Inducao de calos embriogénicos em milho tropical em diferentes concentracoes de 2,4-D
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Introducao

A transformagdo genética é uma ferramenta muito importante para o desenvolvimento
de plantas com caracteristicas agronomicas de interesse, mas depende de um sistema eficiente
de regeneracdo das células transformadas. Regeneracdo de plantas de milho em cultura de
tecidos pode ocorrer via organogénese (ZHONG et al. 1992, 1996) ou embriogénese
somatica. Entretanto, a metodologia mais estudada é a embriogé€nese somdtica, a qual tem a
vantagem de produzir uma estrutura bipolar que pode, teoricamente, ser germinada e
regenerada em um s6 passo.

A embriogénese somatica no milho acontece através da formagao de calos do Tipo I
ou II. Os calos do Tipo I sdo compostos de dois tecidos distintos. Um tecido é duro,
compacto, amarelo ou branco e normalmente capaz de regenerar plantas; o outro é granular,
amarelo-palido ou cinza-claro, translicido e incapaz de regenerar plantas (VASIL; VASIL,
1981). Os calos descritos como do Tipo II sdo macios, fridveis e altamente embriogénicos
(ARMSTRONG; GREEN, 1985; TOMES; SMITH, 1985). As culturas formadoras de calos
do Tipo II crescem rapidamente, podem ser mantidas por um longo periodo de tempo e
formam um grande nimero de embrides somaticos facilmente regeneraveis (VASIL, 1987).

Embora calos do Tipo II sejam os mais eficientes para a producdo de plantas
transgénicas de milho, calos do Tipo I podem também ser utilizados. A ocorréncia de calos
embriogénicos fridveis do Tipo Il ndo € tdo comum, sendo que apenas um numero limitado de
genotipos de milho sdo capazes de expressar este fendtipo em meio de cultivo notadamente a

linhagem temperado A188 (ARMSTRONG; GREEN, 1985) e o hibrido Hill.
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Sabe-se que, em milho, a inicia¢io de calos regeneraveis (PHILLIPS et al., 1988), bem
como a frequéncia de regeneracdo de plantas, sdo afetadas por um componente genético e
dependem do gendétipo utilizado (HODGES et al., 1986; PRIOLI; SILVA, 1989). Embora as
propriedades de uma cultivar ndo possam ser facilmente modificadas para tornid-la menos
recalcitrantes a embriogénese somatica, os componentes do meio de cultivo para induzir e
apoiar este processo podem ser alterados. Com o avanco da metodologia do cultivo in vitro e,
particularmente, com modificagdes na composi¢do dos meios de cultura e nas relacdes e doses
dos reguladores de crescimento, passou a ser possivel a regeneracdo de um crescente nimero
de gendtipos (PHILLIPS et al., 1988; PRIOLI; SILVA, 1989). No entanto, a maioria destes
genotipos forma apenas calos compactos do Tipo 1.

Outra etapa importante no desenvolvimento de embrides sométicos € o processo de
maturacio e regeneracdo de plantas. Durante esta fase os embrides zigéticos sofrem varias
alteragcdes morfoldgicas e bioquimicas, tais como deposi¢do de compostos de armazenamento,
repressdo de germinacdo e aquisicdo de tolerancia a dessecacdo (JIMENEZ, 2005). No
entanto, existem varios exemplos na literatura em que embrides somaticos cultivados in vitro
nio se desenvolvem nem germinam normalmente. Grandes esfor¢os tém sido dedicados a
contornar estes problemas, especialmente complementando o meio de cultura com
reguladores de crescimento vegetal, os quais possibilitam que as fases tardias da ES
progridam de maneira similar ao desenvolvimento zigético (JIMENEZ, 2005).

Neste artigo sdo descritos os estudos para o desenvolvimento de um protocolo de
formacao e regeneracdo de calos embriogénicos do Tipo II para a linhagem de milho elite L3

da Embrapa Milho e Sorgo, visando a sua utiliza¢ao para a produgdo de plantas transgénicas.

Material e Métodos

Sementes de milho da linhagem L3 foram crescidas em canteiros na Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG, Brasil. As espigas com 8-16 dias apds a polinizacao foram colhidas
e esterilizadas com 50% de dgua sanitdria comercial e 0,01% Tween 20, durante 40 minutos,
lavadas trés vezes com &4gua destilada esterilizada para posterior extracdo dos embrides.
Embrides imaturos, entre 1 ¢ 2 mm de comprimento, foram isolados e cultivados com o eixo
embriondrio em contato com a superficie do meio de indugdo de calos IC (N6 sais e vitaminas
N6 (CHU et al., 1975), 100 mg L™ de mio-inositol, 2,87 g L' de L-prolina, 200 mg L de
casefna hidrolisada, 30 g L' sacarose, 2,5 g L' Phytagel, 1,7 mg L de nitrato de prata)
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suplementado com o regulador de crescimento 2,4-D nas concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 mg.L'l. O pH foi ajustado para 5,8 com hidréxido de potdssio 1 N
antes da autoclavagem. Cada tratamento foi composto de seis repeticdes e cada unidade de
repeticdo formada por 20 embrides imaturos, num total de 120 embrides por tratamento. As
culturas foram mantidas em placas de Petri (100x25 mm), no escuro, a 27°C para a iniciacao e
manutencao de calos, durante quatro semanas, com um subcultivo apés duas semanas.

A regeneragdo dos calos foi iniciada apds o seu subcultivo por duas semanas em meio
RM - sais e vitaminas de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 60 g L' de sacarose, 100 mg
L' de mio-inositol, 0,2 mg L' de ANA, 3 g Phytagel L'l, pH 5,8 no escuro, a 25°C para a
maturacdo dos embrides somaticos. Os embrides somaticos foram transferidos para Magenta
contendo meio de regeneracio RM (Ms sais e vitaminas, 100 mg.L™' mio-inositol, 60 g.L”!
sacarose, 4,5 g.L'1 Phytagel) suplementado ou nao com reguladores de crescimento vegetal 1
mg. Lt AIA, Zeatina e ABA. No meio RMI1, sem reguladores de crescimento, foram
avaliados 348 calos, enquanto que no meio RM2, com reguladores de crescimento, foram
avaliados 324 calos. Embrides maturados mostrando uma coloracdo branca-opaca foram
transferidos para meio MS (MS sais e vitaminas, 3% sacarose e 3 g.L'1 Phytagel) para

germinacao.

Resultados e Discussao

A embriogénese somdtica (ES) € a reestruturacdo do desenvolvimento de células
somadticas para a via embriogénica e constitui a base da totipoténcia celular de plantas
superiores (IMIN et al., 2004; NISHIWAKI et al., 2000). Em contraste com a embriogénese
zigética, a ES é um processo de propagacdo ndo sexual, onde as células somadticas
diferenciam-se em embrides somaticos. O desenvolvimento embriondrio zigdtico comega com
a formagdo do zigoto apds a fertilizagdo, enquanto que no somdtico células somdticas
adquirem competéncia embriogénica como resultado da exposi¢ao a diferentes estimulos
quimicos e/ou fisicos. Reguladores de crescimento vegetal, especialmente as auxinas, sdo
componentes-chave para a indu¢do do potencial embriogénico das células sométicas. Neste
trabalho, embrides imaturos de milho da linhagem tropical L3 foram subcultivados em
diferentes concentracdes de 2,4-D e distintos tipos de calos embriogénicos foram formados
(Figura 1). Na auséncia de 2,4-D nao foram produzidos calos embriogénicos de qualquer

natureza. Em concentracdes mais baixas de 2,4-D (0,5 e 1,5 mg.L’l) apenas calos
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embriogénicos do Tipo I foram encontrados. Entre 2,0 e 5,0 mg.L'1 mais de 80% dos calos
formados foram do Tipo I, enquanto que em concentragdes mais elevadas (10 e 15 mg.L'l)
calos do Tipo II foram mais frequentes (Figura 2). O sucesso da utilizagdo do 2,4-D para a
inducdo de calos embriogé€nicos obtido neste trabalho estd de acordo com os dados de
literatura que apontam que as auxinas sdo os reguladores de crescimento vegetal mais
utilizado para induzir a embriogénese somadtica na maioria das plantas ja estudadas,
provavelmente por causa da sua participacdo na regulacdo do ciclo e da divisdao celular
(FEHER et al., 2003; GAJ, 2004). Em seu trabalho Gaj (2004) mostra que em 49% dos
protocolos que utilizam reguladores de crescimento vegetal para a indu¢ao da embriogénese
somadtica, a auxina 2,4-D foi a que apresentou melhor resultado. Em varias espécies, é
necessario ocorrer a maturacdo do embrido antes do processo de germinagdao do embrido
somatico. Durante a maturacdo mudangas biofisicas das células levam ao acimulo de
materiais de armazenamento (BOZHKOV; ARNOLD, 1998) e tolerancia a dessecagdo
(BLACKMAN et al., 1992) para a conversao dos calos em embrides e, em seguida, para a sua
maturacdo (MERKELE et al., 1995). A embriogénese somdtica pode ser influenciada ainda
pelo potencial osmético do meio de maturacdo (WALKER; PARROTT, 2001), como por
exemplo, os carboidratos que comumente sdo usados nas culturas como fontes de carbono
para o desenvolvimento de tecidos (IRAQI; TREMBLAY, 2001) em plantulas. Estes
compostos podem interferir na embriogénese somatica alterando o potencial osmético do
meio e/ou funcionar como nutriente (LI et al., 1998) nas culturas. Em muitas espécies, o
aumento da concentracdo de acucares em geral pode melhorar a maturacdo dos embrides
somaticos, como descreve Li et al. (1998) e Iraqi e Tremblay (2001). Inclusdo de ABA no
meio de cultura durante as fases finais de desenvolvimento dos embrides somaticos,
assemelham-se, de certo modo, ao aumento natural de hormonios endégenos observados em
varios embrides zigéticos. Portanto, este regulador de crescimento vegetal é utilizado para
estimular a maturacdo e, a0 mesmo tempo, para evitar germinacdo precoce (GARCIA-
MARTIN et al., 2005). Neste trabalho embrides sométicos obtidos em meio IC suplementado
com 10 mg.L'1 de 2,4-D foram subcultivados em meio RM contendo 6% de sacarose
suplementado ou ndo com AIA, Zetina e ABA para indu¢do da maturacao. Calos maturados
foram subcultivados em meio MS para germinacdo. Calos provenientes do meio RMI1
formaram 0,86 plantas/calo, enquanto que os maturados no meio RM2 formaram 1,18

plantas/calo (Figura 3). A eficiéncia de germinacao dos calos maturados foi baixa, indicando
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que ainda existe a necessidade de otimizagdo desta fase do processo para que a linhagem L3

seja utilizada com sucesso na producao de plantas transgénicas.
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Figura 1: Formacdo de calos embriogénicos da linhagem de milho tropical L3 em
diferentes concentragdes de 2,4-D. (A) 0 mg/l; (B) 0,5 mg/l; (C) 1,0 mg/l; (D) 1,5 mg/l;
(E) 2,0 mg/1; (F) 5,0 mg/1; (G) 10,0 mg/1; (F) 15,0 mg/l. Barra = 1 mm.
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Figura 2: Quantidade de calos embriogénicos formados a partir de embrides zigdticos
imaturos da linhagem de milho L3 na presenca de diferentes concentra¢des do regulador de
crescimento 2,4-D.
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Figura 3: Numero de plantas regeneradas a partir de embrides sométicos obtidos de embrides
zigbticos imaturos da linhagem de milho L3 na presenca (R2) ou auséncia (R1) de
reguladores de crescimento vegetal.
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