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RESUMO

Brachiaria é um género de gramineas de grande importancia econdmica, com algumas
espécies amplamente utilizadas no Brasil como forrageiras, em uma area de aproximadamente
70 milh&es de hectares. A grande demanda no uso de Brachiaria como pastagem é devida a
sua facil adaptacao a solos acidos e pobres, resisténcia a seca e a pragas, e a sua qualidade
nutricional adequada para alimentagdo bovina. Uma das limitagdes do melhoramento de
Brachiaria é a presenca da apomixia, modo de reproducdo onde ha clonagem através de
sementes. A transformacgéo genética de plantas de Brachiaria amplia a possibilidade de
introducdo de caracteristicas de interesse nas espécies cultivadas, como também o estudo da
expressdo dos genes que controlam a apomixia. O sistema de regeneragdo desenvolvido para
transformacéo genética de Brachiaria spp. € baseado em embriogénese somética utilizando
sementes maduras como explantes, o que € limitante para plantas de baixa producéo de
sementes, como é o caso do acesso sexual de B. brizantha. A transformacao genética destas
plantas é principalmente importante em estudos de expresséo ou supressao dos genes
envolvidos com o tipo de reproducé@o apomitica ou sexual. Neste trabalho foi analisada a
viabilidade da utilizacdo dos segmentos basais de plantas cultivadas in vitro como explantes
para a transformagédo genética. A analise estrutural dos segmentos basais por microscopia de
luz e eletrdnica de varredura indicou que apesar da grande proliferacdo de gemas nesses
explantes em meio de micropropagacéao, suas regifes meristematicas sdo protegidas por
folhas, sendo de dificil acesso a transformacédo genética tanto pelas microparticulas durante o

bombardeamento como por Agrobacterium durante a co-cultura.
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ABSTRACT

Brachiaria is widely used as a forage grass for beef cattle in Brazil, being cultivated in about 70
million hectares. Its economic value is due to its adaptability to poor and acid sail, spittlebug and
drought resistance as well as its high nutritional quality. One limiting factor in Brachiaria
breeding is apomixis, an asexual reproduction through seeds. Genetic transformation of
Brachiaria plants increases the possibilities to introduce interesting characteristics in plants
crops and also could be a tool for gene expression studies that control apomixis. Brachiaria spp.
genetic transformation system is based on somatic embryogenesis and uses mature seeds as
original explants, which is limiting in low seed production accessions, such as the sexual one
from B. brizantha. Sexual B. brizantha genetic transformation is important for gene expression
or supression studies related to the apomictic or sexual reproduction system. In the present
work, the usability of basal segments from in vitro cultivated plants for genetic transformation
was analyzed. Light and scanning electronic microscopy analysis of the basal segments
showed that besides the high bud proliferation of these segments, their shoot meristems were
well protected by leaves, being inaccessible either to biolistic DNA coated particles nor

Agrobacterium.



INTRODUGAO

Brachiaria € um género de gramineas proveniente da Africa que foi introduzido na América do
Sul no século XVIII. Esse género apresenta cerca de 100 espécies encontradas em regides
tropicais e subtropicais (RENVOIZE et al., 1996). Atualmente, algumas espécies de Brachiaria
sdo largamente utilizadas no Brasil como forrageira tropical por sua ampla adaptacédo a
diferentes condigdes edafo-climéticas, sendo cultivadas em uma area com extensao entre 30 e
70 milh&es de hectares, sendo que 85% desse total sdo compostos de B. decumbens cv.
Basilisk e B. brizantha cv. Marandu (MILES et al., 1996). A B. brizantha cv. Marandu, também
conhecida como Braquiardo ou Brizantdo, tornou-se a partir da década de 80, a forrageira mais
plantada no Brasil
(http://www.abrasem.com.br/materia_tecnica/2004/0008_parceria_embrapa_unipastos.htm). A
grande demanda do uso de Brachiaria como pastagem € devida a sua facil adaptacgédo a solos
acidos e pobres, resisténcia a seca e a pragas, e a sua qualidade nutricional adequada para a
alimentac&o bovina (LAPOINTE e MILES, 1992; KELLER-GREIN et al., 1996).

Em Brachiaria a apomixia é predominante, principalmente nas variedades comerciais (VALLE,
1991), como B. brizantha. A apomixia é observada em mais de 35 familias de plantas, incluindo
mais de 300 espécies de angiospermas (HANNA e BASHAW, 1987). Esse modo de
reproducdo é caracterizado pela formacao de embrido autdnomo sem a fertilizacao da oosfera

nao reduzida.

O programa de melhoramento de Brachiaria visa selecionar plantas ou obter hibridos que
relinam caracteristicas desejaveis como adaptagéo a solos 4cidos, alta produtividade, bom
valor nutritivo e resisténcia a cigarrinha-das-pastagens (VALLE et al., 2004a). Uma das
limitagBes destes programas € a diferenc¢a de ploidia entre plantas sexuais e apomiticas que
n&o permite cruzamentos com obtencéo de progénie (VALLE et al., 2004b; ARAUJO et al.,
2005).

Se por um lado a reproducédo apomitica tem a desvantagem de ndo gerar variabilidade
genética em plantas naturalmente apomiticas, por outro lado, o uso controlado da apomixia na
agricultura permitira fixar genotipos elite e hibridos de qualidade e propaga-los por sementes
(CARNEIRO e DUSI, 2002). Essas sementes poderdo ser produzidas por muitas geracdes
sem perder o vigor ou ter alteracdo de gendtipo (KOLTUNOW et al., 1995). Isso seria
importante para a reducéo dos custos de producéo, principalmente para pequenos
agricultores, uma vez que boa parte dos gastos iniciais da implantagdo de uma cultura refere-

se a aquisicao de sementes.

Para a obtengdo de uma metodologia eficiente de transformagédo genética, é importante a
escolha do explante adequado a regeneracgdo, assim como a transformacao. Na

transformacéo, a natureza e estrutura do explante devem ser consideradas uma vez que o



DNA exdgeno deve penetrar nas células, para posteriormente ser incorporado ao genoma,
exercendo, portanto, grande influéncia na obtencédo de plantas transgénicas. Andlises por
microscopia de luz e eletrbnica de varredura podem ser utilizadas para determinar a estrutura
do explante e sua adequacao ao processo de transformacédo. Na otimizacéo da transformacéo
de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), por biobalistica Arag&o e Rech (1997) investigaram as
caracteristicas morfologicas dos eixos embrionarios e a exposi¢do dos meristemas apicais, por
microscopia eletrénica de varredura. A avaliagéo, feita em 15 cultivares da variedade Carioca,
revelou que, sete apresentavam o meristema apical dos eixos embrionarios expostos, entre

essas, duas cultivares mostraram maior aptidao a transformacao.

Neste trabalho foi analisada a estrutura dos segmentos basais das plantas de B. brizantha
cultivadas in vitro pela andlise em microscopia de luz e eletrénica de varredura, visando avaliar

a viabilidade de utilizagcao destes segmentos como explantes para a transformagédo genética.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Plantas de B. brizantha cv. Marandu apomitica, acesso ha Embrapa BRA 000591 — aqui
identificado como B30, e do acesso sexual BRA 002747 — B105, foram introduzidas (CABRAL
et al., 2003) e cultivadas in vitro em sala de cultura com temperatura de 27°C £ 2°, sob luz
fluorescente (10-15 umE'2 s"l) em fotoperiodo de 12 horas, de onde foram retirados os

segmentos basais para analise estrutural.
Micropropagacao

Plantas de Brachiaria brizantha cultivadas in vitro com tamanho entre 5 e 7 cm foram
selecionadas como fonte de segmento basal, base estolonifera das monocotiledéneas. O
segmento basal foi cortado transversalmente num segmento de 1 cm, tendo sido subdividido
em 3 partes: corte basal, mediano e apical (Figura 1). Os cortes foram cultivados em meio LS
para micropropagacgéo (MS, caseina hidrolisada 100 mg/L, BAP 3 mg/L, ANA 1 mg/L, cinetina 3
mg/L, tiamina 100 mg/L, inositol 100 mg/L, sacarose 3%, agar 0,7%). Desses, 5 cortes foram
inoculados em cada frasco de vidro do tipo baby food, numa amostragem de 15 explantes para
cada tipo de corte. As amostras foram mantidas em sala de cultura com temperatura de 27°

1+2°C sob luz fluorescente (10-15 me'2 s"l) e fotoperiodo de 12 horas.

Dois explantes de cada tratamento em diferentes dias de cultivo, dias 0 (explante antes da
cultura em meio de micropropagacao), 7 e 14, foram coletados em cada tipo de fixador

adequado para microscopia de luz e para microscopia eletrénica de varredura.



prte mediano

prte basal

Figura 1 - A - Planta de Brachiaria brizantha cultivada in vitro. As setas indicam o segmento
basal. B - Esquema dos cortes apical, mediano e basal feitos nos segmentos basais da plantas

cultivadas in vitro.

Microscopia de Luz

Os explantes foram fixados em solucdo de FAA contendo formol 40%, acido acético e alcool
70%, 1:1:18 v/v, e submetidos ao vacuo por 1 hora. Apés esta etapa, o fixador foi renovado e
os explantes ficaram por 48 horas a 4°C. O material foi desidratado em uma série crescente de
etanol, 70% e 90% por 30 minutos, e de 100% por duas vezes de 30 minutos. Em seguida o
etanol foi substituido por xilol puro, com trés trocas de 30 minutos cada uma. Na Ultima
passagem pelo xilol, pastilhas a base de parafina no composto Paraplast® foram adicionadas
aos poucos a solucdo em temperatura ambiente, até o ponto de saturacdo. Posteriormente, os
tubos foram incubados a 65°C, e a partir desse ponto foi usada a parafina liquida para as
demais trocas. Trés vezes ao dia, metade do volume da solucao xilol/paraplast foi retirada e o
volume completado com parafina liquida. No segundo dia o tubo ficou aberto para que o
restante de xilol evaporasse ficando so a parafina. Foram feitas mais duas trocas de parafina.
As amostras foram preparadas em formas de aluminio em placa aquecedora a 55°C, e
colocadas para polimerizar em temperatura ambiente por 24 horas. Para desemblocar o
material, as formas foram colocadas a -20° C por 5 minutos. O material foi montado em blocos

de madeira onde permaneceu por 24 horas para fixacdo da parafina nos mesmos.
Preparo das laminas

As laminas de vidro para microscopia foram tratadas em solucéo de TESPA (3-trietaxilano —
aminopropil) 2% em etanol. O material emblocado foi cortado em micrétomo rotativo manual

Leits 1512 na espessura de 8 um. Os cortes incluidos em parafina foram esticados nas



laminas sobre uma fina camada de agua em banho-maria a 42°C. As laminas depois de secas

foram guardadas a 4°C até serem deparafinadas.

As laminas com os cortes foram tratadas com xilol em trés trocas por 35 minutos para remogao
da parafina e depois colocadas em solucao de xilol: etanol (1:1) por 15 minutos, seguido de
uma série decrescente de etanol, 100%, 90% e 70%, por dez minutos cada, e 50% e 30% por
5 minutos. Apds a hidratacado, os cortes foram passados rapidamente em agua destilada. A
coloracéo foi feita com safranina 1% (aquosa) por 40 minutos, seguida de lavagem rapida com
agua para tirar o excesso de corante. Foi feita a desidratacdo com passagens rapidas em
séries crescentes de etanol 30%, 50%, 70%, 95%, para a coloragdo com fast green 1%
(alcéolico 95%) por 1 minuto. O material foi passado rapidamente por etanol 95% e 100%,
depois em solucéo de xilol:etanol (1:1) e apenas xilol. Depois de secas sob fluxo de capela de
exaustdo, as laminas foram montadas com Permount®. A visualizag&o dos cortes foi feita em

Microscoépio Zeiss — Axiophot.
Microscopia Eletrénica de Varredura

Os explantes dos segmentos basais foram fixados em paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2%
em tampao cacodilato de sédio 0,05M pH 6,8 e colocados sob vacuo por uma hora. Apds a
fixac8o, o material foi lavado com tampéao cacodilato 0,05 M pH 7.2 - dez minutos, duas vezes;
- po6s fixado em tetréxido de 6smio 2% por duas horas no escuro; e lavado com agua
bidestilada por dez minutos, duas vezes. O material foi desidratado em série crescente de
etanol, por 20 minutos cada: 10%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, sendo por duas vezes em
etanol 90% e 100%.

ApOs a desidratagéo foi feita a secagem ao ponto critico (K 851 Emitech) e montagem nos
discos metalicos - porta espécime — com o uso de fita de carbono, seguida da metalizacdo em

ouro (K 550 Emitech) e da observacdo no microscépio eletrénico de varredura Zeiss DSM 962.
RESULTADOS
Estrutura dos segmentos basais de plantas cultivadas in vitro

Em secc¢Bes dos cortes apicais dos segmentos basais das plantas in vitro (Figura 1) analisadas
em microscoépio Zeiss — Axiophot, foi observada a estrutura do colmo com predominancia de
feixes vasculares, mais externamente xilema e floema e internamente células do parénquima
(Figura 2). Como apresentado na tabela 1, tanto na planta sexual guanto na apomitica, nos
cortes apicais, nao foi observada a presenca de gema ou primérdio no dia zero ou com 14 dias
em meio de micropropagacao. Os cortes basais e medianos antes da cultura (dia zero)
apresentaram gema e primordio, indicando a existéncia de meristemas adventicios pré-

formados (Figura 3A e B). Nos cortes basais e medianos em cultura por sete e 14 dias foram



observadas mais gemas do que primérdios, indicando a quebra da dominancia apical

resultando no crescimento de gemas adventicias (Tabela 1, Figura 3C e D).

Pode-se observar na tabela 1 que a planta apomitica responde mais rapidamente a presenca
de citocininas do que a planta sexual, pois em sete dias de cultivo ocorreu maior nimero de
gemas e primoérdios, enquanto na planta sexual apenas com 14 dias foi observado o maior

namero de gemas e primordios.

Em microscopia de luz e eletrnica de varredura foi visualizado que os meristemas apicais das
gemas da base estolonifera das plantas cultivadas in vitro ndo sao expostos, sendo bastante

protegidos por folhas (Figuras 3 e 4).

B
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Fotos: Ana Luiza M. Lacerda

Figura 2 - Corte apical dos segmentos basais de B. brizantha cv. Marandu (B 30) e sexual
(BRA 002747 — B 105) de plantas cultivadas in vitro e inoculados em meio de
micropropagacéo. A - Seccao transversal do corte apical de B 105 apo6s 14 dias de cultura.
barra ~ 300 um. B — Micrografia eletrénica de varredura de corte apical de B 30 com vista
transversal ap6s 11 dias de cultura. Barra = 100 um. F: floema, P: parénquima, X: xilema.




Fotos: Ana Luiza M. Lacerda

Figura 3 - Corte basal dos segmentos basais de B. brizantha cv. Marandu (B 30) de plantas
cultivadas in vitro e inoculados em meio de micropropagacéo. Visualizagdo em microscopia de
luz. A - Seccdo transversal mais interna do corte basal de B 30 no dia zero de cultura
evidenciando a presenca de primoérdio e gema. barra ~ 600 um. B - Seccéo transversal mais
externa do corte basal de B 30, mostrado na figura A, no dia zero de cultura evidenciando a
presenca de gema adventicia pré-formada, com varios primoérdios foliares protegendo o
meristema. barra ~ 600 um. C - Seccao longitudinal do corte basal de B 30 com sete dias de
cultura mostrando o crescimento de gema adventicia. barra ~ 520 pm. D - Secc¢é&o longitudinal
do corte basal de B 30 ap6s 14 dias de cultura mostrando um primérdio de gema e uma gema

em brotagdo com meristema bem evidente. barra ~ 520 pum. pr: primérdio de gema, g: gema, m:

meristema, pf: primordio foliar.
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Figura 4 — Corte basal dos segmentos basais de plantas cultivadas in vitro de B. brizantha cv.
Marandu (B 30) inoculados em meio de micropropagacdo mostrando gemas protegidas por
folhas. A - Seccéo longitudinal do corte basal de B 30 com um dia de cultura, mostrando a
presenca de gemas por microscopia de luz. barra ~ 260 um. B - micrografia eletrdnica de
varredura de corte basal de B 30 com dez dias de cultura, mostrando duas gemas em
brotagcdo. barra = 1 mm. g: gema, f: folhas, m: meristema.

Créditos fotos: Ana Luiza M. Lacerda

Fotos: Ana Luiza M. Lacerda



Tabela 1: Descricdo das secc¢des dos cortes apical, mediano e basal de segmentos basais de
plantas cultivadas in vitro de B. brizantha mostrando o nimero de primordios de gemas e
gemas encontrados. APO: plantas apomiticas, SEX: acesso sexual

EXPLANTES PRIMORDIO GEMA
APO Odia basal 1 transversal 1 1
APO Odia basal 2 longitudinal 1
APO Odia mediano1 transversal 1
APO Odia mediano 2
longitudinal
APOQO Odia apical 2 transversal Presenca de feixes vasculares, sem primérdios ou gemas
Total 2 2
APO 7dias basais 1 longitudinal 1 4
APO 7dias basais 2 transversal 3
APO 7dias mediano 1 3
longitudinal
APO 7dias mediano 2
transversal

APO 7dias apical 1 transversal
APOQO 7dias apical 2 longitudinal

Total 1 10

APO 14dias basal 1 longitudinal 1 1

APO 14dias mediano 1 o 1
transversal

APO 14dias mediano 2 1 1
transversal

APO 14dias apical 1 longitudinal - e

Total 2 3

SEX Odia basal 1 transversal 1

SEX Odia basal 2 transversal 1

SEX Odia mediano 2 transversal Presenca de folhas, sem primérdios ou gemas
SEX Odia apical 1 transversal Presenca de folhas, sem primérdios ou gemas
SEX Odia apical 2 longitudinal

Total 1 1

SEX 7dias basais 1 transversal 1 2

SEX 7dias basal 2 longitudinal 1 1

SEX 7dias mediano 1 1 1
transversal

SEX 7dias mediano1 transversal
SEX 7dias apical 1 transversal
SEX 7dias apical 2 longitudinal -—-- -

Total 3 4
SEX 14dias basal 1 transversal 2
SEX 14dias basal 2 longitudinal 3
SEX 14dias mediano1 1 2
longitudinal

SEX 14dias apical 1 transversal Presenca de feixes vasculares, sem primérdios ou gemas

Total 1 7




DISCUSSAO
O sistema que tem sido desenvolvido e utilizado para transformacao genética de Brachiaria
spp. é baseado em embriogénese somatica a partir de sementes maduras (MANZANO, 1998;
LENTINI et al., 1999; SILVEIRA et al.; 2003). O uso de sementes maduras como explante
inicial limita os trabalhos com as plantas de baixa producdo de sementes, como no caso do
acesso sexual de B. brizantha (BRA 002747). A transformacéo genética do acesso sexual é
importante para estudos de expresséo ou repressdo dos genes envolvidos com a reproducao.
Assim, existe a necessidade de buscar explantes alternativos, que viabilizem a transformacéo
genética destas plantas. Por isto, foi analisada a viabilidade de utilizacao dos segmentos
basais das plantas in vitro. Estes explantes além de viabilizar a pesquisa com acessos de baixa
producédo de sementes tém a vantagem de ser disponiveis ao longo do ano. Segmentos basais
de B. brizantha foram anteriormente usados com sucesso em experimentos de duplicacao
cromossémica na presenca de colchicina em B. brizantha dipléide sexual, BRA 002747 e BRA
003417 (PINHEIRO et al., 2000) e de micropropagacdo (CABRAL et al., 2003). Os meristemas
das gemas, presentes em grande niimero nesses segmentos basais em meio de
micropropagacéo, pareciam ser um alvo adequado para a transformacéo. No entanto, as
andlises da estrutura desses explantes apresentadas neste trabalho, indicaram restricdes
fisicas pelo acesso restrito aos meristemas apicais das gemas. Suas regides meristematicas
encontram-se envolvidas por muitas folhas, limitando o acesso as particulas durante o
bombardeamento, ou & Agrobacterium durante a co-cultura. Sendo a exposi¢do dos
meristemas em explantes da base estolonifera das plantas um fator limitante para o processo
de transformacéo genética, esta fonte de explante para os acessos estudados de Brachiaria
brizantha néo é adequada ao desenvolvimento de metodologias para a transformacao. Outras
alternativas para trabalhos de regeneracao e transformagéo genética com o acesso sexual
devem ser desenvolvidas. O uso de folhas jovens para cultura de calos, vem sendo feito em

milho com resultados positivos (AHMADABADI et al., 2007) esta sendo testado para braquiaria.
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