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Resumo

O objetivo neste trabalho é divulgar os protocolos utilizados na Embrapa
Gado de Corte para a assepsia e micropropagacao /n vitro de explantes de
braquiaria. Estes foram coletados /in vivo para a cultura de tecidos, com a
finalidade de otimizar a micropropagacao e a poliploidizacdo de gendtipos
dipléides. A metodologia utilizada resultou na duplicacdo somética efetiva
de algumas plantas do género. O dominio dessas técnicas contribui extra-
ordinariamente para a economia de tempo e espaco em obter genétipos
valiosos ao programa de melhoramento da referida graminea. Plantas
duplicadas permitirdao o melhoramento intra-especifico nesse género,
caracterizado por plantas apomiticas tetrapléides de grande importancia
agrondmica.

Termos para indexacdo: braquiaria, cultivo in vitro, duplicacao
cromossdmica, melhoramento genético vegetal.






Protocols for Meristem
Cleansing and Tissue
Culture in Brachiaria and
Best Treatment for
Chromosome Duplication

Abstract

This paper describes the protocols used by Embrapa Beef Cattle for the
cleansing and in vitro culture of Brachiaria spp. explants. These were
extracted from in vivo plants with the objective of optimizing micro
propagation and polyploidization of diploid genotypes. The methodology
used resulted in somatic duplication of the chromosome numbers in some
plants of this genus. The success of these techniques contributes
enormously to the economy in time and space needed to obtain valuable
genotypes for the breeding program. Duplicated plants will allow
intraspecific breeding in the genus characterized mostly by tetraploid
apomictic genotypes of considerable agronomic importance.

Index terms: Brachiaria, in vitro cultivated, double chromosome, plant
breeding.
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Introducéo

Extensas pastagens de Brachiaria (Trin.) Griseb sdo a base da producao
animal no Brasil Central. Porém, por serem poucas as cultivares e de
reproducéo apomitica (assexuada), na qual o embrido se desenvolve por
partenogénese, gerando uma planta idéntica a planta-mae (Dusi; Willemse,
1999), a variabilidade genética é baixa, persistindo um alto risco de
ocorréncia de pragas ou doencas. Para ampliar a base genética e permitir a
exploracao de genétipos conservados pela apomixia em Brachiaria
decumbens e Brachiaria brizantha, as duas espécies mais importantes
nesse contexto, é possivel utilizar a sexualidade identificada em alguns
acessos em cruzamentos intra-especificos. Para isso, é necessario,
primeiramente, duplicar cromossomos dos acessos dipléides de reprodu-
cao sexual para igualar a ploidia com os acessos apomiticos tetrapldides.
Cruzamentos intra-especificos poderdao gerar progénies hibridas com
caracteristicas desejaveis, além de superar os problemas de esterilidade e
ma producao de sementes que ja foram verificados em hibridos
interespecificos produzidos em um programa de melhoramento de
Brachiaria em andamento na Embrapa Gado de Corte desde o ano de 1988.

Em programas de melhoramento de plantas, a producao de polipléides
artificiais para as mais diversas finalidades é de uso freqliente, sendo a
duplicacao somatica feita basicamente com a da utilizacdo de uma subs-
tancia antimitdtica, dos quais a mais famosa é a colchicina. A aplicacao
pode ser nas sementes, plantas jovens ou partes vegetativas com tecidos
meristematicos ativos, como afilhos e estolhos, por exemplo. Para aumen-
tar a quantidade de plantas vidveis e assim proceder a duplicacao
cromossémica, meristemas podem ser tratados diretamente em um meio
de cultura /in vitro (Mello e Silva et al., 2000). Essa técnica pode solucionar
problemas praticos, como a manutencao de genétipos, multiplicacao por
propagacao vegetativa, conservacao de germoplasma e outros. O cultivo
pode iniciar pela extracao de qualquer parte da planta, como gemas, raizes,
protoplastos, ou embrides, colocada em um meio nutritivo sob condi¢cdes
controladas e em recipiente asséptico (Pinheiro et al., 2000), e permite
produzir plantas isentas de patdgenos. Para certas culturas, a técnica
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ainda nao foi estabelecida satisfatoriamente. A micropropagacao in vitro,
que visa multiplicar rapidamente gendtipos promissores, torna os progra-
mas de melhoramento genético mais dindmicos.

Rodrigues-Otubo et al. (2000) sugeriram a cultura de calos para regenerar
plantas dipléides de B. brizantha e B. decumbens com fins de duplicacédo do
numero cromossdmico. Isto pode viabilizar, de maneira eficiente, as
hibridacoes diretas entre os acessos dessas espécies.

Experimentos com cultura de tecidos envolvem processos laboriosos,
desde a coleta de explantes no campo até o controle da contaminacdo dos
meios, requerendo uma grande quantidade de material vegetal e um longo
periodo de tempo para aquisicdo de quantidade consideravel de explantes.
Além disso, meios de cultura que induzam a multibrotacao de meristemas
e, a seguir, o crescimento e enraizamento das plantulas, requerem testes
extensivos. Os objetivos neste trabalho foram: estabelecer protocolo de
assepsia para explantes de acessos de Brachiaria coletados no campo,
estabelecer um protocolo para cultura de tecidos no género e divulgar a
metodologia de duplicacdo cromoss6mica somatica que resultou na
tetraploidizacao de plantas originalmente dipldides e de reproducao sexual.

Materiais

O trabalho foi conduzido nos Laboratérios de Biotecnologia Vegetal e de
Citogenética Vegetal da Embrapa Gado de Corte, unidade descentralizada
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), Campo Gran-
de, MS.

Os materiais vegetais utilizados foram os acessos dipldides de reproducéao
sexual de B. decumbens identificados sob os cédigos D4, D5, D6, D18,
D24, D25, D27, D30, D35 e D40. As matrizes foram coletadas no campo
de germoplasma mantido na Embrapa Gado de Corte na forma de perfilhos.
Também foram feitos testes de cultivo in vitro de hibridos dipléides
sexuais entre B. decumbens e B. brizantha que foram produzidos nesse
Centro de Pesquisa, nos anos de 1992 (trés plantas hibridas testadas) e
1996 (trés plantas hibridas testadas).
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Metodologia

Cultivo de meristemas in vitro
Para melhor organizar os trabalhos de cultivo in vitro, é importante seguir
as etapas:

* Preparo de solucdes-estoque (pesagem de sais, vitaminas e
fitorreguladores, diluicoes).

* Esterilizacdo de materiais de uso na capela de fluxo laminar (pincas,
bisturis, vidros e outros) e assepsia da sala de fluxo laminar.

® Preparo e esterilizacdo dos meios de cultura.

* Coleta, assepsia e extracdo de meristemas.

* Controle de contaminacao dos explantes em meio de cultura.

Preparo de solucées-estoque

As substancias e respectivas quantidades para preparo das solucoes-
estoque (macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e fitorreguladores)
utilizadas nos meios de cultura encontram-se descritas nas Tabelas 1, 2, 3
e 4. Para o preparo das solu¢cdes de micro e macronutrientes, os sais,
depois de pesados, devem ser colocados em um béquer seco, adicionado-
se um pouco de agua destilada para agitacao e, depois de diluido, ajustado
o volume final em proveta (Fig. 1a). Todos os micronutrientes que com-
poem a solucado G (Tabela 2), depois de pesados, sdo estocados juntos, em
um unico recipiente. As solucdes-estoqgue devem ser mantidas em refrige-
rador até sua utilizacdo. Para o preparo de 100 mL, 200 mL, 250 mL ou
500 mL de solucdes-estoque, dependendo da demanda do trabalho, faz-se
um ajuste das quantidades por meio de regras de trés.
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Tabela 1. Concentracdo de substancias para solucdo-estoque de macronutrientes
(solucdes A, B, C, D, E, F) para meios de cultura vegetal, segundo Linsmaier e
Skoog (1965).

Sais Concentracao
(g/L)
A - NH4NOs (nitrato de amonio) 165
B — KNOs (nitrato de potassio) 190
C - CaCl2.2H20 (cloreto de célcio) 44
D - MgS04.7H20 (sulfato de magnésio) 37
E - KH2.P0O4.7H20 (fosfato de potassio) 17
F — FeS04.7H20" (sulfato ferroso) + 2,78
Na2EDTA.2H20 (s6dio EDTA) 3,72

" Preparar essa solucéo sob aquecimento; depois acrescentar a diluicdo do Na,EDTA.2H,0 e ajusté-la ao
volume final.

Tabela 2. Concentracdo de substancias na solucdo-estoque de micronutrientes
(solucdo G) para meios de cultura vegetal segundo Linsmaier e Skoog (1965).

Sais Concentracdo
(mg/L)

1" — CoCl2.6H20 (cloreto de cobalto) 0,025

2" — CuS04.5H20 (sulfato de cobre) 0,025

3 - H3BOs (4cido bérico) 6,2

4 - Kl (iodeto de potassio) 0,83

5 — MnS04.4H20 (sulfato de manganés) 22,3

6 — Na2Mo004.2H20 (molibdato de sddio) 0,25

7 - ZnS04.7H20 (sulfato de zinco) 8,6

111 e 2: Fazer dois subestoques: 0,005 g em 100 mL ® depois agitar bem e pipetar: 10 mL de cadauma
das solugcdes no estoque de 200 mL com os demais sais, 12,5 mL no estoque de 250 mL com os
demais sais ou 25 mL no estoque de 500 mL com os demais sais.
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Tabela 3. Preparo de solugdo-estoque de vitaminas de MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e LS (LINSMAIER; SKOOG, 1965) para meios de cultura
vegetal.

Quantidade das vitaminas Volume das solucdes-estoque

Acido nicotinico: 0,010 g 200 mL
Piridoxina: 0,01 g 200 mL
Mioinositol (ou inositol): 0,01 g 100 mL
Tiamina: 0,01 g 200 mL (para o meio MS)
Tiamina: 0,0004 g 50 mL (para o meio LS)

Tabela 4. Preparo de solucdo-estoque de hormonios para meios de cultura
vegetal.

Solucdes-estoque de fitorreguladores' - todos: 0,001 g/L

KIN (cinetina)
ANA (acido naftaleno acético)

BAP (benzilaminopurina)

1) Estas solucdes ndo diluem facilmente; é necessario pesar 0,02 g de cada hormoénio, adicionar um
pouco de agua e dissolvé-los com algumas gotas de NaOH 1M, agitando sempre. Depois de dissolvido,
acrescentar dgua destilada até o volume final de 20 mL e armazenar em geladeira, no escuro.

Esterilizacdo de materiais de uso rotineiro

Os materiais utilizados para extracdao, como placas de Petri, pincas,
bisturis, os vidros com tampa para colocar as solugdes de assepsia e a
agua destilada devem ser autoclavados, para minimizar os riscos de
contaminacao (Fig. 1b). E devem ser usados sempre na capela de fluxo
laminar também asséptica.

Preparo de meio LS para multibrotacao

O meio de cultura LS (LINSMAIER; SKOOG, 1965) adaptado por Pinheiro
(1996), para induzir a multibrotacao dos meristemas (Fig. 1c, 1d, 1e), é
preparado com a seguinte composicao:
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Para fazer 1 litro de meio de cultura LS:

® Sacarose: 20 g

® Caseina: 0,1 g

® Sais: solucdes-estoque de macronutrientes A, B, C, D, E, F: 10 mL cada;
solucdo G (micronutrientes): 10 mL

* Vitaminas de LS: tiamina (1mL) e mioinositol (10mL)

* Fitorreguladores”: ANA: 1mL, KIN: 3mL, BAP: 3 mL

® pH: 5,7-5,8; ajustado no pHmetro com NaOH 0,1 N.

A composicdo dos fitorreguladores foi modificada especialmente para B. decumbens.

Por fim, apds acrescentar o agar (9 g), a mistura é levada ao microondas e
fervida por cerca de nove minutos ou até levantar bolhas na superficie.
Depois, é distribuida, ainda quente, nos vidros, imediatamente tampados e
embalados com filme de plastico para serem autoclavados por 18 minutos.
Depois de autoclavados, os vidros contendo os meios de cultura sao
armazenados em refrigerador até serem utilizados. Para cada litro de meio
LS preparado, é possivel distribui-lo em cerca de 40 vidros de 100 mL (Fig.
1c).

Preparo de meio MS para crescimento e enraizamento dos
brotos

O meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962, modificado) (Fig. 1f,
1g, 1h) é preparado como descrito a seguir:

Para 1 litro de meio de cultura MS:

® Sacarose: 45 g
® Sais: solucdes-estoque de macronutrientes A, B, C, D, E, F: 10 ml cada;
solucado G (micronutrientes): 5 mi
® Vitaminas de MS: 4cido nicotinico (10 mL), piridoxina (10 mL), tiamina
(10 mL)
® |nositol: 10 mL
®* Horménio ANA: TmL
® pH: 5,7-5,8 ajustado no pHmetro com NaOH O, 1N.
Apéds acrescentar o dgar (9g), a mistura levada ao microondas é aquecida
em poténcia maxima por cerca de nove minutos ou até levantar bolhas na
superficie. Depois é distribuida, ainda quente, nos tubos de ensaio, tampa-
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dos e embalados com filme de plastico (Fig. 1f) para serem autoclavadas
por 18 minutos. E preferivel deixar solidificar em posicdo inclinada e a
temperatura ambiente, apés autoclavar. Apés a solidificagcdo dentro dos
tubos de ensaio, estes sdo mantidos em refrigerador até serem utilizados.

Fotos: Carine Simioni

Fig. 1. a) Preparo de solucdes-estoque de sais, hormoénios e vitaminas para os meios

de cultura vegetal; b) materiais de uso rotineiro para extracdo de meristemas; c)
meio LS (LINSMAIER; SKOOG) distribuido nos frascos antes de ser utilizado; d)
explantes em meio LS antes do tratamento com colchicina; e) multibrotacdo dos
brotos em meio LS; f) meio MS (MURASHIGE; SKOOG) distribuido nos tubos de
ensaio antes de ser utilizado; g) plantulas em meio MS para crescimento e
enraizamento; h) mostra do segmento basal (seta) usado como explante para ser
submetido ao meio LS com colchicina.
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Coleta, assepsia e extracdo de explantes
A coleta, assepsia, extracao dos explantes de Brachiaria e demais procedi-
mentos seguem as seguintes etapas:

No campo: coleta de hastes das plantas contendo as gemas laterais (Fig. 2
a, 2b).

Em laboratério: segmentos dos caules contendo as gemas laterais sao
cortados (Fig. 2c) e, logo apés, lavados com detergente neutro e enxagua-
do com 4gua destilada. Se as hastes estiverem muito contaminadas com
terra vinda do campo, estas sao limpas com uma escova macia para
eliminar o excesso de sujeira.

Fotos: Carine Simioni

Fig. 2. a) Caule das plantas de Brachiaria decumbens contendo as gemas laterais (as
setas indicam os pontos do corte para a coleta dos meristemas); b) meristema
lateral; c) gemas laterais cortadas antes da extracdo dos meristemas.

19
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Na camara de fluxo laminar: primeiramente, as gemas laterais dos caules
das plantas contendo os explantes sdo submetidas as seguintes solugoes
para limpeza (Fig. 3a):

* Explantes mantidos por 2 minutos em etanol 70%.

* Explantes mantidos por 20 minutos em hipoclorito 50%.

* Tréslavagens com agua destilada autoclavada.

* Explantes mantidos por 2 minutos em etanol 70%.

* Explantes mantidos por 10 minutos em hipoclorito 10%.

* Tréslavagens com agua destilada autoclavada.

Fig. 3. Vidros contendo as solucdes de assepsia das gemas laterais de Brachiaria

decumbens.

Os explantes contendo os meristemas permanecem no vidro da dltima
lavagem com 4gua destilada autoclavada e imediatamente inicia-se a
extracao, sob microscoépio estereoscépico dentro da camara de fluxo
laminar. Cada meristema extraido deve ser imediatamente inoculado nos
vidros fechados com filme de plastico contendo o meio de cultura LS
(LINSMAIER; SKOOG, 1965) (Fig. 4). Em cada vidro sado colocados cinco
meristemas.

Apds o crescimento, os meristemas multibrotados (Fig. 1e) devem ser
repicados em camara asséptica com bisturi e laminas esterilizadas e
imediatamente transferidos para tubos de ensaio contendo meio MS para o
crescimento e enraizamento (Fig. 1f, 1g, 1h).
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Fotos: Carine Simioni

Fig. 4. a,b) Materiais utilizados para a extracdo dos meristemas sob lupa; c)
meristema extraido sob microscépio estereoscoépico; d) meristemas em meio LS
(LINSMAIER; SKOOG) antes de serem colocados na camara de germinacéo.

Na camara de germinagdo: os meristemas, brotos e plantulas antes,
durante e apds o tratamento com colchicina, tanto no meio LS quanto no
meio MS, sao cultivados sob uma temperatura de 23°C com fornecimento
de luz artificial por meio de lampadas fluorescentes acopladas a camara de
germinacgao, totalizando um fotoperiodo de 16 horas-luz (Fig. b).

Controle de contaminacdo: é importante verificar as condicdes dos
explantes dentro dos meios de cultura diariamente. Para manter a limpeza
e assepsia, verificam-se os vidros e tubos de ensaio que estdao contamina-
dos com fungos e bactérias. Estes devem ser levados a camara de fluxo
laminar e os explantes nao atingidos pela contaminacao devem ser removi-
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dos e transferidos, utilizando vidros e tubos de ensaio com meios de
cultura novos. Vidros e tubos de ensaio contaminados devem ser descarta-
dos e autoclavados para eliminar os microorganismos antes de serem
lavados em &agua corrente e sabao. Quando a contaminagao é por fungos,
descartam-se todos os explantes, mesmo os que nao foram atingidos
visualmente pelos microorganismos (Fig. 6).

Fig. 5. Cultivo de meristemas de

Foto: Carine Simioni

Brachiaria decumbens, brotos e
plantulas em camara de germinacéao.

Foto: Carine Simioni

Fig. 6. Explante contaminado
por bactéria (seta).
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Preparo da solucdo de colchicina e sua aplicacdo para
duplicacdo somatica de cromossomos e pds-tratamento
Apés cerca de 30 dias (periodo varidvel conforme os genétipos), os brotos
produzidos no meio MS sao individualizados (sempre na camara de fluxo
laminar) e a duplicagdao do nimero cromossdémico deve ser realizada a
partir do segmento basal dos explantes enraizados (Fig. 1h), inoculados em
meio LS suplementados com colchicina (Fig. 7). Um experimento anterior
conduzido por Pinheiro et al. (2000), testando protocolos para duplicagao
do ndmero cromossOmico em B. brizantha, com a aplicacao de colchicina
em explantes cultivados /in vitro, demonstrou que a eficiéncia da duplicacao
depende da concentracao e do tempo de exposicao dos explantes a droga.
Nesse experimento, no tratamento com os melhores resultados obtidos
pelos autores, foi utilizado: 0,01 % de colchicina por 48 horas.

Fotos: Carine Simioni

Fig. 7. a) Solucdo de colchicina sendo adicionada ao meio LS (LINSMAIER; SKOOG)
com o auxilio de um filtro milipore estéril de 0,45 im de espessura do poro; b,c)

meristemas em meio LS suplementado com colchicina.

A solugao-estoque contendo colchicina nessa concentracao é feita pesan-
do-se 0,1 g em 10 mL de agua destilada autoclavada. Essa solucao fica no
refrigerador até sua utilizagao.

A cada 100 mL de meio LS preparado para receber o antimitético, 1 mL da
solucao-estoque é adicionado com uma seringa estéril e descartavel,
utilizando um filtro milipore também estéril, com 0,45 im de espessura do
poro (Fig. 7a), em camara de fluxo laminar.
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As concentracoes das substancias necessarias para fazer 100 mL de
meio LS estao descritas a seguir:

Para fazer 100 mL de meio de cultura LS:

® Sacarose: 2 g

* Caseina: 0,01 g

* Sais: solucdes-estoque de macronutrientes A, B, C, D, E, F: 1 mL cada;

solucdo G (micronutrientes): 1 mL

® Vitaminas de LS: tiamina (0,1 mL) e mioinositol (1 mL.

®* Hormoénios*: ANA: O,1mL; KIN: 0,3 mL; BAP: 0,3 mL

® pH: 5,7-5,8; ajustado no pHmetro com NaOH 0,1 N.
Depois, é acrescentado o agar (0,9 g) e a mistura é levada ao microondas
(deixar ferver por aproximadamente 2 minutos).

Os 100 mL de meio contendo o antimitético podem ser distribuidos em
cinco placas de Petri autoclavadas onde serdo colocados os meristemas
basais para submeté-los ao tratamento (Fig. 7b, 7c¢).

Apds 48 horas de inoculacdo em meio suplementado com a solucéo de
colchicina, os segmentos basais (meristemas) tratados voltam ao meio de
cultura LS sem colchicina, para a multibrotacdao. Embora seja um
antimitotico de baixa toxicidade, o tratamento com essa droga leva grande
quantidade de explantes a necrose. Porisso, o grande cuidado com a
manipulacdo. Mesmo assim, ocorrem muitas perdas.

Os explantes sobreviventes em meio LS sao repicados novamente para o
meio de enraizamento (MS) e os que alcancam bom desenvolvimento sao
transferidos para copinhos de plastico com vermiculita e areia, na propor-
cao 3:1 para a aclimatacao, e depois as plantas sao transferidas para
vasos com terra.



Protocolos para assepsia de meristemas e cultura de tecidos para o género
Brachiaria (Trin.) Griseb e melhor tratamento para duplicacdo de numero
cromossémico

Comentarios finais

A metodologia utilizada para assepsia de explantes de plantas de
braquiéria, tanto para B. decumbens quanto para os hibridos testados,
encontra-se definida.

O protocolo de composicao e preparo de meio de multibrotacao (LS)
mostrou-se eficiente para sua utilizacdo nos acessos de B. decumbens e
nas plantas hibridas avaliadas. Porém, por causa das diferencas
genotipicas e ambientais, alguns se mostraram mais responsivos que
outros, produzindo um grande niimero de brotos a partir de um Unico
meristema cultivado, como foi o caso do D24.

O meio MS de crescimento e enraizamento mostrou-se eficiente. Em
menos de 30 dias, foi possivel observar um forte enraizamento na maioria
das plantas, indicando ser o periodo ideal para retiré-los dos tubos de
ensaio e proceder a continuidade do experimento.

Apés a superacao das dificuldades inerentes a primeira etapa de experi-
mentos envolvendo cultura de tecidos in vitro, devem ser definidas as
préximas etapas. No trabalho conduzido por Simioni e Valle (2005, 2006a,
2006b), cujo objetivo foi a duplicacdao do nimero cromossdmico de B.
decumbens dipléide de reproducao sexual, sua continuidade baseou-se nas
avaliacOes das plantas que sobreviveram ao tratamento com colchicina.
Estas consistiram na confirmacao da duplicacdo cromossémica em andli-
ses de pontas de raiz (mitose) e em anteras (meiose), na avaliacdo do
modo de reproducao, no comportamento meidtico e na viabilidade do pélen
para estudos de fertilidade. Estes estudos constituiram a base para os
cruzamentos feitos entre as plantas tetraploidizadas, que serviram de
genitores femininos (fonte de variabilidade genética) em cruzamentos com
acessos apomiticos doadores de pdlen (Simioni; Valle, 2008). Esses
cruzamentos tém como objetivo produzir progénies hibridas intra-especifi-
cas com maior variabilidade genética, que fixem genétipos superiores por
meio da apomixia e que produzam boa quantidade de sementes viaveis.
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