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RESUMO 

CULTIVO IN VITRO DE MILHO (Ze~ m~ys L.) 

E ANÁLISE DA SUA INSTABILIDADE MITOTICA 

xi 

Autor: ANTONIO FLUMINHAN JÚNIOR 

Orientadora: Profª. Drª. MARGARIDA L.R. DE AGUIAR-PERECIN 

O cultivo de calos induzidos a partir do 

escutelo de embriões imaturos de milho mostrou que alguns 

genót ipos adaptados ao cl ima tropical apresentam respostas 

favoráveis. com formação de calos embriogênicos e regeneração 

de plantas. tendo sido estudadas as variedades Piranão de 

Inverno e Jac-Duro. Progênies R1. R2 e R3 de plantas 

regeneradas destas variedades mostraram variações para: altura 

das plantas. morfologia de inflorescências. coloração e textura 

de sementes. 

Após a implantação da metodologia. foram 

avaliadas as respostas ao cultivo in vitro de explantes obtidos 

de linhagens endog~micas com diferentes composições de knobs 

cromossômicos heterocromáticos, pertencentes a quatro famílias 

distintas, obtidas a partir da variedade Jac-Duro. As linhagens 

pertencentes à família 300-1-3 apresentaram as melhores 

respostas. com alta taxa de indução de calos do Tipo 11 

(friáveis. altamente embriogênicos). comprovadas por três 

diferentes experimentos. Algumas das linhagens desta familia 

foram testadas para totipotência dos calos induzidos e 

regeneraram plantas férteis com elevada produção de sementes. 

Explantes removidos de linhagens pertencentes às famílias 301-

2-1. 303-4-1 e 303-4-4 produziram. na maioria das vêzes, calos 

não-embriogênicos. As linhagens 44114/1 e 44114/2. pertencentes 

à família 303-4-4 apresentaram a formação, a partir de calos 
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não-embriogênicos. de setores altamente friáveis. embriogênicos 

e com creSCImento rápido. Estas linhagens celulares. juntamente 

com calos do Tipo II (da família 300-1-3) e calos não­

embrIogenícos (das familias ,301-2-1 e 303-4-1). foram 

utilizados em cultivo de suspensões celulares. produzindo 

culturas fínamente dispersas em período de tempo relativamente 

curto (entre 1 e 4 meses) . 

As aná I i ses da ocorrência de aberrações 

linhagens cromossômIcas foram realizadas em calos de 15 

endogâmicas pertencentes às 4 famílias descritas. Foi avaliada 

a freqüência de formação de pontes cromossômicas em anáfases 

mitóticas dos calos. com 

levantada na literatura 

possível envolvimento das 

o objetivo de se verificar hipótese 

(PHIllIPS et alii. 1988). sobre o 

regiões heterocromáticas dos knobs 

cromossômicos com a ocorrência deste evento em calos de milho. 

Um segundo aspecto avaliado foi a relação existente entre a 

capacidade embríogênica do genótipo e a estabilidade mitótica 

de suas células no cultivo in vitro. Foi observado que as 

pontes têm orIgem em braços cromossômicos contendo knobs 

heterocromáticos, comprovado através da metodologia de 

bandamento-C. Entretanto, genótipos com maiores conteúdos de 

knobs não apresen taram maiores freqüênc ias de formação de 

pontes. Foi observada a existência de um evento preliminar, 

caracterizado por um atraso na separação das cromátides Irmãs, 

ao nível dos knobs. dando origem a uma ponte anafásica Este 

atraso exerce grande tensão nas cromátides envolvidas e pode 

resultar em quebras. Diversas figuras Illítóticas analisadas 

sugerem a ocorrência de ciclos de quebra-fusão-ponte em regiões 

embríogênicas dos calos. Aparentemente. não foi encontrada 

relação entre o tipo de calo e a maior ocorrência de aberrações 

cromossômicas. As linhagens celulares selecionadas a partir do 

material 44114/2 foram as que apresentaram menor ocorrência de 

aberrações mitóticas, embora este apresente o maior conteúdo de 

knobs entre os genótipos analisados. 
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Malze embryogenic callus cultures initiated from 

ímmature embryos of several genotypes adapted to the tropics. 

were established and showed to be able to regenerate plants. 

The Piranão de Inverno (dent) and Jac-Duro (flint) varieties 

were used in this study. RI. R2 and R3 prcgenies from 

regenerated plants of these cultivars showed variation ta the 

fallowing caracters: plant height. panicle marphalagy. seed 

calar and texture. 

The culture respanse af calli derived from faur 

families af inbred lines with different knob compositions. 

ariginated fram the Jac-Duro variety. was evaluated as well. 

Highly embryagenic callus cultures were obtained from inbred 

Unes af the 300-1-3 family. canfirmed by three different 

experiments. Same inbred lines beIanging to this family were 

tested far their callus totipotency and shawed high capacity af 

plant regeneratian and seed productian. 

i nbred 1 ines af the 301-2-1. 303-4-1 

Immature embryos fram 

and 303-4-4 f am i I i ss 

i nduced nan-embryagen i c ca 11 us cu 1 t ures . However. nan­

embryagenic calli farmed from the 44114/1 and 44114/2 inbrsd 

lines. belanging ta the 303-4-4 family, produced friable and 

embryogenic sectars with high grawth rate. Cell suspensian 

cultures were induced using different materiaIs: Type rr caIIi 

(from 300-1-3 family). nan-embryagenic calli (from 301-2-1 and 

303-4-1 families) and the cell lines mentioned above (from 303-
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4-4 family). ALI Df them produced well-established cell 

s u s p e n s 1 c n 1 n a t- e 1 a t i ve 1 y s h o r t p e r 1 o d o f t i me ( 1 t o LI­

months). 

A cytological analysis of the calIus cultures of 

15 inbred Unes belonging to the four famdies studied was 

carried out. The occurrence and frequency of mitotic anaphase 

bridges was evaluated. ln order to lnvestigate correlations 

between knobs and anaphase bridges. according to the hypothesis 

of PHILLfPS et alií (1988). that the chromosome aberrations 

observed in regenerants. usually involving knobbed chromosomes. 

are the result of chromosome breakage occurring in culture. The 

second point analysed was the posslble t-elation between the 

morphogenetic potential of the genotypes and their degree of 

mitotic stability in cultures. In C-banded preparations. it was 

observed that the anaphase bridges are originated at the knob 

1 eve 1. However. genot J'pes w i th h i gher het erochroma t i c knob 

contents did not present higher frequency of bridge formation. 

lt has been identified a preliminary evento characterized by a 

deIay in the sister-chromatids separation. originated at the 

knob leveI. This delay causes a strong tension on chromatids 

and might result In chromosome breakage. Several mitotic 

figures suggest the occurrence of breakage-fusion-bridge cycIes 

initiated by broken chromosomes. Correlations between callus 

type and higher frequency of chromosume aberration were not 

observed. Cell Iines selected from callus cultures from the 

L\.L\.11L\./2 inbred line showed lower frequency of mitotíc 

aberrations. although its knob content is the highest among the 

genotypes analysed. 



1. I NTROOUC~O 

Os recentes avanços de metodologías de cultivo 

de celulas e tecidos vegetais in vitro têm despertado a atenção 

de geneticistas e melhoristas para a utilização destas técnicas 

em numerosas áreas de pesquisa. O objetivo inicial foi o 

estabelecimento de sistemas simplificados de estudo dos 

complexos fenômenos biológIcos que acorrem nas plantas 

inteiras. Estas slmplificações permitiriam a compreensão dos 

processos genéticos fundamentais ao nivel celular ou bem 

próximo dele. 

Os avanços na cultura de células e tecidos de 

milho (Zea mays L.) têm promovido investigações a respeito dos 

mecanismos metabólicos. fisiológicos e de desenvolvimento ao 

nivel de células isoladas. Os resultados destes estudos e a 

disponibilidade de um sistema de cultivo in vitro eficiente. 

aI iado aos já bem documentados conhecimentos nas áreas de 

Genética e Fisiologia. oferecem novas e importantes 

oportunidades de pesquisa em melhoramento genético do milho. No 

entanto, os beneficios máximos a serem alcançados com estas 

técn i cas dependem da hab i 1 i dade em se man i pu I ar uma grande 

população de células homogêneas e totipotentes. 

O primeiro caso bem descrito de estabelecimento 

de culturas de tecidos totipotentes de milho foi relatado em 

1975. Desde então. têm sido reconhecido que alguns fatores são 

de fundamental import~ncia para a obtenção de respostas 

favoráveis. ou seja, indução de calos embriogênicos e com 

potencial de regeneração de plantas férteis, entre eles: a 

fonte de explante e o seu estágio de desenvolvimento. o 

genótipo utilizado. a composição dos melOS de cultura e as 

condições físicas do ambiente de cultivo. 
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~ reconhecido que ainda eXIstem diversos pontos 

a serem nelhor esclarecidos. principalmente no que se refere à 

indução dos diferentes tipos de calos de milho. Entretanto. a 

determinação da base genética do caráter mais favorável 

(formação de calos friáveis. altamente embriogênicos) para 

diversos genótipos testados e a verificação de que a freqüência 

dos genes envolvidos é variável entre as populações têm 

permitido a identificação de materiais com comportamento 

superior e o estabelecimento de programas para a transferência 

deste caráter para genótipos recalcitrantes. Além disto. 

estudos verificando as necessidades nutricionais das células 

cultivadas in vitro têm relatado a grande influência que alguns 

compostos presentes nos meios exercem sobre a capacidade 

embriogênica. em determinados genótipos. 

Por sua vez. a variabilidade genética induzida 

pelo cultivo in vitro. observada tanto nas células cultivadas 

como em plantas regeneradas (predominantemente surgida quando 

o tecido passa pela formação de calos). representa um paradoxo 

com relação às possibilidades de utilização das culturas para 

os maIS diversos fins. Dependendo do tipo de manipulação 

desejada pelo pesquisador. esta variação pode ser um evento a 

ser maximizado ou a ser minimizado. se possivel até mesmo 

evitado. A obtenção de variações novas ou inexistentes nas 

plantas da população original pode ser uma fonte a ser 

utilizada em programas de melhoramento. ou para experimentos de 

seleção ao nivel celular. Por outro lado. manipulações como: 

micropropagação. preservação de germoplasma. hibridação 

somática e transformação genética, são prejudicadas pela 

ocorrência de variações durante a· passagem pelo cultivo in 

vitro. O conhecimento dos mecanismos responsáveis por estas 

variações poderá permitir o controle dos seus niveis de 

ocorrência 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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e PH I LL r PS e tal i i. 1990). os braços cromossôm i cos con tendo 

knobs ser-iam mais susceptiveis a quebras durante o cultivo in 

v i t ro. Os autores comen taram que i s to poder i a ser dev i do a 

distúrbios decorrentes da r-eplicação tardia do DNA dos knobs. 

com uma conseqüente formação de pontes nas anáfases. 

Os trabalhos apresentados nesta dissertação 

relacionam-se. principalmente. com a metodologia de cultivo in 

vitro de calos induzidos a partir do escute lo de embriões 

imaturos de mil ho. As análises tiveram como objetivos 

principais os seguintes aspectos: 

embriogênicos em 

tropical. Foram 

Avaliação da capacidade de produção de calos 

diversos genótipos adaptados ao clima 

testadas duas var i edades e do i s grupos de 

linhagens endogâmicas com as seguintes características: a) um 

grupo de 1 inhagens com di ferentes composições de marcadores 

citológicos (knobs cromosslJmicos heterocromáticos). e b) um 

grupo de linhagens com alta capacidade" de combinação para a 

produção de grãos. ut i I i zada em programa de me 1 horamento do 

Departamento de Genética da ESALQ/USP . 

. Avaliação da instabilidade mitótica de células 

dos calos das linhagens com diferentes composições de knobs 

cromosslJmicos heterocromáticos. Foi também analisada uma 

amostra de progênies de plantas regeneradas de calos induzidos 

a partir das variedades testadas. Para o primeiro tipo de 

material. foi levantada a natureza e freqüência de 

anormalidades mitóticas durante o cultivo de calos e verificado 

o possivel envolvimento dos knobs cromosslJmicos 

heterocromáticos sobre a ocorrência de tais anormalidades. O 

segundo material foi utilizado em um estudo preliminar da 

ocorrência de aberrações cromossômicas numéricas. em tecidos 

somáticos de progênies de plantas regeneradas. 



· Testes para a capacidade de indução ao cultivo 

em suspensão de alguns calos selecionados durante o experimento 

de avaliação de genótipos. O objetivo foi de se padronizar os 

procedimentos para este tipo de cultivo. a utilização de meios 

de cultura adequados e o teste de genótipos que Induzem tipos 

de calos com morfologia e capacidade embriogênica 

características. 
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2. REVI8~O DE LITERATURA 

2.1. Utilização de técnicae de cultivo in vitro em milho 

2.1.1. Hietórico do cultivo in vitro de milho 

A história da cultura de tecidos de milho 

provavelmente começou com as tentativas de se cultivar 

endosperma de milho (LA RUE. 1947). Este autor conseguiu 

estabelecer culturas de endosperma a partir da cultivar 8lack 

Mexican Sweet (LA RUE. 1949) o que serviu de estimulo para 

diversos outros experimentos com: milhos doces (STRAUS. 1954; 

STRAUS & LA RUE. 1954 e STRAUS, 1958), milhos amiláceos 

(SHANNON & BATEY. 1973) e amiláceos com o gene waxy (REOOY & 
PETERSON. 1977). Os sucessivos estudos com diferentes materiais 

indicaram uma variação genética para a resposta ao cultivo in 

vitro de endosperma. A base genética deste caráter foi primeiro 

estudada por TABA TA & MOTOYOSHI (1965). 

Em adição a estes estudos verificando as 

respostas ao cultivo in vitro de endosperma de milho, 

MASCARENHAS et a 1 i i (1969) procuraram es tabe 1 ecer protoco 1 os 

alternativos, utilizando como explantes pedaços de primórdios 

foliares de plántulas. cultivadas em um grande número de meios 

com diferentes composições de nutrientes. Os resultados de tais 

estudos foram nega t i vos. no que se refere à regeneração de 

plantas (MASCARENHAS et alii, 1975a: b e HENORE et alii. 1975). 

Outras tentativas. relatadas por inúmeros trabalhos envolvendo 
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culturas estabelecidas a partir de tecidos diferenciados. 

alcançaram resultados semelhantes. Como exemplo de explantes 

testados podemos mencionar: meristemas de inflorescências 

mascu 1 i nas 1 ma t uras (L r NSMA r ER-BEONAR & 8EONAR, 1972). embr i ões 

maduros macerados (GRESSHOF & OOY. 1973). fragmentos de caule 

de plântulas (SHERIOAN, 1975). embriões maduros e ápices de 

caules (GREEN et alii, 1974). 

Em meados da década de 70. duas publicações na 

literatura tiveram grande impacto na cultura de tecidos de 

milho. No primeiro. SHERrOAN (1975) estabeleceu uma cultura em 

suspensão finamente dispersa a partir de calos induzidos de 

fragmentos de caule de plântulas da cultivar Black Mexican 

Sweet. O cultivo foi eficiente na formação de calos a partir da 

suspensão celular e na obtenção de células isoladas em 

suspensão. embora os calos induzidos não fossem morfogênicos. 

O segundo relato apresentou um método de 

cultivo de tecidos de milho a partir do qual plântulas poderiam 

ser regeneradas <GREEN & PHILLIPS. 1975). Os calos eram 

induzidos a partir do escutelo de embriões imaturos em uma 

idade especifica e podiam ser subcultivados por muitos meses 

sem a perda de sua capacidade regenerativa. Uma vez mais foi 

demonstrada uma variação de respostas ao cultivo in vitro. onde 

somente alguns genótipos tiveram comportamento favorável entre 

os testados. 

Desde en tão. a descr i ção e in t erpre tação da 

formação de calos e regeneração de plantas tem utilizado uma 

terminologia algumas vezes ambigüa. O termo "embriogênese 

somática" é utilizado amplamente na literatura de cultura de 

tecidos de cereais. inclusive de milho (WILLIAMS & MAHESWARAN. 

1986). embora somente alguns trabalhos tragam evidências 

diretas confirmando histologicamente que a regeneração ocorre 

via embriogênese somática (como salientado por TOMES. 1985a). 

Em milho, o mecanismo de embriogênese somática foi comprovado 

pelos trabalhos de LU et alii (1982; 1983), GREEN (1982). GREEN 



7 

et alii (1983). NOVÁK et alii (1983). VASIL et alii (1984: 

1985), KAMO et alil (1985) e LOWE et a1ii (1985). Diversos 

autores têm demonstrado a existência dos mecanismos de 

regeneração por cmbr iogênese somát ica e por organogenese. e 

suger i do que aspectos gené ti cos e c i togené ti cos podem ser 

i n f 1 uenc i ados pe 1 a forma predom i nan te de regeneração de um 

determinado genótipo (ARMSTRONG & PHILLIPS. 1988 e revisão em 

PHILLIPS et alii. 1988>. 

2.1.2. Classificação dos tipos ds calos 

A distinção entre os tipos de calos é. a 

principio. uma caracteristica essencial para o estabelecimento 

de culturas com capacidade de regeneração por longos per iodos 

de tempo. A terminologia usualmente utilizada. segundo TOMES 

(1985a). caracteriza "calos embriogênicos" como sendo aqueles 

que possuem o potencial de regenerar plantas. Este termo inclui 

regeneração por organogênese (a part ir de gemas. apicais ou 

radiculares. formadas na estrutura do calo) e embriogênese 

somática (quando são identificadas estruturas semelhantes a 

coleorrizas e coleóptilos. que se desenvolvem sincrônicamente. 

partilhando um sistema vascular comum). Ao nivel celular. o 

referido autor comenta que os calos embriogênicos são 

compostos. em sua maIorIa. por células meristemáticas com 

elevada taxa de divisão celular. com dimensões relativamente 

pequenas e com citoplasma denso. 

"Calos não-embriogenicos" é o termo que se 

refere aos calos que possuem pequena ou nenhuma probabilidade 

de regenerar p 1 an tas v ia organogênese. embr i ogênese ou 

germinação de meristemas pré-existentes. Ao nivel celular. este 

tipo de calo é caracterizado freqüentemente por possuir células 

de tamanho avantajado. com grandes vacúolos e potencial de 

divisão celular inferior (NABORS et alii. 1983 e VASIL. 1983). 
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Esta abordagem pode ser bem ilustrada. do ponto de vista 

histológico. pelos resultados obtidos por MOTT & CURE (1978). 

No caso especifico do milho. há uma subdivisão 

de calos embriogênicos em calos do Tipo e do Tipo I r, 
mencionada por GREEN et alii (1983) e sugerida por ARMSTRONG & 
GREEN (1985). Calos embriogênicos do Tipo I são descritos como 

compactos. opacos, com crescimento relativamente lento e 

estruturalmente complexo, mas capazes de regenerar plantas por 

organogênese e embriogênese. A ocorrência. na sua superficie. 

de regiões meristemáticas que dão orlgem a coleóptilos não 

associados estruturalmente a meristemas radiculares indicam que 

a organogenese é o modo primaria de regeneração neste tipo de 

calo (FREELING et alii, 1976: HARMS et alii. 1976 e SPRINGER et 

alii, 1979), Estes primórdios foliares possuem estrutura 

semelhante ao meristema apical (LOWE et alii, 1985), e podem 

produzir uma planta completa se forem removidos deste meio e 

transferidos para outro com menor concentração de aUXIna (GREEN 

& PHILLIPS. 1975 e FREELING et alii, 1976). Há ocorrência de 

estruturas semelhantes a escutelos nestas culturas (FREELING et 

alií, 1976), e evidências de ocorrência de embriogênese 

somática (LU et alii, 1982: 1983: \""ASIL et alii, 1985). 

Pelo fato destes calos compactos regeneráveis 

apresentarem uma alta tendência de germInação dos embriões 

somáticos. mesmo quando mantidos em meio de cultura contendo 

auxinas (SPRINGER et alii. 1979 e ARMSTRONG & GREEN, 1985), 

torna-se muito dificil a sua manutenção em cultivos por longo 

per iodo de tempo. O elevado grau de organização dos tecidos 

dentro de calos do Tipo I, que resulta em uma diminuição na sua 

taxa de crescimento é outra razão adicional à dificuldade 

mencionada (LU et alii. 1982 e VASIL & VASIL, 1986). 

Os calos do Tipo 11 são friáveis, com intenso 

crescimento, estruturalmente menos complexos. e formam embriões 

somáticos mais claramente. freqüentemente surgidos na 

extremidade de uma estrutura parecida com um suspensor. como 
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ver i f i cado nas 1 i nhagens A 188 e 873. Em alguns casos essas 

estruturas são tão estre i tas em suas bases que sugerem uma 

possivel origem unicelular (GREEN, 1982 e 1983). Este tipo de 

,:::;alo permite fácil identificação pela observação. na sua 

superficie. de numerosos pró-embriôes ou embriôes somáticos em 

estágio globular. Tanto a sua morfologia como a sua capacidade 

de regenerar plantas não 

longa duração (GREEN & 

di ferentes íGREEN, 1982: 

VASIL, 1986: SHILLITO et 

MÓROCZ et alii. 1990). 

são a 1 t eradas mesmo em cu I t uras de 

RHOOES, 1982) em vár i os genó tipos 

ARMSTRONG & GREEN. 1985; 'JAS I L & 

alii. 1989: PRIOLI & SONOAHL. 1989 e 

A ocorrêncla de calos friáveis, altamente 

embriogênicos é. portanto. muito desejada. No entanto. a 

literatura descreve que somente alguns genótipos são capazes de 

formar este tipo de calo (revisão em PHILLIPS et alii. 1988), 

tais t,;omo: linhagens A188 (GREEN. 1982). 873 (LOWE et alii. 

1985). hibrido simples entre a linhagem W64A x 81ack Mexican 

Sweet (LUPOTTO, 1986) e hibrido comercial OeKalb XL82 (VASIL & 
VASIL, 1986). Dados obtidos por TOMES (1985b) dão evidências da 

existência de um controle genético para a produção deste tipo 

de calo. Além disto. já foi observado que modificações na 

composição do meio de cultura podem influenciar a sua produção 

(ARMSTRONG & GREEN. 1982 e 1985). como será abordado adiante. 

Recentemente. foi descr i to um outro tipo de 

calo. bastante adequado para o estabelecimento de culturas 

embr i ogên i cas de cé lu 1 as em suspensão. com o ob j e ti vo de se 

produzir protoplastos capazes de regenerar plantas férteis 

(SHILLITO et alii. 1989: PRIOLI & SONOAHL, 1989: PRIOLI et 

alii. 1990 e MÓROCZ et alii, 1990). Embora não exista ainda uma 

denominação especifica para esse tipo de calo (veja SHILLITO et 

alii, 1989 e PRIOLI et alii, 1990). ele é descrito como sendo 

altamente friável. altamente embriogênico. se as subculturas 

forem feitas regularmente a cada 10-15 dias, mas não apresenta 

pró-embriôes somáticos visiveis ao estereomicroscópio. 
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2.1.3. Fatores que influenciam a rssposta ao cultivo in vitro 

o rap i do reconhec imen to dos ca I os capazes de 

regenerar plantas é de fundamental importância durante o 

processo de cultivo in vitro. principalmente quando os calos 

são originários de numerosas linhagens celulares diferentes. 

Na maioria das vezes, o potencial embriogênico 

é identificado através de caracteristicas morfológicas. 

visualmente. Entretanto. vários trabalhos têm relatado a 

possibilidade de se distingüirem calos embriogênicos dos não­

embriogênicos através de métodos bioquimicos. tais como: 

análise de antigenos CKHAVKIN et alii. 1977), padrões de 

polipeptideos CCHEN & lUTHE. 1987 e STIRN & ,JACOBSEN. 1987). 

presença de inibidor de tripsina (CARlBERG et alii. 1987) e 

padrões isoenzimáticos especificos para milho (FRANSZ et alii. 

1989) . Segundo os autores. esses métodos permi tem uma 

identificação mais rápida e acurada dos diferentes tipos de 

calos. A identificação dos fenótipos dos calos tem contribuido 

de maneira acentuada para a determinação dos fatores que 

desempenham um papel importante no isolamento e manutenção de 

culturas com alto potencial de regeneração de plantas, tais 

como: explantes. condições ambientais de cultivo e genótipos 

(veja RAPElA, 1984 e 1985). 

Com relação aos explantes. é malS apropriado 

iniciarem-se culturas regeneráveis de milho a partir do embrião 

imaturo em um estágio de desenvolvimento apropriado (usualmente 

com 1.0 a 2.0 mm de comprimento) <GREEN & PHIllIPS, 1975; 

GREEN, 1977; 1978 e BECKERT, 1980). Segundo es tes autores. o 

comprimento do embrião imaturo parece ser o mais importante 

ponto critico para o inicio da cultura. ao invés da idade do 

embrião após a polinização. A orientação do explante no meio de 

cu I tura tambem exerce grande i nf I uênc i a na i ndução e 

crescimento de calos: quando o embrião é colocado com o eixo 
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embrionario em contato com o meio. ocorre a inibiç~o de sua 

germinaçâo e começa a proliferaçâo do calo a partir das células 

do escutelo. Quando a orientaçâo é a inversa. isto é. o 

escutelo fica em contato com o melO de cultura. ocorre a 

germinaçâo do embriâo. o que impede ou dificulta a formaçâo do 

calo (GREEN & PHILLIPS. 1975; GREEN. 1978 e LU et alii. 1982). 

Outros tipos de explantes de vários genótipos 

testados posteriormente apresentaram resultados positivos 

(induçâo de culturas regeneráveis). mas muito inferiores aos 

obtidos com embriões imaturos. Por exemplo: foi observada a 

formaçâo de calos do Tipo r e regeneração de plantas a partir 

de mesocót i lo (HARMS et aI i i. 1976). embr iões maduros (TORN~ et 

alii, 1980 e 8ECKERT, 1980). inflorescências femininas imaturas 

(MOLNAR et alii. 1980). tecidos foliares nodais (LOWE et alii. 

1985). inflorescências masculinas imaturas (RHOOES et alii, 

1986) e glumas de flores masculinas imaturas (SUPRASANNA et 

alii. 1986). Existe relato sobre a ocorrência de embriogênese 

somática em culturas iniciadas a partir de segmentos de folhas 

de plântulas (CHANG. 1983). Uma revisão sobre as técnicas de 

i so 1 amen to de exp 1 antes e do cu 1 ti vo para cada uma des tas 

metodologias mencionadas foi feita por KING & SHIMAMOTO (1984). 

Os calos embriogênicos podem ser induzidos 

diretamente a partir do escutelo. sendo que a diferenciação 

entre os dois tipos <! e lI) é mais freqüentemente detectada 

com o decorrer dos subcultivos. Este procedimento foi adotado 

por LOWE et a I i i ( 1985). com a I i nhagem 873 e por LUPOTTO 

(1986). com embriões FI do cruzamento entre a linhagem W64A e 

8lack Mexican Sweet. De acordo com PHILLIPS et alii (1988). 

este fato sugere que ambos os tipos de calos podem ser 

produzidos das mesmas células iniciais do escutelo. Assim. os 

autores concluíram que as diferenças existentes entre os tipos 

de calos poderiam ser devido ao controle exercido pelos fatores 

envolvidos (genótipo do embrião inoculado. estágio de 

desenvolvimento deste embrião e meio de cultivo empregado) 
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sobre as regiões meristemáticas dentro do explante, suprimindo 

ou não o desenvolvlmento de embriões somaticos. 

Os fatores ambientais 

utilizadas para se iniciar o cultivo in 

exercem uma profunda i nf 1 uênc i a sobre 

a que as plantas 

vitro estão sujeitas 

a formação de ca I os 

embr i ogên i cos. embora TOMES (1985a) tenha comen tado que est e 

aspecto não estivesse recebendo a atenção devida. De acordo com 

o referido autor, os genótipos com melhores respostas às 

técnicas in vitro seriam aqueles que sofrem menores impactos 

com alterações ambientais. TOMES & SMITH (1985) justificaram 

esta afirmativa mostrando que a linhagem A188 apresenta 

flutuação na produção de calos Tipo e Tipo I I a partir de 

embriões imaturos quando as plantas doadoras de explantes são 

cultivadas em diferentes ambientes (casa de vegetação ou 

condições de campo). mas a sua performance é consistentemente 

superior à da linhagem 873. 

Observações de efeitos diferenciais do ambiente 

sobre a capacidade do calo produzir regiões embriogênicas 

durante o cultivo in vitro de milho também foram relatadas por 

outros autores (8ARTKOWIAK. 1982; LU et alii. 1983 e SANTOS & 
TORN~. 1986). Esta influência ambiental sobre plantas doadoras 

de explantes pode ser manifestada entre plantas cultivadas em 

diferentes ambientes. como também pode ser evidente em plantas 

cultivadas nos mesmos locais e tempo (TOMES. 1985b). Os dados 

obtidos pelo autor confirmaram a contribuição genotipica para 

a resposta da cultura. e também indicaram que as condições 

ambientais interagem com genótipos especificos. particularmente 

nas respostas para indução de calos do Tipo 11. A conclusão foi 

de que o pré-requisito para uma resposta satisfatória ao 

cultivo in vitro. com produção de calos altamente 

embriogênicos. seria a utilização de material vegetal sadio. em 

estágio de crescimento acelerado. Entretanto, é interessante 

mencionar os resultados obtidos por PRIOlI & SILVA (1989). em 
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que algumas linhagens de milho responderam melhor para a 

produção de calos embriogênicos com capacidade de r-egeneração 

quando as plantas doadoras são cultivadas fora da época normal 

de cultivo e, portanto. não são muito sadias e vigorosas. 

Um outro aspecto comentado por TOMES (1985a) é 

o fato de que a cultura de tecidos de cereais tem contribuído 

relativamente muito pouco para o desenvolvimento de composições 

de meIOS de cultura especificas para a indução do crescimento 

de calos embriogênicos e não-embriogênicos. Segundo o autor, a 

ma í or i a das compos i ções de me i os comumen teu til i zadas são 

adaptações daquelas testadas com dicotiledônias, com o objetivo 

primário de se identificar os meios de cultura que promovam a 

formação dos tipos de ca I os dese jados. O au tor suger i u a 

continuidade dos estudos com cultivo in vitro de milho, para a 

determinação de composições de meIOS mais especificas e 

apropriadas, segundo os tipos de cultivos desejados. 

O número de auxinas que são 

o crescimento de calos embriogênicos em 

cereais é relativamente pequeno. sendo o 

capazes de induzir 

milho e em outros 

2.4-0 (ác i do 2.4-

diclorofenoxiacético) destacadamente o preferido na maioria dos 

trabalhos. Outras auxinas fenoxiacéticas. tais como: ácido 

para-clorofenoxiacético (PCA) e ácido 2.4.5-

triclorofenoxiacético (2,4.5-T) têm sido usadas (BECKERT & 

Q I NG. 1984). Uma compos i ção descr i ta por OUNCAN e tal ii (1985), 

utilizando dicamba (ácido 3,6-dicloro-o-anisico) como regulador 

de crescimento elevou drasticamente o número de linhagens 

cultivadas com respostas positivas (formação de calos do Tipo 

r): de um total de 218 1 inhagens endogâmicas com diversas 

composições de germoplasma. 199 produziram calos com capacidade 

de regeneração. A utilização de dicamba para aumentar a 

resposta de ca los i nduz i dos a par t i r de embr i ões maduros de 

genótipos recalcitrantes foi comprovada posteriormente por 

OUNCAN et alii (1989). Outras auxinas que também induziram 

cul turas com capac idade de regeneração foram rs latadas por 
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McCORMICK (1980) e HOOGES et alii (1985). 

O uso de citoc1ninas no melO de cultura deve ter 

ma10r influência sobre a manutençâo do potencial regenerativo 

por longas periodos de tempo da que sabre a induçâo de calas no 

período inicial da cultura (GREEN, 1978). Na entanto. o seu 

emprego é muita pequena na cultivo in vitro de milha. Um das 

poucos trabalhas relatando a usa de citocininas foi apresentada 

por OUNCAN & WIOHOLM (1988). Os autores obtiveram uma elevação 

no potenCial de regeneraçâo de plantas quando calas da Tipo I 

(linhagem Pa91l foram cultivadas par alguns dias em melO 

contenda a citocinina 68A (6-benzilaminopurina). antes de serem 

transferldos para meia de regeneraçâo com ausência de qualquer 

regulador de crescimento. ~ interessante lembrar que o método 

ma1S utilizada para induzir a regeneraçâo de plántulas de milha 

têm sido a reduçâo na concentração ou completa remoçâo da 

auxína da meia de cultura (GREEN & PHILLIPS, 1975) 

Cama fonte de energ i a em me i as de cu 1 tura de 

milha, é utilizada mais freqüentemente a sacarose, usualmente 

em niveis de 2% a 3%. Alguns autores têm observada que uma 

concentraçâo elevada de sacarose no inicia causa um incremento 

na resposta inicial da cultura, mas que é inibitória para a 

manutenção de calas embriogênicos de milha em cultivas de longa 

duração (VASIL et alii. 1984 e TOMES, 1985b). A utilização de 

e levadas concen t rações de sacarose aumen tou a freqüênc i a de 

indução de calas embriogênicos (LU et alii. 1983). Entretanto, 

as autores relataram que para a manutençâo de culturas por um 

longa período de tempo. as melhores respostas foram obtidas 

quando eles reduziram a concentraçâo de sacarose, suprimiram a 

leite de caca e adicionaram hidrolisado de caseina ao melO 

utilizada. Par sua vez. a inclusâo de estabilizador osmótico 

causou bons resultadas na induçâo de calas embriogênicos em 

algumas linhagens (FAHEY et alii. 1986). 

Com relação à fonte de nitrogênio. tanta a sua 

forma quanto a quant i dade empregada parecem desempenhar um 
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papel determinante na regeneraç~o via embriogénese somática. Em 

sua t- ev 1 são sobre o assun to. GREEN (978) observou que a 

suplementação do meio de cultura com aminoácidos específicos ou 

outros metabólitos celulares estimulatórios seria uma 

promissora alternativa para a obtenção de calos de milho com 

taxas de crescimento elevadas e com maior capacidade de 

formação de regiões embriogénicas. GREEN & PHILLIPS (1975) 

incluiram o aminoácido L-asparagina em solução salina MS 

Murashige-Skoog (veja detalhes em MURASHIGE & SKOOG. 1962) no 

meio de cultura utilizado para obter pela primeira vez culturas 

regeneráveis de longa duração. trabalhando com a linhagem A188. 

Por sua vez, o aminoácido L-prolina. particularmente em 

composições de meios contendo a solução salina N6 (CHU et alii. 

1975). tem mostrado uma resposta positiva na elevação da 

freqüência de formação de calos embriogênicos do Tipo I I. 

iniciados de embriões imaturos da mesma linhagem (ARMSTRONG & 
GREEN. 1985). TOMES (1985a) observou que L-prolina (6 mM) e L­

asparagina (1 mM) causaram um incremento no crescimento. 

enquanto glutamina inibiu o crescimento de calos embriogênicos. 

O papel metabólico destes aminoácidos na indução de calos 

friáveis. altamente embriogênicos ainda não era conhecido 

(TOMES. 1985a). O autor comentou que a relação existente (com 

relação à massa dos compostos presentes no meio) entre 

nitrogênio na forma de nitrato (N0 3 ) e amoniacal (NH4) pareceu 

ser impor tan te nes ta respos ta. em v i s ta do l-esu I tado mu i to 

superior em N6 (relação N0 3 /NH 4 = 7) em comparação com MS 

(relação N0 3 /NH 4 = 1). Entretanto. estes meios não devem ser 

comparados diretamente para a quantidade relativa de 

nitrogênio. uma vez que as fontes de nitrogênio na forma de 

nitrato e na forma amoniacal são diferentes. As comparações 

fe i tas por TOMES ( 1985a) ent re os me i os de GREEN & PH I LL I PS 

(1975) e GREEN et alii (1983) para outros genótipos diferentes 

da linhagem A188 mostraram interações especificas genótipos x 

ambiente, mas não permitiram tirar conclusões a respeito da 
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influéncia direta destas composlçôes de meios sobre a 

capac i dace de produção de ca los do Tipo [I nas cu I turas. Um 

outro dado controvertido é o fato de que a adição de L-prolina 

(5 mM) em melOS de cultivo N6, nas culturas do hibrido 

comercial OeKalb XL82 não provocou os mesmos resultados 

favoráveis observados com a 1 inhagem A188 (VASIL & VASIL. 

1986) . 

A escolha do genótipo para os estudos de 

cultivos celulares tem exercido uma influência das mais 

marcantes sobre a probabilidade de sucesso na indução de calos 

embriogénicos e na capacidade de regenerar plantas. Uma análise 

genética do crescimento de calos induzidos a partir de tecidos 

do endosperma em quatro 1 i nhagens de m i lho, i nd i cou que a 

habilidade dos calos em proliferar seria influenciada por 

outros fatores, independentes do tlpO de endosperma (TABATA & 
MOTOYOSHI, 1965). Os autores observaram efeito maternal, assim 

como um pronunciado crescimento de calos induzidos em explantes 

oriundos de híbridos destes materiais. SUN & ULLSTRUP (1971) 

também notaram respostas diferentes em cruzamentos reciprocos 

entre um genótipo superior (P14) e a linhagem endogámica W64A 

contendo diferentes tipos de endosperma. O controle genético da 

resposta ao cultivo de tecidos do endosperma foi descrito pelos 

pesquisadores como sendo complexo. 

A análise do crescimento de calos a partir do 

cultivo de embriões maduros de seis linhagens endogâmicas 

mostrou uma elevada proporção de variância aditiva. em relação 

às variações não-aditiva e de dominância CNESTICKY et alii, 

1983). Os autores propuseram que o crescimento de calos seria 

governado por dois sistemas genéticos: um nuclear e outro 

citoplasmático. 

Utilizando metodologia de cultivo idêntica aos 

últimos autores. BECKERT & QING (1984) realizaram uma análise 

em dialelo e verificaram uma considerável variação genotipica 
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para crescimento de calos. capacidade de formaç~o de brotos e 

t-aízes em oito linhagens diferentes de milho. A magnitude 

relativa da herdabilidade estimada variou com o meio de cultivo 

e com o caráter ava 1 i ado. Foi observado que os efe i tos de 

capacidade geral de combinação (efeitos aditivos) foram 

relativamente mais pronunciados do que os efeitos de capacidade 

específica de combinação para o crescimento de calos e para a 

regeneração de brotos. Os autores também observaram efe i tos 

recíprocos entre cruzamentos e concluíram que. em adição aos 

fa tores nuc I eares menc i onados prev i amen te. dever i am ex i s t i r 

fatores genéticos citoplasmáticos envolvidos na determinação da 

resposta ao cultivo in vitro. 

Uma análise em dialelo parcial com cinco 

linhagens endogâmicas. para avaliar a capacidade de formação de 

calos embriogênicos após 14 e 28 dias indicou a existência de 

uma alta herdabilidade e com aprOXImadamente 70% da variação 

genética do tipo aditiva (TOMES & SMITH. 1985). Os resultados 

do mesmo trabalho mostraram que houve um efeito maternal 

negativo significativo em duas linhagens amostradas a partir do 

Iowa Stiff Stalk Synthetic. particularmente na linhagem 873. Os 

autores relataram dados de uma análise de efeitos reciprocas. 

em cruzamentos de 873 com outra linhagem responsiva <G35). e 

demonstraram que as respostas dos calos eram devido à 

segregação de fatores nucleares e fonte de explantes. ao invés 

de fatores genéticos citoplasmáticos. como havia sido 

considerado nos estudos anteriores de TA8ATA & MOTOYOSHI 

(1965), SUN & ULLSTRUP (1971). NESTICKY et alii (1983) e 

8ECKERT & Q I NG (1984). 

Em outros trabalhos que relatam 

sobre o controle genético para a capacidade de 

informações 

formação de 

calos embriogênicos a partir do escutelo de embriões imaturos 

de milho, HOOGES et alii <1985 e 1986) estudaram linhagens 

endogâmicas norte-americanas, e sugeriram a existência de dois 

genes dominantes com interação para o controle de regeneração 
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de plantas a partir destes calos. Resultados semelhantes foram 

obtidos por BRUNEAU (1985). Analises em dialelo para avaliação 

da capacidade de lndução de calos do Tipo 11 mostraram que a 

significância da varIação genotípica foi. principalmente. 

deVIdo à capacidade especifica de combinação. indicando que. em 

cruzamentos especificas. a amostragem de 

o potencial de um genótipo na produção 

nOMES & SM I TH. 1985; TOMES. 1985a e b). 

linhagens não revela 

deste tipo de calo 

Além dos es tudos bás i cos de de term i nação da base 

genética do caráter (indução de calos altamente embriogênicos 

e com capacidade de regeneração de plantas). muitos autores vêm 

realIzando experimentos exploratórios com um grande número de 

materiai~. das mais diversas constituições de germoplasma. Tal 

procedimento permitiu que fossem identificadas dezenas de 

genótipos (número superior a 70) que apresentam respostas 

favoraveis ao cultivo in vitro. com formação de calos do Tipo 

L listados por PHILLIPS et alii (1988) Um grande número de 

materiais (199 genótipos diferentes) com comprovada capacidade 

de indução de calos do Tipo I foi relatado por OUNCAN et alii 

( 1985). A i nda podem ser c i t ados os r esu I tados ob t i dos por 

HOOGES et alii· (1986). testando 25 linhagens e 11 hibridos, 

pertencentes a vários grupos de milho norte-americano. Estes 

trabalhos evidenciam que a capacidade de regeneração de plantas 

a partir de calos induzidos é muito variável entre os genótipos 

testados. e que o caráter mais favorável (produção de calos do 

Tipo lI) é apresentado por um número restrito de materiais. 

Vários autores observaram que a caracter1stica 

(indução de calos friáveis. altamente embriogênicos) possui uma 

alta herdabilidade e, portanto, pode-se desenvolver programas 

de melhoramento com dois enfoques: o cruzamento de genótipos 

recalcitrantes com materiais altamente responsivos. seguido do 

cultivo dos embriões hibridos, ou então. selecionando-se para 

a indução do calo desejado na progênie segregante de um 

cruzamento (HOOGES et aI i i, 1985; TOMES, 1985a, b; e TOMES & 
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SM ITH, 1985). 

Com relação ao germoplasma adaptado ao clima 

tropical, no Brasi 1. os primeiros testes de genótipos com 

vistas à regeneração de plantas a partir de tecidos somáticos 

de milho foram iniciados em 1983, no Departamento de Genética 

e Evolução da UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas) e no 

Oepar- tamen to de Gené ti ca da ESALQ !USP (Esco 1 a Super i or de 

Agricultura "Luiz de Queiroz"! Universidade de São Paulo) 

(MORO, 1987a). Os relatos que se seguiram mostraram que 

materiais com diferentes bases genéticas foram testados: 

linhagens endogâmicas (PRIOLI et alii. 1985al. sintéticos de 

vár i os grupos de 1 i nhagens e I i te (MORO & GUERRE I RO, 1984) e 

var i edades (AGU I AR-PEREC I N & FLUM I NHAN Jr. 1985) Todos estes 

trabalhos utilizaram a metodologia descrita por GREEN & 
PHILLIPS (1975). com o cultivo de calos induzidos a partir do 

escutela de embriões imaturos. Desde então. outros aspectos 

decorrentes do cultivo in vitro de calos de milho têm sido 

estudados, tais como: identificação de genótipos com alta 

frequência de embriogênese somática (PRIOLI et aI ii, 1985b: 

PRIOLI. 1987: MORO. 1987bl, observação de variação somaclonal 

em plantas regeneradas e em suas progênies (PRIOLI et alii. 

1986; PRIOLI, 1987). testes de linhagens endogâmicas derivadas 

de variedade (AGUIAR-PERECIN & FLUMINHAN Jr. 1986) e análise 

citológica de progênies de plantas regeneradas (FLUMINHAN Jr & 
AGU I AR-PEREC IN. 1987). 

Brasil. 

Apesar do inicio relativamente recente no 

esta linha de pesquisa já desenvolveu diversos 

trabalhos com enfoques básico e aplicado. Como exemplo destes 

trabalhos. pode-se incluir o desenvolvido por PRIOLI (1987) e 

PRIOLI & SILVA (1989), onde a análise de 34 linhagens 

endogâmicas de germoplasmas de mi lho com aI ta capacidade de 

combinação para produção de grãos. adaptados às condições de 

cultivo existentes em nosso clima, apresentou 20 genótipos com 

respostas favoráveis ao cultivo in vitro (formação de calos do 
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Tipo I). Destas. cinco linhagens apresentaram formação de calos 

do Tipo lI. frlavels. altamente embrlogênicos. mantendo a 

capacidade de regeneração de plantas mesmo após dois anos de 

cultivo in vitro. Estes t.rabalhos mostraram que o controle 

genético para a indução de calos embriogênicos a partir de 

embriões imaturos de milho. adaptado ao clima tropical, parece 

ser muito simples. o que sugere ser possivel a transferência 

desse carater para genótipos recalcitrantes. Em um estudo sobre 

alguns fatores que afetam o desempenho das culturas. PRIOLI & 
SILVA (1989) demonstraram que as linhagens analisadas 

apresentaram diferenças genéticas significativas para a indução 

de embr i ogênese soma ti ca e par a a regeneração de p 1 an tas. 

Análises de cruzamentos controlados sugerlram um sistema 

genético de controle e. além disto. foi observado que a 

expressivídade dos genes que governam estes caracteres pode ser 

modificada pelo estado fisiológico dos embrlões Imaturos 

inoculados. pelas variações sazonais das estações de cultivo e 

pelas interações entre genótipos e condições de crescimento dos 

calos (meios de cultivo). ~ interessante mencionar que foi com 

uma linhagem de respostas positivas nestes trabalhos (linhagem 

Cat-100-l). de germoplasma Cateto. que PRIOLI & SONOAHL (1989) 

obtiveram com sucesso a regeneração de plantas férteis a partir 

de protoplastos isolad6s de suspensões celulares. Maiores 

detalhes sobre este trabalho serão mencionados adiante. 

2.2. Seleção de linhagene celularee. cultivo em euepeneõee 

e ieolamento de protoplaetoe de milho 

2.2.1. Seleção de linhagene celularee 

A seleção de linhagens celulares in vitro tem o 

reconhecido potencial de concentrar variantes de uma manelra 
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direta (veja revisOes em THOMAS et a1ii. 1979 e JACOBS et a1ii. 

1987). A disponibilidade de culturas de celulas em suspensão de 

mil ho. com capac i dade de r egeneração de p 1 an tas mesmo sob 

pressão de seleção. tem aumentado marcadamente. Em adição a 

este fato. é crescente a utilização de calos embriogênícos 

friáveis de milho para a seleção de mutantes para as mais 

diversas características. Por exemplo, pode-se citar a seleção 

de linhagens celulares com maior produção ou tolerantes e/ou 

resistentes ao acúmulo de análogos de aminoácidos ou 

combinações de aminoácidos (HIBBERO et a1ii. 1980; HIBBERO & 

GREEN. 1982: H I BBERO. 1984; FR I SCH & GENGENBACH. 1986 e 

OIEORICK et alii. 1990). mutantes tolerantes e/ou resistentes 

a patotoxinas (GENGENBACH & GREEN. 1975 e GENGENBACH et alii. 

1977). a herbicidas (ANOERSON et alii. 1984) e a antibióticos 

(SHIMAMOTO & NELSON. 1981: UMBECK & GENGENBACH. 1983 e TUBEROSA 

& PH I Li_ I PS. 1986). 

Existem dois métodos básicos utilizados para a 

seleção de milho em cultivos celulares: seleção conduzida em 

meio de cultura contendo uma concentração do agente de seleção 

situada logo acima do nivel inibitório (onde os mutantes são 

prontamente reconhecidos pelo fato de sobreviverem às condições 

de cultivo). e seleção com concentrações sub-letais do 

inibidor. seguido de elevação gradativa dos niveis de seleção 

nos subcultivos seguidos. Embora a literatura exiba exemplos em 

que ambos os métodos produziram resultados similares (SHIMAMOTO 

& NELSON. 1981), é interessante lembrar que em culturas 

regeneráveis o segundo método apresenta a vantagem. como 

mencionado por PHILLIPS et alii (1988). de se avaliar a 

sensitividade da cultura pela sua capacidade de regenerar 

plantas. Assim. a redução na capacidade de regeneração pode ser 

ut i li zada como i nd i cador da concentração ma í s adequada do 

agente inibidor. 

A crescente lista de germoplasmas utilizados em 

experimentos de cultura in vitro na atualidade, mais a 
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disponlbi.lidade de fenótipos de cultivo que permitem a seleção 

mesmo em pequenos agregados celulares. aumentam a probabilidade 

de se determinar estratégias de seleção malS eficientes. Estas 

seleções são conduzidas com uma grande variedade de cultivos 

celulares. i.ncluindo-se calos friáveis embriogênicos. calos 

compactos regeneráveis e suspensões celulares. No presente. as 

mais sérias limitações para esta aplicação prática do cultivo 

i n v i t ro par ecem ser. como menc i onado por TOMES (l985a). o 

necessár la acúmu I o de conhec i men tos sobre a b i oqu i mica e a 

fisiologia dos mecanismos que controlam os caracteres 

fenotipicos de interesse para os melhoristas de plantas. 

2.2.2. Estabelsoimsnto de suspensões oslularss e 

isolamento de protoplastos 

~ reconhecida que o trabalho com órgãos isolados 

pode simplificar o estuda de sistemas vegetais complexos 

(STRAUS. 1960). Por sua vez. os cultivas de células em 

suspensão apresentam diversas outras vantagens que auxiliam na 

estudo das plantas em aspectos fisiológicos. bioquimicos. 

citológicas. genéticas e de melhoramento para fins agronômicas. 

Suspensões celulares são mantidas com ausência de 

microrganismos contaminantes. possuem habilidade para 

crescimento em meios de cultura de composição definida e sob 

condições de cultivo padronizadas (STREET. 1973). e representam 

um significativo passo em direção ao nivel de estudo de 

populações de células uniformes (em competência genética e em 

estado fisiológico). Uma revisão sobre o relacionamento 

existente entre as células isoladas e o organismo vegetal 

completo (em plantas vasculares) foi apresentada por KAPLAN & 
HAGEMANN (1991). 

A regeneração de plantas após a seleção in vitro 

ou a transformação genética pressupõe que as culturas de 

1 



suspenSÕes celulares retenham a sua capacidade embriogênica por 

um per lodo de tempo relativamente longo. ao redor de 6 meses a 

ma i s de um ano. duran te o qua I são produz i das as 1 i nhagens 

celulares desejadas. Uma parte integral da manutenção de calas 

com capacidade embriogênica por longos períodos de tempo é a 

perfeita identificação do fenótipo dos calos. Em milho. o tipo 

de calo com maior potencial para manutenção a longo prazo vem 

a ser o cala Tipo I I. altamente friável. com grande taxa de 

crescimento (GREEN et alii. 1983) e que permite. desta forma. 

a sua seleção a partir de calas não embriogênicos e 

embriogênicos do Tipo I através de subcultivos mais freqüentes 

(ARMSTRONG & GREEN. 1985: LOWE et 

1986) . 

1 .. 
a.1. 1 1 • 1985 e VASIL & VASIL. 

o estabelecimento e manutenção de cultivo de 

suspensões de cé I u I as embr i ogên i cas depende. segundo TOMES 

(1985a). de diversos fatores. tais cama: a fonte da cala 

cultivada. a freqüência de subcultivos e a taxa de diluição com 

meia de cultura nova a cada subcultivo. GREEN (1982) relatou 

que. a partir de calos do Tipo 11 altamente friáveis da 

linhagem A188. obtiveram culturas em suspensão finamente 

dispersas com relativamente pequena manipulação do meio de 

cultura. Esta suspensão apresentou capacidade de formar calas 

embriogênicos e regenerar plantas (GREEN et alii. 1983 e KAMO 

& HOOGES. 1986). Resultados semelhantes foram obtidos por VASIL 

& VASIL (986) a partir de suspensões induzidas a partir de 

calos do hibrido OeKalb XL82. Suspensões celulares 

embriogênicas com intenso crescimento também têm sido 

estabelecidas a partir de calas do Tipo II da linhagem 873 

(POTRYKUS et alii. 1979). Na linhagem Al88. a obtenção de 

suspensões celulares de calos do Tipo II foi otimizada com a 

adição de 25 mM de L-prol ina. enquanto a sua manutenção por 

longos per iodos de tempo foi incrementada pelo emprego de menor 

quantidade de L-prolina (6 mM), mas com adição de hidrolisado 

de case i na (GREEN e t a I i i, 1983 e ARMS TRONG & GREEN. 1985). 
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Suspensões estabelecidas a partir de calos deste genótipo podem 

alcançar uma taxa de crescimento de ate 10 vezes, no período de 

7 dias. mantendo a capacidade de regeneração de plantas por 

mais de um ano de cultura (SOMERS et alii. 1988), 

A utilização direta de suspensões celulares em 

experimentos de transformação genética via bombardeamento de 

micr-ocalos por microprojéteis é um outro sistema que tem 

apresentado crescente aplicação. Em relatos sobre este método, 

FROMM et alii (1990) e GOROON-KAMM et alii (990) ,-elataram a 

,-egeneração de p 1 an tas de rn i lho t ransgên i cas e fér t e i s • a 

expressão do gene inserido em progênies de plantas regeneradas, 

ass im como descreveram exper- imentos de co-transformação de 

suspensões estabelecidas a partir de calos transgênicos. 

A utilidade potencial de células isoladas para 

a engenharia genética é significativa. assim como o são as 

presentes limitações técnicas que têm dificultado a introdução 

de ONA. integração dos genes e sua expressão em cé lu 1 as de 

cereais. No entanto. como bem relata TOMES <1985a), a 

proliferação celular a partir de protoplastos isolados já seria 

suficiente. para prover de valiosas informações sobre a 

transformação genética de células de milho. Como exemplo pode 

ser ci tado o trabalho apresentado por PLANCKAERT & WALBOT 

(1989). onde foi analisada a expressão gênica em protoplastos 

de mi lho isolados a partir de calos embriogênicos. após a 

transferência de ONA via eletroporação. 

Suspensões celulares de mi lho representam um 

tipo de material ideal para experimentos de isolamento de 

protoplastos. conforme diversos autores vêm reportando na 

literatura <OSWALO et a1i1. 1977: SHANNON & LIU. 1977: 

SHERIOAN. 1977: 8RAR et alii. 1979; POLIKARPOCHKINA et a1i1, 

1979; POTRYKUS e tal i i. 1979; McCORM I CK • 1980; CHOUREY & 

ZURAWSKI. 1981; KUANG et a1ii. 1983; LUOWIG et a1ii. 1985; 

IMBRIE-MILLIGAN et alii. 1987 e SOMERS et alii. 1987). Os 

protoplastos isolados pelos autores mencionados. no entanto. 
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nao apresentaram totipotência. isto é. não regeneraram plantas. 

Resultados semelhantes foram obtidos com protoplastos isolados 

a partir de tecidos diferenciados. tais como: endosperma 

(MOTOYOSHI. 1971), parênquima foliar (IVANTSOV & AKHMETOV. 

1978). fragmentos de caule (POTRYKUS et alii. 1977). fragmentos 

de folhas <TAYLOR & HALL. 1976) e a partir de calos 

embriogênicos <IM8RIE-MILLIGAN & HOOGES. 1986) 

O estabelecimento de métodos de cultivo de 

protoplastos (e dos calos induzidos a partir deles) foi 

auxiliado pela observação das respostas que as respectivas 

suspensões celulares apresentavam. sob determinadas condições. 

taIs como: emprego de células nutrizes e adequada densidade de 

cultivo. Diversos trabalhos relatam estas experiências (SMITH 

et alii. 1984 e KAMO & HOOGES. 1986) e ilustram bem a 

importância de se testar continuamente a capacidade 

embriogênica da~ culturas. 

VASIL & VASIL (1986) mostraram que suspensões 

celulares obtidas para calos do Tipo rr do híbrido DeKalb XL82 

foram capazes de produz i r ca los embr i ogên i cos e regenerar 

plantas. Estas suspensões também perm i tiram o i so I amen to de 

protoplastos e o cultivo destes até a obtenção de calos. Outros 

autores (CARSWELL et alii. 1989) observaram que algumas 

substânc i as (ác i do O-acet ir-sal i c 11 i co). podem i ncrementar a 

taxa de formação de colônias em protoplastos isolados a partir 

de suspensões embriogênicas de um genótipo derivado da linhagem 

comercial 873. 

somática 

suspensões 

(1987> e 

A observação de 

em calos derivados de 

celulares de milho foi 

KAMO et alii (1987). 

ocorrência de embriogênese 

protoplastos isolados de 

relatada por VASIL & VASIL 

embora sem capacidade de 

regenerar plantas. Os primeiros autores utilizaram como fonte 

de explantes o híbrido comercial OeKalb XL82 enquanto o segundo 

trabalho empregou embriões Fl do cruzamento da linhagem A188 x 

8lack Mexican Sweet. A regeneração de plântulas a partir de 
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calos derivados de protoplastos foi conseguida por CAI et alii 

(1987) Eó' por M I TCHELL & PETOL I NO ( 1990). t r aba I hando com 

cultivo de protoplastos isolados a partir de suspensões 

celulares derivadas de microsporócitos. No entanto. em ambos os 

trabalhos. as plântulas regeneradas não atingiram a maturidade. 

RHOOES e tal i i (1988a e b). regeneraram plantas capazes de 

crescer em solo. porém não férteis. a partir de protoplastos 

isolados de suspensões celulares derivadas de calos 

embr 1 ogên i cos da I i nhagem A 188 e de progên i es der i vadas da 

linhagem 873. denominadas pelos autores de 873-1 e 873-2. Um 

resultado importante obtido por estes últimos autores foi o 

desenvolvimento de um sIstema que assegurou uma elevada 

freqüência de colônias de calos a partir dos protoplastos. Tal 

si s tema cons i s ti u na u t i I i zação de uma camada de cé I u I as 

nutrizes de suspensão celular de 8lack Mexican Sweet. sobre a 

qual os protoplastos foram cultivados. No entanto, as plantas 

regeneradas da linhagem A188 não atingiram a maturidade. e as 

plantas regeneradas a par t i r do genó tipo 873-1 apresentaram 

in fert i 1 idade. Conforme os au tor es comen taram, as respos tas 

podem ter sido conseqüências de características pré-existentes 

das culturas doadoras. Isto poderia ser a razão para o fato de 

que mesmo os controles dos experimentos não regeneraram plantas 

férteis. 

Em um trabalho maIS recente, a respeito de 

t rans formação gené ti ca estáve 1 de pro top 1 as tos e ca los de 

milho. LYZNIK et alii (1989) notaram uma grande influência da 

camada de células nutrizes sobre o crescimento dos microcalos 

a partir de protoplastos isolados e sobre a eficiência de 

transformação nos experimentos. 

A regeneração de plantas férteis a partir do 

cultivo de calos induzidos de protoplastos isolados de 

suspensões celulares embriogênicas de milho foi relatada 

simultaneamente por SHILLITO et alii (1989) e por PRIOLI & 

SONOAHL (989). Os autores utilizaram, respectivamente, uma 
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linhagem e li t e der i vada da linhagem 873 (do germop 1 asma r owa 

Stiff Stalk Synthetic) e uma linhagem ~daptada ao clima 

tropical (Cat-100-11. com germoplasma da raça Cateto. Estes 

trabalhos apresentaram os fatores de importância para o sucesso 

de experImentos de cultivo de protoplastos: seleção de 

suspensões celulares com capacidade de regenerar plantas 

férteis. checagem periódica das caracteristicas das células em 

suspensão. composIção da solução enzimática empregada. método 

de tratamento enzimático. filtragem e lavagem da solução 

enzimática. composição dos meios e métodos para o cultivo dos 

protoplastos isolados. regeneração de plantas. aclimatação e 

cultivo destas até a maturIdade. Além disto. SHIllITO et alií 

(1989) descreveram também um método de cr iopreservação das 

culturas em suspensão. que permitiu o isolamento de 

protoplastos totipotentes mesmo após certo tempo de 

armazenagem. com resultados semelhantes aos obtidos com. 

suspensões csl u 1 ares embr i ogên i cas (REECE & MAOOOX, 1987>. 

Posteriormente, PRIOlI et alii (1990) relataram que as plantas 

regeneradas a partir de protoplastos isolados do genótipo 

Cat100-1 apresentaram diversas anormalidades fenotipicas, 

também observadas em plantas regeneradas de suspensões 

finamente dispersas do mesmo genótipo. 

Em um outro relato sobre a regeneração de 

plantas a partir de calos induzidos de protoplastos isolados. 

SUN et alii (1989) utilizaram. como fonte de protoplastos, 

suspensões celulares embriogênicas estabelecidas a partir de 

calos friáveis induzidos de microsporócitos de um hibrido 

comercial super-doce Csh2sh2). Este trabalho demonstrou que, a 

partir de cultura de células haplóides, foi possivel a 

regeneração de p I an tas hap I ó i des e di hap I ó i des capazes de 

crescer em solo. Como mencionado pelos autores. o cultivo de 

células haplóides pode ser útil para a seleção de mutantes, e 

para a obtenção de dihaplóides através de tratamentos com 

colchicina. 



Com o objetivo de estabelecer 

aprimorado para a regeneração de plantas férteis 
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um sistema 

a partir de 

a 1 i i ( 1990) 

sintetizaram um genótipo (HE/89) com capacidade de manutenção 

de sua totipotência em cultivos de longa duração. O genótipo 

foi produzido pelo cruzamento de plantas regeneradas de 

culturas de células haplóides (genótipo H229. com 30 meses de 

cultivo in vitrol com pólen de plantas regeneradas de culturas 

de células diplóides (genótipo OK281. com 10 meses de cultivo). 

Apesar da idade avançada dos genótipos parentais. os autores 

verificaram que cerca de 60% a 70% das mais SOO plantas 

regeneradas de protoplastos de HE/89 produzIram sementes por 

autofecundação ou por cruzamentos. 

2.3. Variabilidade genética e citogenética decorrente do 

cultivo in vitro e euae poeeíveie caueae 

2.3.1. Variação eomaclonal e inetabilidade genOmica no 

cultivo in vitro 

A variabi 1 idade surgida durante a cul tura de 

tecidos tem sido descrita em todos os níveis do processo de 

cultivo e para um grande número de espécies vegetais. 

Para maior clareza a respeito deste fato. trata­

se separadamente a variabilidade observada em calos e culturas 

de células em suspensão. e aquela observada em plantas 

regeneradas de cultura de tecidos. Usualmente a primeira 

categoria é referida como instabilidade da cultura enquanto a 

segunda é denominada variação somaclonal (LARKIN & SCOWCROFT. 

1981) . 
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2.3.1.1. Variaçao eomaclonal 

É um fato já completamente estabelecido que 

freqüentes modificações genéticas podem ocorrer durante o 

processo de cultivo in vitro de células e tecidos vegetais. 

Muitas destas modificações são manifestadas como mutações 

herdáve i s na progên i e de p I antas regeneradas (HE r NZ & MEE. 

1969) e por 

utilização de 

essa 

tais 

razão diversos autores 

cul turas como geradoras 

têm proposto a 

de var i ab il idade 

para caracteres agronômicos em plantas de propagação vegetativa 

(HEINZ et alii. 1977 e SHEPARO et alii. 1980) e em plantas de 

propagação sexual (EVANS & SHARP. 1983 e EVANS et alii. 1984). 

Esta variabilidade genética gerada dUl-ante a 

cultura de tecidos foi denominada de variação somaclonal por 

LARKIN & SCOWCROFT (1981). Entre os possíveis mecanismos 

relacionados com a origem desta variabilidade. estariam: 

alterações cariotipicas e rearranjos cromossômicos. ativação de 

elementos de transposição. rearranjos gênicos somáticos. 

amplificação e depleção de seqüências de ONA. "crossing-over" 

somático e permutas entre cromátides-irmãs e eliminação de 

vírus cripticos. Mais recentemente. PHILLIPS et alii (1990) 

comentaram as possíveis modificações no ONA de células 

cultivadas in vitro (tais como: metilação e desmetilação) com 

a ocorrência de alterações ao nível de bases específicas. e ao 

nível da estrutura da cromatina. 

O grande potencial de aplicação de métodos de 

seleção in vitro de células vegetais variantes despertou 

diversos autores no sentido de estabelecerem quais os 

procedimentos básicos para a sua utilização, incluindo a 

descrição dos diferentes métodos de seleção. o estabelecimento 

de procedimentos de análise da herdabilidade do caráter 

modificado e a caracterização de relações de dominância­

recessividade dos genes envolvidos (veja revisão em MALIGA. 

1984) . 
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Em contraste com a euforia criada em torno da 

variação somaclonal. MEINS (1983) salientou que. quando usada 

para propagação de genótipos superiores. banco de germoplasma 

ou como um sistema para manipulação genética. esta variação 

passa a ser indesejável. Portanto. de acordo com o referido 

autor. ambas as aplicações da cultura de tecidos dependem do 

conhecimento sobre a ocorrênCia desta variação celular 

hereditária e do aprendizado em como exercer o seu controle. o 

que inclui a necessidade de avanços em outras áreas da pesquisa 

vegetal (como já havia sido comentado anteriormente por CARLSON 

& POLACCO, 1975). 

O crescente interesse na anál ise genética de 

plantas obtidas de cultura de tecidos tem exigido uma 

denominação clara e universal para caracterizar plantas 

t-egeneradas (convencionalmente denominadas "somaclones") e suas 

progênies subsequentes. CHALEFF (1981) propôs o uso de geração 

"R" para representar plantas regenerantes (comunicada como RO 

por outros pesquisadores) e Rl. R2. etc. para suas sucessivas 

progênies autofecundadas. 

2.3.1.2. Inetabilidade genética e citogenética 

Desde o relato pioneiro de MURASHIGE & NAKANO 

(1967), têm sUl-gido um grande número de trabalhos que 

documentam a existência de instabilidade inerente ao cultivo in 

vitro de linhagens celulares. Esta instabilidade tem sido 

discernida aos níveis cariotipico. bioquímica e molecular. 

tanto em DNA nuclear como ao nível do DNA de organelas. 

Com relação especificamente à instabilidade 

cromossômlca. D AMATO (1978) e BAYLISS (1980) fizeram uma 

revisão a respeito de todos os aspectos da sua ocorrência em 

culturas de tecidos. As classes de células variantes incluiram: 

pollplóides e aneuplóides. alterações na estrutura dos 
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cromossomos (de 1 eçoes de d i versos graus. perda de sa té li tes. 

tl-anslocações. fusões cêntricas e pontes nas anáfasesl. e 

outras aberrações mi tót icas (fusos muI t ipolares. cromossomos 

atrasados. fragmentos e separação assimétrica das cromátides) . 

Inúmeros trabalhos relataram a ocorrência de uma 

alta incidência de aberrações cromossômicas estruturais e 

numéricas nas diversas espécies vegetais (SUNOERLANO. 1977 e O 

AMATO. 1978). Foi observado que o comportamento das diferentes 

espécies vegetais é bastante heterogêneo. Algumas vezes 

predominam alterações no número de cromossomos (BAYLISS. 1980) 

e em outros casos. mesmo quando este número permanece 

constante. pOde ocorrer uma alta frequência de rearranjos 

estruturais (MURATA & ORTON. 1983). 

Os fatores que podem influenciar o tipo e a 

severidade das variações cromossômicas nas culturas são 

numerosos: genótipo ~o material (para referêncIas. veja BALZAN. 

1978). estado epigenético do explante (veja O AMATO. 1977): 

segundo o au tor. tec i dos com a 1 to grau de organ i zação. ta í s 

como meristemas. usualmente dão origem a plantas com número 

norma 1 de cromossomos. enquan to cu 1 t i vos de ca los da mesma 

planta podem ter comportamento lnverso; tipo de cultivo: 

suspensão celular. calos. propagaçao de gemas (caracterizados 

por YEOMAN & FORCHE, 1980), entre outros. 

2.3.2. Variabilidade no cultivo in vitro de milho 

Conforme PHILLIPS et alii (1990) comentaram. 

provavelmente todas as formas de eventos mutacionais que podem 

ocorrer naturalmente. também podem ocorrer em células 

cultivadas in vitro. Entretanto. os autores mostraram que 

determinados eventos causadores de mutações parecem ocorrer em 

elevadas freqüências em cultivos de células vegetais. entre 

eles: mutaçoes envolvendo um únICO gene. ativação de elementos 



de transposlção. varIação em caracteres quantitativos. e 

quebras de cromossomos. 

As vantagens da utilização do milho para estes 

estudos vêm do fato dela ser uma espécie diplóide, o que 

perm i t e uma pronta i dent i f i cação de mu tações recess i vas (em 

caracteres monogênicos marcadores) na progênie de plantas 

regeneradas (SOMERS et aI i i. 1988). Ela tambem é uma planta 

monOlca e as celulas que dão origem à panlcula e à espiga estão 

separadas já no embr ião de sementes maduras CJOHR I & COE. 

1983) A separação espacial das células que formam os estames 

e os oistilos durante o desenvolvimento do embrião pode 

resultar em não-concordâncla (setoriamentol genética entre 

panicula e espiga de plantas da geração RO. Durante a formação 

de meristemas apicais em culturas organogênicas. células com 

diferentes mutações podem aparecer nas diferentes 

inflor-e8cências (SENZION et alii. 1986 e PHILLIPS et alii. 

1988). Eventos similares podem ocorrer em embriões somáticos de 

origem multicelular (GREEN et ali1. 1977 e EDALLO et alii. 

1981). ou então podem ocorrer nas células de inflorescências 

masculinas e femininas após a formação do embrião somático. 

como resultado da instabilidade genética causada pela passagem 

por cultura de tecidos (McCOY & PHILLIP8. 1982 e SECKERT et 

alii. 1983). Plantas quiméricas com mutações recessivas na 

espiga ou na panícula podem ser detectadas pela observação de 

segregação do caráter na geração R2. se não segregarem em Ri. 

Em auxílio a todas estas vantagens. os autores comentam que o 

extensivo conhecimento sobre a genética e citogética da espécie 

torna o milho um instrumento elegante para estudos genéticos 

básicos nesta área de pesquisa. 

Especificamente com o milho já foram detectadas 

alterações de diversas ordens e nos vários tipos de materiais: 

ai aberrações cromossômicas em células de calos 

induzidos a partir de tecidos do endosperma CSTRAUS. 1958 e 

SOYER & SHANNON. 1974). tecidos meristemdticos (EDALLO et alii. 
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1981). escuteio de embriOes imaturos (McCOY ,~ PHILLIPS. 1982) 

e ,~ partir de outros tecidos diferenciados eBALZAN. 1978 >3 

MOHANTY et ai i i. 1986): 

bl mutações qenicas afetando plantas regeneradas 

a par t i r de ca 1 os i nduz i dos de embr i ões i ma turos e em suas 

progênies (LEE & PHILLIPS. 1987a. e com revisão em PHILLIPS et 

a i i i. 1988); 

c) aberrações cromossômicas estruturais em 

células de meristemas t-adicuiares de inflorescências 

mascu 1 i nas de p 1 an tas regeneradas e suas progên i es (LEE & 

PHILLIPS. 1984; 1987a e b. e observação da ocorrência de 

regenerantes qUIméricos para aberrações cromossômicas (GREEN et 

alíí. 1977; McCOY & PHILLIPS. 

RHOOES et alii, 1986); 

1982: BENZION et alii, 1986 e 

d) aberrações cromossômicas numéricas e 

estruturais em células de cultivo em suspensão (BRAR et alii, 

1979: MEAOOWS. 1982/1983 e WANG et alii. 1986); 

e) diploidização e poliploidização de células 

haplóides cultivadas in vitro (BOCK & GREENBLATT. 1965; 

OHAL I WAL & K I NG. 1979 e GU & TI NG. 1985) 

f) var i ações no ONA 1111 tocondr i a 1 em p 1 an tas 

regeneradas (GENGENBACH et a 1 i i. 1981: BRETTEL e tal i i. 1982: 

KEMBLE et alii. 1982 e McNAY et alii. 1984). entre outras. 

2.3.2.1. Variação eomaclonal e melhoramento genético 

o acúmulo de informações a respeIto da variação 

somaclonal tem levado diversos pesquisadores a estudos de 

avaliação do potencial de utilização desta fonte de 

variabilidade para estudos genéticos e para aplicação prática 

no melhoramento do milho (EARLE & GRACEN, 1985 e LEE et alii. 

1988). Em sua revisão sobre o assunto. PHILLIPS et alii (1988) 

relataram que já haviam sido observados. em progênies de 
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plantas regeneradas. cerca de 50 difet-entes fenótipos 

con t ro 1 ajos por mu tações de pon to. mu 1 to embora os mesmos 

au tores reconheçam que a frequênc i a de mu tações observadas 

possa ser uma subestimativa do total de variação induzida na 

cultura de tecldos (veja tambem PHILLIPS. 1989). 

Var i ações em carac teres quan t i ta t i vos também têm 

sido documentadas. LEE et alii (1988) relataram que este tipo 

de variação. particularmente na precocidade das plantas. 

poderia ser útil. embora o método exija um trabalho com grandes 

populações devido à tendência de se produzir uma grande 

proporção de linhagens inferiores. 

Análise de mutantes ao nível bioquimico foi 

realizada por 8RETTEL et alii (1986) . que relataram a 

ocorrênc i a de mutantes para genes de á I coo l-deh i drogenases 

(Adh-1 e Adh-2) em somaclones da linhagem A188. Tambem já foram 

realizadas análises de mutantes ao nivel de ONA mitocondrial 

(McNAY et alii. 1984). assim como de ONA nuclear: análises 

moleculares de plantas da geração RO (com relato em PHILLIPS. 

1989) e da geração R2 (8ROWN. 1985) mostraram diferenças 

significativas no grau de metilação do ONA. 

Alguns trabalhos sobre a varlabilidade na 

cultura de tecidos de milho indicaram que a freqüência de 

varlação aumenta com a idade da cultura. e que a freqüência de 

plantas quiméricas que são regeneradas por culturas 

organogênicas e embriogênicas decresce com o tempo em cultivo 

(8ENZION et aliio 1986; LEE & 

PHILLIPS. 1988) Estas duas 

contraditórias. mas analises 

PHILLIPS. 1987b e ARMSTRONG & 

observações podem parecer 

genealógicas de subcultivos 

clonais (8ENZION & PHILLIPS. 1988) comprovaram estas 

afirmativas. Os autores detectaram que o número de variantes 

nas progênies de plantas RO cresceu com o aumento da idade de 

cultivo. com indicações de que a taxa de mutação havia sido 

constante. 
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Em um estudo a respeito de varIaçôes induzidas 

por de ~ecidos em espécies de monocotiledôneas 

regeneradas por embr iogênese somá ti ca. VAS I L (1987) observou 

uma bai.xa frequência relativa de anormalidades genéticas e 

citogenéticas. Em contraste com esta observação. SOMERS et alií 

(1988) relataram que. em milho. a freqüência de variantes e 

anorma I i dades c í togené ti cas em p I antas regeneradas por 

embriogénese somática foi aproximadamente igual. ou superior à 

'lar 1 ação ':Jbservada em p 1 an tas regenet-adas de ,::u I turas 

organogên i cas. Os autores suger i ram que a e 1 evada taxa de 

crescimento de calos do Tipo Ir. comparada com os calos do Tipo 

r. estaria relacIonada com a maIor Instabilidade das culturas 

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

2.3.2.2. Inetabilidade cromoeeõmica 

Análises meióticas de plantas regeneradas e de 

suas progênies têm revelado um predomínio de aberrações 

estruturais em comparação com alterações no número de 

cromossomos. O pareamento cromoss6mico durante a meiose permite 

uma pronta identificação de heterozigosidade para aberrações 

estruturais como translocações. duplicações e deficiências. 

surgidas em conseqüência de quebras cromoss6micas (revisão em 

PHILLIPS et alii. 1988). 

Análises de plantas regeneradas em aveIa (4vena 

sativa L.) CMcCOY et alii. 1982: JOHNSON et alii. 1987a e b) e 

em milho (McCOY & PHILLIPS. 1982) forneceram resultados 

similares: em ambas as espécies houve o aparente envolvimento 

das regiões heterocromáticas com a ocorrência das mais 

freqüen tes alterações cromossôm i cas observadas. Espec i f i camen te 

no caso do milho os locais de quebras estavam situados. de 

acordo com os referidos autores. entre o centrômero e os knobs 

cromoss6mlCOS heterocromáticos. 
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BENZION ,~ PHILLIPS (1988) realizaram análises 

meióticas em ,370 pLantas t-egeneradas de calos Induzidos a 

partir 

m 1 lho. 

dEl embriões 

e observaram 

imaturos de 

que cerca 

'7' 

de 

genótipos 
'<'"\0/ 1 .::. Ia dos 

di feren tes de 

1- egener ant es 

apresentavam alterações citológlcas. A maioria das aberrações 

eram resultado de quebras cromossdmlcas (65% de translocações 

e de deficiências) e geralmente envolviam braços 

cromossômlcos contendo knob heterocromatico. Em um outro 

estudo. RHOOES et alii (1986) analisaram meioses de 257 plantas 

regeneradas de culturas induzidas a partir de inflorescências 

mascul inas imaturas do híbrido resultante do cruzamento das 

linhagens endogámlcas W22 Rr-xl X A1SS. e encontraram cerca de 

40% de indivíduos citologicamente anormais. Cerca de 26% dos 

regenerantes eram heteroz i gót i cos para aber rações cromossdm í cas 

estrut~rais e cerca de 19% apresentavam aberrações numéricas. 

No total. cerca de 12% das regenerantes apresentavam 

translocações. 14% possuíam pares heteromórficos 

(heterozigóticos para deficiências e/ou duplicações). 14% 

apresentavam dupl icações genômicas e 5% possuiam adições ou 

perdas de cromossomos. 

Em um outro trabalho. foram identificados 

somaclones heterozigóticos para uma inversâo paracêntrica e a 

ocorrência de sete plaritas com translocações envolvendo três 

cromossomos. resultando em uma formação de anel (ou cadeia) de 

selS cromossomos na diacinese (LEE & PHILLIPS. 1987b) . 

in t eressante notar que as p 1 an tas r egeneradas podem também 

possuir mais do que uma aberração. Como apresentado pelos 

últimos autores. 9% dos somaclones regenerados após 32 ou 36 

semanas do inicio da cultura possuiam duas ou três aberrações 

cromossômicas. Os autores observaram que as aberrações 

estruturais eram originadas de quebras que ocorriam 

predominantemente nos braços cromossômicos que possuem knobs 

heterocromáticos. ~ importante mencionar que todos os estudos 

citados envolveram plantas regeneradas de calos induzidos a 
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par t i r de exp 1 an tes da 1 i nhagem A 188. que apresen ta knobs 

heterocromáticos nas posições k:7L. K8L e K9S. ou de 

explantes de progênies F2 de Oh43/A188 (a linhagem Oh43 possui 

um pequeno knob na posiçâo K6L assim como em K4L. K7L e K9S 

(veja descriçâo em PHILLIPS et alii. 1988). 

A aI ta freqüência relativa de quebras 

cromossômicas (causando a predominância de aberrações 

estruturais) e a impIicaçâo direta ou indireta dos knobs 

cromossômICOS heterocromáticos. conduziu PHILLIPS (1986). LEE 

& PHILLIPS (988) e SOMERS et alii (1988), na Universidade de 

Minnesota (EUA). a evocarem a hipótese de que a causa principal 

de alterações citogenéticas no cultivo in vitro de milho seria 

decorrente de distúrbios causados pela replicaçâo tardia do oNA 

heterocromático. De acordo com os autores. perturbações 

afetando o periodo de síntese de oNA em locais de replicaçâo 

tardia (ao nivel dos knobs) poderiam resultar na nâo separaçâo 

de cromátides-irmâs. Conseqüentemente, ocorreria a formação de 

pontes anafás i cas. que resu 1 tar i am na quebra do cromossomo. 

Esta sugestâo havia sido abordada previamente por McCOY et alii 

(1982). no mesmo laboratório. relacionando a replicaçâo tardia 

da heterocromatina perlcentromérica como sendo o evento 

responsável pelas quebras cromossômicas observadas em plantas 

de aveia regeneradas in vitro. 

RHOAoES & oEMPSEY (1972 e 1973) relataram um 

comportamento similiar nos pontos de quebra de cromossomos A 

com knobs em presença de dois ou mais cromossomos 8 em milho. 

Eles propuseram que a replicacão do oNA dos knobs 

heterocromaticos dos cromossomos A fOI retardada pela presença 

dos cromossomos 8. impedindo assim a separação das cromátides 

e causando a formação de pontes na anáfase. Por sua vez. PRYOR 

et alii (1980) mostraram que a heterocromatina dos knobs in 

vivo possui o último oNA cromossômico a ser replicado. Em sua 

discussão sobre o assunto. PHILLIPS (1986) mencionou que 

determinadas regiões hoje conceituadas "sitio de knobs" 
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poder i am desempenhar um pape 1 í mpor tan t e na r eorgan i zação do 

genoma após um ciclo de ouebra-fusão-ponte. mesmo na ausênCIa 

do knob em questão. De acordo com RIVIN et ali i (1983). uma 

:;eqüenc i a De ONA r epe ti t i vo • pr esente no knob proem i nen te. 

poderIa tambem estar presente em um número menor de cópias na 

ausênCIa do knob visivel citológicamente. Estas regiôes 

heterocromdticas (sitios de knobs) poderiam participar de 

rearranJos cromossdmicos. mesmo quando presentes em cromossomos 

não envolvidos na formação de pontes. Assim. PHIllIPS (1986) 

concluiu que poderia não ser esperada uma correlação absoluta 

entre quebras e regiôes heterocromaticas citológicamente 

visivels. embora o mesmo autor tenha comentado que determinadas 

raças de milho que possuem altos nivelS de heterocromatina na 

forma de knobs. tais como Zapalote Chico (para referência veja 

AGU I AR-PEREC IN. 1985; AGU I AR-PEREC IN & VOS A • 1985 e BROWN. 

1985) poderiam ser especialmente susceptiveis à variabilidade 

causadas pelo cultivo in vitro. 

~ importante lembrar. entretanto. que elevadas 

freoüênc i as de quebras cromossôm i cas não conduzem 

necessar i amen te à uma a 1 t a f requênc i a de mu tações de ponto. 

fato este evidente nas progênies de plantas regeneradas. Uma 

possivel explicação seria o fato de que as variações induzidas 

pelo cultivo in vitro ativariam elementos de transposição. que 

por sua vez poderiam causar as mutaçôes gênicas. Esta hipótese 

es tá baseada nas observações de McCl I NTOCK (1978) de que o 

choque no genoma representado pela quebra de cromossomos 

ativaria elementos de transposição (McClINTOCK. 1950; 1951: 

8 I ANCH I et aI i i. 1969; NEUFFER. 1'166 e oOERSCHUG. 1973). 

BURR & BURR (1981) e McClINTOCK (1984) previram 

a atividade de elementos de transposição em plantas de milho 

regeneradas. baseados na idéia de que o cultivo in vitro per se 

poderia representar um choque gendmico. Uma revisão sobre os 

elementos de transposição e as seqüências de inserção em 

plantas fOI apresentada por FREElING (1984). 
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Alguns trabalhos têm relatado uma ocorrênCia 

freqüente de elementos de transposiçâo em plantas regeneradas 

e suas progênies. A ativaçâo de transposon 4c na progênie de 

plantas regeneradas foi demonstrada por PESCHKE et alii (1985; 

1987) e PHILLIPS & PESCHKE (1988). Em um estudo mais recente. 

PESCHKE & PHILLIPS (1991) observaram a ativaçâo do elemento de 

transposiçâo Spm em materiais oriundos de cultivo in vitro. 

Elementos ~c ativados durante o cultivo de tecidos de milho 

foram analisados. sob os pontos de vista genético e molecular. 

por PESCHKE et alii (1991>. 

2.3.3. Análise da instabilidade cromossômica de células 

cultivadas in vitro 

As observações p i one i ras de McCL I NTOCK (1930; 

1931 e 1933), demonstraram que a fase de paquíteno é a maiS 

adequada para a identificação de detalhes da morfologia dos 

cromossomos de milho. Os cromossomos paquitênicos foram 

descr i tos POI- LONGLEY (1938 e 1939) e RHOAOES (1950 e 1955). 

que distingüiram cada um deles com base nos seguintes critérios 

morfológicos: a) comprimento total. b) posiçâo do centrômero 

(re lação de braços). c) presença de he t erocroma t i na 

centromérica. d) cromômeros característicos. e e) presença de 

knobs em sitios especificas. 

Os detalhes morfológicos dos cromossomos 

mitóticos são consideravelmente reduzidos em relação aos 

encontrados no paquiteno. Na prófase mitótica. cuja coloração 

diferencial de eucromatina e heterocromatina é semelhante ao 

observado na meiose. a distinção entre elas é dificultada pela 

natureza mais condensada dos cromossomos (CARLSON. 1977). Na 

metáfase mitótica a perda de detalhes da morfologia é ainda 

maior. uma vez que os cromossomos estão completamente 

condensados. o que. segundo este último autor. aumenta a 
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dificuldade em se determinar de maneira acurada o comprimento 

total e poslção do centrômet-o. em r-elação aos cromossomos 

paquitênicos. Apesar disto. CHEN (1969) identificou todos os 

cromossomos do milho na metáfase mitótica. através dos 

critérios mencionados e da presença de constrição secundária. 

Em sua revisão sobre a assunto. CARLSON (1988) 

mencionou que as vantagens de se estudar cromossomos mitóticos 

serlam: facilidade de se obter o material. simplicidade de 

preparação e na contagem de cromossomos. As recentes técnicas 

citológicas estão auxiliando a suplantar as desvantagens. Como 

exemplo o autor menciona o método de bandamento-C. onde as 

celulas mitóticas coradas com Giemsa produzem coloração 

diferencial dos cromossomos (veja VaSA. 1975). com regiões 

específicas coradas malS intensamente. o que permite uma 

análise detalhada da estrutura dos cromossomos. embora dentro 

dos limites da análise de pró-metáfases ou metáfases mitóticas. 

WARO (1980) utilizou bandamento-C em variedades diferentes de 

mil ho com cons t i tu i ção de knobs conhec i da e mos ti-ou haver 

correspondência entre o número de knobs e o número de bandas. 

Resultados similares foram obtidos por AGUIAR-PERECIN (1985). 

Além disto. os padrões de coloração reportados pelos autores 

mostraram que bandas-C podem ser utilizadas para diferenciar 

classes de heterocromatina. Estudos com bandamento-C em milho 

foram re 1 atados por HAOLACZKY & KALMAN ( 1975). CHOW & LAR TER 

WET ( 1983) e RAY8URN alii (1985) . (1981). MASTENBROEK .3. 

AGUIAR-PERECIN & VaSA ( 1985) 

de metáfases coradas através 

relataram que análise biométrica 

da metodo18gia de bandamento-C. 

comprovou que a presença de bandas-C correspondentes a knobs de 

tamanhos grande e médio alteram o comprimento dos braços 

cromossômicos nas metáfases mitóticas. 

Com relação ao desenvolvimento de técnicas de 

coloração de tecidos especificas ou tipos celulares. 

& WANG (1984) discutiram métodos de análise da 

cromossômica em células cultivadas in vitro e em 

PHILLIPS 

variação 

plantas 
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l-egeneradas a par tI r de I as. Uma !- ev i s~o :30br e as técn i cas 

citogenéticas para culturas in vitro fOI apresentada por EVANS 

,~ REEO (1981). incluindo metodologias de coleta de materiais e 

de coloraçâo para a determinaçâo de aberrações cromoss6micas 

numérIcas. 

o índice mitótico verificado em algumas culturas 

de calos ou de suspensões celulares pareceu ser normalmente 

baIXO. WANG et alii (1986) observaram que culturas em suspensão 

de Black Mexican Sweet possuíam um indice mitótico de cerca de 

4%. Devido a este fato. PHILLIPS et alií (988) comentaram que 

há uma grande dificuldade em se estudar as variações 

cromoss6mlcas diretamente nestas culturas. 

Um outro aspecto do estudo de variações 

induzidas pelo cultivo in vitro de calos ou suspensões 

celulares de milho é que as alterações na estrutura dos 

cromossomos. em oposição a alterações no seu número. têm sido 

relatado com bem menOr frequência (McCOY & PHILLIPS, 1982 e 

MOHANTY et aI i í. 1986). Com base no número de variantes com 

aberrações estruturais encontrados em progênies de plantas 

regeneradas, PHILLIPS et alii (1988) mencionaram que não seria 

de se duvidar que taIs eventos ocorressem, ao menos em culturas 

de ca 1 os regeneráve i s. e que não hav iam s i do de tec tados até 

então devido a limitações nas metodologias de análise mitótica 

destes materiais. 
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3. MATERIAIS E M~TOOOS 

3.1. Genótipoe utilizados 

o presente trabalho foi realizado em etapas, que 

consistiram de v experimentos distintos entre si quanto aos 

tipos de materiais utilizados. Cada um dos experimentos teve os 

objetivos mencionados a seguir: 

3.1.1. Experimento 1: Etapa preliminar de padronização 

da metodologia de cultivo in vitro 

Em uma fase anterior aos experimentos principais 

do presente trabalho, foram realizados testes de cultivo in 

vitro através de experimentos preliminares nos anos de 1984, 

1985 e 1986. Estes tiveram como objetivo a implantação da 

técnica de cultura de tecidos de milho no Laboratório de 

Citologia do Departamento de Genética ESALQ/USP. Foram 

utilizados. para esse fim. embriões imaturos removidos de 

esp i gas autofecundadas de p 1 an tas das var i edades P i ranão 

Seleção de Inverno. desenvolvida no referido Departamento. e 

com referências em PATERNIANI (1973) e FREIRE & PATERN.IANI 

(1986); e Jac-Duro. desenvolvida em programa da firma Sementes 

Agroceres S IA. • As compos i ções de germop 1 asmas des tas 

variedades são listados na Tabela 01. 

As plantas doadoras de explantes foram 

cul t i vadas em cond ições de campo. na área exper imental do 
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Departamento de Genética ESALQ/USP <solo Terra Roxa 

Estruturada), e as inoculações foram iniciadas nos meses de 

Setembro/1984. Janeiro/1985 e Dezembro/1985 (para a variedade 

Piranão de Inverno). e Janeiro/1985 (para a variedade Jac­

Duro). Foram inoculados cerca de 140 explantes de cada material 

e os procedimentos padronizados envolveram: verificação do 

estágio de desenvolvimento mais adequado dos embriões imaturos 

para a indução de calogênese. composições dos meios de cultura 

empr egados, mé todos de subcu I t i vos. r egener ação de p 1 an tas. 

ac 1 i ma tação às cond i ções de cu I t i vo norma i s e produção de 

progênies destas. 

3.1.2. Experimento 2: Linhagens sndogâmicas com 

difsrentes composições de knobs cromossOmicos 

Após a referida etapa preliminar do programa de 

pesquisa, foram iniciados experimentos utilizando linhagens 

endogâmicas obtidas a partir da variedade ,Jac-Duro, e com 

cons t i tu i ção de knobs cromossom i cos de t erm i nada através de 

metodologia de bandamento-C (AGUIAR-PERECIN, 1979 e 1985). 

Es tas 1 i nhagens v i nham sendo ut i 1 i zadas em ou tros t raba 1 hos 

desenvolvidos no Setor de Citologia do Departamento de Genética 

da ESALQ/USP, com o objetivo de se estudar os possíveis efeitos 

genéticos dos knobs cromossômicos heterocromáticos do milho no 

desenvolvimento da planta. 

Este experimento foi realizado em três 

diferentes anos, e foram denomInados: Experimento ., 1 
Lo • J. • 

(iniciado em Janeiro/1987); Experimento 2.2. ( i n i c i ado em 

Janeiro/1988) e Experimento (iniciado em Maio/1990). Em 

cada um destes experimentos foram analisadas linhagens 

pertencentes a quatro familias distintas entre si na genealogia 

e na composIção de bandas-C (correspondentes aos knobs 

heterocromáticos). As quatro familias são originárias de um 
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ancestral comum e têm as seguintes caracteristicas gerais: sâo 

homozigotlcas para bandas-C correspondentes a K6L 2 e i(6L;::s 

(fundida>:3 numa banda). K7L e K8L (L 1 ou L2 • nâo identificado) 

e com presença (++) ou ausência (00) de bandas correspondentes 

a K2L, K3L, K7S e K9S. Para referênclas veja em AGUIAR-PERECIN 

,3" OECICO (988). As linhagens avaliadas nos Experimentos 2.1 .• 

2.2. e 2.3. sâo apresentadas respectivamente nas Tabelas 02. 03 

e 04. Juntamente com suas composições de bandas-C e a 

constituiçâo de famílias e:;ub-famil ias. Os Experimentos 

e 2.2. lncluiram algumas linhagens que apresentavam segregaçâo 

para a presença de bandas-C em algumas posições nos 

cromossomos. enquanto que o Experimento incluiu somente 

linhagens homozigótlcas para a presença (++) e ausência (00) de 

bandas-C correspondentes a K2L. K3L. K7S e K9S. As linhagens 

incluidas nesse Gltimo experimento apresentavam diversos graus 

de endogam i a. As fam i 1 i as podem ser carac t er i zadas como se 

segue: 

F am i 1 i a 300-1-3: as 1 i nhagens apresen tam bandas­

C no braço curto dos cromossomos 7 e com diferenças entre as 

suas sub-famílias: linhagens pertencentes às sub-familias 300-

131 e 300-132 apresentam banda-C no braço curto dos cromossomos 

9. enquanto a sub-família 300-133 possui linhagens com presença 

de knob no braço longo dos cromossomos 3 e também linhagens com 

ausência da referida banda. No Experimento 2.1. ainda ocorria 

segregaçâo para esse lóco na linhagem utili=ada. 

Familia 301-2-1: as linhagens apresentam bandas­

C no braço longo dos cromossomos 0 e no braço curto dos 

cromossomos '-:; . sendo forõ.m avaliadas linhagens 

homozigóticas para esses lócos em todos os experimentos. 

Na familia 303-4-1 podem também ocorrer ou nâo 

knobs em K2L. K3L e K9S. sendo que todas as 1 i nhagens eram 

homozigótícas para ausência de K7S em todos os experimentos. 

Na familia 303-4-4 podem ocorrer ou nâo knobs em 

K2L. K3L. K7S e K9S. sendo que nos Experimentos 2.1. e 2.2. 
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alnda ocorrIa segregaç~o para diversos 16cos. 

Cada uma das linhagens foi representada por 3 a 

5 plantas por experimento. cultivadas no campo experimental já 

descr i to. e sendo i nocu I ados de 30 a 40 exp I an tes de cada 

espIga em um ou dois meios de cultura com diferentes 

composições, descritos adiante. 

Os objetivos destas avaliações foram: 

comparações entre as quatro famílias de 

linhagens. de modo a se comprovar qua 1 ( i s) subgrupo(s) 

apresenta(m) respostas mais favoráveis ao cultivo in vitre. com 

o objetivo de seleção de melhores genótipos para estudos 

futuros. tais como: experimentos de isolamento e cultivo de 

protoplastos; 

seleção de genótipos com melhores respostas 

ao cultivo in vitre (formação de calos embriogênicos e 

regeneração de plantas) e classificação dos tipos de calos 

induzidos, segundo critérios relatados na literatura: 

para o Experimento 2.3. foi realizada uma 

análise citogenética de células somáticas dos calos induzidos 

a partir de alguns dos materiais envolvidos. verificando-se a 

estabilidade ou instabilidade das culturas. através da 

observação de possíveis anormal idades cromossómicas decorrentes 

do cultivo in vitre. Os materiais analisados são apresentados 

na Tabela 05. juntamente com a constitulção ae familias e sub­

familias; 

seleção dos materiais superiores em relação ao 

cultivo in vitre para a utilização em experimentos de obtenção 

e cultivo de suspensões celulares. 
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3.1.3. Experimento 3: Outroe genótipoe 

Paralelamente aos experimentos descritos, foram 

realizados testes com outros materiais de procedências 

diversas, com o objetivo de se identificarem possiveis 

genótipos com comportamentos superiores ao cultivo in vitro. 

Para esta avaliaçâo. foram utilizadas linhagens endogámicas com 

alta ,::;apacldade de combinaçâo pal-a ,'" ;:woduçâo de grãos. 

pertencentes a dois grupos distintos: um do tipo "flint" e 

outro do tipo "dentado", cujas sementes foram fornecidas pelo 

Prof. Jr. ,;ose B. de Miranda Filho, do Departamento de Genética 

da ESALQ/USP. Estes materiais foram obtidos a partir de duas 

populações de base genética ampla: Composto Dentado - Planta 

Baixa e Composto Flint - Planta Baixa. produzidas a partir do 

intercruzamento dos Compostos Dentado e Flint com sete 

variedades que apresentam porte reduzido da planta como 

caracteristica poligênica. listadas na Tabela 01. As origens 

das populações Composto Dentado e Composto Flint estão 

detalhadas no trabalho de QUEIROZ (1969). As populações de 

porte baixo são descritas por MIRANDA FILHO (1974). A obtenção 

de linhagens endogãmicas que são utilizadas neste trabalho. a 

partir daqueles dois Compostos. pode ser encontrada com maiores 

detalhes no trabalho de MIRANDA FILHO (979). Tais materiais 

tambem foram lncluídos em outro estudo desenvolvido no Setor de 

Citologia do 

aná 1 i se da 

Departamento 

freqüênc ia de 

de Genética da ESALQ/USP, 

quiasmas (PAGLIARINI. 1989) 

para 

As 

designações das linhagens analisadas sâo mencionadas na Tabela 

38. na parte de Resultados. 
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TABELA 01: ,3enátipos de milho utilizados nos experimentos de cultivo in 
vitro e respectivas composições de germoplasma das populações O/-lglnals 

Material 

Linhagens 
com knobs 
cromossômicos 
determinados 

Linhagens com 
alta capacidade 
de combinação 

Variedade 
Piranão de 
Inverno 

População original 

'v'ar ledade Jac-Duro 

Composto Dentado 
(Planta Baixa) 

Composto Flint 
(Planta Baixa) 

Variedade Piranão 

Germoplasmas da população 

· Cateto Minas Gerais 11 
Cateto São Simão 
WP5 (originado de Cuba 11J) 
WP8 (originado de Cuba G.l) 

· M-17 (híbrido de linhagens 
derivadas da vara Cateto) 

Cumposto Dentado 
Cumposto Fl int 

· Piracar - I 
M E B 
Mezela Amad lIa 
Eto Branco 
Antigua 
Cateto Argentina-Uruguai 
Tuxpeno Crema - 1 

ESALQ-VD2 x Piranão-VDl 

Piramex 
· Tuxpeno br-2 

WP2. WP6, WP9. WPIO, 
WP27, WP29 , WP32. WP37 

· Amerlca Central 
· Azteca 
, Maia 

Observações: Composições de germoplasma dos materiais: 

· Variedade Jac-Duro: comunicação pessoal do Dr. Urbano Ribeiral à 
Prof2. Or2 , Margarida L.R. de Aguiar-Perecin (1984). 

· Composto Dentado e Composto Flint: QUEIROZ (1969). 
· Populações de porte baixo: MIRANDA FILHO (1974). 
, Linhagens com alta capacidade de combinação: MIRANDA FILHO (1979), 

Variedade Piranão: PATERNIANI (1973) 
· Variedade Piranão - Seleção de Inverno: FREIRE & PATERNIANI (1986). 
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TABELA 02: Linhagens endogâmicas com diferentes conteúdos de knobs 
cromossàmicos utilizadas no E; .. :perimento 2.1. e respectivas composições de 
bandas-C c::Jrrespondentes aos knobs nos cromossomos 2, 3, 7 e 9. 

Famll ia PosIção das bandas-C 
Sub-família 

Linhagem 

300-1-3 --- 300-131 131/5 

,300-132 132/1 
132/7 

--- ::::00-133 --- 133/4 

301-2-1 -- 301-21N 211/8 
211/9 
212/2 
213/3 

303-4-1 -- 303-412 --- 412/3 

303-4-4 --- ,303-44N 

Legenda: 

CJO = ausênCIa de knobs 
++ = presença de knobs 

443/4 
445/1 

( # ) K2L 

S6 00 

S6 ClO 

S6 CJO 

S6 CiO 

86 CJO 

S6 CJO 

S6 00 

S6 CJO 

Sti ++,+0 

S5 ++ 

85 (U) 

+0 = heterozigótico para presença de knobs 
(#) = grau de endogamia 
(##) = composição de bandas-C não determinada 

= knob localizado no braço longo do cromossomo 
= knob localizado no braço longo do cromossomo 

K3L 

ClO 

CJO 

CJO 

++" +(J.OO 

++ 
++ 
++ 

++ 

++ 

00 

''''1 
L. 

" v 

K2L 
K3L 
K7S 
K9S 

= knob localizado no braço curto do cromossomo 7 
= knob localizado no braço curto do cromossomo 9 

K7S K9S 

++ ++ 

++ ++ 

++ ++ 

++ CJO 

CJO ++ 
CJO ++ 

00 ++ 

00 ++ 

00 ++, +0.00 

++,+0.00 00 

Obs: Todas as linhagens são homozigóticas para a presença de 
bandas nas posições K6L2 e K6L3 (visualizadas como uma única banda). K7L e 
!(SL (correspondência com KSL 1 ou K8L2 ainda não determinada) . 
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TABELA 03: linhagens endogâmicas com diferentes conteúdos de knobs 
cromossômicos utilizadas no Experlmento 2.2. e respectivas composições de 
bandas-C correspondentes aos knobs nos cromossomos 2. 3. 7 e 9. 

Fami 1 ia 
Sub-família 

300-1-3 --- 300-131 

300-132 

300-133 

,301-2-1 301-211 

301-212 

301-213 

303-4-1 303-411 

303-412 

303-4-4 --- 303-441 

303-442 

303-443 

303-445 

303-446 

linhagem 

131/5 

1",., /1 v"-J J. 

132/7 

133/7 

211/8 
211/9 

'212/2 

213/3 

4113/1 

/.1.121/2 
/.1.123/2 

4413/3 

/.1.421//.1. 
/.1.422/4 

4433/3 

4451/2 

/.1.462/1 

Legenda: 00 = ausência de knobs 
+o = heterozigótico para 

(:«) = grau de endogamia 
K2L = knob localizado no 
K3L = knob localizado no 
K78 = knob localizado no 
K98 = knob localizado no 

(:« ) 

86 

86 
86 

86 

86 
86 

86 

86 

PosIção das bandas-C 

K2L 

00 

00 

00 

00 

00 

00 

00 

00 

K3L 

(JO 

00 

00 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

K78 

++ 

++ 

++ 

++ 

00 

00 

00 

00 

K98 

++ 

++ 

++ 

00 

++ 

++ 

++ 

++ 

86 ' ++ ++ 00 ++,+0.00 

86 (U) 

86 ++ ++.+0.00 00 

86 ++ ++ 00 

86 ++ ++,+0,00 ++ 

86 ++,+0.00 ++,+0.00 00 

86 (U) 

86 (U) 

86 (U) 

++ = presença de knobs 
presença de knobs 

++ 

++ 

++ 
++ 

(U) = composição não determinada 
braço longo do cromossomo 2 
braço longo do cromossomo -, 

v 

braço curto do cromossomo 7 
braço curto do cromossomo 9 

Obs: Todas as 1 inhagens são homozigóticas Fara a presença de bandas nas 
posições K6L2 e K6L3 (visualizadas como uma única banda). K7L e K8l. 
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TABELA 04: i...inhagens endogâmicas com diferentes conteúdos de knobs 
cromossômicos cultivadas no E:<perímento " "7 e l-espect i vas composições de 4..v. 

bandas-C c:Jrrespondentes aos knobs nos cromossomos .> 3. 7 e 9. L, 

Famll ia Posição das bandas-C 
8ub-família -----------------------------

Linhagem c« ) K2L K3L K78 K98 

300-:-3 --- ::;00-131 131311/1 89 ('30 00 ++ ++ 

131312/1 89 00 00 ++ ++ 
13151/1 88 00 00 ++ ++ 

13153/1 88 00 00 ++ ++ 

300-132 132331/1 89 00 00 ++ ++ 

,300-133 13332/1 88 00 (U) ++ 00 

13333/1 88 00 ++ ++ 00 

13351/2 88 00 00 ++ 00 

133112/2 89 00 00 ++ 00 

133112/3 89 00 00 ++ 00 

133131/3 89 00 ++ ++ 00 

133512/2 89 00 00 ++ 00 

301-2-1 --- ,301-211 21113/1 88 00 ++ 00 ++ 

301-212 21241/1 88 00 ++ 00 ++ 

301-213 21311/2 88 00 ++ 00 ++ 

,303-4-1 --- ,303-411 41121/1 87 ++ ++ 00 ++ 
41123/2 87 ++ ++ 00 ++ 

,303-412 41:::42/1 87 ++ 00 00 ++ 

41242/2 87 ++ 00 00 ++ 

303-4-4 --- 303-441 44114/1 87 ++ ++ ++ ++ 
44114/2 87 ++ ++ ++ ++ 

44133/2 87 ++ ++ 00 ++ 

Legenda: 00 = ausência de knobs 
++ = presença de knobs 

(t) = grau de endogamia 
(U) = composição de bandas-C não determinada 
K2L = knob localizado no braço longo do c rc::m:Jssc::m:J <") 

~ 

K3L = knob localizado no braço longo do cromossomo 7 v 

K78 = knob localizado no braço curto do crc::m:JSSOTO 7 
K98 = knob localizado no braço curto do crc::m:Jssc::m:J 9 

Obs: Todas as linhagens são homozigóticas para a presença de bandas nas 
posições K6L2 e K6L3 (visualizadas como uma única banda). K7L e K8L. 
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TABELA 05: Classificaçao de famílias. sub-famílias e linhagens envolvidas 
no exper imento de aval iação da íns1:abi 1 idade mltótica em celulas de calos 
cultivados in vitro. 

Famí 1 ia Sub-família Linhagem 

300-1-3 --------- 300-131 ----------- 131311/1 

------ 131312/1 

----- 13151/1 

------ 13153/1 

------ 300-132 --------- 132331/1 

------ 300-133 (a) -------- 13333/1 

----- 133131/3 

------ 300-133 (b) -------- 13351/2 

------ 133112/2 

------ 133512/2 

301-2-1 ----------301-212 ----------- 21241/1 

303-4-1 ----------- 303-411 ----------- 41123/2 

------ 303-412 ----------- 41242/2 

303-4-4 ---------- 303-441 ----------- 44114/2 

----- 44133/2 

Grau de 
endogamia 

S9 

S9 

S9 

S9 

89 

88 

89 

88 

S9 

89 

S8 

87 

S7 

87 

S7 

(a). (b) = Classificação segundo composição de bandas-C para a poslção K3L 
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3.2. Metodologia de cultivo in vitro de caloe de milho 

3.2.1. Obtenção de explantee e indução de calogêneee 

A metodologia foi estabelecida de acordo com o 

trabalho plonelro de GREEN & PHILLIPS (1975). Espigas 

autofecundadas foram coletadas das plantas no campo com cerca 

de 12 a 18 dias após a polinização. e lavadas em água corrente 

dentro 00 laboratório. Cada espiga foi cortada em trés 

segmentos transversals e o segmento central escolhido para a 

remoção dos explantes. Após 3erem esterilizados 

superficialmente com solução de hipoclorito de Sódio a 1% por 

30 minutos. eles foram enxaguados por duas vezes em água 

destilada esterilizada, dentro de câmara de fluxo continuo. Os 

embriões imaturos (com 1.0 mm a 2.0 mm de comprimento) foram 

removidos das sementes com o auxilio de pinças e espátulas, sob 

lupa, e inoculados em meio de cultura sólido, com a orientação 

adequada para a indução de calogênese (coleóptilo/coleorriza em 

contato com o melO e o escutelo voltado para cima). Foram 

removldos de 30 a 40 embriões imaturos de cada espIga. sendo 

inoculados metade deste número em cada um dos meios de cultura 

utilizados. para indução e manutenção dos calos. As culturas 

foram mantidas no escuro em estufa incubadora para 8.0.0. ou 

dentro de cal><as de madeira cobertas com tecIdo negro. A 

temperatura da sala climatizada foi mantida a 25°C e os calos 

induzidos foram subcultivados a cada 15-20 dias. transferindo­

se as r-eglões com malor cresclmento dos calos para meio de 

cultura novo. 

Os calos foram avaliados individualmente a cada 

subcultivo. quanto à sua capacidade embriogênica. anotando-se 

em fichas de avaliação as seguintes características: número e 

tipo de calos induzidos. classificação dos mesmos segundo 

denominações padronizadas na literatura. verlficação da 



ocorrênCIa de regiôes embriogênicas. observaçgo do crescimento 

e viabilidade dos calos para cultivos de longa duraçio. 

3.2.2. Meios ds cultura utilizados 

Em todos os experimentos foi utilizada soluçâo 

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

enquanto nos Experimentos e :2.3. foi utilizada tambem a 

soluçâo salina do meio N6 (CHU et alíí. 1975). As composiçôes 

destes meios sâo apresentadas na Tabela 06, onde se pode 

observar que eles se diferenciam em relaçâo a macro e 

micronutrientes. notadamente para a fonte de Nitrogênio. t:: 

observado que o meio MS possui relaçâo N nitrato: N amoniacal 

igual a 1, enquanto o melO N6 possui esta relaçâo igual a 7. O 

primeiro apresenta maior número e variedade de fontes de 

micronutrientes do que o melO N6. Os componentes orgânicos 

utilizados foram de igual composiçâo e concentraçâo para ambos 

os me i os: sacarose (20 g / 1) 

(39,4 mg/ll, e vitaminas 

inositol (99,0 mg/l) cisteina 

de acordo com PR I OL I (1987> : 

piridoxina (7,5 uM). ácido nicotinico (7,5 uM), pantotenato de 

Cálcio (2,5 mg/i) , tiamina-HCl <15 uM). No meio N6 tambem foi 

adicionada glicina (2 mg/ll Em ambos os meios foi utilizado 

hidrolisado de caseína (20 mg/1). a auxina 2,4-0 (ácido 2,4 

diclorofenoxiacético) (:2,0 mg/l). para induçâo e manutençâo de 

calogênese. e solidificados com agar (8, O 9 11 ). Os me i os 

tiveram o seu potencial hidrogeniànico ajustado para que 

resultassem em pH 5,8 apos 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 50 ml de meio. foram inoculados 

de 15 a 20 explantes. Os meios foram preparados no máximo 4 

dias antes de cada subcultivo e armazenados em sala climatizada 

com temperatura de 25°C. protegidos da luz. 
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TABELA 06: ComposIção dos meios de cul tura para o cul t i vo in vi tro de calos 
e suspensões celulares de milho (em mg/l) 

GOr.lPonentes 

NH .. N03 

(NH .. }2S0 .. 
i::"N0 3 

GaC1 2 .2H2 O 
MgSO ... 7H2O 
KH2PO .. 

FeEOTA 

H3 803 

MnSO ... 4H2 O 
ZnSO ... 7H2O 
KI 
Na2Mo04 .2H2O 
CoC1 2 .6H2 O 
CuS04.5H2O 

Inositol 

Cisteina 

\)i taminas 
Tiamina-HCl 
Piridoxina 

Meios originais 

Meio MS 

1.650.0 

1.900.0 
440.0 
.370.0 
170.0 

"70 ~ vv.v 

ó.2 
22.3 
10.6 
0.83 
0.25 
0,025 
0,025 

99.0 

39.4 

Meio N6 

463.0 
2.830.0 

166.0 
185.0 
400,0 

38.3 

1,6 
4.4 
1.5 
0.8 

99.0 

39.4 

:§.cido Nicotinico 
Pantotenato de Cálcio 

5.06 
3.84 
0.92 
2.50 

5.06 
3.84 
0.92 
2.50 

Aminoácidos 
L-prol ina 
L-asparagina 

Hidrolisado de Caseina 

Glicina 

Sacaras e 

Auxina (2.4-0) 

20.00 20.00 

2.00 

20.000,00 20.000,00 

2.00 2,00 

Meios modificados 

MS modif. 

1.650.0 

1.'7'00.0 
440.0 
370.0 
170.0 

38.3 

6.2 
22.3 
10.6 
0.83 
0.25 
0,025 
0.025 

99.0 

39.4 

5,06 
3.84 
0,92 
2.50 

1.381.56 
132.12 

20,00 

20.000.00 

2.00 

N6 modif. 

463,0 
'2.830.0 

166,0 
185.0 
400,0 

38.3 

1,6 
4.4 
1.5 
0.8 

99,0 

39.4 

5.06 
3.84 
0.92 
2.50 

1.381.56 
792.72 

20.00 

2.00 

20.000.00 

2.00 

Legenda: MS = Solução salina de MURASHIGE & SKOOG (1962) 
N6 = Solução sal ina de CHU et aI i i (1975) 

Meios modificados = utilizados para suspensões celulares 



3.2.3. Obeervaçao de embriogêneee somática 

A capacidade de formação de calos embriogênicos 

foi verificada através de avaliações a cada subcultivo. Os 

calos foram mantidos individual izados por todo o período de 

cultivo. desde a sua indução a partir dos explantes. Tal 

procedimento permitiu a elaboração. no Experimento 

(linhagens homozigáticas para difer-entes composições de knobs 

cromossdmicosl. de fichas de avaliação para o acompanhamento 

das culturas. 

Os tipos de ca 1 os obse rvados for am c 1 ass i f i cados 

segundo convenção estabelecida (mencIonada anteriormente). 

Foram observados. entre os materiais analisados. calos 

embriogênicos semelhantes aos descritos na literatura como 

sendo do Tipo e do Tipo r r. e calos não-embriogênicos. Os 

calos embriogênicos do Tipo I r foram identificados pela 

ocorrência de regiões pró-embriogênicas (com grande número de 

embriões em estágio globulal-) na sua superfície. A ocorrência 

de formações mais compactas. de coloração branca e opaca. com 

os embrIões somáticos se formando de maneira justaposta. e com 

grande ocor r ênc ia de formações aparentemente organogên i cas. 

caracterizaram os calos do Tipo T 
J. • Foram considerados calos 

não-embrlogênicos aqueles que não apresentaram nenhum tipo de 

diferenciação de tecidos que indicasse a possibilidade de se 

regener-ar plantas. por organogênese ou por embriogênese 

somática. 

3.2.4. Regeneração e aclimatação de plantae regeneradae 

(geração RO) 

Os genótipos avaliados no Experimento 1 e 

algumas linhagens dos Experimentos 2.1. e 2.2. foram testados 

em sua capacldade de regeneração de plantas férteis. Nos 
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experimentas prelimlnares com as variedades Piranâo de Inverno 

,:: Jac-Our-o foram testadas diversas condições de cul tivo que 

permitem a recuperaçâo de um maior número de plantas a partir 

das calos embriogênicos induzldos. 

Os fatores testados nesta etapa preliminar 

foram: melOS de cultura com compOSIções salinas de MS e N6. 

concentrações de sacarose <30 g/l. 60 gll e 100 g/l), adiçâo de 

hidrolísado de caseina (20 mgll e 40 mg/I) , condições de 

cultivo dos embri,ses somáticos (ambiente escur-o/iluminado e 

manipulaçâo dos grupos embriogênicosl, meios de cultura para o 

enraizamento das plântulas regeneradas. adiçâo da auxina NAA 

(àcido naftaleno-aceticol para induzir este enraizamento 

(adiçâo de 1,0 ml de soluçâo de NAA a O.Ol~~ sobre o meio 

sólida, ou melO sólido contendo 0,5 mg NAA/l). 

A metodologia padronizada no laboratório. e 

utilizada com os demais materiais cultivados ln vitro. envolve 

os seguintes aspectos: as regiões pró-embriogênicas surgidas na 

superfície dos calas sâo separadas dos calos por ocasião das 

subcultivos e mantidas na mesma placa par 4 a 5 dias. sob 

fotoper iodo 16/8 haras (l âmpadas Gro-Lux R com in tens i dade de 

1.200 lux), para a completo desenvolvimento dos pro-embriões. 

Os grupos de embr iões somát i cos formados nestas reg iões são 

transferidas para meia de cultura com solução salina de MS com 

a mesma composiçâo daquele utilizado para manutençâo dos calos. 

mas com ausência da auxina (2,4-0), em placas de Petri de 100 

mm de diâmetro. mantidàs na mesmo ambiente iluminado. As 

plântulas que começam a germinar devem ser transferidas para 

f r a s c a s c a miO em d e a 1 t u r a c o n t e n do ,11 e i a d e cu 1 tu r a c a m 

idêntica composição 

intensidade luminosa 

ao anterior, em 

(lâmpadas Gro-LuxR 

ambiente com maior 

e Luz do Oia R , com 

intensidade luminosa de ,3.200 lux). por 10 a 15 dias. Em 

seguida. elas devem ser transferidas para frascos com meio de 

cultur-a 

sacarose 

cujas 

foram 

concentrações de 

reduzidas pela 

macro, micronutrientes e 

metade, para promover a 
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crescimento do slstema radicular e aumentar o vlgor das 

plántulas. As plantas com sistema radicular bem desenvolvido 

sâo removidas dos frascos. lavadas em água corrente para 

remoção completa do meio de cultura. e tratadas com solução de 

funglclda (Benlate a 0.03%) por ~ a 5 mlnutos. Em seguida. elas 

sâo transferidas para vasos com mistura solo/vermiculíta numa 

relação 3: 1 e mant idas no laboratório por mals a 7 d i as. 

protegidas para manter elevada umldade j-elativa do ar. sob 

fotoperÍodo 16/8 horas e intensidade luminosa de .:::;.200 luxo 

Após este período. elas sâo transferidas para casa de 

vegetação. transplantadas para solo em vasos de cerâmlca e 

man t i das por ma 1 s a i dias. As plantas que responderam 

favoravelmente a esta fase de aclimataçâo sâo transplantadas 

para canteiros. onde completam o seu ciclo e procura-se obter 

espigas autofecundadas das mesmas. 

3.2.5. Produção de progêniee dae plantae regeneradae e 

obeervação de variabilidade genética 

Esta etapa foi realizada tambem apenas com as 

variedades do Experimento 1 e com algumas 1 i nhagens dos 

Experimentos 2.1. e 2.2 .. As plantas regeneradas sâo cultivadas 

de modo a tornar possivel a autofecundaçâo de suas espigas. ~ 

adotado um espaçamento de 0.2 m2 por planta. fazem-se adubações 

de cobertura com sulfato de amônia aos 30 e 60 dias. assim como 

tratamento fitossanitário durante todo o cultivo. entre outros. 

As progênles de plantas da geraçâo Ri das 

variedades Piranão de Inverno e Jac-Ouro. apresentaram diversos 

tipos de variações em relaçâo ao genótipo original (uma 

descriçâo geral das variações fenotipicas observadas na geraçâo 

RI destes materiais sâo apresentadas nas Tabelas 08 e 09). 

Estes materiais foram cultivados em condições de campo. para a 

produçâo de progÊ!n 1 es R2. R3 e R4. a través de sucess 1 vas 
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autofecundaçôes. Alguns variantes fenotipicos que se mantiveram 

durante 2stas geraçôes foram intercruzados (plantas R3 ~ R3l 

com':J oIJJetivo de se produzir materiais para análises da 

expressão dos caracteres envolvldos e para \/erificação de 

possíveis causas citogenéticas destas anormalidades. Uma breve 

descrição dos da geração R4 produzidos são 

apresentados na Tabela 10 (na parte de Resultados). 

3.3. Análise da instabilidade cromossemica ds materiais 

cultivados in vitro 

o objetivo deste estudo foi a análise de 

anomalias mitóticas que poderiam dar orIgem a aberraçôes 

cromossômicas. Conforme exposto anteriormente. foram avaliadas 

anáfases e telófases. Entre as linhagens homozigóticas para 

diferentes conteúdos de knobs cromossôm i cos do Exper imento 

foram selecionados 1S materiais para esse estudo, 

listados na Tabela 05. 

Neste sentido, foi anal isada a tese levantada 

por pesquisadores da Universidade de Minnesota, comentada em 

ván os ar ti gos (McCOY &. PH I LL I PS. 1982: PH I LL I PS. 1986; LEE & 

PHILLIPS. 1988 e SOMERS et alii 1988). segundo a qual os braços 

cromossômicos contendo knobs heterocromáticos seriam malS 

susceptíveis a quebras durante o cultivo in vitro de células de 

milho. Os autores sugeriram que possíveis perturbaçôes afetando 

a sincronia entre o período de síntese de ONA (período S) e a 

mitose poderiam provocar a formação de pontes na anáfase. em 

locais de replicação tardia. ou seja. ao nível dos knobs. Os 

autores formularam esta hipótese baseados em observaçôes da 

ocorrência predominante de aberraçôes estruturais em 

cromossomos contendo knobs. através da análise meiótica de 

plantas regeneradas. em genótipos de milho adaptados ao clima 

temperado. 
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As linhagens envolvldas no presente trabalho. 

por sua vez. foram u til i zadas para a aná 1 i se de anafases 

mitóticas em células de caios. para a observação da ocorrência 

ou não de pon tes cromossôm 1 cas. A aná 1 i se da freqüênc i a de 

aberrações em anáfases e telófases de fragmentos de calos foi 

realizada em preparações coradas pelo método de Feulgen. Foi 

empregada a metodologia de coloração pelo bandamento-C. para a 

de tecção de poss i ve 1 saber r ações es t ru tura i s observáve i s em 

metáfases dos mesmos materiais. Esta técnica também foi 

empregada para a verificação do envolvimento dos knobs com a 

ocorrência de pontes nas anáfases mitóticas dos calos. 

Adicionalmente. foram analisadas algumas 

progên i es de p i antas regene radas das var i edades P i ranão de 

Inverno e Jac-Ouro. que apresentaram variações na geração RI. 

com o objetivo de se detectar possiveis causas citogenéticas 

para tais modificações. Para isto. foram analisadas células dos 

meristemas radiculares de sementes Rl dos materiais envolvidos 

(assinalados na Tabela lU e feitas contagens do número de 

cromossomos. para a identificação de possíveis aberrações 

numéricas nestes materiais. Os métodos utilizados para a 

análise cltológica de calos e de ,-aízes de r-egenerantes são 

descritos a seguir. 

3.3.1. Análise de anáfaees mitóticae em caloe 

Para a análise da instabilidade mitótica de 

células cultivadas in vitro. foram escolhidos CInco calos de 

cada linhagem selecionada. separando-se fragmentos deles para 

cultivo independente. por ocasião do 10 Q subcultivo (culturas 

com aproximadamente S meses a partir da calogênese). Os calos 

foram mantidos em frascos individuais. com o meio de cultura 

idêntico ao utilizado para a sua indução e manutenção. mantidos 

em caixas de madeira com tampa de tecido negro, em sala 
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climatizada com temperatura de As coletas foram 

realizadas após a segunda subcultivo nestes frascos (cerca de 

1 mês apÓs o isolamento dos calos). 

o método de coleta foi padronizado 

laboratório e consiste dos seguintes procedimentos: 

no 

são 

coletados fragmentos da superficie dos calas 5 dias após o 

subcultivo. quando estes apresentam um pronunciado crescimento. 

Para as linhagens que apresentaram a formação de calos 

friáveis. altamente embriogênicos. fOI-am coletadas regiões da 

superficie. contendo embriões somáticos em estágio globular de 

desenvolvimento. Nos materiais em que ocorreu a formação de 

calas não-embrlogénicos. foram coletadas regiões 

merIstemáticas. ou seja. regiões que apresentavam maior taxa de 

crescimento em sua superficie. 

Os materiais coletados foram colocados 

imediatamente em fixador- Car"nCJy (álcool etilico 3:1 áCIda 

acético glacial v/v) e mantidos por uma noite. Na dia 

seguinte. eles foram transferidos para etanol a 70% e 

conservados em geladeira a 4°C. quando utilizadas para análise 

pela método do Feulgen, ou então conservados no próprio fixador 

a 4°C. quando u til i zados para o bandamen to-C (ve j a AGU I AR­

PERECIN et alii. 1991) . 

. Método de coloração pelo Feulgen 

O método de preparação de lâminas com fragmentos 

de calos de milho. padronizado no laboratório e com referências 

em AGUIAR-PERECIN et alii (1991). envolve as seguintes pontos: 

Após serem retirados da geladeira e terem 

atingido a temperatura ambiente. os materiais são Imersos em 

água destilada por 3 minutas, para remoção do etanol. seguidos 

de hidrólise em ácida cloridrico 1 N por 7 minutos a 60°C. Eles 

são novamente imersos em água destilada por 3 minutos. para 
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remoç a 0 do excesso de ácido clorídrico. e colocados em reativo 

de SChlff (Fuccina leuco-básica). Os mater;.als ,::;ão mantidos por 

45 m i nu tos, n o e s c u r- o e em tem p e r a t u r a a m b i e n te. A pós e s t e 

per iodo. o material é lavado em água corrente de torneira por 

5 mlnutos e seguir com um tratamento enzimático com solução de 

pectinase a 5% por 5 a 10 minutos. a temperatura de 37°C. Após 

uma nova lavagem em água destilada por 5 minutos. os materiais 

Já podem ser macerados em solução de ácido acetico a 45% por 10 

minutos. seguido de imersão dos calos em água destilada até o 

momento da preparação das 1 âm i nas. e:: t-ecomendáve I fazer a 

separação dos embriões somáticos ou das regiões meristemáticas 

sob 1 upa (aumen to 25x) antes de se fazer o esmagamento em 

solução de Carmin acético a 1%. A remoção das laminulas é feita 

em solução de ácido acético a 45% e, após secarem ao ar livre. 

é feita a montagem em bálsamo do Canadá. 

. Método de bandamento-C 

Alguns materiais foram selecionados para análise 

de anáfases e metáfases com a metodo 10g ia de bandamento-C. 

estabelecida no laboratório e com maiores referências em 

AGUIAR-PERECrN (1979; 1985) e AGUIAR-PERECIN & VaSA (1985). Os 

procedimentos foram os seguintes: 

Os materiais devem ser retirados da geladeira 

previamente para atingirem a temperatura ambiente. seguido de 

imersão em água destilada por 3 minutos. Faz-se o tratamento 

enzimático com solução de pectinase a 5% por ;:; minutos. a 

temperatura de 37°C. e uma nova imersão em água destilada por 

3 minutos. Após a separação dos embriões somáticos ou das 

regiões meristemáticas sob lupa (aumento 25x), os fragmentos 

devem ser macerados em ácido acético a 45% por 10 minutos. O 

esmagamento é feito na própria solução de ácido acético. 

seguido de observação ao microscópio de contraste de fase. A 
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remoção das laminulas é feita em ácido acético a 45%. secando-

as 20 ar 1 i vre. Deve-se conservar àS 1 âl111 nas e 1 am i nu 1 as em 

álcool etílico absoluto. em geladeira a 4°C até o momento do 

procedimento de bandamento-C. Para a desnaturaçâo e posterior 

renaturaçâo seletiva do DNA cromossàmico, deve-se esperar os 

materiais atingirem a temperatura ambiente e secá-los ao ar 

livre. Faz-se tratamento com soluçâo saturada de hidróxido de 

Bário a temperatura de 37°C por 25 minutos. seguido de banho em 

água destilada para completa remoçâo do excesso de hidróxido de 

Bário. Em seguida. é feito o tratamento com soluçâo salina 

2xSSC (soluçâo 0,3M de cloreto de Sódio e 0.03M de citrato de 

Sódioi a 60°C por 1 hora. seguido de lavagem em água destilada 

para remoção do excesso de sais. Após passagem em uma série de 

álcoois (etanol a 70%, 95% e absoluto). as lâminas e laminulas 

devem ser sêcas ao ar livre. A coloraçâo em soluçâo de Giemsa 

(Gurr s R 66 Giem~a) a 1% (tamponada a pH 6,8 com tabletes de 

tampão Gurr) deve ser testada por tempo variável entre 1 e 2 

minutos. seguido de banho em água destilada. Após secarem ao ar 

livre. é feit~ a montagem com bálsamo do Canadá. 

3.3.2. Análiss de metáfaees mitóticas em calos e em 

meristemas radicularss de progêniss de plantas regeneradas 

Esta análise teve por objetivo a avaliação da 

instabilidade mitótica através da identificação de possiveis 

aberrações numéricas e estruturais nos cromossomos das 

metáfases observadas. Para o prlmelro tipo de observação 

(aberrações numéricas), foram analisados meristemas radiculares 

de sementes da geração Rl obtidas do cultivo das variedades 

Piranão de Inverno e Jac-Ouro (Experimento 1). apresentadas na 

Tabela 11. As sementes Rl foram armazenadas por dois anos 

câmara sêca (temperatura ambiente e umidade reiativa do ar 

em 

em 

torno de 45%) do Departamento de Genética - E5ALG/U5P. Para a 
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coleta de raizes. elas foram germinadas em Sphagnum umidecido. 

a temperatura constante de 25°C. ~ os ápices radiculares foram 

coletados quando apresentavam aproximadamente 1 cm de 

comprimento. Empregou-se coloraçâo pelo método de Feulgen. 

descrito. e coloraçâo do citoplasma pelo Fast-Green (imersâo de 

lâminas e laminulas por 1 a 2 minutos em solução do corante a 

1%. imediatamente antes da montagem final). de modo a se 

certificar da integridade das células avaliadas. 

Para a avaliaçâo de alterações cromossómicas 

estruturais em células cultivadas in vitro, foram analisadas 

regiões pró-embriogênicas de alguns materiais que produziram 

calos do -;-ipo I I. apresentadas na Tabela 23 (na parte de 

Resul tadosl . Pal-a tanto, foi empregada a metodologia de 

bandamento-C. tambem descrita no item anterior. Os materiais 

coletados foram pré-tratados com o inibidor de formaçâo do fuso 

mitótico 8-hidroxiquinolina (solução a 0.03%). O tempo de pré­

tratamento foi de 2:30 haras para as pontas de raízes e de 3:00 

horas para regiões pró-embriogênicas de calos friáveis. 

Imediatamente após o pré-tratamento, os materiais coletados 

foram transferidos para fixador Carnoy, seguindo-se os 

procedimentos já descritos. 

3.4. Análise Eetat1etica 

3.4.1. Parâmetroe avaliadoe 

3.4.1.1. Cultivo in vitro de linhagene 

endogâmicae do Experimento 2. 

Os experimentos para a verificaçâo da capacidade 

de formaçâo de calos embriogênlcos, neste grupo de materiais. 
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foram delineados segundo observações obtidas nos experimentos 

preliminares com as variedades Piranâo de Inverno e Jac-Ouro e 

com 1 inhagens com menor grau de endogamia. selecionadas a 

partir da variedade Jac-Ouro (dados não apresentados no 

presente trabalho). 

As qua t ro fam i 1 i as de 1 i nhagens ana 1 i sadas foram 

testadas em 3 experimentos independentes. nos anos de 1987. 

1988 e 1990. conforme descrito anteriormente. Foram 

considerados calos embriogênicos todos aqueles que apresentaram 

qualquer evento de reorganização dos tecidos que representasse 

um mecanismo de regeneraçâo de plantas. seja por embriogênese 

somática ou organogênese. 

Para os materiais mais favoráveis. foi possivel 

identificar regiões pró-embriogênicas na superficie dos calos 

já no segundo subcultivo. No entanto. para uniformidade de 

avaliação. foram consideradas duas fases: a obtenção do número 

de calos induzidos, correspondente aos valores máximos 

alcançados pelas culturas (ao redor do terceiro subcultivo no 

Experimento 2.3.) e a obtenção do número máximo de calos com 

formações embriogênicas (correspondente ao 11º subcultivo no 

Experimento 2.3.). A taxa de calos embriogênicos foi calculada 

como sendo o percentual do segundo valor sobre o primeiro. 

3.4.1.2. Inetabilidade mitótica em célulae de 

caloe do Experimento 2.3. 

Foram analisados 5 calos de cada uma das 

linhagens envolvidas neste eetudo. sendo considerados 

repetições de um mesmo material. As linhagens foram agrupadas 

em sub-familias e familias distintas, baseado na sua genealogia 

e r espec ti vas campos i ções de bandas-C, como já apresen tado. 

Foram elaboradas fichas de avaliaçâo. para registro da 

ocorrência de anormalidades cromossômicas em fases 
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caracteristicas de divisdo mitótica. a serem descritas na parte 

de Resultados. A classificação dos diversos tipos de 

anormalidades observadas permitiu que fossem selecionados 

quatro grupos de dados para as análises de variãncia: 

a) Freqüência de ocorrência de pontes 

cromossômicas em anáfases iniciais e tipicas; 

b) Freqüência de ocorrência de pontes 

cromossômicas em anáfases consideradas na sua totalidade. isto 

é: anáfases iniciais. tipicas e finais; 

c) Freqüência de ocorrência de pontes e 

"fragmentos" de cromossomos em anáfases iniciais e tipicas: e 

d) Freqüência de ocorrência de pontes e 

"fragmentos" de cromossomos em anãfases consideradas na sua 

totalidade (iniciais. típicas e finais). 

Maiores detalhes sobre esta classificação também 

serão apresentados adiante. 

3.4.2. Análisss ds vari!ncia s tsstes sstat1sticos 

Devido às características dos materiais 

utilizadas neste trabalho (genealogia e presença de marcadores 

citológicos em cada grupo de linhagens). e com orientação do 

Prof. Ora José 8. de Miranda Filha. do Departamento de Genética 

da ESALQ/USP, a análise de variãncia foi estruturada de maneira 

a se verificar os efeitos devidos aos diversas componentes 

segundo os mode las empregados em cada anãl i se, descr i tas a 

seguir. 

As análises estatísticas foram realizadas pela 

Profª. Drª. Clarice G.8. Demétrio do Departamento de Matemática 

e Estatística da ESALQ/USP. Para tanta. foi utilizado o 

programa de computação GL IM (Genera 1 i zed L i near I nteract i ve 

Modelling) versão 3.77, da Royal Statistical Society, London 

(com referências em 8AKER & NELoER, 1978). 
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3.4.2.1. Cultivo in vitro de linhagene 

endogâmicae do Experimento 2 

Inicialmente considerou-se todas as linhagens 

segundo um delineamento inteiramente casualizado. conforme o 

modelo: 

y" = u + I, + e" 
1 J 1 1 J 

onde: 

u = média geral apresentada pelas linhagens 

I, - efeito da linhagem de ordem i 
1 

e, , = efei to do erro exper ímental 
1 J 

Os efeitos de linhagens foram decompostos. 

segundo um modelo hierárquico. com base nos efeitos de famílias 

(fi)' de sub-familias dentro de famílias (sk) e de linhagens 

dentro de sub-famílias dentre de familias (lt). ou: 

Para os Experimentos 2.2. e 2.3 .• onde foram 

utilizados dois meios de cultura diferentes. as linhagens foram 

analisadas segundo um esquema fatorial em delineamento 

inteiramente casualizado. conforme o modelo: 

y, 'k = u + l· + m, + (1m)" + e· 'k 
lJ 1 J lJ lJ 

onde: 

u = média geral apresentada pelas linhagens 

1· = efeito da linhagem de ordem i 
1 

mj = efeito do meio de cultura de ordem j 

(1m), , - efeito da interação entre a linhagem de ordem i e o 
1 J 

meio de cultura de ordem j 

eijk = efeito do erro experimental 
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Os efeitos de linhagens foram decompostos. 

segundo um modelo hierárquico. com base nos efeitos dos 

diversos componentes mencionados acima (familias. sub-famílias 

dentro de familias e linhagens dentro de sub-familias dentro de 

fam i 1 i as). Os efe i tos das interações desses componen t es com 

meios de cultura também foram avaliados. 

Foram consideradas como possuindo efeitos fixos: 

meios de cultura. famílias e sub-familias dentro de famílias. 

O efeito de linhagens dentro de sub-familias dentro de famílias 

foi considerada como sendo de natureza aleatória. A maneira 

como foram consideradas as sub-familias se encontra nas Tabelas 

02, 03 e 04. Para a análise de variância. foi empregado um 

método de transformação dos dados por cálculo da raiz quadrada 

de (P% + 0,5), onde P% = porcentagem de ocorrência do evento 

analisado (no caso. representa a taxa de 'indução de calos 

embriogênicos). Este procedimento foi adotado de modo a se 

evitar os possíveis desvios causados pela existência de 

diversos dados nulos entre os resultados obtidos. Foram feitas 

duas análises de variância para cada grupo de resultados: uma 

com dados transformados e a outra com dados não transformados. 

Foi realizado o teste F para se avaliar a influência causada 

por linhagens (segundo o modelo inteiramente casualizado) e por 

linhagens dentro de sub-famílias dentro de familias (segundo o 

modelo hierárquico). Quando o valor de F da primeira análise 

foi significativo ao nível de 1% de probabilidade. foi 

realizado o teste de Tukey, para a comparação de contrastes 

entre médias dos materiais (GOMES. 1960). Foi realizado teste 

F também para se aval i ar o efe i to de me í os de cu I tura (nos 

Experimentos 2.2. e 2.3.) e as interações meios x linhagens e 

meios x linhagens dentro de sub-famílias dentro de famílias 

(também nos Experimentos 2.2. e 2.3.). Maiores detalhes sobre 

análises em modelos mistos podem ser encontradas em SNEOECOR & 
COCHRAN (1980) . Não foram desenvo 1 v i das as esperanças 

matemáticas dos quadrados médios de diversas causas de variação 
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(famí 1 ias. sub-famí f ias dentro de famil ias e as interações 

destas com meios de cultura. quando existentes). devido ao 

desbalanceamento da estrutura dos experimentos. Devido a isto. 

não foi r-ea I i zado o teste F para alguns dos fatores 

mencionados. Como medida de dispersão dos dados. foram 

calculados os coeficientes de variação (C.V.) para a freqüência 

de indução de calos embriogênlcos em cada um dos três 

experlmentos realizados. 

3.4.2.2. Inetabilidade mitótica em célulae de 

caloe do Experimento 2.3. 

Segundo idêntico raciocínio ao comentado no item 

anterior. a análise preliminar considerou todas as linhagens 

segundo um delineamento inteiramente casualizado. conforme o 

modelo linear já apresentado. Depois. o efeito de linhagens foi 

decomposto. segundo um modelo hierárquico, com base nos efeitos 

de famílias. de sub-famílias dentro de famílias. e de linhagens 

dentro de sub-famílias dentro de famílias. também mencionados 

anteriormente. A maneira como foram consideradas as sub-

famílias se encontra na Tabela 05. 

Para a análise de variância. foi empregado um 

método de transformação dos dados por cálculo da raiz quadrada 

de (P% + 0.5). c:: o 1 realizado o teste c-, . para aval iar a 

influência causada por linhagens (modelo inteiramente 

casualizado) e por linhagens dentro de sub-famílias dentro de 

famílias (modelo hierárquico). Quando o valor de F da análise 

de linhagens (modelo inteiramente casualizado) foi 

significativo ao nível de 1% de probabilidade. foi realizado o 

tes te de Tukey (GOMES. 1960). Como med i da de dispersão dos 

dados, foram calculados os coeficientes de variação (C.V.) para 

a freqüência de cada um dos grupos de dados analisados. 
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3.5. Estabslscimento de suspensoes celulares 

3.5.1. Genótipos e meios de cultura utilizados 

capacidade 

A partir 

embriogênica 

do exper imento 

das 1 i nhagens 

de aval iação 

endogâmicas 

da 

com 

diferentes composições de knobs cromossômicos, I-ealizado no ano 

de 1990 (Experimento 2.3.). foram selecionados alguns materiais 

para testes de cultivos em suspensão. Os procedimentos para o 

estabelecimento e cultivo de suspensões celulares foram 

padronizados de acordo com 

relatados 

inicial 

na literatura. O 

deste experimento 

a 

um grande número experimentos 

material utilizado em uma etapa 

foi um calo friável. altamente 

partir- do cultivo de embriões embriogênico, selecionado 

i ma turos F2 der i vados do cruzamento de duas 1 i nhagens com 

friáveis. altamente elevadas taxas de indução de calos 

embriogênicos, testadas nos Experimentos 2.1. e 2.2. (obtido da 

Planta 03, mencionada na Tabela 23). Este material (denominado 

"calo 57") apresentava. por ocasião da inoculação em meio 

líquido. uma elevada taxa de crescimento e um grande potencial 

de regeneração. caracteristicas estas mantidas por mais de 12 

meses de cultivo in vitro. Foram utilizadas quatro combinações 

de meios de cultura. a saber: meios de cultura líguidos com 

solução salina de 

utilizados para a 

MS e N6. de idêntica 

indução e cultivo de 

campos i Çã03 dos 

calos. inclusive 

compostos orgânicos e regulador de crescimento. Os outros dois 

meios possuiam idênticas composições, mas com modificações para 

a presença dos aminoácidos L-prolina (12 mM) e L-asparagina (6 

mM). como apresentado na Tabela 06. Estas modificações foram 

efetuadas de modo a se considerar os efeitos benéficos gue a 

adição de tais componentes traz à cultura. como apresentado e 

comentado por diversos autores na 1 i teratura (ARMSTRONG & 

f3REEN. 1982 e 1985). 
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A inoculação em meios de cultura liquidas foi 

precedida 001- ao menos dois ciclos de3ubcultivos em melOS 

sólidos de idêntica composição. de modo a se "aclimatar" os 

calos que seriam inoculados. evitando assim a mudança brusca de 

ambiente de cultivo. A inoculação foi feita após a seleção dos 

agregados celulares dos calos que apresentavam maior taxa de 

crescImento e. no caso dos calos embriogênicos. apresentavam a 

ocorr- énc i a de pro-embr i ões ou embr i ões somá ti cos em estág ia 

globular e com desenvolvimento acelerado na sua superficie. 

Posteriormente à padronização do método de 

cultivo e identificação do meio de cultUt-,a mais adequado ao 

estabeleCImento de suspensões celulares (meio N6 modificado). 

foram realizados experimentos com cinco genótipos que formaram 

tipos diferentes de calos durante o cultivo in vitro. a saber: 

131311/1 

132331/1 

21241/1 

41242/2 

44114/2 

calos friáveis e embriogênicüs 

calos friáveis e embriogênicos 

calos não-embriogênicos e mucilaginosos 

calos não-embriogênicos e mucilaginosos 

calos altamente friáveis. embriogênicos 

e organogênicos. 

3.5.2. Métodos de inoculação e eubcultivos 

Foi empregado o método comumente citado na 

literatura. para o estabelecimento de suspensões celulares a 

partir de calos altamente friáveis <Tipo I I) e calos não­

embriogênicos. que consiste na inoculação de aproximadamente 

1.0 grama de peso vivo de calos em cerca de 100 ml de meio de 

cultura liquido. Foram utilizados frascos erlenmeyers de 250 ml 

de capacidade. mantidos em agitador orbital a aproximadamente 

120 rpm. Foram inoculados calos que apresentavam maior taxa de 

crescimento em cerca de quatro frascos por genótipo analisado. 
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As subculturas foram semanais. por meio da 

substituiçio de metade do volume de meio de cultura por igual 

volume de melO novo. sendo que este procedimento é 

característico para cada fase. descritas a seguir: 

. Nas primeiras semanas após as inoculações. as 

subculturas sio feitas através da remoçio de metade do volume 

de meio sobrenadante. após a decantaçio dos agregados celulares 

(microcalos em formaçio) nos frascos erlenmeyers. Com o auxilio 

de pipetas. seleciona-se os fragmentos com maior viabilidade e 

com menores dimensões. que sio mantidos dentro do mesmo frasco. 

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

Após o estabelecimento das suspensões. deve 

ser transferido metade do volume de meio com os menores 

agregados celulares existentes. que já estio em suspensão. para 

um novo frasco erlenmeyer de igual capacidade, dentro do qual 

é adicionado metade do volume de meio de cultura novo. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Experimento 1 - Implantação da metodologia 

Os experimentos de cultivo de embriões imaturos 

mostraram que houve calogênese em todos os materiais avaliados. 

Em geral. o crescimento dos calos teve início na porção 

periférica do escutelo dos embriões inoculados nos melaS de 

cultura com presença de auxina (2.4-0). Cerca de 3 a 5 dias 

após a data de inoculação, os explantes mostraram-se com 

tamanho pronunc i ado e a par t i r da pr i me i ra semana já era 

possivel distingüír a massa celular com grande crescimento na 

região do escutelo. A indução dos calos foi muito influenciada 

pelo tamanho dos embriões 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 muito 

susceptíveis 

crescimento 

à ox í dação 

sensivelmente 

e os maiores 

inferior. Os 

apresentaram 

explantes 

um 

que 

apresentaram uma germinação rudimentar (com o desenvolvimento 

do coleóptilo nos primeiros dias após a inoculação) tiveram. 

entretanto. uma formação de calos idêntica aos demais. Logo nos 

primeiros subcultivos estes coleóptilos foram I-emovidos. Os 

ca I os fOl-am subcu 1 ti vados a cada 15-20 d i as. t ,- ans fe ,- indo-se 

para meio de 

vitalidade, 

cu I tura novo 

maior taxa 

as 

de 

regiões que 

crescimento 

apresentavam maior 

e características 

morfológicas superiores (friabi 1 idade) . Foram feitas aval iacões 

periódicas (a cada subcultivo) para a perfeita caracterização 

e avaliação da capacidade embriogênica de cada genótipo. Quando 

não foi observada a formação de calos. os embriões imaturos 
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apresentaram-se com tamanho invariável. coloraç~o com tendência 

ao escurecimento. indicando oxidação do tecido inoculado. sendo 

descartados já nos primeiros subcultivos. Para a avaliação da 

capacidade de formaç~o de calos embriogênicos foram 

considerados apenas os calos induzidos e estabelecidos por 

ocasião do 3 2 subcultivo. 

Os testes prel iminares com calos induzidos a 

partir de explantes das variedades Piranão de Inverno e Jac­

Ouro permitiram que diversos aspectos relativos ao protocolo 

experimental fossem determinados e padronizados no laboratório. 

Além da já comentada importância do tamanho do explante. foi 

notada a influência exercida pelo estado fisiológico e 

nutricional das plantas doadoras de explantes. Foi estabelecido 

que as plantas deveriam ser autofecundadas ou então cruzadas 

com plantas-irmãs (de mesmo genótipo = "sib"). desde que estas 

apresentassem estado fisiológico e desenvolvimento semelhante. 

Com relação aos meios de cultura. além da 

utilização de meios com diferentes composições de macro e 

mi cronutr i en tes: MS (Murash i ge-Skoog) e N6. foram rea 1 i zados 

testes para a verificação dos efeitos causados pela adição de 

determinados compostos orgânicos sobre o crescimento dos calos 

e sua capacidade embriogênica. Foram testadas inicialmente 

composições com elevadas concentrações de sacarose, em ambos os 

meios empregados: MS com 8.0% 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 

após a inoculação. Entretanto. estas composições mostraram-se 

muito desfavoráveis para a manutenção de culturas por longos 

per i odos de tempo. Optou-se. então. pe 1 a redução na 

concentração de sacarose para 3,0 % e depois para 2.0 % 

(mantida nos demais experimentos). de acordo com relatos na 

I i teratura (VAS I L et a 1 i i. 1984 e ARMSTRONG & GREEN. 1985). 

Foram testadas também fontes de aminoácidos: a adição de 

hidrolisado de caseina mostrou respostas favoráveis ao 
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crescimento de calos friáveis e embriogênicos. em relação a 

testemunhas sem a presença do composto (testes realizados com 

a variedade Jac Ouro). Em testes utilizando meio MS com 3.0% de 

sacarose. empregou-se hidrolisado de case1na a uma concentração 

de 20 mg/l. As respostas foram positivas (são apresentadas na 

Tabela 07) e justificaram a manutenção desta concentração nos 

demais experimentos. A auxina 2.4-0 (ácido 2,4-

diclorofenoxiacético) teve sua concentração mais variável: 

inicialmente testou-se 2.5 mg/l, nos meios de indução de 

calogênese. Devido a dificuldades em se regenerar plantas. 

optou-se pela redução para 2.0 mg/l. Depois. como as culturas 

formaram calos do Tipo I e com freqüente formação de regiões 

organogênicas (notadamente a variedade Piranão de Inverno). foi 

testada a utilização da auxina NAA (ácido naftaleno-acéticol 

nos meios de crescimento das plântulas regeneradas, de modo a 

induzir a formação do sistema radicular. Foram empregadas duas 

formas: adição de 1.0 ml de solução de NAA a 0.01% sobre o meio 

de regeneração sólido. e preparo de meio sólido com 0.5 mg de 

NAA por litro de meio. Os demais experimentos não exigiram a 

adição de NAA por apresentarem. em sua maio~ia, formação de 

calos do Tipo 11. com regeneração de plantas via embriogênese 

somática. onde o sistema radicular se desenvolve diretamente a 

partir do embrião somático e permanece intercomunicante com os 

vasos condutores da correspondente parte aérea da planta. 

A fase de acl imatação das plantas regeneradas às 

condições de cultivo em canteiros experimentais tambem exigiu 

a determinação de alguns procedimentos padrões. As plantas se 

desenvolveram melhor quando foram lavadas em água corrente após 

serem retiradas dos frascos. para completa remoção do meio de 

cultura. e o sistema radicular banhado em solução de fungicida 

(Benlate) a 0.03% por 3 a 5 minutos. Como substrato de cultivo 

fo i u ti 1 i zada m i s tura de so 1 o + vet-mi cu 1 i ta em propor-ção de 

3:1, esterilizada por autoclavagem a 1 atmosfera por 20 

minutos. Após a transferência das plântulas para vasos 
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plásticos com aquela mistura. regava-se semanalmente com 

solução nutritiva comercial (Ouro Verde R ) a 0.3%. Procurou-se 

reduzir o periodo de tempo para a completa aclimatação das 

plantas regeneradas ao minimo possivel. Em geral. este tempo 

foi de uma semana dentro do laboratório, 

de vegetação. As plantas transferidas 

cultivadas sob cuidados para que 

e uma semana em casa 

para canteiro eram 

fosse possivel a 

autofecundação das mesmas, como descrito anteriormente. 

4.1.1. Caracterização doe tipoe de caloe induzidoe e 

influência dae condiç8ee de cultivo in vitro 

As variedades cultivadas no Experimento 1 

apresentaram a formação de calos com caracteristicas 

embriogênicas do Tipo I e do Tipo 11. Para o primeiro caso. há 

o crescimento de massas de coloração branca, compactas, 

rigidas. com crescimento relativamente lento. constituindo-se 

de formações embriogênicas complexas. onde os embriões 

somát icos são formados justapostos e que acabam por tomar 

praticamente toda a estrutura do calo. A regeneração de plantas 

por organogênese (diretamente a partir da massa do cal9' sem a 

organização do embrião somático) foi mais freqüente nos calos 

da variedade Piranão de Inverno. Apesar disto. foi possivel a 

identificação. seleção e cultivo de setores friáveis. altamente 

embriogênicos em calos derivados de explantes de progênies de 

ambas as var i edades (notadamen te para a var i edade Jac Duro). 

caracteristicas de calos do Tipo 11 (veja as Figuras 01. 02, 03 

e 04). 

fisicas de 

Procurou-se det erm i nar 

cultivo. composições de 

as me I hores cond i ções 

meios de cultura mais 

adequados. manipulações dos calos e regiões embriogênicas. e 

produziram os seguintes resultados: 
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. Ambiente de cultivo: a avaliação do desempenho 

das culturas em ambientes contrastantes escuro/iluminado 

mostrou que os calos deveriam ser cultivados em locais com 

pouca ou nenhuma iluminação. Quando cultivados no escuro. os 

calos induzidos destas duas variedades mostraram menor taxa de 

formação organogênica. o que pode ser considerado uma vantagem. 

uma vez que este tipo de morfogênese passa a ser indesejável em 

cultivos de longa duração. Aliado a este fato. os calos 

cul t i vados no escuro apresentaram ma ior cresc imen to e 

friabilidade. propiciando que fossem selecionadas linhagens 

celulares com caracteristicas de calos do Tipo 11. Além disto. 

os calos cultivados sob fotoperiodo 16/8 horas (3.200 lux) 

tiveram desempenho inicial superior. mas com uma forte 

tendência para a formação de embriões somáticos grandes. 

justapostos e compactos, que logo acabavam por tomar toda a 

estrutura do calo. caracteristicas de calos do Tipo I. Pelo 

fato de apresentarem organogênese. mesmo em meios de cultura 

contendo auxina. os calos mantidos sob fotoperlodo mostraram 

freqüente formação de parte aérea e/ou sistema radicular, que 

não se desenvolviam em plantas completas. As qualidades 

superiores dos calos do Tipo 11 produzidos em ambiente escuro 

mostraram que este último ambiente seria o mais adequado para 

a indução e manutenção das culturas • 

. Composição dos meios de cultura: Conforme já 

mencionado anteriormente. foram avaliados os efeitos causados 

pelas diferentes concentrações dos componentes orgânicos dos 

meios de cultura utilizados. No entanto. os experimentos 

realizados com explantes oriundos destas variedades foram 

importantes mais para a determinação de uma composição básica 

dos meios de cultura do que para se investigar a influência que 

tais substâncias causariam sobre a taxa de formação de um tipo 

ou outro de calos. A ún ica exceção ser la para a presença de 

hidrolisado de caseina, que produziu um efeito benéfico para a 
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induçao de calos friáveis. embriogênicos em experimentos com a 

var i edade J ac-Ouro. Em um tota I de 138 exp 1 an t es i nocu 1 ados 

para esta variedade (veja Tabela 07). metade em meio MS com 20 

mg/l de hidrolisado de caseina e a outra metade no mesmo meio 

com ausência da subst~ncia. observaram-se taxas de formação de 

calos embriogênicos muito discrepantes. Além disto. os calos 

induzidos em meio com a presença de hidrol isado de caseina 

apresentaram morfologia mais friável. maior formação de setores 

altamente embriogênicos (calos Tipo 11) e as pl~ntulas 

regeneradas 

fertilidade. 

tiveram maior vigor. taxa de crescimento e 

Com r e 1 ação à u til i zação da aux i na NAA. fo i 

notado um efeito benéfico na indução de formação de sistema 

radicular em regiões organogênicas de alguns calos testados das 

variedades. As plantas regeneradas com emprego desta auxina 

foram aclimatadas às condições de cultivo normais. 

autofecundadas e suas sementes foram utilizadas em experimentos 

de análise da estabilidade mitótica em progênies R1. Os 

resul tados são apresentados na Tabela 11 e tornam-se 

ilustrativos da possível instabilidade cromossômica induzida 

pelo meio utilizado na cultura de tecidos. 
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Figura 01 

Figura 02 
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Figura 03 

Figura 04 



Figut-a 01: Cala induzida a partir- do escutelo de embt-iões imatut-os de 
progênies autofecundadas da vadedade Piranão de Inverno. 
apresentando o desenvol vimento de um grande númel-o de embr iões 
sorr-.át ICos (com mot-fologia compacta e colot-ação opaca) . 
Aumento aproximado: 15 X. 

Figura 02: Enibr-iões somáticos formados na superfície de calos da 
variedade Pit-anão de Invet-nd, germinando após transfet-ência 
para meio de cul tUl-a com ausência da auxina (2.4-0). Notar a 
pt-esença de escutelo (colaI-ação bl-anca) e coleóptilos em 
crescimento (color-ação ver-de) - Aumento aproximado: 15 X. 

Figuf-a 03: Embriões somáticos formados na superfície de calos da 
vat-iedade Piranão de Inverno. após transferência parõ mEio de 
cul tura com ausência de auxina (2,4-0). Notal- a germinação dE 
coleóptilos e gl-ande crescimento de raízes. 
Aumento aproximado: 15 X. 

Figut-a 04: Frasco contendo plântulas (geração RO) regenel-adas por­
emb:-iogênese sornática em calos de:-i vados de explantes da 
linhagem 132/1. derivada da vat-iedade Jac-Oul-O. 
Meio de cul tura com f-edução na concentt-ação de macl-o e micr-o­
nutrientes e sacal-ose e ausência de auxina (2.4-0) induz o 
cr-escimento de sistema radiculat- e fOI-mação da planta 
completa - Aumento apt-m:imado: 1 X. 
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Tabela 07: Freqüência de formação de calos embriogênicos em explantes 
oriundos das variedades Piranão de Inverno e Jac-Duro. com testes para 
ambientes de cultivo e composições dos meios de cultura. 

Material 

Piranão de 
Inverno 

Experimento 1.1 

Exper imento 1.2 

Experimento 1.3 

Jac-Duro 

Experimento 1.4 

Expet- imento 1.5 

Experimento 1.6 

Experimento 1.7 

Observações: 

Ambiente 
de cu lt i vo ( * ) 

% de embriogênese 

Escuro Iluminado 

33.3 86.7 

84.2 

80.0 

50,0 

70,0 

62,5 

% de embriogênese 
--------------------
Escuro Iluminado 

2,0 

61.1 

16.7 

64.3 

Composição do meio 
de cultura 

Solução salina M.S. 

Sacarose Hidr. Caseina 

3.0% 20,0 mg/l 

3,0% 20,0 mg/l 

3.0% 40.0 mg/l 

8.0% 20,0 mg/l 

8,0% 20.0 mg/l 

8,0% 20.0 mg/l 

Solução salina N6 
-------------
Sacaras e Hidr- . Caseina 

10.0% 

10,0% 20.0 mg/l 

6.0"10 

6.0% 20.0 mg/l 

(*) = Dados em % de formação de calos e~brio9ênicos. 

Número de explantes inoculados em cada experimento: 
Piranão de Inverno: 10 a 66. Jac-Duro: 18 a 50. 
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4.1.2. Regeneraçao de plantae e obeervação de 

variaçõee em algune de eeue caracteree 

As pl~ntulas aclimatadas ao ambiente de cultivo 

normal (condições de canteiros experimentais - ilustrado pela 

Figura 05) foram em um total de 80. sendo 55 derivadas de calos 

induzidos a partir de explantes de progênies da variedade 

Piranão de Inverno e 25 de progênies da variedade Jac-Duro. 

Elas foram avaliadas continuamente em todos os estágios de 

desenvo I vi mento com o ob j e ti vo de se ver i f í carem qua i squer 

anormalidades em relação aos genótipos originais. Foram 

observadas variações fenotipicas em intensidades mais ou menos 

acentuadas. que poderiam ser causadas pelos seguintes fatores: 

estresse fisiológico decorrente do cultivo in vitro. estresse 

fisiológico decorrente da fase de aclimatação ao ambiente 

externo ou desarranjos do genoma e mutações genéticas. causados 

pela passagem por cultura de tecidos. ~ interessante mencionar 

que os caracteres alterados observados em progênies de plantas 

regeneradas nunca haviam sido detectados em progênies de 

plantas autofecundadas normalmente. para ambas as variedades 

(Piranão - seleção de Inverno e Jac-Duro). segundo relatos de 

diversos pesquisadores do Depto. de Genética da ESALQ/USP. 

A maioria das anormalidades diziam respeito à 

caracteristicas mOI-fológicas. tais como: altura das plantas. 

formação de perfi lhos basais e presença de segmentos contendo 

flores femininas nas paniculas (inflorescências masculinas). 

Foram observadas também uma gradação de resposta em relação a 

outros caracteres de import~ncia agronômica. como: macho­

esterilidade. número de espigas por planta. tamanho da 

panicula. altura de plantas e espigas, entre outros. 

Diversas plantas. independente das alterações 

mencionadas acima. produziram também sementes (geração RI) com 

variações que se mantiveram nas progênies por vários ciclos de 
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autofecundação. Entre as variações observadas destacam-se: a) 

para a var i edade P i ranão: var iações para a I tura de p I an tas 

(ilustrado pela Figura 06) e morfologia de inflorescência 

mascul i na (F i gura 07). mutan tes para semen tes defect i vas e 

volumosas (desenvolvimento anormal do endosperma, ilustrado 

pela Figura 08), e mutantes para a coloração das sementes 

(F i gura 09); b) para a var iedade Jac-Duro: mutantes para a 

co I oração (F i gura 10) e tamanho de semen tes e ocorrênc i a de 

macho-esterilidade. As progênies RO que apresentaram variações 

em relação áo padrão da variedade original e suas respectivas 

características na geração Rl são apresentadas nas Tabelas 08 

e 09. 

Não foi realizado um estudo sistemático para a 

avaliação da herança genética dos caracteres modificados. 

Entretanto, as sementes Rl foram multiplicadas por três ciclos 

sucessivos de autofecundação (produzindo sementes das gerações 

R2. R3 e R4). Para a maioria das progênies dos somaclones foi 

observado que a autofecundação acentuou a man i festação do 

caráter modificado. principalmente para caracteres morfológicos 

das plantas e das sementes (na Tabela 10 estão destacadas 

algumas das variações observadas). tais como: 

a) as sementes com coloração avermelhada em 

alguns somaclones de Piranão de Inverno (Figura 08) mostraram 

uma gradação de resposta nas progênies R3. encontrando-se 

sementes com diversas tonalidades de coloração vermelha; 

b) sementes com endosperma defectivo produziram 

progênies com manifestação tão pronunciada que até mesmo 

impediu a germinação de algumas progênies R3; 

c) as plantas com inflorescência masculina 

(panicula) hipertrofiada (Figura 06) apresentaram duas 

características distintas: ou tornaram-se grande produtoras de 



83 

pólen, reduzindo a produç~o de sementes nas espigas ou 

produziram uma grande quantidade de flbres masculinas estéreis. 

mantendo a prolifícídade feminina; 

d) progênies com elevado número 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 número de fileiras de grãos. 

menor di~metro de espiga e menor número de sementes por espiga. 

E:: i nteressan te notar que p 1 an tas di feren tes • 

regeneradas a partir do mesmo calo cultivado in vitro mostraram 

variações em caracteres distintos entre si na geração RO. 
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TA8ELA 08: Progênies RO regeneradas a partir do cultivo de explantes da 
variedade Piranão de Inverno e respectivos fenótipos em RO e Ri 

Material 

Rl-(PI) 362 

Rl-(PI) 365 

Rl- (PI) 366 

Rl-(PI) 369812 Gl 

Rl-(PI) 369812 G2 

Ri-(PI) 369812 G3 

Ri-(PU 36983 G1 

R1-(PI) 36983 G2 

Rl-(PI) 36983 G3 

R1-(PI) 370 

Rl- (P Il 371C11 

Rl- (PI> 371C21 

Rl-(PI) 371C22 G2 

Rl- (PI) 372 

R1-(PI) 373C211 

R 1- (p 1) 373C22 

R1-(PI) 373C312 G1 

Rl-(PI> 375A2 Gl 

RI-(PI) 375A2 G2 

Rl-(PU 376 

R1- (PI) 228 

Observação: 

Fenótipo em RO 

Planta normal 

Espiga apical 

Planta nor-mal 

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 
panícula rudimentar 

Perfilhamento 

Planta normal 

Planta normal 

Fenótipo em Ri 

Cerosidade nas sementes 

Espigas rudimentares 

Espigas rudimentares 

PItas. anãs. panículas gdes 
e sementes volumosas 

Plantas anãs e sementes 
volumosas e defectivas 

Plantas anãs e sementes 
volumosas 

Panículas grandes e 
sementes normais 

Plantas anãs e sementes 
volumosas 

Plantas e sementes 
normais 

Plantas normais e 
sementes defectivas 

Paniculas rudimentares 
e sementes manchadas 

Plantas normais e 
sementes volumosas 

Panículas hipertrof. e 
sementes manchadas 

Espigas 
rudimentares 

Aparente macho-esteril. 
e sementes manchadas 

Panfculas rudimentares 
e sementes defectivas 

Espigas rudimentares e 
e sementes pequenas 

Plantas e sementes 
normais 

Plantas e sementes 
normais 

Sementes amarelas e 
panículas pequenas 

Sementes com coloração 
vermelha 

. Números iniciais iguais designam plantas regeneradas do mesmo calo 
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TABELA 09: Progênies RO regeneradas a partir do cul tivo de explantes da 
variedade Jac-Ouro e respectivos fenótipos em RO e Ri 

Material Fenótipo em RO 

Rl- (JO) 378 Planta normal 

Rl- (JO) 379812 Planta normal 

Rl- (JO) 379821 Planta altas 

Rl- (JO) 380Al Panicula 
rudimentar 

Rl-(JO) 380A2 Gl Planta normal 

Rl-(JO) 380A2 G21 Planta normal 

R1-(JO) 380A2 G22 Planta normal 
e prolifica 

Rl-(JO) 380A2 G23 Planta normal 

R1- (JO) 381 Perfilhamento 

Rl-(JO) 382Al Gl Espiga apical e 
perfi lhamento 

Rl-(JO) 382Al G4 Planta normal 

Rl-(JO) 383 Planta normal 

Ri-(JO) 384 Planta normal 

Rl- (JO) 385All Planta normal 

Observações: 

Fenótipo em Ri 

Espigas rudimentares e 
sementes pequenas 

Plantas e espigas normais 
sementes manchadas 

Espigas rudimentares e 
sementes nOI-mais 

Aparente macho-esterilidade 
e sementes t-ugosas 

Espigas rudimentares. sementes 
rugosas e com colar. amarela 

Plantas normais e sementes 
grandes e rugosas 

Plantas e sementes grandes. 
e sementes amarelas 

Plantas normais e sementes 
grandes 

Espigas rudimentares e 
sementes normais 

Macho-esterilidade e sementes 
grandes e colol-. amarela 

Macho-esterilidade e sementes 
com coloraç~o vermelha 

Plantas normais e algumas 
sementes defectivas 

Plantas normais e algumas 
sementes malformadas 

Espigas rudimentares e 
sementes volumosas 

• Números iniciais iguais designam plantas regeneradas do mesmo calo 
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TA8ELA 10: Progênies R4 obtidas a partir do cultivo de plantas regeneradas 
com o cultivo de explantes das variedades Piranão de Inverno (PI) e Jac-Ouro 
(JO) e seus ,-espectívos fenótipos nas gerações R3 e R4. 

Material 

R4- (PI) 369812 G1 

R4- (PI> 369812 G2 

R4- (PI) 369812 G3 

R4- (fI) 36983 Gl 

R4- (PI) 36983 G2 

R4- (PI) 36983 G3 

R4- (PI) 371C22 G2 

R4- (PI> 373C22 

R4- (fI) 375A2 G1 

R4- (PI) 376 

R4- (PI) 228 

R4-(JO) 379812 

R4- (JO) 380A2 G21 

R4- (JO) 380A2 G22 

R4- (JO) 380A2 G23 

R4-(JO) 382A1 Gl 

R4- (JO) 382A1 G4 

Fenótipo em R3 
(plantas) 

normais 

algumas anãs 

normais 

normais 

normais 

normais 

paniculas 
hipedrofiadas 

altas, paniculas 
rudimentares 

normais 

altura 
pronunciada 

normais 

normais 

normais 

normais 

normais 

macho-estéreis e 
panic. rudimentares 

macho-estéreis e 
panic. rudimentares 

Fenótipo em R4 
(sementes) 

volumosas e algumas 
defectivas, grandes 

defectivas e tamanho 
médio 

normais e espigas bem 
desenvolvidas 

volumosas e algumas 
defectivas. grandes 

volumosas e grandes 

defectivas e pequenas 

normais e algumas 
defectivas 

aparentemente normais 

normais. algufnas 
volumosas 

segrega pl colar. amarela 
e g!-andes 

segrega pl coloração 
vermelha e grandes 

normais. algumas com 
variabilid. pl tamanho 

no!-mais e com segregação 
pl colar. vermelha 

normais. tamanho médio 

pequenas. espigas pouco 
desenvolvidas 

segrega pl colar. amarela 
e grandes 

segrego pl cal. vermelha 
e gt-andes 

Observações: 

Números iguais designam plantas regeneradas do mesmo calo 
(PI) = somaclones o/-iginados de Pi/-anão de Inverno 

. (JO) = somaclones originados de Jac-Ouro 
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Figura 05 

Figura 06 
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Figura 07 

Figura 08 
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Figura 09 

Figura 10 



Figur-a 05: Plantas da geração RO I-egeneradas a par-tir de calos derivados 
de explantes da variedade Piranão de Inverno. Plantas à 
direi ta estão pt-otegidas para serem autofecundadas. Notar a 
ocorrência de variações fenotipicas: a planta à esquerda 
apresenta inflorescência masculina sem ramificação. 
AltUl-a média das plantas: 80 cm. 

FigUl-a 06: Pt-ogênies da ger-ação R2 derivadas de plantas regeneradas da 
variedade Pir-anão de Inverno. cultivadas em condições de 
campo. A pr-imeira planta da linha em pr-imeiro plano apr-esenta 
baixa estatur-a (planta anã - aI tUI-a média: 40 cm). mas com 
ferti lidade e produção de sementes POI- autofecundação. 
Material: R2-ePI) 36983G3. 

Figura 07: Pt-ogênies da geração R2 derivadas de plantas r-egeneradas da 
vat- i edade P i r-anão de Inverno. cu I t i vadas em cond i ções de 
campo. Ocorrência de variação fenotipica: plantas apresentando 
inflol-escência masculina hipertt-ofiada. Tamanho apt-oximado das 
paniculas: 50 em. Material: R2-(PI) 371 C22G2. 

Figura 08: Espigas autofecundadas da geração R3 der-ivadas de plantas 
f-egener-adas da vat-iedade Pit-anão de Invel-no. apl-esentando 
variação fenotípica: as sementes à esquerda (matel- ia1: R3- (P 1) 

369 8381) apresentam acentuado volume do endospet-ma (sementes 
alTedondadas. volumosas) e sementes à dil-ei ta são 
aparentemente normais (tipo dentado) . 

Figura 09: Espigas autofecundadas da ger-ação R3 der-ivadas de plantas 
r-egeneradas da var-iedade Pir-anão de Inverno. apl-esentando 
vat- iação para colar-ação de sementes. Mater- ia1: R2- (P r) 22 8. A 
espiga à direi ta apr-esenta sementes com colol-ação típica da 
cul ti var-. 

Figul-a 10: Espigas autofecundadas da ger-ação R3 det-ivadas de plantas 
t-egeneradas da val- iedade Jac-Ouro. apresentando vat- i ação para 
coloração de sementes. Material: R4- (JO) 80 A28l. A espiga à 
esquer-da apresenta sementes com coloração típica da cultlvar-. 
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4.1.3. Avaliaçao do número de cromossomos sm células de 

msristema radicular de progêniee Ri 

Foram selecionadas algumas progênies de plantas 

regeneradas a partir de calos induzidos de explantes das 

var i edades P i ranão de I nverno e Jac-Ouro. para ava I iação de 

possíveis anormalidades mitóticas decorrentes do cultivo in 

vitro. Foram analisadas metáfases mitóticas dos meristemas 

radiculares após coloração convencional pelo Feulgen. Os 

resultados são apresentados na Tabela 11. onde podemos notar a 

distribuição Bm três grupos: células diplóides. células com o 

número de cromossomos maior que o normal C2n = 20) e menor que 

este número. Foi observada uma predominância de células com 

número diplóide normal, com uma freqüência variando de 69% a 

100% entre os materiais. As células com número menor que 20 

cromossomos foram encontradas em taxas de 0% a 31%. com 

predominância para células com 18 e 19 cromossomos. Células com 

mais que 20 cromossomos ocorreram em uma taxa entre 0% e 3%. 

com evidências de mixoploidia. 

Com o objetivo de se evitar possíveis desvios 

devido ao esmagamento excessivo das células. que causaria seu 

rompimento e assim. a perda de cromossomos durante o preparo de 

lâminas. foram realizadas novas análises com extremidades de 

raizes de progênies da geração R1 derivadas de plantas 

regeneradas 'a partir de calos induzidos de explantes oriundos 

da variedade Piranão de Inverno. Para isto. foi estabelecida 

uma metodologia que resulta em um minimo de danos às células. 

baseada no tratamento enzimático das pontas de raizes com 

solução de pectinase a 2,5% por 3 a 5 minutos. a temperatura 

37°C, imediatamente antes do esmagamento. 

Foi empregada a coloração de citoplasma com 

Fast-8reen para a verificação da integridade celular. Analisou­

se os materiais R1-(PI)-369 812 81. 82 e 83 e Rl-(PI)-369 83 

81. 82 e 83. com amostras de 5 sementes por genótipo e 
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observaç~o de 5 a 10 metáfases por semente. Os resul tados 

mostraram uma predomin.§.ncia de células com número diplóide 

normal de cromossomos (2n=20). mas os materiais R1-(PI)-369 812 

G2 e Rl-(PI)-369 83 G3 apresentaram alterações no número de 

cromossomos por células. sempre na forma de mixoploidia. O 

primeiro apresentou, em uma das progênies analisadas. células 

com diversas caracteristicas anômalas: células meristemáticas 

com dimensões desproporcionalmente grandes. assim como outras 

com tamanho intermediário. porém maiores que as normalmente 

.observadas em preparações com pontas de raizes de sementes de 

milho. Algumas metáfases permitiram a identificação de células 

poliplóides. com ploidia variando de 4n a possivelmente 8n ou 

16n. Estas células apresentaram núcleo com dimensões 

relativamente grandes em relação ao volume citoplasmático. 

indicando que a sua origem não deve ter ocorrido por fusão 

celular. O mesmo material também apresentou células 

multinucleadas, grande freqüência de micronúcleos e, apesar do 

pré-tratamento com inibidor de fuso mitótico. foram observadas 

anáfases com ocorrência de pontes cromossômicas. Estas pontes 

ocorriam entre núcleos com dimensões semelhantas e também entre 

núcleos e micronúcleos. ~ interessante notat- que este mesmo 

ma ter i a 1 apresen tou a oco r t-ênc i a de sementes vo 1 umosas em 

progênies das gerações R1 e R2. como apresentado na Tabela 08 

e ilustrado pela Figura 08. 

Com relação ao material Rl-(PI)-369 83 G3. foi 

observada uma alta freqüência de células tetraplóides (4n) com 

os cromossomos dispostos aos pares, sendo considerados 

cromossomos com sucessivos ciclos de replicação e sem separação 

das cromátides. Algumas das células apresentaram apenas dois ou 

três de seus cromossomos dupl icados, dispostos aos pares. 

enquanto os demais permaneceram com o número diplóide normal, 

sugerindo duas possiveis origens: ou devido à perda de 

cromossomos de células ot-iginalmente tetraplóide ou ocorrência 

de aneuploidia. 
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TA8ELA 11: Materiais da geração Rl derivados do cultivo in vitro das 
variedades Piranão de Inverno e Jac-Ouro. e verificação de ocorrência de 
aberrações cromossômicas numéricas em células dos merístemas radiculares. 

Mater-ial número de cromossomos por célula % de 
---------------------------- cé lulas 

menor que 2n 2n maior que 2n não 2n 

18 19 (20) 21 40 

Variedade Piranão de Inverno 

Rl-(PIl 360 01 05 33 01 17,5 

Rl-(PIl 361 02 30 6,3 

Rl-(PI) 369 812G3 01 04 48 01 11.1 

Rl-(PI> 369 83G2 02 01 56 02 8.2 

R1-(PI) 371 Cl1 02 01 94 01 5.1 

Rl-(PI) 371 C21Gl 20 

Rl-(PI) 375 A2Gl 07 11 59 03 26.3 

R1-(PI> 375 A2G2 09 10 44 01 31.3 

Rl-(PU 377 01 07 66 10.8 

Variedade Jac-Duro 

Rl- (JO) 378 06 09 81 01 16.5 

Rl- (JO) 380 A2Gl 16 

Rl- (JO) 381 02 16 11.1 

Rl- (JO) 382 A1G1 01 05 18 01 28.0 

Rl- (JO) 382 A1G4 02 02 43 01 10.4 

R1- (JO) 383 01 01 36 01 7.7 

Observação: Números iniciais iguais designam plantas regenel-adas a par-til-
do mesmo calo. 
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4.2. Experimento 2: Linhagens endogâmicas com diferentes 

composiçõss de knobs cromossômicos heterocromáticos 

4.2.1. Capacidade embriogênica dos genótipos testados 

A avaliação da capacidade embriogênica foi 

baseada na classificação dos diversos tipos de calos produzidos 

pelo cultivo in vitro de escutelo de embriões imaturos. segundo 

critérios relatados na literatura. Este procedimento Justificá­

se pelas evidências da relação existente entre o tipo de calo 

i nduz i do por um determ i nado genót ipo e a adequação da sua 

utilização no cultivo in vitra, 

A premissa básica de que os melhores genótipos 

seriam aqueles com maior capacidade de regeneração foi 

respeitada, embora outras idéias possam ser considerad~s. 

Normalmente, 

formação de 

considerados 

es ta capac i dade é aval i ada pe la ft-eqüênc i a de 

calos embriogênicos. Neste trabalho. foram 

embr iogênicos todos os calos que apresentaram 

qualquer evento de reorganização dos tecidos que representasse 

um mecanismo de regeneração de plantas, seja através de 

embriogênese somática ou mesmo organogênese. 

Em relação à classificação dos tipos de calos. 

foram considet-ados embriogênicos tanto os calos do Tipo 

(relatados na literatura como sendo embriogênicos. mas que 

podem regenerar plantas através de organogênese) como os calos 

do Tipo 11 (friáveis, altamente embriogênicos). 

Os exper imen tos paf-a a vel- i f i cação da freqüênc i a 

de formação de calos embriogênicos, neste grupo de linhagens, 

foram delineados segundo observações obtidas nos experimentos 

preliminares com as variedades Piranão de Inverno e Jac-Ouro 

(Experimento 1) e com linhagens com menor grau de endogamia, 

obtidas a partir da variedade Jac-Ouro (dados não apresentados 

no presente trabalho). 
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As freqüências de indução de calos embriogênicos 

obtidas com o Experimento 2.1. (realizado de Janeiro a 

Outubro/1987) são apresentadas na Tabela 12. Pode-se observar 

que os materiais da familia 300-1-3 <131/5. 132/1. 132/7 e 

133/4) foram os que apresentaram os resultados mais favoráveis. 

inclusive com predomínio de indução de calos do Tipo 11. As 

duas primeiras linhagens (131/5 e 132/1) apresentaram taxas de 

formação de calos embriogênicos ao redor de 70% dos calos 

induzidos. A linhagem 132/7 mostrou res·posta inferior. com 

formação de cerca de 25% de calos embriogênicos. Por sua vez. 

a linhagem 133/4 teve 55% dos calos induzidos com formações 

embriogênicas. Os calos induzidos a partir de explantes destas 

linhagens superiores apresentaram um comportamento muito 

favorável ao cultivo de longa duração e para a regeneração de 

plantas. como será comentado mais adiante. A família 301-2-1 

teve um comportamento oposto. 

desta famí I ia apresentaram 

embriogênicos. de morfologia 

Todas as linhagens 

a formação de 

muci laginosa e 

analisadas 

calos não-

crescimento 

relativamente mais lento. Eventualmente ocorreu a formação de 

regiões meristemáticas com maior taxa de crescimento. coloração 

mais clara e indícios de diferenciação em raízes e parte aérea 

(organogênese). Este tipo de formação ocorreu em cerca de 10% 

dos calos das linhagens 212/2 e 213/3. A linhagem 211/8 teve a 

maior taxa de ocorrência. com cerca de 17% dos calos induzidos. 

Resultados semelhantes foram apresentados por calos das 

linhagens pertencentes às famílias 303-4-1 e 303-4-4. A 

linhagem 412/3 apresentou 5% dos calos com formação 

organogênica enquanto as linhagens 443/4 e 445/1 não 

apresentaram esta formação organogênica em nenhum momento da 

cultura. Os tipos de calos induzidos a partir de explantes de 

materiais destas duas famílias foram muito semelhantes entre 

si. com morfologia mucilaginosa. grande taxa de crescimento e 

classificados como não-embriogênicos. 
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o Experimento 2.2., realizado no periodo de 

Janeiro a Outubro/1988. possibilitou uma análise mais detalhada 

de alguns aspectos referentes ao cultivo in vitro de materiais 

pertencentes às quatro familias de linhagens. Foram empregados 

dois meios de cultura (MS e N6) e. além das linhagens 

anteriormente testadas. foi feita uma 

. das fami I ias 303-4-1 e 303-4-4. Os 

amostragem maior dentro 

resu I tados ob t i dos são 

apresentados na Tabela 13. onde são confirmadas as observações 

do Experimento 2.1 .. As linhagens pertencentes à familia 300-1-

3 apresentaram as melhores respostas. com formação de calos do 

Tipo 11 em cerca de 50% a 60% dos explantes inoculados. As 

linhagens 131/5 e 132/1 foram novamente as que melhor 

responderam, com indução de cerca de 60% de calos friáveis. 

embriogênicos e com elevada taxa de crescimento. Estes calos se 

mantiveram por mais de 10 meses de cultivo. com manutenção das 

suas caracter-fsticas morfológicas e de sua capacidade 

embriogênica, como comprovado por experimentos de regeneração 

de plantas. A familia de linhagens 301-2-1 apresentou resposta 

inferior. com formação de calos nâo-embriogênicos. com menor 

taxa de crescimento e eventuais ocorrências de regiões 

organogênicas. As linhagens com maior freqüência deste tipo de 

formação foram novamente 211/8 e 212/2. com cerca de 30% cada 

uma e 213/3. com ocorr-ência em 20% dos calos induzidos. As 

linhagens pertencentes às famílias 303-4-1 e 303-4-4 mostraram 

uma predominância de indução de calos não-embriogênicos. com 

crescimento variável e morfologia mucilaginosa. Em vários dos 

materiais analisados foi observada a ocorrência de regiões 

organogênicas, como descrito no Experimento 2.1 .. No entanto. 

a maior amostragem realizada dentro destas familias permitiu 

que fossem identificadas duas linhagens com comportamento 

superior. denominadas 4121/2 e 4421/4. Tais materiais 

apresentar-am a formação de ca los não-embr i ogên icos. como as 

demais. mas a partir de regiões meristemáticas da superficie de 

alguns calos. foi possivel a identificação de regiões altamente 
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embriogênicas. de morfologia friável e crescimento mais 

intenso. Para a linhagem pertencente à familia 303-4-1, houve 

a formação 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 formação de calos do tipo não-embriogênicos. com 

morfologia mucilaginosa e ocorrência de regiões meristemáticas 

organogênicas em cerca de 5% a 20% dos calos induzidos. 

Por sua vez. os dados obtidos com o Experimento 

2.3 .• realizado de Maio a Oezembro/1990. consolidaram as 

observações anter iores. Os resul tados são apresentados nas 

Tabelas 14 e 15 e mostram que as linhagens pertencentes à 

familia 300-1-3 foram as que apresentaram melhores respostas ao 

cultivo in vitro. sendo que os genótipos mais favoráveis 

(13151/1. 13153/1. 132331/1 e 131311/1) apresentaram taxas de 

formação de calos do Tipo 11 de cerca de, respectivamente, 75%, 

55%, 55% e 55%. no meio de Murashige-Skoog e de 80%. 60%, 55% 

e 50% pat-a o meio N6. Os calos altamente embriogênicos de 

I i nhagens des ta fami I ia apresentaram cat-ac ter i s ti cas mu i to 

favoráveis ao cultivo, sendo selecionadas linhagens celulares 

que se mantém há mais de 18 meses, sem aparente redução na 

capac i dade de regenet-ação de plantas (para i I us tração. são 

apresentadas as F i gUt-as 11 e 12). FOI-am observados. para a 

maior ia dos calos. do Tipo I I das I inhagens desta fami 1 ia. 

embriões somáticos se desenvolvendo a partir de uma estrutura 

semelhante a um suspensor. como descrito em inúmeros trabalhos 

menc i onados na I i tera tura. As I i nhagens per tencentes à sub­

familia 300-133 apresentaram um comportamento intermediário na 

formação de calos do Tipo 11. com taxas variando de 27% a 52%, 

nos dois meios de cultura testados. As linhagens pertencentes 

à familia 301-2-1 mostraram desempenho semelhante ao obtido nos 

dois experimentos anteriores. com formação de calos não-

embriogênicos. com crescimento relativamente inferior, 
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morfologia mucilaginosa e com coloração translúcida. como 

apresentado na Figura 13. Somente a linhagem 21241/1 apresentou 

a formação de regiões meristemáticas organogênicas na 

superfície de alguns de seus calos, numa freqüência de cerca de 

10%. Resultados semelhantes a esta última familia de linhagens 

também foram apresentados por linhagens pertencentes às 

famílias 303-4-1 e 303-4-4, onde a maioria delas induziu calos 

não-embriogênicos. de morfologia mucilaginosa, e com baixa 

freqüência de formações organogênicas. As linhagens que tiveram 

ma i ores taxas de oco r rênc ia de mor fogênes,e foram: 41123/2 e 

41242/1. ambas pertencentes à família 303-4-1 e par-a, 

respectivamente. 20% e 10% dos calos induzidos. 

Um resultado muito importante obtido com o 

cultivo in vitro neste último experimento foi o comportamento 

apresentado pelos explantes das linhagens 44114/1 e 44114/2, 

que produziram inicialmente calos não-embr-iogênicos, de 

morfologia mucilaginosa, coloração branca. mais ou menos 

translúcidos e com crescimento relativamente lento. mas que 

deram origem a setores com caracteristicas bem diferentes. A 

partir do 7º subcultivo. algumas regiões meristemáticas 

existentes na superficie de calos destes genótipos começaram a 

crescer de maneir-a acentuada. exibindo maior ft-iabilidade, 

coloração aparentando maior vitalidade e passando a predominar­

em relação à população de células existentes anteriormente 

(veja a Figura 14). A freqüência de obtenção de tais linhagens 

celulares foi de cerca de 40% para a linhagem 44114/2 e de 15% 

para a linhagem 44114/1. A planta 04 da linhagem 44114/2 

permitiu a manutenção 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 utilizados em outros expet-imentos, 

para a análise da estabilidade mitótica de suas células e para 

cultivos em suspensão. Mais recentemente. tem sido obser-vado 

que estas linhagens celulares apresentam maior ocorrência de 
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embriogênese somática na superfície dos calos. assim como 

possibilitado a regeneração de plantas completas. 

As análises de vari~ncia dos dados obtidos com 

os três experimentos comprov~u a existência de diferenças nas 

respostas ao cultivo in vitro das linhagens utilizadas dentro 

de cada experimento. Estão apresentadas nas Tabelas 16, 17 e 18 

os resultados das análises para os Experimentos 2.1 .• 2.2. e 

2.3 .• respectivamente. Devido ao fato de que ambos os grupos de 

dados (transformados e não-transformados) produziram resultados 

bastante semelhantes, são apresentadas apenas as análises com 

os dados transformados. Segundo o mode lo mi sto adotado. os 

valores de F calculados para a avaliação do efeito de linhagens 

(segundo o modelo inteir-amente casualizado) e do efeito de 

linhagens dentro de sub-famílias dentro de famílias (segundo o 

modelo hierát-quico) foram significativos ao nível de 1% de 

probabilidade em todos os experimentos. Embora não tenham sido 

desenvolvidos os cálculos de esperança dos quadrados médios. 

pode-se notar que o efeito de famílias é bastante pronunciado. 

Uma anál i se da magn i tude re I a ti va dos va lares dos quadr-ados 

médios de familias. em todos os três experimentos. mostra que 

o efeito deste componente é bastante pronunciado. Realmente. os 

valores médios obtidos para a capacidade de formação de calos 

embriogênicos entre as linhagens analisadas distingüe os grupos 

de materiais já ao nivel de famílias. como pode ser observado 

nas 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 freqüências de indução de calos embriogênicos das 

linhagens utilizadas. respectivamente, nos Experimentos 2.1 .. 

2.2. e 2.3. A própria distribuição dos materiais nas referidas 

tabelas tambem é ilustrativa das diferenças existentes entre as 

quatro familias de linhagens avaliadas. 
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Com relaçao aos diferentes meios de cultura 

utilizados. as análises estatísticas mostraram nâo ter ocorrido 

diferenças significativas entre eles (nos Experimentos 2.2. e 

2.3. ). Como observado nas Tabe las 17 e 18. os valores de F 

calculados para a avaliaçâo das interações existentes: 

linhagens dentro de sub-famílias dentro de famílias x meios 

(segundo o modelo hierárquico) e linhagens x meios (segundo o 

modelo inteiramente casualizado) foram inferiores a 1,0 nos 

dois experimentos. mostrando serem nâo-significativos. Segundo 

o mesmo raciocínio adotado anteriormente, a magnitude dos 

valôres dos quadrados médios para os efeitos das interações: 

famílias x meios e sub-famílias dentro de famílias x meios é 

pequena. o que pode indicar que a influência destas interações 

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

Figura 12 

/ 
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Figura 13 

Figura 14 



F i gu,-a 11: Ca 1 os i nduz i dos a par ti ,- de exp I an tes da 1 i nhagem endogâm i ca 
131311/1. apresentando grande númel-o de pró-embt-iões em 
estágio globular na sua superficie. São classificados como 
calos do Tipo I I. fl-iáveÍs, altament.e embt-iogênÍcos. 

Figut-a 

1 'i • .1...:.. 

Aumento aproximado: 8 X. 

Calos induzidos a partir- de explantes da linhagem endogâmíca 
132331/1. apr-esentando grande número de pró-embt-iões em 
estágio globular- na sua super-ficie. São classí ficados como 
calos do Tipo 11. friáveis. altamente embriogênicos. 
Aumento aproximado: 5 X. 

Calos induzidos a par-tif- de explantes da 1 inhagem endogâmica 
21241/1. apresentando mor-fologia muci lagínosa. São 
classi fícados como calos não-embríogênicos. Notal- a ocolTência 
de set.óres de colol-ação mais clara. onde são encontl-adas 
,-egiões met-istemáticas - Aumento apr-o;,<imado: 5 X. 

Figur-a 14: Calos induzidos a padíl- de explantes da linhagem endogâmica 
44114/2. São classificados como calos do Tipo rI. fr-iáveis. 
aI tamente embl- íogênícos. Estas 1 inhagens celula,-es apl-esentam 
pr-onunciada taxa de c,-escimento e ,-esponder-am posi ti vamente ae 
cultivo de suspensões celular-es - Aumento aproximado: 5 X. 
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TABELA 12: Freqüência de formação de calos embriogênicos nas 1 inhagens 
endogâmicas com diferentes composições de knobs cromossômicos cultivadas em 
1987 (Experimento 2.1.). 

Meio de cultura M.S. 
Familia 

Linhagem Planta 01 Planta 02 Planta 03 Planta 04 Planta 05 

300-1-3 131/5 

132/1 

132/7 

133/4 

301-2-1 211/8 

21119 

212/2 

213/3 

303-4-1 41.2/3 

303-4-4 443/4 

445/1 

Observações: 

06/29 
(20.69) 

12/26 
(46,15) 

04/26 
(15,39) 

00/28 
<0,00) 

03/27 
01,11) 

01/28 
(3.57) 

04/29 
<13.79) 

00/25 
<0,00) 

00/28 
(0.00) 

18/26 
(69.23) 

18/25 
(72,00) 

09/31 
(29.03) 

25/26 
(96,15) 

00/26 
<0.00) 

00/29 
<0.00) 

04/27 
04.81 ) 

08/31 
(25.81> 

02/27 
(7.41> 

00/26 
<0.00) 

00/20 
<0.00) 

17/26 
(65.38) 

06/28 
(21.43) 

00/27 
(0.00) 

00/28 
<0,00) 

02/26 
(7.69) 

03/29 
00.34) 

01128 
(3,57) 

00/29 
<0.00) 

00/28 
(0,00) 

17/28 
(60,71> 

20/26 
(76.92) 

09/23 
(39,13) 

07/28 
(25,00) 

00/29 
<0.00) 

01/26 
(3,85) 

00/31 
<0.00) 

00/28 
(0,00) 

00/29 
(0.00) 

13/23 
(56.52) 

09/26 
(34.62) 

08/28 
(28,57) 

00/28 
<0,00) 

00/13 
<0,00) 

As fI-ações r-eferem-se ao número total de calos eml]!" iogénicos sobre 
o total de calos induzidos . 

. Cul Uvo real izado no per-iodo de JaneÍl-o a Outubr-o de 1987 . 

. Dados em parênteses = porcentagem de calos embriogénicos induzidos. 
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TABELA 13: Freqüência de farmaçao de calas embriagênicas nas linhagens 
endagâmicas com diferentes composições de knabs cromossômicas cultivadas em 
1988 (Experimenta 2.2.). 

Meia M.S. Meia N 6 
Família ------------- ---------------------

linhagem Planta 01 Pl.02 PI.03 Planta 01 Pl.02 Pl.03 

300-1-3 131/5 12/19 07/18 15/20 14/19 08/19 11/20 
(63.15) (38.88) (75.00) (73.68) (42.10) (55.00) 

132/1 13/19 11/20 07/17 15/20 09/18 10/19 
(68.42) (55.00) (41.17) (75.00) (50.00) (52.63) 

133/4 10/20 08/18 12/20 08/19 06/19 13/20 
(50.00) (44.44) (60.00) (42.11) (31,58) (65.00) 

133/7 08/19 12/20 14/20 07/19 07/18 16/20 
(42.10) (60.00) <70.00) (36.84) (38.89) <80.00) 

301-2-1 211/8 09/19 01/18 07/20 07/20 02/17 101'1'::; 
(47.37) (5.56) (35.00) (35.00) (11.76) (52.63) 

211/9 00/18 00/1é:. 02/20 00/18 00/16 03/19 
<0.00) <0.00) 00.00) <0.00) (0.00) <15.79) 

212/2 06/20 06/20 OS/20 07/20 08/20 06/20 
(30.00) (30.00) (25.00) (35.00) (40.00) (30.00) 

213/3 03/18 06/20 04/18 00/16 OS/20 06/20 
<16.67) (30.00) (22.22) (0.00) (25.00) (30.00) 

303-4-1 4113/1 06/20 03/19 OS/20 03/18 00/20 05/18 
(30.00) <15.79) (25.00) <16.67) (0.00) (27,78) 

4121/2 07/20 00/16 OS/20 08/20 00/18 041:20 
(35.00) , (0.00) (25.00) (40.00) (0.00) (20,00) 

4123/2 OS/20 00/18 00/16 04/20 00/16 00/18 
(25.00) (0.00) (0,00) (20.00) (0.00) (0.00) 

303-4-4 4413/3 04/20 00/18 03/18 04/19 00/17 07/20 
(20.00) (0.00) (16.67) (21.05) (0,00) (35.00) 

4421/4 OS/20 03/20 08/20 06/20 00/18 10/20 
(25.00) 05.00) (40.00) (30.00) (0.00) (50.00) 

4422/4 08/20 02/17 00/18 09/20 00/16 00/18 
(40.00) (11.76) <0.00) (45.00) (0.00) (0.00) 

4443/3 03/17 06/20 03/20 04/20 OS/20 (\~ /1 G 
VUI .L.. J 

(17.64) (30.00) <15.00) (20.00) (25.00) <15.79) 

4451/2 02/19 00/18 01/20 02/20 01/18 00/19 
<10.52) (0.00) (5.00) <10.00) (5.56) (0.00) 

4462/1 03/20 01/19 01118 03/18 02/19 00/18 
(15.00) (5.26) (5.56) (16.67) <10.52) (0.00) 

Observacões: 
. As frações referem-se ao número de calas embriagênicos sabre o total 

de calas induzidas • 
. Cultiva realizada na períado de Janeira a Outubro de 1988. 

Dadas e~ parênteses = porcentagem de calas embt-iagênicos induzidas. 
PI. = numera da planta doadora de explantes. 
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TABELA 14: Freqüência de formaçao de calos embriogênicos nas linhagens 
endogámicas com diferentes c~sições de knobs cromossômicos (Experimento 
2.3. - Meio de cultura com solução salina de MS). 

Famíl ia 
Meio de Murashige-Skooq 

-----------------------------------------------------
linhagem Planta 01 Planta 02 Planta 03 Planta 04 Planta OS 

300-1-3 131311/1 08/20 12/18 12/20 
(40.00) (66,67) (60.00) 

131312/1 OS/18 06/20 
(27,78) (30.00) 

131S1/1 15/20 

13153/1 11/18 09/19 
(75.00) 
11/20 

(61.1U (47.37) (S5.00) 

132331/1 08/15 11/15 08/15 09/17 06/16 
(53,33) (73.33) (53.33) (52.94) (37.50) 

133112/2 06/20 09/20 
(30.00) (45.00) 

133112/3 06/11 08/19 10/1':'-
(54.55) (42.1U (62.50) 

133131/3 06/16 Olf/20 
(37.50l (20.00) 

13332/1 05/17 06/19 11/16 
(29.lfU (31.58) (68.75) 

13333/1 09/20 06/11 
(lf5.00) (5lf.55) 

13351/2 07/20 06/17 
(35.00) (35.29) 

133512/2 06/18 07/18 06/20 
(33.33) (38.89) (30.00) 

301-2-1 21113/1 00/17 00/19 00/19 00/20 00/17 
(0.00) (0.00) (0.00) (0.00) <0.00) 

212lf1l1 02/17 02/20 02/15 
(11. 76) <10.00) <13.33) 

21311/2 00/15 00/16 00/18 00/19 
<0.00) (0.00) (0.00) <0.00) 

303-lf-l lf1121/1 01/19 01/18 01/19 02/19 
(5.26) (5.55) (5.26) (lO. 52) 

41123/2 02/20 06/20 
<10.00) (30.00) 

412lf2/1 02/19 02/20 02/16 01/14 02/20 
<10.52) <10.00) <12.50) <7.1lf) <10.00) 

lf1242/2 02/20 00/20 02/20 02/20 
<10.00) <0.00) <10.00) <10.00) 

303-4-lf 4411lf/1 03/14 02/20 03/20 
(21.43) <10.00) <15.00) 

44114/2 06/13 07/20 09/20 
(46 .15) (35.00) (45.00) 

44133/2 00/16 01120 00/20 
(O.OOl (5.00i (0.00) 

Observacôes: 
· As ft-ações referem-se 

total de calos induzidos. 
ao número total de calos embriogênicos sobre c 

· Cultivo realizado no período de Maio a Dezembro de 1990. 
· Dados entre parênteses: porcentagens de calos embriogênicos induzidos. 
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TABELA 15: Freqüência de formação de calos embriogênicos nas linhagens 
endogâmicas com diferentes c~sições de knobs cromossômicos (Experimento 
2.3. - Meio de cultura com solução salina de N6). 

Meio de cultura N 6 
Famí lia ----------------------------------------

linhagem Planta 01 Planta 02 Planta 03 Planta 04 Planta 05 
----------------------------------------------------------------------

300-1-3 131311/1 09/20 12/20 09/20 
(45.00) (60.00) (45.00) 

131312/1 06/20 03/18 07/20 
(30.00) <16.67) (35.00) 

13151/1 15/19 

13153/1 10/15 09/20 
(78.95) 
13/20 

(66.67) (45.00) (65.00) 

132331/1 08/20 12/19 12/18 11/19 09/18 
(40.00) (63.16) (66.67) (57.89) (50.00) 

133112/3 07/18 08/17 
(38.89) (47.06) 

133131/3 08/20 04/17 OS/20 04/20 
(40.00) (23.53) (25.00) (20.00) 

13332/1 05/18 06/16 10/15 
(27.78) (37.50) (66.67) 

13333/1 06/18 08/13 
(33.33) (61.54) 

13351/2 07/18 07/20 
(38.89) (35.00) 

133512/2 06/16 OS/20 
(37.50) (25.00) 

301-2-1 21113/1 00/19 00/14 00/15 00/18 00/20 
(0.00) (0.00) (0.00) (0,00) (0.00) 

21241/1 00/20 OS/20 03/20 00/20 
(0.00) (25.00) <15.00) (0.00) 

21311/2 00/16 00/20 00/16 00/16 
(0.00) (0.00) (0.00) (0.00) 

303-4-1 41121/1 00/17 01/20 02/20 
(0,00) (5.00) (10.00) 

41123/2 04/20 04/20 
(20.00) (20.00) 

41242/1 02/20 

41242/2 01/20 03/20 
(10.00) 
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 
(53.33) (30.00) 

44133/2 00/20 01/20 01120 
(0.00) (5.00) (5.00) 

Observa~ões: ; 
. s frarões referem-se ao número total de calos embriogênicos sobre 

o total de ca os induzidos. 
Cultivo realizado no período de Maio a Dezembro de 1990. 
Dados entre parênteses: porcentagem de calos embriogênicos indu;:idos. 
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TABELA 16: Análise de variância do Experimento 2.1. (1987) para avaliação 
da freqüência de indução de calos embriogênicos em linhagens endogâmicas com 
diferentes composições de knobs cromossômicos 

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

Fonte de variação G.L. S.Q. Q.M. F 

Famílias 3 2.2190 0.7397 

Sub-Fam/Famílias 5 0.0709 0.0142 

Linh/Sub-Fam/Fam. 2 0.2886 0,1443 11.2010 u 

Linhagens 10 2.5790 0,2579 20.0217 u 

Resíduo 32 0.4122 0,0129 

Total 42 2,9912 

Média Geral = 0.3862 S.V. = 29,3870 % 

(Média = 14.4150% de indução de calos embriogênicos) 

C.V. = Coeficiente de Variação 

** = valores de F significativos ao nível de 1% de probabilidade 
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TABELA 17: Análise de variãncia do Experimento 2.2. (1988) para avaliaçaa 
da freqüência de indução de calos embriogênicos em linhagens endogâmicas com 
di ferentes composições de knobs c'-omossélmicos 

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

Fonte de variação G.L. S.G. G.M. F 

Meios 1 0.0042 0.0042 F < 1,0 

Familias 3 2.1960 0.7320 

Sub-Fam/Famílias 9 0.3646 0.0405 

Linh/Sub-Fam/Famílias 4 0.4246 0,1062 4.1553 .* 
Linhagens 16 2.98L16 0.1866 7.3031 lU: 

-------------------------------------------------------

Famílias x Meios 3 Ó,0098 0.0033 

Sub-Fam/Fam. x Meios 9 0.0479 0.0053 

Linh/Sub-F/Fam. x M. 4 0.0004 0.0001 F < 1,0 

Linhagens x Meios 16 0.0581 0.0036 F < 1.0 

Resíduo 68 1.7371 0.0255 

Total 101 4.7840 

Média Geral = 0.4919 

(Média = 23.6965% de indução de calos embriogênicos) 

Coeficiente de Variação = 32.4930 % 

U = Valélres de F significativos ao nivel de 1% de p,-obabilidade 
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TABELA 18: Análise de variância do Experimento 2.3. (1990) para avaliação 
da freqüência de indução de calos embr iogênicos em linhagens endogâmicas com 
diferentes composições de knobs cromossômicos 

Dados transformados pot- raiz quadrada de <P% + 0.5) 

Fonte de variação G.L. S.Q. Q.M. F 

Meios 1 0.0006 0.0006 F < LO 

Fami I ias "? 4.7050 1.5683 v 

Sub-Fam/Familias 5 0,2885 0.0577 

Linh/Sub-Fam/Familias 13 0.9735 0,0749 11,4942 ~~ 

Linhagens 21 5,9670 0.2841 43,6137 ~* 
-----------------------------------------------------------------------

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 0,0189 0.0016 F < 1.0 

Linhagens x Meios 20 0,0305 0.0015 F < 1.0 

Residuo 83 0,5407 0.0065 

Total 125 6,5392 

Média Geral = 0.4924 

(Média = 23.7458% de indução de calos embriogênicos) 

Coeficiente de Variação = 16.3900 % 

** = Valôres de F significativos ao nivel de 1% de probabilidade 
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TABELA 19: Teste de Tukey para médias de freqüências de induçao de calos 
embríogênicos das linhagens utilizadas no Experimento 2.1. Delineamento 
experimental: Inteiramente casualizado. 

Linhagem Médias Médias Niveis 
Ajustadas(*) Originais(**) 

5% 1% 

132/1 8.3055 68.4816 a A 

131/5 8.0999 65,1094 ab A 

133/4 7.3833 54.0130 ab A 

132/7 4.9211 23.7170 bc AS 

211/8 3.7804 13,7912 cd BC 

213/3 3.2296 9,9305 cd BC 

212/2 3.1410 9,3660 cd BC 

412/3 2.3354 4,9542 cd BC 

443/4 0,7071 0.0000 d C 

445/1 0.7071 0.0000 d C 

211/9 0,7071 0.0000 d C 

Observações: 

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

· (*) = Médias de dados transformados por raiz quadrada de (P% + 0.5) 

• (**) = Médias originais em porcentagem de indução de calos 
embriogênicos 
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TABELA 20: Teste de Tukey para médias de freqüências de indução de calos 
embriogênicos das linhagens utili~adas no Experimento 2.2. Delineamento 
experimental: Inteiramente casualizado. 

Linhagem Médias Médias Niveis 
Ajustadas<*) Originais<**) 

5% 1% 

131/5 7.6467 57.9726 a A 

132/1 7.5854 57.0381 a A 

133/7 7.3850 54.6393 ab AB 

133/4 7.0253 48.8546 abc AB 

212/2 5.6716 31.6666 abcd ABC 

211/8 5.6321 31.2201 abcde ABC 

4421/4 5.2122 26.6666 abcde ABC 

213/3 4.5987 20.6481 abcde ABC 

4443/3 4.5905 20.5726 abcde ABC 

4121/2 4.5277 20.0000 abcde ABC 

4113/1 4,4391 19.2056 bcde ABC 

4422/4 4.0777 16.1275 cde ABC 

4413/3 3.9942 15.4533 de BC 

4462/1 3,0554 8.8353 de C 

4123/2 2.8347 7.5000 de I" v 

4451/2 2.3833 5.1803 de C 

211/9 2.1905 4.2981 e C 

Observações: 

. Médias abrangidas pela mesma letra não di fel-em, aos respectivos ni veis 
de probabilidade. pelo teste de Tukey 

(*) = Médias de dados transformados por raiz quadrada de (P% + 0.5) 

(**) = Médias originais em porcentagem de indução de calos embl-iogénicos 
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TABELA 21: Teste de Tukey para médias de freqüências de induçao de calos 
embriogênicos das linhagens utilizadas no Experimento 2.3. Delineamento: 
Inteiramente casualizado. 

linhagem Médias Médias Niveis 
Ajustadas(*) Originais(**) 

5% 1% 

13151/1 8.8036 77.0032 a A 
13153/1 7,5683 56.7787 ab AB 
132331/1 7,Lj1.j.54 54,9342 ab AB 
133112/3 7,0211 48.7949 abc ABC 
13333/1 7.0034 48.5486 abcd ABC 
131311/1 6.7520 45.0895 bcd ABC 
13332/1 6.6289 43.4300 bcd ABCo 
44114/2 6.5530 41.5470 bcd ABCo 
133112/2 6.0623 36.2515 bcde ABCoE 
13351/2 6.QLj1.j.7 36.0380 bcde BCoE 
133512/2 5.7558 32,6256 cde BCoE 
131312/1 5.3245 27,8449 cde COE 
133131/3 5,3085 27.6748 de COE 
41123/2 4,4703 19.4844 ef oEF 
44114/1 3.6589 12.8806 efg EFG 
41242/1 3,1658 9.5217 fgh EFG 
21241/1 2.8774 7.7767 fgh FG 
41242/2 2.7713 7.1797 fgh FG 
41121/1 2.3302 4.9294 gh FG 
44133/2 1.3293 1,2660 h G 
21113/1 0,7071 0,0000 h G 
21311/2 0.7071 0.0000 h G 

Observações: 

• Médias abrangidas pela mesma letra não di fel-em. aos respectivos níveis 
de probabilidade, pelo teste de Tukey. 

• (*) = Médias de dados tt-ansformados por I-aiz quadt-ada de (P% + 0.5) 

• (uC) = Médias originais em pot-centagelll de indução de calos 
elllbt-iogênicos 
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Figura 15: Freqüência de indução de calos embriogênicos nas linhagens 
endogâmicas testadas no Exoerimento 2.1. (1987). 
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Figura 16: Freqüência de indução de calos embriogénicos nas linhagens 
endogâmicas testadas no Expedmento 2.2. 0988;. 
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Figura 17: Freqüência de indução de calos embriogênicos nas linhagens 
endogámicas testadas no ExPenmento 2.3. (1990). 
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4.2.2. Produçao de progênies da geração R1 

Os Experimentos 2.1. e 2.2. foram utilizados 

também para se tes tar a to ti potênc i a de alguns genót i pos 

pertencentes à fami I ia com comportamento super ior (300-1-3). 

avaliando-se a capacidade de regenerarem plantas férteis. As 

plantas da geração RO aclimatadás e cultivadas em canteiro 

experimental foram em número 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 foi regenerada no mês de Março/1987. 

sendo completada a fase de aclimatação em meados de Maio/1987. 

Embora a época do ano tenha sido desfavorável. o seu 

desenvolvimento foi normal. e a ocorrência de distúrbios 

causados pelo estresse fisiológico decorrente do cultivo in 

vitro (por exemplo: perfilhamento. baixa estatura e produção de 

espigas rudimentares na inflorescência masculina) não impediram 

a autofecundação de suas espigas. Foram produzidas sementes RI 

de 26 plantas regeneradas. sendo possível a autofecundação de 

até duas espigas em algumas delas. como apresentado na Tabela 

22. Não foram detectadas anormalidades nestas plantas RO. assim 

como em suas sementes. As espigas produzidas podem ser 

consideradas grandes (comprimento entre 20 e 25 em) e o total 

de sementes RI produzidas situou-se entre 90 e 340 sementes na 

maioria das espigas autofecundadas. 
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TABELA 22: Plantas regeneradas do cultivo de calos das linhagens com knobs 
cromossômicos determinados (Experimentos 2.1. e 2.2.) que produziram 
sementes R1 pot- autofecundação. 

Material R1 Planta Número de espigas Número de 
(número do calo) original autofecundadas sementes R1 

Rl-131/5 
(4AIU #1 01 25 
(4A2U #1 01 30 
(4A22) #1 01 1 
(7A1 ) #1 01 10 
(7A2) #1 01 90 
(15Al> #1 01 90 
(17AU #1 02 140 
(17B2) #1 01 100 
(19Al> #1 01 90 
(24Al> #1 02 320 

OA2) #2 01 150 

(18Al ) #3 01 70 

R1-132/1 
(2Al ) #2 01 100 
(2A2) #2 02 180 
(3AU #2 01 10 
OOAU #2 02 260 
(18A2) #2 01 90 

(4AU #4 01 20 
05A2) #4 01 120 

Rl-133/4 
(2) #2 01 70 
(5A2) #2 01 140 
(18A3) #2 02 190 

06A2) #4 01 150 

(8) #5 02 260 
( lU #5 02 340 
(12) #5 02 90 

Observação: 
Números iguais dentro de cada material referem-se a plantas 
regeneradas a partir de um mesmo calo. 
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4.3. Avaliaçao da instabilidade mitótica 

4.3.1. Experimento preliminar de investigação de 

aberrações cromoeeOmicae em culturae de calos de milho 

Para a anál ise do comportamento mi tót ico de 

células de calos de milho cultivados in vitro e de tecidos de 

progênies de plantas regeneradas. foram desenvolvidas 

metodologias de preparações citológicas especificas para cada 

tipo de material. A avaliaçio da ocorrência de anormalidades 

mitóticas em calos foi feita após experimentos preliminares com 

materiais de diversas procedências. listadas na Tabela 23. Os 

referidos materiais consistiam de calos induzidos a partir de 

embriões imaturos F2 del-ivados do cruzamento de linhagens com 

comportamento superior ao cultivo in vitro (linhagens 131/5 e 

132/1). Estas culturas foram iniciadas no laboratório de 

Citologia do Oepto. de Genética - ESALQ/USP em Novembro/1989. 

pelo técnico Carlos A. Verissimo. e os fragmentos de calos 

foram coletados a partir do 3 Q mês após a induçio de 

calogênese. Foram feitas preparações citológicas de 01 a 05 

calos de cada material. utilizando-se o método de coloração 

pelo Feulgen. Alguns dos matel-iais foram coletados pela T.E.S. 

Salete A. Gaziole. Os materiais mais intensivamente analisados 

foram utilizados para a padronização da técnica de coloraçio 

pela metodologia de bandamento-C. 

Para os materiais corados pelo método de 

Feulgen. foi realizado um levantamento do tipo e freqüência de 

anormalidades mitóticas observáveis em anáfases e telófases. 

ta i s como: oco r rênc i a de pon tes cromossôm i cas. pt-esença de 

fragmentos de cromossomos e verificaçio da ocorrência de outros 

eventos anormais na separação das cromátides. Além disto. foi 

realizado um levantamento preliminar sobre a estabilidade da 

ploidia das células dos calos. analisando-se o número de 
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cromossomos em metáfases e pró-metáfases dos materiais. 

A adaptação da metodologia de bandamento-C para 

este tipo de material teve por objetivo a compt-ovação do 

relacionamento das regiões dos knobs heterocl-omáticos com a 

ocorrência de pontes cromossômicas durante anáfases mitóticas. 

em células cultivadas in vitro. como preconizado por McCOY & 
PHILLIPS (1982): PHILLIPS (1986). LEE & PHILLIPS (1988) e 

SOMERS et alii (1988). 

Foi verificada a freqüência de mitoses para 

avaliação da viabilidade desta análise. De uma maneira geral. 

o método mostrou um bom rendimento de anáfases. Foi analisada 

a freqüência de ocorrência total dos referidos tipos de 

anormalidades cromossômicas em células de calos: 

figuras anafásicas em que as cromátides 

pareciam atrasadas em sua separação. aderidas por regiões que. 

em principio, poderiam corresponder a regiões de knobs. como 

ilustrado pelas Figuras 18 e 19 • 

. pontes aparentemente derivadas de cromátides 

dicêntricas. resultantes da fusâo das extremidades quebradas, 

após a duplicação cromossômica (veja as Figuras 21. 24 e 26). 

pontes em que parte das cromátides pareciam 

estar descondensadas. devido à tensâo existente no local, e que 

parec i am representar uma fase ad iantada das pontes ti pi cas 

(ve ja F i gura 20). Em alguns casos fo i observado que esta 

descondensaçâo ocorria em vários locais ao longo da ponte 

cromossômica, 

anáfases com presença de duas pontes (como 

apr esen tado nas F i guras 22 e 27). ou a tê três pontes (com 

ocorrência de ambos: pontes tipicas e atraso na separação de 

cromátides. como apresentado na Figura 21). 
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TABELA 23: RelaÇdo dos materiais util izados na análise preliminat- para 
verificação da instabilidade mitótica em células de calos de milho 
cultivados in vitro(*) 

Designação dos 
materiais 

Planta 01 

Planta 02 

Planta 03 

Planta 04 

Planta 05 

Planta 09 

Planta 10 

Planta 13 

Observações: 

Composição dos 
genótipos 

(1315/1 x 13213/1)1 

(1315/1 x 13213/1)1 

(1315/1 x 13213/1)1 

(1315/6 x 1315/4)2 

(1315/6 x 1315/4)2 

(1315/1 x 13213/1)3 

(1315/1 x 13213/3)3 

(13342/7) 

Calos 
analisados 

A e B 

A (U) 

H. J e 57 

14 (U) 

B, O e E 

D. P. Q e R 

D (U) 

B (U) 

(*) = Culturas iniciadas a partir de Novembro/1989. no Labol-atório de 
Citologia do Oepto. de Genética-ESALQ/USP, pelo técnico 
Carlos A. Verissimo 

(U) = Calos coletados pela T.E.S. Sa.lete A. Gaziole. segundo 
metodologia estabelecida no refet-ido labol-atório (AGUIAR-PERECIN 
et aI ii, 1991). 
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Embora os materiais analisados tivessem sido 

coletados em diferentes subculturas. como apresentado nas 

Tabelas 24 e 25. foi constatada a ocorrência de diversas 

anorma I idades seme I hantes nas aná fases de diferentes ca I os. 

Para maior facilidade de explanação. os materiais serão 

designados pelos números das plantas doadoras de explantes, 

como apresentado na Tabela 23. A freqüência de formação de 

pontes simples variou de 0.47% no calo 14 da Planta 04 até 

5.52% no calo B da Planta 01. Foi observada também a ocorrência 

de duas pontes por aná fases (denomi nado "pon tes dup I as") nos 

seguintes materiais: calos A. 8. H e 57 do material <1315/1 x 

13213/1)1. calos O e E da Planta 05 e calos O. P e Q da Planta 

09. em freqüências variando de 0.52% a 4.72%. 

A freqüente ocorrência de anáfases onde 

determinados cromossomos possuiam cr-omátides-irmãs aderidas 

pelas extremidades. que em principio poderia corresponder a 

regiões de knobs. como mencionado anteriormente. conduziu a uma 

classificação inicial separada em relação à ocorrência de 

pontes típicas. Este evento foi denominado de "atraso na 

separação de cromátides irmãs", e foi observado em quase todos 

os calos analisados, numa freqüência variando de 0,32% a 7,40%, 

como apresentado na Tabela 24. 

Com relação ao estudo de telófases. 

analisados os seguintes tipos de anormalidades: 

. ocorrência de pontes cromossômicas, 

evidências de quebras de cromátides. e 

. presença de fragmentos de cromossomos. 

foram 

Como é mostrado na Tabela 25, a taxa de 

ocorrência de pontes variou de 0.42% no calo O da Planta 05 a 

2.80% das telófases analisadas no calo H da Planta 03. Já a 

ocorrência de estruturas semelhantes a fragmentos de 
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cromossomos (ilustrado pela Figura 23). foi observada numa taxa 

de 0.42% das telófases no calo O da Planta 09 e 0.U4% no calo 

P do mesmo material. 

permitiu a 

o estudo do 

constatação de 

grau de ploidia 

uma estabilidade 

das células 

no número de 

cromossomos em todos os materiais aqui analisados. Como podemos 

observar nos resultados apresentados na Tabela 26. a ocorrência 

de células poliplóides (4n). figura pt-edominante nas 

anormalidades observadas. ocorreu em baixa freqüência. Convém 

lembrar que mixoploidia aparece normalmente em meristemas 

radiculares da milho. 

Em outras f i guras obset-vadas nas preparações 

citológicas acima descritas. embora tenham ocorrido com uma 

reduzida freqüência entre as células dos calos analisados. a 

severidade da anormalidade parece ser muito acentuada. Foram 

observadas células haplóides com pontes anafásicas (calo R da 

Planta 09). evidências de perdas de cromossomos em telófases 

(calo O da Planta 05) e presença de fragmentos cromossômicos em 

anáfases e telófases (nas Plantas 01. 03. 04. 05 e 09). 
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Figura 18 

Figura 19 
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Figura 20 

Figura 21 
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Figura 22 

Figura 23 



Figura 18: Anáfase inicial de t-eg1ao pt-ó-embl-iogênica de ca o. co!-ada 
pelo método do Feulgen e mostl-ando o evento cons del-ado 
pt-eliminar-, de atl-aso na separação de cl-omátides-inliãs. 
Material original: Planta 05. calo E (para detalhes. veja 
Tabelas 23 e 24). 

Figura 19: Anáfase tipica de reglao pró-embriogênica de calo. cOI-ada pelo 
método do Feulgen. mostrando att-aso na sepat-ação de ct-omátides 
irmãs. Notar- que as cn~iT1á ti des envo I v i das no even to apr-esentam 
uma pt-otuberância em suas extremidades. Mater-ial ol-iginal: 
Planta 03. calo H (veja Tabelas 23 e 24). 

Figura 20: Anáfase típica de região pr-ó-embl-iogênica de calo. cOI-ada pelo 
método do Feulgen. mostt-ando att-aso na sepai-ação de cl-omátides 
ir-mãs e evidências de gl-ande tensão exel-cida nas cl-omátides 
envol vidas. Notal- a descondensação em I-egiões pl-óx1mas ao 
local de aderência. Material original: Planta 05. calo E. 

Figura "),. Anáfase inicial de reg1ao pt-ó-embl- iogênica de calo. cOI-ada 
pelo método do Feulgen e mostt-ando õ ocolTêr.cia de ponte 
c/-omossômica simples (possivelmente decon-ente da fusão de 
extremidades quebt-adas de cr-omátides envolvidas em um ciclo 
antet-iol- de quebt-a-fusão-ponte). Material 0:-igina1: Planta 09. 
calo R (veja Tabelas 23 e 24). 

Figul-as 22 e 23: Planos focais de uma mesma figu/-a mi tót iDa (anáfase 
final de região Pt-ó-embdogénica de calo. cOI-ada pelo 
método do Feulgenl. Material: Planta 05, calo 8. 
Figut-a 22: Ocorrência de duas pontes cj-omossómicas, 
posz, i velmente decon-entes de eventos pj-el iminal-es de 
ciclos de quebra-fusão-ponte. 
Figut-a 23: Ocon-ência de extr-emidades de cr-orrétides com 
acentuada descondensação. e ocolTencia de dois 
"fr-agmentos" possivelmente adel-idos às exb-emidades 
tensionadas das ct-omát ides. 
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TABELA 24: Freqüência de pontes e ft-agmentos cromossômicas em anáfases 
mitóticas em pró-embrióides de milho 

Materiais Anáfases 
Cala subcult. --------------------------------------------------------

Normais 1 2 (*) outros 
ponte pontes ( i%) (i i%) 

Planta 01 
A 8 9 73 03 01 (5,1 ) 
B 109 71 03 01 (5.2) 01 (1.3) 
B 11 9 151 09 02 (6.7) 01 <0.6) 
B 139 185 05 02 (3.5) 03 <1.5) 03 
B 149 35 02 (5.4) 

Planta 02 
A 07 

Planta 03 
J 99 103 03 (2.8) 01 (0.9) 
H 99 25 
H 169 20 01 (4.7) 
H 189 140 04 01 (3,3) 02 (1.4) 02 

57 21 9 141 01 03 (2.6) 03 (2.0) 04 
Planta 04 

14- 203 01 (0.4) 03 (1.4) 04-
Planta 05 

B 99 18 
E 99 54 01 02 (5.2) 
O 99 15 
O 11 9 305 04 02 <1.9) 01 <0.3) 02 
O 159 247 04 04 (3.1) 02 (0.8) 

Planta 09 
R 11 9 44 02 (4.0) 02 (4,2) 01 
Q 139 19 01 (4.7) 01 (4.7) 
O 159 235 07 02 (3.6) 03 (1. 2) 03 
P 169 180 05 01 (3.1) 03 (1.6) 03 

Planta 10 
O 59 21 01 (4.5) 

Planta 13 
B 11 9 47 01 (2,0) 

Observações: 

(li<) = Atrasa na separação de cramátides lrmãs 
(1%) = Porcentagem de anáfases com ocofTéncia de pontes cromossomlcas 
(i i%) = Porcentagem de ocorrência de att-aso na sepat-ação de cramátídes 
outros = FOI-mação de pontes tdplas. células haplóides com pontes 

ct-omossômicas. ft-agmentos cromossômicos. poliplóides. 
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TABELA 25: Freqüência de pontes e fragmentos cromossômicos em telófases 
mitóticas em pró-embrióides de milho 

Materiais Telófases 
Calo subcult. 

Normais 1 ponte 2 pontes (%) Fragmentos 

Planta 01 
A 82 54 
B 109 85 
B 11 9 74 
B 139 214 01 01 <0.9) 
8 142 53 01 <1.8) 

Planta 02 
A 02 

Planta 03 
J 92 
H 92 07 
H 162 20 
H 182 103 03 01 (3.7) 

57 21 9 111 
Planta 04 

14 125 
Planta 05 

B 92 39 
E 99 19 
O 99 03 
O 11 2 260 02 <0.7) 
O 152 238 01 (0,4) 

Planta 09 
R 11 9 10 
Q 132 08 
O 152 225 01 (0.4) 01 
P 162 236 01 <0,4) 01 

Planta 10 
O 52 10 

Planta 13 
B 11 2 18 

Observações: 

(%) = Porcentagem de telófases com ocorrência de pontes cromossômicas 
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TABELA 26: Análise da estabilidade na ploidia em metáfases e pró-metáfases 
de regiões embriogênicas de calos de milho 

Materiais Metáfases Pró-metáfases 
Calo subcul t. ----------------

n 2n=20 4n (%) n 2n=20 4n (%) 

Planta 01 
A 8 9 53 05 (8.6) 80 04 (4,7) 
B 109 73 02 (2.6) 65 02 (2.9) 
B 11 9 20 34 
B 139 01 154 03 (2.5) 254 03 (LU 
B 149 55 01 <1.7) 107 01 <0.9) 

Planta 02 
A 03 02 

Planta 03 
J 99 89 03 (3.2) 69 02 (2.8) 
H 99 15 01 (6.2) 19 03 <13.6) 
H 169 33 01 (2,9) 59 01 (1.6) 
H 189 02 123 01 (2.3) 01 195 03 (2.0) 

57 21 9 91 01 (1.0) 72 01 (1.3) 
Planta 04 

14 208 01 (0.4) 247 02 <0,8) 
Planta 05 

B 99 36 02 (5.2) 44 03 (6,3) 
E 99 46 01 (2,1) 44 
O 99 121 03 (2.4) 229 06 (2.5) 
O 11 9 179 03 <1.6) 367 07 (1.8) 
O 159 188 04 (2.0) 264 05 (1.8) 

Planta 09 
R 11 9 01 93 03 (4,1) 63 
Q 139 10 14 
O 1cO v- 146 02 <1,3) 256 02 <0,7) 
P 169 01 139 04 (3.4) 141 04 (2.7) 

Planta 10 
O 59 22 29 

Planta 13 
B 11 9 27 32 

Observações: 

(%) = Porcentagem de células com número de cromossomos diferente do 
diplóide normal 

n = número haplóide de cromossomos de milho (n = 10) 
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Figura 24 

Figura 25 
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• 

Figura 26 

Figura 27 



Figura 24: Anáfase típica de região pró-embdogênica de calo. most,-ando 
att-aso na separ-ação de cf-omátides-irmãs (ao centt-o) e formação 
de duas pontes cromossômicas. A seta indica a ocorrência de 
ponte simples. possivelmente ol-iginada a pal-tit- da fusão de 
extremidades quebradas das cromátides. Matedal odginal: 
Planta 09. calo O (veja Tabelas 23 e 24). 

Anáfase final de região pró-embi-iogênica de cale. 
através de bandamento-C e mostrando a pr-esença de 
com dimensão bastante reduzida. ao nível da ponte 

cor-ada 
uma banda 

cl-omossômica. Material or-iginal: Planta 01. calo 8 (veja Tabelas 
23 e 24). 

Figura 26: Anáfase inicial de região pt-ó-embr- iogênica de calo. cOI-ada 
atl-avés de bandamento-C e com pr-esença de banda 
(cor-r-espondente aos knobs cromossômicos heter-oct-omáticos) ao 
nível da ponte cl-omossômica. Matel-ial 01-igina1: Planta 09. 
calo Pi (veja Tabelas 23 e 24). 

Figur-a t'),. 
~I • Anáfase inicial de t-egião pl-ó-embl-iogénica de calo. cOI-ada 

att-avés de bandamento-C. Obset-va-se a ocolTência de duas 
pontes e a pt-esença de uma banda em cada ponte cr"omossômica. 
Mater-ial ot-i9inal: Planta 09. calo O (veja Tabelas 23 e 24). 
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Para a confirmação do envolvimento dos knobs 

heterocromáticos com a ocorrência das pontes anafásicas. foi 

verificada a presença de bandas-C (correspondentes aos knobs) 

nos braços cromossômicos em configurações de pontes. Os calos 

utilizados nas preparações citológicas com a metodologia de 

bandamento-C foram os mais intensivamente estudados nas 

análises anteriores: Plantas 01. 03. 05 e 09. São apresentados 

na Tabela 27 alguns tipos de anormalidades observadas. Foram 

observadas diversas anáfases com uma visivel participação dos 

knobs nos locais de ocorrência de pontes (Figuras 26 e 27). 

além de algumas outras onde se notava a presença de bandas-C de 

tamanho reduzido (Figura 25) ou mesmo 

que estes locais já haviam sofrido 

inexistentes. sugerindo 

eventos anteriores de 

formação de pontes cromossômicas. Estas observações sugerem a 

ocorrência de ciclo de quebra-fusão-ponte. de modo que as 

sucess i vas quebras ocorr i das provocaram a perda gradua I das 

referidas regiões. 

que em um 

mitótico. 

Um outro dado importante refere-se ao fato de 

dos materiais pré-tratados com inibidol- de fuso 

foram observadas metáfases onde o cromossomo 7 

apresentava as duas bandas caracteristicas para o material em 

questão. mas o braço curto revelava um posicionamento 

completamente anormal para a sua banda. Ao invés de uma posição 

telomérica. tal banda foi encontrada ocupando uma posição 

intersticial. Esta figura evidencia que os rearranjos em 

células de milho cultivadas in vitro podem ocorrer em diversos 

graus e envolver grandes extensões dos cromossomos. 
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TABELA 27: Análise de figuras mitóticas de pró-embrióides de milho através 
da metodologia de bandamento-C Relação de eventos observados no 
experimento pt-el iminar do segundo semestre de 1990. em amostr-as de calos do 
experimento preliminar. 

Materiais 
Calo data de coleta 

Planta 01 

B 08/08/90 

20/08/90 

02/09/90 

Planta 03 

H 19/09/90 

Planta 05 

o 02/09/90 

Planta 09 

o 20/08/90 

p 29/08/90 

Caracteristicas observadas 

· atraso na separação de cromátides irmãs 
· anáfase com pontes mostrando bandas 
· anáfase com duas pontes sem bandas 

· metáfase com cromossomo 7 anormal 
telófase com ponte sem bandas 

· telófase com duas pontes sem bandas 
· anáfase com ponte mostrando bandas 
• anáfase com ponte sem bandas 
• anáfase com ponte e fragmentos com bandas 

anáfase com ponte mostrando pequena banda 
· anáfase com ponte sem bandas 
· anáfase com ponte e fragmentos com bandas 

· anáfase com ponte sem bandas 

· anáfase com ponte mostrando pequena banda 

anáfase com ponte com bandas e fragmento 
anáfase com ponte dupla mostrando bandas 

· anáfase com ponte e fragmentos sem bandas 
anáfase com atraso na sepat-ação de cromátides 

mostrando bandas nas extremidades 
· anáfase com duas pontes sem bandas 

· anáfase com ponte mostrandD bandas 
anáfase com ponte sem bandas 
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4.3.2. Análiee de anáfaeee mitóticae em caloe de 

linhagene com diferentee compoeiç5ee de knobe cromoeeOmicoe 

Este estudo foi realizado com fragmentos de 

calos induzidos a partir do cultivo in vitro de explantes das 

I i nhagens ava I i adas no Exper i menta 2.3. Com base nos 

experimentos preliminares citados anteriormente, foi 

determ inado que cada li nhagem ser ia represen tada por c inca 

calos diferentes e seriam analisadas ao redor de 50 anáfases 

por calo coletado. Para uma análise mais acurada. entretanto. 

as anáfases observadas foram classificadas em três grupos: 

a) anáfases iniciais. quando as cr-omátides-irmãs 

estão em inicio de separação e começam a migrar para os pólos 

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

b) anáfases tipicas. quando as cromátides-irmãs 

estão em adiantado estado de convergência para os pólos, 

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

c) aná fases f i na i s. quando as cromá ti des já 

estão localizadas em pólos opostos da célula e começam a se 

descondensar (ilustrado pelas Figuras 22 e 23) 

~ interessante 

cada fase podem pre jud i car a 

notar que as caracteristicas de 

identificação de anormalidades 

cromossômicas, com uma conseqüente subestimativa da freqüência 

de aberrações. pr-incipalmente no estágio final, porque as 

cromátides envolvidas na formação de pontes já podem ter se 

quebrado. 

Em adição. fOI-am avaliadas as freqüências de 

aberrações cromossômicas observáveis na telófase. quando então 

as cromátides já estão em adiantado grau de descondensação. 
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Foram computados os seguintes eventos. para cada 

um dos estágios das anáfases estudadas: 

anáfases iniciais e tipicas: ocorrência de 

eventos cons i derados pre 1 im i nares, onde as cromá ti des irmãs 

permanecem aderidas por regiões aparentemente correspondentes 

aos knobs, mesmo quando a anáfase apresenta a maioria das 

demais cromátides já separadas e encaminhando-se para os pólos 

(evento denominado preliminarmente de "atraso na separação de 

cromátides-irmãs"); ocorrência de pontes tipicas (simples ou 

duplas): ocorrência de descondensação de regiões das cromátides 

envolvidas nos eventos descritos acima (partindo-se de 

evidências da literatura de que pontes levam a quebras 

cromossômicas) : ocorrência de fragmentos (possivelmente 

produzidos por eventos de quebras em ciclos anteriores) . 

. anáfases finais: ocorrência de pontes tipicas: 

fragmentos cromossômi cos e/ou descondensação de reg iões das 

cromátides envolvidas em pontes ou em "atraso na separação de 

cromátides-irmãs" (devido à tensão decorrente da migração das 

mesmas aos pólos). 

Eventos considerados de dificil interpretação, 

principalmente relacionados com eventos de atraso na separação 

de cromátides-ir-mãs em anáfases iniciais ou com cr"omátides 

suportando grande tensão, em anáfases finais. foram checados em 

microscópio ótico de contraste de fase. 

Os resultados obtidos mostraram a ocorrência de 

anormalidades em todos os materiais analisados. como 

apresentado nas Tabelas 28 e 29. Os dados coletados permitiram 

a classificação dos diversos tipos de anormalidades observadas. 

e a elaboração de fichas de avaliação (já descritas). 

Para a análise de variância, foram selecionados 

quatro grupos de resultados distintos. a saber: 



Porcentagem 

cromossômicas em anáfases 

de ocorrência de 

iniciais e típicas. 
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pontes 

Foram 

consideradas pontes todas as figuras onde um ou mais pares de 

cromátides irmãs permaneceram unidos pelas extremidades 

(inclusive eventos de atraso na separação de cromátides). 

b) Porcentagem de ocorrência de pontes 

cromossôm i cas (segundo os Ct- i tér i os anter i ores) em anáfases 

consideradas na sua totalidade. incluindo iniciais, típicas e 

finais, 

c) Porcentagem de ocorrência de anormal idades 

totais em anáfases iniciais e típicas. Foram consideradas neste 

item todas as figuras que representaram caracteristicas 

anormais em relação às anáfases mitóticas de milho, tais como: 

ocorrência de pontes, presença de fragmentos cromossômicos e 

descondensação em reg i ões das cromá ti des tens ionadas pe I as 

pontes ou por atraso na separação de cromátides-irmãs, entre 

outras, 

d) Porcentagem de ocorrência de anormalidades 

totais em anáfases consideradas em sua totalidade. incluindo-se 

iniciais. tipicas e finais. 

A análise estatística dos dados obtidos revelou 

que as linhagens apresentam diferenças entre si com relação a 

todos os grupos de dados mencionados. Os valôres de F 

calculados em todas as análises de vari~ncia para a avaliação 

dos efeitos de linhagens (no modelo inteiramente casualizado) 

e de 1 inhagens dentro de sub-fami 1 ias dentro de fami I ias 

(segundo o modelo hierárquico) foram significativos ao nivel de 

1% de probabilidade. como apresentado nas Tabelas 30. 31. 32 e 

33. Oevido ao fato dos t-esul tados das anál ises de ambos os 

tipos de dados (transformados e não-transformados) terem sido 

muito semelhantes. são apresentados apenas os testes de Tukey 

realizados com as médias de dados transformados (Tabelas 34. 

35. 36 e 37). 
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TABELA 28: Avaliaçao da freqüência de anormalidades mitóticas em anáfases 
iniciais + típicas de células de calos induzidos a part ir- de explantes de 
linhagens de milho com diferentes conteúdos de knobs cromossômicos. 

Linhagem 

13333/1 

13351/2 

131311/1 

Anáfases Iniciais + Típicas 
calo 

Normais Pontes Total anormais 

(%) (%) 

I 23 01 4.00 02 8.00 
I I 18 01 5.26 01 5.26 

lIr 32 02 5.88 02 5.88 
IV 15 01 6.25 01 6.25 
V 33 01 2.86 02 5.71 

-------------------------------------------------------
Total 

r 
II 

lI! 
IV 
V 

Total 

r 
II 

III 
IV 
V 

121 06 

16 01 
23 01 
16 
27 01 
39 01 

121 04 

15 01 
27 02 
18 01 
65 02 
39 01 

4.65 08 6.20 

5.88 01 5,88 
4,17 01 4,17 
0,00 01 5,88 
3,57 01 3,57 
2.50 01 2,50 

3.17 05 3.97 

6.25 01 6.25 
6,45 04 12.90 
5,26 01 5,26 
2.94 03 4.41 
2.50 01 2.50 

----------------------------------------------------
Total 164 07 4.02 10 5.75 

-----------------------------------------------------------------------
131312/1 r 21 01 4,35 02 8.70 

II 18 02 10,00 02 10,00 
III 09 01 10.00 01 10,00 

IV 20 02 8,33 04 16.67 
V 17 02 10.53 02 10.53 

----------------------------------------------------
Total 85 08 8.33 11 11,46 

----------------------------------------------------------------------

13151/1 I 20 0,00 0.00 
TI 28 01 3,45 01 3,45 

III 58 05 7,94 05 7.94 
IV 45 03 6.25 03 6.25 
V 19 01 5,00 01 5.00 

Total 170 10 5.56 10 5.56 
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TABELA 28 (Continuação): Aval iação da freqüência de anormal idades em 
anáfases iniciais + típicas de calos induzidas a partir de explantes de 
linhagens de milha com diferentes conteúdos de knobs cromossômicas. 

Anáfases Iniciais + Típicas 
Linhagem calo 

Normais Pontes Total anormais 

(%) (%) 

-----------------------------------------------------------
13153/1 I 20 01 4.76 01 4.76 

II 31 01 2.94 03 8.82 
IIr 40 03 6.82 04 9.09 

IV 16 01 5.88 01 5.88 
V 32 02 5.88 02 5.88 

Total 139 08 5.33 11 7,33 

132331/1 I 24 02 7.41 03 11.11 
Ir 41 03 6.67 04 8,89 

III 17 03 13,64 05 22.73 
IV 18 01 5.00 02 10.00 
V 19 02 9.09 03 13.64 

-------------------------------------------------
Total 119 11 8.09 17 12.50 

---------------------------------------------------------
133112/2 T Lj.4 03 6.25 04 8.33 

II 31 02 6,06 02 6.06 
III 20 01 4,76 01 4,76 

IV 32 02 5.88 02 5,88 
V 73 04 5.00 07 8.75 

Total 200 12 5.56 16 7.41 

133131/3 I 22 0,00 01 4.35 
Ir 41 0.00 01 2.38 

TlI 35 03 7.89 03 7.89 
IV 20 0.00 01 4.76 
V 15 01 6.25 01 6.25 

Total 133 04 2.86 07 5.00 
---------------------------\-------------------------------
133512/2 I 38 01 2.50 02 5.00 

II 35 0,00 01 2.78 
III 65 01 1.49 02 2.99 

IV 19 0.00 01 5.00 
V 32 02 5.88 02 5,88 

Total 189 04 2.03 08 4.00 
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TABELA 28 (Continuaçêlo): Aval iação da freqüência de anormal idades em 
anáfases iniciais + tipicas de calos induzidos a partir de explantes de 
linhagens de milho com diferentes conteúdos de knobs cromossômicos. 

Linhagem 

21241/1 

41123/2 

calo 

I 
II 

III 
IV 
V 

Total 

I 
II 

III 
IV 
V 

Total 

Anáfases Iniciais + Tipicas 

Normais 

35 
45 
46 
37 
54 

217 

28 
39 
34 
27 
50 

178 

Pontes 

01 
02 
01 

04 

08 

01 
02 
02 
01 
02 

08 

(%) 

2,78 
4,26 
2,08 
0.00 
6.90 

3.52 

3.33 
4.88 
5,41 
3.45 
3,77 

4.21 

Total anal-mais 

01 
02 
02 
01 
04 

10 

02 
02 
03 
02 
03 

12 

(%) 

2.78 
4,26 
4.17 
2.63 
6.90 

4,41 

6,67 
4,88 
8.11 
6.90 
5,66 

6,32 
-----------------------------------------------------------------------
41242/2 I 33 03 8.33 03 8.33 

rI 17 0,00 01 5.56 
I I I 28 03 9,38 04 12.50 

IV 20 02 9.09 02 9.09 
V 30 02 6,25 02 6.25 

Total 128 10 7.14 12 8.57 

44114/2 I 84 01 1.18 01 1.18 
I I 25 0.00 01 3.85 

III 57 01 1.72 01 1,72 
IV 41 01 2.38 01 2.38 
V 36 01 2.70 01 2.70 

Total 243 04 1,61 05 2,02 

44133/2 I 27 01 . 3.57 01 ~ r:-, 
v.01 

II 24 02 7,69 02 7.69 
III 66 03 4,35 03 4.35 

IV 42 02 4,55 02 4,55 
V 62 02 3.13 02 3.13 

Total 221 10 4.33 10 4.33 
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TABELA 29: Avaliação da freqüência de anormalidades mitóticas em anáfases 
iniciais + típicas + finais de calos induzidos a partir de explantes de 
I inhagens de mi lho com di fet-entes conteúdos de knobs Ct-omossômicos. 

Anáfases Iniciais + Típicas + Finais 
Linhagem calo -----------------------------------

Normais Pontes Total anormais 

(%) (%) 

13333/1 I 49 01 1.96 02 3.92 
Ir 49 01 2.00 01 2.00 

III 66 02 2.90 03 4.35 
IV 33 01 2.94 01 2.94 
V 62 01 1.56 02 3.13 

---------------------------------------------
Total 259 06 2.24 09 3.36 

-------------------------------------------------------------------
13351/2 r 55 01 1.79 01 1.79 

I I 49 02 3.92 02 3.92 
III 41 0.00 02 4.65 

IV 54 02 3.57 02 3.57 
V 74 03 3.85 04 5.13 

Total 273 08 2.82 11 3.87 

131311/1 I 53 02 3.57 03 5.36 
TI 57 03 4.84 05 8.06 

III 46 01 2.04 03 6,12 
IV 121 03 2.40 04 3.20 
V 70 01 1.39 02 2.78 

---------------------------------------------------
Total 347 10 2.75 17 4.67 

131312/1 I 46 02 3.92 05 9.80 
TI 46 03 6.00 04 8.00 

IIr 36 01 2.63 02 5.26 
IV 48 04 6.90 10 17.24 
V 55 03 5.17 03 5.17 

Total 231 13 5.10 24 9.41 
--------------------------------------------------------------------
13151/1 I 33 

II 60 01 
III 125 05 

IV 83 03 
V 40 01 

Total 341 10 

0.00 
1,64 
3.85 
3.45 
2.38 

., 0-" 
L."UV 

01 
05 
04 
02 

12 

0.00 
1,64 
3.85 
4.60 
4.76 

3.40 
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TABELA 29 (Continuaçaa>: Aval iação da freqüência de anormalidades em 
anáfases iniciais + tipicas + finais de calos induzidos de explantes de 
linhagens de milho com diferentes conteúdos de knobs cromossômicos. 

Anáfases Iniciais + Típicas + Finais 
Linhagem calo --------------------------------------------

Normais Pontes Total anormais 

(%) (%) 

13153/1 I 33 01 2.86 02 5.71 
II 65 01 1,45 04 5.80 

III 87 03 3.23 06 6.45 
IV 48 02 4.00 02 4.00 
V 76 02 2.56 02 2.56 

------------------------------------------------------
Total 309 09 2,77 16 4.92 

132331/1 I 53 03 5.26 04 7.02 
I r 89 03 3.19 05 5.32 

I I r 45 04 7.69 07 13,46 
IV 38 01 2.44 03 7.32 
V 54 03 5.17 04 6.90 

Total 279 14 4.64 23 7,62 

133112/2 I 66 03 4.29 04 5.71 
II 62 02 3.13 02 3.13 

T T T 29 02 6.25 03 9.38 J. J. J. 

IV 58 02 3.33 02 3.33 
V 137 05 3,42 09 6.16 

Total 352 14 3.76 20 5.38 
----------------------------------------------------------------------
133131/3 I 64 0.00 01 1.54 

Ir 97 0.00 01 1.02 
I I I 71 04 5.26 05 6.58 

IV 49 0.00 01 2.00 
V 43 01 2.27 01 2.27 

Total 324 05 1.50 09 2.70 

133512/2 r 50 01 1,92 02 3.85 
I r 71 0.00 01 1.39 

ITr 119 01 0.83 02 1.65 
IV 32 0.00 01 3.03 
V 69 02 2.82 02 2.82 

Total 341 04 1.15 08 2.29 
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TABELA 29 (Continuação): Aval iação da freqüência de anormal idades em 
anáfases iniciais + tipicas + finais de calos induzidos de explantes de 
linhagens de milho com diferentes conteúdos de knobs cl-omossômicos. 

Anáfases Iniciais + Típicas + Finais 
Linhagem calo --------------------------------------

Normais Pontes Total anormais 

(%) (%) 

21241/1 I 63 01 1.56 01 1.56 
II 77 03 3.75 03 3.75 

III 85 01 1.15 02 2.30 
IV 66 0.00 01 1.49 
V 92 ()Ll. 4.17 04 4.17 

---------------------------------------------------
Total 383 09 2.28 11 2.79 

41123/2 I 41 01 2.33 02 4.65 
II 66 02 2,94 02 2.94 

TIl 58 02 3.28 03 4.92 
IV 39 01 2.44 02 4,88 
V 80 ()Ll. 4.71 05 5.88 

--------------------------------------------
Total 284 10 3.36 14 4.70 

-------~--------------------------------------------------------

41242/2 I 55 03 5.17 03 5.17 
II 39 0.00 01 2.50 

III 59 ()Ll. 6.25 05 7.81 
IV 34 03 8.11 03 8.11 
V 60 02 ...". t'l"7 

V,.,Lv 02 3.23 

Total 247 12 4.60 14 5.36 

44114/2 I 115 01 0.86 01 0.86 
Ir 39 0.00 01 2.50 

III 81 01 1.22 01 1 ,..., .... , 
,,~L 

IV 59 01 1.67 01 1.67 
V 54 01 1.79 02 3.57 

-------------------------------------------------------
Total 348 04 1.13 06 1.69 

--------------------------------------------------------------------
44133/2 I 41 02 4.65 02 4,65 

r I -, 00 03 8.11 04 10.81 
lIr 92 ()Ll. 4.17 04 4,17 

IV 68 02 2.86 02 2.86 
V 108 02 1.80 02 2.70 

Total 342 13 3.64 15 4.20 
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TABELA 30: Anál ise de variância do experimento de aval iaça.o da ocon-ência 
de pontes cromossômicas em anáfases mitáticas iniciais + típicas de calos 
das linhagens endogámicas com difel-entes conteúdos de knobs cromossômicos. 
Delineamentos experimentais: hierárquico e inteiramente casualizado 

Dados tt-ansformados por raiz quadrada de (P% + 0.5) 

Fonte de variação G.L. S.Q. Q.M. F 

Famíl ias 3 0.0354 0.0118 

Sub-Fam./Famílias 4 0.0537 0.0134 

Linh./Sub-Fam./Fam. 7 0.0681 0.0097 3.6410 lU: 

Linhagens 14 0.1572 0.0112 4.1999 lU: 

Resíduo 60 0.1604 0.0027 

Total 74 0.3176 

Média = 0.2453 C.V. = 0.2108 

(Média = 5.52% de pontes cromossômicas em anáfases mitáticas 
iniciais + típicas) 

C.V. = Coeficiente de Variação 

** = Valôres de F signicativos ao nível de 1% de probabilidade 



TABELA 31: Análise de variância do experimento de avaliação da ocot-rência 
de anormal idades cromossômicas totais em anáfases mi tóticas iniciais + 
típicas de calos das 1 inhagens endogâmicas com di ferentes conteúdos de knobs 
cromossômicos. Del ineamentos exper imentais: hierárquico e inteiramente 
casualizado 

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

Fonte de variação G.L. S.Q. Q.M. F 

Famílias 3 0.0674 0.0225 

Sub-Fam./Famílias 0.0671 0,0168 

Linh./Sub-Fam./Fam. 7 0.0594 0.0085 4.4690 n 

Linhagens 1Lt 0.1938 0.0138 7.2981+ n 

Resíduo 60 0.1138 0.0019 

Total 74 0.3076 

Média = 0.2772 C.V. = 0.1571 

(Média == 7.18% de ocol-rência de anormal idades cromossômicas em anáfases 
mitóticas iniciais + típicas) 

C.V. = Coeficiente de Variação 

lU = Valõrss de F signicativos ao nível de 1% de p,-obabilidade 
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TABELA 32: Análise de variãncia do experimenta de avaliaçaa da acarrência 
de pontes cromossômicas em anáfases mitóticas iniciais. tipicas e finais de 
calas das linhagens com diferentes canteúdas de knabs cromossômicas, 
Oel ineamentas exper-imentais: hiel-árquica e inteiramente casual izada. 

Oadas transfarmadas por raiz quadrada de (P% + 0.5) 

Fante de variação. G.l. S.Q. Q.M. F 

Familias 3 0,0114 0.0038 

Sub-Fam./Familias 4 0,0244 0,0061 

linh./Sub-Fam./Fam. 7 0,0534 0,0076 3.7530 u 

linhagens 14 0,0892 0,0064 3.1357 u 

Residua 60 0.1220 0.0020 

Tatal 74 0.2112 

Média = 0.1885 C.V. = 0.2392 

(Média = 3.0532% de acolTência de pontes cromossômicas em anáfases 
mitóticas iniciais + típicas + finais) 

C.V. = Coeficiente de Val-iação 

*:t = 'v'a161-es de F signi ficativas ao nível de 1~~ de pl-o.:Jabi 1 idade 
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TABELA 33: Análise de variância do experimento de avaliaçdü da ocorrência 
de anormal idades cromossômicas totais em anáfases mi tóticas iniciais. 
típicas e finais de calos das 1 inhagens com di fel-entes conteúdos de knobs 
cromossômicos. Oel ineamentos exper- imentais: hierát-quico e inteiramente 
casualizado. 

Oados tl-ansformados por raiz quadrada de (P~~ + 0.5) 

Fonte de variação G.L. S.Q. 

Famílias 3 0.0215 

Sub-Fam./Famílías Il 0,0427 "T 

Linh./Sub-Fam./Fam. 7 0,0624 

Linhagens 14 0.1266 

Resíduo 60 0.1333 

Total 74 0.2599 

Média = 

Q.M. 

0.0072 

0,0107 

0,0089 

0.0090 

0.0022 

" I j Lo. 'v • 

F 

4,0170 n 

4,0715 n 

(Média = 4.53% de ocon-ênci.:; de anol-mal idades cl-omossônúcas em anáfases 
mitóticas iniciais + tipicas + finais) 

C.V. = Coeficiente de Variação 

U = '),3.1ôr-eo3 de F o3ignificativos ao nível de 1% de pn:Jbabilidade 
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TABELA 34: Teste de Tukey pal-a médias de freqüências de pontes cromossômicas 
em anáfases iniciais + típicas de calos induzidos de explantes das linhagens 
endogâmicas com di fel-entes conteúdos de knobs cl-omossômicos 

Linhagem Posição das bandas-C Médias Níveis 
--------------------------- Ajustadas ---------
K2L K3L K6L K7S K7L K8L K9S (li:) 5% 1% 

44114/2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1.4526 a A 

133512/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 1.5906 ab A 

133131/3 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 1.8330 ab AB 

13351/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 1. 9157 abc ABC 

21241/1 00 ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.0050 abcd ABe 

131311/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.1260 abcd ABC 

41123/2 ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.1702 abcd ABC 

44133/2 ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.1977 abcd ABe 

13333/1 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 2.2697 abcd ABe 

13153/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.4145 abcd ABe 

13151/1 00 00 ++ ++ +-+ ++ ++ 2.4617 abcd ABe 

133112/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 2.4617 abcd ABe 

41242/2 ++ 00 ++ 00 ++ ++ ++ 2,7640 bcd ABe 

132331/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.9309 cd Be 

131312/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.9715 d e 

Observações: 

. Médias abrangidas pela mesma letl-a não di fel-em, aos ,-espect i vos 
nlvelS de pt-obabi 1 idade. pelo teste de Tukey. 

. (W\ 
'I' I Médias de dados t r ansTonnados POl- I-aI;:: quadj-ada de (P~~ -f-O.5) 
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TABELA 35: Teste de Tukey pai-a médias de freqüências de anormalidades 
cromossômicas totais em anáfases iniciais + típicas de calos induzidos de 
explantes das linhagens endogâmicas com diferentes conteúdos de knobs 

Linhagem Posição das bandas-C Médias Níveis 
--------------------------- Ajustadas ----------
K2L K3L K6L K7S K7L K8L K9S <:t:) 5% 1% 

44114/2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1.5874 a A 

13351/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 2.1142 ab AB 

133512/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 2.1213 ab AB 

44133/2 ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.1977 ab AB 

21241/1 00 ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.2158 ab AB 

133131/3 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 2.3452 ab AB 

13151/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.4617 ab ABC 

131311/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.5000 abc ABCO 

13333/1 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 2.5884 abc ABCO 

41123/2 ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.6115 bc ABCO 

13153/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.7982 bcd ABCO 

133112/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 2.8125 bcd ABCO 

41242/2 ++ 00 ++ 00 ++ ++ ++ 3.0116 bcd BCO 

131312/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 3.4583 cd CO 

132331/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 3.6056 d O 

Obsel-vações: 

. ~1édias ab,-angidas pela mesma lett-a não di ferem. aos ,-espect i vos 
níveis de p,-obabilidade. pelo teste de Tukey. 

( li( \ 
• I Médias de dados transformados po,- I-aiz quadr-ada de (P~~ +0.5) 
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TABELA 36: Teste de Tukey para médias de freqüências de pontes cromossômicas 
em anáfases iniciais + típicas + finais de calos de explantes das 1 inhagens 
endogâmicas com di fel-entes conteúdos de knobs cromossômicos 

Linhagem Posição das bandas-C Médias Níveis 
--------------------------- Ajustadas ---------
1<2L 1<71 

VI... 1<6L 1<78 K7L 1<8L K98 ( :t ) ca; 
v/o 

1 ai 
.l/o 

44114/2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1.2767 a A 

133512/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 1.2845 a A 

133131/3 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 1.4142 a A 

., -';7"7< 11 
iv0vvl J. 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 1.6553 ab A 

21241/1 00 +-+ ++ 00 ++ ++ ++ 1.6673 ab A 

131311/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 1.8028 ab A 

13153/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 1.8083 ab A 

13351/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 1.8221 ab A 

13151/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 1.8248 ab A 

41123/2 ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 1.9647 ab A 

411177 Ir, ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.0347 ab 1\ 
'-t.loJ01L H 

133112/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 2.0640 ab A 

41242/2 ++ 00 ++ 00 ++ ++ ++ 2~'2583 ab 1\ 
H 

132331/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.2671 ab A 

131312/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.3664 b A 

Observações: 

. Médias abt-angidas pela meSITta letra não diferem. aos I-espect i vos 
níveis de pt-obab i 1 idade. pelo teste de Tukey. 

(* ) = Médias de dados t ,-ailS for-mados POl- I-ai:: QU.3.di-adõ -l_ {DO/ , ('\ c' ue \1 IQ '-V_,,-I; 
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TABELA 37: Teste de Tukey para médias de freqüências de anormal idades 
cromossômicas totais em anáfases iniciais + típicas + finais de calos das 
linhagens endogâmicas com diferentes conteúdos de knobs cr-omossômicos 

Linhagem Posição das bandas-C Médias Níveis 
--------------------------- Ajustadas ----------
K2L K3L K6L K78 K7L K8L K98 (*l 5% 1% 

44114/2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1.4798 a A 

133512/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 1.6703 a AB 

133131/3 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 1.7888 a A8 

21241/1 00 ++ ++ 00 ++ ++ ++ 1,8138 a AB 

13333/1 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00 1.9647 ab ABe 

13151/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 1,9748 ab A8C 

13351/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 2.0904 abc ABC 

44133/2 ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.1679 abc ABC 

131311/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.2737 abc A8C 

41123/2 ++ ++ ++ 00 ++ ++ ++ 2.2803 abc ABC 

13153/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ n 7'-'01 -.h._ ABC L...vLUJ. o.UL. 

41242/2 ++ 00 ++ 00 ++ ++ ++ n JlíJ(\7 
.:.. • '-t L.. \...) / abc ABC 

133112/2 00 00 ++ ++ ++ ++ 00 2.4248 abc A8C 

132331/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 2.8496 be BC 

131312/1 00 00 ++ ++ ++ ++ ++ 3.1480 c '"' c., 

Obsel-vaçôes: 

Médias abr-angidas pela mesma lett-a não di fer-err., aos I-especti vos 
niveis de probabilidade. pelo teste de Tukey. 

c*) = Médias de dados transformados por- t-aiz quadl-ada de IDO/ 
\I la +0,5) 
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4.3.3. Análiss de metáfases mitóticas sm calos de 

linhagens com difsrentes composições de knobs cromossômicos 

Os materiais cultivados in vitro no Experimento 

2.3. (realizado em 1990) e analisados sob o ponto de vista de 

avaliação da instabilidade cromossômica em anáfases mitóticas. 

também foram ut i 1 i zados para a i nvest i gação de abert-ações 

estruturais em metáfases mitóticas. Para esta análise. foram 

selecionados alguns materiais que produziram calos do Tipo 11. 

a saber: 131311/1. 132331/1 e 44114/2. além de um calo muito 

favol-ável. selecionado a partir do cultivo de explantes F2 

det- i vados do cruzamento de duas I i nhagens com comprovadas 

respostas favot-áveis ao cultivo in vitro. denominado "calo 57". 

induzido de explante da Planta 03. mencionada na Tabela 23. 

Empregou-se a metodologia de colol-ação de bandamento-C em 

preparações citológicas feitas com embriões somáticos em 

estágio globular das regiões pró-embriogênicas coletadas. Foi 

realizado um levantamento das aberrações estruturais 

observáveis com a metodologia em questão. em um número variável 

de metáfases de cada material. 

Os f-esultados obtidos most,-al-am que. nos 

diversos calos amostrados, existem alguns eventos comuns. em 

variados graus de expressão. Por exemplo: metáfases observadas 

em pt-epat- ações de ca 1 os das 1 i nhagens 131311/1 e 132331/1 

apresenta!-am um predomi n io de aberrações envo 1 vendo o 

cromossomo 7. semelhantes àquelas já descritas no experimento 

preliminat- <ítem 4.3.1.), onde a banda do braço curto deste 

cromossomo aparece em uma posição 

localização telomél-ica nOl-mal. Outra figur-a 

ao invés da 

comum em 

pr-epal-ações com calos destes genót ipos. apresentava o braço 

longo deste cromossomo possuindo uma banda com tamanho muito 

pronunc i ado. sugel- i ndo a OCOI- rênc i a de amp 1 i f i cação do DNA 

heterocromático (veja a Figura 28). 
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Os calos da linhagem 44114/2 apresentaram as 

seguintes anormalidades: metáfases apresentando os cromossomos 

6 aderidos ao nivel dos satélites e metáfases onde dois pares 

de cromossomos estão com aderência ao nível das bandas. Outras 

aberrações bastante pronunciadas foram detectadas: metáfases 

mostrando heterogeneidade para os cromossomos 7, apresentando 

um deles com ausência de banda no braço curto e o outro com a 

referida banda em posição intersticial; metáfases apresentando 

a banda no braço longo do cromossomo 7 aparentemente 

amplificada: metáfases onde o bf-aço curto do cl-omossomo 7 

possuia um pequeno fragmento cromossômico aderido. sugerindo a 

ocorrência de quebras. 

Uma figUl-a que realçou 

instabilidade mitótica que pode ocorrer 

clal-amente o gl-au de 

em células cultivadas 

in vitro foi observada nas preparações com o calo 57. Algumas 

metáfases deste genótipo apresentaram um dos cromossomos 7 com 

o braço curto de dimensão muito avantajada, maior inclusive que 

o braço longo. Além disto, tal braço apresentava duas bandas e 

com ev i dênc i as de ocon.,-ênc i a de quebt-as de cf-orná ti des em 

mitoses antel-iores. O homólogo ao referido cromossomo era 

aparentemente normal. como pode ser observado na Figura 29. Foi 

elaborada uma hipótese de um possivel mecanismo para a 

ocorrência daquela aberração. a ser descrita adiante. 
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'Iq • 
...:...,.-.... ..J. Metáfase mitótica de r-eglaD pt-ó-embdDgénica de calD. cor-ada 

ab-avés de bandamentD-'C e 'mDsb-andD anDífnal idade para um dD~. 

CI-DmDSSDfilDS 7. A seta indica a banda-C cDfTesPDndente ao knob 
hetet-DCr-Dmát ico da oDsição K7L aoa:-enteme"te ampl i fícada. 
f'k:,tat- que Ci :'C:;iTiólDgD apt-esenta-a COl! dimensãCi apat-eíltemente 
nDnl!al. Mater-ial Dt-iginal: linhagem 132331/1 (Expel-imentCi2.3.) 

Figu/-a 29: Metáfase mi tótica de regiãD pró-embriDgéni,~~a de calo. cDI-ada 
através de bandamentD-C e mDstrandCi abelTaçãD pai-a um dDs 
Ct-OtllDSSOtllDS 7. A seta indica que o bt-açD CLa-tCi dD f-efet-idD 
cr-DmDSSDmD apat-ece CDm tamanhc despl-DpDI-ciDnal e ap;-E:;senta 
duas bandas-C. (} hDllÓlogo está. posicionado ôG lade E possui 
mDrfDIDsia apat-entemente nDt-ma:. Material Dl-i.gina~: Planta 03. 
calo 57 (veja Tabela 27) . 
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4.4. Experimento 3: Outroe genótipoe 

Para o Experimento 3. observou-se que os 

genótipos testados apresentaram resultados bastante variáveis. 

como apresentado na Tabela 38. 

Observou-se que os explantes oriundos de 

plantas 83 derivadas da raça Zapalote Chico apresentaram 

morfologia muito característica durante o cultivo in vitro. Os 

embriôes imaturos removidos destes materiais possuíam escutelo 

bem desenvolvido e formaram calos rapidamente (após somente uma 

semana de cu I t i vo). ex i g i ndo que os subcu I t i vos fossem ma 1 s 

freqüentes. Os calos induzidos eram de coloraçâo branca. mais 

ou menos translúcidos. com intenso crescimento e nâo­

embriogênicos. Eles foram mantidos em cultivo por vários meses, 

mas nunca originar-am ,-egiões ff-iáveis ou qualquel- formaçâo 

embriogênica ou organogênica. 

As linhagens endogámicas selecionadas para alta 

capacidade de combinaçâo para produçâo de grâos apresentaram um 

comportamento bastante heterogêneo. O grupo de linhagens 

"flint" apresentou a formaçâo de calos nâo-embriogênícos com 

elevada taxa de crescimento. aspecto mucilaginoso e coloraçâo 

branca (linhagens 1276 e 1383). Outras linhagens pertencentes 

a este grupo apresentaram calos mais ou menos friáveis, 

organogênícos. com pequena taxa 

capacidade de regeneraçâo de plantas 

de cl-escimento mas com 

(linhagens 1055 e 1064). 

A linhagem 1284 foi a única que apresentou a formaçâo de calos 

do Tipo 11. friáveís e embt-iogênicos. com gl-ande taxa de 

crescimento. Foi possivel a regeneraçâo de plantas completas a 

partir de alguns calos derivados de explantes dessa linhagem. 

embol-a estas plantas r-egeneradas nâo tenham sob,-evívido ao 

periodo de aclimataçâo às condições de cultivo em canteiros. 

As linhagens pertencentes ao grupo do tipo 

"den tado" apt-esen taram r-esu I t ados 8eme I han tes en t re 8 i. mas 
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inferiores aos ap~esentados pelo grupo anterior. As linhagens 

1622 e 1715 deste sub-grupo apresentaram a formação de calos 

compactos. com taxa de cr-escimento intermediário. colai-ação 

amarela diferenciada e 

globulares na superficie 

formação de 

dos mesmos. 

embriões somáticos 

que dificilmente se 

desenvolveram em embriões aptos a germinar e produzir plantas 

comp I etas. Os ca 1 os i nduz i dos de exp I an tes des tas 1 i nhagens 

foram fl-eqüentemente organogênicos. com gl-ande for-mação de 

raizes. Por sua vez. explantes da linhagem 1609 induziram calos 

tipicamente não-embriogênicos. com grande taxa de crescimento. 

aspecto mucilaginoso e coloração branca. 

t importante ressaltar que. embora tenha sido 

analisada uma pequena amostra de linhagens pertencentes a estes 

dois grupos de materiais. os resultados mostraram que é 

promissora a tentativa de se encontrar genótipos com desempenho 

favorável ao cultivo in vitro (capacidade de indução de calos 

friáveis. altamente embriogénicos) em genótipos adaptados ao 

clima tropical. 
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Tabela 38: Freqüência de indução de calos embdogênicos no cultivo in vitro 
de 1 inhagens endogâmicas com aI ta capacidade de combinação par-a a pl-odução 
de grãos e progênies da geração S3 derivadas da I-aça Zapalote Chico (em 
por-centagem de calos induzidos). 

Mater-ial Planta 01 Pl.02 Pl.03 Pl.04 Média 

Linhagens com alta capacidade de combinação 

Sub-grupo Flint 

1276 9,09 43.48 8.00 4.54 16.28 

1284 52,00 51.85 32.14 4L.j..4L.j. 45,11 

1055 27.00 20.00 33.33 26.78 

106L.j. 27.00 20.00 13.00 20.00 

1276-1 13.00 13.00 20.00 15.33 

1284-1 40,00 27.00 22.00 29.67 

1383 26.00 12.00 20,00 19.33 

Sub-grupo Dentado 

1622 38.46 14;28 0,00 . .,,, "" L,,"-.LL- 18,7L.j. 

1715 36.00 38.46 7.70 0.00 20.5L.j. 

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 

Observações: 
Cada planta foi I-epr-esentada por- ló a 30 explantes 

. Cultivos I-eallzados em meio de Murashige-8koog, com sacar-OSB 
a 3.0% e hidl-olisado de caseína (20,0 mg/U. 
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4.5. Estabelecimento de suepensoes celulares 

4.5.1. Testes com meios de cultura 

o experimento preliminar com calos do Tipo rI de 

embr i ões F2 do ct-uzamen to de I i nhagens super i ol-es (" ca I o 57") 

considerou quatro composições diferentes de meios de cultura 

liquidos. A viabilidade das culturas foi avaliada através dos 

seguintes parâmetros: 

continua de agregados 

vitalidade 

de dimensões 

dos 

cada 

micl-ocalos. for-mação 

vez menores e tempo 

decorrido até a obtenção de suspensão finamente dispersa. 

O procedimento de subcultivos freqüentes no 

periodo imediatamente anterior à inoculação em meio de cultura 

liquido. com o cuidado de se transferir os calos para meios 

sólidos com idêntica composição dos respectivos melOS 11quidos 

a serem ut i 1 i zados pat-a a i ndução de suspensões. pl-oduz i I-am 

resultados visivelmente positivos. Desta maneira. além da 

adaptação gradativa ao ambiente de -cultivo. os calos tiveram 

estimulo pal-a o cl-escimento das regiões mef-istemáticas e/ou 

altamente embriogênicas. selecionadas para a inoculação. 

Uma análise campal-ativa dos: meIOS utilizados 

mostrou que as composições com solução salina N6 apresentaram 

comportamento superior ao das composições com salS MS nas duas 

caracteristicas principais do cultivo em suspensão: crescimento 

dos agregados celulares e dispersão dos microcalos produzidos. 

Além disto. o tempo decorrido até o estabelecimento de 

suspensões finamente dispersas foi consideravelmente menor para 

as composições N6 (aos clnco meses de cultivo os frascos com 

meio N6 apresentaram suspensões finamente dispersas. com 

elevada taxa de cr-escimento. enquanto no mesmo per-iodo os 

frascos com meio MS possuiam calos de grandes dimensões e menor 

c r e s c i me n to) . A v i a b i 1 i da d e das cu 1 t ur- as p a (- e c e use (­

influenciada pela presença de aminoácidos. Os meios contendo L-
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prolina e L-asparagina apresentaram respostas mais favoráveis 

à indução e manutenção das suspensões. Estas respostas podem 

decorrer do efeito benéfico que a adição dos respectivos 

aminoácidos exerce sobre a indução de calos friáveis, altamente 

embriogênicos, em genótipos testados com o meio de cultUl-a 

contendo solução salina de N6. comentado na revisão 

bibliográfica. Portanto. os resultados iniciais foram de que o 

meio de cultura com solução salina N6. acrescidos dos demais 

compostos orgânicos. vitaminas e auxina utilizados no meio de 

indução de calogénese. e os aminoácidos L-prolina (12 mM) e L­

asparagina (6 mMl. era o mais adequado para o estabelecimento 

de culturas em suspensão. 

4.5.2. 

i nduz i dos de 

conteúdos de 

Teste de genótipos com diferentes tipos de calos 

A avaliação 

explantes de 

dos diferentes tipos de calos 

algumas linhagens com difel-entes 

knobs heterocromáticos mostrou um comportamento 

variável entre os genótipos analisados. Calos não-embriogênicos 

(com morfologia mucilaginosa) produziram suspensões celulares 

em um periodo de tempo relativamente curto. Cerca de um mês 

após a inoculação em meio líquido os calos derivados de 

explantes das linhagens 21241/1 e 41242/2 haviam se desagregado 

completamente e 

dispersa. Estas 

formado uma suspensão celular finamente 

culturas aparentemente conservaram as 

características originais dos calos. com relação à coloração. 

estrutura das células e taxa de crescimento. Calos friáveis. 

altamente embr iogén i cos (T i po I I 1 • formaram suspensões 

finamente dispersas após um pet-íodo de tempo comparativamente 

(para ilustração. veja a FigUl-a 30) • Ma t el- i a i s 

provenientes das linhagens 131311/1 e 132331/1 pl-oduzir-am 

suspensões após quatro meses de .cultivo em meio líquido. 
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o compor tamen to das suspensCles i nduz i das por 

calos da linhagem 44114/2 foi superior ao das duas anteriores. 

Além de serem estabelecidas em menor tempo que os demais 

genótipos que induziram calos do Tipo I I testados (cerca de 

dois meses), as suspensões produziram agr-egados celulares 

finamente dispersos e bastante adequados para e x perimentos de 

isolamento de protoplastos, como mencionado por diversos 

relatos na liter-atura. Suspensões celulares deste material 

foram mantidas por mais de seis meses, com uma acentuada ta x a 

de crescimento (cerca de 3 a 4 vezes no per- iodo de 7 dias ) e 

com manutençâo das qualidades favoráveis observadas em calo s 

cultivados em meio sólido. 

Figura 30: Suspensões celular-es obtidas a par-tir- de calos do Tipo I I 
(fr iáveis. aI tamente embr-iogênicos) da linhagem 131311/1. com 30, 90 e 

150 dias após a inoculação em meio de cul tur-a liquido. 
(diâmetro das placas de Petri = 5,0 cm) 
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5. OISCUSS~O 

5.1. Cultivo in vitro de caloe de milho 

5.1.1. Implantação da metodologia de cultivo in vitro 

Os resultados obtidos a partir dos experimentos 

preliminares com as variedades Piranâo de Inverno e Jac-Ouro 

permitiram a padronizaçio da metodologia de cultivo in vitro de 

calos de milho no laboratório. Além deste objetivo inicial. foi 

possivel o estabelecimento de procedimentos mais adequados à 

cada etapa do cultivo. que representaram subsidios para a 

elaboraçio de outros trabalhos nesta linha de pesquisa. 

Os estudos realizados foram baseadas em relatos 

da literatura. Desde o trabalho pioneiro de GREEN & PHILLIPS 

(1975). que mostrou a totipotência de calos induzidos do 

escutelo de embriões imaturos em um estágio de desenvolvimento 

especifico. diversos pesquisadores vêm procurando determinar os 

mecanismos mais seguros para se alcançar o objetivo básico do 

cultivo in vitro de células vegetais. que é o estabelecimento 

de sistemas simplificados de estudo dos fenômenos complexos que 

ocorrem nas plantas inteiras. 

Os experimentos com as val-iedades Pil-anão de 

inverno e Jac-Ouro mostraram que o comportamento destes 

materiais foi favorável ao cultivo in vitro. segundo a 

metodologia acima mencionada. Foram padronizadas no laboratório 

todas as etapas r-elativas aos cuidados dispensados às plantas 

doadoras de explantes. aos procedimentos de assepsia para o 
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inicio do cultivo in vitro e. principalmente. com relação à 

manipulação dos explantes e dos calos induzidos a partir 

destes. Os materiais apresentaram um comportamento semelhante 

ao de genótipos descritos por outros autores, onde reconheceu­

se que a resposta ao cultivo é muito influenciada pelo estágio 

de desenvolvimento dos embri6es imaturos inoculados. Os 

melhores resultados foram 

apl-esen tavam en t l-e 1 ,O mm 

correspondente ao periodo de 

das espigas. 

Os tipos de 

obtidos 

e 2. O 

quando 

mm de 

12 a 18 dias após 

calos induzidos 

os explantes 

comp'- imento. 

a polinização 

também fo,-am 

semelhantes ao relatado na literatura. sendo 

classificação em: calos embriogênicos dos Tipos 

possível a 

e rI e calos 

não-embriogênicos. A variedade Piranão de Inverno apresentou um 

predomínio de formação de calos de morfologia compacta. 

semelhante ao calo do Tipo I descrito na litel-atura. embora 

tenha sido freqüente a observação de regi6es friáveis. 

altamente embriogênicas. na superficie dos calos induzidos. A 

variedade Jac-Ouro apresentou a formação de calos maIs 

friáveis. com maior taxa de crescimento. e grande freqüência de 

formação de setores com caracteristicas de calos do Tipo 11. 

de s c 1- i tos na 1 i t e 1- a t UI- a . C o m b a se na mo ,- f o 1 o g i a dos c a 1 03 

induzidos. foi verificada a afirmação de divel-sos autores. 

segundo a qua I os ca los ma i s compac tos aOI-esen tam taxa de 

cl-escimento inferior e fOI-mação de massas celulares opacas 

muito rigidas (consistindo de escutelos de embriôes somáticos 

que se or-iginam de maneira justaposta e que acabam POI- toma!­

toda a estrutura do calo). Os calos com estas características 

acabam oor cessar o crescimento de regi6es indiferenciadas e. 

assim. tornam-se inviáveis para cultul-as de longa dut-ação 

<GREEN et alií. 1983) o resultado positivo obtido com o 

cu 1 t i vo das ,- e f e ,- i das va t- i e da d e s f o i a p o s s i b i 1 i da d e de se 

se 1 ec i onal- em linhagens celula,-es friáveis. altamente 

embriogênicas. com maior taxa de cresçimento e com manutenção 
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da capac i dade de regene,-ação por longos per iodos de tempo 

(calos do Tipo rI). Embora as taxas de formação de calos Tipo 

11 tenham sido semelhantes entt-e as variedades. é importante 

notar que Jac-Duro produziu-o de maneira dit-eta. enquanto 

Piranão de Inverno apresentou. na maioria das vêzes. o seu 

crescimento a partir de calos originalmente do Tipo I. 

Com relação aos testes com diferentes 

modificações nas composições de meio de cultura. foram obtidos 

f-esul tados bastante coerentes com os apt-esentados na 

literatura. A presença de sacaras e em altas concentrações (6% 

a 10%) no meio de indução de calogênese propiciou a formação 

rnais j-ápída de calos friáveis, mas foi limitante pat-a o 

estabelecimento de culturas regeneráveis por longos periodos de 

tempo. Neste meio de cultura. os emb,-iões somáticos não se 

desenvolveram bem e quase sempre oxidavam após poucos dias de 

formados. A redução gradual na concentração para 2% a 3% de 

sacarose causou uma resposta positiva. com maior taxa de 

crescimento das regiões pró-embr-iogênicas na superficie dos 

calos e maior eficiência de regeneração de plántulas. 

A adição de hidrolisado de caseina produziu um 

efeito bastante benéfico ao cultivo dos calos induzidos a 

partir de explantes da variedade Jac Duro. Alguns autores têm 

comentado que os diferentes aminoácidos podem causar efeitos 

variáveis nas respostas das culturas (GREEN. 1978). podendo ser 

estimulatót-ios na fOI-mação de calos embl-iogênicos. tais como a 

L -pro 1 i na e L -asparag i na (ARMSTRONG & GREEN. 1985) ou mesmo 

inibidot-es. como a glutamina (TOMES. 1985a). Devido ao f,,:3to de 

que o papel metabólico destes aminoácidos ainda precisa set-

ine 1 hor es tudado. 

de substáncias 

0:3 autores 

complexas 

recomendam que além da utilização 

(como o próprIO hidrolisado de 

caseína) • deve-se dar continuidade à expel- imentação com 

aminoácidos específicos ou ou tI-OS metabólito:::: 

estimulatót-ios. 

As plantas das duas 
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variedades foram também utilizadas para o estabelecimento de 

proced imentos padrões de ac 1 i ma tação e cu 1 t i vo em vaso~ e 

canteiros experimentais. Os resultados mostraram claramente que 

o sucesso nesta fase depende muito das influências ambientais 

a que as plântulas estão sujeitas. durante o cultivo in vitro 

e após o seu transplante para solo. Os cuidados durante o 

cultivo in vitro dizem respeito. principalmente. à manipulação 

das reg i ões embl- i ogên i cas. Oeve-se observar con ti nuamen te o 

desenvolvimento dos embriões. de modo a se determinar qual a 

orientação destes em relação ao meio de cultura e qual 

composição de meio de cultura deve ser utilizada. 

Com relação ao transplante para solo. as 

melhores I-espostas foram obtidas quando as plântulas el-am 

transfel-idas para subsb-ato com elevada fet-tilidade e 

porosidade. mantidas em ambiente com alta umidade relativa do 

ar, com temperatura controlada e sob fotoperiodo de 16/8 horas 

com intensidade luminosa de 3.200 luxo Procurou-se reduzir o 

periodo de tempo gasto (em todas as etapas necessárias para a 

completa aclimatação ao ambiente de cultivo natural) ao minimo 

possivel. com o objetivo de se reduzir a ocorrência de 

distúrbios fisiológicos causados. possivelmente. pelo estresse 

a que as plantas regeneradas ficam sujeitas neste período. Ac 

plantas regeneradas cultivadas em canteiro foram autofecundadas 

e produziram sementes 

relação ao material 

com diversas alterações fenotipicas em 

original. Entre as alterações mais 

pronunciadas. 

(veja t-evisão 

destacam-se algumas citadas por outros autores 

em PHILLIPS et alii. 1988), Obss/-VOU-SE uma 

pt-edominância de aI terações em cal-acteres 

plantas e sementes. tais como: tamanho 

masculina. altura das plantas e de espigas. 

mor fo I óg i cos das 

da inflorescência 

sementes volumosas 

e defectivas (com desenvolvimento anormal do endospermaJ. 

sementes com tamanhos va/-iáveis. entre outl-as. Além disto. 

obset-vou-ss a ocorrência de val-iações para caTacteres 

qualitativos. tais como: coloração de sementes e plantas anãs 
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(com porte reduzido). Com vistas a futuros trabalhos de análise 

das possiveis causas de tais modificações, fOI-am pt-oduzidas 

progênies por quatro ciclos consecutivos de autofecundaç~o das 

plantas regeneradas. ~ interessante notar que a maiot-ia dos 

variantes fenotipicos transmitiu os caracteres modificados à 

descendência. que por sua vez mostrou uma pronunciada 

manifestação das variações observadas em RO ou RI. a cada ciclo 

de autofecundação. Algumas progênies de plantas regeneradas a 

partir de um mesmo calo foram selecionadas para análise de sua 

estabilidade cromossômica. com o objetivo de se determinar as 

possiveis causas citológicas de tais variações. Os resultados 

ser~o discutidos mais adiante. 

5.1.2. linhagene endogâmicãs com diferentes composições 

de knobs cromossômicos hsterocromáticos 

Os resultados obtidos com os 3 experimentos para 

a avaliaç~o das respostas ao cultivo in vitro das famílias de 

I i nhagens ana I i sadas podem ser comentados segundo d i versas 

abordagens. 

Sob o ponto de vista de identificaç~o de 

genótipos com respostas favoráveis ao cultivo in vitro. é de se 

ressaltar o comportamento apresentado pelas linhagens 

pertencentes à familia 300-1-3. Em todos os experimentos 

realizados. as linhagens desta família apresentaram respostas 

positivas. muito superiores ao comportamento médio das demais 

linhagens testadas. e comparável a resultados obtidos com 

genótipos de respostas superiores. relatados na literatura. A 

taxa média de produção de calos embriogênicos do Tipo TI foi ao 

I-edol- de 50~~ pal-a o total de linhagens desta família. sendo que 

os genótipos com comportamento superior. pertencentes às sub­

famílias 300-131 e 300-132. chegaram a atingil- taxas supel-iOI-es 

a 70/~ dos explantes I-emovidos de detet-minadas espigas (veja 
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Tabelas 12. 13. 14 e 15). Estes genótipos apresentaram. 

portanto. todas as vantajosas caracteristicas daquele tipo de 

calo e possibilitaram o estabelecimento de cultivos de longa 

duraçâo. Alguns calos induzidos a partir das linhagens testadas 

no Experimento (realizado em 1990) continuam sendo 

subcultivados até o presente e com evidências de manutençâo da 

sua capacidade embriogênica. Algumas das linhagens pertencentes 

a esta familia tiveram sua totipotência comprovada nos 

Experimentos 2.1. e 2.2. (realizados respectivamente em 1987 e 

1988). Foram regeneradas plantas férteis a partir de calos com 

3 a 7 meses após a i nduçâo de ca I ogênese. e as 1 i nhagens 

analisadas for-am: 131/5. 132/1 e 133/4. Os métodos de 

regenet-açâo e acl imataçâo das plántulas da get-açâo RO fOI-am 

aqueles padronizados durante os trabalhos com as variedades. j~ 

comentados. Foi observado que as plantas se adaptaram muito bem 

às condições de cultivo em canteiro experimental. pois 

apresentaram caracteres como: altura, vigor e produçào ds 

sementes semelhantes aos das plantas doadoras de explantes. Nâo 

foram detectadas variações fenotipicas notáveis nas sementes 

das plantas regeneradas. embora algumas das plantas RO tivessem 

apresentado sintomas de algum estresse fisiológico. como: 

produçâo de flores femininas em inflorescênclas masculinas e 

uma ampliaçâo no pel-íodo de tempo entl-e os flor-escimentos 

masculino e o feminino. Apesar destas ocorrências. foi possivel 

a pj-oduçâo de semen t es pal- a a gl-ande ma i 01- i a das p I an tas 

regeneradas (cerca de 50% delas produziram um número igualou 

supel- i or- a 70 semen t es R 1 veja Tabela ..-,..-" 
LL.I D A rr,anu t ençâo 

destas sementes em cámaras-sêcas e em geladeiras propiciará a 

sua posterior utilizaçâo em outros tipos de estudos. 

A identificaçâo de genótipos canl 

j-espostas favol-áveis ao cultivo in vítro. além daqueles Ja 

amplamente investigados e divulgados. tem sido 1-2,::;Dnhecida como 

necessár- i a par-a o avanço desta 1 i nha de pesqu i sa COUNCAN e t 

a 1 i i . 1985: VASIL & VASIL. 1986 e PHILLIPS st 1 .. a i 1 1 • 1988) . A 
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grande diversidade edafo-climática nas diferentes regiôes 

produtoras deste cereal justifica a importância da avaliçâo dos 

melhOl-es genótipos, adaptados a cada ambiente. Com l-elação a 

esta abordagem. é interessante notar que em seu trabalho de 

identificaçâo de genótipos de milho com respostas favoráveis ao 

cultivo in vitre. adaptados às nossas condiçôes de cultivo, 

PRIOLI (987) e PRIOLI & SILVA (1989) mosb-aram que algumas 

I inhagens com o germoplasma Cateto apresentaram as maiores 

taxas de indução de calos embriogênicos. ~ importante lembrar 

que a va r i edade Jac-Ouro, a pat- ti 1- da qua 1 fOI-ali, ob t i das as 

1 i nhagens com di fer en tes compos i ções de knobs c l-omoss6m i cos 

heterocromáticos. apresenta em sua constituIção de germoplasma 

vários materiais de raças Cateto. 

Uma outra abordagem diz respeito à seleção de 

linhagens celulares para o desempenho de um papel específico 

nas diversas metodologias de cultivo in vitre. As linhagens 

pertencentes às famí 1 ias 301-2-1 e 303-4-1 apresentaram 

reduzida taxa de formaçâo de calos embriogênicos, mas as 

características positivas dos seus calos poderiam ser úteis. 

conforme propostas de vários autores, para utilização em outros 

tipos de experimentos. Os calos induzidos por explantes de 

destas 

i nd i fel-enc i ada e 

linhagens 

I-eg i ôes 

apr-esen t al-am mOI- fo 1 og i a 

met- istemát icas dispersas, 

apal-entemente. POI- toda a superfície dos mesmos (veja FigUl-a 

13). Estas qual idades podem sel- benéficas quando deseja-se a 

pro I i fel-ação celular. sem a necessária ocon-ênc i a de 

totipotência. como seria o caso da sua utilização como células 

nutt-izes em exper-imentos de cultivo de protoplastos (pOt- sua 

vez. isolados a pat- t i r de outro ' .. ' geno .. lpo com 

totipotência celulai-). Testes t-elatados no Pt-esente trabalho 

mosb-at-am que o j-efet-ido tipo de calo (mucílaginoso. não­

embriogênicol forma suspensões celulares em curto período de 

tempo e com elevada taxa de crescimento, em compal-ação aos 

outros genótipos testados. 
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A resposta da familia de linhagens 303-4-4 para 

de calos embl- iogen i cos e nâo-embriogênicos foi 

bastante variável em cada experimento. Determinados genótipos 

produziram unicamente calos nâo-embriogenicos. enquanto outros 

exibiram elevada taxa de induçâo de calos friáveis. altamente 

embriogenicos. Esta heterogeneidade da resposta ao 6ultivo in 

vitro pode estat- f-elacionado com a forma de obtençâo das 

progênies a cada ciclo de seleçâo das linhagens desta família. 

Segundo resultados obtidos no labof-atól-io de Citologia do 

Departamento de Genética ESALQ/USP. o levantamento da 

composiçio de bandas-C (correspondentes aos knobs cromossômicos 

he tel-ocl-omá t í cos) em sementes de esp i gas au to fecundadas das 

linhagens analisadas neste t,-abalho mostl-DU que em várias 

progênies com elevado grau de endogamia ( CC Uv e 86) havia 

segf-egaçio paTa a pf-esença e ausência de knobs (bandas-C) em 

alguns locos. Este fato indica que as linhagens utilizadas no 

presente tl-abalho podem apt-esental- também. segl-egaçio para 

outros caracteres condicionados por genes localizados nos 

braços cromossômicos com os knobs segregantes. Realmente. as 

plantas ut i 1 i zadas como doadot-as de explantes para algumas 

1 i n h a g e n s c u I t i va das n o E x p e r i me n to 2. 3 . ( 1- e a 1 i z a d o em 1 990) • 

mostl-aram fenotipicas caracter-eto. come, : 

esterilidade masculina. coloraçio de estilo-estigma. coloraçio 

de antel-as. altul-a de plantas e altUl-a de espigas. Confol-me 

apresentado na revisio de literatura, a capacidade de formaçio 

d e c a los do T i p o I I é um c a t- á t e f- g o v e 1- na d o g e n e t i c a m e n te. e 

está influenciado pela freqüência de alelos favoráveis 

presentes na populaçio analisada. Oeste modo. a variabilidade 

observada entre as linhagens desta familia, e mesmo dentro de 

uma mesma linhagem. poderia ser devido à possivel ocorrência de 

variabilidade genética entre os explantes utilizados. 

Um ponte, impor-tante a sel- discutido se I-efel-e à 

i den t í f i caçio de genó ti pos (l i nhagens 44114/1 e 44114/2) que 

induziram um tipo de calo friável. altamente embriogênico e com 
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pronunciada taxa de crescimento nas condiçôes de cultivo 

empl-egadas (Tabelas 14 e 15 e Figura 14). Setol-es com estas 

caracter-ísticas foram selecionados a de calos 

originalmente nâo-embriogênicos. Eles passaram a ser cultivados 

isoladamente e. após aproximadamente 18 meses de cultivo in 

vitro. apresentam tais caracteristicas de uma forma bastante 

pronunciada. o que os torna materiais interessantes para outras 

análises. Mais adiante. outras caracteristicas desses mesmos 

ca I os set- âo comen tadas. no que se refere a ocor I-ênc i a de 

instabilidade cromossômica no cultivo in vitro e na capacidade 

de produçâo de suspensôes celulares. 

Com relaçâo aos Experimentos e 2.3.. onde 

utilizados dois melos de cultura com composiçôes 

distintas. notou-se que o comportamento das linhagens testadas 

foi bastante semelhante em cada um destes (veja Tabelas 13. 14 

e 15). A análise estatística comprovou estas observaçôes. com 

a apresentaçâo de valores de F para as interaç5es linhagens x 

meios (segundo o modelo inteiramente casualizado) e linhagens 

dentro de sub-famí I ias dentro de famí 1 ias x meios (segundo o 

modelo hiet-át-quico) nâo-significativos. O êcompanhamento de 

todas as fases das culturas através de fichas de avaliaçâo 

permite também a conclusâo de que o comportamento dos genótipos 

nâo variou em funçâo dos diferentes meios de cultura utilizados 

no presente trabalho. Entretanto. é importante ressaltar que a 

adiçâo de determinados compostos orgânicos pode exercer grande 

influência sobre o comportamento de calos de milho cultivados 

in vitro. ás vezes sendo mais favoráveis quando presentes em um 

meio de cultura e menos favorável quando presentes no outro. Um 

exemplo é a adiçâo de L-prolina em meio com soluçâo salina N6 

(ARMSTRONG & GREEN. 1982: 1985). Como apresen tado pe lo presen t e 

trabalho. meios de cultura MS e N6 contendo os aminoácidos L-

prolina e L -aspat-ag i na utilizados em cultivos dE 

suspensôes celulares. com resultados positivos e semelhantes ao 

relatado na literatura. comentados adiante. 
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5.1.3. Genótipoe incluídoe no Experimento 3 

Os resultados obtidos pelo cultivo in vitro de 

explantes oriundos das linhagens com alta capacidade de 

combinaçio para a produçio de grios foram satisfatórios. Embora 

tenham sido testados poucos genótipos (5 linhagens do sub-grupo 

"Flint" e 3 linhagens do sub-grupo "Dentado"). e em apenas um 

experimento, a caracterizaçio dos tipos de calos induzidos e a 

observaçio do potencial de cada um para o cultivo in vitro 

tornaram evidentes os seguintes pontos: 

Os genót i pos que apt-esental-am r- espostas ma i s 

favol-áveis. com fOI-maçio de calos ft-iávels e embr-iogênicos. 

fOf-am as 1 i nhagens 1284 e 1284-1. com a I ta capac i dade de 

combinaçio para a Pl-oduçio de gl-ios do sub-gt-upo "Flint". Os 

resultados mostraram que é promissora a seleçio de linhagens 

que possuem ambas as características favoráveis de: alto valor 

agronômico (produçio de griosl e desempenho superior no cultivo 

in vitro (induçio de calos fr°iáveis. embriogênicos e alta 

capacidade de regeneraçio de plantas). Deve-se ressaltar que o 

número de genótipos com estas cal-actet-isticas descr-itos na 

literatul-a é muito pequeno. talve:: inferior- a uma dezena. 

SomenteOeste fato já justifica a continuidade dos trabalhos de 

avaliaçio de outros genótipos adaptados ao clima tropical em 

sua resposta ao cultivo in vitro. A impol-táoncia de S8 POSSUII­

genótipos que combinem as qualidades citadas tem estimulado 

pesqu i sadol- es a desenvo I ver em progl-amas de me I hOI-amen to com 

dois enfoques básicos: a) transferência do caráter (capacidade 

de produçio de ca 1 os do Tipo I I) para genó tipos de gl-ande 

importância comercial. e b) avaliaçâo de genótipos superiores 

do ponto de vista agronômico ("materiais elite") . 

identificaçâo dos mais favoráveis ao cultivo in vitro (TOMES & 

SMITH. 1985: 'v'ASIL & VASIL. 1986) 

As demais linhagens em SU2. 

maioria, a formaçio de calos nio-embriogênicos. com morfologi2 
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indiferenciada. t importante ressaltat- o comportamento dos 

calos induzidos de explantes das progênies 53 derivadas da raça 

Zapalote Chico (calos com morfologia indiferenciada. e elevada 

taxa de crescimento). recordando a suposição levantada POI­

PHILLIP5 (1986), segundo a qual genótipos com elevado conteúdo 

de knobs cromossômicos poderiam apresentar maior instabilidade 

citogenética durante a fase de cultivo in vitro. Um ponto a ser 

discutido seria o fato de que culturas altamente instáveis do 

ponto de vista genético e citogenético poderiam ser incapazes 

de regenerar plantas, ou mesmo de apresentar qualquer 

reorganização de tecidos e/ou morfogênese. Os calos observados 

r-ealmente possuíam um cl-escimento I-ápido e uma mOf-fologia 

indiferenciada. e o fato de não terem sido utilizados para a 

verificação da ocorrência de possiveis aberraçôes cromossômicas 

nos leva a sugerir a elaboração de futuros trabalhos para a 

verificação da referida hipótese. 

5.2. Avaliação da instabilidade mitótica 

5.2.1. Análise de anáfaees em células doe caloe 

Esta análise envolveu duas etapas distintas: 

Em primeiro lugar. foi realizado um levantamento 

da ocorrência de pontes e outras anormalidades cromossômicas em 

anáfases mitóticas (iniciais. tipicas e finais) em regiôes pró­

embriogênic~s e meristemáticas dos calos de algumas linhagens 

selecionadas. com o objetivo de se avaliar o comportamento de 

cada uma com relação à instabilidade cromossômica decorrente da 

passagem pela fase de calo. 

O segundo es tudo fo i r ea 1 i zado com algumas 

destas linhagens e teve por objetivo a determinação do possivel 

envolvimento das regiôes dos knobs cromossômicos 
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heterocromáticos com a formaçao de pontes anafásicas em células 

dos calos. Para tanto. 

bandamento-C e alguns 

foi 

dos 

utilizada a metodologia do 
~ .l . geno ,-lpOS mais intensamente 

analisados no estudo anterior. 

5.2.1.1. Avaliação de linhagens com diferentes 

composições de knobs cromoseOmicos 

A 

anormalidades 

classificação 

cr-omossôm i cas 

dos 

observadas 

tipos de 

nas anáfases 

possibilitou a análise dos seguintes pontos. relacionados com 

a determinação do grau de instabilidade mitótica dos calos dos 

genótipos envolvidos neste estudo: 

Como é observado nas Tabelas 34. 35. 36 e 37. as 

figuras mais adequadas para: a avaliação das anormalidades 

cromossômicas nos calos foram as anáfases iniciais e tipicas. 

Nestes estágios. as anáfases permitem a identificação de 

aberraç5es de maneira mais precisa. em comparação com anáfases 

finais. onde os cromossomos dispoem-se de forma mais aglomerada 

e com maior grau de descondensação. prejudicando a perfeita 

visualização da morfologia dos mesmos. 

De acordo com os I-esu 1 tados das análises 

c i tadas. pode-se observar que algumas ev i dênc i as tOI-nam-se 

bastante consistentes. A linhagem 44114/2 foi a que apresentou 

menor freqüência de formação de pontes cromossômicas e menor 

freqüência das anormalidades observadas nas anáfases mitóticas. 

entre todos os materiais analisados. 

É i moor tan t e t- eco l-dar as obser vaçõe s 1 evan tadas 

POI- PHILLIPS et alií (988). de que a indução dos diferentes 

tipos de calos pode ocorrer a partir das mesmas células 

iniciais dos explantes. influenciadas pelas condiç5es 

ambientais de cultivo in vitro. Esta suposição I-elaciona-se 

diretamente com o comportamento apresentado pelos calos 
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induzidos a partir de explantes da linhagem 44114/2. 

menc i onando-se uma vez ma i s que e I es fOI-am se 1 ec i onados a 

parti,- de setor-es fl-iáveis sUt-gidos na super-fície de calos 

originalmente nâo-embriogênicos. com morfologia mucilaginosa. 

As duas linhagens que apresentaram maior 

fl-eqüênc i a de OCOI- rênc i a de pon tes cr-omossôm i cas e ou t 1- as 

anormalidades nas anáfases iniciais e tipicas foram: 131312/1 

e 132331/1, respectivamente. Estas linhagens foram algumas das 

que apresentaram melhor desempenho no cultivo in vitro. com 

elevada taxa de induçâo de calos friáveis. altamente 

embriogênicos. do Tipo 11. Conforme já discutido na revisâo de 

litet-atUl-a, diversos autol-es (ARMSTRONG & PHILLIPS. 1988 e 

SOMERS et a1ii. 1988) comentaram a possibilidade de haver uma 

relaçâo entt-e o tipo de calo induzido e a maior- taxa de 

de anormalidades mitóticas. principalmente 

relacionado à elevada taxa de crescimento dos calos do Tipo 11. 

Entretanto. é de se notat- que explantes da linhagem 41242/2 

formam um tipo de calo com caracteristicas bem distintas, 

apresentando morfologia mucilaginosa e que é classificado como 

nâo-embriogênico. Tal linhagem apresentou freqüências elevadas 

de formaçâo de pontes e outras anormalidades cromossômicas nas 
" .c ana,ases. compat-áve i s às apr- esen tadas pelas linhagens 

anteriores. Em adiçâo a este fato. pode-se observar que o grupo 

de linhagens que apresentou comportamento intermediár-io com 

relaçâo à ocorrência de anormalidades mitóticas e formaçâo de 

pontes anafásicas apresenta tanto linhagens que induzem calos 

do Tipo 11. tais como: 13151/1. 131311/1 e 13153/1. como também 

linhagens que formam calos nâo-embriogênicos e com morfologia 

mucilaginosa. tais como os genótipos: 21241/1. 41123/2 e 

44133/2. Estes dados indicam que a relaçâo existente entre o 

tipo de calos induzidos e a ocorrência de instabilidade 

mitótica deve ser complexa. necessitando de análises adicionais 

para a determinaçâo da correlaçâo existente entre os caracteres 

descritos. 
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Foi verificada que as pontes anafásicas se 

originaram predominantemente em braçps cromossômicas contenda 

knobs (comprovado pe las observações de f i guras coradas pe 1 a 

metodologia de bandamento-C, descritas a seguir) No entanto. 

os genótipos que possuem maior conteúdo de knobs 

hetet-ocromát icos não apt-esentat-am as maiores freqüênc ias de 

formação de pontes cromossômicas. A linhagem 44114/2 é a que 

apresenta bandas-C (correspondentes aos knobs heterocromáticos) 

em maior número de posições nos Cf-amassamos entre todas as 

linhagens incluídas na presente estudo (veja Tabelas 34 a 37). 

Como observada nas resultadas. este genótipo apresentou a menor 

de formação de pontes anafásicas ou 

anormalidades mitóticas nas calas analisadas. Com um raciocínio 

semelhante. observa-se que as linhagens com menor conteúdo de 

knobs. pertencentes à sub-família 300-133 (linhagens 13351/2. 

133512/2 e 133112/2) apresentaram instabilidade mitótica em 

maior amplitude. variando de valores próximos a extremas 

apostas. 

As linhagens pertencentes a uma mesma sub-

família e que apresentam composições de bandas-C 

(correspondentes aos knobs cromossômicas heterocromáticosl 

diferentes entre si representam um tipo de material bastante 

adequado para a determinação das passíveis influências 

genéticas exercidas pelas knobs heterocromáticos em milho. Como 

comentado anteriormente. as linhagens pertencentes à uma mesma 

sub-família devem possuir uma acentuada homogeneidade genética. 

Assim. as linhagens com composições de knobs diferentes. dentro 

de uma sub-família, poderão apresentar diferenças em relação 

aos lócos das proximidades dos knobs contrastantes. Este 

'-aciocínio poderia se,- aplicado pal-a algumas das linhagens 

utilizadas neste estudo, tais coma: 

Sub-família 300--133 : linhagens "'771"'::"1/'7 
.1 ' ....... \.,..1 1 ,,--I ..t " ,~) e 

13333/1, com pt-esença da knob local izado no b,-aço longo do 

cromossomo "7 v. e linhagens 133112/2. 13351/2 e 133512/2. com 
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ausência do referido knob heterocromático. 

Sub-fam í I i a 303-441: I i nhagem 44114/2. com 

presença do knob localizado no braço curto do cromossomo 7 e 

linhagem 44133/2. com ausência do referido knob. 

De acordo com este ,-aciocínio. os resultados 

obtidos mostraram os seguintes aspectos: 

As 1 inhagens da sub-famí I ia 300-133 apresental-am 

um comportamento muito variável. existindo genótipos com 

fr-eqüênc i as de formação de pon tes ana fás i cas próx imas dos 

valores extremos. Os dados obtidos mostram uma aparente 

ausência de relação entre a presença de knob no braço longo do 

cromossomo 3 e a formação de pontes nas anáfases mitóticas de 

ca I os das I i nhagens tes tadas . A fr-eqüênc i a de formação de 

pontes foi inferior (em torno de 4% a 5% das anáfases iniciais 

+ típicas) tanto para as linhagens 133512/2 e 13351/2. que não 

133131/3. homozigótica 

esta observação. as 

possuem o knob. como para a I i nhagem 

para a sua presença. Em contraste à 

linhagens 13333/1 e 133112/2 apresentam taxas mais elevadas 

(entre 6% e 7% das anáfases iniciais + típicas) embora sejam. 

respectivamente. homozigóticas para a presença e para a 

ausência do referido knob. 

Com relação à. sub-família 303-441. os n~sultadoi3 

devem ser considerados com maior cuidado. uma vez que foram 

avaliadas somente duas linhagens. diferentes entre si para a 

presença de knob no braço curto do cromossomo 7. A freqüência 

de formação de pontes anafásicas em células dos calos induzidos 

,3 pal-til- do genótipo homozigótico paTa a ausência do knob 

(linhagem 44133/2) foi aproximadamente o dôbro da freqüência de 

oco/-/-ência de pontes cromossômicas em anáfases (iniciais + 

típicas) apresentada pelas células dos calos da linhagem 

homozigótica para a presença de knobs heterocromáticos para a 

referida posição (linhagem 44114/2). 



173 

o predomínio de aberraçoes ct-omossôm i cas 

estruturais envolvendo ambos os braços do cromossomo 7, como 

observado na análise de metáfases descrita adiante. poderia ser 

um indicativo do possivel papel desempenhado por este 

cromossomo ou por suas regiões heterocromáticas na ocol-rência 

das anormalidades verificadas. Entretanto. os resultados 

obtidos parecem ser contraditórios ao relacionat- a presença de 

knobs nes te cromossomo e a ocor rênc i a de anorma 1 i dades em 

aná fases dos ca I os ana I i sados. O pr i me i ro fato fo i descr i to 

acima, a respeito da freqüência muito superior de formaçâo de 

pontes anafásicas na linhagem 44133/2, que nâo apresenta o knob 

localizado no braço curto deste cromossomo. Em adiçâo. deve-se 

I embraf- que as I i nhagens per tencen tes às sub-fam í 1 i as 300-131 

e 300-132 também possuem uma constituiçâo genética semelhante 

e a mesma composiçâo de bandas-C. Estas linhagens apresentam. 

como mencionado anteriormente. bandas-C em ambos os braços do 

cromossomo 7 e também no braço curto do cl-omossomo 9, além 

daquelas localizadas nos braços 

Os resul tados mosb-ai-am que as 

longos dos cromossomos 6 e 8. 

freqüênc i as de fonllaçâo de 

pontes anafásicas e de 

mitóticas observadas 

ocorrência das diversas anormalidades 

foram sensivelmente elevadas nestes 

genó tipos. Em todas as aná I i ses r ea 1 i zêidas pat-êi as aná fases 

iniciais e típicas, entre as mais instáveis sempre estavam 

presentes as linhagens 131312/1 e 132331/1. 

5.2.1.2. Análise de pontes cromossômicas através 

da coloração pelo bandamento-C 

Os resultados obtidos através do emprego da 

metodologia de bandamento-C t-evelaTam divei-sos aspectos do 

envolvimento das regiôes dos knobs heterocromáticos na formaçâc 

de pontes e na ocorrência de quebras de cromátides em anáfases 

mitóticas de regiôes pró-embriogênicas dos calos analisados. 
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Foi observado um evento caracterizado pelo 

atraso na separaçâo de cromátides lrmâs. e que, pelo fato de 

apresentar uma aparente aderência de braços cromossômicos ao 

nível das t-egiões contendo knobs. foi considerado como um 

evento pr-eliminar. A partir- do r-eferido evento. começar-ia a 

existir uma tensâo nas cl-omátides dut-ante a migl-açâo dos:: 

centrômeros para os pólos opostos. o que possibilitaria a 

ocorrência de quebras. Diversas figuras anafásicas comprovam 

que a regiâo relacionada com o referido evento é muito coesa e 

com grande resistência à separação normal das cromátides 

envo 1 v i das. F Ot-am obset-vadas aná fases onde as e;·; t rem idades 

envolvidas com o evento aparentemente não mostravam alterações. 

enquanto a por-ção localizada entre o knob e o centrômero 

apresentava com pronunciada descondensaçâo. como 

resul tado da forte tensão sofr ida. Esta descondensaçâo foi 

observada. em alguns casos. até mesmo em dois ou três pontos 

diferentes ao longo das referidas cromátides. A ocorrência de 

knobs nos loca i s de atraso na sepat-açâo de cr-omá ti des fo i 

compt-ovada pe 1 a ut i I i zaçâo da me todo 1 og ia de bandamento-C. 

Foram analisados matel-iais que apr-esentarn bandas-C em posição 

telomét-ica. Neste caso, a color-açâo diferencial da 

regiões eucromáticas com malor grau de condensação. como 

observado quando as cromátides envolvidas com a formação do 

evento apresentam knobs em posições intersticiais. 

A análise de um grande número de anáfases com 

estas conf i gut-ações permitiu a constatação de algumas 

características interessantes. Algumas anáfases apt-esentat-am 

bandas (envolvidas com a formação de pontes) com dimensões 

variáveis. desde um tamanho aparentemente normal até a presença 

de bandas mu i to pequenas ou mesmo i ne;< i s ten t es (ve ja F i gUI- a 

25) FOl considet-ado que estes eventos f ol-a d e c o 1- r- e n t e s o E: 

sucessivos ciclos de formação de pontes. com perda gradual 

regiões heterocromáticas dos knobs. 
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A ocorrência de pontes cromossômicas simples ou 

duplas (duas pontes na mesma anáfase). com ausência de bandas 

na sua extensão foi detectada em todos os mate!-iais aílal isados. 

Seguindo os raciocínios anter iOI-es. elas poder- iam 

conseqüências da quebra de cromátides em regiôes eucromáticas 

localizadas entre o knob e o ceniTômef-o. Caso estas 

extt-emidades quebradas não tenham sido "cicatt-izadas" durante 

a intérfase posteI-im-, poderia OCOt-rer a fusão delas após a 

dup I i cação de cl-omá ti des. I s to resu 1 tar i a na fOI-mação de uma 

c!-omátide dicêntl-ica e, desse modo. novamente OCOi-l-erIa a 

formação 

t (-aba 1 hos 

de pontes 

pioneir-os 

anafásicas. conforme mencionado nos 

de McCLINTOCI< <1938 ; 1939 e 1941) 

descrevendo o ciclo de quebra-fusão-ponte em células de milho. 

Segundo a autora. o processo consistiria de: a) quebra 

cromossômica, b) replicação do braço com extremidade quebrada. 

c) fusão das cromátides Irmãs ao nivel das extremidades 

quebradas. devido à ausência das seqüências teloméricas. 

formando uma cromátide dicêntrica. dI formação de uma ponte na 

anáfase. e e) repetição da primeira etapa. 

A ocorrência de pontes anafásicas poderia ser 

detectada. portanto. em vál-ios ciclos mitóticos das células 

filha:; a pa:-tíl- de um evento pl-elúnlnat- único. Ç; viab~lidade de 

cada célula resultante passaria a ser influenciada pelo grau de 

anormalidade existente. ~ de se esperar que as células contendo 

cromossomos com duplicaçôes tenham mais condiçôes de sobreviver 

por algumas geraçôes do que células contendo cromossomos que 

tenham sofrido deleçôes em regiôes muito extensas (RHOAOES & 
OEMPSEY. 1973; 1982 e 1983). A população de células que estaI-ia 

se diferenciando em embt- iôes somáticos ou ero 

me 1- i s tem á t i c a s dos c a los se t- i a . p 01- ta n to. c o m p os ta de t i p o s 

celulat-es diferente's entre Si en1 UH1,:; taxa que depe.nderia. õ 

P 1- i n c i p i o. dos se 9 u i n t e s f a t o t- e s: a ) f 1- e q Lt ê n c i a d a o c o r- 1- é n c i ·3 

de pontes anafásicas. ou dos eventos considerados preliminares. 

de atraso na separação de cromátides irmãs: b) grau ou extensão 



176 

dos rearranjos causados pela quebra de cromátides. seja devido 

à deleção, duplicação e/ou tr-anslocação de 

cromossôm i cas gên 1 cas (que i nf 1 uenc i ar i <3 na capac i dade das 

células aberrantes sobreviverem e participarem na diferenciação 

dos tecidos e na morfogênese dos calos); c) ocorrência de 

mutações gênicas. pela ativação de elementos de transposição; 

d) possibi 1 idade das extremidades quebr-adas se "cicatt-izarem". 

cessando o ciclo de quebra-fusão-ponte: e) interações destes 

eventos com as condições ambientais de cultivo in vitro. entre 

outros. 

De todas estas influências. talvez a que 

desperta maior atenção e suscita maior especulação vem a ser a 

possibilidade das extremidades quebt-adas das ct-omát ides 

envolvidas na formação de pontes anafásicas cicatrizar-em-se 

após determinado período de tempo. t importante lembrar que. em 

seus artigos a respeito do ciclo de quebra-fusão-ponte em 

células de milho. McCLINTOCK (1938: 1939 e 1941) comentou que 

se o cromossomo sofresse quebra em uma anáfase meiótica 

anterior e esta célula chegasse a participar da formação do 

endosperma. tanto através do gametófito masculino como do 

feminino. o ciclo continuaria em sucessivas divisões nucleares 

durante o desenvolvimento do tecido do endosperma. Entretanto. 

segundo a autora. cromossomos quebrados de células que 

participassem dos núcleos zigóticos. tanto pelo lado do tubo 

polinico como da oosfera. não resultariam em configurações de 

pontes nas divisões sucesslvas do tecido 

haveI-ia uma completa paralização do ciclo de quebt-a-fusão­

ponte. Oeste modo. o ciclo estaria confinado aos tecidos 

gametofiticos e do endosperma nas gerações imediatamente 

A cicatl-ização das 

extremidades quebradas no esporófito embriônico seria. de 

acordo com as evidências apresentadas pela autora. permanente. 

Quando um cromossomo com a extremidade quebrada já cicatrizada 
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fosse introduzido nos tecidos gametofiticos ou do endosperma 

nas geraç5es seguintes. não ocorreria nenhum evento de fusão de 

extremidades quebradas de cromátides irmãs ou entre dois 

cromossomos que apresentavam tal característica anteriormente. 

Este comportamento das extremidades quebradas de 

cromossomos de mi lho foi observado através da anál ise de 

padrões de var i egação do endosperma de sementes (ve ja uma 

descr i ção comp 1 eta em McCL I NTOCK. 1941). O método proposto 

baseou-se na análise de genes marcadores dominantes presentes 

no c r-omossôm i co contendo quebr-as e permitiu a 

determinação de eventos de deleção ou duplicação das regiões 

contendo os genes após sucessivos ciclos de quebra-fusão-ponte. 

Dependendo do local de quebra da ponte. um ou maIS marcadores 

poderiam ser perdidos ou duplicados a cada divisão nuclear no 

endosperma. O ciclo de quebra-fusão-ponte não foi observado em 

tecidos esporofíticos (McCLINTOCK. 1938 e 1939). Apar-entemente. 

um processo presente no embrião. mas ausente no endosperma ou 

gametófito. causaria uma cicatrização da extremidade quebrada. 

McCLINTOCK (1941) ponderou que os fatO/-es t-esponsáveis pela 

fusão ou pela cicatrização provavelmente estariam relacionados 

com o mé todo pe I o qua I os Cf-omossomos se quebr-am e pe 1 as 

condições fisiológicas envolvendo a e;dr-emidade quebt-ada. O 

processo de cicatrização é reconhecido atualmente como sendo 

uma adição de um novo telômer-o à extr-emidade quebt-ada 

(McCLINTOCK. 1984). 

Foi observado que as ponte5 tendem a soft-er­

quebf-as no mesmo local em sucessivas divisões (McCLINTOCK. 

1941), com uma indicação de que as fusões das cromátides irmãs 

após as quebras poderiam ser frágeis ou incompletas. Em adição. 

SCHWARTZ & MURRAY (1957) sugerit-am que fusões incompletas 

ocorrem freqüentemente, resultando em configurações de anáfases 

normais ao invés da ocorrência de cromátides dicêntricas. MILES 

(1971) verificou que certas cromátides dicêntricas sempre 

quebf-avam ao , 1 
nlve~ do si t i o de quebra original. durante 
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desenvolvimento do endosperma. O autor verificou que quebras em 

regiôes heterocromáticas algumas vezes mostra~am uma completa 

ausência de perdas genéticas associadas com o ciclo de quebt-a-­

fusão-ponte. Assim. de acordo com CARLSON (1988). a expectativa 

de serem produzidos 

duplicaçôes, como 

cromossomos 

I-esu 1 t ado 

com complexas 

de quebl-as 

deficiências e 

das pontes 

aleatór-iamente podet-ia não sel- sempt-e vet-dadeil-a. 

Além do ciclo descr-ito. com produção de 

cromátide dicêntrica e envolvendo a fusão entre extremidades 

quebt-adas de c I-omá ti des do mesmo c I-omos.somo. denom i nado de 

ciclo da cromátide. McCLINTOCK (1942: 1951 e 1978) demonstl-ou 

a existência de um ciclo do cromossomo. Segundo a autora. se 

dois cromossomos contendo quebras fossem introduzidos no 

zigoto. um através do tubo polinico e o outro através do saco 

embrionário. haveria uma freqüente fusâo das extremidades 

quebradas dos diferentes cromossomos. formando um dicêntrico. 

A ponte dicêntrica resultante abrangeria dois centr6meros 

diferentes (e nâo cromátides de um cetr6mero duplicado. como no 

caso anterior). sendo que na anáfase haveria a formaçâo de duas 

pontes. A quebra das pontes enVIai-la dois Cf-omossomos com 

extremidades quebradas para cada polo. A fusão dos cromossomos 

quebl-ados pf-odu:: i /- i (3 novame n te ur" d í cê:l t:- i co. e 2 fonnaçã= 

subseqüente de pontes duplas pelo dicéntrico f-einiciaria o 

ciclo. McCLrNTOCK (1942 e 1978) observou que o ciclo do 

c I-omossomo depende da hab i 1 i dade com que as ex t I-etn idades 

quebradas dos cromossomos fundem-se entre si. uma propriedade 

conhecida como "viscosidade". Segundo 2. t-efet-ida. auto/-a. esta 

fusâo aparentemente deveria ocorrer antes da sintese de ONA, 

uma vez que dois cromossomos quebrados nâo resultaram em dois 

ciclos da cromátide separadamente. Além disto. a fusâo deveria 

ter ocorrido antes do processo de cicatrização esporofitica. 

uma vez que o CIclo do Cl-ornossomo pôde se:- encontt-ado tanto er­

tecidos esporofiticos como no endosperma. Entretanto. fOl 

obset-vado que o ciclo freqüentemente cessou com G 
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desenvolvimento do esporófito. resultando na produçao de dois 

cromossomos estáveis a partir do dicêntrico. 

E;:< i s tem e. v i dê n c 1 as na 1 i t e t- a t u t- a de que um c 1 C 1 c 

da cromátide pode ser convertido expont§neamente em um ciclo do 

cromossomo (SCHWARTZ & MURRAY. 1957). embora sejam considerados 

eventos distintos. A análise do comportamento de cromossomos 

quebrados durante o desenvolvimento do endosperma mostrou que 

anáfases com pontes simples (padrão de ciclo da cromátide) 

sofreram modificaç5es para ocorrência de pontes duplas (padrão 

de ciclo do cromossomo). Os autol-es comental-am que pontes 

simples ocasionalmente resultam em não-disjunção ao invés de 

na < .c. ana,ase. A migração de ambos os centr6meros para G 

mesmo polo estabeleceria o ciclo de quebra-fusão-ponte do tipo 

cromossômico nas divis5es seguintes (SCHWARTZ & MURRAY. 1957). 

Com 1- e 1 ação às obser vaç5es desc 1- i tas no pr esen t E 

trabalho. pode-se dizer que muitos aspectos são semelhantes aos 

obset-vados pe los vál- i os autol-es menc i onados. En t 1- e tan to. POl­

representarem eventos observados em células cultivadas in 

vitro. onde mesmo os aspectos básicos de avaliação do fenótipo 

dos tecidos merecem ainda ser melhor considerados. faz-se 

necessária a realização de muitos outros estudos para o melhor 

conhecimento do mecanismo !-esponsdvel pela OCOI-I-énC1a e pe.le. 

comportamento das anor-ma I idades mitóticas ao longo 

sucessivas geraç5es celulares. 

5.2.2. Análise de metáfases mitóticas 

No presente estudo. foram analisados dois tipos 

de matet-iais: 

a) meristemas radiculares de sementes da geraçãe. 

Rl das variedades Piranão de Inverno e Jac-Durc. e 

b) t- e g i 5 e s p ,- ó - e m b:- i o 9 ê n i c a s d e c a 1 o E de i- i va dos 

de linhagens endog§micas com knobs determinados. 
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5.2.2.1. Meristemas radiculares de progênies de 

plantas regeneradas 

o primeiro grupo de materiais foi utilizado pat-a 

a verificação de possiveis aberrações numéricas existentes em 

progênies de plantas f-egeneradas que apt-esentar-am vat- iações 

fenotipicas em relação à variedade original. A análise mostrou 

o predomínio de células diplóides normais (acima de 70% em 

'todos os mater-iais). A ocorrência de células com número de 

cromossomos infel-ior- ao diplóide (2n=20) sugeriu a possivel 

ocorrência de rompimento de células durante o preparo de 

lâminas. Estes possiveis desvios foram minimizados com o 

emprego de tratamento enzimático (solução de pectinase a 2.5% 

por 5 a 10 minutos) e com coloração do citoplasma com Fast­

Green. As evidências maiS claras de anormalidades decorrentes 

do cultivo in vitro foram observadas em células dos materiais 

RI-(PI) 369 812 G2 e Rl-(PI) 369 83 G3. Estas anot-malidades. 

representadas pela ocorrência de células com elevado grau de 

ploidia e diversas aberrações nucleares (no primeiro material) 

e de células aneuplóides onde os cromossomos homólogos 

permaneciam dispostos aos par-es. em metáfases mitóticas (no 

segundo matel-ial). apareceram sempre na forma de setoriamento, 

isto é: algumas células da mesma planta eram aparentemente 

nor-mais enquanto outt-as apresentavam as aberrações. Outl-OS 

tt-abalhos f-elatando setol- iamento em plantas de mi lho 

regeneradas in vitro (EOALLO et alii. 1981: McCOY & PHILLIPS. 

1982 e ARMSTRONG & PHILLIPS. 1988) dão suporte à idéia de que 

tal evento pode ter duas explicações primárias: elas podem ser 

uma evidência da origem multicelular das plantas regeneradas. 

se ja pOt­

celulas 

organogênese 

com numer-o 

ou 

de 

por embr-iogênese somática. Assim. 

cromossomos diferentes poderiam 

participar da diferenciação de uma mesma planta e inclusive da 

formação das inflorescências e dos gametas e serem transmitidas 

às progên i es . A segunda i dé i a ser 1 a a ev i dênc i a de que as 
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células cultivadas in vitro poder-iam sofret- influência de 

agentes desestabilizadores do qenoma. mesmo após a 

diferenciaçgo em tecidos dos embri5es somáticos ou dos órg~os 

da planta completa. As hipóteses podet-iam sel- compt-ovadas 

através da análise sistemática da estabilidade ou instabilidade 

cromossômica em plântulas em desenvolvimento durante o cultivo 

in vitro. POI- exemplo. em meristemas t-adiculares surgidos 

dit-etamente a pat-til- de calos organogénicos. ou então. pela 

germinação dos embriões' somáticos. 

5.2.2.2. Regiõee embriogênicas de calos 

Os materiais utilizados para esta análise foram 

calos friáveis. altamente embriogénicos. induzidos a partir de 

explantes de algumas 1 inhagens endogâmicas com knobs 

cromossômicos determinados. O objetivo foi a avaliação da 

ocorrência de aberraç5es cromossômicas estruturais. através da 

utilização da metodologia de bandamento-C em metáfases 

mitóticas dos calos selecionados. Foram obser-vadas divet-sas 

figuras comuns entre os materiais analisados. Em sua maioria. 

as figuras analisadas representam evidências do envolvimento 

direto ou indireto das regiões dos knobs heterocromáticos com 

a ocorr-énc i a de pon tes c I-omossóm i cas em aná fases m i t ó ti cas 

durante o cultivo in vitro. 

As figuras observadas com malor freqQéncis 

apl-esental-am um or-edomínio de abet-r-ac:;ISe~:; par-a o CI-omOS.:30mo 7. 

A análise através da metodologia de bandamento-C mostrou que 

a 19umas me tá fases apt-esen tavam um dos homó logos do refet- i de: 

cromossomo com a banda-C do braço curto localizada em posição 

intersticial. enquanto o outro apresentava-a na posição normal. 

t e 10m é t- i c 2. • r 11K: i t o o ,- o v á ve 1 q LI e e :::;:. t E' e v e n t o t e n h a s u ,- q i de 

através da ocorrência de quebras de cromátides envolvidas com 

a formação de pontes. Uma possivel explicação para a ocorrênC1S 
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des ta f i gUt-a l-e I ac i ona-se com as descr i ções de McCL I N TOCK 

(1938; 1939 e 1941). na análise dos padl-ões de var-iegação do 

endosperma de sementes de milho contendo L dos cromossomos 9 

com rearranjos induzidos por na fase meiótica 

imediatamente antet-ior à fertilização dos gametas. Assim. caso 

a ponte tenha surg i do ao n í ve I do knob do braço cur to do 

cromossomo 7 e a quebra ocorreu entre este knob e o centrômero. 

as cromátides resultantes assumiriam a morfologia 

característica das figuras apresentadas por este trabalho. O 

fato das bandas relacionadas com esta figur-a apresentar-em 

dimensões aparentemente normais. no braço curto do cromossomo 

7. pode sel- devido à ocoíf-éncia de quebt-as dentl-o do knob 

hetet-ocl-omático. antet-iormente à quebt-a entre o knob e o 

centrómero. Este mecanismo proposto considera. portanto. que as 

extremidades quebl-adas não seriam "cicatr-izadas" antes de 

algumas divisões celulares. ou seja. ocorreria um determinado 

número de ciclos quebra-fusão-ponte e todas as possíveis 

conseqüências mencionadas na hipótese. 

Metáfases que apresentavam cromossomos 7 com a 

banda-C localizada no braço longo com dimens5es muito grandes 

também foram observadas em todos os materiais analisados (veja 

Figura 28). Talvez esta figura tenha sido conseqüência de uma 

amplificação do ONA heterocromático dos knobs (veja trabalho de 

SHANG & WANG. 1991). A maioria destas figuras apresentou apenas 

um dos cromossomos com esta anomalia e o homólogo aparentemente 

normal. Conforme observações de McCLINTOCK (1939). esta figura 

pode r- i a se r conseqüênc i a de mecan i smo anã. I ogo ao desc t- i to 

anteriormente. Considerando-se que o knob localizado no braço 

longo do referido cromossomo esteja relacionado com a formação 

de ponte. e a quebra ocorresse em posição adjacente ao knob. 

entl-e este e o telómE:To. A fusão das e>~tl-emidades quebl-adas 

P t- o d u z i !- i a c /- o m á t i de s d i c ê n t r i c as. c o n t e n d o o k no b c o m uma 

dimensão duplicada e aparentemente único. 

ocorrer na eucromatina localizada entre o knob e o centrómero. 
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haveria a formaç20 de dois tipos de cromossomos com morfologias 

distintas: um contendo deleção pat-a as f-egiões localizadas 

entre o knob e o telômero e entre o knob e a segunda quebra. e 

o outro com deleção para a primeira região. mas com duplicação 

para a segunda. Esta última figura seria semelhante à observada 

no presente trabalho. onde as metáfases analisadas apresentaram 

o braço longo do cromossomo 7 contendo a banda com dimensão 

ampliada. e em posição intersticial. 

Com t-elação a algumas metáfases obser-vadas (onde 

um dos CTomossomos 7apr-esentou o br-aço cu:- to com tamanho 

pronunciado e contendo duas bandas-C. enquanto o homólogo 

pat- eceu possu i r- tamanho e mOI-fo 1 og i a nonna 1 s • com apenas a 

banda-C telomérica no cl-omossômico) . foi 

elabor-ada a seguinte hipótese par-a explical- a sua origem: o 

knob localizado no braço CUt- to do cromossomo -; 
( estai-ia 

relacionado com a formação de ponte anafásica. que resultaria 

na quebra de ct-omát ides. Se esta quebl-a ocol-r-esse denb-o da 

heterocromatina do referido knob e as extremidades quebradas 

não fossem cicatrizadas. haveria a produção de cromátida 

dicêntrica. Na anáfase seguinte. ocorreria novamente ponte. e 

conseqüentemente, quebras de cromátides. Se a quebra ocorresse 

um com defi c i ênc i a e o outt-o com dup 1 i cação par-a a ,- eg i ão 

locali=ada entre o local desta última quebra e o local de fusão 

de cromátides do ciclo anterior. A célula contendo o 6romossomo 

com duplicação (por-tanto. contendo o knob hetel-ocromático; 

poderia formar novamente ponte cromossômica na próxima anáfase. 

considerando-se novamente a fusão das extremidades quebradas e 

a for-mação de cromá t i de di cén t 1- i ca. Se a conseqüen t e quebra 

ocorresse entl-e o centl-ômer-o e um dos knobs duplicados. o 

resultado serIa a produção de: cromátlde com deleção para uma 

gt-ande e>:tensãc. do b!-aco CUI-tO do l-eTel-ide, cr-OiTIO'3somo. e UiT,ó 

figul-a semelhante c apresentada POI- este t,-abalho (veja a 
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A observaçao de metáfases onde cromossomos 

homólogos apresentavam aderências ao nivel dos knobs foi 

interessante sob o ponto de vista de que análises anteriores 

(com células de meristemas radiculares de sementes RI 

proven i en t es das var i edades P i ranão de I nverno e Jac-DUI-o) 

haviam mostrado eventos semelhantes. Algumas metáfases daqueles 

materiais apresentavam os cromossomos dispostos aos pares. com 

a ressalva de que o método de coloração empregado não tenha 

permitido a visualização de bandas-C (correspondentes aos knobs 

heterocromáticosl nos braços cromossômicos envolvidos. 

~ importante menc ionaf- que as hipóteses 

enunciadas para a explicação das diferentes aberraçôes 

observadas em mitoses de regiôes pró-embriogênicas dos calos 

analisados no presente trabalho são preliminares e refletem um 

estágio inicial de estudo. Deve-se ressaltar que todas estas 

estão sujeitas à uma confirmação através de outros 

experimentos. com uma amostragem maior de figuras mitóticas e. 

principalmente. através do uso de outros marcadores genéticos 

e/ou citogenéticos e metodologias que assegurem uma perfeita 

conclusão sobre os mecanismos f-esponsáveis pela origem das 

anormalidades descritas. 

5.3. Cultivo de suspensões celulares 

Este método de cultivo in vitro representa um 

passo em direção ao estudo de protoplastos. São reconhecidas as 

suas vantagens de: controle das condiçôes de cultivo. ausência 

de microrganismos contaminantes. habilidade de crescimento em 

meios de cultura de composição definida e manutenção da 

totipoténcia celular mesmo em culturas de longa duração (veja 

!-e'Jisã.o em STREE:. 1973). Aliado a estas car-actel-isticas. está 

o fato de que suspensôes celulares finamente dispersas 

um tipo de material muito apropriado para 
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expel- imentos de isolamento de protoplastos. Em compat-açao a 

outros tecidos vegetais que poderiam ser utilizados com este 

objetivo. a suspensão possui as qualidades de 

r ep'- esen tar uma população muito grande de microcalos de 

dimensões bastante r-eduzidas. o que torna mais eficiente o 

tratamento enzimático para a remoção da parede celular. 

Suspensões induzidas a partir de algumas linhagens celulares 

apresentam uma e 1 evada taxa de cresc i men to, e manutenção da 

capacidade de I-egenel-ação de plantas po/- malS de um ano de 

cultur-a (SOMERS et alii. 1988) 

Os experimentos realizados com o objetivo de se 

estabe 1 ecef- suspensões celulares a partir da.s linhagens 

celulares com desempenho super ior- ao cultivo in vitro 

produziram resultados positivos. Nesta etapa preliminar. cujos 

testes empl-egaram o material "calo 57" (descr- i to 

anteriormente). foram determinados os procedimentos básicos em 

cada uma das etapas deste tipo de cultivo. As atividades 

estabelecidas baseadas em relatos da I i t e r a t ur- a • 

mencionados na revisão bibliográfica. Para aquele genótipo. foi 

observado que o meio de cultura N6. modificado para a presença 

dos aminoácidos L-prolina e L-asparagina. produziu suspensões 

celulares finamente dispersas em menor período de tempo e com 

qualidades superiores. em relação aos demais meios de cultura 

testados .. O resultado foi coerente com o apresentado por outros 

auto/-es (GREEN et , , , 

a ~ II • 1983 e KAMO & HOOGES. 1986) e 

demonstram a importância de se determinar o papel metabólico 

dos am i noác i dos 1 i Vf-es e de ou t ras subs tânc i aE, que pOSS.3.rn 

influenciar positivamente nas respostas das culturas de células 

vegetais in vitro. 

Em uma e tapa pos te 1- i 01-. foram t es tados ou tI-OS 

genótIpos com f-espostas supel-lor-es ao culti'v'o in vitro (elevada 

freqüência de formacão de calos do Tipo lI). assim como outros 

com compor-tamento conir-ário. isto é, mater-iais que induziram a 

formação de calos não-embriogênicos. 
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Os resultados obtidos mostraram que ambos os 

grupos de materiais sâo capazes de formar suspensôes. Embora os 

calos do Tipo Ir das linhagens '131311/1 e 132331/1 tenham 

produz i do suspensôes após 

ma ior- (cerca de lf meses). 

um pe t- í odo de tempo 

este resultado foi 

relativamente 

semelhante ao 

observado com outros genótipos superiores apresentados na 

literatura (veja relatos de VASIl & VASIl, 1986; 1987; KAMO & 

HOOGES. 1986; SHIllITO et alii. 1989 e PRIOLI & SONOAHL. 1989). 

Os calos não-embriogênicos (derivados das 

linhagens 21241/1 e lf12lf2/2) produziram suspensôes após apenas 

um mês de inoculação em meio de cultura liquido. Estes cultivos 

não são adequados para o isolamento de protoplastos (pois não 

apresentam totipotência 

utilizados nos mesmos 

celulal-) . 

expet- imentos 

no entanto. 

na forma 

podem sel-

de células 

nutrizes. uma vez que apresentam elevada taxa de crescimento e 

gl-ande viabilidade ao cultivo por longos pet-íodos de tempo. 

Esta sugestão é baseada em dados da literatura. relatando o uso 

de suspensaes não-embriogênicas na forma de células nutrizes 

para o cultivo de protoplastos isolados a partir de suspensaes 

totipotentes (RHOOES et alii. 1988a e b) 

Com relação aos calos do Tipo 11 derivados da 

linhagem 44114/2. fo i obse r- vada d pi-odução de suspensas t;:, 

finamente dispersas em um per iodo de tempo relativamente curto 

(2 meses após a inoculação em meio 1 iquido). Estas cul tUl-as 

apresentaram um crescimento muito pronunciado. em torno de 3 a 

lf vezes no per iodo de 7 dias. Os calos que deram origem a estas 

suspensôes estão sendo mantidos em meio de cultura sólido e 

conservam sua capacidade embriogênica após mais de 18 meses de 

cultivo in vitro. Este genótipo apresenta características muito 

favoráveis que justificam a sua utilização em futuros trabalhos 

de isolamento e cultivo de protoplastos. 
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6. CONCLUSOES 

Os resultados apresentados no presente trabalho 

comprovam que foi completamente padr-onizada e implantada a 

metodologia de cultivo in vitro de calos de milho induzidos a 

pat-til- de escutelos de embt- iões imaturos no labor-atóf-io de 

Citologia do Oepto. de Genética da ESALQ/USP. Os experimentos 

preliminares. realizados com as variedades Piranão de Inverno 

e Jac-Ouro permitiram que fossem analisados vários aspectos da 

cultura de tecidos de milho. O primeiro ponto foi a verificação 

da necessidade de se possuirem genótipos com elevada taxa de 

indução de calos embriogênicos. altamente regener-áveis e 

estabelecer metodologias de cultivo que obtenha a máxima 

resposta destes materiais. Um outro aspecto foi a observação de 

variabilidade fenotipica nas progênies de plantas regeneradas. 

Este fato conduziu os trabalhos no sentido de se estudar as 

causa~, de modificações. avalIação da 

i n s ta b í I i da d e m i t ó t i c a em me 1- i s tem as 1- a d i c u I a f- e :;:: de pIa n tas 

regeneradas e nos calos cultivados in vitro. 

As análises preliminares serviram de base para 

a elaboraçâo dos experimentos com quatro familias de linhagens 

endogâm i cas com di fe,- en t es compos i c;~õe:;::, de knobE~ c r-omossôm i co:;::, . 

enfoque principal do presente trabalho. 

A avaliação da capacidade de indução de calos 

embriogênicos nas referidas linhagens endogâmicas mostrou que 

os genotipos per-tencentes a família 300-1-3 arJr-esentam um 

compol-tamento muito favoi-á,vel. 

for-maçâo de calos fi-iáveis. altamente embt-iogénicos. AlgulTias 

linhagens pertencentes à referida família foram testadas na sua 
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capacidade de regenerar plantas e os resultados obtidos foram 

satisfatól-ios. tanto com j-elação à aclimatação das plantas 

regeneradas como com relação à fertilidade das mesmas. Estes 

genótipos também foram utilizados em experimentos de cultivo em 

me i os 1 í qu i dos e produz i ram suspensões ce 1 uI ares f inamen te 

dispersas e com grande crescimento. As linhagens pertencentes 

às famílias 301-2-1 e 303-4-1 apresentaram resultados 

semelhantes entre si. com for-mação de calos do tipo não­

embriogênicos, mucilaginosos. Com relação à família 303-4-4. os 

resultados obtidos foram variáveis: algumas linhagens testadas 

produz i I-am calos não-embriogênicos. enquanto que outras 

apt-esentat-am a de linhagens celulares com 

caracteristicas muito favot-áveis (linhagens 44114/1 e 44114/2). 

Estas linhagens celulares induzidas eram friáveis. com intenso 

crescimento. altamente embl- iogênicas e permitiram sua 

utilização em outros experimentos, de verificação da ocorrência 

de anormalidades cromossômicas em anáfases mitóticas dos mesmos 

e em experimentos de obtenção e cultivo de suspensões 

ce 1 u 1 ares. com resu 1 tados p rom i ssores em ambos os aspec tos 

(pequena taxa de ocorrênc ia de aben-ações cr-omossômicas nos 

calos e rápido estabelecimento de suspensão celular). 

Para a avaliação da oco!-n§ncia de aberl-ações 

Cf-omossôm i cas em cé 1 uI as de ca 1 os. também fo i necessát- i a uma 

fase de estabelecimento de procedimentos para a implantação da 

metodologia. Todas as atividades básicas. como a freqüência de 

subcultivos antes da coleta dos cêllos. a detenTlinação das 

condições de maceração com soluções enzimáticas e o método de 

preparação de lãminas. foram estabelecidas no laboratório. Os 

experimentos preliminares revelaram a existência de diversas 

anormalidades mitóticas em células de calos e mostraram que a 

freqüência de sua ocorrência é variável entre os materiais. 

A classi7'icação dos .. . -
L. 1 po::; de aber,-açoes e a 

determinação das melhores fases da divisão mitótica para esta 

avaliação permitiu a constatação de diferenças entre os 
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genótipos. 

aberrações 

com 

cromossômicas 

às freqüências de ocorrência de 

(pontes anafásicas e outras 

anormalidades estruturais). 

Os dados obtidos permitem a conclusão de que as 

reg iões dos knobs heterocromá ti cos dos cromossomos de mil ho 

devem estar relacionadas com a ocorrência de pontes anafásicas. 

Análises através da metodologia de bandamento-C mostraram que 

as pontes se originam em braços cromossômicos que possuem knobs 

heterocromáticos. Entretanto. as linhagens avaliadas que 

apresen tam ma 1 01- con t.eúdo de knobs (de tef-m í nado a t I-avés da 

presença de bandas-C em metáfases mitóticasl não apresentaram 

maior freqüência de formação de pontes nas anafáses dos calos 

analisados. Em adição. diversas das linhagens que apresentaram 

maior freqüência de formação de pontes anafásicas pertencem à 

familia 300-1-3, que produzem predominantemente calos do Tipo 

11. friáveis. altamente embriogênicos. ~ interessante notar que 

dentro desta fami I ia existem matel-iais com elevado gf-au de 

endogamia e 

detel-minados 

selecionados para a presença e 

knobs heterocromáticos. Pelo 

ausência 

fato 

de 

de 

representarem. desta forma. um tipo de material bem prÓXImo de 

linhas isogênicas. os resultados obtidos mostraf-am que não 

houve uma correlação absoluta entre a presença de knobs 

heterocromáticos e a ocorrência de pontes anafásicas, para as 

posições de knobs avaliadas. 

Aparentemente. não foi observada relação entre 

o tipo de calo induzido e a freqüência de formação de pontes 

nas anáfases em suas células. Em ambos os casos. tanto paTa 

materiais que produzem calos do Tipo ~I como para materiais que 

induzem calos não-embriogênicos. as freqüências de formação de 

pontes observadas foram semelhantes. 

Houve uma certa predominância de aberrações 

envolvendo o cl-omossomo 7 , . dos 

roa t e 1- i a i s analisados do bandamento-C. Em alguns 

materiais que apresentam bandas-C tanto no braço curto como no 
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braço longo deste cl-omossomo. a análise de metáfases mitóticas 

de calos mostrou que as aberraçôes estruturais podem atingir 

regiôes relativamente extensas dos cromossomos. 

A obset-vação de diversos tipos de aberraçôes 

mitóticas. tais como a presença de pontes com bandas-C e sem 

bandas-C. bem como a presença de atraso na separação de 

cromátides irmãs e pontes tipicas. parecem indicar a ocorrência 

de ciclos de quebra-fusão-ponte em células dos calos 

analisados. Foram identificadas figUl-as t-epresentativas dos 

divet-sos eventos envolvidos no refel-ido ciclo. e com algumas:, 

indicaçôes da existência de ambos os ciclos: da cr-omátide 

(pt-odução de cl-omátide dicênb-ica e com OCol-l-êncla de ponte 

simples nas anáfases) e do cromossomo (produção de cromossomo 

dicêntrico e com formação de duas pontes nas anáfasesl. Estas 

idéias e as hipóteses mencionadas no presente trabalho. para 

explicação da ocorrência das diversas figuras metafásicas 

descl- i tas. devem ser consideradas 

preliminares. sendo indispensável a 

análises para a confirmação das mesmas. 

como 

elaboração 

observaçôes 

de outras 

Os experimentos para obtenção e cultivo de 

s u s p e n s ô e s c e 1 u 1 a 1- e s a p a r t i 1- d e c a los f t- i á v e i s . a I t a me n t e 

embr-iogênicos e calos mucilaginosos. não-embr-iogênlcos, fot-arfl 

bem sucedidos no sentido de se determinar que o meio de cultura 

com composição salina de N6. e com presença dos aminoácidos L­

prolina e L-asparagina era o mais adequado para este tipo de 

cultivo. Os genótipos testados produziram suspensôes celulares 

finamente dispersas em período de tempo l-elativ3mente cut-to, ou 

seja. entre um e quatro meses. A obtenção de linhagens 

celulares friáveis. altamente embriogênicas. totipotentes e que 

mantém estas caracteristicas por mais de 18 meses de cultivo 

deve se!- considet-ada como de gl-ande i:Jotenciôl pôt-a a ui: LI ízação 

em experimentos de isolamento e cultivo de protoplastos. 
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