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RESUMO: Como parte de um programa que visa a seleção de linhagens adaptadas a regiões tropicais, com a
capacidade para regenerar plantas a partir de calos embriogênicos de curta duração, foram investigadas três
linhagens obtidas a partir de uma variedade de milho tipo flint, e seus respectivos híbridos. As culturas foram
obtidas a partir de embriões imaturos inoculados em meio N6 suplementado com 1,5 mg L-1 de 2,4-D e prolina
12 mM. A frequência de calos embriogênicos 45 dias após o início da cultura foi semelhante aos melhores
genótipos descritos na literatura (83-99%), refletindo a alta qualidade dos genótipos testados para o
estabelecimento de culturas de curta duração. O número médio de plantas férteis regeneradas em culturas
com 2-3 meses de idade variou de 2 a 8,15 por calo, destacando-se os híbridos 13342/5 x 13342/2 e 132331/
1 x 13342/5. Os resultados mostram que estes genótipos são promissores para utilização em programas
envolvendo transformação de plantas e propagação de genótipos.
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GENOTYPES WITH HIGH SOMATIC EMBRYOGENESIS AND PLANT
REGENERATION CAPACITY OBTAINED FROM TISSUE CULTURE

ABSTRACT: As part of a breeding program to select tropical maize lines which are able to regenerate plants
from embryogenic calli, three lines obtained from a flint maize variety, and their respective hybrids, have been
investigated. Short-term tissue cultures were obtained from immature embryos inoculated on N6 medium
suplemented with 1.5 mg L-1 2,4-D and 12 mM L-proline. The frequency of 45 day-old embryogenic calli was
similar to those of the best genotypes described in the literature (83-99%), reflecting the high quality of the
genotypes evaluated to estabilish short-term tissue cultures. The average number of fertile regenerated plants
in 2-3 month-old cultures ranged from 2 to 8.15 per callus, and the hybrids 13342/5 x 13342/2 and 132331/1 x
13342/5 showed the bestg performance. The results show that these genotypes may be used in programs
involving plant transformation and genotype propagation.
Key words: maize, tissue culture, somatic embryogenesis, regeneration

INTRODUÇÃO

Nos últimos anos tem crescido o interesse na
utilização de culturas embriogênicas de milho visando a
produção de plantas geneticamente transformadas (revisão
em Armstrong, 1999). Os primeiros relatos de produção
de milho transgênico fértil ocorreram no início desta
década (Gordom-Kamm et al., 1990; Fromm et al., 1990;
Walters et al., 1992). Desde então, genes cuja exploração
através de métodos tradicionais de melhoramento é
inviável, têm sido introduzidos via transformação e
mostrado capacidade de conferir resistência a importantes
pragas e doenças, bem como tolerância a herbicidas
(Koziel et al., 1993; Murry et al., 1993; Armstrong et al.
1995). Entretanto, a produção de plantas geneticamente
transformadas depende da integração do gene exógeno
na célula alvo e da eficiência com que plantas são
regeneradas a partir destas células. Até o presente, os
sistemas mais utilizados para transformação em milho têm

sido a cultura de calos embriogênicos, ou mesmo o cultivo
direto de embriões imaturos ou pré-cultivados (Armstrong,
1999).

Várias linhagens e híbridos adaptados a regiões
de clima temperado têm sido utilizados para indução de
culturas de calos, porém, a regeneração de plantas a partir
de calos embriogênicos tem sido obtida eficientemente a
partir de poucos genótipos, destacando-se a linhagem
A188, que apresenta pouco valor agronômico mas é muito
superior a outras linhagens de milho em sua capacidade
para regenerar plantas a partir de calos embriogênicos
(Green & Phillips, 1975; Lee & Phillips, 1987; Armstrong
& Phillips, 1988; Armstrong et al., 1992). Alguns genótipos
adaptados a regiões tropicais e subtropicais com
capacidade para produção de calos embriogênicos têm
sido relatados (Prioli & Silva, 1989; Furini & Jewell, 1994;
Bohorova et al., 1995; Fluminhan & Aguiar-Perecin, 1998).
Entre quatro famílias de linhagens derivadas de uma
variedade de milho tipo flint de origem tropical (Jac-Duro,
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Sementes Agroceres, Brasil), destacou-se uma que
apresentou alta capacidade de produção de calos tipo II,
isto é, friável e altamente embriogênico (Fluminhan, 1992;
Fluminhan & Aguiar-Perecin, 1998). Em outro experimento,
verificou-se que uma cultura embriogênica de longa
duração, derivada de uma determinada linhagem desta
família e que apresentava estabilidade cromossômica,
regenerava plantas férteis (Santos, 1995; Santos & Aguiar-
Perecin, 1995). Num estudo posterior utilizando três
linhagens da família 1-3 e respectivos híbridos, Gardingo
(1998) constatou que com a introdução de modificações
no meio de cultura, esses genótipos apresentavam
resposta embriogênica superior às observadas entre
linhagens relacionadas com esses genótipos, por
Fluminhan & Aguiar-Perecin (1998).

No presente trabalho são relatados os resultados
de uma avaliação da capacidade de regeneração de
plantas a partir de culturas de curta duração (cerca de 2-
3 meses de cultivo) derivadas dos mesmos genótipos
estudados por Gardingo (1998).

MATERIAL E MÉTODOS

As linhagens utilizadas são derivadas de uma
variedade de milho tipo flint de origem tropical (Jac-Duro,
Sementes Agroceres, Brasil), pertencentes à família
designada 1-3 que num estudo anterior apresentou
resposta altamente embriogênica e diferentes frequências
de instabilidade mitótica (Fluminhan & Aguiar-Perecin,
1998). A TABELA 1 apresenta as linhagens e respectivos
híbridos usados no presente estudo, bem como a
descrição de seus marcadores cromossômicos (knobs
heterocromáticos), mapeados em estudos citogenéticos
anteriores, que visavam a investigação da estabilidade
cromossômica desta culturas (Aguiar-Perecin & Decico,
1988; Fluminhan et al., 1996), e que consideramos como
descritores importantes destas linhagens.

As culturas foram iniciadas a partir de embriões
imaturos (1,5 - 2,0 mm), removidos de espigas 12-14 dias
após a polinização, e inoculados em placas de Petri

contendo meio N6 (Chu et al., 1975) com componentes
orgânicos de acordo com Fluminhan et al. (1996) e
suplementado com 1,5 mg L-1 de 2,4-D e prolina 12 mM.
O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem e o meio
foi solidificado com agar a 8%. Aproximadamente 60
embriões por espiga e no mínimo duas espigas por
genótipo foram utilizados. As culturas foram mantidas no
escuro a 28 oC e subcultivadas a cada 15-21 dias.

A frequência de embriogênese somática foi
avaliada 45 dias após o inicio da cultura, e está expressa
como percentagem de calos embriogênicos em relação ao
número de embriões inoculados.

A regeneração de plantas foi realizada 2-3 meses
após o início da cultura, pela transferência de oito calos
embriogênicos por genótipo para placas contendo meio N6
suplementado com 0,5 mg L-1 de 2,4-D (quatro calos por
placa), onde permaneceram por 3-5 dias no escuro e 7-
10 dias sob luz (fotoperíodo 16:8 horas). Em seguida,
foram transferidos para placas contendo meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) sem 2,4-D, até desenvolverem
coleoptile e raízes (14-20 dias), sendo então transferidos
para frascos contendo meio MS sem hormônio. As
plântulas com sistema radicular bem desenvolvido foram
transplantadas para potes plásticos contendo uma mistura
de terra e vermiculite (1:1) e mantidas durante 1 a 3 dias
em casa-de-vegetação a 28-30 °C. Em seguida, foram
transferidas para vasos de cerâmica e finalmente para
sacos plásticos, em casa de vegetação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O presente estudo faz parte de um programa que
visa a seleção de linhagens adaptadas a regiões tropicais
com capacidade de formar calos altamente embriogênicos,
e de regenerar plantas férteis que apresentem estabilidade
cromossômica. Nesta análise foi investigada a capacidade
de determinadas linhagens e respectivos híbridos
regenerarem plantas a partir de culturas de calos de curta
duração (2-3 meses de cultivo), usando o protocolo
descrito por Fluminhan (1992) e Santos (1995), com
modificações.

Os genótipos utilizados foram os mesmos
investigados por Gardingo (1998) para avaliação da
resposta embriogênica em culturas de calos de curta
duração (45 dias) e de longa duração (6 e 12 meses). A
linhagem 13342/2 foi utilizada em substituição à 13342/1,
avaliada por Gardingo (1998), ambas com a mesma
composição de knobs (TABELA 1).

Em todos os genótipos analisados foi observada
a formação de embriões somáticos sobre a superfície dos
calos duas semanas após a inoculação (Figura 1). Calos
tipo II, friáveis e altamente embriogênicos, semelhantes
aos descritos por Armstrong & Green (1985), foram
observados nas linhagens 13342/5 e 132331/1, e no
respectivo híbrido (Figuras 1b, 1c, 2a e 3a). Na linhagem
13342/2 de uma maneira geral, foram observados calos
de aparência mais compacta, apresentando regiões

Genótipo Knob*

K3L K6L2 K6L3 K7S K7L 8L1 K9S

13342/2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 00

13342/5 00 ++ ++ ++ ++ ++ 00

132331/1 00 ++ ++ ++ ++ ++ ++

13342/2 x 13342/5 +0 ++ ++ ++ ++ ++ 00

13342/2 x 132331/1 +0 ++ ++ ++ ++ ++ +0

132331/1 x 13342/5 00 ++ ++ ++ ++ ++ +0

*K, knob; o número se refere ao cromossomo que possui o knob; S,
braço curto; L, braço longo.

TABELA 1 - Linhagens e respectivos híbridos usados no pre-
sente estudo, bem como a descrição de seus
marcadores cromossômicos (knobs hetero-
cromáticos).
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embriogênicas (Figura 1a). Esta característica foi
observada também nos híbridos originados de
cruzamentos que envolveram esta linhagem (Figuras 2b
e 3b). A resposta observada na linhagem 13342/2 é
semelhante aos resultados obtidos para a linhagem 13342/
1 nos experimentos de Gardingo (1998).

A frequência de embriogênese somática aos 45
dias variou de 83,46 % no híbrido 13342/2 X 13342/5 a
99,22 % na linhagem 13342/5 (TABELA 2), confirmando
a superioridade destes genótipos observada em
experimentos anteriores (Fluminhan & Aguiar-Perecin,
1998; Gardingo, 1998). Os resultados obtidos são
comparáveis àqueles observados para os melhores
genótipos tropicais descritos na literatura (Bohorova et al.,
1995; Prioli & Silva, 1989; Hodges et al., 1986), e
superiores aos encontrados para genótipos de
origem tropical e subtropical testados por Furini & Jewell
(1994).

A correlação entre genótipo e resposta
embriogênica em culturas de calos iniciadas a partir de
embriões imaturos tem sido bem documentada (Green &
Phillips, 1975; Vasil et al., 1984; Tomes & Smith, 1985;
Kamo & Hodges, 1986). Poucos genótipos de milho são
capazes de formar calos tipo II, o que sugere a ocorrência
de um controle genético na determinação do tipo de
resposta ao cultivo in vitro (Tomes & Smith, 1985; Henry
et al., 1994). Entretanto, na literatura existem poucos
relatos sobre os genes envolvidos na embriogênese
somática e regeneração de plantas de milho. Wan et al.
(1992) identificaram, através da análise de RFLP, seis
regiões cromossômicas envolvidas na resposta ao cultivo
in vitro. Armstrong et al. (1992) verificaram que a região
cromossômica mais crítica para a formação de calos
encontrava-se no braço longo do cromossomo 9. Portanto,
as linhagens presentemente estudadas representam um
material interessante para futuras investigações do
controle genético da resposta ao cultivo in vitro. Analisando
genótipos tropicais, Prioli & Silva (1989) encontraram alta
frequência de embriogênese somática em linhagens da
raça Cateto, que é um dos componentes da variedade
usada como fonte das linhagens utilizadas no presente
estudo. Portanto, estas linhagens podem ter acumulado
segmentos cromossômicos derivados da raça Cateto
importantes para a resposta embriogênica.

A regeneração de plantas foi realizada 2-3 meses
após o início da cultura, selecionando-se oito calos por
genótipo (quatro calos por placa). A manutenção do calo
com embriões somáticos em sua superfície em meio
contendo 0,5 mg L-1 de 2,4-D, no escuro e depois sob luz,
foi importante para o desenvolvimento dos embriões
menores e permitiu a sincronização dos embriões no
processo de regeneração de plantas. Alguns pontos no
processo foram críticos, como por exemplo, a passagem
dos embriões germinados para frascos, onde a densidade
de embriões é importante. Foram obtidos bons resultados
com 8-15 embriões germinados por frasco. Outra etapa
importante refere-se à aclimatação das plantas em casa
de vegetação, sendo que o grau de umidade, temperatura,
época do ano e intensidade de luz são pontos que ainda
devem ser melhorados para obtenção de maior rendimento
de regenerantes a partir dos genótipos investigados.

As frequências de plantas regeneradas a partir dos
genótipos estudados estão expressas na TABELA 2. O
número médio de regenerantes variou de 2 a 8,15 por calo
entre os genótipos analisados. O híbrido 13342/2 x 13342/
5 apresentou o maior número de plantas regeneradas,
sendo que 19 produziram espigas. O maior rendimento de
plantas por calo foi obtido no híbrido 132331/1 x 13342/5,
o qual também apresentou maior frequência de calos
embriogênicos e maior estabilidade cromossômica no
estudo realizado por Gardingo (1998).

A média de plantas regeneradas por calo pode ser
considerada alta (TABELA 2), sendo semelhante aos
resultados obtidos para a linhagem A188 por Hodges et
al. (1986). Os resultados são, no entanto, superiores aos
obtidos por Furini & Jewell (1994) em genótipos tropicais
e subtropicais, e por Hodges et al. (1986) em diversas
linhagens e em híbridos obtidos através do cruzamento
destas linhagens com a linhagem A188.

Do total de 185 plantas regeneradas, 48 foram
utilizadas para análise citológica. A análise mitótica e
meiótica das plantas regeneradas mostrou estabilidade
cromossômica em todos os genótipos (Santos-Serejo,
1999). Das plantas restantes, 70 (aproximadamente 50%)
produziram espigas com sementes, variando em média de
35,7 sementes por espiga no genótipo 132331/1 x 13342/
5 a 73,5 no genótipo 13342/2 x 132331/1 (TABELA 2).
Algumas plantas apresentaram inflorescência masculina

Figura 1 - Calos embriogênicos com 45 dias de cultivo, dos genótipos a) 13342/2; b) 13342/5; c) 132331/1. O genótipo 13342/2 tem
tendência de formar calos mais compactos. Aumento de 9x.
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Figura 3 - Calos embriogênicos com 45 dias de cultivo, dos genótipos a) 132331/1 x 13342/5, altamente embriogênico; b) 13342/2 x
132331/1, mais compacto e apresentando regiões embriogênicas. Aumento de 13x.

Figura 4 - Plantas regeneradas a partir de culturas com 2-3 meses. a) Linhagem 132331/1; b) Híbrido 132331/1 x 13342/5.

Figura 2 - Placas de culturas com 45 dias de cultivo. a) Linhagem 132331/1, altamente embriogênica; b) Híbrido 132331/1 x 13342/2,
apresentando vários calos compactos (setas), típicos do genótipo 13342/2. Aumento de 0,8x.
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parcialmente feminilizada ou seca, provavelmente devido
a estresse fisiológico ocorrido durante a aclimatação. A
Figura 4 apresenta plantas regeneradas a partir de culturas
com 2-3 meses, derivadas da linhagem 132331/1 e do
híbrido 132331/1 x 13342/5.

Os resultados obtidos tornam evidente que as
linhagens testadas, constituem genótipos promissores para
estudos do controle genético da resposta in vitro, bem
como para obtenção de plantas transgênicas.
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