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semelhantes a pré-embrides (Seta preta) barra ~1mm; (B) apresentando estruturas globulares e
primérdios radiculares (seta branca) barra ~1mm. C, D e E — Calos (sexual) formados em 15
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Resumo
Brachiaria brizantha é uma das mais importantes espécies forrageiras para a producao de
gado de corte no Brasil. Esta espécie apresenta um dos gendtipos mais plantados que é o
apomitico tetrapldéide, a cultivar Marandu, e um acesso sexual que é dipléide. O programa
de melhoramento desta forrageira na EMBRAPA vai contar em breve com a ferramenta de
transformacéo genética, que vem sendo desenvolvida no laboratério de reproducao vegetal
do Cenargen. O sistema de embriogénese somatica usado para a cultivar apomitica, vem
sendo desenvolvido a partir de sementes maduras, no entanto, o acesso sexual é muito
ineficiente na producao de sementes, sendo necessario um método alternativo de
regeneracao de plantas in vitro. Este trabalho teve como objetivo testar a capacidade
morfogenética de folhas de plantulas cultivadas in vitro para a embriogénese soméatica nos
acessos sexual e apomitico. Para tal, plantulas cultivadas in vitro foram repicadas em meio
B até atingirem 6 cm de altura, quando tiveram sua folha bandeira excisada e cortada
transversalmente em pedacos de 1 mm, que foram inoculados em meio ML1G1 pH 4 ou
5,8. Os explantes foram cultivados no escuro a 25 + 2°C por periodos de 15, 20 ou 30
dias. Apds esses periodos, os fragmentos foliares foram transferidos para o meio ML1C2
pH 4 ou 5,8 por periodos de cultura na auséncia de luz de 15, 10 e 30 dias,
respectivamente. Depois desses dois periodos de inducdo, os explantes foliares foram
transferidos para os meios ML1R3 e ML1R4 por 30 dias em cada um deles na presenca de
luz em camara de crescimento a 25 + 2°C para a regeneracado. Os calos obtidos nos
explantes foliares apresentaram-se hidricos e outras vezes fridveis, com estruturas
globulares semelhantes a embrides somaticos, dependendo do pH do meio. Quando os
calos foram transferidos para meio de regeneracao, alguns deles apresentaram pigmentos
de antocianina, caracteristico de inicio de formacao de brotos no processo de germinacéao
de embrides sométicos desta espécie, encontrando-se ainda neste meio de regeneracéo por
mais duas semanas.
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Introducao

Brachiaria brizantha é uma das mais importantes espécies forrageiras para a producao de
gado de corte no Brasil. Esta espécie apresenta um dos gendtipos mais plantados que é o
apomitico tetrapléide, a cultivar Marandu, e um acesso sexual que é dipldide. O sistema de
embriogénese somatica usado para a cultivar apomitica, vem sendo desenvolvido a partir
de sementes maduras. No entanto, o acesso sexual € muito ineficiente na producao de
sementes, sendo necessario um método alternativo de regeneracao de plantas in vitro.
Apesar de haver evidencias que monocotiledoneas em geral sdo extremamente
recalcitrantes a regeneracao de tecidos fotossintetizantes (CHAUDHURY e QU, 2000), em
milho foi descrita a embriogénese somatica a partir de folhas cultivadas in vitro
(AHMADABADI et al., 2007). Este trabalho teve como objetivo testar a capacidade
morfogenética de folhas de plantulas cultivadas in vitro dos acessos sexual e apomitico de

B. brizantha pela inducao de embriogénese somatica.

Material e Métodos

Material vegetal
Plantas de Brachiaria brizantha cv. Marandu apomitica BRA 000591 (B30) e do acesso
sexual BRA 002747 (B105), cultivadas in vitro, em sala de cultura com temperatura de

25°C + 2°C em fotoperiodo de 16 horas.

A partir de Segmentos foliares (método alternativo)

Plantas cultivadas in vitro medindo cerca de 6 cm, dos acessos apomitico e sexual, foram
selecionadas como fonte de explantes. As folhas mais jovens de cada planta foram
cortadas em pedacos de 1 mm a partir da bainha, foram inoculados em meio ML1G1. O
nitrato de prata e a espermidina foram adicionados ao meio apds a autoclavagem. Os
explantes foliares foram cultivados no escuro, na sala de cultura a 25 + 2°C, no periodo
de 15, 20 e 30 dias e foram transferidos para o meio ML1C2, que difere de ML1G1

contendo apenas 10 mg/L de nitrato de prata e ndo conter espermidina.

Regeneracdo de plantas a partir de calos embriogénicos de Segmentos foliares (método
alternativo)

Calos obtidos de folhas no meio ML1C2 apés 10, 15 e 30 dias de cultivo no escuro, foram
transferidos para o meio ML1R3, contendo a citocinina BAP; tendo sido cultivados na
presenca de luz a 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas. Apds 30 dias os calos foram
transferidos para o meio ML1R4 suplementado com a auxina ANA, no qual foram mantidos

por quatro semanas.



REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA METODOLOGIA TESTADA:

Segmentos basais cultivados in vitro em Meio B para obtencao de
plantulas - fonte de explantes foliares

1 més
Segmentos (1mm) da folha mais jovem introduzidos em
meio ML1G-1 pH 4 ou 5,8 —1° passo da Inducao de embriogénese

15, 20 ou 30 dias

Explahtes transferidos para meio ML1C-2 pH 4 ou 5,8 — 2° passo da
indugéo de embriogénese

15, 10 ou 30 dias

Explantes transferidos para meio ML1R-3 pH 4 ou 5,8 — 1° passo da
regeneracao

30 dias
Expla;ntes transferidos para meio ML1R-4 pH 4 ou 5,8 — 2° passo da
regeneracao

30 dias

Avaliacao dos explantes

Resultados e Discussao

A inducéao e regeneracao dos calos formados nos explantes foliares de ambos os acessos
tanto em pH 4 ou pH 5,8 como nos 15, 20 ou 30 dias de inducao apresentaram grande
variacdo (Tabela 1). Em todos os tratamentos os calos obtidos eram fridveis, com
estruturas globulares semelhantes a pré-embrides (Figura A e B ). Quando transferidos para
meio de regeneracado, a maioria desenvolveu raizes (Fig. C, D e E), ndo tendo sido

observada a regeneracao de embrides somaticos.



Tabela1: Resposta morfogenética de explantes foliares do acesso apomitico e sexual de B. brizantha

cultivados em diferentes pH e intervalos de tempo de inducdo. Média obtida de dois experimentos.

Tratamentos Calos formadoes na Regeneragcsn
indugao (o) Folhas Owidadas & | Folbas com calos afol Faires (%)
Paralisadas
pH4 pH58 pH4  pH58 pH 4 pH 5,8

15digz | Apomitico 1E 13 40 a1 G166) 23020
Seveual 155 16 45 1 20030,3) 10014,1)

20 diaz | Apomitico 5 75 Ba =] 2002207 10147
Sl 14 23 g4 71 3034 19(21,1)

30 diaz | Apomitico 20 18 45 B0 510) 913
Seseal 25 10 47 110 11 015.9) 15012

A e B — Calos (apomitico) com 15 dias de
indugdo em pH 5,8 e 4; (A) com estruturas
globulares semelhantes a pré-embrides
(Seta preta) barra ~1mm; (B) apresentando
estruturas  globulares e  primérdios
radiculares (seta branca) barra ~1mm.
C, D e E — Calos (sexual) formados em 15
dias de inducdo em pH 4.0 (C) e pH 5,8
' (D,E) apresentando formacdo de raizes
o (setas) barra ~1mm.



Conclusao

Nas condicdes testadas foram obtidos calos derivados de folhas de B. brizantha, contendo
estruturas semelhantes a pré-embriées. No entanto, nao foi possivel regenerar embrides
somaticos a partir destes calos, corroborando a afirmacao de que monocotiledéneas em
geral sdo extremamente recalcitrantes a regeneracao de tecidos fotossintetizantes

(CHAUDHURY e QU, 2000).
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