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RESUMO

Avaliagao para caracteristicas agronomicas de linhas mutantes M3 de
Urochloa brizantha induzida por EMS (etilmetanosulfonato)

O projeto faz parte do programa de melhoramento de Urochloa brizantha cv
Marandu da Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE e envolve a obtencio de
progénies com emprego de mutacdo induzida pelo agente EMS
(etilmetanosulfonato), avaliando o desempenho agronédmico, por meio da produgéo e
valor nutritivo e analises morfogénica. As sementes utilizadas para formagédo de
geragao M3 foram obtidos em trabalhos anteriores. Dessa forma, a proposta visa,
selecionar candidatos promissores a novas cultivares de Urochloa. A adocao de tal
procedimento viabilizara o desenvolvimento de novas cultivares nos préximos anos,
com as quais pretende-se aumentar a produtividade por animal e por area, bem
como contribuir para a diversificagdo de pastagens em areas de cerrados do Brasil.
Foram avaliados 21 mutantes em delineamento em blocos ao acaso com trés
repeticoes. Para avaliacdo de producdo e valor nutritivo, foram observadas
diferengas significativas para area foliar, comprimento médio de entrends, massa
seca folha/caule, numero de sementes, proteina bruta, fibra em detergente neutro,
fibra em detergente acido e lignina.

Palavras-chave: Mutantes. Urochloa. EMS. Valor nutritivo.



ABSTRACT

Evaluation of agronomic characteristics of mutant lines of Urochloa brizantha
M3 induced by EMS (ethylmethanesulfonate)

The project is part of the Urochloa brizantha cv Marandu breeding program of
Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE and involves obtaining progenies with
EMS (ethyl methanesulfonate) induced mutation, evaluating the agronomic
performance, through the production and nutritive value and morphogenic analyzes.
The seeds used for M3 generation formation were obtained in previous works. Thus,
the proposal aims to select promising candidates for new Urochloa cultivars. The
adoption of this procedure will enable the development of new cultivars in the coming
years, with the aim of increasing productivity per animal and per area, as well as
contributing to the diversification of pastures in cerrado areas of Brazil. Twenty-one
mutants were evaluated in a randomized block design with three replicates. For the
evaluation of yield and nutritive value, significant differences were observed for leaf
area, average internode length, dry leaf / stem mass, number of seeds, crude
protein, neutral detergent fiber, acid detergent fiber and lignin.

Key Words: Mutants. Urochloa. EMS. Nutritional Value.
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1 INTRODUGAO

O género Urochloa pertence a familia Poaceae e reune cerca de 100
espécies, sendo algumas de grande importancia econdmica. As importantes
espécies desse género demandam com mais de 80 % das sementes
comercializadas no Brasil, sendo estas a Urochloa brizantha, U. humidicola, U.
decumbens e U ruziziensis, a qual tem tido demanda aumentada pelo uso como
plantas para cobertura do solo no sistema de plantio direto e para compor pastagens
sazonais em programas de integracao lavoura-pecuaria.

No Brasil, este género € amplamente usado como forrageira tropical por sua
adaptacao a diferentes condi¢cbes edafo-climaticas. Em 1983 foi liberado pela a
Embrapa o cultivar Marandu, para atender a demanda por cultivares resistentes a
cigarrinha-das-pastagens. Apesar da importancia dessas forrageiras, ainda ha
poucos cultivares disponiveis no mercado, resultando em extensas areas cultivadas
com poucos genoétipos com expressdo comercial como a Marandu, o que implica
baixa diversidade genética tornando-as mais vulneraveis a fatores bioticos e
abidticos.

O melhoramento de plantas forrageiras tem objetivos semelhantes aos das
grandes culturas, como, o aumento da produtividade e da qualidade, a emprego de
resisténcia a pragas e doengas, a aumento de producdo de sementes de boa
qualidade, o uso eficiente de fertilizantes e a adaptacdo a estresses edaficos e
climaticos. Plantas forrageiras obtém o adicional da utilizagdo animal, uma vez que
seu valor € mensurado quando convertido em proteina e produtos animais de alto
valor agregado, como carne, leite, couro e peles, portanto, de mensuracgao indireta.

Com isso, a Uutilizacdo de meios alternativos para a obtencdo de
germoplasma melhorado de Urochloa visando identificar fontes de variagdo para o
melhoramento genético € fundamental. Aplicando-se como uma estratégia auxiliar a
indugdo de mutagédo. Estudos pioneiros feitos no passado sobre os efeitos dos
mutagénicos, dos métodos de indugcdo de mutagdes, as caracteristicas melhoradas
e sua herdabilidade proporcionaram o desenvolvimento de novas possibilidades do
uso dessa técnica para a sua utilizacao pratica no melhoramento de plantas.

Relativamente aos mutagénicos quimicos, o EMS é um agente mutagénico
alquilante de alta eficiéncia que adiciona grupos etil em bases nitrogenadas,

especialmente a guanina. Um dos beneficios inerentes a utilizagdo de EMS é a
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elevada taxa de mutagbes que este impde as células ao mesmo tempo evitando o
aparecimento de fenétipos muito aberrantes.

A produgédo mundial de carne aumentara em 20% até 2030 e a de leite 33%
segundo projegbes divulgadas pela Organizagdo da ONU para a Alimentagédo e a
Agricultura FAO.

Aumentar a produtividade na pecuaria e agricultura € um dos grandes
desafios dos produtores brasileiros, que se vém “cercados” pela legislacéo
ambiental, que ndo permite desmatar indiscriminadamente para aumentar a area de
pasto e agricultura. A solugéo é produzir mais em menos espaco.

O programa de melhoramento de Urochloa empregando mutagéao foi iniciado
em 2012, obtendo-se materiais selecionando nas geragdes M1 e M,. O 3° ciclo de
selegdo contara com 21 linhas M3 com caracteristicas fenotipicas interessantes tanto
para pecuaria e agricultura, buscando potencializar a taxa de lotagdo/Ha
consequentemente maior producdo de carne/leite, visando a demanda da

commodity numa projecao futura.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar 21 mutantes superiores M3
de Urochloa brizantha cv. Marandu em ensaios competitivos para caracteristicas

agrondmicas e bromatoldgicas.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Importéancia das pastagens no Brasil

A producado de carne e leite no Brasil, hoje, é feita em grandes areas de
pastagens (149 milhdes de hectares, BEEFPOINT, 2018a) e uma grande
porcentagem destas € de pastagens cultivadas. A produgdo de carne possui um
valor de exportacdo da ordem de US$ 6,28 bilhdes em 2017 (BEEFPOINT, 2018b),
0 que representa um resultado 14% maior do que o obtido em 2016 (BEEFPOINT,
2018), o Brasil continua sendo o maior exportador de carne do mundo (LOEBLEIN,
2017).

No Estado de S&o Paulo a area ocupada com pastagens apresentou ligeiro
acréscimo sobre 2016 (0,82%), atingindo 6,97 milhdes de hectares (IEA/CATI,
2017), sendo que desta, 62,7% é cultivada com gramineas do género Urochloa
(LUPA, 2008). Em relac&o a producéo de carne por area, o Brasil tem uma média de
75 kg equivalente carcaca ano” ha' e possui um potencial de mais de 300 kg
(PANIAGO, 2010). O aumento da produtividade das forrageiras, com consequente
aumento da lotagdo de animais, poderia liberar entre 50 e 60 milhdes de hectares
nos préximos anos para a agricultura no Brasil (PICCIANI, 2010) ou mesmo integrar
sistemas de produgdo como o ILPF (Integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta)
(BALBINO et al., 2012).

Além deste impacto econbmico direto, o crescente uso de gramineas
forrageiras tem auxiliado o desenvolvimento da industria de sementes no Brasil. A
abertura de novas areas e a renovagao de pastagens provocou um aumento da
demanda por sementes forrageiras no Brasil, um estimulo cada vez maior para
implantacdo de campos de produgao de produgao fiscalizados, assim como a busca
de sementes com maior indice de pureza e germinagdo (ANDRADE, 1994).

Em consequéncia disso, o pais transformou-se no maior produtor,
consumidor e exportador de sementes (PEREIRA et al., 2011). O mercado interno
de sementes de Urochloa, com produgao estimada em 100.000 toneladas. Segundo
Euclides et al. (2010), estima-se em torno de 60% da produgcdo de sementes no
Brasil sejam de U. brizantha, sendo que 90% das sementes exportadas sdo de

quatro cultivares de Urochloa spp. De importador destas sementes na década de 70,
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o0 Brasil passou a ocupar o posto de maior produtor e exportador de sementes

tropicais do mundo, exportando para mais de 40 paises (SILVA FILHO, 2009).

3.2 Urochloa

Urochloa é um género de gramineas proveniente da Africa, introduzido na
América do Sul no século XVIII, com cerca de 100 espécies em regides tropicais e
subtropicais (MILES et al., 1996). Sete espécies africanas perenes (U. arrecta, U.
brizantha, U. decumbens, U. dictyoneura, U. humidicola, U. mutica e U. ruziziensis)
tém sido amplamente utilizadas como forrageiras, especialmente, na América
Tropical, e em menores propor¢cdes na Asia, no Sul do Pacifico e na Australia
(KELLER-GREIN et al.,, 1996) ocupando a maioria da extensdo das pastagens
cultivadas (COSTA et al., 2008).

No Brasil, este género € amplamente utilizado como forrageira tropical por
sua facil adaptacgéo a diferentes condi¢gdes edafo-climaticas. As sementes do género
Urochloa, principalmente de U. brizantha, sao plantadas em cerca de 149 milhdes de
hectares (BEEFPOINT, 2018), desses 51,4 milhbes de hectares encontram-se
estabelecidas com U. brizantha cv. Marandu (EMBRAPA, 2015), apesar de terem
sido registrados novos cultivares nos ultimos anos (RNC, 2017).

Esta forrageira apresenta facilidade de adaptacéo a varios tipos de solos e
algumas espécies sao resistentes a determinadas pragas como a cigarrinha das
pastagens (MILES et al., 1996), tém alta producao de matéria seca, sdo perenes e
algumas apresentam boas resposta a fertilizantes e permanecem verdes durante
periodos moderados de restricdo hidrica.

Os valores nutricionais indicam alta palatabilidade, o que proporciona aos
animais altos niveis de ingestdo (NDIKUMANA; LEEUW, 1996). As braquiarias
caracterizam-se por sua diversidade de usos como pastejo direto, forrageira para
fenacdo e silagem e, mais recentemente, na integracdo lavoura-pecuaria ou como
cultura produtora de palhada em sistema plantio direto por apresentar elevado
potencial de producdo de biomassa em regides tropicais (ROSSI et al., 2013;
COSTA et al., 2014; FLAVIO NETO et al., 2015), principalmente quando recebem
tratos culturais, corregao do solo, fertilizagcao e, até em alguns casos, irrigagdo, como
uma cultura agricola (DIAS; ALVES, 2008).
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A intensificagao da producao de bovinos de corte tem gerado uma demanda
por cultivares superiores de Urochloa, os quais devem combinar elevada capacidade
de producédo e plasticidade ecologica. Assim, torna-se necessario que sejam
escolhidos gendtipos com as melhores caracteristicas agronémicas, acumulo de
massa seca, alta porcentagem de folhas, alta velocidade de crescimento, bom
perfilhamento, tolerancia a deficiéncia de agua e toxidez por aluminio, entre outras,
especialmente em uma cultura que podera ser mantida por mais de 15 anos (SANO
et al., 2008) sem renovacéao, desde que em boas condigbes de manejo (BODDEY et
al., 2004).

3.3 Variabilidade genética em Urochloa

A partir da década de 1980, com a utilizacdo de recursos genéticos
forrageiros, tanto no Brasil, como o continente Africano, formou-se um novo conceito de
desenvolvimento de cultivares, buscando a explorar a variabilidade natural das
colegdes, bem como desenvolver nova variabilidade por meio de cruzamentos
(Savidan et al., 1985). A selecdo, nessas colegbes, tem sido a principal ferramenta
de melhoramento de cultivares, utilizada para as forrageiras tropicais no Brasil (MILES,
2007).

O programa de melhoramento de forrageiras via recombinacdo genética
passa, portanto, a ser a melhor opgcdo na geragdo de novos materiais. Foram
geradas informagdes basicas, necessarias para o melhoramento por cruzamentos, a
partir de processo de selecdo em colegdes de germoplasmas. Apesar do mérito
desse género, ainda ha poucos cultivares de Urochloa disponiveis no mercado, o
que resulta em extensas areas cultivadas com poucos genaotipos.

Por exemplo, atualmente apenas dez cultivares de U. brizantha estao
disponiveis (Basilisk, Marandu; BRS Piatad; BRS Arapoty; BRS Capipora, BRS
Paiaguas, MG4, MG5-Vitoria e Xaraés, MG13 Brauna; RNC, 2017), sendo que ainda
ha duvidas sobre a individualidade de alguns desses cultivares (AMBIEL et al., 2008,
2010). Em relacao a outras espécies do género, podem-se mencionar somente trés
cultivares de U. humidicola (Llanero, “humidicola” e BRS Tupi), um de U. decumbens
(Australiana) e um de U. ruziziensis (“ruziziensis”), sendo estas com participacdo na
area plantada com braquiarias menor que 15% com relagdo aos cultivares de U.

brizantha (KARIA et al., 2006). Ainda, por possuirem modo de reprodugao apomitico
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estas plantas sdo clones, caracterizando-se como monoculturas e implicando em

grande risco econdémico e ambiental.

3.4 Apomixia em Urochloa

A apomixia tem sido descrita em pelo menos 40 familias que compreendem
as angiospermas, e tém sido frequentemente observada em Poaceae, Asteraceae,
Rutaceae e Rosaceae (CARMAN, 1997). Como este modo de reproducdo é
caracterizado por via assexual evitando a redugéo da meiose e fecundagao (OZIAS-
AKINS, 2006), as sementes derivadas de reprodugao apomitica carregam embrides
geneticamente idénticos ao parental feminino (OZIAS-AKINS, 2006; MILES, 2007),
sem aparecimento de variabilidade selecionavel.

A condicdo de apomixia oferece algumas vantagens em relagdo a
propagacao através sementes, entre elas a fidelidade genética proporcionada pela
reprodugao assexuada (MILES, 2007). No entanto, torna-se um problema quando se
busca recombinagdo para a obtencdo de melhores gendtipos com boas
caracteristicas agrondmicas (MILES, 2007). Em espécies apomiticas, os cultivares
comerciais, langcados no mercado, sao clones selecionados a partir de colegdes
naturais (MILES, 2007), mutagdes espontaneas (BHAT et al., 2005) e cruzamentos
dirigidos (JESSUP, 2005).

A palavra apomixia vem do grego e tem o significado “sem mistura ”
(NOGLER, 1984). Em Urochloa a apomixia ocorre do tipo apospérica — esta
associada a poliploidia, onde a reprodugdo sexual encontra-se associada ou
substituida por um modo de reproducao assexual, resultando na producdo de uma
progénie clonal por semente sendo predominante nas variedades comerciais de
Urochloa (DUSI; WILLEMSE, 1999), com plantas apresentando o tipo de saco
embrionario comumente encontrado em membros da familia Poaceae. O
endosperma se desenvolve por pseudogamia (ALVES et al., 2001).

A hibridagdo de plantas apomiticas de Urochloa com as de reproducio
sexuada pode oferecer a oportunidade de originar novas combinacdes por
cruzamento dirigido e fixar a progénie heterozigota como novas variedades F1. A
principal estratégia dos programas de melhoramento de Urochloa utiliza
germoplasma derivado de U. ruziziensis e acessos diploides sexuais de U. brizantha

que foram submetidos a duplicagdo cromossdmica (KARIA et al., 2006). Portanto, a
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possibilidade de obtencdo de mutantes espontaneos com caracteristicas
agrondmicas dos cultivares-elite ja amplamente adaptados nas condi¢des brasileiras
pode ser baixa considerando-se a barreira imposta pela apomixia (SPANGENBERG,
2004).

Pelos motivos descritos acima, € importante contar com meios alternativos
para a obtengao de germoplasma melhorado de espécies apomiticas, como algumas

do género Urochloa.

3.5 Mutagodes induzidas

A obtencado de variabilidade mediante o emprego de agentes mutagénicos
tem sido amplamente empregada no melhoramento de plantas, em fungdo da
capacidade de alterar uma ou mais caracteristicas desejaveis, melhorando assim as
cultivares ja existentes e desenvolvendo novos genoétipos (MALUSZYNSKI, 1998).

A mutacgao é definida como qualquer alteragcao herdavel, capaz de modificar
a informacao genética de um determinado organismo. Todos componentes primarios
do DNA, ou seja, os residuos de pentose, as ligagdes fosfo-diéster e as bases
nitrogenadas purinas e pirimidinas, que contribuem com a informagao contida no
genoma podem sofrer alteragdes (BRAY; WEST, 2005).

Existem diversos grupos de compostos quimicos que tém a capacidade de
induzir mutacdo, tais como: compostos de composi¢cdo quimica semelhante as
bases nitrogenadas do DNA que induzem erros de pareamento, incluindo a 5-
bromouracila (BU) e 5-bromodeoxiuridina (BudR); antibidticos que podem causar
quebras cromossbmicas, como mitomicina C, actinomicina D e estreptomicina;
agentes alquilantes que reagem com o DNA, como o etil-metano-sulfonato (EMS), a
etilenimina (El), a 1-metil-3-nitro-1-nitroso-guanidina (MNNG) e a azida sdédica
(NaN3) que inibe a respiracao celular; entre outros (TULMANN NETO et al., 1998).

Estes agentes geram uma extensa gama de alteragbes no DNA, sendo mais
frequentemente mutagdes pontuais pela alquilagdo de bases, o que dificulta o
mapeamento e caracterizacdo da mutagdo no genoma e menos frequentemente, os
agentes quimicos também podem provocar danos em segmentos cromossdmicos,
causando aneuploidia, reducdo da fertilidade e letalidade (GREENE et al., 2003;
WAUGH et al., 2006). Em Urochloa brizantha dois trabalhos ja foram conduzidos
neste sentido (MACHADO NETO et al., 2015; FOLLMANN et al., 2016).
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Comparativamente, tanto o enfoque de mutagdes induzidas como o de
transformacao de plantas tem uma base comum, que é a tentativa de modificacéao
de uma cultivar—elite em uma unica ou poucas caracteristicas. Entretanto, a
abordagem da transgenia é limitada pela disponibilidade do gene desejado
(CABRAL et al., 2011). Takamori (2015) desenvolveu um protocolo eficiente de
transformacdo e de regeneragdo de plantas, para o género Urochloa. Em tais
situagdes, a geracédo de mutagdes induzidas pode ser um método rapido para gerar

variabilidade.
3.6 EMS (etilmetanosulfonato)

Em relagdo aos mutagénicos quimicos, o EMS (Figura 1) é um agente
mutagénico alquilante de alta eficiéncia que adiciona grupos etil em bases

nitrogenadas, especialmente a guanina.

Figura 1. Formula quimica do EMS (etiimetanosulfonato)

Q
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Fonte: Sigma-Aldrich (2018)

A adicdo tem lugar geralmente no oxigénio 6 dessa base, produzindo Os-
etilguanina, as quais emparelham com timinas e assim dao origem a transi¢cées G —
A. Assim, um par de G:C transforma-se eventualmente em um de A:T (Figura 2),
induzindo o aparecimento de tais transicdes GC — AT a uma taxa de 10“ a 10 por
gene (GRIFFITHS, 1996).
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Figura 2. Mutagénese quimica usando EMS (etiimetanosulfonato) como agente

alquilante.
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Fonte: Slideplayer.es (2018)

A obtencgao de cultivares superiores para caracteristicas agronédmicas e com
distribuicado comercial tem permitido a aplicacao de mutagées com EMS como uma
ferramenta barata e facilmente acessivel dentro de programas de melhoramento. A
sua principal desvantagem €& a aleatoriedade da caracteristica mutada (DONINI;
SONNINO, 1998), o que exige grande quantidade material tratado para poder
selecionar as plantas com expressao diferencial da caracteristica de interesse.
Também, é importante considerar que a taxa de sobrevivéncia dos materiais
tratados € reduzida com o aumento da concentracdo de EMS, sendo também, neste
caso, maior o risco de mutagdes favoraveis serem associadas a mutacdes
desfavoraveis (BHAGWAT; DUNCAN, 1998).

Assim, a concentracdo e o tempo de exposicdo ao EMS devem ser
combinados de forma a permitir a producao de descendentes férteis em geragdes
avancadas (M2 e Ms). Para isto, € comum utilizar uma DL50 que permite que a
sobrevivéncia de 50% do material tratado (DONINI; SONNINO, 1998). A eficiéncia
da mutagénese também pode ser afetada pela temperatura, concentragdo de EMS,
gendtipo, espécies, entre outros fatores. A avaliacdo da DL50 para EMS é
determinada pela variagao da concentracédo e da duragao do tratamento, do solvente
usado ou o pH da solugdo (NOVAK, 1991).

A capacidade da mutagénese com EMS para gerar material com um grande

numero de mutagdes em cada planta demonstra a possibilidade de usar populagdes
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menores para identificar uma mutagcdo em um gene em particular. Geralmente,
sementes sao os materiais utilizados nos tratamento com EMS, embora isto possa
resultar em quimeras que tém apenas setores que expressam o alelo mutante. As
plantas crescidas a partir de sementes tratadas com EMS constituem a populacao
M;. Note-se que mesmo que a semente tratada ser originaria de materiais
geneticamente idénticos, as plantas resultantes serdao heterogéneas, cada uma
potencial para uma ou varias mutagdes num local diferente no seu genoma.

Assim, as plantas M; constituem-se em uma populagdo analoga a uma
populagcdo F¢, que é heterozigdtica (ou hemizigética) em numerosos loci. Para
identificar as plantas mutantes, geralmente é necessario um grande numero de
plantas M. Assim, a identificagcdo bem sucedida de mutantes exige a capacidade de
contar com populagdes de razoavel tamanho, e, obviamente, ter capacidade de
identificar os mutantes.

Linhagens mutantes selecionadas nas geragdes mais avangadas possuem
numerosas outras mutagdes adicionais, além daquela identificada. Para uma
espécie diploide, mesmo com um genoma pequeno, o numero de mutagdes pode
atingir dezenas de milhares (PARRY et al., 2009).

Embora a grande maioria destas mutagdes provavelmente nao tenha
nenhum efeito observavel, €& obviamente impossivel concluir que fendtipos
identificados em M3 ou em geragdes posteriores sdo somente devidos a uma unica
mutacdo de ponto. Portanto, é preciso implementar avaliagbes em geracdes
avangadas nao sO para discriminar a variabilidade em relagcdo ao material original,
mas também para observar a estabilidade das caracteristicas observadas
inicialmente.

Conforme pode ser evidenciado pelas referéncias acima expostas, a
melhoria de plantas através de mutacgdes induzidas € uma ferramenta importante e
valiosa que permite alterar alguns genes mantendo as caracteristicas favoraveis de
cultivares-elite (GULSEN et al., 2007). Outro fator importante é que os cultivares
obtidos por mutagénese sao aceitos sem restricdo, em contraste com plantas
geneticamente modificadas (PGM) (PIAGNANI et al., 2008) e podem também ser
disponibilizados para fins de melhoramento (AHLOOWALIA et al., 2004).

As alteragbes de base unica causadas por agentes mutagénicos como o
EMS podem resultar em fendtipos caracterizados por perda de funcdo ou,

ocasionalmente, mutag¢des de ganho de fungado, que podem ser especialmente Uteis
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para o estudo de genes essenciais ou redundantes. Um dos beneficios inerentes a
utilizacao de EMS ¢é a elevada taxa de mutagdes que este impdem as células (JAIN,
2005), ao mesmo tempo evitando o aparecimento de fendtipos muito aberrantes
(LATADO ROCHA et al, 2004; LUAN et al, 2007), sendo por isso bastante
empregado na indugcdo de mutagdes em plantas cultivadas, tanto diploides quanto
poliploides (NARAYANAN et al., 1969).

Outras razbes para a popularidade do uso do EMS incluem a simplicidade
da sua utilizagdo, incluindo a relativa seguranga na manipulagédo, seguindo-se da
inativagdo do mutagénico de modo a evitar contaminagdo do ambiente.

Além disso, o EMS é conhecido por produzir mutagdes com efeitos
pleiotrépicos (LUAN et al., 2007), ocasionando mudangas em mais de uma
caracteristica, possivelmente por mutagdes em diferentes loci (BASU et al., 2008),
detectando-se novos materiais genéticos de feno-grego exibindo precocidade aliada
a alta produtividade, maior qualidade de sementes e habito de crescimento
determinado.

Também, mutantes produzidos por EMS tém sido explorados para estudar a
estrutura de genes de plantas e os mecanismos de biossintese de amido. Por
exemplo, mutagdes induzidas por EMS em Arabidopsis afetaram um gene para um
aspecto especifico do metabolismo de carboidratos, o que por sua vez alterou
significativamente o teor de amido da folha, bem como a floragéo (YU et al., 2000).
Portanto, o uso de EMS ¢é dutil para induzir mutagcbes tanto em caracteristicas
morfolégicas como bioquimicas (REKHA; LANGER,2007).

Inumeros relatos sobre o uso de mutantes induzidos por EMS s&o citados.
Entre estes, podemos destacar alguns, como fenétipo indeiscente em mutantes de
Euphorbia lagascae (PASCUAL-VILLALOBOS et al., 1994), conteudo de 6leo em
niger (NAIK; MURTHY, 2009), maior producado de sementes de feno-grego (Basu et
al., 2008), produtividade em beterraba e grao de bico (HOHMANN et al., 2005;
GAUR et al., 2008), bem como para a tolerancia aos estresses bibticos e abioticos
(LIU et al., 2005; LUAN et al., 2007).

No Brasil, recentemente foi amplamente noticiada a obtencao de plantas de
cafeeiro com teores muito baixos de cafeina (2% dos teores normalmente
encontrados) através do tratamento de sementes de Coffea arabica com
mutagénicos quimicos (BORREL, 2012), sendo estas plantas registradas como

“Decaffito”.



24

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Determinacgao da DLs, de EMS ( Etilmetanosulfonato)

No ano de 2012, foi iniciado um programa de melhoramento genético em
Urochloa pela Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente -
SP, com a utilizagdo do agente quimico EMS - (Etilmetanosulfonato).

Como um dos pontos criticos na inducdo de mutacdes € a dose utilizada do
agente mutagénico, é importante conhecer a sensibilidade das sementes de
Urochloa ao EMS (PREDIERI; ZIMMERMAN, 2001; LATADO ROCHA et al., 2004;
LUAN et al., 2007). Portanto, foi estabelecida a LD50 (concentracdo do agente
mutagénico em que a sobrevivéncia da semente diminui 50% em relagé&o ao controle
nao tratado), sendo a porcentagem de germinacdo das sementes avaliadas em
comparagao com o controle.

As sementes foram escarificadas com acido sulfurico concentrado por 10
min, e avaliadas pelos testes de germinagdo, segundo as metodologias
estabelecidas em Brasil (2009).

Apods o processo de escarificacdo, as sementes foram embebidas em agua
destilada dupla por 72 h a 14°C em papel filtro para auxiliar a sincronizagcéo da
atividade mitdtica do embrido Apos isto, lotes de 100 sementes foram colocadas em
tubos Falcon (25mL) com concentragdes de 0, 10, 20, 40 e 80 mM de EMS com
2,5% dimetilsulféxido durante 24 horas (solvente organico utilizado como veiculo de
penetragdo), sob agitagdo continua (100 rpm) a 24°C + 2°C no escuro, a fim de
assegurar um contato homogéneo com o EMS (ROCHA LATADO et al., 2004,
HOHMANN et al., 2005; LUAN et al., 2007). Cada concentragcdo de EMS foi
preparada em agua destilada (pH 7) logo antes da sua utilizagdo. Apods isto, as
sementes foram postas em peneiras e lavadas em agua corrente por 2 h para
remover o EMS e foram ent&o avaliadas quanto a germinacao.

A germinagdo foi conduzida em caixas plasticas para germinagao, sobre
papel filtro, com quatro repeticées de 100 sementes por nivel de EMS e tempo de
tratamento, em germinador sob-temperaturas alternadas de 15-35°C com emprego
de luz por 8 h na maior temperatura. A avaliacdo foi conduzida até 21 dias
computando-se as plantulas normais, anormais e sementes ndo germinadas em

relacdo ao controle de acordo com Brasil (2009).
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Podendo se concluir no final da avaliagdo de 2012, que a dose letal para
cultivar Marandu foi de 40 mM de EMS, para que ocorra a letalidade de 50 % das
sementes tratadas em relacdo ao controle e proporcionando a variedade Marandu

ser o material utilizado no programa de melhoramento genético de Urochloa.

4.2 Formacgao geragao M,

No ano de 2013/2014, se deu inicio a formagédo do 1° campo experimental,
localizado na chacara dos 4 alqueires da Universidade do Oeste Paulista —
UNOESTE, Presidente Prudente — SP, para formacao da geracdo My de Urochloa
brizantha cv Marandu tratada com o agente quimico EMS - (Etilmetanosulfonato).

Para a formagdo da geragcdao M4, foi necessaria a utilizagdo de 25.000
sementes de U.brizantha cv Marandu, considerando um lote com 80 % de
germinacgao, para formagao do campo experimental M4, com 10.000 plantas tratadas
a uma concentracdo de 40 mM de EMS (Etilmetanosulfonato).

As sementes foram escarificadas com acido sulfurico concentrado por 10
min, e avaliadas pelos testes de germinagdo, segundo as metodologias
estabelecidas em Brasil (2009).

Ap0ds o processo de escarificacdo, as 25.000 sementes foram embebidas em
ddH20 por 72 h a 14°C em papel filtro para auxiliar a sincronizacdo da atividade
mitética do embrido Apods isto, lotes de 100 sementes foram colocadas em tubos
Falcon (25mL) com concentragcdes de 40 mM de EMS com 2,5% dimetilsulfoxido
durante 24horas, sob agitagao continua (100 rpm) a 24°C + 2°C no escuro, a fim de
assegurar um contacto homogénea com o EMS. A concentragdo de 40 mM de EMS
foi preparada em agua destilada (pH 7) logo antes da sua utilizagdo. Apds isto, as
sementes foram postas em peneiras e lavadas em agua corrente por 2 h para
remover o EMS e foram entdo colocadas para germinar em bandejas contendo uma
mistura de substrato e um gel retentor de agua (50:1; massa:massa) e colocadas a
germinar em casa de vegetagao, no qual permaneceram por trinta dias, com um
turno de rega de cinco minutos & cada doze horas (L m™). Apds um més na casa de
vegetagdo, sementes germinadas foram levadas ao campo e plantadas em Blocos
com uma testemunha a cada dez progénies, dando-se inicio o ciclo de sele¢cado dos
materiais promissores, selecionando-se plantas plenamente decumbentes e

cespitosas, tolerantes e susceptiveis ao déficit hidrico, com alta e baixa pilosidade e
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algumas mais rigidas, alta producédo de semente, alteragdes de area foliar todos em
comparagao com a testemunha.

No periodo do florescimento das plantas selecionadas, as mesmas tiveram
os cachos cobertos com sacos de TNT, para retencdo das sementes e evitar-se uma
possivel polinizagdo cruzada. Estas sementes, bem como sementes de cachos
mantidos sem cobertura, foram colhidas ao final do ciclo limpas e armazenadas no
Laboratorio de Sementes da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE,
Presidente Prudente — SP, gerando o 12 banco de sementes (M4) de Urochloa

brizantha cv Marandu tratada com o agente quimico EMS - (Etilmetanosulfonato).
4.3 Formacgao geragcao M2

No ano de 2014/2015, se deu inicio a formacao do 2° campo experimental,
localizado na Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente —
SP, para formagao da geragdo M2 de Urochloa brizantha cv Marandu tratada com o
agente quimico EMS - (Etilmetanosulfonato).

As sementes originadas de M; foram escarificadas com acido sulfurico
concentrado por 10 min, segundo as metodologias estabelecidas em Brasil (2009),
Apoés a escarificagdo, as sementes foram postas em peneiras e lavadas em agua
corrente por 3 min para remover o0 excesso do acido, apds esse processo foram
distribuidas para germinar em bandejas contendo uma mistura de substrato e um gel
retentor de agua (50:1; massa:massa) e colocadas a germinar em casa de
vegetacdo, no qual permaneceram por trinta dias, com um turno de rega de cinco
minutos a cada doze horas (L m'2). Apds o periodo de permanéncia na casa de
vegetacdo, as sementes germinadas foram levadas ao campo e plantadas em
Blocos com uma testemunha a cada oito progénies. Duas progénies foram obtidas
de cada planta selecionada: uma de polinizagdo aberta e outra de polinizagao
protegida por TNT. Dada a variabilidade ainda ocorreu uma nova selegado pois em
algumas linhas irmas, de progénies de polinizagdo aberta e protegida do primeiro
ciclo, que demonstravam diferencas entre si, repetiu-se o procedimento para se
evitar a polinizagdo cruzada destas obtendo-se duas novas progénies por linha. As
plantas do segundo ciclo de selegéo todas tiveram os cachos cobertos com sacos de
TNT. As sementes foram colhidas ao final do ciclo limpas e armazenadas. Tem-se

agora um banco genético com duas geragdes de sementes (M1 e M2).



27

4.4 Formacgao geragao M3

No ano de 2016/2018, se deu inicio a formagéao do 3° campo experimental,
localizado na Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente —
SP, para formagao da geragao M3 de Urochloa brizantha cv Marandu tratada com o
agente quimico EMS - (Etilmetanosulfonato).

Foram utilizadas 21 linhas M2 selecionadas anteriormente e do cultivar
Marandu, para avaliacdo. As sementes M2 e da testemunha foram escarificadas
com acido sulfurico concentrado por 10 min, segundo as metodologias estabelecidas
em Brasil (2009). Apés a escarificagdo, as sementes foram postas em peneiras e
lavadas em agua corrente por 3 min para remover o excesso do acido, logo apos
foram distribuidas para germinar em bandejas contendo uma mistura de substrato e
um gel retentor de agua (50:1; massa:massa) e colocadas a germinar em casa de
vegetacdo, no qual permaneceram por trinta dias, com um turno de rega de cinco
minutos & cada doze horas (L m™), Universidade do Oeste Paulista —- UNOESTE em
Presidente Prudente - SP.

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso e as sementes germinadas
em casa de vegetacao foram levadas a campo conduzido na Fazenda Experimental
da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE em Presidente Bernardes-SP, em
um solo classificado como Argissolo vermelho distroférrico.

A area esta localizada & 475 metros de altitude, o clima de acordo com a
classificagao de (Képpen-Geige) € do tipo CWa com temperatura média anual de
25°C e regime pluviométrico caracterizado por dois periodos distintos, um periodo
chuvoso de outubro a margco e um periodo com um menor indice entre abril a

setembro.



Figura 3. Delineamento Blocos ao Acaso.
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Fonte: O Autor.

4.4.1 Preparo do solo

Preparo convencional (PC) — foi utilizada neste sistema uma grade
intermediaria, marca Marchesan Tatu®, modelo GAICR (“‘numero de discos: 19;
dimensbes dos discos: 26” x 6,0 mm; espagamento: 270 mm), de arrasto, a uma
profundidade de 0,12 a 0,20 m e uma passada de uma grade niveladora, marca
Super Tatu®, modelo GNL (numero de discos: 24; largura de corte: 1900 mm;
espacamento dos discos: 170 mm; dimensdes dos discos: 18"x 3,0 15 mm), de

arrasto, a uma profundidade de 0,60 a 0,12 m.
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4 4.2 Plantio das mudas

As sementes de 21 linhas selecionadas anteriormente de M2 e sementes do
cultivar Marandu “testemunha” foram germinadas em bandejas em casa de
vegetacdo e transplantadas como mudas no dia 29 de margo de 2016, com
aproximadamente 25 cm no campo em trés linhas por cultivar contendo 15 plantas
cada, espacadas de 0,4m e 1,0m entre linhas e espagcamento entre repeticdes 1,5m.
Foi utilizado irrigacdo nos primeiros dias apos o plantio das mudas, até que as

plantas se estabelecessem no local.

4.4 3 Corte e coleta dos materiais

Apos o trigésimo quinto dia todos os blocos foram rogados para se igualar as
plantas. Com aproximadamente um ano e dois meses, em maio de 2017 foi
realizado a coleta dos materiais dentro de cada bloco experimental, considerando-se
a linha central de cada bloco para retirada dos materiais, foi descartado as duas
plantas de bordadura da linha intermediaria e das trés plantas que compunham o
eixo de avaliagao foram retirados 3 perfilhos reprodutivos e 3 vegetativo. Totalizando
9 perfilhos reprodutivos e 9 vegetativos de cada mutante. Classificaram-se os
perfilhos vivos que tinham a inflorescéncia visivel como reprodutivos e os vivos que

nao tinham a inflorescéncia visivel como vegetativos.

4.5 Avaliagoes

O material coletado foi levado ao Laboratério de Sementes da UNOESTE.
Foram avaliadas as seguintes variaveis: area foliar, matéria seca de folhas, matéria
fresca e seca de caule em dois tipos de perfilhos, reprodutivos e vegetativos nas
progénies mutadas e no controle Marandu, o numero de sementes foi avaliado em

perfilhos reprodutivos de todos os materiais.
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4.5.1 Area Foliar

Apods a chegada do material ao laboratorio foram retiradas as folhas para
contagem de folhas por perfilho, foi utilizado o método de discos foliares que
consiste na retirada de discos foliares de area conhecida em seis posi¢coes do limbo
foliar de um conjunto de folhas, distribuidas aleatoriamente, evitando-se a
amostragem da nervura central, conforme estudos de HUERTA (1962) e PINTO et
al. (1977). Em seguida, 396 amostras identificadas em sacos de papel, sendo 189
amostras de disco foliar de perfilho vegetativo, 189 amostras de disco foliar de
perfilho reprodutivo, 9 amostras de disco foliar perfilho vegetativo da testemunha e 9
amostras de disco foliar de perfilho reprodutivo da testemunha, foram colocados em
estufa com circulacdo de ar a 70°C durante 24 horas para a obtencdo da matéria

seca. A area foliar foi obtida pela seguinte férmula:

MsFTx+area discos
Af=

- : onde Af é a area foliar, MsFT é a Massa seca foliar total e
Ms discos

Ms discos € a massa seca dos discos.

4.5.2 Comprimento médio do entre n6

Os entrends, de cada perfilho, foram medidos, somados e divididos pelo

numero de entrends.

4.5.3 Massa Seca

A massa seca tanto de perfilhos vegetativos e reprodutivos como de folhas
foi obtida, colocando-se 396 amostras identificadas em sacos de papel, sendo 189
amostras de perfilho vegetativo, 189 amostras de perfilho reprodutivo, 9 amostras de
perfilho vegetativo da testemunha e 9 amostras de perfilho reprodutivo da
testemunha foram levadas para estufa com circulagdo forgcada de ar a 70°C durante

72 horas. As amostras foram retiradas e deixadas esfriar em ambiente seco e
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pesadas em balanca de precisao, obtendo-se entdo a massa seca de perfilhos e a

massa seca de folhas.

4.5.4 Numero de sementes por cacho

Trés perfilhos férteis de cada progénie tiveram seus cachos isolados no
periodo do florescimento, apds o periodo de maturagdo das sementes as mesmas

foram colhidas e as sementes contabilizadas.

4.5.5 Analise Bromatoldgica

Todas as analises e os resultados foram obtidos com base em matéria seca.

4.5.5.1 Analise de Proteina

Para a analise de proteina partindo-se de uma amostra de 0,30 g (SILVA;
QUEIROZ, 2002), reduziu-se o peso inicial das amostras para 75, 50 e 25% dos
valores iniciais.

As amostras foram levadas até o tubo digestor com a temperatura de 350°C
e foram digeridas por 1 hora. Apos resfriada, foi adicionado 15 mL de agua destilada
no tubo para realizagdo do processo de destilagdo. No destilador devidamente limpo,
foi colocado NaOH 0,4 N no copo dosador, um erlenmeyer com 30 mL de acido
borico com indicador vermelho de metila foi devidamente preparado para cada
amostra. A destilagdo foi feita por arraste, mantendo o terminal do condensador
mergulhado na solug&o receptora até que toda a amdnia fosse liberada. O volume
do destilado foi de aproximadamente 75 mL. Retirou-se o erlenmeyer e titulou com
HCI 0,1 N até a viragem do indicador misto (verde para rosa).

ApOs a separacado das amostras, adicionou-se a mistura catalitica a base de
sulfato de cobre (SILVA et al.; 2016) e o acido sulfurico no tubo com propor¢des

equivalentes as amostras conforme Zaniboni (2018).
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4.5.5.2 Andlise de FDN - Fibra em Detergente Neutro (celulose, hemicelulose,

lignina, proteina desnaturada e matéria mineral)

As amostras foram secas em estufa a 105° C por 48 horas, em seguida
trituradas no moinho e devidamente separadas. ApOs esse processo pesou-se em
balanga analitica em papel de seda e transferiu-se para o tubo de Kjeldahl onde
foram adicionadas as amostras e o detergente Neutro (Etileno diamino tetra acetato
dissédico (EDTA), lauril sulfato de sédio, fosfato acido de sédio e agua deionizada)

(Souza et al., 1999) propor¢des estalecidas por Zaniboni (2018).
4.5.5.3 Andlise de FDA - Fibra em Detergente Acido (Celulose e Lignina)

Apos a adigao do detergente acido (Brometo de cetil trimetilaménio (CTAB)),
Acetona, Deca-hidronaftaleno (decalina) e solugdo de acido sulfdrico 0,5 mol. L™, os
tubos foram levados ao bloco digestor por 1h na temperatura de 132 °C. As
amostras foram filtradas em cadinho de Gooch com o auxilio de vacuo, e em
seguida levadas a estufa a 105 °C por 8h, apds o processo de resfriamento em
dessecador foram devidamente pesadas em balanga analitica e as proporcoes

definidas de acordo com Zaniboni (2018).
4.5.5.4 Lignina

As amostras presentes no cadinho de Gooch, ja filtradas apds o processo de
FDA, receberam acido sulfurico a 72% até ficarem completamente submersas e
assim permaneceram por 3h, sendo agitadas com intervalo de 30 minutos com
bastdo de vidro individual. Apés este procedimento, as amostras foram filtradas com
agua quente na bomba a vacuo e levadas a estufa a 105° C por 8h, resfriadas em
dessecador e pesadas em balanca analitica. Apds, foram levadas para mufla a

500°C por 3h, e pesadas em balanga analitica apos atingirem temperatura ambiente.
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4.6. Analise de Dados

Todos os dados de Area foliar, Comprimento médio de né, Massa seca e
Numero de semente foram submetidos ao Teste F e quando significantes as médias
foram avaliadas pelo Teste de Scott-Knot (p<0,05) com auxilio do software SISVAR
5.2 (FERREIRA, 2008).
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5 RESULTADOS

De acordo com a analise de variancia, foram observadas diferencas
significativas entre os mutantes avaliados quanto as variaveis area foliar de perfilhos
(AFP) (P<0,05), comprimento médio de entrenés (CMN) (P<0,05), matéria seca
folha/caule (MSFC) (P<0,05), numero de sementes (NS) (P<0,05). Para as demais
caracteristicas avaliadas n&o houve diferenga estatistica (P<0,05).

Para a area foliar de perfilhos vegetativo (AFPV), houve diferenca
significativa (P>0,05) para seis mutantes. Sendo o mutante 35B apresentando a
maior média de 379,525 cm?, o mesmo diferiu estatisticamente da cultivar Marandu
tendo um incremento de 71,7% que né&o diferiu estatisticamente dos mutantes 10C
(55,3%) e 25Ccac (67%). Os mutantes 17C (35,6%), 10Bcac (34,9%), e 1N (27%)
nao diferiram entre eles, porem diferiram estatisticamente da testemunha (Tabela 1).

Os mutantes 10B, 1C, 15C, 17Ccac, 22Ccac, 36C e F3 n&o diferiram
estatisticamente da testemunha , porém os menores valores por sua vez, foram
observados para os mutantes 29N, 10M2 que nao diferiu estatisticamente dos
mutantes 37B, 38Bcac, 7Ccac, 13C, 19C e E2.

Para a area foliar de perfilho reprodutivo (AFPR) houve diferenca
significativa (P>0,05) da testemunha para quatorze mutantes. O cultivar Marandu
apresentou uma média de 345,686 cm? que diferiu estatisticamente dos mutantes
37B, 38Bcac, 1C, 7Ccac, 13C, 15C, 17Ccac, 22Ccac, 25Ccac, 36C, E2, F3, 29N e
10M2. O mutante 10Bcac apresentou a melhor média de 453,686cm? , porem nao
diferiu estatisticamente dos mutantes 10B, 35B, 10C, 17C, 19C, 1N e testemunha.
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Tabela 1. Area foliar de perfilhos vegetativos e reprodutivos de vinte e um mutantes
e do cultivar Marandu de Urochloa brizantha.

Material Area foliar do perfilho (AFP)(cm?)
Vegetativos Reprodutivos
L10B 193.096 ¢ 430.276 a
L10Bcac 298.289 b 453.686 a
L35B 379.524 a 298.815 a
L37B 154.859 d 162.816 b
L38Bcac 129.690 d 142.636 b
L1C 179.320 ¢ 189.850 b
L7Ccac 144,725 d 198.459 b
L10C 343.291 a 336.201 a
L13C 135.208 d 248.273 b
L15C 176.608 c 60.777 b
L17C 299.875b 334.912 a
L17Ccac 209.595 ¢ 181.224 b
L19C 105.144 d 330.584 a
L22Ccac 175.842 c 219.325b
L25Ccac 369.204 a 118.222 b
L36C 192.519 ¢ 208.470 b
LE2 129.588 d 175.838 b
LF3 181.236 c 39.444 b
L1N 280.729 b 289.664 a
L29N 99.083 d 184.645 b
L10M2 99.417d 227.637 b
Marandu 221.076 c 345. 686 a

Médias na coluna seguidas pela mesma letra nao diferem ao nivel de pelo teste de Scott-Knot
(p<0,05).

Para o comprimento médio de entre nés (CMN) de perfilhos vegetativos
também foram observados altos valores. O mutante 25Ccac, que apresentou a
maior média de 11.447 cm diferiu estatisticamente da testemunhas e dos demais
mutantes, com um incremento de 59,6%. Para os mutantes E2 (14%), 10B (15,5%),
10Bcac (15,7%), 15C (17,1), F3 (18,9%), 1N (22,5%), 10C (26,3%), 17C ( 31,4%),
1C (31,5%) e 35B (35%) diferem da testemunha, porem ndo difere entre si. Os
mutantes 37B, 38Bcac, 7Ccac, 13C, 19C, 22Ccac, 36C e 29N nao houve diferenca
significativa sobre a testemunha. Para os menores valores referente a testemunha
s&o os mutantes 17Ccac e 10M2.

Para o comprimento médio de entre nés (CMN) de perfilhos reprodutivos
houve diferenca significativa em relacéo a testemunha. O mutante que apresenta a
maior média é similar a maior media do perfilhos vegetativos, sendo de 14,760 cm,

ele difere estatisticamente da testemunha. Os mutantes 10B e 10Bcac apresentam
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um incremento de 24, 5% e 19,9% respectivamente, que diferem da testemunha,
porem nao diferem entre si. Os hibridos 35B, 10C, 15C e 1N, nao tiveram diferenca
significativa entre eles e a testemunha. Para os menores valores referente a
testemunha sdo os mutantes 37B, 38Bcac, 1C, 7Ccac, 13C, 17C, 19C, 36C, E2 e
10M2.

Tabela 2. Comprimento médio de entrends de perfilhos vegetativos e reprodutivos
de vinte e um mutantes e do cultivar Marandu de Urochloa brizantha.

Material Comprimento Médio de Entrends (cm)
Vegetativos Reprodutivos
L10B 8.285 b 12.858 b
L10Bcac 8.297 b 12.383 b
L35B 9.682 b 11.126 ¢
L37B 6.605 c 9.813d
L38Bcac 5.896 c 7111d
L1C 9.431b 9.797 d
L7Ccac 7.329 ¢ 8.947 d
L10C 9.057 b 10.735¢c
L13C 6.690 c 8.885d
L15C 8.403 b 10.520 c
L17C 9.427 b 9.485d
L17Ccac 3.625d 4.217 e
L19C 5842 c 9.710d
L22Ccac 6.651 c 8.180 e
L25Ccac 11.447 a 14.760 a
L36C 6.817 c 8.830d
LE2 8.181b 9.535d
LF3 8.527 b 8.251e
L1N 8.788 b 10.692 ¢
L29N 5.607 c 7.668 e
L10M2 4.861d 9.471d
Marandu 7174 c 10.325 ¢

Médias na coluna seguidas pela mesma letra nao diferem ao nivel de pelo teste de Scott-Knot
(p<0,05)

Para a razdo entre matéria seca de folhas por matéria seca de caules de
perfilhos vegetativos de vinte e um mutantes e a testemunha (Tabela 3), foram
observados valores significativos. O mutante 19C foi o que apresentou a maior
media entre eles, se destacando e diferenciando da cultivar marandd, com uma
media e incremento de 2.013 e 33,9% respectivamente. Os mutantes 37B e 10M2
nao diferem da testemunha, ja o 10B, 10Bcac, 35B, 38Bcac, 1C, 7Ccac, 10C, 13C,
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15C, 17C, 22Ccac, 25Ccac, 36C, E2, F3, 1N e 29N sdao mutantes que mostraram
valores de dados a baixo da cultivar marandu. Em consideragdo a razao de matéria
seca de folhas por matéria seca de caules de perfilhos reprodutivos (Tabela 3), dos
mesmos mutantes ja citados, ndo foram notados valores significativos, por todos os

mutantes estarem estatisticamente iguais a testemunha.

Tabela 3. Raz&o entre matéria seca de folhas/caules de perfilhos vegetativos e
reprodutivos de vinte e um mutantes e do cultivar Marandu de Urochloa brizantha.

Material Razao Matéria Seca Foliar/Caule
Vegetativos Reprodutivos
L10B 1.078 c 0.592 a
L10Bcac 1117 c 0.823 a
L35B 1.037 c 0.673 a
L37B 1.486 b 0.659 a
L38Bcac 1.013 ¢ 0.502 a
L1C 0.617 c 0.571 a
L7Ccac 0.887 c 0.731 a
L10C 1.079 c 0.706 a
L13C 0.869 c 0.638 a
L15C 0.835c 0.568 a
L17C 0.729 c 0.760 a
L17Ccac 1.195¢c 0.301 a
L19C 2.013 a 0.643 a
L22Ccac 0.805c 0.618 a
L25Ccac 0.994 c 0.621 a
L36C 0.945c 0.599 a
LE2 0.782 c 0.320 a
LF3 0.767 c 0.509 a
L1N 1.212 c 0.650 a
L29N 0.891c 0.550 a
L10M2 1.504 b 0.752 a
Marandu 1.503 b 0.887 a

Médias na coluna seguidas pela mesma letra nao diferem ao nivel de pelo teste de Scott-Knot
(p<0,05).

Os dados da Tabela 4, mostram o numero de sementes de vinte € um
mutantes e da cultivar Marandu, o mutante 25Ccac, apresentou uma maior média
entre eles, no valor de 777.655 com um incremento de 477,5% diferindo de todos os

outros mutantes e do cultivar Marandu. Os mutantes 10B, 10Bcac, 35B, 37B,
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38Bcac, 1C, 7Ccac, 10C, 13C, 15C, 17C, 17Ccac, 19C, 22Ccac, 36C, E2, F3, 1N,

29N e 10M2 sao estatisticamente iguais a testemunha.

Tabela 4. Numero de sementes de vinte e um mutantes e do cultivar Marandu de
Urochloa brizantha.

Material Numero de Sementes
L10B 2438 b
L10Bcac 160.8 b
L35B 185.7 b
L37B 111.2b
L38Bcac 128.0 b
L1C 119.0 b
L7Ccac 135.8 b
L10C 1729 b
L13C 138.2b
L15C 283.8 b
L17C 1443 b
L17Ccac 146.4 b
L19C 175.3 b
L22Ccac 127.1b
L25Ccac 777.6 a
L36C 162.0 b
LE2 131.0b
LF3 159.7 b
L1N 114.3 b
L29N 1443 b
L10M2 1453 b
Marandu 134.7 b

Médias na coluna seguidas pela mesma letra nao diferem ao nivel de pelo teste de Scott-Knot
(p<0,05).

Na avaliagcdo de proteina bruta de perfilhos vegetativos de vinte mutantes de
U.brizantha cv. Marandu (Tabela 5), ndo houve diferenga significativa entre o
controle e os mutantes avaliados.

Para a analise dos perfilhos reprodutivos, a testemunha apresentou a melhor
média 9.894 diferindo significativamente dos 20 mutantes. Os mutantes que tiveram
destaque para proteina bruta foram F3 e 19C que apresentaram as seguintes
médias 7.321 e 7.536. Os mutantes 35B, 37B, 38Bcac, 7Ccac,10C, 13C, 15C, 17C,

25Ccac, 1N, 29N, 10M2, ndo apresentaram diferenga significativa entre eles. Os



39

mutantes 10B, 1C, 17Ccac, 22Ccac, 36C e E2, apresentaram as menores médias de

proteina bruta para perfilhos reprodutivos.

Tabela 5. Teores de proteina bruta em percentagem da materia seca (P%MS) de
perfilhos vegetativos e reprodutivos de vinte mutantes e do cultivar Marandu de
Urochloa brizantha.

Material Proteina Bruta (%MS)
Vegetativos Reprodutivos

L10B 4,757 a 4,483 d
L35B 6.371 a 6.284 c
L37B 4.598 a 6.006 c
L38Bcac 5479 a 5515¢c
L1C 5.163 a 3.746 d
L7Ccac 5.356 a 5.863 c
L10C 5.270 a 5.422 c
L13C 5.250 a 5.880 c
L15C 5.010 a 5.984 c
L17C 5.516 a 6.575 ¢
L17Ccac 6.408 a 3.888d
L19C 5.014 a 7.321b
L22Ccac 5.576 a 4777 d
L25Ccac 4653 a 6.139 ¢
L36C 5.824 a 4.540 d
LE2 6.531 a 4.970d
LF3 5.786 a 7.536 b
L1N 5.544 a 5.969 c
L29N 5.345 a 5.290 c
L10M2 5.154 a 6.160 c
Marandu 6.762 a 9.894 a

Médias na coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de pelo teste de Scott-Knot
(p<0,05)

Em relacao a fibra de detergente neutro (FDN) de perfilhos vegetativos
de vinte e um mutantes e do cultivar Marandu (Tabela 6), nota-se que os mutantes
10B, 35B, 37B, 38Bcac, 7Ccac, 10C, 13C, 15C, 17Ccac, 19C, 22Ccac, 25Ccac,
36C, E2, F3, 1N, 29N e 10M2 nao diferem estatisticamente da testemunha. Ja os
mutantes que restaram, que foram os 1C e 17C, ndo mostraram dados significativos
em relagdo a cultivar Marandu, sendo mutantes a baixo da meédia. Ja para os

perfilhos reprodutivos em relacdo ao FDN, o mutante E2 mostrou a maior média
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entre eles, com 125.623, porem nao obteve diferenca significativa com os demais

mutantes.

Tabela 6. Teores de fibras em percentagem da materia seca de perfilhos vegetativos
(veg) e reprodutivos (rep) de vinte mutantes e do cultivar Marandu de Urochloa
brizantha, Fibra em Detergente Neutro (FDN%MS), Fibra em Detergente Acido
(FDA%MS) e Lignina.

Material FDN (%MS) FDA (%MS) Lignina (%MS)
Veg Rep Veg Rep Veg Rep
L10B 75.48 a 70.90 a 52.47 a 48.78 a 6.43 a 541b
L35B 81.62 a 79.49 a 48.42 a 46.16 a 6.26 a 5.53b
L37B 77.44 a 78.93 a 48.90 a 45.90 a 7.03 a 6.60 a
L38Bcac 76.61 a 76.36 a 46.91 a 50.01 a 401b 3.82b
L1C 75.26 a 75.26 a 4483 a 5113 a 5.54 a 7.33 a
L7Ccac 77.07 a 77.74 a 48.40 a 45.17 a 6.11 a 5.69 a
L10C 74.65 a 76.07 a 46.85 a 50.64 a 7.20 a 6.31 a
L13C 75.47a 74.91 a 49.23 a 56.20 a 5.80 a 4.66 b
L15C 73.53 a 7213 a 45.34 a 40.53 a 5.87 a 3.79b
L17C 60.87 b 36.43 a 45.68 a 31.96 a 6.35 a 4.80b
L17Ccac 74.59 a 75.55 a 47.71 a 48.84 a 6.33 a 8.24 a
L19C 78.42 a 82.08 a 51.72 a 46.59 a 6.99 a 6.47 a

L22Ccac 79.71 a 80.43 a 50.47 a 47.09 a 514 b 6.55a
L25Ccac 83.18 a 80.69 a 5474 a 51.81a 6.36 a 6.06 a

LE2 7565a 125.62a 47.07a 51.28 a 3.69b 4.02b
LF3 76.40 a 76.39 a 54.63 a 49.47 a 437Db 6.28 a
L1N 76.77 a 77.72 a 46.50 a 45.30 a 6.20 a 5.85a
L29N 80.21 a 81.92 a 48.01 a 45.90 a 6.03 a 5.17b
L10M2 81.64 a 78.66 a 49.75 a 45.75 a 8.04a 5.88 a

Marandu 83.07 a 81.77 a 52.86 a 4712 a 5.58 a 5.38 b

Médias na coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem ao nivel de pelo teste de Scott-Knot
(p<0,05).

A fibra de detergente acido (FDA) de perfilhos vegetativos e perfilhos
reprodutivos dos vinte e um mutantes e a cultivar Marandu de Urochloa brizantha
(Tabela 6) ndo apresentou diferengas estatisticas, para nenhum tipo de perfilho.

Em relacdo a lignina (Tabela 6), os teores desta fibra em perfilhos
vegetativos de vinte e um mutantes e o cultivar Marandu de Urochloa brizantha,
nota-se que o mutante 10M2, mostrou com a maior média entre eles, com 8.04,
porem o mesmo nao difere estatisticamente dos mutantes 10B, 35B, 37B, 1C,
7Ccac, 10C, 13C, 15C, 17C, 17Cca, 19C, 25Ccac, 36C, 1N, 29N e testemunha. Ja

os mutantes 38Bcac, 22Ccac, E2 e F3 obtiveram valores menores que o da cultivar
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Marandu. Para os perfilhos reprodutivos de lignina, o mutante 17Ccac obteve 8.24
de média, sendo a maior entre eles. O mesmo nao difere estatisticamente dos
mutantes 37B, 1C, 7Ccac, 10C, 19C, 22Ccac, 25Ccac, 36C, F3, 1N e 10M2. Os
mutantes 10B, 35B, 38Bcac, 13C, 15C, 17C, E2 e 29N nao diferem estatisticamente

da testemunha.



42

6 DISCUSAO

As gramineas crescem segundo um padrao diferente da maioria das plantas,
desenvolvendo radialmente de um ponto e por meio de perfilhos, sendo esta a
indicagdo da unidade de crescimento das mesmas (HODGSON, 1990).

Portanto sdo organizados por origem, funcéo, estadio de desenvolvimento e
idade. Assim auxilia para a adaptacao a diferentes condi¢gdes edafoclimaticas, bem
como para manejos distintos das diferentes forragens. Contudo, a classificagao de
perfilnos é constantemente utilizado como indicador de vigor da graminea (DA
SILVA; PEDREIRA, 1997). A area foliar de uma planta é proporcional ao numero de
seus perfilhos e da area foliar média por perfilho, isto €, do numero e tamanho de
suas folhas (CHAPMAN; LEMAIRE, 1993).

Para variaveis de area foliar de perfilhos vegetativos os mutantes 10Bcac,
35B, 10C, 17C, 25Ccac e 1N se destacam pela alta porcentagem de folhas. A
avaliacao agrondmica sugere separar a componente lamina foliar, colmo, material
morto. Portanto, em uma forragem em produgéo, espera-se que a % de lamina foliar
sempre mostre altos valores. Assim, de acordo com Corsi (1988), acessos com
elevada porcentagem de folhas sao preferidos uma vez que os animais pastejam
prioritariamente as folhas, com altos teores de matéria seca, distinguindo como um
gendtipo com estabilidade e elevado potencial, caracteristica buscada por
programas de melhoramento genético.

Euclides et al. (1992) averiguaram que a dieta selecionada pelos animais em
pastagem de capim-braquiaria apresentava 90% de forragem verde, com grande
participacdo da fracdo laminas foliares, com isso variaveis relacionadas ao
componente lamina foliar sdo de grande interesse para o melhoramento de
Urochloa.

A taxa média de ocupacao das pastagens é de 1,34 cabegas/ha e lotagao de
0,94 UA/ha (ABIEC, 2018), com ganhos expressivos para area foliar, apresentado
neste trabalho sera possivel alcangar um incremento de 0,67UA/Ha com a mutante
35Bcac, 0,62 UA/Ha para o mutante 25Ccac, 0,51 UA/Ha para o mutante 10C para
taxa de lotacao.

Em pastos tropicais, o alongamento do colmo também € caracteristica
morfogénica importante, pois define outras caracteristicas estruturais que induzem

decisivamente a produgao primaria e secundaria da pastagem, tais como o tamanho
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do colmo e a relagao lamina foliar/colmo (SANTOS et al., 2011). O alongamento do
colmo acontece ja no estadio vegetativo em gramineas do grupo fotossintético C4
(GOMIDE et al., 2003). O processo de alongamento dos entrends, na fase
vegetativa eleva o meristema apical ao longo do pseudocolmo, resultando numa
rapida emergéncia das folhas de mais alto nivel de insergao.

Em relacdo ao comprimento médio de entrends, referente ao perfilho
vegetativo, os mutantes 10B, 10Bcac, 35B, 1C, 10C, 15C, 17C, 25Ccac, E2, F3 e 1N
atingiram altos indices de alongamento dos entrenos.

No mesmo seguimento de comprimento médio de entrends para perfilhos
reprodutivos, obtivemos os mutantes 10B, 10Bcac e 25Ccac que se destacam pela
incremento médio para entrends.

A mudanca do amadurecimento do perfilho se da pelo processo de
alongamento do colmo quando ha passagem do estagio vegetativo para o
reprodutivo da planta, a relagao folha/colmo se torna menor no perfilho reprodutivo.
Dessa forma, os perfilhos vegetativos alcangam maiores comprimentos e muitos
passam para o estadio reprodutivo, situagdo em que é tipico o alongamento do
colmo e, consequentemente, o incremento do comprimento dos perfilhos
reprodutivos (SANTOS et al., 2010).

Pinto et al. (1994) afirmam que com o avango do desenvolvimento da planta
forrageira, é provocado pelo alongamento do caule no qual a fragao folha é reduzida
progressivamente, obtendo maior aporte de assimilados na parte reprodutiva da
planta do que na vegetativa, resultando na reducéo da relacao folha/colmo.

O florescimento também esta relacionado ao alongamento do colmo, em
gramineas forrageiras tropicais, ocasionando mudangas na estrutura do dossel da
planta, (EUCLIDES et al. 2008). Os perfilhos reprodutivos tendem a alongar seus
colmos para ajudar a dispersado das sementes (SANTOS, 2009).

A avaliagdo agronémica procura selecionar mutantes com alta produgao de
massa seca de forragem associada a uma boa qualidade da forragem (PEREIRA et
al., 2005). Neste contexto o mutante 19C apresentou o melhor resultado para
producao de massa seca de folhas e colmo para perfilhos vegetativos.

O fornecimento de matéria seca na dieta dos ruminantes € a variavel mais
significativa que afeta o desempenho animal (WALDO; JORGENSEN, 1981),

especialmente em animais destinados para corte, visando a importancia econémica
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e 0 complexo sistema digestivo com suas fungdes metabdlicas peculiares (FORBES,
2007).

As espécies forrageiras mostram problemas especificos, como pouca
producdo de sementes de boa qualidade, contudo justificaria a necessidade do
desenvolvimento de programas nacionais de melhoramento genético de Urochloa
(VALLE et al, 2004).

No melhoramento, deve se destacar o conhecimento da heranca dos
caracteres da fenologia de florescimento e de producdo de sementes. Uma das
caracteristicas pouco estudadas, mas que pode ter grande impacto sobre a
producdo de sementes neste grupo de plantas € o aumento da proporgédo de
sementes formadas (HOPKINSON et al., 1996). Apesar da producdo de sementes
nao ser um carater alvo do melhoramento de forrageiras, cultivares que produzam
sementes sdo fundamentais para a comercializacdo e 0 sucesso na adogao
(WORTHINGTON et al., 2016). Dentro das avaliagdes propostas neste trabalho o
mutante 25Ccac se apresenta como um material promissor para produgdo de
sementes por apresentar incremento de mais de 477% sobre o material comercial.

Geralmente, no processo de selegdo de forrageiras tropicais inclui-se no
termo selegdo agrobromatolégica, no qual se avaliam os gendtipos quanto ao
desempenho agrondmico basico, mas também existem avalia¢gdes bromatologicas
ou de valor nutritivo, que visam inferir o efeito destes gendtipos para o animal, ou
seja, a qualidade nutricional. Alguns dos principais parametros considerados s&o:
proteina, fibora em detergente neutro, fibra em detergente acido e lignina (REIS;
TEIXEIRA; SIQUEIRA, 2006).

Em uma classificagdo da qualidade das forrageiras mais utilizadas no Brasil,
a U. brizantha cv. Marandu, juntamente com a U. decumbens cv. Basilisk e U.
ruziziensis, foram classificada como forrageiras de média qualidade. O grupo de alta
qualidade €é composto por gramineas dos géneros, Cynodon, Panicum e
Pennisetum. As diferengas entre esses grupos parecem estar relacionadas,
principalmente, com o conteudo de proteina bruta e consequentemente com a
redu¢ao no consumo voluntario e na producao animal (EUCLIDES, 2001).

Para o teor de proteina bruta se tem destaque para os mutantes 19C e F3,
que apresentaram medias 7.32% e 7.54. Segundo Milford e Milson (1965), teores de
proteina bruta inferiores a 7% da matéria seca da forragem promovem reducéo na

digestdo das mesmas, devido a inadequados niveis de nitrogénio para os
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microorganismos do rumen. Ocorre entdo diminuicdo da atividade dos
microorganismos ruminais, resultando em menor consumo voluntario (EUCLIDES,
1995). Este decréscimo no consumo voluntario tem efeito negativo significativo
sobre a eficiéncia de produgédo (EUCLIDES, 2001). Por isso, os conhecimentos de
fatores relacionados ao valor nutritivo que causam a restricdo do consumo de
forragem podem ser de grande importancia para a selegao de acessos melhorados.

Valores de FDN (%) encontrados na literatura mostram superiores aos
encontrados no mutante 17C que apresentou valor de FDN(%) 60,87 diferindo de
Teodoro et al. (2009) que constatou valores de FDN (%) de 74,03 e Pereira (2006)
encontrou resultados de FDN (%) de 70,95 em Urochloa brizantha cv. Marandu.
Valadares Filho et al. (2006) mencionam que os valores médios de referéncia de
FDN para cv. Marandu é de 67,89%.

A proporcdo de FDN de uma planta ndo é estimada somente para a
avaliacao de sua composi¢cao quimica, como também pelo fato de que o FDN esta
relacionado com o consumo maximo de matéria seca, logo, plantas com teores
superiores de FDN teriam menor potencial de consumo. Van Soest (1982), o teor de
FDN é inversamente relacionado com a capacidade de consumo de matéria seca,
significando que quanto menor for esse valor estimado, maior sera a expectativa de
consumo da forrageira.

O mutante 17C na avaliacao de perfilhos reprodutivos apresenta percentuais
de FDA correspondente a 31,958%, confirmando assim que o valor esta dentro do
indicado pela literatura, com variagdes entre 30 e 40% para pastagens forrageiras
(MOREIRA et al, 2006; VELASQUEZ et al, 2010; NERES et al, 2011;
CASTAGNARA et al., 2012; SILVA et al., 2012, SANCHES et al., 2015). Por outro
lado Valadares Filho et al. (2006), concluiu que o limite maximo de FDA (%) para
Urochloa brizantha cv. Marandu é de 33,29% portanto o valor encontram-se abaixo
desse valor (Tabela 6).

Os demais mutantes para perfilho reprodutivo apresentaram médias de 40 a
54% para FDA. Balsalobre et al. (2003) descrevem que os teores de FDA superiores
a 40% na MS podem ser encontrados em plantas com idade fisiolégica avangada.
Segundo Van Soest (1994) o FDA por ser constituido de lignina e celulose, possui
influéncia negativa na digestibilidade da massa seca. Portando, os mutantes que
apresentaram maiores teores de FDA e LIG, tendem a menor digestibilidade in vitro

da matéria organica.
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A porcentagem de lignina esta ligada a degradacdo e degradabilidade
efetiva da parede celular nos alimentos volumosos (VAN SOEST, 1994; DELGADO
et al., 2002), por formar uma barreira que impede a ligagdo microbiana e a hidrélise
enzimatica da celulose e hemicelulose, indisponibilizando os carboidratos estruturais
potencialmente degradaveis, diminuindo a digestibilidade da fibra e a qualidade e o
aproveitamento da forragem (RODRIGUES et al., 2004).

Segundo Valadares Filho (2000) e NRC (2001), os valores aceitaveis para
lignina estado na faixa de 4,3% e 5,9%. Os mutantes 38Bcac, 1C, 13C, 15C, 22Ccac,
36C, E; e F3 para perfilhos vegetativos apresentaram resultados que estdao dentro do
recomendado na literatura. Os mutantes 10B, 35B, 38B, 7Ccac, 13C, 15C, 17Ccac,
E2, 1N, 29N e 10m2 para perfilhos reprodutivos apresentam parametros aceitaveis
descritos pelo autor. Por sua vez, os mutantes 37B, 1C, 17C, 19C, 22Ccac, 25Ccac,
36C e F3, com a transicdo da fase vegetativa para a reprodutiva apresentaram
valores superiores de lignina para perfilhos reprodutivos.

A proporgao de lignina aumenta em forrageiras com um maior estadio de
maturagao, resultando assim em redugao da digestibilidade da forragem (COSTA et
al., 2007). Os efeitos negativos dos altos teores de lignina s&o maiores,
principalmente no colmo (BRITO et al., 2003). Para Rodrigues et al. (2008) evidencia
que culturas de habito de crescimento ereto, assim como a Urochloa, tem
alongamento do colmo, que resulta no aumento de lignina, comprometendo a
qualidade da forragem e reduzindo o ganho de peso animal.

A taxa média de ocupacao das pastagens é de 1,34 cabegas/ha e lotagao de
0,94 UA/ha (ABIEC, 2018), com ganhos expressivos para area foliar, apresentado
neste trabalho sera possivel alcancar um incremento de 0,67UA/Ha com a mutante

35Bcac, para taxa de lotagao.
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7 CONCLUSAO

A avaliagdo agronbmica dos 21 mutantes permitiu identificar plantas
superiores em algumas caracteristicas a testemunha, U. brizantha cv. Marandu, com
potencial produtivo e de melhor valor nutritivo para futuras avaliages.

O mutante 19C apresenta melhor resposta nas condigdes do estudo para
producdo de proteina bruta e massa seca de folhas e de colmos. Entretanto,
apresenta baixa relacédo lamina:colmo.

A relagdo lamina/colmo foi otimizada no mutante 17C sua composicio
bromatolégica € composta por baixos teores de fibra em detergente neutro e fibra
em detergente acido, consequentemente sendo de melhor aproveitamento animal.

Os mutante 10Bcac, 35B, 10C, 17C, 25Ccac e 1N se destacam por
apresentarem alta produgcdo de massa verde e melhor arranjo arquitetdnico de
perfilhos vegetativos ocasionando aumento na taxa de lotacdo UA/Ha, os mutantes
10Bcac e 25Ccac também se destacam para perfilhos reprodutivos, tendo destaque
ainda para o mutante 25Ccac para alta producdo de sementes tornando essas
plantas como grande potencial para selegéao.

Para o parametro teor de lignina os seguintes mutantes 38B, 13C, 15C e E2
apresentam em ambas as fases vegetativa/reprodutiva valores abaixo dos indices
aceitaveis, proporcionando uma forragem de melhor digestibilidade pelos animais.

Diante do exposto, faz-se necessario a continuidade no avango das
geracoes, a fim de analisar as possiveis alteragcdes genéticas, pois, a partir dai, o
programa de melhoramento em desenvolvimento podera dispor da variabilidade
obtida por meio de mutagao induzida para fins comerciais para distintos nichos de

produgao agricola.
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