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Efeito de choque térmico em sementes de
Brachiaria brizantha submetidas a inducéo de
calos embriogénicos para transformacao e
regeneracao de plantas (Effect of heat shock
in Brachiaria brizantha seeds submitted to
embryogenic callus induction for
transformation and plant regeneration).
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Brachiaria ¢ um género de gramineas
proveniente da Africa e tem sido utilizada
como forrageira tropical devido a sua
capacidade de adaptacéao a diferentes
tipos de solos e condicdes climéticas. A
apomixia é uma reproducao assexual na
qual ndo ocorre a fusdo de gametas,
sendo gerados clones da planta-mae
através de sementes viaveis. O presente
trabalho teve como objetivo analisar o
efeito do choque térmico em sementes

maduras induzidas para embriogénese

somaética e transformacao via biobalistica.

Desta forma, sementes maduras
descascadas e selecionadas foram
submetidas ao choque térmico a 37°C
renovados e com duas semanas houve a
separacao do material diferenciado,

ficando apenas a suspensao celular (SC),

por 24h e a 50°C por 48h, enquanto que
as sementes do controle foram
diretamente desinfestadas. Em ambos os
tratamentos foi feita a desinfestagao em
etanol 70% por 5 min, e em seguida em
hipoclorito de s6dio 5% e tween 20
2,5% por 25 min, apds o qual foram
feitas trés lavagens com agua deionizada
autoclavada. As sementes foram
cultivadas em dois meios de cultura
sélidos (MSCLind pH 4,0 ou NB-Basico
pH 5,8) por um més na auséncia de luz.
Apds este periodo, calos embriogénicos
foram selecionados e transferidos para os
meios liquidos correspondentes. A cada
sete dias de cultura os meios foram

apds sete dias as SC foram plaqueadas
em meio de bombardeamento. O vetor

utilizado foi o pAHC27 que tem o gene
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gus dirigido pelo promotor de ubiquitina
bombardeamento, parte do material foi
analisada por ensaio histoquimico e a
outra parte foi cultivada por duas
semanas nos respectivos meios liquidos.
Para favorecer a regeneracao, as SC
foram transferidas para meio DD1 ou pré-
reg respectivamente, onde foram
mantidas por uma semana antes de
serem plagueadas em meios de
regeneracdo. Sementes que nao sofreram
choque térmico tiveram maior
porcentagem de formacao de calos, e
também que os calos obtidos em meio
NB-Basico pH 5,8 apresentaram maior
didmetro. As suspensdes celulares foram

analisadas para seu carater transgénico.

INTRODUCAO

Brachiaria é um género de gramineas
proveniente da Africa e no Brasil tem sido
utilizada como forrageira tropical devido a
sua capacidade de adaptacao a diferentes
tipos de solos e condi¢cdes climaticas,
ocupando uma area de 30 a 70 milhoes
de hectares (MILES et al., 1996). O
género Brachiaria é predominantemente
apomitico. A apomixia € uma reproducao
assexual na qual nao ocorre a fusado de
gametas, sendo gerados clones da
planta-mae através de sementes viaveis.
O interesse do estudo da apomixia é
transferir este tipo de reproducao para
outras plantas, visando a fixacado do vigor
hibrido em culturas de interesse
agronémico, como o milho. O presente
trabalho teve como objetivo analisar o

efeito do tratamento térmico (TT) em

de milho (pUbi1). Apéds o
sementes maduras submetidas a
embriogénese somatica e transformacao

via biobalistica.

MATERIAL E METODOS

Sementes maduras descascadas e
selecionadas foram submetidas ao
choque térmico a 37°C por 24h e a 50°C
por 48h, enquanto que as sementes do
controle foram diretamente
desinfestadas. Em ambos os tratamentos
foi feita a desinfestacdo em etanol 70%
por 5 min, e em seguida em hipoclorito
de sédio 5% e tween 20 2,5% por 25
min, ap6s o qual foram feitas trés
lavagens com agua deionizada
autoclavada. As sementes foram
cultivadas em dois meios de cultura
s6lidos (MSCLind pH 4,0 ou NB-Basico
pH 5,8) por um més na auséncia de luz.
Apo6s este periodo, calos embriogénicos
foram selecionados e transferidos para os
meios liquidos correspondentes. A cada
sete dias de cultura os meios foram
renovados e com duas semanas houve a
separacao do material diferenciado,
ficando apenas a suspensao celular (SC),
apo6s sete dias as SC foram plaqueadas
em meio de bombardeamento. O vetor
utilizado foi o pAHC27 que tem o gene
gus dirigido pelo promotor de ubiquitina
de milho (pUbi1). Apéds o
bombardeamento, parte do material foi
analisada por ensaio histoquimico e a
outra parte foi cultivada por duas
semanas nos respectivos meios liquidos.

Para favorecer a regeneracao, as SC



foram transferidas para meio DD1 ou pré-
reg respectivamente, onde foram regeneracao.

mantidas por uma semana antes de
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra que o tratamento
térmico nas sementes antes da inducao
causou uma reducao na porcentagem de
calos formados nos dois meios testados,
nao tendo afetado o tamanho dos calos
formados no escutelo do embrido das

sementes. O tratamento térmico nao

reduziu a contaminacao das sementes por
microrganismos enddgenos (dados nao
mostrados). As suspensdes celulares (SC)
obtidas e bombardeadas com o pAHC27
nao apresentaram expressao do gene gus
e ap6s serem plaqueadas nos respectivos
meios estdao em processo de regeneracao,

como mostrado na figura 1.



Tabela 1: Efeito do tratamento térmico em sementes de Brachiaria brizantha na inducao de
calos embriogénicos em meios de cultura MSCLind (pH 4.0) ou NB - Basico (pH 5.8).
Média de trés experimentos.

N° sementes Média do % calos formados
induzidas diametro dos
calos (cm)
MSCLind TT 93 0,6 47
NB Basico TT 96 0,5 51
MSCLind 93 0,6 69
NB Basico 93

0,7 68

Figura 1: Calo obtido de cpelukas em suspensdo (SC) em regenracdo no meio NB pH 5.8, apresentando formacao
embrides somaticos

CONCLUSAO

O tratamento térmico para sementes de
B. brizantha nao foi eficiente para reduzir
a contaminacdo por microrganismos
endogenos, nem para estimular a
formacdo de calos embriogénicos,
diferentemente do que ocorre com varios
gendtipos de arroz (SALLAUD et al.,
2003). Foi observado um efeito deletério
do tratamento térmico nas condicoes
testadas, uma vez que houve reducao do
numero de sementes que formaram calos.
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