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RESUMO: A salinidade do solo € um problema muito importante em areas irrigadas do semi-arido brasileiro,
onde o milho é uma cultura de subsisténcia. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de concentracées
de NaCl sobre calos embriogénicos, da cultivar Jatind C3 Ando, uma importante cultivar de milho no
Nordeste do Brasil. A indugéo dos calos foi feita a partir de embriGes imaturos assepticamente retirados
das sementes e inoculados em meio de cultura N6 suplementado com 2 mg L™ de 2,4-D. Os calos
embriogénicos foram submetidos a diferentes concentragdes de cloreto de sédio (0; 50; 100; 150 e 200
mmol L™ de NaCl), com trés repeticbes durante 60 dias. Os calos submetidos a 100 mmol L™ de NaCl
apresentaram aumento no contetdo de prolina na ordem de 37% quando comparado com o nivel de 50
mmol L™ de NaCl, sugerindo um efeito positivo da acumulacio deste aminoacido em resposta ao estresse
salino. Por outro lado, em elevadas concentracdes salinas (150 e 200 mmol L) observou-se decréscimo
no crescimento dos calos, bem como redugdo nos teores de prolina, provavelmente em fungdo de um
aumento da fragcdo ndo embriogénica dos calos.

Palavras-chave: Zea mays, salinidade, embriogénese somatica, prolina

EMBRYOGENIC CALLUS GROWTH OF MAIZE
SUBMITTED TO SALT STRESS

ABSTRACT: Soil salinity is a very important problem in irrigated areas of the brazilian semi-arid area, where
maize is a subsistence crop. To study the effect of NaCl concentrations in embryogenic calli of Jatind C3
An&o, an important maize cultivar of the Northest of Brazil, calli were induced using immature embryos aseptically
removed from the seeds and grown on N6 medium supplemented with 2 mg L™ of 2,4-D. To study the effect of
salinity in vitro, embryogenic calli were subjected to different concentrations of sodium chloride (0; 50; 100;
150 and 200 mmol L™ of NaCl), in three replicates, during 60 days. Calli subjected up t0100 mmol L™ NaCl
showed proline concentration 37% higher than callus treated with 50 mmol L™ NaCl. This result suggests a
positive effect of proline accumulation at salt stress conditions. However, at the highest concentration tested
(150-200 mmol L™ NaCl) as lower growth and also a lower proline accumulation was observed, probably due
to an increase of the non embryogenic fraction of calli.
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INTRODUCAO

A crescente salinizacdo do solo e da agua
ameaca a agricultura de zonas aridas e semi-aridas, bem
como de outras regiées do mundo (Epstein et al., 1980).
Plantas cultivadas em ambientes com excesso de NaCl
apresentam primeiramente uma inibicdo no crescimento,
freqlientemente acompanhada pela presenca de areas
necrosadas nas folhas. A pressao hidrostatica celular
diminui, pode ocorrer a queda das folhas e
posteriormente a morte progressiva de toda a planta
(Brawley & Mathes, 1990).

Nas zonas semi-aridas do Estado de
Pernambuco a cultura do milho ocupa uma posicao
destacada em relacéo a area cultivada totalizando 212ha
(Anuério Estatistico do Brasil, 1994).

Uma das respostas mais comuns a todos os
organismos, submetidos ao estresse hidrico ou salino, é a
producéo e /ou acumulacdo de solutos compativeis. Entre
os solutos, cujo aumento da concentracdo é acentuado em
condicbes de estresse, encontra-se freqiientemente a
prolina. Este aminoacido estd presente em altas
concentracdes nas células de plantas haléfitas, e sua
acumulacdo em muitas plantas ndo haléfitas certamente
esta envolvida com situaces de estresse (Yoshiba et al.,
1997). Heuer (1994) indicou que o acumulo de prolina difere
entre cultivares adaptados a certas condicdes ambientais,
assim como em espécies tolerantes a seca ou a salinidade
e que o aumento da prolina depende do tempo de duracéo
do estresse e da concentracdo dos sais.

Segundo Smith & Drew (1990), a selecao in vitro
€ uma metodologia que possibilita a identificacao de

1Trabalho apresentado na 202 Reunido Nordestina de Botanica, Natal, 1996.
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plantas tolerantes a varios tipos de estresse, tais como:
herbicidas, baixas temperaturas, aluminio, manganés,
toxinas de patégenos e salinidade. Vérios grupos, que
se encontram trabalhando com a tolerancia a salinidade,
tém aplicado técnicas de cultivo in vitro para selecionar
clones celulares capazes de crescer na presenca de sal,
e de regenerar plantas em condi¢cBes seletivas
(Croughan et al., 1981). Entre varias técnicas, o cultivo
de calos pode ser utilizado para selecionar células
capazes de crescer na presenca de sais, como o NacCl,
e, quando possivel, regenerar plantas sob condi¢des
seletivas (Croughan et al., 1981; Raghava Ram &
Nabors, 1985). Este tipo de técnica tem sido bastante
utilizada para sele¢cdo de mutantes ou variantes para as
mais diversas caracteristicas. Por exemplo, pode-se citar
a selecdo de linhagens celulares com maior produgéo de
analogos de aminoacidos (Hibberd et al., 1980) e
tolerancia a salinidade (Mattioni et al., 1997).

Devido a grande importéncia da cultura do milho,
e do crescente problema da salinizacdo dos solos nas
areas agricultaveis do semi-arido nordestino, este
trabalho teve como objetivo estudar os efeitos de
diferentes niveis de salinidade no crescimento e no
contetido de prolina de calos embriogénicos da cultivar
Jatind C3 anéo.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério
de Cultura de Tecidos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco em Recife.

Para obtencdo dos calos, utilizou-se embriées
imaturos de milho da cultivar Jatind C3 anéo, coletados
14 dias apés a polinizacdo. As sementes foram
esterilizadas em camara de fluxo laminar, com hipoclorito
de sédio a 25% durante 12 minutos em agitacdo, e em
seguida lavadas trés vezes com agua deionizada estéril.
Os embrides foram inoculados com o eixo embrionério
em contato com o meio de cultura N6 (Chu et al., 1975)
modificado (adicdo de 6 mmol L™ de prolina) e
suplementado com 2 mg L™ de 2,4-D. O meio de cultura,
com pH ajustado a 5,8, foi autoclavado a 120°C durante
20 minutos, para esterilizacdo. Foram inoculados trés
embrides por frasco, contendo aproximadamente 40 mL
de meio. Os calos formados foram transferidos para
tubos de ensaio, ficando um calo por tubo. Apds cinco
subcultivos, foram selecionados os calos embriogénicos
para a realizacdo do experimento.

Para estudar o efeito da salinidade in vitro, os
calos foram cultivados em meio de cultura N6
suplementado com 2 mg L™ de 2,4-D, e acrescido de
diferentes concentracdes de cloreto de sddio (0; 50; 100;
150 e 200 mmol L™ de NaCl). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
utilizando-se cinco concentracdes de cloreto de sddio,
e cinco repeticdes por tratamento. O experimento foi
mantido em sala com fotoperiodo de 16 horas (1.500 lux)
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e temperatura de 26 + 2°C. Foram realizados trés
subcultivos nestas condic¢des, tendo cada subcultivo a
duracdo de 20 dias. Ao final de cada subcultivo, foi
determinado o crescimento dos calos e no final do
terceiro subcultivo, os calos foram utilizados para
determinacdo do contetdo de prolina.

O crescimento dos calos foi avaliado através do
peso da matéria fresca. Para obtencdo do peso fresco
inicial dos calos (PIC), pesou-se primeiramente o tubo
de ensaio com o meio de cultura (PT), depois o tubo de
ensaio com o meio de cultura e o calo (PTC) sendo a
diferenca entre ambos correspondente ao peso inicial do
calo. Durante cada subcultivo, o residuo (tecido
necrosado e tecido em diferenciagdo) era separado do
calo embriogénico, obtendo-se separadamente o peso do
calo embriogénico (PCE) e o peso do residuo do calo
(PRC). O crescimento do calo embriogénico foi
determinado pela diferenca entre o peso final do calo
embriogénico e o peso inicial do calo.

A determinacéo do teor de prolina foi realizada
de acordo com a técnica proposta por Bates et al. (1973)
com trés repeticdes por tratamento. Amostras com 0,59
de material fresco foram homogeneizadas em acido
sulfosalicilico a 3%, e em seguida filtrada em papel de
filtro Whatman n°2. Em tubo de ensaio contendo 2 mL
do filtrado, foi adicionado 2 mL de ninhidrina &cida e 2
mL do &cido acético glacial, mantendo-se os tubos por
uma hora a 100°C e transferindo-os, em seguida, para
banho de gelo. A fracdo orgénica foi lida a 520 nm, e a
concentracdo de prolina foi determinada usando-se uma
curva de calibragdo preparada com prolina pura.

Os resultados obtidos foram analisados
estatisticamente de forma isolada através da analise de
variancia (ANOVA) e a comparacéo de médias realizadas
pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés 100 dias de cultivo, 52% dos calos formados
eram compactos, amarelados e com nodulacdes evidentes
na superficie, sendo possivel o isolamento de embrifes
somaticos, caracterizando o calo embriogénico (Figura 1).
Michoux-Ferriere et al. (1992), trabalhando com Hevea
brasiliense, afirmaram que nodula¢ces presentes nos
calos mostraram, através de posterior evolucdo, serem
unidades embriogénicas, identificadas como pré-embrifes
globulares de origem multicelular. Os calos embriogénicos
a nivel celular sdo compostos, em sua maioria, por células
meristematicas com dimensdes relativamente pequenas
e com citoplasma denso (Tomes, 1985). Em milho, estes
calos séo classificados como calos compactos ou do tipo
[, como relatado em nosso trabalho, e calos friaveis ou
do tipo Il (Green et al., 1983; Armstrong & Green, 1985).
Estes mesmos autores comentam que o tipo de calo esta
relacionado com a idade do embrido, o genoétipo e
principalmente com a concentracao de sacarose e prolina
no meio.
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Figura 1 - A) Calo embriogénico da cultivar Jatind C3 Ando, aos
100 dias de cultivo sem NacCl (Bar. 1,15 mm);
B) EmbriGes somaticos do calo(Bar. 1,15 mm).

Os calos embriogénicos apresentaram uma
reducdo no crescimento com 0 aumento da concentracao
de NaCl aos 40 e 60 dias de cultivo (Figura 2). A reducéo
do crescimento de calos embriogénicos, em funcédo do
aumento dos niveis de NacCl, foi observado por diversos
autores em culturas como o arroz (Reddy et al., 1986),
trigo, batata, fumo (Nabors et al.,, 1975) e,
especificamente, em milho, pode-se citar os trabalhos de
Lupotto et al. (1989), Willadino et al. (1996) e Camara
et al. (1998). Esta reducdo do crescimento se da em
funcdo de desequilibrios metabdlicos, provocados pelo
NacCl, a nivel de fotossintese, respiracdo, sintese
proteica, entre outros processos (Greenway & Munns,
1980; Wyn & Gorham, 1983). Lupotto et al. (1989),
trabalhando com calos embriogénicos do milho hibrido
(W64A x A188), observaram que aos 20 dias de cultivo,
os calos ja mostravam uma rapida queda no crescimento
relativo, registrando-se uma reducdo de 50% na
presenca de 150 mmol L™ de NaCl. Por outro lado, calos
da cultivar Jatind C3 ando nesta mesma concentracéo
salina ndo apresentaram reducao no crescimento quando
comparados ao controle (Figura 2) o que sugere uma
maior tolerancia desta cultivar. Esse resultado confirma
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Figura 2 - Crescimento de calos embriogénico de Jatind C3 Anédo
aos 20, 40 e 60 dias em cultivo com diferentes
concentragdes de NaCl (0 a 200 mmol L?). Médias
ajustadas pela equacéo de regressao linear.

que a cultivar Jatind C3 ando apresenta uma certa
tolerdncia a salinidade, como relatado por Willadino et
al. (1994) ao comparar 10 cultivares de milho em campo.
Ja Broetto et al. (1995), trabalhando com calos de feijao,
observaram que logo apés 13 dias de cultivo, houve um
decréscimo de 47% no crescimento relativo para os calos
com 33 e 67 mmol L de NaCl, evidenciando a
sensibilidade desta cultura ao NaCl.

Com relacdo ao contetdo de prolina, ndo
ocorreram diferencas significativas entre os
tratamentos. Observou-se que os calos apresentaram
uma tendéncia ao acumulo de prolina quando
submetidos a 100 e 150 mmol L'de NacCl,
correspondendo respectivamente a 38,8 e 34,3 umol
mg™ de peso fresco. A 200 mmol L™ de NaCl os calos
tenderam a uma reducdo de 24% no conteldo de
prolina quando comparados ao controle (TABELA 1).
Resultados similares foram obtidos por Camara et al.
(1998) para diferentes genotipos de milho. Os referidos
autores observaram que o acumulo de prolina s6
aconteceu a partir de 68 mmol L™ de NaCl e que, em
elevados niveis de NaCl (205 mmol L™), o contetdo de
prolina foi reduzido quando comparado ao controle.
Além disso, relataram que nos mais altos niveis de NaCl
a diminuicdo do contetdo de prolina foi acompanhado
por um aumento no total de poliaminas, demonstrando
que o acumulo de outros solutos compativeis depende
da intensidade estresse imposto.

Varios autores (Torello & Rice, 1986; Broetto et
al., 1995) argumentam que o acumulo de prolina ocorre
em funcdo do aumento da hidrélise de proteinas em
situacbes de estresse salino ou como resultado da
conversao de acUcares na via do glutamato.

Viégas et al. (1999), estudando plantas jovens
de caju submetidas ao NaCl, também verificaram um
aumento no contetdo de prolina ao nivel de 100 mmol
L* de NaCl, e justificaram que esse aumento esta
relacionado com o ajustamento osmotico, atuando como
um mecanismo de protecdo para a planta tolerar o baixo
potencial osmético. A prolina € acumulada como soluto



262 Bezerra et al.

TABELA 1 - Crescimento e contetdo de prolina em calos embriogénicos da cultivar Jatind C3 An&o aos 60 dias de cultivo
em meio N6 com diferentes concentra¢des de NaCl (0 a 200 mmol L?).

mmol L* de NaCl

Variaveis 0 50 100 150 200
Crescimento (mg) 300,5a 235,0 ab 169,0 b 104,0c 385¢c
Crescimento (% do controle) 100,0 78,0 56,0 35,0 13,0
Conteudo de prolina ( mol mg*de peso fresco) 309a 293 a 388a 343a 240a
Acumulagédo de prolina (% do controle) 100,0 94,7 125,6 111,0 77,6

Médias seguidas por letras distintas diferem a 5%.

compativel no citoplasma para neutralizar os efeitos dos
sais acumulados no vacuolo (Steward et al., 1974;
LeRudulier et al., 1984). O acumulo de prolina favorece
também a hidratacdo do protoplasma alem de funcionar
como reserva, especialmente para a sintese de algumas
enzimas especificas (Navari-1zzo et al., 1990; Lima et al.,
1997).

Segundo a literatura (Romagopal, 1986; Broetto
et al., 1995; Willadino et al., 1996), a variacdo de prolina
encontrada quando os calos sdo submetidos a niveis de
estresse salino entre 0 e 300 mmol L™ de NaCl é de 13
a 40 umol mg™ de peso fresco sendo esta acumulagio
considerada como parte do processo de adaptacdo ao
estresse (Djilianov et al., 1997; Mattioni et al., 1997).
Atualmente, sabe-se que o acimulo de prolina esta
relacionado com a tolerancia ao estresse osmético, e que
€ controlado por genes que codificam as enzimas da
biossintese da prolina (Kavi Kishor et al., 1995).

CONCLUSAO

O meio N6 suplementado com 2 mg L™ de 2,4-D,
€ adequado para a formacdo de calos embriogénicos a
partir de embrides imaturos da cultivar Jatind C3 Ando;

A reducdo do crescimento de calos
embriogénicos, ocorre tanto em funcdo do tempo de
cultivo quanto do aumento dos niveis de NaCl;

O contelido de prolina dos calos tenderam a
aumentar com o incremento da concentracdo de NaCl
até o nivel de 150 mmol L™, mas em condi¢bes de
estresse severo observou-se uma tendéncia ao
decréscimo no contetdo deste aminoacido.
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