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RESUMO: Com o objetivo de testar a
eficiéncia de formagéo de calos
embriogénicos e regeneracdo em cultura de
tecido foi conduzido um experimento em
laboratério onde quatro linhagens de sorgo
sacarino (Sorghum bicolor L. Moench) BRS
508, BRS 509, BRS 511 foram utilizadas.
Inflorescéncias jovens entre 3,0 a 5,0 cm
comprimento foram fragmentadas e
plaqueados em meio de cultura CIMRS
suplementado com 2,4-D para inducdo de
calos. Apds 30 dias os calos formados foram
transferidos para meio de maturacdo RN, e
em seguida para meio de germinacdo H.
Plantulas foram aclimatadas em casa de
vegetacé@o em solos 1:1:1. O meio de indugéo
de calos (CIMRS) foi suplementado com
antioxidantes (PVPP e acido ascoérbico) para
diminuir o efeito téxico de compostos
fendlicos produzidos pelo sorgo quando
cultivados em cultura de tecido. Os resultados
mostraram que todas as linhagens foram
capazes de formar calos embriogénicos
embora com eficiéncia variavel. A linhagem
BRS509 produziu um maior nimero de calos
embriogénicos e um menor escurecimento do
meio de cultivo.

Termos de indexacgdo: Sorgo, reguladores
de crescimento, antioxidantes.

INTRODUCAO

Sorghum bicolor (L.), o quinto cereal mais
cultivado do mundo (Sato et al.,, 2004), é
extremamente recalcitrante quando cultivado
in vitro (Kishore et al., 2006). O sucesso da
aplicacdo das modernas técnicas de
transformacdo genética de plantas requer a
utilizacdo de gendétipos com alta capacidade
de regeneracéo (Oldach et al. 2001; Kishore
ET al, 2006). Para a obtencdo de um
protocolo eficiente de transformacéo genética
de sorgo é necessario que varios parametros,
entre eles a regeneragdo em cultura de
tecidos seja otimizada. A composicado do meio

de cultura é um fator importante que afeta a
morfogénese in vitro (Elkonin & Pakhomova
2000; Sato et al., 2004). A regeneracdo de
varios genotipos de sorgo, por meio de
embriogénese somatica, tem sido descrita a
partir de diferentes meios de cultura. Alguns
estudos tém comparado o efeito dos sais
basais, MS (Murashige & Skoog, 1962) e N6
(Chu et al.,, 1975), na inducdo de calos
embriogénicos em diferentes cultivares de
sorgo e tém constatado forte influéncia do
gendtipo na producao de calos e habilidade
de regeneragdo in vitro (Lusardi & Luppoto,
1990; Elkonin et el, 1995; Kaeppler &
Pedersen, 1996; Sato et al., 2004).

Os protocolos de transformacé@o genética
de planta sdo desenvolvidos para genotipos
adaptados a propagacao in vitro, tanto por
organogénese quanto por embriogénese e
essas plantas muitas vezes apresentam baixa
qualidade agronémica.

Desse modo, fica evidente ndo apenas a
necessidade de identificacdo de linhagens
elite com alta capacidade regenerativa em

cultura de tecidos, mas também o
desenvolvimento de protocolos de
regeneracdo funcionais para um maior

namero de plantas de uma mesma espécie.
Esta pesquisa teve como objetivo a
identificacdo de gendtipos de sorgo sacarino
capazes de regenerar eficientemente pelo
processo de embriogénese somatica, visando
sua utilizacdo na geracdo de plantas
transgénicas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas inflorescéncias jovens
com 3,0 a 5,0 cm de comprimento. Sementes
das linhagens BRS 508, BRS 509, BRS
511pertencentes ao banco germoplasma da
Embrapa Milho e Sorgo foram plantadas em
casa de vegetacdo na e aproximadamente
120 dias ap6s o plantio as inflorescéncias
foram coletadas.
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Esterilizacdo do material vegetal

Aproximadamente 15 cm de colmos
contendo as inflorescéncias imaturas foram
coletados e desinfestadas em etanol 70% e
dgua destilada estéril. Em seguida, em
camara de fluxo laminar, as folhas foram
retiradas com o auxilio de um bisturi,
deixando-se somente a panicula. As
paniculas foram cortadas em fragmentos de
aproximadamente 5mm.

Meio de cultivo

Os meios de cultivo utilizados para a
regeneracdo in vitro de sorgo nas varias
etapas do processo foram aqueles
desenvolvidos por Branddo et al. (2005)
(Tabela 1) suplementado com antioxidantes
(acido ascorbico e PVPP). A solucéo
contendo sais, sacarose e 2,4-D foi
autoclavada, os demais constituintes foram
esterilizados por filtragdo e adicionados a
solugdo ja autoclavada.

Tabela 1. Composi¢&o dos Meios de Cultura usados para a
Regeneracgéo de Sorgo Sacarino

Composi¢d Constituint Meio

26-28°C. Os calos maduros foram
transferidos para novas placas contendo meio
de germinacdo (meio H). Para germinagéo as
placas foram incubadas em ambiente
iluminado a 26-28°C e um fotoperiodo de 16/8
h (luz/escuro).

Aclimatizacéo

Plantas com aproximadamente 5 cm e
duas a trés folhas foram transferidas para
vasos contendo solo, vermiculita e areia na
proporcao de 1:1:1. O numero de plantas
regeneradas a partr de 8 g de calos
embriogénicos foi registrado para cada
cultivar estudada. Na primeira semana em
casa-de-vegetacao as plantulas
permaneceram protegidas sob uma cobertura
plastica transparente para aclimatizacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste projeto foi testado o meio MS
suplementado com 2,4-D para a inducdo de
calos embriogénicos a partir de inflorescéncia
imatura com 3 a 5 cm de comprimento.
Segundo Gupta et al. (2006), a utilizacdo de
inflorescéncias imaturas de sorgo pode

A . CIMRs ~ Meio RM  Meio H superar a limitacdo genotipica de maneira
Sais S Sais 434 239 239 mais pratica do que a utilizacdo de embrides
Regulador 2-4D 25mL 0 0 Imaturos. -
de Nossos resultados revelaram que em meio
Cresciment ANA1mglL 0 200 L 0 CIMRS suplementado com 24-D e
Myo-Inositol 100 mg 100 mg 0 antioxidantes (acido ascoérbico e PVPP),
Prolina 0749 0 0 todas as linhagens testadas foram capazes
Vitaminas . g 020 TG 1,0 mL 0 0 dg form_ar calps embriogénicos embpra com
Vitaminas o lom.  1o0mL eficiéncia variavel (Tabela 2). A linhagem
'\CS ’ ' BRS 509 foi a que produziu um maior niimero
Asparagina 109 M9 0 0 de calps embriogénicps e um menor
Cinetina 200 L 0 0 escurecimento do meio de cultivo. O
MES 059 0 0 escurecimento observado é devido
Suplemento  PVPP 10g 0 0 provavelmente ao acumulo de compostos
s 309 60 g 309 fendlicos no meio de cultivo.
Sacarose (comercia (comercia (comercia
) ) )
Tioxin 2,0 mL 0 0 Tabela 2. Numero de Calos e Plantulas desenvolvidas a
Phytagel 309 404 309 partir de fragmentos de inflorescéncias
Cultivar BRS508 BRS509 BRS511
Inducéo de calos embriogénicos Ne T?tal de 72 calos 60 calos 123 calos
. E t
Fragmentos das paniculas  foram Xpranies
transferidos para placas de Petri contendo N° de Calos 50 calos 56 calos 86 calos
. . Desenvolvidos !
meio de cultura CIMRS, e cultivados em
camara de crescimento, no escuro, a 26-28°C N° de Plantulas 28 32 16
por 30 d|asl com um subcultivo apés 15 dias. que Regeneraram plantulas plantulas plantulas

Regeneracao e germinacao

Oito gramas de calos embriogénicos foram
transferidos para 3 placas de meio de
maturacdo RM por 2-3 semanas, no escuro a

% em cima do n°

total de calos (~) 81,90%

93,30% 69,90%

1 contagem realizada antes dos calos serem passados para
0 meio de cultura RM
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Segundo Oberthur et al. (1983), o
escurecimento observado nos calos e no
meio de cultura de sorgo é devido aos
compostos fendlicos. Os compostos fendlicos
séo derivados do metabolismo secundéario, 0s
qguais exercem importante papel no
metabolismo de muitas espécies de plantas,
bem como na defesa contra predadores e
microrganismos. No entanto, no cultivo in vitro
de sorgo, a producédo de compostos fendlicos
pode prejudicar a formacdo de calos e o
desenvolvimento da planta (Kresovich et
al.,1987; George 1996; Zhu et al., 1998).

CONCLUSOES

Todas as linhagens foram capazes de
formar calos embriogénicos e produzir
plantas.

A linhagem BRS509 se destacou podendo
ser utilizada futuramente para o]
desenvolvimento  de  protocolos  para
transformacéao genética utilizando
Agrobacterium tumefaciens.
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