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RESUMO: O milho é uma das maiores culturas de
cereal do mundo. E empregado principalmente
como ragdo animal, mas a industria vem
aumentando a sua utilizagdo como insumo na
fabricagdo de mais de uma centena de
produtos. Assim, é de grande relevancia para o
desenvolvimento de novas linhagens mais
produtivas estudos relacionados com a sua
transformag8o genética. Para a producdo de um
evento transgénico de milho via Agrobacterium
tumefaciens é essencial o estabelecimento de um
protocolo eficiente de regeneragdo das células
transgénicas. A embriogénese somatica é o
procedimento mais utilizado para regeneracéo de
plantas de milho O objetivo desse trabalho é
selecionar linhagens tropicais capazes de formar
embrides somaticos de maneira eficiente em Cultura
de Tecidos utlizando como fonte de explante
embrides zigbticos imaturos de 20 linhagens
distintas de milho tropical fornecidas pelo Banco de
Germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo. Os
embrides imaturos foram cultivados em meio de
inducdo de calos, suplementados com diferentes
concentracbes de 2,4-D (1,5; 5,0; 10,0 mg L"l)
sendo avaliados a porcentagem de calos
embriogénicos formados. As linhagens L2, L12, L16
e L19 apresentaram alta capacidade de producéo
de calos embriogénicos. Estas linhagens poderéo
ser testadas na producdo de plantas transgénicas
de milho.

Termos de indexacdo: embriogénese somaética,
gendtipos tropicais, concentracéo de 2,4-D.

INTRODUCAO

O milho (Zea mays) pertence a familia das
gramineas; é uma planta anual, monoica, de
fecundacdo cruzada. Seu grdo é uma cariopse
contendo somente um embrido (Goncgalves, 2013).

Segundo dados de 2016 da FAO - Food and
Agriculture Organization, este cereal ocupa a
terceira posicdo como cultivar de maior producdo
mundial, apresentando grande importadncia na
economia brasileira devido a ocupacao de destaque
na produc¢éo agricola do pais, podendo ser utilizado
na alimentacdo do gado, producdo de etanol,
producdo de alimentos como amido, xarope de
glicose, 6leo, adocante, entre outros (Cho, 2014). E
produzido principalmente nas regides Sul, Sudeste
e Centro-Oeste.

O milho é a terceira maior cultura de cereal no
Brasil com uma producéo total de 84.7 milhdes de
toneladas, no ano 2015 (Conab 2016). Atualmente,
a transformacéo genética de plantas esta sendo
utiizada como estratégia para obtencdo de
materiais com resisténcia a pragas e doencas,
tolerdncia a herbicida e melhoria na qualidade
nutricional. Devido a essa importancia, € de grande
relevancia a sele¢do de gendtipos tropicais com boa
eficiéncia de regeneracdo em cultura de tecidos
para o desenvolvimento de novas linhagens mais
produtivas e adaptadas a diferentes estresses
bi6éticos e abidticos utilizando a transgenia (Cho,
2014).

A cultura de tecidos vegetal € uma técnica
utilizada para manipular plantas a nivel celular em
ambiente asséptico, sob condi¢cdes controladas,
sendo o melhoramento genético uma de suas
principais aplicabilidades (Bevitori, 2013; Dagla,
2012).

A regeneracdo celular pode ocorrer através de
duas vias a organogénese e a embriogénese
somética (Gorji et al., 2011).A embriogénese
somatica é a técnica mais utlizada para a
regenerac@o de milho in vitro. Calos embriogénicos
de milho podem apresentar duas formas, calo do
Tipo | e calo do Tipo I, sendo que os calos doTipo
Il apresentam maior eficiéncia para regeneracdo de
plantas (Armstrong e Green, 1985).

A regeneracdo € influenciada pelo tipo de
explante e pela composicdo do meio de cultura
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(Armstrong e Green, 1985; Songstad et al, 1991;
Bohorova et al. 1995). Até o momento o escutelo de
embrides imaturos e o meio de cultivo N6(Chu et al.
1975) suplementado com diferentes auxinas e
citocininas tem sido a combinagdo de explante e
meio de cultivo com os melhores resultados de
regeneracdo para diferentes cultivares de milho.

Neste trabalho sédo apresentados os resultados
da eficiéncia de formacdo de calos embriogénicos
para 20 gendétipos tropicais de milho cultivados em
meio basal N6 suplementado com diferentes
concentracdes de 2,4-D.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas vinte linhagens distintas de
milho tropical (Tabela 1), pertencente ao Banco de
Germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo — Sete
Lagoas / MG. Embriées imaturos com 1,5 e 2,0 mm
isolados entre dez a 15 dias apds a polinizagédo
foram utilizados como explantes. .

Para a coleta dos embrides as espigas foram
despalhadas, enxaguadas com &lcool 70% e
esterilizadas em solucdo de 1:1 de hipoclorito de
sbédio comercial a 50% e agua destilada, com duas
gotas de detergente comercial, por 20 minutos
sobre agitacdo. Apds este processo, dentro da
camera de fluxo laminar, as espigas passaram por
triplice lavagem com &gua destilada autoclavada.
Posteriormente ao processo de esterilizagdo,
ocorreu a extracao dos embrides imaturos.

Tabela 1 - Linhagens de Milho Tropical

Linhagem Sigla do Melhoramento
de Milho/CNPMS
L1 L-228-3
L2 L-262841-1-4-1
L3 521274
L4 531542
L5 521236
L6 L-521283
L7 371087-3
L8 371049-1
L9 541145
L10 371066-6
L11 521343
L12 371066-7
L13 3810227-1
L14 3820987-1
L15 482011-43
L16 590435-1
L17 3810067-7
L18 L-590027-7

L19
L20

552220F
3821095-5

Foram utilizados 360 embriGes zigéticos imaturos
de cada linhagem. Eles foram posicionados com o
eixo embrionario em contato com o meio de indugao
de calos MICT (4,3 g de N6 sais; 30 g de sacarose;
100 mg de myo-inositol; 2,9 g de prolina; 3,0 g de
phytagel; 15 mg de nitrato de prata; 1,0 ml de N6
vitaminas; PH 5,8) suplementado com diferentes
concentracdes de 2,4 D (1,5; 5,0 e 10,0 mg/L). As
placas vedadas com filme PVC foram incubadas no
escuro a temperatura de 28°C por 45 dias, sendo
subcultivados a cada 15 dias.

Foram realizadas quatro repeticdes por
tratamento, sendo cada repeticdo composta de uma
placa contendo 30 embrides imaturos, totalizando
120 embribes por tratamento.

A formacdo de calos embriogénicos foi
observada com o auxilio de um estereoscopio Zeiss.

A variavel analisada foi a porcentagem de calos
embriogénicos formados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo quatro linhagens de milho de
origem tropical apresentaram capacidade de
formacéo eficiente de calos embriogénicos em meio
MICT suplementados com 2,4-D. As demais
apresentaram baixa ou nenhuma formagéo de calos
embriogénicos.

As linhagens utilizadas apresentaram resultados
diferentes de acordo com a concentragcédo de 2,4-D
presente no meio basal. As linhagens L12 e L16
apresentaram melhor desenvolvimento no meio de
inducdo de calos em concentracdo de 1,5 mg de
2,4-D e a L19 apresentou resultados satisfatorios
em concentracdo de 5,0 mg de 2,4-D, enquanto que
a linhagem L2 formou calos embriogénicos de
maneira semelhante em todas as concentracdes
utilizadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Formagé&o de calos embriogénicos de milho em
meio N9 suplementado com diferentes concentragdes de
2,4-D.

Linhagem Concentracdo de 2,4 D
1,5 mg 5,0 mg 10,0 mg
L1 5,55% 0% 2,22%
L2 31,67% 35,83% 45%
L3 11,67% 14,16% 8,33%
L4 3,33% 0% 12,5%
L5 13,33% 19,17% 8,89%
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L6 20% 26,67% 1,67%
L7 18,33%  15,83% 4,17%
L8 0% 16,67% 0%
L9 3,33% 14,44%  18,33%
L10 21,67% 21,67% 0%
L11 5% 6,67% 5% . . .
L12 68.89% 5333% 14.17% Figura 1. Tipos de calos mais comumente
L13 26.67% 0% 1.67% encontrados para as diferentes linhagens de milho
L14 5% 0% 0% cultivadas em meio N6 suplementado com 2,4-D.
L15 0% 1,67% 1,67%
L16 54,17%  37,5% 12,5% ~
L17 10% 5% 3,33% CONCLUSOES
0, 0, 0,
:jg g(?G?% 08? 11% 08/50 83% O meio de cultura MICT suplementado com 2,4-
L20 5 4’17% 50/(’) 7 5'% D apresentou capacidade de inducdo de calos

w

embriogénicos para quatro linhagens de milho
tropical.

Experimentos futuros serdo direcionados para a
regeneracdo dos calos embriogénicos. Também
serd testada a capacidade da Agrobacterium
tumefaciens em infectar estes gendtipos tropicais de
milho.
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