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1. INTRODUCAO

No melhoramento de cereais, a obtencdo de linhagens mediante
autofecundagdes no campo, normalmente, consome de dois a trés anos.
Como alternativa para esse processo, a cultura de anteras in vitro
possibilita a obteng¢do de hapléides em apenas alguns meses. Apds serem
diploidizadas, estas plantas podem originar linhagens homozigotas,
proporcionando economia de tempo € espaco.

Para alguns cereais, como o arroz e o trigo, a cultura de anteras tem
sido de grande auxilio na producdo de linhagens, em programas de me-
lhoramento. O arroz se destaca, com mais de 100.000 ha plantados, com
variedades obtidas via cultura de anteras, principalmente na China (6, 17).

No entanto, no caso do milho, a cultura de anteras para a produgdo
de linhagens ainda precisa de adaptacGes, para que se torne técnica
rotineira. A produg@o de plantas de milho a partir de pdlen tem sido men-
cionada na literatura desde 1974, mas apenas os chineses eram capazes de
utilizar esta metodologia para o desenvolvimento de linhagens (18, 27).
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A maioria das pesquisas com sucesso, fora da China, envolveram
germoplasma de pouca importincia comercial (28). Apenas em 1986 ma-
terial de valor comercial, com boa capacidade de regenaragdo, foi encon-
trado nos Estados Unidos (7, 22, 23).

Os maiores empecilhos para a utilizacdo em larga escala da cultura
de anteras, no caso do milho, s@o a responsividade baixa do material
quanto a formagdo de calos, caracteristica que estd sob controle genético
e, portanto, € dependente do genétipo utilizado; as dificuldades associadas
a regeneracdo de plantas e a duplicacdo de cromossomas (/3); e a pro-
ducdo de plantas estéreis e albinas (24).

Virios fatores, como a alteracdo das concentragdes e dos tipos de
reguladores de crescimento usados (2, 3, 4, 10, 12), o pré-tratamento dos
penddes (/2) e o estddio de desenvolvimento do pélen que vai ser culti-

vado (/5, 16, 19), t€m sido estudados, procurando-se solucionar estes
problemas. Todavia, a capacidade androgenética de cada genétipo parece

ser o fator decisivo para a regeneracdo in vitro (3, 23).

Os objetivos deste trabalho foram estabelecer protocolos para o
cultivo de anteras de milho in vitro, visando a producdo de linhagens, e
avaliar a possibilidade da incorporacdo dessa técnica em um programa de
melhoramento, para condigdes tropicais.

2. MATERIAL E METODOS

Foram testados 37 materiais de origem tropical e subtropical
(Quadro 1), sendo utilizadas, no minimo, duas plantas de cada gendtipo.
As plantas doadoras de penddes foram cultivadas nos campos experimen-
tais do CNPMS/EMBRAPA, irrigadas regularmente, ndo sendo submeti-
das a tratamento especial. Os penddes foram coletados no estadio de car-
tucho fechado e estocados a 8° C, no escuro, em sacos pldsticos, por um
ou dois dias, até a esterilizagdo. As coletas foram realizadas em agosto,
outubro, novembro e dezembro de 1991, no Centro Nacional de Pesquisa
em Milho e Sorgo/EMBRAPA, Sete Lagoas, MG.

Para a determinag@o do estddio de desenvolvimento dos micréspo-
ros foram retiradas espiguetas de quatro segmentos diferentes do pendao.
O corante usado foi o carmim propidnico, a 2% (29), que ficou em con-
tato com os micrésporos por cerca de cinco minutos, seguindo-se a colo-
cag¢do das laminulas, aquecimento suave e lutagem. Em alguns casos, a
observagdo das laminas foi melhor no dia seguinte ao do preparo. Foram
selecionados os segmentos do penddo que continham micrésporos uninu-
cleados, precoces a intermedidrios (5).

A viabilidade dos micrésporos foi estimada, verificando-se a in-
tegridade da membrana citoplasmética. Para isso, utilizou-se a técnica de
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QUADRO 1 - Base genética e nimero de genétipos de milho
testados em cultura de anteras

Germoplasma de origem N° de genétipos
testados
BR 105 - Suwan (8)* 5
BR 112 - Pool 22 CIMMYT (8)* 3
BR 111 - Pool 21 CIMMYT (8)* 2
CMS 01 - Mezcla Amarilla - CNPMS 1
BR 106 - Variedade Tuxpefio - CNPMS 1
CMS 17 - Pool 34 CIMMYT (5)* 1
CMS 03 - Amarillo Cristalino 2
CMS 15 - Pool 26 CIMMYT (2)* 2
CMS 24 - Amarillo Subtropical 1
Progénies obtidas de materiais comerciais 19

(baixa endogamia)

* - Numero de ciclos de selecdo realizados no CNPMS.

fluorescéncia enzimaticamente induzida, com o emprego de diacetato de
fluoresceina a 2% em acetona, diluido em solug@o de sacarose, fazendo-se
observagdo a fresco em microscopio de fluorescéncia (/4). A percentagem
de células vidveis representou o nimero de micrésporos fluorescentes
observados, em relacdo ao total contado, nunca menor que 500, retirados
de, em média, nove anteras por penddo. O teste foi aplicado no dia da co-
leta ou no dia seguinte e, em alguns casos, depois da esterilizagao.

Para a esterilizagdo dos penddes, o material, ainda envolvido no
cartucho, foi lavado em 4gua de torneira, com a retirada dos residuos de
terra trazidos do campo. Apds a abertura dos cartuchos, os penddes foram
lavados em 4dgua destilada corrente e banhados rapidamente em dlcool, a
70%. Os segmentos tteis das inflorescéncias (segmentos contendo mi-
crésporos uninucleados) foram excisados e passaram para a fase seguinte
de esterilizagdo, sob fluxo laminar. Foram testadas duas soluc¢des para
esterilizac@o: a) dgua sanitdria comercial, a 30% + Tween20, a 0,02%; e b)
hipoclorito de sodio, a 3% + Tween 20, a 0,02%. Os penddes per-
maneciam imersos na solucio de esterilizacdo por 15 minutos e, a seguir,
- recebiam trés banhos de dgua autoclavada, sempre com agita¢cdo manual.
Depois da esterilizagdo, os penddes foram colocados em pré-
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tratamento, a 8° C, por quatro a 15 dias, até o plaqueamento. Testou-se
também o pré-tratamento de plantas inteiras antes da coleta das inflo-
rescéncias. Nesse caso, plantas de milho com o cartucho em formacao e
cultivadas a 26° C foram submetidas a uma queda de cerca de 1,4° C/dia
até atingir 15° C e, em seguida, a uma elevacdo de temperatura, também
gradual, até a retomada dos 26° C, quando os penddes foram coletados,
avaliados, esterilizados e mantidos a 8° C, por mais sete dias, até o
plaqueamento das anteras.

Para a indu¢@o e manutencdo dos calos, foram testados os meios de
SUN et alii (26), GENOVESI e COLLINS (12), substituindo-se o TIBA
por 30 uM de Dicamba, e PESCITELLI et alii (21). Para a regeneracdo de
plantas foram usados 0os mesmos meios de inducdo e manuten¢do de calos,
mas sem a presenca de reguladores de crescimento. Os meios foram auto-
clavados a 120° C, por 20 minutos, e em seguida vertidos em placas de
Petri, de 100 x 15 mm, na propor¢do de aproximadamente 25 ml/placa.

Foram colocadas 72 anteras por placa, com a face lateral tocando o
meio nutritivo (30). As placas foram vedadas com filme de PVC e trans-
feridas para uma sala de crescimento, onde foram mantidas no escuro, ou
sob fotoperiodo de 16 horas, com irradidncia de 65 pE.m=2.s1, forneci-
dos por lampadas fluorescentes e sob temperatura de 26t1° C. Os calos
foram subcultivados a cada 21 dias.

Apés dois meses de cultivo, os calos foram transferidos para o meio
de regeneragdo, ainda em placas de Petri, € postos sob luz fluorescente. Os
calos que produziram folhas foram transferidos para frascos de 200 ml,
com meio de GENOVESI e COLLINS (/2), sem reguladores de cresci-
mento, para permitir o desenvolvimento das plantas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Viabilidade dos Micrésporos

A metodologia da reagdo de fluorescéncia enzimaticamente induzi-
da foi adaptada a aplicagdo em micrésporos jovens, uma vez que a concen-
tragdo de sacarose de 0,5 M, usada no trabalho original para pélen maduro
(14), ndo produziu o efeito esperado, talvez por ser hipertonica com rela-
¢do ao citoplasma da célula jovem, menos rico em amido. A concentragdo
de sacarose usada neste trabalho foi de 0,35 M.

Foi feita uma classificagdo dos micrésporos em trés niveis, de
acordo com a sensagdo visual provocada pela luz ultravioleta: célula ndo-
fluorescente, muito pouco fluorescente e claramente fluorescente. Mi-
crésporos claramente fluorescentes foram considerados vidveis. A taxa de
viabilidade, antes da esterilizagdo, variou de 12,7 a 89,8%, com média de
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51,0 £ 23,5%, e, depois da esterilizagdo, variou de 12,4 a 72,6%, tendo
média de 39,9 £ 25,0%, o que indica grande variabilidade entre genétipos.
Na maioria dos casos, a perda de viabilidade apds a esterilizagado foi de
aproximadamente 10%, indicando que o método de esterilizagdo utilizado
ndo prejudicou a continuagdo do experimento. O alto desvio-padrdo en-
contrado foi, provavelmente, resultado da manipulagdo dos micrésporos
durante a preparacdo das laminas, pois micrésporos jovens ndo possuem
parede celular refor¢cada por intina e exina, como o grao de pélen maduro.
Da mesma forma, € possivel que a viabilidade dos micrésporos, dentro
das anteras plaqueadas, tenha sido um pouco mais alta, j& que foram
menos manipulados.

A solucdo de hipoclorito de sédio + 4cido propidnico proporcionou
menor percentagem de contaminag@o e foi a preferida para a continuacgio
do experimento. O alto grau de contaminagdo verificado no tratamento
com 4gua sanitdria deveu-se, possivelmente, 8 ma qualidade do produto
utilizado (Quadro 2). Outra condicdo considerada para a escolha da
solucdo de hipoclorito com 4cido propidnico foi que os micrésporos nao
fossem danificados, a ponto de influir nos resultados. Por meio da anélise
do grau de viabilidade poés-esterilizacdo, para alguns genétipos, con-
siderou-se que a influéncia do produto estava dentro de um nivel aceitdvel.

QUADRO 2 - Efeito de duas solugdes de esterilizagdo testadas em penddes quanto a
ocorréncia de contaminagdo em cultura de anteras de milho

Nimero de Solugdo usada Placas contaminadas (%)
placas
19 dgua sanitéria 30% + Tween20 0,02% 61,1
19 hipoclorito de sédio 3% + 4cido 8,3

propidnico 0,03% + Tween20 0,02%

3.2. Produgdo de Calos e Regeneragdo de Plantas

Dos 37 materiais testados, apenas os genétipos 677 e 696, da popu-

lagdo CMS 03, e o genétipo 712, da populagdo CMS 04, formaram calos,

" usando-se 0 meio GENOVESI e COLLINS (/2). Este fato demonstra que
a populacdo CMS 03 pode ser uma boa fonte de linhagens para uso em
estudos de regeneracdo de plantas, utilizando germoplasma tropical. O

| genétipo 677 foi o que apresentou melhor rendimento, mas, ainda assim, a
percentagem de calos formados, em relagdo ao numero de anteras

- plaqueadas, foi menor que 1%. Dos calos formados, s6 foi possivel a re-
| generagdo de algumas plantas deste mesmo gen6tipo. Ja que este material
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apresentou-se como o mais responsivo a cultura de anteras, ele foi utili-
zado em mais trés ensaios, na tentativa de aumentar o nimero de calos
formados. Ainda assim houve formagdo de calos a partir de 1% das an-
teras e regeneracdo de plantas a partir de 5% dos calos formados, apenas.

Esses resultados indicam que, com a metodologia empregada, a ca-
pacidade androgenética dos materiais utilizados foi muito baixa. Esta tem
sido uma caracteristica do milho e, de modo geral, a percentagem de an-
teras que produzem calos é menor que 5%, sendo comuns valores inferi-
ores a 1% (9, 20, 27). Somente alguns poucos gendétipos, de clima tempe-
rado, apresentam boa resposta, com valores entre 20 e 40% (1, 25).

Considerando que a capacidade androgenética do milho tem forte
componente genético (8, 17, 24, 25), pode-se supor que os materiais testa-
dos n3o continham os genes responsdveis pela androgénese in vitro ou que
esses genes, por algum motivo, ndo tenham se expressado.

4. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho foi conduzido com os objetivos de estabelecer proto-
colos para o cultivo de anteras de milho, in vitro, visando a produgdo de
linhagens; e avaliar a possibilidade da incorporag@o dessa técnica em um
programa de melhoramento. Foram testados 37 genétipos de milho. A
metodologia utilizada incluiu a determinacdo do estddio de desen-
volvimento dos micrésporos, mediante coloragdo com carmim propidnico;
um teste de viabilidade de micrésporos, pela reacdo da fluorescéncia en-

zimaticamente induzida; o pré-tratamento de penddes a 8,0° C; o
plaqueamento das anteras, em posicdo lateral, sobre trés tipos de meio; e a

incubacio das placas no escuro ou sob fotoperiodo de 16 horas, a 26+1° C.
Para a regeneracdo de plantas, os calos foram transferidos para um meio
sem reguladores de crescimento. Embora os micrésporos apresentassem
boa taxa de viabilidade quando plaqueados, os materiais testados
mostraram-se pouco responsivos, havendo formacio de calos a partir de
trés gendtipos apenas e regeneracdo de plantas a partir de apenas uma
linhagem.

Diante do pequeno sucesso obtido com os materiais testados e con-
siderando que, em um programa de melhoramento de milho, h4 necessi-
dade da produgdo de grande nimero de linhagens, conclui-se que a cultura
de anteras ainda ndo pode ser vista como técnica auxiliar rotineira, pelo
menos com a metodologia de cultivo e de regeneracdo de plantas, atual-
mente disponivel, para o germoplasma amostrado.
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5. SUMMARY

(A STUDY ON THE VIABILITY OF MAIZE LINES PRODUCTION
BY USING ANTHER CULTURE)

The development of maize lines by traditional means normally takes
two to three years. The use of anther culture is a faster alternative for this
procedure. Haploid plants are obtained within a few months, and after
diploidization, several homozygote lines can be developed. This would
save a great deal of space and time. The main goal of this work was to
establish adequate procedures for culturing maize anthers "in vitro", and to
evaluate the practical use of this technique in a breeding program. We
tested 37 genotypes from the CNPMS germplasm. The procedure included
determination of the developing phase of microspores, with propionic-
carmin, treatment of spikelets at 8° C, planting the anthers on the edges,
on three different media, and incubation at 26 £ 1° C, in the dark or with a
16 h-photoperiod. Although most of the microspores were viable, only
three genotypes produced calli, and only one regenerated plants. It would
be of great interest to test other genotypes because it is known that the
androgenetic ability is not widespread in maize.
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