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INTRODUCAO:

A capacidade de regenerar plantas transgénicas de milho esté correlacionada com a habilidade de formag&o de calos
embriogénicos. A regeneracédo de plantas de milho a partir de embrides somaticos induzidos in vitro se da em etapas. A
primeira etapa se refere a maturagdo dos embrifes somaticos através do cultivo em meio de cultura com alta concentragéo
de sacarose, no escuro e sem a adicao de reguladores de crescimento (Frame et al.,2002; Vega et al., 2008). A segunda
etapa da regeneracéo se refere ao desenvolvimento dos brotos e enraizamento. Uma estratégia publicada por Frame et al.
(2011) mostra uma solucéo para maior eficiéncia na regeneracdo de plantas transgénicas do hibrido Hi-Il, o qual utiliza um
pré-tratamento de regeneragdo com menor concentragao da auxina 2,4- D. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influencia
e a utilizac&o do sistema de pré-regeneracdo em conjunto com diferentes concentracdes de fitoreguladores 2,4-D e ABA na
etapa de regeneracgdo de plantas.

METODOLOGIA:

Calos embriogénicos do hibrido de milho Hi-Il obtidos de embrides imaturos foram cultivados em 5 tratamentos, 4 de Pré-
reg e 1 de Regl (Tabelal): T1: sem 2,4-D; T2: com 0,25 mgL-1 de 2,4-D; T3: com 0,25 mg 2,4-D + 1uM ABA; T4: com 0,1
mgL-1 2,4-D + 1uM ABA; T5: sem 2,4-D + 60 gL-1 de sacarose. Em pré-reg permaneceram 14 dias no escuro a 250C, no
meio de Regl permaneceram 15 dias sem luz a 250C. Posteriormente foram transferidos para o meio de Regll e mantidos
em fotoperiodo 16h/8h até a formacéo de brotos e plantulas. As plantulas com 1,5cm foram transferidas para vidros com
meio Regll. Apés, as plantulas foram aclimatizadas e transferidas para vasos e mantidas em casa de vegetacédo até atingir
a maturidade. O delineamento foi o DCC com 5 repeti¢cbes. A unidade experimental uma placa de petri com 500mg de calos
embriogénicos. Foram avaliados numero de embrifes somaticos maduros, plantulas formadas e transferidas para
aclimatizacéo, plantas adultas e espigas formadas por tratamento.



RESULTADOS E DISCUSSOES:

Os calos embriogénicos cultivados nos tratamentos T2 e T4 apresentaram maior frequéncia da manutenc¢éo da
embriogenicidade comparado aos demais (Tabela 2). Quanto a formacéo de embriées maduros na etapa de Reg | e
formacéo de plantula na etapa de Reg Il, houve diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que o T2 foi superior ao
tratamento T1 e ao T5, ndo diferindo dos T3 e T4 (Tabela 2). No total foram regeneradas 1.081 plantas, sendo que 410
plantas foram geradas do tratamento T2. Comparando o desempenho dos diferentes tratamentos na velocidade da
emergéncia de plantas ap0s transferidas para a luz, o T2 apresentou uma resposta mais rapida, promovendo a formacgéo
das primeiras plantas em 8 dias (Figura 1). Os T3 e T4 que eram suplementados com 1uM ABA em combinac¢ao com o 2,4-
D, apresentaram um aumento no tamanho dos calos de 7 e 8 vezes, respectivamente, do seu tamanho inicia no retardo do
inicio de formacgéo de plantulas para o T4 em 10 dias e do aumento na producéo de plantulas para ambos os tratamentos
em um més apos o T2 (Figura 1). O rapido desempenho na formacao de plantulas apos a transferéncia para a luz no
tratamento T2 se deve pela perfeita maturacdo dos embrifes os quais apresentavam estruturas bipolares e
esbranquicadas, que possuiam eixo embrionario e radicular capaz de formar uma planta completa. Quando estas estruturas
séo expostas a luz, recebem estimulo para a germinacao. Os embrides maduros séo resultado da maturacdo dos embrides
somaticos devido ao estresse osmotico causado pela alta concentragdo de agucar encontrado no meio Regl (Figura 2c, d e
e). Foram aclimatizadas 30 plantas para cada tratamento. O tratamento T2 mostrou melhor resultado tanto no nimero de
plantas aclimatizadas, apresentando uma frequéncia de 93,3%, como no numero de plantas adultas obtidas (76,7%) (figura
3).

CONCLUSAO:

O meio de pré-regeneracado se mostrou fundamental na etapa de regeneracéo de plantas. A adicdo dos fitoreguladores
ABA e 2,4-D proporcionou um aumento na divisdo celular retardando o inicio do desenvolvimento de plantulas. O T2 (Pré-
reg com 0,25 mgL-1 de 2,4-D) demonstrou ser mais eficaz na resposta de producéo de plantas no processo de
regeneracao
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INSIRA ARQUIVO.IMAGEM - SE HOUVER:

Tabela 1 - Mebos utilizados para regeneraglo de plantas a partir de cales embriogénices de milhe

(FRAME et al, 2011)
Meios de Prepara¢do dos embrides somaticos para regeneracao

cultura

Sais MS acrescdo das vitaminas MS (05 mg.L' de tiamina HCI, 2 mg.L" de glicina, 0.5
mg.L" de pirndexing HCL, 0.5 mg.L" de &cido nicotinica), 100 mg.L"' de mic-inesitol, 0.25
;l'ﬁ" mL/L24-D, 30g.L" sacarose, 3 gL Phytagel pH5.8.

&,

[ do0 dos embrioes somaticos
Sais MS, acrescidos de vitaminas MS, 100 mg.L* de mic-inositol, 60 gL sacarose, 3
Reg.1 a.L"Phytagel pH 5.8.
Germinagho dos embrides somaticos
Reg.ll Mesmo Raeg. | com reduzida concentragdo de sacarose 30g L™ pH 5.8
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Figura 1: Desempenha dos diferentestratamentos na emergénda de plantulas apos transferidos
para a presenga de luz naregeneragdo dogendtipo Hi-ll de milho. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013,

Tratamentos

Figura 3: Numercde plantas aclimatizadas, plantas adultas ede espigas
formadasnos S diferentes ratamentosde regeneracdo do gendtipo HiH
de milho. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013

Tabela 2: Fomrnagho média de embrides madurcs, brotacdes e pldntulas nos dferenies ralamentss de
regeneracio com diferentes concentragies de ficreguladores. Passo Fundo, FAMVIUPF,

2M3
Pré-Regeneracio Regeneragao | Regeneragdo il
Frequéncia media de
Tratamentos calos que mantiveram  Nimero de embrido  Nimero de plintulas
a embriogenicidade madure regeneradas
%
1 1318:; b Th 118 be
2 10008 197 a 410a 4
3 44 0hb 2662 240 ab e —
4 Bbla 2258 289 eb Figura2: Etapas do procesoderegeneragacdo hibridode mitho HiHE a) Placa contendo 508mg decalo
Mn:nml 3525'?: EBZZ_? 1235 embriogénico; b) Calo embriogénico apresentando embridesalongados [Pré-regeneracdo); ¢) Calo
oV 1015 T0.85% 15.35% apresentando embridesmaduros (Regeneragdol); d) Aspecto do embrides madurocom escutelo eradicula
desemvolvidos (Regeneragdol1); e) Plantula germinada do embrido maduro; f) Placa contendo plantulas no

Médas seguidas 88 mesma lelra mindscila na coluna ndo dderam palo feste de Tukey a 5% de probahiidacs da

o, meiodeRegeneragso II; g) Plantulas em vidros em camara de crescimento controlada; h) Aclimatagso de

pléntulas em potes de 500 mi; i) Plantas adultasem casade vegetagdo; f) Espiga produzida por plantas
regenerados in vitro. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013,
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