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Abstract

Panicum maximum /s an important forage grass that has apomictic and
sexual reproduction. The development of an in vitro regeneration sys-
tem for P. maximum will open the possibility of future work on genetic
transformation to introduce desirable agronomic characteristics. Culti-
vars Tanzania and Mombaca were inoculated in one of the combination
media for induction/regeneration of calluses: MSCLind/MSCLreg, NB-
BAP/NBreg or MSCLind5-1/MSClLreg. In the culture conditions both cul-
tivars formed proembryos only in the media combination MSCLind/MS-
Clreg, in 5% of induced explants and were observed only when they
were transferred to the regeneration medium. In addition, cv. Mombaca
formed shoots in this combination in 3% of the seeds transferred to
regeneration medium (MSCLreg). The tested conditions for calluses,
embryos and plants showed low regeneration efficiency, being neces-
sary to test other culture conditions and callus proliferation viability and
to check the maintainability of embryogenic potential thereof.
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Introducéao

A Embrapa Gado de Corte dispde de colecdo de germoplasma de
Panicum maximum. Este germoplasma foi introduzido no Brasil em
1982 e foi composto por 426 acessos apomiticos e 417 plantas
sexuais, sendo considerado representativo da variabilidade natural
da espécie (JANK et al., 2011). A cultivar Tanzénia-1 foi lancada em
1990 e a Mombaca em 1993. Atualmente, a Embrapa Gado de Corte
lidera projeto em melhoramento genético de P. maximum do qual

a equipe da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia participa
visando estabelecer técnicas de biotecnologia vegetal para futura-
mente serem aplicadas em experimentos de transformacao genética
(COSTA et al., 2009).

P. maximum é uma espécie de grande interesse agronémico e possui
plantas de reproducao apomitica e plantas de reproducéao sexual. O
melhoramento genético desta espécie com posterior avaliacdo e sele-
cao de materiais genotipicos é essencial para se lancar e recomendar
cultivares adaptadas as diversas regides brasileiras.

Os sistemas de cultura de tecidos e transformacao genética descritos
na literatura para o género Panicum nao sao eficientes e sao limita-
dos a uma unica cultivar, P. virgatum cv. Alamo. Existem atualmente
trés sistemas de cultura de tecidos publicados para P. virgatum cv.
Alamo que sdo via: calos embriogénicos, calos derivados de semen-
tes maduras e de inflorescéncia imatura. Algumas das limitacdes
desses sistemas incluem a baixa longevidade da viabilidade dos
calos embriogénicos obtidos, tipicamente menos do que dois meses,
e a alta variabilidade genética na resposta morfogénica do sistema
derivado de sementes (BURRIS et al., 2009). Dessa forma, é muito
importante o desenvolvimento de um sistema de regeneracdo usando
variedades brasileiras amplamente cultivadas no Brasil. O objetivo
deste trabalho é estabelecer metodologia de regeneracao in vitro de
plantas de P. maximum cv. Mombaca e Tanzéania.
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Material e Métodos

Cariopses maduras de P. maximum cv. Tanzéania e cv. Mombaca
oriundas da Embrapa Gado de Corte foram descascadas com auxilio

de pincas e selecionadas visualmente. Sementes foram desinfesta-

das por imersdo em etanol 70% por 5 min, seguida de imersdo em
hipoclorito de sddio 2%, com duas gotas de Tween® 20, por 30 min
com frequente agitacdo. Apds esta etapa, as sementes foram lavadas
por cinco vezes em agua destilada esterilizada em autoclave e entao
colocadas sobre papel filtro esterilizado. As sementes foram inoculadas
em cada um dos meios de cultura estabelecidos para inducao de calos
embriogénicos: MSCLind pH4, NBBAP pH4 (CABRAL et al., 2011) ou
MSCLind com 5 mg/L de 2,4D e 1 mg/L de BAP (MSCLind 5/1) (Ri-
chards et al, 2001) em placas de Petri contendo 10-12 sementes. As
placas foram incubadas no escuro a 25°C por trés a quatro semanas.
Os calos obtidos foram avaliados e posteriormente repicados para meio
de regeneracao, ou foram mantidos nos respectivos meios de inducéao,
em repicagens sucessivas antes da transferéncia para meio de regene-
racdo. Calos obtidos em MSCLind, NBBAP e MSCLind5/1 foram trans-
feridos para meios de regeneracdo MSCLreg ou NBreg. As placas foram
incubadas a 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

Resultados e Discussao

Foram obtidos resultados referentes a resposta morfogenética das
duas cultivares testadas (Tabela 1). Nas condicdes de cultura, tanto
a cv. Tanzania como a cv. Mombaca formaram proembrides na com-
binacao de meio MSCLind/MSCLreg em 5% dos explantes cultivados,
sendo possivel visualiza-los no meio de regeneragado ou quando sub-
cultivados no meio de inducéao (Figura 1A). Na Tabela 2 é possivel
observar que quando calos induzidos de sementes maduras das culti-
vares Tanzania e Mombaca sdo subcultivados na presenca da auxina
2,4D, apresentam proembrides visiveis (Figura 1A) imediatamente
apds o segundo subcultivo na mesma combinacao de meios MSCLind/
MSCLreg. Esses proembrides estdo sendo subcultivados para multipli-
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cacao dos calos e para confirmar a capacidade de manutencao do seu
estado proliferativo, e apds alguns subcultivos serdo transferidos para
meio de regeneracdo para ser observada sua capacidade de conver-
sdao em brotos verdes. A cv. Mombaca formou embrides somaticos
bem diferenciados (Figura 1B) e brotos (Figura 1C) nesta combinacao
de meios em 3% das sementes transferidas para o meio de regenera-
cao (MSCLreg). Em razdo da baixa eficiéncia de regeneracao, novas
condicdes de cultura serdo testadas. A cultivar Alamo de P. virgatum
€ a unica desta espécie que tem metodologia publicada de regenera-
cao e transformacéo genética via biobalistica (RICHARDS et al., 2001)
e Agrobacterium tumefaciens (SOMLEVA, et al., 2002). Os autores
relatam uma frequéncia de inducao de calos no meio NB (também
testado neste trabalho) de 6%, que também é muito baixa. Entretanto,
uma vez obtidos, os calos podem ser multiplicados para serem usados
nos experimentos de transformacao genética, e esta capacidade de
manutencao dos calos esta sendo testada para as cultivares Mombaca
e Tanzania. Concluindo, a andlise dos resultados dos nossos experi-
mentos demonstram que a combinacdo de meios MSCLind/MSCLreg
foi a mais adequada para induzir embriogénese somatica em ambas

as cultivares de P. maximum; a germinacao dos embrides somaticos
foi observada na combinacado de meios MSCLind/MSCLreg apenas na
cultivar Mombaca; proembrides foram obtidos em ambas as cultivares
quando subcultivados na combinacado de meio MSCLind. Para viabili-
zar a transformacéo genética de P. maximum com genes de interesse
agronémicos, tais como os que conferem resisténcia ou toleréncia a
estresses bidticos e abidticos, os protocolos de inducao de embriogé-
nese e regeneracao deverdo ser otimizados.
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Figura 1. Resposta morfogenética de sementes de Panicum maximum cv. Mombaca em
meio MSCLind por trés semanas e em MSCLreg por quatro semanas. (A) proembrides
observados apds subcultivos sucessivos; (B) embrides somaticos diferenciados com
escutelo e eixo embrionério distintos e presenca de escutelo; (C) no primeiro plano
agregados de embrides soméaticos bem diferenciados, no segundo plano agregados de
gemas apresentando antocianina e também raizes bem diferenciadas. Barras em A =
05mm; B =02mmeC = 0,5 mm.
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