OBTENGAO DE UMA LINHAGEM DE MILHO TOLERANTE AO ESTRESSE SALINO

MEDIANTE A CULTURA DE ANTERAS'
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RESUMO - Foi realizada uma cultura de anteras a partir de paniculas procedentes do cruzamento dos
hibridos Arizona 8601, gen6tipo reconhecido como altamente tolerante ao estresse salino, € o hibrido
MI11MI4, genétipo com resposta androgenética positiva. O meio de cultura utilizado foi o Yu-Pei
modificado com adicdo de 60 g/l de sacarose. Foram obtidas duas plantas a partir da cultura das anteras.
Uma delas, com deficiéncia de clorofila nas folhas, ¢ a outra, com caracteristicas fenotipicas normais
de uma planta de milho. Esta tltima apresentou um total de 20 cromossomos como conseqiiéncia de
diploidizac@o espontanea, resultando na produgfo de uma linha pura denominada LW1. Testou-sc a
tolerdncia a salinidade desta linha em casa de vegetacio, e observou-se um comportamento similar ao
hibrido tolerante Arizona 8601 quando submetido a diversos niveis de NaCl (0,0; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,2%).

Termos para indexagéo: androgénese, duplo haploide, regeneracdo de plantas, melhoramento vegetal,
cultura de tecidos de plantas, Zea mays.

SALT STRESS-TOLERANT MAIZE PRODUCTION BY ANTHER CULTURE

ABSTRACT - An anther culture was initiated from the crossing of the Arizona 8601 hybrid of maize,
highly tolerant to salt stress, and the M11M14 hybrid, a genotype with positive androgenetic response.
The basic medium used was Yu-Pei modified with 60 g/] of sucrose. Two anther-derived plants were
obtained: one with chlorophyll-deficient leaves, and the other a normal green plant. The latter showed
atotal of 20 chromosomes, as a consequence of spontaneous diploidyzation resulting in the production
of a pure line called LW1. This line was multiplied and tested in a greenhouse for salinity tolerance,
and a behaviour similar to that of the tolerant hybrid Arizona 8601 was observed when submitted to
different levels of NaCl (0.0, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.2%).

Index terms: androgenesis, doubled haploid, plant regeneration, plant breeding, plant tissue culture,

Zea mays.

INTRODUCAO

A salinidade e a sodicidade do solo sdo fatores
limitantes na produgdo agricola em muitas areas do
planeta. As regides édridas e semi-aridas represen-
tam, aproximadamente, 40% da superficie da terra,
e caracterizam-se por elevada salinizagdo do solo e
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da agua (Fisher & Turner, 1978). O processo de
salinizagdo do solo se estende por um ter¢o das
areas irrigadas (Tal, 1984) ¢ vem ocorrendo tam-
bém em outras dreas além das regites aridas e semi-
-aridas. Estima-se que existam mais de 900 mi-
lhdes de hectares de areas salinizadas no planeta
(Kuoda & Szabolcs, 1979).

Para a utilizagfio dos solos salinizados s30 neces-
sarios tratamento do solo e/ou melhoras das caracte-
risticas fisiologicas das plantas, adaptando-as as con-
di¢des ambientais para evitar um decréscimo da pro-
dutividade. As duas alternativas podem, evidente-
mente, ser complementares (Tal, 1985). A adapta-
¢do da planta ao solo, ou seu melhoramento, é uma
solugdo bastante vidvel, tendo em vista 0 mais baixo

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.30, n.11, p.1313-1318, nov. 1995



1314

custo quando comparado as onerosas técnicas de tra-
tamento de solo. A ampla variabilidade genética per-
mite a sele¢do de gendtipos adequados as condigdes
adversas do meio ambiente (Epstein et al., 1979).

As técnicas de cultura de tecidos sdo reconheci-
das atualmente como um instrumento 1til nos traba-
lhos de melhoramento genético. A utilizagdo de téc-
nicas de cultivo de anteras em programas de melho-
ramento genético € uma realidade em diversos pai-
ses. Na China, cultivares de arroz de elevada produ-
tividade, obtidas por cultivo de anteras, ocupam uma
area consideravel daquele pais (Yin etal., 1976). Na
Alemanbha, avangos significativos foram alcangados
no melhoramento genético da cevada com respeito a
tolerdncia ao virus-do-mosaico (Foroughi-Wehr &
Friedt,1984), assim como também foi possivel au-
mentar a resisténcia da batata a nematéides e ao vi-
rus X (Wenzel & Uhrig, 1981).

No Brasil, avangos significativos foram obtidos
no melhoramento de trigo através de trabalhos de-
senvolvidos pela EMBRAPA-CNPT/UFRGS/UPF,
e no melhoramento de arroz e aspargo, desenvolvi-
dos pela EMBRAPA-CPACT/UFPEL. Em relagio
a cultura do milho, recentemente foi obtida uma
linha pura, resistente ao tombamento quando sub-
metida a ventos de até 40 milhas por hora (Ting,
1993).

A cultura do milho, que ¢ a base da alimentagéo
em varios paises da América Latina, ocupa posi¢do
destacada em relagdo a rea cultivada na, zona, semi-
arida do Estado de Pernambuco. Ao longo dos
ultimos trinta anos, sua produtividade vem decres-
cendo, chegando ao patamar dos 700 kg/ha na Re-
gido Nordeste, em contraste com niveis de produti-
vidade que alcangam valores de 11.000 kg/ha na Re-
gido Sudeste. E portanto evidente a necessidade de
obtengfio de cultivares de milho adaptadas as
dificeis condi¢des ambientais do Semi-Arido nordes-
tino visando o aumento da produtividade desta
cultura.

O presente trabalho objetivou a obten¢do de uma
linhagem de milho tolerante a salinidade do solo, a
partir do cultivo de anteras.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado para a cultura de anteras
foi procedente do cruzamento entre os hibridos Arizona
8601 e M11M14. O propésito deste cruzamento foi a ob-
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tengdo de um hibrido com componentes genéticos que as-
sociassem a tolerdncia a salinidade do Arizona 8601 (Day,
1987), com a capacidade androgenética do M11M14
(Boget, 1992). A partir de 50 dias ap6s a semeadura, o
hibrido foi avaliado diariamente para a determinagio do
estadio de desenvolvimento dos micrésporos ao micros-
cdpio Optico, utilizando-se como corante carmim acético
(0,5 g de carmim em 100 m! de acido acético a 45%). As
paniculas com micrésporos mononucleados foram corta-
das ¢ envolvidas com papel de celulose umedecido ¢ de-
pois com papel-aluminio. Nestas condigdes as paniculas
foram mantidas durante 14 dias a 8 °C. Apds este trata-
mento de choque frio, as paniculas foram esterilizadas
durante trés minutos em agitag¢do, com hipoclorito de sédio
a 7% e lavadas trés vezes com dgua bidestilada estéril, em
camara de fluxo laminar. Com auxilio de pingas ¢ bisturi
estéreis, as anteras foram separadas das flores e inoculadas
em meio de cultivo Yu-Pei(Wan etal., 1989), modificado o
conteudo original de sacarose para 60 g/l. O cultivo foi
feito em placas de polietileno (6,0 x 1,5 cm) nas quais
foram inoculadas aproximadamente 60 anteras/placa,
totalizando aproximadamente 3.720 anteras procedentes
de seis plantas. As placas foram seladas com “Parafilm”,
cobertas com papel-aluminio, € mantidas durante uma se-
mana no escuro, a 25 °C. Depois, as placas foram coloca-
das em luz ténue (5 a 10 pmoles.m.s") durante quatro a
cinco semanas, até o desenvolvimento dos embridides. Uma
vez obtidos os embridides, estes foram transferidos para
trés meios de cultivo, a fim de se obter a regeneragdo das
plantas. Os meios utilizados foram: (1) 1/2 MS (meio de
Murashige & Skoog, 1962, diluido 4 metade); (2) meio Yu-
Pei modificado com 60 g/l de sacarose e (3) meio CN
(Willadino, 1993). Determinou-se o nivel de ploidia medi-
ante o método descrito por Wan et al. (1989).,
Realizou-se também um ensaio para testar a tolerdn-
cia, ao NaCl, da descendéncia (F1) da linha LW1, obtida
através do cultivo de anteras, comparando-se esta linha
com os parentais M11M14 ¢ Arizona 8601. O experimen-
to foi realizado em casa de vegetagdo, semeando-se indi-
vidualmente em vermiculita seis sementes por tratamen-
to. A irrigagdo foi feita com solugdo nutritiva de Hoagland
diluida em 50%, a qual foram adicionadas diferentes quan-
tidades de NaCl para se¢ obter as concentragdes de 0,0;
0,4; 0,6; 0,8 ¢ 1,2% desse sal. Para evitar modificagdes na
concentragdo das solugdes, a condutividade elétrica da so-
lugdo drenada foi medida diariamente e, quando necessé-
rio, as plantas foram irrigadas com solugdo nutritiva sem
adi¢do de NaCl. Determinou-se o crescimento das plantas
com base no peso da matéria fresca e seca de plantulas,
20 dias apds o plantio. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis
repetigdes por tratamento. O efeito dos tratamentos foi
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avaliado estatisticamente, através da anélise de variancia,
e a correlagdo entre as varidveis, mediante analise de
regressdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das seis plantas utilizadas para o cultivo de
anteras, somente uma apresentou resposta
androgenética positiva. Observou-se a presenga de
embridides a partir de 22 dias de inoculagdo das
anteras, obtendo-se um total de 59 embridides. Apro-
ximadamente 15 dias depois de obtidos, os
embridides foram transferidos para um meio de cul-
tura fresco. No meio 1/2 MS foram inoculados 22
embridides, enquanto que nos meios CN e Yu-Pei
foram inoculados 26 € 11 embridides, respectivamen-
te. Os embridides apresentavam, no momento da
transferéncia, 2 a 5 mm de comprimento. Apenas dois
embri6ides se desenvolveram totalmente, alcangan-
do o estadio de planta adulta, no cultivo em meio 1/
2 MS. Uma vez transferidos para este meio
(1/2 MS), observou-se um rapido crescimento e di-
ferenciag@o destes dois embridides a plantulas que
aos trés dias de cultivo apresentavam a parte aérea
com aproximadamente, 1,0 cm, e a raiz, com mais
de 2,0 cm. Depois de dez dias de cultivo em meio
1/2 MS, as duas plantas foram transferidas para um
béquer com solugdo nutritiva de Hoagland diluida
em 25% e cobertas com saco de plastico para evitar
a dessecagdo. Destas plantas foram retiradas pontas
de raiz para a determinagdo do nivel de ploidia.
Feita a analise citogenética, uma das plantas, deno-
minada de LW1, apresentou 20 cromossomos, in-
dicando a ocorréncia de diploidizagdo espontanea
do hapléide. A segunda planta analisada n3o apre-
sentou numero regular de cromossomos. Depois de
mantidas quatro dias no béquer, as plantas foram
transferidas para vasos com capacidade para 15 li-
tros, e mantidas em casa de vegetagdo. O substrato
utilizado foi uma mistura de argila, areia, turfa e
vermiculita, numa proporgio de 4:3:3:2.

A planta duplo-hapléide foi autopolinizada ma-
nualmente, e 62 dias ap6s a transferéncia para o va-
50, obteve-se uma espiga com um total de 79 semen-
tes. Destas sementes, dez foram semeadas, e as plan-
tas, cultivadas em casa de vegeta¢do. A F1 obtida
caracterizou-se por uma estrita uniformidade e
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auséncia de segregacdo. A homogeneidade no as-
pecto e cor das sementes produzidas (amarelo-cla-
ro), em contraste com os hibridos parentais que apre-
sentavam, ambos, sementes de coloragdo variada,
reforga a hipétese da diploidizacio espontanea. A
segunda planta obtida apresentava folhas com defi-
ciéncia em clorofila, € ndo produziu pélen fértil.

No ensaio realizado para testar a tolerancia da
descendéncia (F1) ao NaCl, o aumento dos niveis de
sal no meio provocou, de maneira geral, diminui¢do
do crescimento das plantas. O peso da matéria fres-
ca e o da matéria seca apresentaram correlagdo nega-
tiva altamente significativa, com coeficientes de cor-
relagdo de -0,96;-0,92 ¢ -0,94 com relagdoe a matéria
fresca (Figs. 1,2 ¢ 3), e de -0,97; -0,92 € -0,95 com
relagdo a matéria seca (Figs. 4, 5 e 6) corresponden-
tes as cultivares Arizona 8601, LW1 e MI11M14, res-
pectivamente. Segundo as equagdes ajustadas para
cada cultivar, o peso da matéria fresca do hibrido
M11M14 foi inferior ao das demais cultivares, tanto
em auséncia como em presenga de NaCl (Figs. 1, 2
e 3). Por outro lado, com relagdo ao peso da matéria
seca, os valores estimados para cada cultivar em
auséncia de sal s3o bastante semelhantes entre si,
destacando-se que as pendentes das curvas de re-

T

ST y = 3,7796 - 4,4862.S ]
at r=0,9165 3
@ 4
g 3l
72}
fud
-
o 2t
[}
o
1L
ol i
i 1 1 i 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8
% NaCl

FIG. 1. Regressio linear do peso fresco em relacio aos
niveis de NaCl (Arizona).
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FIG. 2. Regress#o linear do peso fresco em rela¢io aos
nfveis de NaCl (LW).

gressdo da linha pura LW1 e do hibrido Arizona 8601
s30 menos acentuadas, resultando em valores esti-
mados de matéria seca superiores aos do hibrido
M11M14, em presenga de NaCl (Figs. 4, S e 6). No
nivel de 1,2% de NaCl, somente as sementes do hi-
brido Arizona 8601 germinaram, ¢ as plantulas apre-
sentaram um desenvolvimento minimo.
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FIG. 3. Regressiio linear do peso fresco em relagiio aos
niveis de NaCl (M11M14).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.30, n.11, p.1313-1318, nov. 1995

L. WILLADINO et al.

04 [ T
y =0,0783-0,0850.S
_oo8f r=0,9372
o
S 0,06
o
LY.
o 0,04
4]
a
0,02}
0 -1 - 4, " ] i " n 1 n . 1 n i L_
0 0,2 0,4 0,6 0,8
% NacCl

FIG. 4. Regressio linear do peso seco em rela¢io aos
niveis de NaCl (Arizona).

O nivel de androgénese, expresso como porcen-
tagem de embridides formados em relagio ao niime-
ro de anteras inoculadas, ¢ muito varidvel, e depen-
de sobretudo do genétipo utilizado. No presente tra-
balho obteve-se para o hibrido M11M14 x Arizona
8601 um nivel de androgénese da ordem de 1,6%. Em
milho, estes valores oscilam desde 1,0%, na cultivar
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FIG. 5. Regressao linear do peso seco em relagio aos
niveis de NaCl (LW).
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FIG. 6. Regressio linear do peso seco em relagiio aos
niveis de NaCl (M11M14).

King Hwang 13 (Kuetal., 1978), até 41% em hibridos
produzidos a partir de plantas obtidas por cultura de
anteras (Petolino et al., 1988).

Dos meios de cultura utilizados para regeneragéo
de plantas, o unico efetivo foi o 1/2 MS, o qual des-
taca-se dos demais pela auséncia de reguladores de
crescimento.

Foram detectados, em uma das duas plantas obti-
das por cultura de anteras, 20 cromossomos, 0 que
indica que nesta planta ocorreu uma diploidizagéo
espontinea, com a conseqiiente formagdo de uma
nova linha pura de milho. A freqiiéncia de
diploidizag@o espontanea em milho varia entre 4,5
(Nitsh etal., 1982) e 6,3% (Ku et al., 1978) das plan-
tas regeneradas. A diploidizagdo espontanea ocorre,
provavelmente, como conseqiiéncia de fusdo de dois
nucleos similares resultantes da primeira mitose do
microsporo (Sunderland et al., 1979).

A outra planta apresentou folhas com zonas defi-
cientes em clorofila. E freqiiente a obtengdo de plan-
tas albinas através de cultura de anteras, devendo-se
este fato, provavelmente, a expressdo de genes
recessivos ou mutagdes (Wang et al., 1974). Ao mi-
croscopio eletronico, tecidos de plantas de arroz
albinas, procedentes de cultura de anteras, revela-
ram a presenga de cloroplastos com estroma disper-
0 e sem grana, além da auséncia de RNA ribossomal
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e da fragfio protéica I, o que sugere que a transcrigdo
do DNA do cloroplasto ao RNA estava bloqueada,
impedindo a sintese de proteinas necessarias para o
desenvolvimento e funcionamento normal dos
cloroplastos (Wang et al., 1974).

No ensaio de comparagdo das cultivares em res-
posta a salinidade, observou-se uma diminuigdo ge-
neralizada na produgfo de matéria fresca e seca das
trés cultivares com o aumento dos niveis de sal. Quan-
to ao peso da matéria seca, obtida em auséncia de
NaCl, observaram-se valores similares entre as trés
cultivares, e, por outro lado, verificou-se uma ten-
déncia a tolerdncia a salinidade na linha pura LW1,
refletida pela pendente pouco acentuada da curva de
regressdo desta linhagem (Fig. 5), semelhante & apre-
sentada pelo hibrido tolerante Arizona 8601 (Fig. 4).
Quanto ao peso da matéria fresca, observaram-se
diferengas entre os valores apresentados pelas trés
cultivares, mesmo em auséncia de NaCl. Estas dife-
rengas, que ndo foram observadas no peso da maté-
ria seca, ou seja, na produgdo de biomassa, indicam
que as curvas ajustadas para produgdo de matéria
fresca refletem, além do efeito dos niveis de sal, o
efeito do contetdo de 4gua de cada cultivar.

CONCLUSAO

E possivel a obtengdo de uma linhagem de milho
com tolerancia ao estresse salino mediante a utiliza-
¢do de cultura de anteras.
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