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Apresentacao

A tecnificacao nos sistemas produtivos brasileiros de leite e de carne
verificada nas Ultimas décadas, em consequéncia da globalizacdo da
economia, tem demandado novas alternativas, para a manutencao da
sustentabilidade produtiva. Nesse contexto, a melhoria da alimentacao
do gado constitui um elemento chave, e a producao e oferta de
forragens de qualidade assumem papel primordial.

Uma das vertentes para o atendimento dessas demandas é o
melhoramento genético de forrageiras, para o qual a conservacao e
disponibilizacdo de germoplasma se torna crucial. Além disso, existe
demanda para a rdpida multiplicacao de gendtipos promissores,
principalmente para as espécies com propagacao vegetativa
preferencial.

Considerando o exposto, a micropropagacao e a conservacao in vitro
de gramineas forrageiras se apresentam com alternativas viadveis para
concretizar a agilidade necessaria aos programas de melhoramento
genético e também ao progresso dos sistemas produtivos, visto que
cultivares de baixa disponibilidade, porém com elevada procura, podem
ser rapidamente introduzidas nos referidos sistemas.

A Embrapa Gado de Leite tem se dedicado a micropropagacao e
conservacao in vitro de espécies forrageiras ha mais de uma década.
A presente publicacao representa um resumo das recomendacdes
técnicas para o assunto.

Duarte Vilela
Chefe-geral
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Micropropagacéo e Cultivo in vitro de Gramineas Forrageiras Tropicais

Introducao

Esta publicacdo descreve as técnicas utilizadas para cultivo in
vitro de plantulas de gramineas forrageiras tropicais, objetivando
a micropropagacédo, conservacao de germoplasma, melhoramento
genético ou avaliacbes metabdlicas.

No Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da Embrapa Gado
de Leite, essas técnicas estao otimizadas para as seguintes espécies:
Brachiaria brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis, Pennisetum
purpureum e Saccharum officinarum.

Como em todas as praticas em ambiente controlado, registra-se a
necessidade constante da observancia de boas praticas laboratoriais.
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Definicoes
EXPLANTE: Célula, tecido ou 6rgdo de uma planta usado para iniciar
culturas in vitro.

IN VITRO: Todo processo biolégico que se desenvolve em lugar
fora dos sistemas vivos, no ambiente controlado e fechado de um
laboratdrio e que sdo feitos normalmente em recipientes de vidro.

MICROPROPAGACAO: Propagacéo clonal répida in vitro de plantas a partir
de células, tecidos ou 6rgdos cultivados assepticamente em meio de cultura
definido e mantidos sob condicées controladas de luz e temperatura.

EXPURGO: é o processo de expurgar, expelir, expulsar, exilar ou eliminar
contaminacées, no sentido de desfazer-se do microrganismo contaminante.

ACLIMATACAO: Processo pelo qual plantas se ajustam fisiologicamente
e anatomicamente das condicbdes de cultivo e ambientais in vitro para
as condicbes ex vitro em sistemas vivos.

OXIDACAO: Reacéo do oxigénio com ions metélicos (+) dos outros
compostos do meio de cultivo. Os explantes ao serem inoculados podem
liberar exsudados que tornam o meio de cultivo escuro. Este tipo de
escurecimento é conseqliéncia da liberacdo de fendis dos ferimentos
ocasionados no processo de extracdo dos explantes.

Abreviaturas e Simbolos:
MAA - Meristemas axilares e apicais.
Meio MS - Meio de Murashige e Skoog modificado.

Meio BA — Meio MS + &cido indolbutirico e 6-Benzilaminopurina +
sacarose + agar.

Meio NAA — Meio MS + &cido naftalenoacético + sacarose + agar.

Meio MCC — MS + &cido indolbutirico e 6-Benzilaminopurina +
sacarose + carvao ativado + agar.
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Materiais e Equipamentos

Para a Introducédo de Cultivos:

e Agua deionizada estéril autoclavada;

e Alcool comercial 70% (v/v);

e Algodao;

e Autoclave;

e Béquer;

e Cabos de bisturi e bisturis;

e (Capela de fluxo laminar horizontal;

e Filme PVC 17 um;

e  Funil;

e Hipoclorito de sédio 1% + Triton x-100;
e Lamparina;

e Meio de cultivo BA;

e Pincas;

e Placas de petri grande com papel filtro;
e Placas de petri pequenas;

e Tesoura ou podao;

e Tubos de ensaio pequenos e grandes.

Para a Repicagem dos Cultivos:
e Alcool comercial 70% (v/v):

e Autoclave;

e Cabos de bisturi e bisturis;

e (Capela de fluxo laminar horizontal;

e Filme PVC 17 um;

e Formol 40%;

11
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® Lamparina;

e Meio de cultivo NAA, BA ou MCC;

e Pincas;

e Placa de petri grande com papel filtro;

e Placas de petri pequenas.
Metodologia

Preparo das condicdes de trabalho

A capela de fluxo laminar deve ser previamente desinfestada com élcool
(etanol) 70% e submetida a acao de luz ultravioleta por um periodo
minimo de 20 minutos.

Todos os acessoérios e equipamentos utilizados, bem como os meios

de cultura, devem ser esterilizados em autoclave por no minimo 20
minutos e, antes o uso, inseridos dentro da capela de fluxo laminar para
exposicao a luz ultravioleta por um periodo minimo de 20 minutos.

Pelo menos uma vez por semana deve ser realizado expurgo da capela de
fluxo laminar. Este procedimento deve ser realizado espalhando-se formol
40% sobre a bancada da capela no horério de termino do expediente e
mantendo-se a exaustdo da capela ligada, por no minimo, 12 horas.

Coleta de explantes vegetais

Escolher explantes provenientes de plantas matrizes ou bésicas sadias
para efetuar a coleta. Caso ndo existam para a cultivar desejada,
coletar os explantes de plantas morfologicamente caracterizadas

e adequadamente cultivadas, de preferéncia no interior de casa de
vegetacdo. Sao coletados meristemas axilares e apicais (MAA) das
plantas que serao cultivadas in vitro.

Desinfeccdo de explantes

Realizar esta etapa em laboratério. Lavar os explantes em agua
corrente, removendo-se as folhas externas. Em seguida, desinfestar
os mesmos, mergulhando-os completamente em um tubo de
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ensaio em solucdes a base de alcool 70% por 5 minutos e a seguir
hipoclorito de sédio 1% + Triton x-100 por 30 minutos. Finalmente,
sob condicOes assépticas, no interior de camara de fluxo laminar,
lavar os explantes com agua destilada esterilizada em autoclave,

por trés vezes, com auxilio de um funil e béquer para a completa
remocao dos residuos de cloro.

Manipulacdo vegetal

Introducao de Materiais Vegetais

Assim gue os explantes estiverem desinfestados, retirar os MAA de
cada explante, utilizando uma pinca e um bisturi. Coletar sementes
com auxilio apenas de pinca.

Durante a realizacdo destas atividades, a pinca e o bisturi devem ser
frequentemente flambados mergulhando-os em éalcool comercial e
colocando-os em contato com a chama da lamparina.

A manipulacdo dos explantes deve ser realizada dentro de uma placa
de petri grande sobre uma folha de papel filtro. Esta folha de papel
filtro deve ser trocada sempre que se inicie a manipulacao de um
novo explante.

Inserir os MAA retirados do explante em meio BA e em seguida selar
com filme de PVC com no minimo duas camadas. Este procedimento
deve ser realizado o mais rapido possivel para evitar a oxidacao do
explante.

Rotular os frascos contendo os MAA ou sementes com auxilio de
caneta tipo marcador permanente e datar.

Repicagem

Para a repicagem, proceder a abertura dos frascos com plantulas ja
micropropagadas, retirar a plantula sobre a placa de petri com o papel
filtro e proceder da mesma maneira utilizada para a introducao, ou seja,
remover as plantulas ou seus MMA, e inserir os mesmos em um novo
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frasco. A escolha do meio para acondicionamento destes explantes
dependeréa do nivel de desenvolvimento da plantula. Utilizar meio MCC
para plantulas mais desenvolvidas e BA para MAA e plantulas menos
desenvolvidas.

Aclimatacao de plantulas micropropagadas

Para aclimatacao, transferir as plantulas para copos plasticos de 200 mL
contendo agua destilada e manté-las na cdmara de crescimento por

2 dias. Apds este periodo, transferir as plantulas para potes de 50 mL
contendo vermiculita + areia (50%), adaptados a tampa de um pote de
300 mL contendo &gua destilada e manté-los em camara de crescimento
por 2 dias, para entdo transferi-los para casa de vegetacdo. Em seguida,
avaliar as plantulas e, assim que apresentarem desenvolvimento
suficiente, transferi-las para solo em recipiente de até 10 L e
posteriormente fazer o plantio definitivo no campo.

Opcionalmente, as plantulas podem ser transferidas para cultivo em
solugdo nutritiva aerada em camara de crescimento, por até 30 dias,
objetivando melhorar as reservas nutricionais dos propagulos.

Registros

Anotar as datas de introducado, meios de cultura utilizados e datas de
repicagem dos materiais em livro de registro e nos préprios frascos de
cada plantula na cadmara de crescimento.

Conclusoes

As técnicas descritas tém se mostrado efetivas na agilizacao dos
processos de selecao genotipica, principalmente pela deteccao precoce
de caracteres qualitativos.

Do ponto de vista do beneficio direto ao produtor, a rapida disponibilizacao
de materiais desejaveis também tem se revelado efetiva para a agregacao
de vantagens comparativas aos sistemas produtivos.
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Essas técnicas podem ser facilmente adaptadas para véarias outras
espécies de gramineas tropicais, além daquelas mencionadas neste
documento.
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F}gura 2 (A e B). Preparo de meios de cultivo.
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Figura 4. Conservacéo in vitro (Brachiaria ruziziensis).
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Figura 5. Multiplicacao /n vitro (cana-de-acucar).

Figura 6. Mudas de cana-de-actcar no estagio pré-aclimatacao.
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Figura 7. Aclimatacdo de mudas de cana-de-acucar.
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Figura 8. Regstro de.dados.
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