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Resumo

Brachiaria brizantha é uma forrageira amplamente utilizada na pecuéria de corte. Em
Brachiaria a grande maioria das espécies descritas se reproduz por apomixia, um modo de
reproducao assexual. A transformacao genética de plantas tem sido utilizada como
ferramenta para o melhoramento genético, e visa ampliar as possibilidades, uma vez que
permite a transferéncia de genes isolados de qualquer organismo para o genoma da planta
receptora, independentemente da compatibilidade sexual. O objetivo deste trabalho foi
testar dois meios de cultura e pH para a inducado de suspensao celular, assim como o efeito
da pressdo osmdtica na transformacao genética e regeneracao de plantas, visando o
estabelecimento de um método para obtencado de transformantes. Sementes maduras
foram cultivadas em meios MSCIlind pH 4 ou NB béasico pH 4 ou 5,8 e apds 30 dias, calos
embriogénicos foram transferidos para os respectivos meios liquidos. Depois desse periodo
as suspensoes celulares (SC) foram filtradas e permaneceram em cultura sob agitacao por
mais uma semana, quando foram plaqueadas e bombardeadas em meios com sacarose 3
ou 12%; onde permaneceram por 24 horas antes e depois do bombardeamento, com
plasmidios pAHC27 ou pAHUG, ambos contendo o gene gus dirigido pelo promotor pUbi1
de milho. Apés 24h, uma parte das células foi analisada histoquimicamente para a
presenca da GUS. Calos embriogénicos obtidos nos meios de cultura testados
apresentaram diferentes taxas de indugao, nao tendo havido diferenca significativa entre
eles, quando em ambos o pH foi 4. Foi observado o efeito positivo do aumento da
expressao do gene gus quando as SC foram submetidas a 12% de sacarose no
bombardeamento, favorecendo a maior eficiéncia na transformacao, todavia, quando
transferidas para meio de regeneracao, todas oxidaram, mostrando um efeito deletério da
elevada fonte de carbono para a formacao de plantas. Foram obtidas plantulas a partir de
SC bombardeadas em sacarose 3% e com pAHC27, cultivadas em MSCL pH 4 e NB
basico pH5.8, que foram avaliadas por PCR para a presenca do gene gus.
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Introducao

Brachiaria brizantha é uma forrageira amplamente utilizada no Brasil como pastagem,
principalmente na pecuéria de corte. Em Brachiaria a grande maioria das espécies descritas
se reproduz por apomixia, que € um modo de reproducao assexual. A transformacao de
plantas é uma técnica que tem sido utilizada como ferramenta para o melhoramento
genético, e visa ampliar as possibilidades, uma vez que ela permite a transferéncia de
genes isolados de qualguer organismo para o genoma da planta receptora,
independentemente da compatibilidade sexual. O objetivo deste trabalho foi testar dois
meios de cultura e pH para a inducao de suspensao celular, assim como o efeito da
pressdo osmética na transformacao genética e regeneracao de plantas, visando o

estabelecimento de um método de rotina para obtencao de transformantes.

Material e Métodos

Material Vegetal

e Plantas de Brachiaria brizantha cv. Marandu apomitica BRA 000591 (B30) e do acesso
sexual BRA 002747 (B105) cultivadas no campo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia—DF, e in vitro, em sala de cultura com temperatura de 25°C +
2°C em fotoperiodo de 16 horas.

e Sementes maduras de B. brizantha cv. Marandu apomitica BRA 000591.

Desinfestacdao de sementes

As sementes de B. brizantha cv. Marandu BRA 000591 (B30) foram descascadas, tendo
sido retiradas a palea e a gluma; e apds terem sido selecionadas quanto ao aspecto
fisiolégico e de sanidade, as sementes foram desinfestadas com alcool comercial 70% por
cinco minutos, para a quebra da tensao superficial, e com hipoclorito de sédio 5% durante
25 minutos, com a adicao de TWEEN 20 2.5 mL (USB). As sementes foram entéo lavadas

trés vezes com Aagua deionizada esterilizada para a eliminacado de sais minerais.

Inducdo de calos embriogénicos
Apés a desinfestacao, as sementes do acesso apomitico foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio MSCLind pH 4 ou NB em pH 4 ou 5.8. As sementes foram cultivadas

em camara de crescimento no escuro a 25 + 2° C.

Inducdo de suspensdo celular embriogénica
Calos obtidos a partir de sementes foram selecionados quanto as suas caracteristicas

morfo-anatdOmicas e transferidos para os meios MSCLind pH 4 ou NB pH 4 ou 5.8 liquido,



gue foram mantidos em agitador orbital (LAB-LINE) a 100 rpm no escuro a 25 + 2° C em
frasco tipo Erlenmeyer. As culturas foram mantidas durante duas semanas para
proliferacdo da suspensao celular (SC), sendo que a cada sete dias os meios foram
trocados. Apds esse processo, todo o material de cada Erlenmeyer foi vertido em tubos
Falcon de 50 ml para favorecer a decantacao, em seguida foi coletada a SC para um novo
frasco (Erlenmeyer). Esta suspensao permaneceu em cultura sob agitagdo por mais uma

semana, apoés a qual foram usadas para o bombardeamento.

Transformacdo Genética via Biobalistica

Preparacao e precipitacdo do DNA nas particulas

Inicialmente, 60mg de particulas de tungsténio M10 foram pesadas e transferidas para um
tubo de microcentrifuga no qual foi acrescentado 1 mL de etanol 70% e mantido em
agitador (tipo vortex) em velocidade baixa por cerca de 15 minutos. As microparticulas
foram centrifugadas a 12.000 rpm durante cinco minutos, o sobrenadante descartado e
adicionado 1 mL de dgua destilada esterilizada para a lavagem. O processo mais duas
vezes

Antes da precipitacdao do DNA, as particulas de tugsténio foram deixadas em sonicador -
durante cinco minutos para a quebra dos grumos através de energia ultra sbénica, e por
mais 10 minutos em agitador (tipo vortex). Para a precipitacdo do DNA nas microparticulas
foram adicionados, em cada tudo de microcentrifuga (tipo Eppendorf), nesta ordem: 50 uL
de particulas, 10 ug de vetor, 50 uL de CaCl2 2,5 M e 20 uL de espermidina 0,1 M,
sempre sob agitacdo. Os tubos foram submetidos a agitacdao por dez minutos em
velocidade baixa (agitador tipo Vortex). O material foi centrifugado durante dez segundos,
tendo sido retirado o sobrenadante e adicionado 150 uL de etanol absoluto para
ressuspender as particulas. Esta etapa de lavagem foi repetida mais duas vezes. As
particulas foram ressuspendidas em 24 ulL de etanol absoluto e em cada membrana
carreadora foram aplicados 3,2 uL, sendo espalhados no centro da membrana. As
membranas carreadoras contendo as particulas com DNA precipitado foram mantidas no
dessecador com silica gel por pelos menos dez minutos ou no maximo por duas horas
antes do bombardeamento. Foram usados os plasmideos pAHC27 (CHRISTENSEN e
QUAIL, 1996) ou pAHUG (CABRAL et al., 2003), ambos contendo o gene gus dirigido pelo
promotor pUbi1 de milho (CHRISTENSEN e QUAIL, 1996). O pAHUG contém também o

gene de selecao hpt/l que confere resisténcia ao antibidtico higromicina.

Efeito da pressdo osmética nas SC 24 horas antes e apés o bombardeamento
As SC foram plagueadas em meios de bombardeamento (MSCLind pH 4 fitagel 0,7%) ou
(NB-Béasico pH 4 ou 5.8 fitagel 0.7%) com sacarose 3% - concentracao padrao - ou 12%,

onde permaneceram durante 24 horas antes do bombardeamento, para que as células



ficassem plasmolizadas. Apés o bombardeamento as suspensoes celulares foram mantidas
nos respectivos meios por 24 h antes do ensaio histoquimico e da transferéncia para meio

liquido.

Representacao esquematica dos plasmidios usados:

A- plasmidio pAHC27

pUbil1 Yl hes—pucie

B- plasmidio pAHUG

Deteccdo histoquimica da expressdao do gene gus

Suspensoes celulares foram incubadas em uma solugdo de X-Gluc (NaH2PO4.H20 100 Mm,
K4Fe(CN)6.3H20 0,5 mM, Na2EDTA.2H20 10 mM, Triton X-100 0,1%, X-Gluc 50 mg/mL 1
mM) por 16 horas a 37°C (JEFFERSON et al., 1987) apds permanecerem no vacuo por 5

minutos. Foi observado o resultado em microscépio esteroscopio Zeiss Stemi SV11.

Regeneracao de plantas a partir de Suspensao celular

As suspensodes celulares bombardeadas com o plasmideo pAHC27 foram transferidas para
os meios liquidos MSCLind pH 4 ou NB-Basico pH 4 ou 5.8. As SC bombardeadas com
pAHUG foram transferidas para os mesmos meios contendo higromicina 5 mg/L. Nesta
etapa de proliferacdo das células transformadas, as SC foram cultivadas por 2 semanas.
Apés este periodo, as SC mantidas em MSCLind foram transferidas para o meio DD1
liguido e apds sete dias, transferidas para o meio MSCLreg (sélido) com higromicina a 10
mg/L. No caso das SC cultivadas em NB-bdasico, na terceira semana estas foram
transferidas para o meio de pré-regeneracao sélido com 10 mg/L de higromicina, onde
foram mantidas no escuro durante 15 dias na sala de cultura em temperatura 25 °C+2°,
ap6s esse periodo foram transferidos para o meio NB-reg. Quando as plantulas

regeneraram foram transferidas para tubos de ensaio para maior oxigenacéo.

PCR das plantas regeneradas

O DNA genbémico extraido das plantas regeneradas, foi utilizado para realizacdo de reacdes
de PCR e foram usados primers para o gene gus que amplificam um fragmento de 420 pb.
Nas reacdes de PCR foram utilizados 40 ng de DNA gendémico, 2,5U de enzima taq
Polimerase (Pht), 0,2 mM de primers, 1,5 mM de MgClz, 0,13 mM de dNTPs, 1x de
tampao de PCR (Pht) e H20 MilliQ esterilizada para completar um volume final de 50 pl. O



controle negativo da reacao consistiu de uma amostra contendo agua e o controle positivo
conteve o DNA do pAHC27. As condicdes utilizadas no programa de amplificacdo foram:
desnaturacao a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 73°C por 1
min e extensado final a 73°C por 7 min. O produto final da PCR foi observado em gel de

agarose 1% e corado com brometo de etidio sobre luz ultravioleta no Eagle eye.

Resultados e Discussao

Calos embriogénicos obtidos nos meios de cultura testados apresentaram diferentes taxas
de inducao, no entanto, ndo houve diferenca significativa (Tabela1). Foi observado o
aumento da expressado do gene gus quando as SC foram submetidas a 12% de sacarose,
favorecendo a maior eficiéncia na transformacao (Tabela 2). Todavia, quando as SC foram
transferidas para meio de regeneracao todas oxidaram, mostrando um efeito deletério da
elevada concentracao de fonte de carbono (Figura C). Foram obtidas plantulas a partir de
SC bombardeadas em sacarose 3% e com pAHC27, cultivadas em MSCL pH 4 e NB
basico pH 5.8 (Figura E e H), que foram positivas para a presenca do gene gus por

histoguimico (Figura F e G), no entanto, foram negativas por PCR.

Figuras A-H- Suspensdes celulares bombardeadas com o plasmidio pAHC27 e cultivadas em meio NB-Béaico pH

5,8 (esquerda) e pH 4 (direita): B- : Ensaio Histoquimico para o gene gus em SC quando cultivadas no meio NB-
Bésico pH 5.8 (seta azul); C- Calos obtidos de SC apresentando oxidacdo e formacdo de raizes (seta preta)
cultivados em meio MSCLreg pH 4.0; D e E- Regeneracdo de brotos a partir de SC bombardeadas, embrido
somético germinando (seta preta) e plantulas obtidas do embrido soméatico mostrado na figura D; F e G
Expressdo do gene gus em plantulas obtidas de SC bombardeadas no meio MSCLreg pH 4, folha (seta preta) e
segmento basal de plantula in vitro com meristema apical azul (seta preta); H- broto regenerado em meio NB —

Béasico 5.8 de SC bombardeada . Todas as barras = 1 mm.



Tabela 1: Efeito da pressdo osmaética 24 horas antes e depois do bombardeamento na expressao

transiente do gene gus em suspensodes celulares usando os plasmidios pAHUG ou pAHC27.

Experimento Ne total de Ne pontos azuis em 3% Ne pontos azuis em 12%
placas sacarose sacarose
bombardeadas PAHUG PAHC27 pAHUG pAHC27
1 26 0 4 1 40
2 8 0 0] 0 0
3 18 1 1 0] 20

Tabela 2: Efeito da pressdo osmética 24 horas antes e depois do bombardeamento na expressao

transiente do gene gus em suspensoes celulares usando os plasmidios pAHUG ou pAHC27.

Concluséo
Meio de cultura Mo total de Ne de calos % de calos Numero de pontos azuis
sementes embriogénicos embriogénicos pAHUG pAHC27
MSCLind pH 4 300 107 35.6 5 4
NB-Basico pH 4 180 63 35 0 18
NB-Basico pH 5,8 270 122 45 10 12,5

As SC apresentaram maior taxa de divisao celular no meio NB pH 5.8 do que no meio
MSClind pH 4.0, sendo possivel reduzir o tempo de cultura. O plasmidio pAHC27 foi mais
eficiente que o pAHUG. A pressdo osmaética com sacarose 12% foi mais eficiente que 3%
para a expressao transiente, mas foi deletéria para viabilidade e regeneracédo das SC

(OLIVEIRA, 2008).
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