0072
Sub-Fam./Familias 4 0,0427 00,0107
Linh./Sub~Fam. /Fam. 7 0,0624 0,008% 4,0170 XX
Linhagens 14 ' 0,1266 0.0090 4,0715 xx
Residuo 6 0,1333 0,0022

Total 74 0,2599

Medis = 0,2243 C.W. = 0.2101

Media = 4.53% de ccorréncis de anormalidades cromossdmicas em andfases
mitéticas iniciais + tipicas + finaig)

-
<
i

Cosficiente de Variacio

¥ =

i
<

zldres de F significativos ao nivel de 1% de probabilidade
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TABELA 34: Teste de Tukey para maédias de fregUéncias de pontes cromossdmicas
em anatases inicials + tipicas de calos induzidos de explantes das linhagens
gndogamicas com diferentes conteddos de knobs cromosstmicos

Linhagem Pogsig8o das bandas-0 Médias Niveis
Ajustadas ——
K2L K3L - KéL K78 K7L K8L K9S (X} S% 1%
qua114/2 B I S e = T = = S 3 1. 4524 a A
13351272 0o oo +v ++ 4+ oD 1.5906 ab A
13313173 oo+t +HF 4+ 4+ oo 1,8330 ab AB
1335172 oo oo ++ ++ 1+ 4+ 00 1.9157 abc ABC
2i241/1 oo+t A Dot 2,0050 abcd ABC
13131141 oo oot A 2,1260 abcd  ABC
4112372 R = = R o S S S s 2,1702 abcd ABC
4u133/2 S S - = B S 2,1977 abod  ABC
1333371 OO ++ 4+t b 4+ O 2,2697  abcd  ABC
1318371 o e A S s 2,4145 abcd  ABC
13151/1 el eI S I 2,8617 abcd © ABC
133112/2 = R B o S S R s R = ) 2.,4617 abcd  ABC
41242/2 ++ oo+t 0O 2,7640 bed  ABC
132331/1 oo oo +v A H 2,9309 cd BC
13131271 e = T o S S SRS 2.9715 d C
Observaces:

. Médias abrangidas pela mesma letra ndo diferem, aos respectivos
niveis de probabilidade, pelo teste de Tukey.

(¥} = Medias de dados transtormados por raiz guadirada de (P% +0.5)
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TABELA 35: Teste de Tukey para médias de fregléncias de anormalidades
cromossOmicas totais em anafases iniciais + tipicas de calos induzidos de
explantes das linhagens endogamicas com diferentes conteddos de knobs

Linhagem Posigdo das bandas-C Meédias Niveis
Ajustadas —————
K2L K3L Ké&L K78 K7L K8L KIS (x) S% 1%
44114/2 S S T T = S S R 1,5874 a A
1335172 (== e R T = S s 2.1142 ab AB
13351272 0o oo ++ 0o 2,1213 ab AB
4413372 S = = TR = S S S 2,1977 ab AB
21241/1 ac v+t oo o+ 2,2158 ab AB
33131/3 0o+t 4+ 0o 2,3452 ab AB
13151/1 0O 00 4+ A 4 2,4617 ab ABC
13131171 ' e I R T L 2,5000 abc  ABCD
1333371 I S A S A o S S ' 2,5884 abc  ABCD
41123/2 e S ' R e 2,6115 bc  ABCD
1318371 oo oo A4t A A A 4+ 2,7982 bed ABCD
13311272 oo oo t+ ++ 4+ a0 2.8125 bed  ABCO
41u2/2 ++ Qo 0O bt R 3.0116 bed  BCD
13131271 oo 00+ A+ F o At A+ J.4583 cd €D
13233171 e e R e B e e 3, 6054 d D

OUbservagdes:

. Medias sbrangidas pela mesma letra nSo diferem. aos respectivos
niveis de probabilidade, pelo teste de Tukey.

(¥} = Medias de dados transformados por railz guadrada de (P% +0,35)
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TABELA 361 Teste de Tukey para médias de fregiéncias de pontes cromossdmicas
em anafases iniciais + tipicas + finais de calos de explantes das linhagens
endogamicas com diferentes conteldos de knobs cromossimicos

Linhagem Posigdn das bandas-C Médias Niveis
Ajustadas ——————
K2L K2L K&l K78 K7L K8L K98 (%3 o% 1%
qg114/2 R T S S R S S R = 1,2767 a a
13351272 Do oo+t bt 4+ oo 1,2845 a A
133131/3 oo B S o A s R o S 1.4142 a al
1333371 T T T o SR ot SR o5 S 1.6553 alb A
2124171 oI I R = R o e = 16673 ab &l
131311/1 ImIwe B ' B o S o S O 1,8028 ab &
13153/1 I s S R S I S I s 1,8083 ah A
1335172 fon o v S o S o S o S & S ) 1.8221 ab A
13151/1 00 oo+t At o 1,8248 ab A
4112372 ++ 4+ Qoo+ 1.9647 ab A
QUi133/2 T = S S S o o S = SRS S o 2. 0347 ak A
133112/2 fe'w R e SR S 5 S T = A == 20640 ab a
4i242/2 ++ oo vt DO ht 2,2583 ab a
13233171 B o w R S S S O 2.28671 ab A
13131271 o0 0o 4t b A 2. 3664 b a
ObservacSes:

. Médias asbrangidas pela mesma letra nSo diferem. aos respectivos
niveis de probabilidade, pelo teste de Tukey.

. (%) = Médias de dado

as ~

transtormados por raiz guadirada de (Ph +0.0!

(i3]
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TABELA 37: Teste de Tukey para médias de fregléncias de anormalidades

cromossOmicas totais em anafases iniciais + tipicas + finais de calos das

linhagens endog8micas com diferentes conteddos de knobs cromoss@micos

Linhagem Posigdo das bandas-C Madias Niveis
Ajustadas -———————
K2L K3L KL K75 K7L K8L K98 (%) % 1%

4a114s72 o s A 5 1.4798 a A
13381272 oo 0o+t 4+ oo 1.6703 a AB
13313173 oo+t ++ o+ OO 1.7888 a aB
2124171 oo+ o+ 0o HF FE A+ 1.8138 a AB
1333371 oo+ 4+ o+ 4+ 00 1 9647 ab ABC
13151/1 oo oo HF ot 1,9748 ab ABC
13351/2 0o oot o+t o+ oo 2,0904% abc  ABC
Y133/2 S S S v B i 2,1679 abc  ABC
13131171 = R e = 2,2737 abc  ABC
H112372 ++ 4+ o+ Oo b b 2.,2803 abc  ABC
1318371 I='a B = w RS S R A 2.3281 abs - ABC
41242/2 ++ oo F+ 0o b 2.,4207 abc  ABC
13311272 wa il w R S A R = = 24248 abc ABC
132331/1 e = R e S 2.84946 be BC
13131271 B ' w B A S 3.1480 o C
Observacies:

. Médias abrangidas pela mesma letra ndo diterem. aos respectivaos

rnivels de probabilidade. pelo teste de Tukey.

. (¥) = Médias de dados transformados por raiz guadrada de (P%

+0,5)

*
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4.3.3. An&lise de metifaseese mitdticas em calos de

linhagens com diferentes composigles de knobs cromossfmicos

Os materiais cultivados in vitro no Experimento
2.3, {(realizado em 1990) e analisados sob o ponto de vista de
avaliagd8o da instabilidade cromossimica em andfases mitdticas,
também foram wutilizados para a investigagdo de aberragdess
estruturais em metafases mitdticas. Para esta andlise, foram
selecionados alguns materiais que produziram calos do Tipo 11,
a saber: 131311/1, 132331/1 e 44114/2, além de um calo muito
favoravel, selecionado a partir do cultivo de explantes F2
derivados do cruzamento de duas linhagens com comprovadas
respostas tavoraveis ao cultivo in vitro, denominado "calo 577,
induzido de explante da Planta 03. mencionada na Tabela 23.
Empregou-se a metodologia de colorag3oc de bandamento-C em
preparagdes citolégicas feitas com embriSes som&ticos em
estdgio globular das regifies pré-embriogénicas coletadas. fFoi
realizado um levantamento das aberracgtes estruturais
observaveis com a metodologia em guestdo, em um numerao variavel
de metaftases de cada material.

Os resultados obtidaos. mostraram gue, nos
diversos calos amostrados. existem alguns eventos comuns, em
variados graus de expressdo. Por exemplo: metafases observadas
em preparagles de calos das linhagens 131311/1 e 132331/1
apresentaram um predominic de aberracies envaolvendo o
cromossomd /. semelhantes agquelas j& descritas no experimento
preliminar (item 4.3.1.), onde a banda do brago curtc deste
Cromossamo aparece em uma posiglo intersticial. aoc invés da
localizagdc telomérica normal . Dutra figura COmum em
preparagdes com calos destes gendtipos, apressntava o brago
lorngo deste cromossomo possuindo uma banda com tamanho muito
pranunciado, sugerindo a ocorréncia de amplificagioc do DNA

heterocromatico (veja a Figura 28).
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UOs calos da linhagem 44114/2 apresentaram as
seguintes anormalidades: metadftases apresentando os cromossomos
b aderidos ao nivel dos satélites & metidfases onde dois pares
de cromossomos estdo com aderéncia ao nivel das bandas. Outras
aberragdes bastante pronunciadas foram detectadas: metafases
mostrando heterogeneidade para os cromossomos 7, apresentando
um deles com auséricia de banda no brago curtoc e o outro com a
referida banda em posicdo intersticial: metadfases apresentando
a banda no brago longo do cromossomo 7 2 aparentemente
amplificada:; metafases onde o brago curto do cromossomo. 7
possuia um peguena fragmento cromoss8mico aderido, sugerindo a
ocorréncia de guebras.

Uma figura nQue realgou claramente o grau ds
instabilidade mitética que pode ocorrer em células cultivadas
in vitro foi observada nas preparaces com o calo 57. Algumas
metdfases deste gendtipo apresentaram um dos cromossomos 7 com
0 brago curto de dimens3o muito avantajada, maior inclusive gue
o brago longo. Além disto, tal braco apresentava duas bandas e
com evidéncias de ocorréncia de guebhras de cromatides  em
mitoses anteriores. 0 homdlogo ao referido cromossomo era
aparentemente normal. como pode ser observado na Figura 29. Foi
elaborada  ums hipadtese de um possivel mecanismo  para. a

ocorréncia daguela aberracdo,. a ser descrita adiante.
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Figura
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Metafase mitdtica da regifc pré-embriogénica de calo. corads
atraveés de bandamento-C e mostrandoc anormalidade para um dos
cromossomos 7. A seta indica & bands-C correspandem** ao knob
heterocromdtico da posicio K7L apsrentemerts amplificada
Notar gus o hondlogo spresenta—s com ClMEﬁSéu apar;mtememte

. Materizal original: linhagem 132331/1 (Experimento 2.3.)
g 9

gn

i
i
i

Metatase mitdtica de regific préo-embriogérics de calo. corads
atraveés de bandamento~@ e mostrando aberracdo para um dos
CromOSSoOmas 7 . A seta indics gue o bracgo curto do referido
CromosSsomo apa ce com tamanhc desproporcionsl e apresents

duas handas— D ~omdlogo estd ROB1C1OM800 80 1800 € possul
mortologia apardntemente normal. Material aoriginal: Planta GO
calo 57 (veia Tahela 277 .
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4.4, Experimento 3: Outroe gendtipos

Para o Experimento 3, observou-se gue 0s
gendtipos testados apresentaram resultados bastante variaveis,
como apresentado na Tabela 38.

Observou-se gque os explantes  oriundos . de
plantas 83 derivadas da racga Zapalote Chico apresentaram
morfologia muito caracteristica durante o cultivo in vitro. Os
embrifies imaturos removidos destes materiais possuiam escutelo
bem desenvolvido e formaram calos rapidamente (apds somente uma
semana de cultivo). exigindo gue os subcultivos fossem mais
freqlentes. Us calos induzidos eram de coloracio branca, mais
ou - menos translucidos, com ‘intenso  crescimentoc e ndo-
embriogénicos. Eles foram mantidos em cultivo por varios meses,
mas nunca originaram regifes friaveis ou gualguer formagdo
embriogénica ou organcgénica.

As linhagens endogdmicas selecionadas para alta
capacidade de combinagdo para produgdo de grdos apresentaram um
comportamento  bastante heterogéneo. 0 grupo de linhagens
"flint" apresentou a formagdc de calos ndo-embriogénicos com
elevada taxa de crescimento. aspecto mucilaginoso e coloragio
branca (linbhagens 1276 e 1383). Qutras linhagens pertencentes
a  este grupo apresentaram calos mais ou mencs fridveis,
organogénicos, com peguena taxa de crescimento mas com
capacidade de regeneracg8o de plantas (linhagens 10585 e 10641},
A linhagem 1284 foi a Unica gue apresentou a3 formagdo de calos
do Tipo Il, friaveis e embriogénicos, com grande taxa de
crescimento. Foi possivel a regenseracdo de plantas completas a
partir de alguns calos derivados de explantes dessa linhagem.
embora estas plantas regeneradas ndo tenham scbhrevivido ao
periodo de aclimatac8o as condig8es de cultivo em canteiros.

As linhagens  pertencentes ao grupo do tipo

"dentado” apresentaram resultados semelhantes entre si, mas
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inferiores aos apresentados pelo grupo anterior. As linhagens
1622 e 1715 deste sub-grupo apresentaram a formagi3c de calos
compactos, com taxa de crescimento intermedidrioc. coloracgdo
amarela diferenciada e formag8o de embrides somdticos
globulares na superficie dos mesmos, que dificilmente se
desenvolveram em embrifes aptos a germinar e produzir plantas
completas. 0Os calos induzidos de explantes destas linhagens
foram freglentemente organogénicos, com grande farmagdo de
raizes. Por sua vez, explantes da linhagem 1609 induziram calos
tipicamente ndo-emhricgénicos. com grande taxa de crescimento,
aspecto mucilaginoso e coloracd3o branca.

E importante ressaltar gue, embora tenha sido
analisada uma peguena amostra de linhagens pertencentes a sstes
dois grupos de materialis, 08 resultados mostraram gue €
promissora a tentativa de se encontrar gendtipos com desempenho
favordvel ao cultivo in vitro (capacidade de indugdoc de calos
fridveis, altamente embriogénicos) em gendtipos adaptados ac

clima tropical.
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Tabela 38: Fregléncia de indug8o de calos embriogénicos no cultivo in vitro

de llnhagens endogdmicas com alta capacidade de combinagdo para a produgdo
de grdos e progénies da geragdo 893 derivadas da racga Zapalote ChluD (em
porcentagem de calos induzidos).

Material Planta 01 P1.02 P1.03 pPl.OU Media

Linhagens com alta capacidade de combinac3o

Sub—grupo Flint

1276 2,09 43,48 8.00 4,54 16,28
1284 2,00 51.85 32,14 q4.,484 45,11
1085 27.00 20,00 33,33 26,78
1064 27,00 20,00 13,00 20.00
1276-1 13.00 13,00 20,00 18,33
1284-1 40,00 27,00 22,00 29,67
1383 26,00 12,00 20,00 12,33

Sub—grupa Dentado

1622 38,46 14.28 0,00 22,22 18,74
1715 36,00 38.U6 7.70 0.00 20,54
1622-1 13,00 16,00 20,00 16,33
1715 13,00 9,00 13.00 11.67
1609 0.00 13,00 13,00 8,67

Linhagem 83 de Zapalote~-Chico

275-12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Observagles:
. Cada plantz fol representada por 16 a 30 explantes

. Cultivos realizados em meio de Murashige-8koog, com sacarose
a 3.0% & hidrolisado de cassina (20,0 mg/l).
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4.5. Estabelecimento de suspenstiag celulares

4.5.1. Testes com meios de cultura

0 experimento preliminar com calos do Tipo 1 de
embriSes F2 do cruzamento de linhagens superiores ('calo S7")
considerou qgquatro composicgles diferentes de meios de cultura
liguidos. A viabilidade das culturas foi avaliada através dos
seguintes parametros: vitalidade dos wmicrocalos, formacdoe
continua de agregados de dimensfes cada vez menores & tempo
decorrido até a obtengdc de suspensdo finamente dispersa.

0. procedimento de subcultivos freglienties no
periodo imediatamente anterior a inoculagdoc em meio de cultura
liguido., com o cuidado de se transferir os calos para meilos
stlidos com idéntica composigdc dos respectivos meios liguidos
a serem utilizados para a indugd3c de suspensdes., produziram
resultados visivelmente positivos. Desta maneira, além da
adaptacg8o gradativa ao ambiente de cultivo, os calos tiveram
estimulo para o crescimento das regifes meristemdticas e/ou
altamente embriogénicas, selecionadas para a inoculacdo.

Uma analise comparativa dos mesios utilizados
mostrou gue as composigles com solugdoc salins N& apresentaram
comportamento superior ac das composigles com sals MS nas duas
caracteristicas principais do cultivo em suspens3a: crescimentc
dos agregados celulares e dispersdo dos microcalos produzidos.
Alem disto. o tempo decorrido ate o estabelecimento de
suspensdses finamente dispersas fol consideravelmente menor para
as caomposicgBes N& (aos cinco meses de cultivo os frascos com
meico N6  apresentaram suspenslies finamente dispersas. com
elevada taxa de crescimento. enguanto no mesmo periocdo oOs
frascos com meio MS possuiam calos de grandes dimensfes e menor
crescimento). A viabilidade das culturas pareceu ser

influenciada pela presencga de aminoacidos. Os meios contendo L-



156

prolina e lL-asparagina apresentaram respostas mais favoraveils
a indugfo e manutengdo das suspensdes. Estas respostas podem
decorrer do eteito benéfico gue a adigdo dos respectivos
aminoacidos exerce scbre a indugdo de calos friaveis, altamente
embriogénicos, em gendtipos testados com o meioc de cultura
contendo solugdo salina de NG, comentadao na revisdo
bibliografica. Portanto, os resultados iniciais foram de gue o
meio de cultura com solugdo salina Né, acrescidos dos demais
compostos orgdnicos,. vitaminas e auxina utilizados no meio de
inducdo de calogénese, e 08 aminoacidos L-pralina (12 mM) e L-
asparagina (& mM), era o mais adeguado para o estabeslecimento

de culturas em suspens3oc.

4.5.2. Teste de gendtipos com diferentes tipos de calos

A avaliag3c dos diferentes tipos de calos
induzidos de explantes de algumas linhagens com diferentes
conteddos de knobs heterocromaticos mostrou um comportamento
varidvel entre os gendtipos analisados. Calos nd3o-embriogénicos
(com morfologia mucilaginosa) produziram suspensges celulares
em um pericdo de tempo relativamente curto. Cerca de um més
apts a incculagd3oc em meio liguido os calos derivados de
explantes das linhagens 21241/1 e 41242/2 haviam se desagregado
completamente e formado uma suspensdc celular finamente
dispersa. Estas culturas aparentemente conservaram as
caracteristicas originais dos calos., com relacdc a colaoragdo.
estrutura das celulas e taxa de crescimento. Calos fridveils.
altamente embriogénicos (Tipo I, faormaram suspensdes
finamente dispersas apds um periodo de tempo comparativamente
maior (para ilustracgdo. veija a  Figura  30). Materiais
provenientes  das linhagens 131311/1 e 132331/1 produziram

suspensies apds guatro meses de cultivo em meio liguido.
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0 comportamentoc das suspensBieg induzidas por
calos da linhagem 44114/2 foi superior aoc das duas anteriores.
Além de serem estabelecidas em menor tempo gue ©0s demais
gendtipos gue induziram calos do Tipo Il testados (cerca de
dois meses), as suspensdes produziram agregados celulares
finamente dispersos e bastante adequados para experimentos de
isolamento de protoplastos, como mencionado por diversas
relatos na literatura. Suspensdes celulares deste material
foram mantidas por mais de seis meses, com uma acentuada taxa

G E 3 3 a vezes no periodo de 7 ias) e
de crescimento (cerca de a3 e {od de 7 d

11

com manutencdo das gualidades favordveis observadas em calo

{

cultivados em meio sdélido.

1

Figura 30: Suspenstes celulares obtidas a partir de calos do Tipo I
(friaveis. altamente embriogénicos) da linhagem 131311/1, com 30, 90 e
150 dias apds a inoculacdo em meio de cultura liguido.

(didmetro das placas de Fetri = 5,0 cm)
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§. DISCUSSAD

5.1. Cultivo in vitro de calos de milho

5.1.1. Implantacg8o da metodologia de cultivo in vitro

UOs resultados obtidos a partir dos experimentos
preliminares com as variedades Piranifo de Inverno e Jac-Duro
permitiram a padronizacd8o da metodologia de cultiva in vitrode
calos de milho no labaratario. Além deste abietivo inicial, foi
possivel o estabelecimento de procedimentos mais adeguados &
cada etapa do cultivo, gue representaram subsidios para a
elaborag8o de outros trabalhos nesta linha de pesguisa.

Os estudos realizados foram baseadas em relatos
da literatura. Desde o trabalho pioneiro de GREEN & PHILLIPS
(1975), gue mostrou a totipoténcia de calos induzidos do
gscutelo de embrifes imaturos em um estagio de desenvolvimento
gspecifico, diversos pesquisadores vém procurando determinar os
mecanismos mals seguros para se alcangar o cbjetive basico do
cultivo inm vitro de células vegetais, gue & o estabelecimento
de sistemas simplificados de estudoc dos fenSmenos complexos gue
geoarrem nas plantas inteiras.

Os experimentos com as variedades Piranmdoc de
Inverno e  Jac-Durg moastraram gue  o© comportamentoc destes
materiais foi  favoravel ao cultive in vitro. segundo a
metodologia acima menciaonada. Foram padronizadas no laboratdric
todas as etapas relativas aos cuidados dispensados as plantas

doadoras de explantes, aos procedimentos de assepsia para o
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infcio do cultivo in vitro e, principalmente, com relac3oc &
manipulagdoc dos explantes e dos calos induzidos a partir
destes. 0Oz materiais apresentaram um comportamento semelhante
ao de gendtipos descritos por outros autares. onde reconheceu-
se que a respostas ao cultivo & muita influenciada pelo estégico
de desenvolvimenta dos embrides imaturos inoculados. Os
melhores resultados foram obtidos gquando os @ explantes
apresentavam entre 1,0 mm e 2,0 mm de comprimento,
correspondente ao periodo de 12 a 18 dias apds a polinizagio
das espigas.

Os tipos  de calos induzidos tamheéem foram
semelhantes ao relatado na literatura, sendo possivel a
classificacdc em: calos embriogénicos dos Tipos I & 11 2 calos
ndo-embricgénicos. A variedade Pirando de Inverno apresentou um
predominiao de formagdc de calos de  morfologia compacta,
semelhante ao calo do Tipo 1 descrito na literatura. embora
tenha sido freguente a observag3o de regifes  friaveis,
altamente embricgénicas, na superficie dos calos induzidos. A
variedade Jac-Durc apresentou a formag8c de calos mais
fridveis, com maior taxa de crescimento. s grande fregléncia de
formacgio de setores com caracteristicas de calos do Tipo I1.
descritos na literatura. Com base ns morfologia dos cslos
induzidos,. foi verificada a afirmagioc de diversos autares.
segundo a gual os calos mais  compactos apresentam taxa de

crescimento  inferior e formagd3o de massas celulares opacs

1]

muito rigidas (consistindo de escutelas de embrifes somaticos
gue se originam de maneira justaposta e gue acabam por tomar
toda a estrutura do calo). OUs calos com estas caracteristicas
acabam por cessar o crescimento de regifies indiferenciadas e.
assim, tornam-se invidveis para culturas de longa duragio
(GREEN et &lii. 1983). 0 resultado positivo obtido com o
cultiva dags referidas variedades foi & possibilidade des s=
selecionarem linhagens celulares friadveis, altamente

embrigg@&nicas, com maior taxa de cresgimento e com manutengdo



160

da capacidade de regeneragdo por longos periodos de tempo
(calos do Tipo 11}, Embaora as taxas de formagdo de calos Tipo
IT tenham sido semelhantes entre as variedades. & importante
notar que Jac-Duro produziu-o de maneira direta, enguanto
Piran8o de Inverno apresentou, na maioria das vézes, 0 seu
crescimento a partir de calos originalmente do Tipo I.

Com relagdo a0s testes com diferentes
modificag8es nas composigles de meio de cultura, foram obtidos
resul tados hastante caoerentes com o3 apresentados na
literatura. A presenca de sacarose em altas concentragdes (6%
a 10%) no meio de induclo de calogénese propiciou a formacgdo
malis rapidae de calos Tfridveis., mas fToi limitante para o
estabelecimento de culturas regenerédveis por longos periodos de
tempo. Neste meio de cultura. os embrifies somdticos ndo se
desenvolveram bem e guase sempre oxidavam apds poucos dias de
formados. A redugdoc gradual na concentragdo para 2% a 3% de
sacarose causou uma resgposta positiva, com maior taxa de
crescimentoc das regifes pro—-embriogénicas na‘superficie dos
calos e maior eficiéncia de regeneracgdo de plantulas.

A adig8oc de hidrolisado de caseina produzid um
efeito bastante benéfico ao cultivo dos calos induzidos a
partir de explantes da variedade Jac Duro. Alguns autores tém
comentado gue os diferentes amincacidos podem causar efeitos
variaveis nas respostas das culturas (GREEN, 1978), podendo ser
estimulatdrios na formagi3c de calos embricgénicos., tais como a
L-prolina e L-asparagina (ARMSBTRONG & GREEN, 198%5) ., ou mesmo
inibidores, como & glutamina (TOMES., 1985s3). Devidao ac fato de
gue O papel metabslico destes amincacidos ainda precisa ser
melhor estudado. oz autaores recomendam que além da utilizacgdo
de - substéncias complexas (como o propric hidrolisado de
caseinal . deve-sea dar continuidade a experimentacd3c com’

21

i

)

aminoacidos especifticos O outros metabdlitos ce

res

it

estimuiatdorios.

As plantas regeneradas a partir das duas
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variedades foram também utilizadas para o sstabelecimento de
procedimentos  padr8es de aclimatagio e cultivo em vasos e
canteliros experimentais. Os resultados mastraram claraments gue
o sucesso nesta fase depende muito das influéncias ambientais
a que as plantulas estd3o sujeitas, durante o cultivo in vitro
g apds. o seu transplante para solo. Us cuidados durante o
cultive in vitro dizem respeito, principalmente. a manipulagéo
das regifes embricgénicas. Deve-se observar continuamente o
desenvalvimento dos embrifes, de modo a se determinar qual a
arientagdc destes em relacg8oc ac meio de cultura = gual
composigdo de meio de cultura deve ser utilizads.

Com relacdo ao transplante para solo, as
melhores respostas foram obtidas guando as pléntulas eram
transfteridas para substrato com elevada fertilidade e
paraosidade, mantidas em ambiente com alta umidade relativa do
ar, com temperatura controlada e saob Totoperiodo de 1678 horas
com intensgidade luminosa. de J3.200 lux. Procurou-se reduzir o
periodo de tempo gasto (em todas as etapas necessarias para a
completa aclimatac83o ao ambiente de cultivo natural}) ao minimo
possivel, com o obijetivo de se reduzir a ocorréncia de
distlrbios fisiocldgicos causados, possivelmente, pelo estresse
a qgue as plantas regeneradas ficam sujsitas neste periodo. As
plantas regeneradas cultivadas em canteiro foram autofecundadas
e produziram sementes com diversas alteracSes fernotipicas em
relagdo aoc material original. Entre as alterac8es mais
pronunciadas, destacam-se algumas citadas por outros autores
(veja revisdo em PHILLIPS et alii, 1988). Observou-se. uma
predaominidncia de alteracles em caracteres morfolagicos das
plantas e sementes., tais como: tamanho da inflorescéncisa
masculina. altura das plantas e de espigas, sementes volumosas
2 defectivas (cam desenvolvimento anormal do endospermal,
sementes com tamanhos variaveis, entre outras. Além disto,
observou-se - a ocarréncia de variagies para @ caracteres

gualitativos, tais como: coloracgdo de sementes & plantas ands
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(com porte reduzida). Com vistas a futuros trabalhos de andlise
das possiveis causas de tais modificag8es., foram produzidas
prog@nies por guatroc ciclos consecutivos de autofecundagdo das
plantags regeneradas. E interessante notar gue a maioria dos
variantes ftenotipicos tranmsmitiu os caracteres modificados a
descendéncia, gue  por sua vez maostrou  uma | pronunciada
manifestagdo das variagSes chservadas em RO ou Rl, a cada ciclo
de autofecundagdoc. Algumas progénies de plantas regeneradas a
partir de um mesmo calo foram selecionadas para analise de sua
estabilidade cromossdmica,. com o objetivo de se determinar as
possiveis causas citolédgicas de tais variacgles. Os resultados

serao discutidos mais adiante.

5.1.2. Linhagens endoga&micas com diferentes composigles

de knobs cromossfmicos hetsrocromédticos

Os resultados obtidos com os 3 experimantos para
a avaliacg8o das respostas ao cultivo in vitro das familias de
linhagens analisadas paodem ser comentados segundo diversas
abordagens.

Sobb o ponto de vista de identificagdo de
gendtipos com respostas favoraveis ao cultivo in vitro, & de se
ressaltar o comportamentao apresentado pelas linhagens
pertencentes a familia 300~1-3. Em todos o0s experimentos
realizados, as linhagens desta familia apresentaram respostas
positivas. multo superiores ao comportamento madio das demais
linhagens testadas, e comparavel a resultados obtidos com
gendtipos de respostas superiores, relatados na literatura. &
taxa média de produgdo de calos embriogénicos do Tipo I foi ao
redor de 50% para o total de linhagens desta familia, sendo que
s gendtipos com comportamento superior, pertencentes as sub-
familias 300-131 & 300-132. chegaram a atingir taxas superiocreas

a 70% dos explantes removidos de determinadas espigas (veja
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Tabelas 12, 13, 14 e 15). Esites gendtipos apresentaram,
partanto,. todas as vantajosas caracteristicas daguesle tipo de
calo & possibilitaram o estahelecimentc de cultivos de longs
duragdo. Alguns calos induzidos a partir das linhagens testadas
no  Experimento  2.3. (realizado em 1290} continuam sendo
subcultivados até o presente 2 com evidéncias de manutencdo da
sua capacidade embricggénica. Algumas das linhagens pertencentes
a- esta familia tiveram sua  totipoténcia comprovada nos
Experimentos 2.1. e 2.2. {(realizados respectivamente em 1987 e
1988) . Foram regeneradas plantas férteis a partir de calos com
S a7 meses apds a inducgdo de calogénese. e as linhagens
analisadas foram: 131/5, 13271 e 13374, O meéetados ds
regeneracdo e aclimatacic das bléntulas da geracdao RO faram
agueles padronizados durante os trabalhos com as variedades, ja
comentados. Foi observado gue as plantas se adaptaram muito bem
as  condicBies de cultivo em canteira experimental, pois
apresentaram caracteres como:  altura, vigor e produgac de
sementes semelhantes aos das plantas doadoras de explantes. N3o
foram detectadas variaglBes fenotipicas notdvels nas sementes
das plantas regeneradas, embora algumas das plantas RO tivessem
apresentado sintomas de algum estresse fisiocldgico, como:
producdo de flores femiminas em inflorescénciss masculinas e
uma ampliagdo no pericdo de tempo entre os florescimentos
masculino e o feminino. Apesar destas ocorréncias. fol possivel
a3 producdo de sementes para a grande maioris das plantas
regensradas (cerca de 50% delas produziram um namero igual: ou
superior a 70 gementes Rl — veda Tabela 22). A manutencioc
destas sementes em cémaracs—-sécas e em geladeiras propiciard a

sua posterior utilizag8o em outros tipos de estudos.

A identificagdn de outros gendtipos com
respostas favoraveis ao cultivo in vitro, além dagueles id
amplamente investigados e divulgadaos. tem sido reconhecida como
necessaria para o avango. desta linha de pesguisa (DUNCAN et

alii, 1985: VASIL & VASIL., 1986 e PHILLIPS et alii, 19883. A
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grande diversidade edafo-climatica nas diferentes regides
produtoras deste cereal justifica a importéncia da avaligdo dos
melhores gendtipos, adaptados & cada ambiente. Com relagdo s
g@sta abordagem, & interessante notar gue em seu trabalho de
identificagdo de gendtipos de milho com respostas favoravels ao
cultive inm vitro, adaptados as nossas condigles de cultivo,
PRIDLI (1987) e PRIOLI & SILVA (1989) mostraram gue algumas
linhagens com o germoplasma Cateto apresentaram as maiores
taxas de indugdc de calos embriocgénicos. £ ilmportante lembrar
gue a variedade Jac-Duro, a partir da gual foram obtidas as
linhagens com diferentes composicdes de knobs cromossémicos
heterocromaticos. apresenta em sua constituicdo de germoplasms
varios materiais de ragas Cateto.

Uma outra abordagem diz respeitoc & selegdo de
linhagens celulares para o desempenhc de um papel especifico
nas diversas metodologias de cultive in vitro. As linhagens
pertencentes as familias 301-2-1 e 303-4-1 apresentaram
reduzida taxa de formagdo de calos embriogénicos, mas . as
caracteristicas positivas dos seus calos poderiam ser dteis,
confaorme propostas de varios autores, para utilizagdo em outros
tipos de experimentos. 0Os calos induzidos por explantes de
progénies destas linhagens apresentaram marfologia
indiferenciada e regides meristematicas ,  dispersas.
abarentemente. por toda a superficie dos mesmos. (velds Figura
13)Y. Estas gualidades podem ser benéficas guando deseja-se a
proliferacéo celular, sem a necessaria oocorréncia de
totipoténcia. como seris o caso da sus utilizag3o como células

nutrizes em experimentos de cultivo de protoplastos (por sua

vez., ilsolados a partir de  outro gendtipo com comprovada
totipoténcia celular). Testes relatados no presente trabalho
mostraram que o referido tipo de calo (mucilaginosoc, ndo-

11}

embriogénico) forma suspenstes celulares em curto pericodo d
tempo e com elevada taxa de crescimento, em comparagdo aos

outros genatipos testados.
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A resposta da familia de linhagens 303-4-4 pars
produgdo de calos embriogénicos & ndo-embricgénicos fol
bastante variavel em cada experimento. Determinados gendtipos
produziram unicamente calos n3o-embrioggénicos,. snguanto outros
exibiram elevada taxa de inducg8o de calos fridveis, altamente
embriogénicos. Esta heterogeneidade da resposta ao cultivo in
vitro pode estar relacionado com a forma de obteng3oc das
progénies a cada ciclo de selegdo das linhagens desta familis.
Segundo resultados obtidos no laboratdrio de Citolegia do
Departamentao de 0Genética - ESALQR/USP, o levantamernto da
composigd3o de bandas-C (correspondentes aos knobs cromossfimicos
heterocromaticos) em sementes de espigas asutofecundadas das
linhagens analisadas neste trabalho mosirou gus em varias
progénies com elevado grau de endogamia (85 e §&) havia
segregacio para a presenca e auséncia de knobs (bandas-0) em
alguns locos. Este fato indica gque as linhagens utilizadas no
presente trabalho podem apresentar também, segregagdo para
outros caracteres condicionados por genes localizados nos
bragos cromoss@micos com os knobs segregantes. Realmente, as
plantas utilizadas como doadoras de explantes para algumas
linhagens cultivadas no Experimento 2.3. (realizado em 1290),
mostraram variagdes fenotipicas para caracieres CoOmGc:
esterilidade masculina. coloracioc de estilo-estigma. coloragia
de anteras., altura de plantas e altura de espigas. Conforme
apresentado na revisioc de literatura, & capacidade de formacic
de calos do Tipo [l €& um carater governado geneticamente. e
estd influenciado pela freoglénocia de alelos favoraveis
presentes na populacio anslisada. Deste moda, a variabhilidade
observada entire as linhagsens dests familia, & mesmo dentro de
uma mesma linhagem, poderia ser devido a possivel ocorréncia de
variabilidade gengtica entre os explantes utilizados.

Un pontc importante a ser discutido se refere 3
identificagioc de gendtipos (linhagens 4411471 e 44114/2) qgue

induziram um tipo de calo fridvel. altamente embriocoé&nico & cam
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pronunciada  taxa de crescimento nas condigdes de cultivo
empregadas (Tabelas 14 e 15 e Figura 14). Setores com estas
caracteristicas toram selecionados a partir de calos
originalmente nig-embringénicos. Eles passaram a sar cultivados
isoladamente e, apds aproximadaments 18 meses de cultivo in
vitro, apresentam tais caracteristicas de uma forma bastante
pronunciada, o gue os torna materiais interessantes para outras
anadlises. Mais adiante. outras caracteristicas desses mesmos
calos ser8c comentadas. no gue seg refere & ocorréncia de
instabilidade cromossémica no cultivo in vitro s na capacidade
de produgdo de suspensies celulares.

Com relagdo aGS.Experimentos 2.20 8 2.3, onde
foram uwtilizados dois meios  de  cultura com composicdes
distintas. notou-se que o comportamento das linhagens testadas
foi bastante semelhante em cada um destes (veja Tabelas 13, 14
e 18)., A andlise estatistica comprovou sstas observagBes. com
a apresentacd3o de valores de F para as interacgdes linhagens x
meios (segundo o modelo inteiramente casualizado) e linhagens
dentro de sub-~familias dentro de familias x meios (segundo o
modelo hierdrguico) ndo-significativos. 0 scompanhamento des
todas as fases das culturas atraveés de fichas de avaliagioc
permite também a coanclus3o de gue o comportamento dosz gendiipos
ndo variau em funcio dos diferentes meios de cultura utilizados
no pressnte trabalho. Entretanto. & importante ressal
adig8o de determinados composios orgénicos pode exsrcer grande
influéncia sobre o caomportamento de calos de milho cultivados
in vitro. as vezes sendo mais favordveis guando presentes em um
meioc de culturs & menos favoravel guando presentes no cutro. Um
exemplo & a adicgl8c de L-prolina em meio com solucdao salina N&
(ARMSTRONG & GREEN., 1282: 1985) . Como apresentado pelo presente
trabaiho. meios de cultura ME e N& contendo os amincdcidos L-
prolina. e L-asparagina foram utilizados em cultivos de
suspensdes celulares, com resultados positivos e semelhantes so

relatadn ma literatura, comentados adiante.
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5.1.3. Gendtipos incluidos no Experimento 3

Os resultados obtidos pelo cultiva in vitro de
explantes oriundos  das linhagens com alta capacidade de
combinaglo para a produg8o de gr8os foram satisfatérios. Embora
tenham sido testados poucos gendtipos (8 linhagens do sub-grupo
"Flint" & 3 linhagens do sub-grupoc '"Dentado’), e em apenas um
experimento, a caracterizacgio dos tipos de calos induzidos g 3
gbservagdo do potencial de cads um para o cultivo in vitro
tarnaram evidentes os seguintes pontos:

Os. gendtipos gue apresentaram respostas mais
favoraveis. com fTormacio de caloe friaveis e embriocgénicos,
foram as linhagens 1284 e 1284-1. com alta capacidade de
combinagdo para a produgdo de grdos do sub-grupo "Flint”. Os
resultados mostraram gue & promissora a selegdc de linhagens
gue possuenm ambas as caracteristicas favoraveis de: alto valor
agrondmico (produgdoc de gri3os) e desempenho superior no cultivo
in vitro {(indugd3c de calos friaveis. embriggénicos e alta
capacidade de regeneracgdo de plantas). Deve-se resgsaltar gue o
namero de gendtipos com estas caracteristicas descritos na
literatura ¢ muito pegueno. talvezr inferior a uma. dezena.
Somente este fato 313 Justifica & continuidade dos trabalhos de

2t

i

avaliagio de outros gendtipos adaptados ao clima tropilc
sua resposta ao cultivo in vitro. & importsncia de se possuilr
gendtipos gue combinem as nualidades citadas tem estimulado
pesgulsadores a desenvolverem programas de melhoramento com
dois enfogues basicos: a) transferéncia do cardter (capacidads
de produgdc de calos do Tipo 11} para gendtipos de grande
importincis comercial, e b) avaliacio de gendtiipos supseriores
do  ponto de vista agronfmico ("materiais elite’). para
identificacdo dos mais favoraveis ac cultivo in vitro (TOMES &
SMITH. 1985: VAasSIL & VASIL, 1986).

s - demais linhagens apresentaram. em . sus

maioria, a formagd3o de calos n8o-embriogénicos. com morfoloogia
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indiferenciada. E importante ressaltar o comportamento dos
calos induzidos de explantes das progénies 83 derivadas da raga
Zapalote Chico (calos com morfologia indiferenciads. e slevada
taxa de crescimental). recordando a suposigdo levantads. por
PHILLIPS (19864), segundo a qual gendtipos com elevado conteudo
de knobs cromoss@micos poderiam apresentar maior instabilidade
citogenética durante a fase de cultivo in vitro. Um ponto a ser
discutido seria o fato de gque culturas altamente instéveis do
ponto de vista genético e citogenético poderiam ser incapazes
de regenerar pmlantas., ou mesmo - de apresentar qualguer
reorganizagdo de tecidos e/ou morfogénese. Us calos observados
realmente possuiam wum crescimento rapido e uma morfologis
indiferenciads, e o fatoc de nd8oc terem sido utilizados para s
verificagio da ocorréncia de possiveis aberragdes cromossimicas
nos leva ‘a sugerir a elaboragl3co de futuros trabalhos para a

verificacgd8o da referida hipdtese.

$.2. Avaliacg8o da instabilidade mitética

5.2.1. Analise de anafases em célulaa dos calos

EFsta analise envolveu duas etapas distintas:

Em primeira lugar, foi realizado um levantamentio
da ocorréncia de pontes e cutras anormalidades cromossmicas em
anadfases mitédticas (iniciais. tipicas e finais) em regifes pra-
embriogénicas & meristematicas dos calos de algumas linhagens
selecionadas. com o objetivo de se avaliar o comportamento de
cada uma com relaglo a instabilidade cromossémica decorrente da
passagem pela fase de calo.

0 segundo estudo foi realizado com algumas
destas linhagens & teve por objetivo a determinagdo do possivel

envolvimento das regifies dos knobs cromossOmicos
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heterocromaticos com & formagag de pontes anafasicas em células

dos calos. Para tanto, foili wutilizada a metodologia do
bandamento-0 e alguns dos gendatipos nais intensamente

analisados no estudo anterior.

5.2.1.1., Avaliag8o de linhagens com diferentes
compoeig8es de knobs cromosefmicaos

A clagsificacgio dos diversos tipos de
anormalidades cromossfmicas cbservadas nas anatases
possibilitou a andlise dos seguintes pontos. relacionados com
a determinacio do grau de instabilidade mitética dos calos dos
gendtipos envolvidos neste estudo:

Como é observado nas Tabelas 34, 35, 36 e 37, as
figuras mais adequadas para a avaliag3oc das anormalidades
cromossmicas nos calos foram as anafases iniciais e tipicas.
Nestes estdagios., as anadafases permitem a identificagdoc de
aberracgfes de maneira mais precisa. em comparacd3c com anafases
finais, onde os cromossomos dispoem—se de forma mais aglomerada
e com maior grau de descondensagdo, prejudicando a perfeita
visualizagdo da morfologia dos mesmos.

De acorda. com o0s resultados das analises
citadas, pode-se observar gue algumas evidéncias tornam-se
bhastante consistentes. A linhagem 44114/2 foi a gue apresentou
menor  fregléncia de formagd3c de pontes cromossfmicas € menor
fregléncia das anormalidades observadas nas anafases mitdticas.,
gntre todos os materiais analisados.

£ importante recordar as observagdes levantadas

por PHILLIPS et alii (1988). de gue a induclo dos diferentes

tipos de calos pode ocorrer a partir das mesmas células
iniciais dos explantes. influenciadas pelas condicBes
ambhientais de cultivo in vitro. Esta suposigdc relaciona-se

diretamente com © comportamentoc apresentado pelos calo

3
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induzidos a partir de explantes da linhagem - 44114/2,
mencignando-se uma vez mais que eles foram selecionados a
partir de setores fridveis surgidos nz superficie de calos
originalmente nSo-embricgénicos, com morfologia mucilaginosa.

As  duas linhagens que apresentaram maior
fregliéncia de ocorréncia de ponites cromossOmicas & outras
anormalidades nas anafases iniciais e tipicas foram: 131312/1
g 132331/1, respectivamente. Estas linhagens foram algumas das
gue apresentaram melhor desempenho no cultivo in wvitro. com
alevada taxa de indugdo de calos friaveis, altamente
gmbriocgénicos, do Tipo 1. Conforme ja discutido na revisio de
literatura, diversos autores fQRMSTRONG & PHILLIPS, 1988 =
SOMERS et slii., 1988) comentaram a possibilidade de haver uma
relagdo. entre o tipo de calo induzido = a2 maior taxa ds
poorréncia de anormal idades mitdticas, principalmehte
relacionado & elevada taxa de crescimento dos calos do Tipo @1,
Entretanto, & de se notar gue explantes da linhagem 41242/2
formam um tipo de calo com caracteristicas bem distintas,
apresentando morfologia mucilaginosa e que € classificado como
nido-embriogénico. Tal linhagem apresentou fregléncias slevadas
de formagdo de pontes e outras anormalidades cromossdmicas nas
anadfases., cCOmMParavels as apressntadas pelas linhagens
anteriores. Em adigio a este fato, pode-se chservar gue o grupc
de linhagens gue apresentou comportamento intermedidric com
relagdo & ocorréncia de anarmalidades mitdticas e formagdoc de
pontes anafasicas apresenta tanto linhagens gue induzem calos
do Tipo Il. tais como: 131851/1. 131311/1 e 13153/1, como tambeén
linhagens gue formam calos nd3o-embriogénicos e com morfologia
mucilaginosa. tais como os  gendtipos: 2124171, 4112372 €
4413372, Estes dados indicam gue a relagdo existents entre o
tipo de calos induzidos & & ocorréncia de instabilidsde
mitdtica deve ser caomplexa. necessitando de analises adiclionais
para a determinagdo da correlacdo existente entre as caracteres

descritos.
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Foi verificado que - as pontes anafdsicas se
originaram predominantemente em bragos cromossdmicos contendo
knobs  (comprovado pelas observacSes de figuras coradas pela
metodologia de bandamento-C, descritas a seguir). No entanto.
os gendtipas gue possuem maior conteddo de knobs
heterocromaticos n3c apresentaram as maiores TfTregléncias de
formag8o de pontes cromoss@micas. A linhagem 44114/2 & a gque
apresenta bandas-C (correspondentes aos knobs heterocromdticos)
em maior numero de posigdes nos cromogssomos entre todas as
linhagens incluidas no presente estudo (veia Tabelas 34 a 37).
Coma observado nos resultados. este gendtipo apresentou a menor
fregUéncis  de  formacd3o de pontes anafdsicas  ou outras
anormalidades mitéticas nos calos analisados. Com um raciocinio
semelhante. observa-se gue as linhagens com menor conteldo de
knaobs, pertencentes a sub-familia 300-133 (linhagens 13351/2,
13351272 e 133112/2) apresentaram instabilidade mitdtica em
maior amplitude, variando de valores préximos a extremos
opostos.

As linhagens pertencentes & uma mesma sub-
tamilia e gue apresentam composigles de bandaa-0C
(correspondentes aos knobs cromosstmicos heterocromaticos)
diferentes entre si repressentam um tipo de material bastante
adeguado  para  a determinacg3c das possiveis influégncias
genéticas exercidas pelos knobhs heterccromadticos em milho. Como
comentado anteriormente, as linhagens pertencentes a uma mesma
sub-familia devem possuir uma acentuada homogeneidade genética.
Assim, as linhagens com composicBes de knobhs diferentes. dentrao
de uma sub-familia, poderic apresentar diferencgas 2m relagdo
aos - lécos das proximidades dos  knobs contrastantes. Este
raciocinio paoderia ser aplicado para algumas das linhagens
utilizadas neste estudo, tais como:

Sub-familia J300-133: linhagens 13313173 =

1333371, com presenca do knob localizado no bra

)
0
s
n}

n
cromossomo S, & linhagens 13311272, 13351/2 e 133512/2, com



auséncia do referido knob heterocromatico.

Sub~tfamilia 303-441: linhagem H4114/2, com
presenga do knob  localizado no bragb curto do cromossomo 7 oe
linhagem 44133/2, com auséncia do referido knob.

ODe acordoc com este raciccinio, os resultados
obtidos mostraram gs seguintes aspectos:

As linhagens da sub-familia 300-133 apresentaram
um. comportamento muito wvariavel, existindo gendtipos com
freqiéncias de formagdo de pontes anafédsicas priximas dos
valores extremos. UOs  dados  obtidos mostram  ums  aparente
auséncia de relaclno entre a presencga de knob no brago longo do
cromosgsomo- 5 e a formagdo de pontes nas anafases mitéticas de
calos das linhagens testadas. A fregligncis de  formacdo de
pontes Toi inferior {(em torno de 4% a 5% das anafases iniciais
+ tipicas) tanta para as linhagens 133512/2 e 13351/2, gue ndo
possuem © knob, como para a linhagem 133131/3, homozigdtica
para a sua presenga. Em contraste 3 esta observagdo, as
linhagens 13333/1 e 133112/2 apresentam taxas mais elevadas
(entre 6% e 7% das anafases iniciais + tipicas) embora sejaﬁ.
respectivamente, homozigéticas para a presenga € para a

ausénecia do referido knob.

-

Comrelacdo & sub~familia 303-441, os resul

it
L
i}
i

3

devem ser considerados com maior cuidado. uma vez gue fTora
avaliadas somente duas linhagens, diferentes entre si para a
presenga de knob no braco curto do cromossamo /. A fregléncia
de formacio de pontes anafésicas em células dos calos induzidos
a partir do gendtipo hemozigdtico para & ausénocia do knob
(I'inhagem 44133/2) foi aproximadamente o débro da fregléncia de
acorréncia de pontes cromossfSmicas em andafases  (iniciais +
tipicas) apresentada pelas células dos calos da linhagem
homozigéticas para a presenga de knaobs heterocromaticos para a

referids posigdc (linhagem 44114/72).
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0 predominiao de aberragoesg cromossOmicas
estruturais envolvendo ambos os bragos do cromossomo 7, como
ohservado na andlise de metdfases descrita adiante, poderia ser
um - indicativo do possivel papel desempenhado por este
cromossomo ou por suas regifies heterocromaticas na ocorréncia
das anormalidades verificadas. Entretanto.  os  resultados
obtidos parecem ser contraditérios ao relacionar a presencga de
knobs neste cromossomo e a ocorréncia de anormalidades em
anadfTases dos calos analisadaos. 0 primeiro fatoc fol descrito
acima, a respeito da fregiéncia muito superior de formac3ioc de
pontes anaftasicas na linhagem 4413372, gque ndoc apresenta o knob
localizado no brago curto deste cromossomo. Em adic3o, deve-se
lembrar gue as linhagens pertencentes as sub-familias 300-131
g 300-132 também possuem uma constituigBo genética semelhante
e a mesma composigdo de bandas~-C. Estas linhagens apresentam.
como mencionado anteriormente, bandas-C em ambos bs bragos do
cromossomo /7 e também no brago curto do cromossoma 9, além
daguelas localizadas nos bracos longos dos cromossomos 6 e 8.
Os resultados mastraram gue as freqiéncias de formagdo de
pontes anafasicas e de ocorréncia das diversas anormalidades
mitaticas observadas foram sensivelmente elevadas nestes
gendtipos. Em todas as andlises realizsdas para as anidfases
iniciais g tipicas, entre as mais instaveis sempre estavam

presentes as linhagens 131312/1 e 132331/1:

5.2.1.2. Anilise de pontes cromosefmicas através
da coloragéo pelo bandamento-C

O0s  resultados abtidos através do emprego da
metodologia de  bandamento-C revelaram diversas aspectos do
envolvimento das regifies dos knobs heterocromaticos na formacic
de pontes & na ocorréncia de gquebras de cromatides em anaftases

mitoticas de regiles pro-embriogénicas dos calos analisados.
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Foi observado um evento caracterizado pelo
atrasg na separacloc de cromdtides irmi8s, & gue, pelo fato de
apresentar uma aparente aderé&ncis de bragos cromossémicos ao
nivel das regifes contendo knohs. fToi considerado como. um
gvento preliminar. A partir do referido evento. comecaria a
gxistir uma  tensfoc nas cromatides durante s wmigragdo dos
centromeros para os pdlos opostos. © gue possibhilitaria =
ocorréncia de guebras. Diversas figuras anafdasicas comprovam
que a regido relacionada com o referido evento & muitoc coesa e
com grande resisténcia & separacd3oc normal das cromatides
envolvidas. Foram observadas anafases onde as extremidadss
envolvidas com o evento aparentémente n3c mostravam alteragdes.
enguanto a porcd3o localizads entre o knob e o centr@merc
apresentava regifies com pronunciada. descondensagdo. COma
resultado da forte tens3c sofrida. Ests descondensagdc foi
observada., em alguns casos. até mesmo em dois ou trés pontos
diferentes ao longo das referidas cromatides. A ocorréncia de
knobs nos locais de atrasoc na separacd3c de craomatides foi
comprovada pela utilizagdoc da metodologia de bandamento-C.
Foram analisados materiais gue apresentam bandas-C em posigso
telomérica. Neste caso, a coloragdo diferencial da

heterocromatina dos knaobs nd3o foi prejudicads pela presenga d

Tt

regifies eucromaticas com maior grau de condensacio. como
observado guando as cromatides envolvidas com a Tormagdo do
evento apresentam knobs em posigdes intersticiais.

A analise de um grande namero de anatases com
estas configuractes permitiu = constatagido de - algumas
caracteristicas interessantes. Algumas andfases apresentaram
bandas  (envolvidas com a formac8o de pontes) com dimensdes
varidveis. desde um tamanho aparentemente normal até a presencs
de bandas mulito peguenas oOu mesmD inexistentes (veia Figura
25) . Foi1 cansiderado gus estes eventos forans decorrentes e
sucessivos ciclos de formac3o de pontes. com perda gradual das

regifes hetergcromaticas dos knabs.
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A ocorréncia de pontes cromosstmicas simples ou
duplas (duas pontes rna mesma andfase), com auséncia de bandas
Ha sus extensio foil detectada em todos os materiais analisados.
Seguinda os raciccinios anteriores, elas poderiam ser
conseguéncias da guebra de cromatides em regifes eucromdticas
localizadas entre ] knoh e o ocentromeroc. Caso  estas
extremidades guebradas n3o ternham sido "'cicatrizadas"” durante
a inteéerfase posteriar, poderia ocorrer a fTusdo delas apds 3
duplicagdo de cromatides. Isto resultaria na formagdo des uma
cramatide dicéntrica e, desse modo, novamenie ooorreria a
formacdc de pontes anatisicas, conforme mencionadoc  nos
trabalhos pioneiros  de  McCLINTOCK  (1938: 1939 e 1941)
descrevendo o ciclo de guebra-fusio-ponte em células de milho.
Seguhdo a autora, o processo consistiria de: a) gquebra
cromossdmica. b) replicagdo do brago com extremidade gquebrada,
c) tfus3c das cromadtides irm8s ao nivel das extremidades
guebradas, devido & auséncia das seglUéncias teloméricas,
formando uma cromadtide dicéntrica, d) faormacldo de uma ponte na
andfase, e e) repeticdc da primeira etapa.

A ocorréncia de pontes anafasicas poderia ser
detectada, partanto. em varios ciclos mitéticos das células
ilhas @ martir de um evento preliminar danico. & viabilidade ds
cada célula resultante passaria a ser influenciada peic grau de
anormalidade existente. E de se esperar gque as celulas contendo
cromossomos com duplicaglfes tenham mais condigles de sobhreviver
par algumas geracgtes do gus células contendo cromgssomas que
tenham sofrido delegSes em regifies muito extensas (RHOADES &
DEMPEEY, 1973; 1982 & 1983). A populagdo de células gue estaria
se diferenclando  em embrifies somaticos ou em. tesgiles
meristemdticas dos calos seria. portanto, composta de tip

celulares diterentes entre si em uma taxa gus dependeria.

il

principic. dos seguintes fatores: a) fregléncia da occorréncia
de pontes anafasicas, ou dos eventos caonsiderados preliminares.

de atraso na separagdn de cromatides irm3s: b) grau ou extensdg
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dos rearranjos causados pela guebra de craomatides, seja devido
a delecdao, duplicagdo e/au translocacgic de regities
cromossgmicas. génicas  {(gue influesnciariz na capacidade das
células aberrantes sohreviverem e participarem na diferenciacdo
dos tecidas e na morfogénese dos calaos)i ©) ocorréncia de
mutagles oénicas. pela ativacio de elementos de transposicdo:
d) possibilidade das extremidades guebradas se ''cicatrizarem'’,
cessando o ciclo de guebra-fusdo-ponte:; 2) interacg8Bes destes
eventos com as condig8es ambientais de cultivo in vitro. entre
outros.

De todas estas influéncias, talvez a  gue
desperta maior atencgdoc e suscita maior especulagdo vem a ser s
possibilidade das extremidades  guebhradas das cromatides
envolvidas na formagdoc de pontes anafasicas cicatrizarem—-seg.
apds determinado periado de tempo. € importante lembrar gue, em
seus  artigos a respeito do ciclo de guebra-fusdo-ponte em
ceélulas de milhag, McCLINTOCK (1938: 193% e 1941) comentou que
se o cromossomo  sofresse  quebra em uma andfase meidtica
anterior & esta célula chegasse a participar da formagdo. do
endosperma. tanto através do gametdfito masculine como  do
feminino., o ciclo continuaria em sucessivas divisSes nucleares
durante o desenvolvimento do tecido do endosperma. Entretanto,
segundo  a  autora, cromossomos  guebrados de celulas g
participassem dos ntGcocleos zigdticos, tanto pelo lado do tu
palinico como da acosfera, ndoc resultariam em configuraclies de
pontes nas divisdes nucleares sucessivas do t

gesporofitico. As extremidades guebradas se cicatrizariam.

4]

haveria uma caompleta paralizagd3oc do ciclo de guebra-fus&o-
paonte. Deste modo, o ciclo estaria confinado aos tecidos
gametocfiticos e do  endosperma nasg  geragles imediatamente
seqguintes & quebra cromossfmica inicial. A cicatrizagd3oc das
extremidades guebradas no esporafita embrifnico seria. de
acordo com as svidéncias apresentadas pela autora,., permanente.

Quando um cromossomo com a extremidade quebrada j& cicatrizada
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fosse introduzido nos tecidos gametofiticos cu do endosperma
nas geragdes seguintes, ndo ocorreria nenhum evento de fusdo de
extremidades gquebradas de cromatides irm3s ou entre dois
craomossomos gque apresentavam tal caracteristica anteriormente.

Este comportamento das extremidades gquebradas de
cromossomas  de milho foi observado  através da andlise des
padrf8es de variegagd3c do endosperma de sementes  (veja uma
descrigdc completa em McCLINTOCK,. 12413 . 0 metodo proposio
baseou—ée na andlise de genes marcadores dominantes presentes
noo - brago cromassémico. contendo guebras e permitiuv &
determinagdoc de eventos de delecio ou duplicacio das regifes
contendo os genes apds sucessivos ciclos de quebra-fusio-—pante.
Dependendo do local de quebra da ponte, um ou mais marcadores
poderiam ser perdidos ou duplicados a cada divisd3oc nuclear no
endospefma. 0 ciclo de guebra-fusio-ponte ndg fol abservado em
tecidos esporofiticas (McCLINTOCK, 1238 & 19239) . Aparentemente,
um processo presente no embridoc. mas ausente no endosperma ou
gametéfito, causaria uma cicatrizagdo da extremidade guebrada.
McCLINTOCK (1941) ponderou gque os fTatores responsaveis pela
fus8o ou pela cicatrizac8o provavelmente estariam relacionados
cam o meétodo pelo gual os cromossomos se guebram e pelas
condigdes fisiclégicas envolvendo s extremidade guebrads. O
processo de cicatrizacdo & resconhecido atualmente como sendao
uma adigdoc de um  novo tel@8meroc & extremidade guebrada
(McCLINTOCK, 1984).

Foi ohservado que as pontes tendem & sofrer
gquebras. no mesmo local em sucessivas divisdes  (McCLINTODK,
19413, com uma indicacdc de que as fusBes das cromatides irmis
apds as guebras poderiam ser frageis ou incompletas. Em adigdo.
SCHWARTZ & MURRAY (1957) sugeriram gue TusBes incompletas
ocorrem freglentemente, resultando em configuracgles de andfases
narmais ao invés da ocorréncia de cromatides dicéntricas. MILES
(12713 verificou gue certas cromatides dicéntricas sempre

guebravam ao nivel do sitioc de guebra original, durante o
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desenvolvimento do endosperma. 0 autor verificou que guebras em
regifies heterccromdticas algumas vezes mostraram uma completa:
auséncia de perdas gengticas associadas com o ciclo de guebra-
fusdo-ponte. Assim. de acordo com CARLSON (1988), a expectativa
de serem produzidos cromossomas com complexas deficiénrcias &
duplicacdes, Como resul tadn de guebras das pontes
aleatdriamente poderia ndo ser sempre verdadeira.

Alem do ciclo descrito, com  produgdc  de
cromdtide dicéntrica e envolvendo a fus8o entre extremidades
gquebradas de coroméatides do mesmo cromossoma. denaminado d

ciclo da cromdtide, McCLINTOCK (1942; 1951 e 1978) demonstrou

th

a - existéncia de um ciclo da cfammssoma. Segundo a autora. se
dois  cromossomos  contendo guebras  fassem introduzidas no
zigota, um atraveés do tubo polinico e o outro através do saco
embrionario, haveria uma Tregluente fus3c das extremidades
guebradas dos diferentes cromossomos, fTormando um dicéntrico.
A ponte dicéntrica resultante abrangeria doils centromerocs
diferentes (e ndo cromadtides de um cetrémero duplicado, como no
caso anterior), sendo gue na andfase haveria a formagdo de duas
pantes. A guebra das pontes enviaria dolig cromossomos  Com
extremidades guebradas para cada polo. A fusdo dos cromossaomos
guebrados produziris novaments um dicéntrico. e & farmacic
subseqiente de pontes duplas pelo dicéntrico reiniciaria o
cicla. McCLINTOCK (1942 e 1978) observou gue o cicilo do
cromossomo - depende da  habilidade com gue as extremidadss
guebradas dos cromossomos fundem—se entre si. uma propriedade
conhecida como “viscosidade” . Sequndo a referids asutora. ests
fus8c aparentemente deveria ocorrer antes da sintese de DNA,
uma vez que dois cromossomos guebrados n8o resultaram em dois
ciclos da cromiatide separadamente. Além disto. a fusfo deveris

ter ooorrido antes processo de cicatrizagaoc esporofitics,

0

m

do
uma vez gue o ciclo do ocromossomo pide ser encontrado tanto
os

tecidos  esporofitic

ot

como . no endasperma. Enm f
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obhservado que o ciclo fregientemente cessou oom
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desenvolvimento do espordégfito. resultando na produgas de dois

cromossomos. estdveis a partir do dicéntrico.

Existem evidéncias na literatura de que um ciclo
da cromatide pode ser convertido expontaneamente em um ciclo do
cromossamo (SCHWARTZ & MURRAY, 1957) ., embora sejam considerados
eventos distintos. A andlise do comportamento de cromossomas
guebrados durante o desenvolvimento do endosperma mostrou gue
anadfases com pontes simples (padrdc de ciclo da cromatide)
sofreram modificacBes para occarréncia de pontes duplas (padrio
de ciclo do cromossomol. Os autores comentaram gue pontes
simples ocasionalmente resultam em nd3o-disiuncdoc ao invés de
quebras na anafase. A migragdo de ambos os centrimeros pars o
mesmo polo estabeleceria o ciclo de gusbra-fusfo-ponte do tipo
cromosstmico nas divisfBes seguintes (SCHWARTZ & MURRAY, 1957).

Com relagdo as observacles descritas no presente
trabalho, pode-se dizer gue muitos aspectos s3c semelhantes aos
ochservados pelos varios autores mencionados.. Entretanto. por
representarem eventos observados em células  cultivadas in
vitro, onde mesmo os aspectos hédsicos de avaliag8o do fendtipo
dos tecidos merecem ainda ser melhor considerados, fTaz-se
necess&ria a realizagdo de muitos cutros estudos para o melhor
conhecimento do mecanismo responssdvel pela cocorréncia & pe
comportamento das anormal idades mitédticas ao lango das

sucessivas geracgles celulares.

5.2.2. Analise de metifases mitodticas

No presente estudo. foram analisados dois tipos

de materiais:

a) meristemas radiculares de sementes da geracdo
Rl das variedades Piranfo de Inverno = Jac-Duroc. e
b} regifes pro-~embriogénicas de calos derivados

de linhagens endogémicas com knobs determinados.
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5.2.2.1. Meristemas radiculares de progénies de
plantas regeneradas

0 primeiro grupo de materiais foi utilizado para
a veriticacdo de possiveis aberracg8es numéricas existentes em
progénies de plantas regeneradas gue apresentaram variagges
fenotipicas em relagdo & variedads original. A& analise mostrou
o predominic de células diploides normais (acima de 70% em
todos os materiais). A ocorréncia de células com numero de
cromossomos  inferior ao diplaide (2n=20) sugeriu a possivel
gocorréncisa. de rompimento de células durante o preparao de
i8minas. Estes. possivels desviaos faram minimizados com o©
emprego de tratamento enzimatico (solucdoc de pectinase 3 2.5%
por S a 10 minutos) e com coloragd3o do citoplasma com Fast-
Green. As evidéncias mais claras de anormalidades decorrentes
do cultivo in vitro foram observadas em células dos materiais
RI-(PI) 369 B12 G2 & RI-(PI) 369 B3I G3. Estas anormalidades,
representadas pela ocorréncia de células com elevado grau de
ploidia e diversas aberrac8es nucleares (no primeiroc material)
e de células aneupldides onde os  cromossomos homdlogos
permaneciam dispostos aos pares, em metafases mitdticas (no
seqgundo material). apareceram sempre na forma de sstoriamento,
isto é: algumas ceélulas da mesma planta eram aparentemente
narmals. enguanto outras apresentavam as abherracg8es.. Outros
trabalhos relatando setoriamento em plantas de milho
regeneradas in vitro (EDALLD et alii, 1981: McCOY & PHILLIFS,
1982 & ARMSTRONG & FHILLIPS., '1988) d8n suporte & idéia de que
tal evento pode ter duas explicagl8es primarias: elas podem ser
uma evidéncia da origem multicelular das plantas regeneradas.
seja por organcgénese ou por . embricgénese somatica. Assim,
celulas com nameroc de Cromossomos diferentes poderiam
participar da diferenciacdoc de ums mesma planta e inclusive da
formagdo das inflorescéncias e dos gametas & serem transmitidas

&s progénies. A segunda idéia seria a evidéncia de gue as
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celulas cultivadas {n vitro poderiam sofrer influéncia de
agentes desestabilizadores do gencoma. mesmo apds a
diferenciacio em tecidos dos embrifes somaticos ou dos Grodos
da planta completa. As hipdteses poderiam ser comprovadas
através da analise sistematica da estabilidade ou instabilidade
cramossomica em pldntulas em desenvalvimento durante o cultivo
in vitro. Por exemplo, em meristemas radiculares surgidos
diretamente a partir de calos organcgénicos, ou entdo. pels

germinac&o dos embrifies somaticos.

§.2.2.2. Regifies embriocgénicas de calos

Os materiais utilizados para esta andlise foram
calos friaveis, altamente embriogénicos, induzidos a partir de
explantes de algumas linhagens endogémicas cam knobs
cramossomicos determinadas. 0 obietivo foli a avaliagdo da
ocorréncia de aberragles cromossémicas estruturais. através da
utilizagdo da metodologia de bandamento-C em metadfases
mitdticas dos calos selecionados. Foram observadas diversas
figuras comuns entre os materials analisados. Em sua maioria,

—

m déncias do envolvimento

i

as ftiguras analisadas repres am. ev

i}

P

direto ou indireto das regides dos knobs heterccromaticos com
a ocarréncia de pontes cromossimicas em. anatases mitdticas
durante o cultivo in vitro.

Az Tiguras obhservadas com maior TfTregléncis
apresentaram um predominio de aberracles pars 0 Cromossong
A analise através da metodologia de bandamento-C mostrou gue
algumas metafases apresentavam um dos homdlogos do referido
cramossomo com 3 banda-C do brago curto localizada em posigdo
intersticial. enguanio o outro apresentava-a na posigdo normas.
telomérica. £ wmults provavel gue este evento tenha surglidc
através da ccorréncia de quebras de cromdatides envolvidas com

a formacio de pontes. Uma possivel explicagda pmara a ocorréncis
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desta figura relaciocna-se com as descrigles de McCLINTOCK
(1938:; 1939 e 1941), na analise daos padres de variegagdoc do
endasperma de sementes de milho conterndo vy dos cromossomos 9
com  rearranjos induzidos por raios—X na  fase meidtica
imediatamente anterior a fertilizag8oc dos gametas. Assim. caso
a ponte  tenha surgido aoc nivel dao knobh do brago curtoc do
cromossomo /e a quebra ocorreu entre este krnob & o centrémero.
as cromatides resultantes assumiriam a morfologia
caracteristica das figuras apresentadas por este trabalho. O
fato das bandas relaciognadas com esta figura apresentarem
dimens8es aparentemente normais. no brago curto do cromossamo
7. pode ser devido & ccorréncia de quehras dentro do knob
hetercocromatico. anteriormente & qguebra entre o knob e o©
centrémerco. Este mecanismo proposto considera, portanto, gque as
extremidades guebradas nd8o seriam ‘'cicatrirzadas! antes de
algumas divisles celulares. ou sejs. ocorreria um determinado
namero  de  ciclos guebhra-fus8o-ponte e todas as possiveils
conseglfncias mencionadas na hipdtese.

Metidfases que apresentavam oromossomos 7/ com &
banda-C localizada no brago longo com dimensfies muito grandes
também foram observadas em todos aos materiais analisados (velis
Figura 28}, Talvezr estas figura tenhs sido consegléncia de uma
amplificagic do ONA heterccromatico dos knobs (veja trabalho de
SHANG & WANG, 1921) . A maioria destas figuras apresentou apenas
um dos cromossomos com esta anomalia e o homélocgo aparentemente
normal. Conforme observacSes de McCLINTOCK (1939). esta figura
poderia ser consegl@ncia de mecanismo andlogo ao descrita
anteriormente. Considerando-se gue o knob localizado no brago
longo do referido cromossomo estejs relacionado com a formacdo

a0 knolx.

3
e
it

de ponte, & a guebra occorresse em posicdo adjace

t & fusBoc das exitremidades guebradas

@
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"G d
produrziria croméatides dicéntricas. cantendos o knob com uma

]

cr

n
dimensic duplicads e aparentements Unico. Se % guebra seguinte

goorrer na eucromatina localizada entre o knob e o centrimnero.



183

haveria a formacgsio de dois tipos de cromossomos com morfologias
distintas: um contendo deleg3o para as regifes localizadas
entre o knob B o telémero e entre o knobh g a segunds quebra. &
o outro com delegdo para a primeira regido, mas com duplicagio
para a segunda. Esta Gltima figura seria semelhante & observads
no presente trabalho. onde as metafases analisadas apresentaram
o ‘brago longo do cromossomo 7 cantends a banda com. dimensdo
ampliada, & em posigdoc intersticial.

Com relacgdc a algumas metafases obhservadas (onde

um dos cromossomas 7 oapresentou © bra@o curto. com tamanhc

pronunciado 2 contendo duas bandas-{. enguanto o homdlaogo
pareceu  possulr tamanho e morfologlia normals, com  apenas a
banda-C  telomérica no. referidc braco  cromossdmico) . foi

eglaborada & ssguinte hipdtese para explicar a sua grigem: ©
knob  localizado no brago curtoc do cromossomo 7 estar

relacionado com a fTormagdo de ponte anafasics., que resultaris
na guebra de cromdtides. Se esta guebra ocorresse dentro da
hetergcromatina do referido knoh e as extremidades qguebradas
n3o  fossem cicatrizadas. haveria a producdc de cromatide
dicéntrica. Na anadfase seguinte, ccorreria novamente ponte, =

conseglentemente, guebhras de cromatides. Se a guabra ccorresse

a

entrz o knob = o centramerc, o8 cromossomos: resulitantes serismt
um com deficiéncia & o outro com pli

localizada entre o local desta Gltima guesbra e o local de fusic

de cromdtides do ciclo anterior. A célula contendo o cromossomo
com duplicacd3c (portanto., contendc o knobh heterccromdtico)
poderizs formar novamente ponte cromosstmics na proxima andftase.

considerando—-se novamente a fusfo das extremidades quebradas =
a formacgdn de cromatide dicéntrica. Se a conseglente guebra
ocorresse entre o centréomers e um dos knobs d
resuliado seria & producdc de: cromatide com delecSo para ums

grande sxtensic do hraco curto do referidoc cromoss
t

-
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[n}
a
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3

figurs semslhante & apressentada por es
Figura 293.
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A observag@pn de metidfases onde cromossomos
homGlogos apresentavam ader@&ncias  an nivel dos knobhs foi
interessante sob o ponto de vistz de gque andlises anteriores
(com  células de meristemas radiculares deg sementes Rl
provenientes das variedades Piran83c de Inverno e Jac-Durg)
haviam mostrado eventos semelhantes. Algumas metafases dagueles
materiais apresentavam os cromossomnos dispostos aos pares, com
a ressalva de que o método de coloragdc empregado ndo tenha
permitido a visualizac80 de bandas-C (correspondsntes aos knabs
heterocromaticos) nos bhragos cromossBmicos snvolvidos.

E importante mencianar que as hipoteses
enunciadas para a explicaglc das diferentes aberragles
observadas em mitoses de regifies pro-embricgénicas dos calos
analisados no presente trabalho s3o preliminares e refletem um
estdgio inicial de estudo. Deve-se ressaltar gue todas estas
est3ao sujeitas a uma conftirmagdo atraveés de coutros
experimentos, com uma amostragem maior de figuras mitoticas e,
principalmente, através do usoc de outros marcadores genéticos
e/ou citogenéticos e metodologias gque asssgurem uma perfeita
conclus8c sobre o©s mecanismos responsaveis pelsa origem das

anormal idades descritas.

5.3. Cultivo de suspensfies celulares

Este método de cultivo in vitro represents um
passo em direclo ao estudo de protoplastos. S8o reconhecidas as
suas vantagens de: controle das condigfBes de cultivo, auséncois
de microrganismos ﬁontaminantes. habilidade de crescimento em
meios. de cultura de composic8o definida e manutengdo da
totipoténcia celular mesmo em culturas de longa duracdoc (vela
revisdo em STREET. 1973). Aliado a estas caracteristicas. ests
o fato de gue suspensfes celulares finamente disgpetrsas

um a

representam tipo de material muitoc apropri
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experimentos de isolamento de protoplastos. Em comparag3o a
ogutros tecidos vegetais gue poderiam ser utilizados com este
obietivo. &  suspens3o celular possui  as gualidades de
representar uma populagd3o muito grande de microcalos de
dimensfes bastante reduzidas, ©o gue torna mais eficiente o
tratamentc enzimdtico para a remogd3c da parede celular.
Suspensfes induzidas a partir de algumas linhagens celulares
apresentam uma elevada taxa de crescimento, & manutengdoc da
capacidade de regeneracgdo de plantas por mais de um anoc de
cultura (SOMERS et alii, 1988).

Os experimentos realizados com o objetivo de se

estabelecer suspensdes celulares a particr das linhagens
celulares com desempenho superiar ao  cultivo in wvitro
produziram resultados positivos. Nesta etapa preliminar, cujos
testes empregaram O material "calo 57" (descrito

anteriormente) . foram determinados os procedimentos hasicos em
cada uma das etapas deste tipo de cultivo. As atividades
estabelecidas foram baseadas em relatos da literatura,
mencionados na revisdo bibliogréafica. Para aguele gendtipo, foi
observado gue o0 meio de cultura N&, modificado para a presenga
dos aminoacidos L-prolina & L-asparagina, produziu suspensdes
celulares finamente dispersas em menor pericdo de tempo e com
gual idades superiores. em relaclc aos demais meios de culturs
testados. 0 resultado fol coerente com o apresentado por outros
autores (GREEN =t alii, 1983 e KAMO & HODGES. 198643 e
demonstram a importincia de se determinar o papel metabdlico
dos aminodcidos livres e de ocutras substincias gue possam
influenciar positivamente nas respostas das culturas de células
vegetais in vitro.

Em uma etapa postericor. foram testados outros

gendtipos cam respostas superiores a0 cultivo in vitro (elevada

11}

assim como outros

il

Treguéncia de formac3oc de calos do Tipo 110,
com comportamento contrario, isto &, materials gue induziram a

formagdo de calos nSo-embriocgénicos.
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Os resultados obtidos maostraram gue ambos 0sS
grupos de materiais s3o0 capazes de farmar suspen

e

Ses. Embora os
233171 tenham

s
calos do Tipo [l das linhagens 131311/1 e 13
praduzido suspenses  apds um periodo de tempo relativamente
maior (cerca de 4 meses). este resultado foli semeslhante ac
observado com outros gendtipos superiocres apresentados na
literatura (veja relatos de VASIL & VASIL, 1984; 1987; KAMD &
HODGES, 1986; SHILLITO et alii, 1989 e PRIOLI & SONDAHL, 1989).

Os calos nd3c-embricgénicos {derivados  das

©

linhagens 21241/1 e 41242/2) produziram suspenstes apds apena

um més de inoculagdn em meio de culturs liguido. Estes cultiv

G
]

i
i}

n8o 830 adeguados pars o isolaﬁento de protoplastos. {(pois n
apresentam  totipoténcia @ celular), no  entanto. podem  ser
utilizados nos mesmos experimentos na  forma  de células
nutrizes, uma vez gue apresentam elevada taxa de crescimentao e
grande wviabilidade ao cultivo por longos periodos de tempo.
Esta sugest8c & bassada em dados da literstura,. relastando o usc
de suspensfes ndo-embriogénicas na forma de células nutrizes
para o cultivao de protoplastos isclados a partir de suspensdes
totipotentes (RHODES et alii, 1988a e hb).

Com relacdo aos calos do Tipo [l derivados da
limhagem 4411472,  foi  ohservads 3 prodggéo de  suspensdes
finamente dispersas em um periodo de tempo relativamente curto
(2 meses apts & inoculagdc em meic liguidos). Estas culturas
apresentaram um cocrescimento muitoc pronunciado. em torno de 3 &
4 vezes no periocdo de 7 dias. Os calos qgue deram origem a estas
suspensdes estdo sendo mantidos em meio de cultura sdlido e
conservam sua capacidade embriogénica apds mais de 18 meses de
cultivo in vitro. Este gendtipo apresenta caracteriaticas muito
tfavoraveis gue justificam a sua utilizacl8oc em futuros trabalhaos

de isolamento & culiivo de protoslastos.
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6. CONCLUSDES

UOs resultados apresentados no presente trabalho
comprovam  que foi completamente padronizada e  implantada a
metodologia de cultiva in vitro de calos de milho induzidos s
partir de escutelos de embrifies imaturos no laboratério de
Citologia do Depto. de Genética da ESALG/USP. Us experimentos
preliminares. realizados com as variedades Pirandc de Invernc
g Jac-Uuro permitiram que fossem analisados varios aspectos da
cultura de tecidos de milhao. O primeiro ponto foi a verificagio
da necessidade de se possuirem genstipos com elevadas taxa de
indugdc de calous ewmbriogénicos. sltamente  regenerdveis €

estabelecer metodologias de cultivo gue obtenha a maxi

1}

na
resposta destes materiais. Um outro aspecto fol a ohservacdo de
da

a
Este fato conduziu os trabalhos no sentido de se estudar

[ij]

variabilidade fenctipica nas progénies de plantas regener
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causas de taiz modificacbes. atraves da avallacg
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ingtabilidade mitédtica em meristemas radiculares d

il

=]
regeneradas & nos calos gultivados in vitro.
Az andlises preliminares servitram de base pars
horagdo dos experimentos guairo familias de linhagens
a

com
s com-diferentes composiclies de knohs craomossmicos.

embricgénicos nas referidas linhagens endogdmicas mostrou gue
O

p\
-
!
e
|
-

og  genotipos pertencentes & ftamilia 300 apresentam - um
camportaments muite favaravel., com ums  alis  freoténciz de
formacdc de calos fridvels. altamente embriogénicos. Algumas

linhagens pertencentes & referida familis foram testadas na sus

=
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capacidade de regenerar plantas e os resultados obtidos foram
satisfatdrios., tanto com relag8c & asclimatagdo das plantas
regeneradas. como com relacioc & fertilidade das mesmas. Estes
gendtipos também foram utilizados em experimentos de cultivo em
meios liguidos e produziram suspensfes celulares finamente
dispersas e com grande crescimento. As linhagens pertencentes
as familias J01-2-1 e SO3-4~1 apresentaram resultados
semelhantes entre si, caom Tormag8oc des calaos do tipo ndo-
embriogénicos, mucilaginosos. Com relagl8c & fami{lia 303-4-4, os
resultados obtidos foram variaveis: algumas linhagens testadas
produziram calos n8o-embriogénicos, enguanto que outras
apresentaram a formagao de linhagens celulares com
caracteristicas muito favoraveis (linhagens 44114/1 o 44114/2).
Estas linhagens celulares induzidas eram friaveis, com intenso
crescimenta, altamente embricgénicas e permitiram sua
utilizag8o em gutros experimentos, de verificag8o da goorréncia
de anormalidades cromossfmicas em anafases mitéticas dos mesmos
g em experimentaos de obtengd3oc e cultivo de suspensdes
celulares. com resultados promissores em ambos os aspectos
(pegquena  taxa de ocorréncia de aberracfies cromossmicas nos
calos & rapido estabelecimento de suspensi3o celular).

Para & avallacdo ds ocorréncia de aberracgles
cromossfimicas em células de calos, também foi necessaria uma
fase de estabelecimento de procedimentos para a implantagioc da
metodologia. Tadas as atividades basicas, como a fregléncia de
subcultivos antes da coleta dos calos, a determinac3c das
condigGes de maceracdo com solucfies enzimidticas ® o método de
preparagdo de lé&minas, foram estabelecidas no laboratdrio. Os
gxperimentos preliminares revelaram a existéncis de diversas
anormalidades mitdticas em células de calos ¢ mostraram gus &
fregliéncis de sus occorréncia & variadvel entre oz materiais.

icac3n dos tipos de abercvacles = 2

ass1

ot

£ ©
determinacdn das melhores fases da divisdo mitdtics para esta

avaliacd3o permitiu constatagdo de diferengas entre  os
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gendtipos, com relagdp as fregléncias de ocorréncia de
aberragtes cromossémicas (pantes anatasicas e outras
anarmalidades estrutursis).

Os dados obtidos permitem a conclusdo de gue as
regifes dos knobs heterccromaticos dos cromossomos de milho
devem estar relacionadas com a ncorréncia de pontes anafésicas.
Andlises atraveés da metodologia de bandamento-C mostraram gue
as pontes se originam em bragos cromossfmicos gue possuem knobs
heterocromaticos. Entretanto, as linhagens avaliadas gue
apresentam maiaor conteddo de knohs (determinado atraveés da
presenca de bandas-C em metidfases mitoticas) ndo apresentaram
maior fregléncia de formacdo de pontes nas anafases dos calos
analisados. Em adigd8o, diversas das linhagens gue apresentaram
maior fregléncia de formacdo de pontes anafésicas pertencem 3
fami{lia 300~1-3, gue produzem predominantemente calos do Tipo
I1, friaveis, altamente embricgénicas. E interessante notar gue
dentro desta familia existem materiais com elevado grau de
endogamia e seleciconados para a presencga 8 auséncia de
determinados knobs heterocromaticos. Pelo fato de
representarem, dests forma, um tipo de material bem prdéxima de
linhas isogénicas, o0s resultados obtidos mostraram gue n3o
houve  uma - correlagdo  absolutse entre & presencgs de knaobs
heterocromidticos & a goorréncia de pontes anafasicas, para as

posigdes de knaobs avaliadas.

ot

mTr

4]
m

Aparentemente. nd3o foi ohservads relacdo

o

o tipo de calo induzido & a8 freqgléncia de formag3o de ponte

1]

nas anafases em suas células. Em ambos o0z casos. tanto para
materiais gue produrzem calos do Tipo FI como para materiais gue
induzem calos ndo-embriogénicos. as fregléncias de formagic de
porntes cbservadas foram semelhantes.
Houve uma certa predominancia de. aberracd
estruturais  envolvendo o cromossomo 7. em diversos dos
u

ateriais analisados atraveés do bandamento-0 Em alg

ateriais gue apresentam bandas-C tanto no brago curto comsc no
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hrago longo deste cromossomo. a analise de metéfases mitdticas
de calos mostrou gue as aberragfes estruturais podem atingir
regifies relativamente extensas dos cromossonos.

A observacdo de diversos tipos de aherragles
mitédticas., tais como a presenga de pontes com bandas-C e sem
bandas—-C. bem como a presenca de atrasc na separagdc de
cromatides irmd3s e pontes tipicas, parecem indicar a goorréncisa
de ciclos de quebra-fusSo-ponte em células dos calos
analisados. Foram identificadas figuras representativas dos
diversos eventos envolvidos no referido ciclo. & com algumas
indicacles da existéncia de ambos os ciclaos: da cromdtide
(produgdo de cromatide éicémt?i:a g com occarréncia de pante
simples nas andfases) e do cromossomo (producio de cromossomo
dicéntrico e com formagio de duas pontes nas anafases). Estas
idéias & as hipoteses mencionadas no presente. trahalho, para
explicagio da ocorréncia das diversas figuras metafasicas
descritas, devem ser consideradas como ohservagdes
preliminares., sendo indispensavel a elaboragd3c de outras
andlises para a confirmacg3o das mesmas.

Os experimentos para obtengd3c e cultivo de
suspensdes celulares a partir de calos friidveis. sltamente
embriogénicos g calos mucilaginosos. nSo-embricgérnicos foram
bem sucedidos no sentido de se determinar gue o meio de cultura
com composigdo salina de N6, & com presenga dos amingdcidos L-
prolins & L-asparagina era o mais adequado para este tipo de
cultivao. Oz gendtipos testados produriram suspensdes celulares
tinamente dispersas em periodo de tempo relativamente curta, ou
seja, entre um = guatro meses. & obtengdo de linhagens
celulares fridveis, altamente embricgénicas. totipotentes e que
mantém estas caracteristicas por mais de 18 meses de cultivo

1 Zal

}
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deve ser considerada como de grande sotencial mara a utid

Yok

em experimentos de isclamento e cultivo de protoslastos
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