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REsSumMO

As pastagens do género “Brachiaria” ndo apresentam rendimento expressivo, carecendo de
adaptabilidade a solos acidos, condicdo agravada pela ocorréncia da toxidez por aluminio. No programa de
melhoramento genético liderado pela Embrapa Gado de Corte, ha interesse na sele¢éo precoce dos hibridos
produzidos, e a deteccdo de tolerancia a toxidez por aluminio € uma prioridade. O objetivo do presente
estudo foi produzir plantulas miniaturizadas, por meio do cultivo “in vitro”, visando permitir essas avaliacoes.
Plantulas viaveis do gendétipo CBV-22 foram produzidas em 30 dias, em meio MS modificado, enriquecido
com acido indolbutirico. Ensaios preliminares realizados em solugdo nutritiva demonstraram a viabilidade
desta técnica na deteccdo de respostas a diferentes niveis de aluminio. O crescimento foi inibido em
propor¢éo ao teor de aluminio no substrato acidico, ocorrendo morte das plantulas no nivel mais elevado de
aluminio (6 mg/L) apés seis dias de exposicdo continua. Ensaios com outros genoétipos apresentaram a
mesma tendéncia, de maneira que a necessidade de aperfeicoamentos no método para permitir a deteccao
precoce de comportamento genotipico diferencial ndo pode ser descartada.
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TITLE

TECHNIQUE FOR MINIATURIZED GROWTH OF "BRACHIARIA" AIMING AT EVALUATIONS OF THE
EFFECTS OF ALUMINUM TOXICITY

ABSTRACT

Pastures of the genus “Brachiaria” do not exhibit expressive yield, lacking adaptability to acidic soils, a
condition aggravated by the incidence of aluminum toxicity. In the genetic breeding program leaded by
Embrapa Beef Cattle, there is interest in obtaining early selection of the produced hybrids, and the detection of
tolerance to aluminum toxicity is a priority. Aiming at resolving this problem, a study was carried out at
Embrapa Dairy Cattle with the objective of developing a system for producing “in vitro” micropropagation and
culture-based miniaturized seedlings, useful for evaluating the responses of this forage grass to aluminum
toxicity under controlled conditions. Viable seedlings of the genotype CBV-22 were produced within 30 days,
in modified MS medium, enriched with indolebutyric acid. Preliminary essays in nutrient solution demonstrated
the feasibility of the proposed laboratory technique. Growth was inhibited in proportion to the aluminum
content in the acidic substratum, occurring seedling death at the highest aluminum level (6 mg/L) following six
days of continuous exposure. Essays with other genotypes yielded the same trend so that further refinements
in the method for allowing the early detection of genotypic differential behavior are still necessary.
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INTRODUCAO

O género “Brachiaria” ocupa mais de 80% da area de pastagens cultivadas no Brasil, evidenciando sua
importancia para os sistemas de producdo de leite e carne. Entretanto, os indices de produtividade
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alcancados ndo sdo expressivos, principalmente devido ao limitado potencial genético das cultivares em uso
e a inexisténcia de gendtipos com boa adaptabilidade a solos acidos e de baixa fertilidade (Valle, 2001). Esse
qguadro é agravado pela ocorréncia de toxidez por aluminio nos solos acidos, a qual representa séria limitagcao
a producao de forragem. A verificacdo precoce da existéncia de variabilidade de resposta a esse estresse nos
gendtipos de “Brachiaria” produzidos pela Embrapa Gado de Corte em seu programa de melhoramento
genético constitui, portanto, uma necessidade imediata.

Visando solucionar essa limitacéo, este trabalho descreve um sistema miniaturizado para estudos de
estresse em “Brachiaria”, com base na micropropagacao “in vitro”. A viabilidade da metodologia para avaliar
os efeitos do aluminio toxico em plantulas regeneradas é demonstrada.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da Embrapa Gado de Leite.
Explantes de meristemas axilares de “Brachiaria” (genoétipo CBV-22) foram inoculados em meio de cultivo de
Murashige e Skoog (MS) contendo 0,6% de &gar, 3% de sacarose e 3,3 nM de benzilaminopurina, e
submetidos aos seguintes tratamentos: BN) adicdo de 1nM de acido naftalenoacético (ANA); BA) adicao de
2,5 nM de acido indolbutirico (AIB); ou BAN) adicdo de 1,25 niM de AIB e de 0,5 nM de ANA. As culturas
foram mantidas em camara com controle ambiental (280 nmol/s.m? de luminosidade, 30 + 4°C, 86 + 4% de
U.R. e 14 horas de fotoperiodo) durante 30 dias (Vidigal et al., 1998), sendo entdo avaliadas quanto a
incidéncia de oxidacdo no meio e a altura da plantula. Os dados foram submetidos a andlise estatistica
considerando cinco ensaios e observando o delineamento inteiramente ao acaso, com trés tratamentos
(meios) e quatro repeticdes (um explante viavel por parcela). Os contrastes entre tratamentos foram
comparados pelo teste de Tukey.

As plantulas do tratamento selecionado, apés remocdo do material seco (caracteristico em gramineas
tropicais micropropagadas), foram pré-estressadas durante 5 minutos e cultivadas em solucdo nutritiva de
Hoagland aerada modificada (Passos, 1996) durante quatro dias. Apds nova selecdo para fins de
padronizacdo, as plantulas foram expostas a um dos seguintes niveis de aluminio: 0, 4, 5, ou 6 mg/L (ppm).
Foram entdo cultivadas por seis dias, com monitoramento e manuten¢do do pH em 4,3 ou menor (corre¢cdes
efetuadas com HCI 0,6 N) e reposicdo da solucéo a cada dois dias. O cultivo “in vivo” foi efetuado em camara
de crescimento (280 nmol/s.m? de luminosidade, 30 + 4°C, 82 + 6% de U.R. e 16 horas de fotoperiodo).
Séries de trés ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente ao acaso, com quatro tratamentos
(niveis de aluminio) e trés repeti¢cdes (uma plantula por parcela). Nesta avaliagcdo preliminar, foram verificados
os efeitos sobre a parte aérea da planta (altura da plantula e sobrevivéncia) e a variacdo diaria do pH da
solucdo nutritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos trés tratamentos estudados, o meio BA propiciou os melhores resultados, em vista da tendéncia de
producéo de plantulas mais vigorosas e da menor ocorréncia de oxidacdo no substrato, sendo seguido pelo
meio BN (Tabela 1). O meio BAN ndo mostrou-se adequado, devido a significativa maior incidéncia de
oxidacdo, a qual ocasionou perdas severas de material. Em geral, os genoétipos de “Brachiaria” que estao
sendo estudados tém apresentado maior sensibilidade ao estresse causado pela micropropagacao “in vitro”
do que outras gramineas tropicais, tal como o capim-elefante (Vidigal et al., 1998). Tal fato pode estar sendo
causado pelos meios de cultivo comparativamente mais complexos, necessarios para a producéo de plantas
miniaturizadas.

Para todos os tratamentos, as plantulas que atingiram o final do ciclo de micropropagacdo mostraram-se
aptas a transferéncia para as condic¢des “in vivo” deste estudo, desde que submetidas a um pré-estresse de 5
minutos. Um exemplo de tubos com plantulas em condi¢des de pronta transferéncia para a solucéo nutritiva é
mostrado na Figura 1, secdo A. Uma plantula tipica para execucao dos ensaios visando avaliacdo dos efeitos
do aluminio toxico é apresentada na Figura 1, secéo B.

Os ensaios preliminares de exposicao de plantulas a niveis crescentes de aluminio téxico (proximos aos
que ocorrem nos solos brasileiros) mostraram efeitos aparentemente em proporgdo ao nivel de aluminio
toxico existente, no terceiro dia do ensaio, ocorrendo, invariavelmente, morte das plantulas expostas ao maior
nivel de aluminio no sexto dia de exposicdo continua a esse estresse. Um resultado visual tipico desses
ensaios é mostrado na Figura 1, secado C.

Os efeitos do aluminio toxico sobre as plantulas de “Brachiaria”, embora marcantes, apresentaram
progressdo mais lenta do que aqueles verificados com outras gramineas, tal como o arroz (Ferreira et al.,
1995). Esse contraste deve-se possivelmente as diferencas de maturidade fisiolégica dos tecidos, visto que
as respostas mais rapidas ao aluminio tém sido verificadas em plantulas propagadas por sementes.

Cumpre também registrar que ensaios posteriores, realizados com outros genoétipos do programa de
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melhoramento genético da Embrapa Gado de Corte, resultaram nas mesmas constatacdes relatadas no
presente estudo. A dificuldade na manutencédo do nivel adequado de pH ao longo de cada ensaio pode ter
contribuido para essa auséncia inicial de comportamento diferencial entre genétipos. De fato, os sucessivos
choques, causados pela repentina acidificacdo do meio a cada correcdo, certamente impediram as plantulas
de iniciarem mecanismos de reajuste metabdlico, os quais seriam esperados caso 0 pH estivesse
permanentemente abaixo do limiar de ativacdo da toxidez do aluminio. Esse aspecto devera ser
subseqlientemente trabalhado, visando aprimorar o nivel de detec¢éo das respostas das plantulas. Por outro
lado, a possibilidade da base genética para resisténcia a toxidez por aluminio ser estreita nos hibridos em
estudo ndo pode ser descartada. Verificacbes dessa ordem tém sido recentemente constatadas em outras
gramineas, tal como a cevada brasileira (Minellla e Sorrells, 2002).

CONCLUSOES
O cultivo “in vitro” de explantes de meristemas axilares de “Brachiaria”, com adicdo de acido indolbutirico
ao substrato, permitiu a producao eficaz de plantulas miniaturizadas.
As plantulas produzidas mostraram-se adequadas ao estudo de toxidez por aluminio em solugéo
nutritiva, mas a deteccdo de diferencas entre genoétipos contrastantes possivelmente dependera de novos
aperfeicoamentos na técnica.
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Tabela 1. Caracteristicas de plantulas de “Brachiaria” do genétipo CBV-22 regeneradas “in vitro”,
em resposta a trés meios de cultivo'.

Meio de Cultivo  Comprimento da parte aérea Comprimento da raiz  Oxidagéo

(cm) (cm) (%)
BA 9,8 A 70 A 21,7B
BN 73 B 6,2 AB 225B
BAN 8,1 AB 52 B 43,7 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. Para a andlise de variancia, os dados de oxidacao foram
transformados em v%.

Figura 1. Aspectos representativos do cultivo miniaturizado de “Brachiaria” na avaliacdo de toxidez por
aluminio: (A) Plantulas “in vitro” em estadio de transferéncia para solucdo nutritiva; (B)
Plantula tipica de “Brachiaria” para o inicio dos estudos; e (C) Estado das plantulas apés seis
dias de exposicédo a, respectivamente, 0 (testemunha), 4, 5, e 6 mg/L (ppm) de aluminio.
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