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RESUMO

Otimizacéo da regeneracéo in vitro de Urochloa spp. via embriogénese
somatica

O estabelecimento de uma metodologia eficiente para regeneracao in vitro de
Urochloa spp. via embriogénese somatica € essencial para trabalhos de
manipulacdo genética e, para dar suporte ao melhoramento do capim braquiaria. O
objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes concentracbes de reguladores de
crescimento na inducéo de calos, embrides somaticos e na regeneracdo de plantas
de Urochloa spp., utilizando sementes maduras como explante inicial. Inicialmente,
foram testados quatro tratamentos contendo 2,4-D ou picloram, nas concentracdes
de 1, 2, 4 e 8 mg/L usando a cultivar Marandu (1cultivar x 2 reguladores x 4
concentracbes x 12 repeticbes). Posteriormente, as mesmas concentracdes de
picloram foram testadas para as cultivares Xaraés e Piata de U. brizantha e para as
espécies de U. decumbens cv. Basilisk, U. humidicola cv. Llanero e U. ruziziensis cv.
Ruziziensis (6 cultivares x 1 regulador x 4 concentragbes x 12 repetigbes). Os
experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes por tratamento, sendo que cada repeticdo foi composta por uma
placa contendo 10 sementes cada. Os experimentos foram repetidos trés vezes. As
sementes foram desinfestadas em NaOCI| a 5% contendo trés gotas de Tween 20,
lavadas cinco vezes em agua destilada esterilizada e inoculadas em meio MS
contendo as diferentes concentragcbes dos reguladores de crescimento. Os
experimentos foram mantidos em camara de crescimento a 25 °C £ 2 °C, na
auséncia de luz, sendo sub-cultivados a cada 14 dias até o surgimento de calos
embriogénicos. Estes calos foram transferidos para o meio MS sem adicado de
fitorreguladores por 14 dias, em luz indireta e, em seguida, transferidos para o meio
MS/2 contendo 2 mg/L de BA, sob luz direta, com fotoperiodo de 16 horas para
regeneracao de plantas. Foram analisados o numero de sementes que produziram
calos primarios, niumero de calos que produziram brotos e nimero de plantas
regeneradas. Os diferentes tipos de calos produzidos foram avaliados
citoquimicamente por meio da dupla coloragcdo com Carmim acético e azul de Evans
para certificar a competéncia embriogénica. Para a U. brizantha cv Marandu nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos para o percentual médio de
sementes que produziram calos primarios variando de 58,5% a 69,2%. Calos
embriogénicos induzidos com o regulador de crescimento picloram certificaram o
maior percentual de formacdo de brotos diferindo significativamente daqueles
induzidos sob 2,4-D. O maior nimero de plantas regeneradas foi observado na
concentracdo de 1 mg/L de picloram para os gendtipos U. decumbens cv. Basilisk,
U. brizantha cv. Marandu e Xaraés e nao apresentando diferenca significativa entre
eles. Plantas verdes e morfologicamente normais foram regeneradas e
aclimatizadas, abrindo a possibilidade do uso deste protocolo para obtencédo de
plantas transgénicas em Urochloa spp.

Palavras-chave: Urochloa. Cultura de tecidos. Regeneracdo. Reguladores de
crescimento.



ABSTRACT

Optimization of in vitro regeneration of Urochloa spp via somatic
embryogenesis

The establishment of an efficient methodology for regeneration in Urochloa spp via
somatic embryogenesis is an essential step for genetic engineering works and to
support the breeding programs of the signal grass. The aim of this study was to
evaluate different concentrations of growth regulators on callus induction, somatic
embryogenesis and plant regeneration of Urochloa spp. using mature seeds as the
initial explant. Firstly, eight treatments were tested containing different concentrations
(1, 2, 4 and 8 mg L-1) of 2,4-D or picloram, using Marandu cultivar. After, the same
concentrations of picloram were tested for others genotypes: cultivars Xaraés and
Piata of U. brizantha, U. decumbens cv. Basilisk, U. humidicola. cv. Llanero and U.
ruziziensis cv. Ruziziensis. The experiments were conducted in a completely
randomized design with four replications per treatment, and each replicate consisted
of a petri dish containing 10 seeds each. The experiments were repeated three
times. Seeds were sterilized in 5% NaOCI| containing three drops of Tween 20,
washed five times in sterile distilled water and inoculated onto MS medium containing
the treatments described above. The experiments were maintained in growth
chamber at 25 ° C + 2 ° C in the dark, and sub-cultured every 14 days until the
emergence of embryogenic calluses. To induce plant regeneration, these calluses
were transferred to hormone-free MS medium for 14 days in indirect light followed by
transfer to MS/2 medium containing 2 mg/L'BA in direct light with a photoperiod of 16
hours. The number of seeds that produced primary calluses, the number of calluses
with shoots and the number of regenerated plants were analyzed in each treatment.
To demonstrate embryogenic competence, the different calluses types were cyto-
chemically analyzed by double staining with acetic carmine and Evans blue. There
was no significant difference between concentration of 2,4D or picloram for
production of primary calluses of U. brizantha Marandu ranging from 58.5% to
69.2%. Calluses induced under picloram showed the highest percentage of shoot
formation differing significantly from those induced under 2.4D. The genotypes U.
decumbens cv. Basilisk, U. brizantha cv. Marandu and Xaraés showed the significant
highest number of regenerated plants at 1 mg/L picloram. Green and morphologically
normal plants were regenerated and acclimatized, opening the possibility of using
this protocol to obtain transgenic plants in Urochloa spp.

Keywords: Urochloa. Tissue culture. Regeneration. Growth regulators.
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1 INTRODUCAO

O género Urochloa (syn. Brachiaria) tem como centro de origem
primaria a Africa Equatorial, apresentando cerca de 100 espécies, as quais S&0
comumente denominados de braquiaria e com distribuicdo, marcadamente, tropical
(KELLER-GREIN; MAASS; HANSON, 1996). Estas espécies de gramineas foram
introduzidas na Ameérica do Sul no século XVIII (MILES; MAASS; VALLE, 1996). No
Brasil, existem 40 milh6es de hectares cultivados com espécies de Urochloa
(MONTANARI et al., 2013) e, aproximadamente 210 milhdes de cabecas de gado
sdo alimentados com pastagens desse género (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2013).

O melhoramento genético em espécies do género Urochloa é realizado
por meio do cruzamento entre individuos sexuais e apomiticos superiores, e envolve
principalmente trés espécies: U. ruziziensis (diploide), como fonte de sexualidade, e
U. brizantha ou U. decumbens (tetraploides) como doadoras de pdlen. Apesar da
afinidade entre as espécies neste complexo agamico, diferencas no nivel de ploidia
tornam dificil a obtencdo de hibridos viaveis (VALLE et al.,, 2008). Deste modo,
novas abordagens devem ser desenvolvidas para a obtencdo de cultivares com
caracteristicas agron6micas desejadas. A cultura de tecidos in vitro, € uma
ferramenta usada para acelerar os varios processos biotecnoldgicos, tais como a
melhoria da frequéncia de regeneracdo de plantas, inducdo de variabilidade e a
transformacdo genética. Em particular, a embriogénese somatica tem um grande
potencial como sistema modelo para o estudo de processos fisioldgicos,
bioquimicos, moleculares e morfologicos em plantas superiores (CASTRO et al.,
2010). No entanto, varios fatores, tais como o tipo e concentracao de reguladores de
crescimento, idade fisiol6gica, tamanho de explantes, meios de cultura e condi¢cdes
de cultura podem influenciar o potencial regenerativo das espécies e até mesmo das
cultivares (MILACHI et al., 1991).

Até o momento, poucos exemplos de regeneracdo de plantas em
espécies do género Urochloa foram demonstrados e a frequéncia de inducdo de
calos embriogénicos ainda € considerada baixa, somente cerca de 20% dos calos
regeneraram plantas em U. brizantha (CABRAL et al., 2011) e 30% em U. ruziziensis
(ISHIGAKI et al.,, 2009). Este protocolo foi, posteriormente, utilizado para o

bombardemento dos calos com o gene GUS, demonstrando ser possivel a obtengéo
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de plantas transgénicas de U. ruzizienses (ISHIGAKI et al., 2012). Porém, somente
duas plantas foram regeneradas.

A otimizacdo do protocolo para a regeneracao in vitro de plantas em
espécies do género Urochloa abrird novas possibilidades para introducdo de
caracteristicas agrondmicas, via transformacdo genética, nessas importantes

gramineas forrageiras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Otimizar um protocolo para regeneragdo in vitro em cultivares
comerciais do género Urochloa, utilizando sementes maduras e os indutores 2,4-D e

picloram.

2.2 Objetivo especifico

- Determinar a melhor concentracdo de reguladores de crescimento
para estabelecimento in vitro em cultivares comerciais de quatro espécies de
Urochloa: U. brizantha (Hochst.) (cv. Marandu, Piatd, Xaraés), U. decumbens (cv.
Basilisk), U. humidicola (Rendel) Schwnickerdt (cv. Llanero) e U. ruziziensis (cv.
Ruziziensis), via embriogénese somatica, utilizando sementes maduras como
explantes iniciais.

- Avaliar citoquimicamente diferentes tipos de calos.

- Analisar numero de sementes para producao de calos das espécies.

- Analisar o numero de calos que produziram brotos; e

- Analisar o numero de plantas regeneradas das cultivares do género

Urochloa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Género Urochloa

O género Urochloa P. Beauv. spp. (syn. Brachiaria (Trin.) Griseb. spp.)
pertence a tribo Paniceae da familia Poaceae, com cerca de 100 espécies que
ocorrem em areas tropicais e subtropicais, principalmente, na Africa (RENVOIZE;
CLAYTON; KABUYE, 1996). As braquiarias crescem em uma ampla gama de
habitats de pantanos a floresta sombreada, semi-deserto, mas sdao comumente
encontradas nas savanas. O interesse agrondmico de varias espécies desse género
€ para o uso como forrageira tropical (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). No
Brasil, as principais sementes de pastagens comercializadas sdo: U. brizantha, U.
decumbens, U. humidicola e U. Ruziziensis, as quais representam 87% do mercado
nacional (KARIA; DUARTE; ARAUJO, 2006).

3.1.1 Modo de reproducgao

Urochloa spp. caracteriza-se por apresentar a maioria das espeécies
poliploides, com o numero basico de cromossomos x=7 ou x=9. O nivel de ploidia &
bastante variavel em algumas dessas espécies, das quais as mais importantes sao:
U. brizantha (2n = 2x = 18; 2n = 4x = 36; 2n = 5x = 45; ou 2n = 6x = 54); U.
decumbens (2n = 2x = 18; 2n = 4x = 36); U. humidicola (2n = 4x = 36; 2n = 6x = 54);
e U. ruziziensis (2n = 2x = 18) (VALLE; SAVIDAN, 1996).

As braquiarias apresentam dois modos de reproducdo, um sexual e
outro apomitico facultativo, sendo este ultimo o mais frequente, principalmente, nas
cultivares comerciais como em U. brizantha (VALLE; GLIENKE, 1991). No Brasil, a
maior parte da area cultivada com graminea forrageira do género Urochloa é coberta
por apenas duas cultivares apomiticas e tetrapldides, as espécie: U. brizantha
(Hochst.) cv. Marandu e U. decumbens Stapf cv. Basilisk (SIMIONI; VALLE, 2009).

Enquanto a reproducdo sexual gera variabilidade genética na progénie
pela fusdo de gametas reduzidos (n), na apomixia ou agamospermia ocorre a
producdo de embrides e sementes viaveis originarios do nucelo ndo reduzido (2n),

originando clones da planta-mée (CABRAL et al., 2006). A apomixia é observada em
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mais de 35 familias de plantas, incluindo mais de 300 espécies de angiospermas
(HANNA; BASHAW, 1987), em gramineas a apomixia esta associada a poliploidia
(CARNAHAN; HILL, 1958; VALLE; GLIENKE; LEGUIZAMON, 1994; PENTEADO et
al., 2000).

Em Urochloa a apomixia € do tipo aposporia, na qual o saco
embrionario, ndo reduzido, é originado de células somaticas do ovario, das células
do nucelo, que se diferenciam em ‘“iniciais apospéricas” (ARAUJO et al., 2000;
ALVES; CARNEIRO; ARAUJO, 2001; DUSI et al., 2004) (Figura 1). Além disso, ela é
classificada como apospérica pseudogamica, na qual a polinizacdo é necessaria
para a fertilizagdo do nucleo polar e a formacdo do endosperma. O embrido, no
entanto, desenvolve-se de modo auténomo, diretamente do nucelo ndo reduzido
(ARAUJO et al., 2000; ALVES; CARNEIRO; ARAUJO, 2001). A viabilidade dos
grdaos de podlen das plantas apomiticas permite que elas sejam usadas para
fecundacdo de plantas sexuais, em programas de melhoramento. No entanto,
diferencas de ploidia entre as plantas sexuais (diploides) e apomiticas (poliploides)
dificultam a obtencao de novas combinacdes génicas (VALLE et al., 2004).

Dos 275 acessos naturais de U. brizantha ja caracterizados, apenas
um foi classificado como sexual, sendo o mesmo dipléide (BRA002747) e o restante
classificado como apomiticos aposporicos facultativos. Se por um lado a reproducéo
apomitica tem a desvantagem de ndo gerar variabilidade genética em plantas,
naturalmente apomiticas, por outro lado, o0 uso controlado da apomixia na agricultura
permite fixar gendtipos elite e hibridos de qualidade e propaga-los por sementes
(CARNEIRO; DUSI, 2002). Essas sementes poderdo ser produzidas por muitas
geracdes sem perder o vigor ou ter alteracdo de genatipo, iSso seria importante para
a reducéao dos custos de producéo, principalmente, para pequenos agricultores, uma
vez, que boa parte dos gastos iniciais da implantacdo de uma cultura refere-se a
aquisicao de sementes (KOLTUNOW; BICKNELL; CHAUDHURY, 1995).

Entretanto, os melhoristas enfrentam restricbes devido as plantas
apomiticas serem polipldides, mais comumente tetrapldides e, as plantas sexuais
serem diploides. Para isso, o numero de cromossomos da planta sexual deve ser
dobrado antes do cruzamento ou a duplicagédo cromoss6mica deve ser realizada em
hibridos tripldides (VALLE et al., 2008). Além da barreira da diferenca de ploidia e,

da reproducdo apomitica ndo gerar variabilidade genética, as plantas apomiticas
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podem ser utilizadas apenas como doadoras de pélen, como progenitor masculino
(VALLE; GLIENKE; LEGUIZAMON, 1994).

Figura 1: Esquema da reproducéo sexual e apomitica (apospérica) em Urochloa spp.

CMM: célula-méae do megasporo; CMP: célula-mae do grao de pdlen.
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Fonte: (CARNEIRO; DUSI, 2002).

Assim, a baixa variabilidade genética das pastagens brasileiras,
constituidas, principalmente, por plantas apomiticas, torna-as mais vulneraveis a
doencas e pragas (ARAUJO et al., 2000). As unicas fontes de diversidade dessa
populacdo apomitica facultativa sdo mutacdes somaticas ou ocorréncia de
fecundacdo nos sacos embrionarios do tipo Polygonum, caracteristicos de plantas
sexuais (OZIAS-AKINS, 2006; TUCKER; KOLTUNOW, 2009). Por exemplo, no caso
de U. brizantha cv. Marandu apenas 2% dos sacos embrionarios sdo deste tipo,
enquanto os demais sdo do tipo Panicum, -caracteristicos de apomiticos
aposporicos. A progénie resultante da reproducdo apomitica € constituida por clones
idénticos a planta-mae, o que implica baixa diversidade genética. Portanto, novas
abordagens para o melhoramento das forrageiras apomiticas, tais como a
transgenia, podera ser uma opcao para a introducéo de caracteristicas agronémicas

de interesse.
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3.1.2 Caracteristicas agronémicas das principais cultivares comerciais de Urochloa

spp.

A U. brizantha (Hochst. ex. A. Rich) Stapf. € uma graminea perene,
apresentando folhas com laminas lineares lanceoladas, pilosas na face ventral e
glabras na face dorsal, apresentando pélos na porcao apical dos entrends e bainhas,
na porcado laminar sao largas e longas (MOREIRA; BRAGANCA, 2010). A
inflorescéncia pode atingir até 40 cm de comprimento, normalmente com 4 a 6
racemos, equidistantes ao longo da raquis, medindo de 7 a 10 cm de comprimento,
podendo chegar até 20 cm em plantas muito vigorosas. Em relacdo a altura pode
atingir de 1,5 a 2,5 metros, apresentando colmos prostrados, mas produzindo
perfilhnos cada vez mais eretos ao longo do crescimento da touceira, com
perfilhamentos mais intensos nos nos superiores, promovendo a multiplicacdo de
inflorescéncias, principalmente sob o regime de pastejo ou corte (NUNES et al.,
1984; MEDEIROS, 2004). Apresenta fruto do tipo cariopse o qual é a unidade de
propagacdo da espécie (MOREIRA; BRAGANCA, 2010). Possui sistema radicular
vigoroso e profundo, apresenta elevada tolerancia a deficiéncia hidrica e absorgéo
de nutrientes em camadas mais profundas do solo, desenvolvendo-se em condi¢des
ambientais em que a maioria das culturas produtoras de grédos e das espécies
utilizadas para cobertura do solo, ndo se desenvolveriam bem (BARDUCCI et al.,
2009).

A cultivar Marandu foi liberada pela Embrapa, em 1983, para atender a
demanda por cultivares resistentes a cigarrinha-das-pastagens, e € hoje a pastagem
mais plantada no Brasil (ARAUJO; DEMINICS; CAMPOS, 2008). A U. brizantha cv.
Marandu apresenta ampla utilizacdo devido a elevada producdo de forragem, boa
capacidade de rebrota, tolerancia a seca e persisténcia (MEIRELLES; MOCHIUTTI,
1999). Esta forrageira se desenvolve bem em climas tropicais, caracterizados como
tendo duas estacdes climéaticas bem definidas, uma seca e a outra chuvosa, além de
se adaptar bem a solos de média e baixa fertilidade ou de textura arenosa, e tolerar
altas saturacdes de aluminio (ALVES; FILHO, 1996). Apresenta média protecdo dos
solos, podendo ser indicada para areas de relevo plano a ondulado. Tem boa
tolerancia ao sombreamento, rebrota apds queimada e a seca. E considerada
resistente a cigarrinha das pastagens e a formigas cortadeiras. Nao tolera solos
encharcados e é suscetivel a geadas (EMBRAPA GADO DE CORTE, 2008).
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A U. brizantha cv. Xaraés foi lancada pela Embrapa Gado de Corte em
2002, apresenta boa adaptacdo aos solos de Cerrado de média fertilidade, boa
resposta a adubacéo, € tolerante a fungos foliares e de raiz, seu florescimento &
intenso, rapido e concentrado no outono e apresenta produtividade anual média de
120 kg.ha™ de sementes puras (VALLE et al., 2004). Embora promova desempenho
animal inferior ao obtido com a cultivar Marandu, ela possui vantagens, como maior
velocidade de rebrota e producdo de forragem, o que garante maior taxa de lotacéao
e resulta em melhor produtividade por area (EUCLIDES et al., 2008, 2009).

A U. brizantha cv. BRS Piata foi lancada pela Embrapa Gado de Corte,
em 2007, € uma opcéao de forrageira para o sistema de Integracdo Lavoura-Pecuaria
(ILP) por apresentar crescimento lento na fase inicial, fator que favorece a sua
implantacdo em consoércio com culturas anuais, como milho e sorgo. Segundo
Almeida et al. (2010), a estratégia de uso do consorcio de sorgo de corte e pastejo
com capim-piatd para pastejo antecipado e do capim-piatd em monocultivo para
pastejo tardio, tem potencial para melhorar o escalonamento de producédo de
forragem de boa qualidade no outono-inverno e propiciar palhada e cobertura do
solo adequada, para o plantio direto subsequente. Dentre as vantagens do uso do
capim-piata nos sistemas de producgéo animal a pasto sdo: producgéo de forragem de
melhor qualidade, maior producdo de folhas e talos mais finos, precocidade
produtiva, maior tolerancia a umidade do solo em relagdo ao capim-marandu; maior
resisténcia a cigarrinha-das-pastagens quando comparado com o0 capim-xaraés
(EMBRAPA GADO DE CORTE, 2008).

A U. decumbens cv. Basilisk, atualmente, forma extensos monocultivos
nos cerrados brasileiros. A boa adaptabilidade aos solos acidos e pobres, a facil
multiplicacdo por sementes, associada a agressividade na competicdo com
invasoras e o bom desempenho animal, comparado as pastagens nativas, explicam
a rapida expansao dessa braquiaria nos tropicos. Problemas com as cigarrinhas-
das-pastagens, que dizimaram essas pastagens na Amazonia, a fotossensibilizacao,
especialmente, em bezerros desmamados e, as extensas areas de pastagens
degradadas, associadas ao manejo indevido, sdo 0s principais problemas dessa
variedade (RESENDE et al., 2008).

A U. humidicola cv. Llanero adapta-se bem a solos acidos e de baixa
fertilidade, é tolerante a seca e recupera-se bem depois de queimadas. Tem boa

tolerancia a cigarrinha-das-pastagens, boa capacidade de rebrota e boa
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palatabilidade. Atagues esporadicos de cigarrinha podem ocorrer, principalmente,
em areas manejadas com baixas lotagbes de animais, sendo que a pastagem
normalmente se recupera satisfatoriamente. O estabelecimento é lento devido ao
escasso enraizamento dos estoldes, sendo recomendada maior densidade de
semeadura em &reas com alta infestacdo de plantas invasoras. Esta espécie
caracteriza-se por uma cobertura inicial baixa do solo, em consequéncia, o
estabelecimento € lento. Seu crescimento estolonifero rizomatoso permite uma
protecdo eficiente do solo e apresenta boa persisténcia a pastoreio excessivo.
Llanero tem mostrado boa compatibilidade com leguminosas de habito trepador ou
estolonifero. O habito de crescimento ereto, desta graminea, e seu lento
desenvolvimento favorecem o0 estabelecimento simultdneo com leguminosas
forrageiras (EMBRAPA GADO DE CORTE, 2008).

A U. ruziziensis é também conhecida por "Congo signal grass", "Congo
grass”, "Ruzi grass", “ruzigrass” e "Kennedy Ruzi grass". As caracteristicas
morfolégicas da U. ruziziensis descrevem uma planta perene, rasteira, formando
tufos com uma densa cobertura de folhas crescendo de 1 a 1,5 m de altura, com a
base decumbente, tendo espiguetas em 1 ou 2 linhas de um lado da raquis. As
espiguetas sado pilosas na parte apical, bisseriadas ao longo da raquis e com
aproximadamente 5 mm de comprimento. Apresenta rizomas curtos e fortes, em
forma de tubérculos arredondados de até 15 mm de diametro, talo piloso, folhas
lineares e lanceoladas. A espécie é originaria da Africa, onde ocorre em condi¢des
Umidas e ndo inundaveis, tendo sido encontrada no Zaire, Burundi e oeste do
Kenya. Foi cultivada inicialmente no Congo (Zaire), onde junto com Setaria anceps,
forma a base das pastagens cultivadas (EMBRAPA GADO DE CORTE, 2008).

Segundo Serrdo e Simao Neto (1971) esta espécie emana um odor
peculiar, semelhante ao capim gordura (Melinis minutiflora Beauv.). A U. ruziziensis
€ uma forrageira de alta qualidade nutricional, com potencial para uso na
diversificacdo das pastagens brasileiras. No Brasil, foi introduzida na década de
1960, vinda da Australia, embora seja originaria da Africa. Essa planta possui muito
boa palatabilidade e digestibilidade, é bem precoce, com boa velocidade de rebrota,
niveis de proteina variaveis entre 11 e 13%, de acordo com as estacdes do ano. E
indicada especialmente para bovinos, embora equinos, ovinos e caprinos a
consumam. O crescimento € rapido no inicio da temporada de chuvas e apresenta

compatibilidade no consércio com leguminosas. Muitos agricultores tém utilizado a
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U. ruziziensis em areas de cultivo de soja para cobertura vegetal, no periodo de
entressafra da cultura e como pasto no inverno. A espécie é bem adaptavel para
sistemas de integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta (LPF) como cobertura de solo
para o plantio direto, com menos exigéncias de herbicida para dessecacdo. A praga
mais problematica para o cultivo de pastos de U. ruziziensis é a cigarrinha, que &
uma praga conhecida dos tropicos. (VALLE; SAIDVAN, 1996). A U. ruziziensis
cv. Ruziziensis é considerada uma excelente forrageira tropical e tem sido utilizada
como uma das principais espécies que compdem o Sistema de Integracdo Lavoura-
Pecuaria (ILP). Sua implantacdo tem visado tanto a formacdo de pastagens para a
alimentacao animal (MACEDO, 2009), quanto a formacao de palhada para o sistema
de plantio direto, garantindo, assim, maior sustentabilidade ao ambiente (TORRES;
PEREIRA; FABIAN, 2008; MACHADO; ASSIS, 2010). A U. ruziziensis tem sido
intensamente utilizada em consércio com a cultura do milho, podendo ser semeada
concomitantemente ou posteriormente a emergéncia da cultura (JAKELAITIS et al.,
2005; PEREIRA et al., 2009; JAKELAITIS et al., 2010).

3.2 Cultura de tecidos

De acordo com Torres et al. (1998), os primeiros trabalhos com cultura
de tecido vegetal datam do inicio do século passado, quando Haberlandt, em 1902,
tentou o cultivo, sem éxito, de células de tecidos somaticos de varias espécies de
plantas em solucdo nutritiva. A cultura de tecidos, também referida como célula, in
vitro, axénica, ou cultura estéril, € uma ferramenta importante, tanto basico e
estudos aplicados, bem como na aplicacdo comercial (THORPE, 1990).

A embriogénese somatica constitui um exemplo da expressdo da
totipoténcia das células das plantas, ou seja, qualquer célula contém informacdes
genéticas necessarias e pode regeneracdo de uma planta completa (KRIKORIAN;
BERQUAM, 1969). Em geral, quase todas as partes da planta podem ser usadas
como explante inicial na indu¢cdo da embriogénese somética: apices caulinares,
discos foliares, segmentos foliares, inflorescéncias e raizes, dentre outros (CHU et
al., 1984).

A regeneracdo de plantas in vitro pode ocorrer por embriogénese

somatica ou organogénese. Podendo ser direta (sem a produgcdo de calos) ou
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indireta quando o processo de regeneracdo é precedido pela formacdo de calo. A
partir de células ndo-organizadas do calo, surgem gemas adventicias ou embrides
somaticos que crescem e se desenvolvem em novas plantas. A maior vantagem de
se usar o metodo indireto como ferramenta para a producdo de massa clonal e
regeneracdo de plantas, é o seu potencial de desenvolver altas taxas de
multiplicacéo, reproduzindo grandes quantidades de plantas uniformes (THORPE;
HARRY; KUMAR, 1991).

A embriogénese somatica € uma ferramenta valiosa em biotecnologia
de plantas, sendo que a possibilidade da transferéncia de genes visando o
melhoramento das espécies é uma das principais aplicacbes dessa técnica. O
protocolo mais comumente utilizado para a inducdo de embriogénese envolve a
inducdo de calos em um meio suplementado com auxina e o desenvolvimento de
embrides somaticos mediante transferéncia dos calos para um meio com baixa
concentracdo de reguladores de crescimento (DEO et al., 2010). A embriogénese
somatica indireta divide-se em duas fases, primeiro had uma fase de
desdiferenciacdo das células do explante, seguida da ativacdo da divisdo e
proliferacdo celular, que levam a formacao de calos e, na segunda fase, ocorre o
desenvolvimento de embriées a partir de determinadas células do calo (WILLIAMS;
MAHESWARAN, 1986; SWEBY; HUCKETT; WATT, 1994; GAJ, 2004).

Para que ocorra a embriogénese somatica é necessario que a ceélula
sofra uma inducéo, pois as ceélulas somaticas ndo sao naturalmente embriogénicas
(NAMASIVAYAM, 2007). Altas concentragbes de auxinas alteram, rapidamente, o
metabolismo das células dos explantes, resultando no desenvolvimento de calos
(DUDITS et al., 1995). E das células competentes, ou seja, aquelas que se mostram
sensiveis aos fatores de inducdo e capazes de desenvolver a embriogénese
somatica, que se formam os embrides (GAJ, 2004).

A embriogénese somatica pode ser descrita como o0 processo pelo qual
células somaticas desenvolvem estruturas semelhantes a embrides zigoéticos, por
meio de uma sequéncia ordenada de estadios embriogénicos caracteristicos, sem
ocorréncia de fusdo dos gametas (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; JIMENEZ,
2001). Durante o seu desenvolvimento, embrides somaticos passam por estadios
similares aqueles observados na embriogénese zigdtica, caracterizando-se como
estrutura bipolar sem nenhuma conexéo vascular com o tecido materno (DURZAN,
1988; VICIENT; MARTINEZ, 1998).
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Em monocotileddneas, especialmente nas espécies de gramineas, a
embriogénese somatica segue uma sequencia de eventos morfolégicos, os quais
ocorrem simultaneamente, desde o estadio globular até fases posteriores do
desenvolvimento embrionario. Isso inclui o desenvolvimento do escutelo, o inicio da
formacdo do coleoptilo, diferenciagdo dos tecidos e acumulo de substancias de
armazenamento intracelulares. Na fase final de maturacdo dos embrides, o
coleoptilo sofre alargamento e o eixo embrionario desenvolve-se lateralmente e
paralelamente ao escutelo, enquanto o meristema apical da raiz é incorporado e o
meristema apical desenvolve-se externamente protegido pelo coledptilo (GRAY,
1996).

In vitro, a competéncia embriogénica celular, em geral, manifesta-se
apo0s a mudanca de uma ou mais condi¢cdes de cultivo como meio de cultura,
composicao de reguladores de crescimento vegetal, fonte de carboidrato, potencial
osmatico, dentre outras. ApOs essas alteragbes, células ou tecidos induzidos
alcancam a segunda fase ou fase de expressao, na qual as células se diferenciam
em embrides somaticos revelando sua competéncia embriogénica (JIMENEZ, 2005).
A capacidade de induzir embribes somaticos esta sob controle genético, de forma
gue gendtipos de uma determinada espécie podem diferir no seu potencial
embriogénico (MAY; TRIGIANO, 1991; VAN DER VALK; PEDERSON; DAVIS, 1992,
BERED et al., 1996; LAMB et al., 2002; SUN et al., 2003).

Apesar dos avancos verificados no estudo da embriogénese somatica,
ainda é limitada a compreensdo dos estimulos e condi¢cdes necessérias para a
inducdo e controle desse processo. A possibilidade de manipulacdo deste sistema
experimental para fins tecnoldgicos depende do dominio preciso de principios de
fisiologia do desenvolvimento. Desta maneira, morfogénese pode ser conceituada
como a integracdo entre os processos decorrentes da divisdo e diferenciacao
celular. Por determinagao celular define-se o processo pelo qual o potencial de
desenvolvimento de uma célula torna-se Ilimitado a uma rota especifica
(CHRISTIANSON, 1985), e por competéncia celular a capacidade das células
reagirem a sinais (que podem ser reguladores de crescimento) especificos de
desenvolvimento (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

A embriogénese somatica desempenha um papel importante na
propagacédo clonal, quando integrado com programas de melhoramento genético

convencional e molecular, a embriogénese somatica fornece uma ferramenta valiosa
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para o melhoramento genético de espécies de culturas comerciais (QUIROZ-
FIGUEROA et al., 2006).

3.2.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para as plantas sdo determinados de
acordo com as necessidades exigidas por estas, assim como pelos Orgaos e
resultados morfogenéticos que se deseja obter. Basicamente, estes apresentam em
sua composicado macronutrientes, micronutrientes, suplementos de ferro, vitaminas,
agua, recursos para obtencdo de carboidratos pelas plantas, myo-inositol e, quando
necessario, reguladroes de crescimento (DODDS; ROBERTS, 1995).

Os meios nutritivos ou de cultura sédo aqueles que fornecem todos os
elementos inorganicos essenciais para o crescimento e desenvolvimento in vitro a
fim de suprir as necessidades metabdlicas, estruturais e energéticas das células. As
vitaminas possuem importantes funcdes catalisadoras em sistemas enzimaticos,
sendo que as mais utilizadas séao tiamina, acido nicotinico e piridoxina (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998). De acordo com Torres et al. (2001) o inositol
possui efeito no crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro. Ja Caldas et al.
(1998) relatam que o inositol pode ser acrescido ou ndo aos meios de cultura e que
O agar e outros componentes também sao necessarios para 0s demais
requerimentos das plantas e sustentacdo das mesmas no meio.

A composicao e concentragado de reguladores de crescimento vegetais
no meio de cultura podem determinar o padrdo de crescimento e desenvolvimento
na maioria dos sistemas de cultura de tecidos (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA,
1998). Ferri (1986) refere existe cinco grupos de substancias sdo consideradas
como hormdnios vegetais: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico
e outros inibidores.

Do grupo das citocininas, nos protocolos que a utilizam em conjunto
com as auxinas para a embriogénese somatica, Raemakers et al. (1995) citam que a
benzilaminopurina (BAP) é constantemente a mais empregada (57%), seguida pela
cinetina (KIN) (37%), zeatina (3%) e thidiazuron (TDZ) (3%). Na grande maioria das
vezes, a conjugacao de auxinas com citocininas tem sido mais efetiva na inducéo da

embriogénese do que somente as citocininas (MERKLE,1995).
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Ja os fitoreguladores do grupo das auxinas sao considerados como 0s
mais importantes na regulacdo da embriogénese somatica (COOKE; RACUSEN;
COHEN, 1993; FEHER; PASTERNAK; DUDITS, 2003; GAJ, 2004). A sensibilidade
aos fitorreguladores pode ser evidenciada pelo fato que somente tecidos
responsivos reagem a presenca das auxinas (BELL; TRIGIANO; CONGER, 1993;
SOMLEVA et al.,1995). No entanto, diferengcas nas respostas podem ocorrer
dependendo da espécie, gendtipo ou mesmo do tecido do mesmo explante ou em
explantes de diferentes origens de uma mesma planta (DUDITS et al., 1995).

Raven et al. (1978), define os horménios vegetais como substancias
organicas, ativas em pequenas quantidades, produzidas em um tecido e
transportadas para outro, onde provocam respostas fisiolégicas. Segundo Ferri
(1986) os hormdnios ou substancias de crescimento sdo, portanto, obrigatoriamente
produzidos por plantas e delas podem ser extraidos, ja as substancias reguladoras
de crescimento, ou reguladores de crescimento, sdo substancias sintéticas (sempre
podem ser sintetizadas em laboratorio) ndo produzidas por plantas, mas que
produzem efeitos semelhantes aos produzidos pelos hormoénios.

A auxina é indubitavelmente a principal classe de hormdnio importante
na diferenciagao do floema e do xilema (THOMPSON; JACOBS 1966, ALONI, 1980;
SACHS, 1984; WARREN; WARREN, 1984), regulando o crescimento e estimulando
o alongamento das células dos tecidos jovens (DAVIES, 1995). A atividade das
auxinas também estd associada ao meristema cambial em plantas lenhosas,
promovendo divisdo celular, neste caso garantindo um processo de diferenciacao e
espessamento da parede normal (WAREING, 1958; BRUCK; PAOLILLO, 1984).

As auxinas 2,4-D e ANA (Acido Naftaleno Acético) sdo sintéticas e tém
efeitos semelhantes as auxinas de ocorréncias naturais, sendo mais estaveis a
degradacdo. Auxina sintética 2,4-D é um importante regulador de crescimento usado
principalmente em embriogénese celular e sistema de cultura de tecidos e também
envolvidos na inducdo de calos e estabelecimento da cultura de suspensdo de
células e estudos de cultura de tecidos de plantas (GASPAR et al., 1996; FEHER ;
PASTERNAK; DUDITS, 2003), é bastante usada para a indugédo de calos e tem o
efeito de supressédo da morfogénese. O papel fundamental do 2,4-D para a indugéo
de calos foi observado em diferentes monocotiledoneas (THOME et al., 1996;
LENIS-MANZANO, 1998; LAMB et al.,, 2002; JIMENEZ, 2005; VASIL, 2005;

CAMPOS et al., 2009). O crescimento celular é atribuido a rapida metabolizagdo do
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2,4-D, que leva ao espessamento das paredes celulares e a diferenciacédo
irreversivel em embriées somaticos (VASIL, 1988).

A auxina 2,4-D sozinha ou em combinagdo com outros reguladores de
crescimento tem sido amplamente utilizada para a inducdo de embriogénese
somatica em gramineas tais como Saccharum officinarum (HO; VASIL, 1983);
Zoysia spp. (POEAIM; MATSUDA; MURATA, 2005); Cenchrus ciliares (COLOMBA
et al., 2006); Chloris gayana (GONDO et al.,, 2007); Cynodon dactylon (ZHANG;
HANNA; OZIAS-AKINS 2007); Zoysia matrella (DHANDAPANI et al., 2008);
Eremochloa ofiuroides (LIU et al., 2008; BARAMPURAM et al., 2009); Pogonatherum
paniceum (WANG et al., 2008) e U. brizantha (CABRAL et al., 2011). Porém outras
auxinas sintéticas, como o picloram, ainda ndo foram testadas para a regeneracao
de espécies de gramineas tropicais do género Urochloa.

Outras auxinas tais como o 2,4,5-triclorofenoxiacéticos (2,4,5-T) e o
picloram também tem sido utilizadas para a inducdo da formacdo de calos em
espécies monocotiledoneas (AMMIRATO, 1993). O picloram € uma auxina sintética
derivada do acido picolinico e tem sido empregada em algumas espécies para a
inducdo da embriogénese somatica (DINESHKUMAR et al., 1995; GROLL et al.,
2001; AKUTSU; SATO, 2002).

Em um estudo que comparou 2,4-D e picloram (2 mg/L) para indugéo
de calos embriogénicos a partir de inflorescéncias de trigo, cevada e tritordeum
(hibrido entre Hordeum chilense e Triticum turgidum) a embriogénese foi similar e
em frequéncia superior em trigo e tritordeum do que em cevada, na qual a
embriogénese foi obtida somente em meio suplementado com picloram. Além disso,
a regeneracao de calos embriogénicos induzidos em picloram foi aproximadamente
duas vezes mais eficiente que culturas induzidas em 2,4 D (BARRO et al., 1999).

Dentre as palméaceas, ha relatos de uso do picloram com sucesso no
processo de embriogénese somatica em Phoenixcanariensis e Areca catechu
(HUONG et al.,, 1999; KARUN et al., 2004). A formacdo direta de embribes
somaticos em Paspalum scrobiculatum ocorreu com a utilizacdo de altos niveis de
picloram, isoladamente ou em combinacdo com cinetina (KAUR; KOTHARI, 2004). O
picloram também foi efetivo na obtencdo de embriogénese somética repetitiva em
Arachis hypogaea (LITTLE; MAGBANUA; PARROTT, 2000). A superioridade do
picloram em relacdo ao 2,4-D e dicamba também foi também relatada por

Steinmacher et al. (2007) em inflorescéncias de Bactris gasipaes. Por outro lado,
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para Feijoa sellowiana o 2,4-D mostrou-se superior ao picloram na inducao
embriogénica (STEFANELLO et al., 2005), assim como o capim Deschampsia
antartctica as auxinas Dicamba e 2,4-D apresentaram maior percentual de calos
embriogenicos do que o picloram (nas mesmas concentracfes) (OSORIO et al.,
2014). Portanto, cada espécie vegetal responde de forma diferente as auxinas
sintéticas utilizadas nos meios de cultura, dependendo da capacidade que cada

espécie tém metaboliza-las.

3.3 Regeneracdao in vitro do género Urochloa

Em monocotileddneas, especialmente nas espécies de gramineas, a
regeneracdo de plantulas tem sido obtida principalmente por meio de ou via
embriogénese somética (VASIL; VASIL, 1982; VASIL, 2005). Evidéncias de mais de
uma resposta morfogénica no mesmo explante sob o controle de diferentes
concentracfes e propor¢cdes de auxinas:citocininas foram observadas em espécies
da familia Poaceae como sorgo, painco, cana de agucar e Pogonatherum paniceum
(WANG et al., 2008).

No entanto, para o género Urochloa, poucos trabalhos de regeneracéo
via embriogénese somatica estao disponiveis na literatura até 0 momento. A inducéo
de embriogénese somatica utilizando embrides de sementes maduras como fonte de
explantes foi inicialmente proposta por alguns autores (THOME et al., 1996; LENIS-
MANZANO, 1998). De acordo com Lenis-Manzano et al. (2010) os embribes das
sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu sao do tipo panicéide, néo
apresentando epiblasto, sendo que os embrides extraidos de sementes maduras
constituem explante adequado para a regeneracao in vitro e a formacdo de calos
embriogénicos. Os embrides somaticos tém origem no escutelo estendendo-se para
a periferia de embrides maduros.

Visando aumentar a eficiéncia da inducao e regeneracdo de embrides
somaticos em U. brizantha, Silveira et al. (2003) testaram a utilizacdo dois meios de
inducdo contendo 2 mg/L e 4 mg/L de 2,4-D, e obtiveram calos embriogénicos a
partir de embrido isolado da semente em 73% dos explantes. Embora a frequéncia

de inducdo ter sido alta, a rapida diferenciacdo dos calos friaveis em embriogénicos
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foi acompanhada pela oxidacdo do escutelo resultando na paralisacdo do
desenvolvimento.

De acordo com Cabral et al. (2011), a embriogénese somatica em U.
brizantha é influenciada por varios fatores, como o genotipo, tipo de explante e
condigbes da cultura. Utilizando sementes maduras como explante 0os mesmos
autores constataram baixa eficiéncia de regeneragéo, com o uso de 4 mg/L de 2,4-D
e 0,2 mg/L de BAP, com um maximo de 21% e 17% de explantes apresentando
multibrotacdes e embriogénese somatica, respectivamente.

Recentemente um protocolo para inducdo de embriogénese somética
utilizando meristemas apicais como fonte de explante foi relatado para a espécie
diploide U. ruziziensis (ISHIGAKI et al., 2009). Sementes maduras também foram
utilizadas como explantes, apesar de plantas terem sido regeneradas com sucesso,
a eficiéncia foi baixa, obtendo plantas tetrapléides com um maximo de 28,6% e
31,3% de explantes apresentando multibrotagcbes e embriogénese somaética,
respectivamente, com o uso de 4 mg/L de 2,4-D (ISHIGAKI et al., 2009).
Posteriormente, esse mesmo protocolo foi utilizado para a transformacao genética
de U. ruziziensis via bombardeamento de particulas. Apesar da frequéncia de
induc&o de calos embriogénicos ter sido baixa, esses autores foram bem sucedidos
em multiplicar os calos durante oito meses antes do bombardeio com um vetor
contendo os genes marcadores reporter GUS e de resisténcia ao herbicida
fosfinotricina (bar) (ISHIGAKI et al., 2012). Calos embriogénicos foram o melhor alvo
para a expressdo transiente do gene GUS, mostrando significativamente maior
namero de pontos azuis por placa e por calo quando comparado aos brotos
bombardeados. No entanto, apenas dois eventos transgénicos foram aclimatizados
com sucesso e, apesar de ambas as plantas floresceram, eles ndo produziram
sementes maduras (ISHIGAKI et al.,, 2012). Recentemente, foi demonstrado que
estas plantas transgénicas eram tetrapldides, apesar do explante inicial utilizado
para a transformacao ser diploide (ISHIGAKI et al., 2014). Estes autores também
testaram regeneracdo de plantas em U. ruziziensis derivados de calos
embriogénicos em diferentes idades (2, 4, 6 e 12 meses de idade) e eles
demonstraram que quanto mais tempo os calos permanecerem em meios contendo
2,4-D maior o numero de plantas poliploides.

Apesar de alguns resultados positivos utilizando meristemas apicais

como fonte de explante, culturas embriogénicas ou embrides continuam sendo 0s
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alvos mais utilizados para a transformacdo genética de cereais e gramineas
forrageiras (HARWOOD, 2012). A utilizacdo de explantes com elevada taxa de
divisdo celular € considerada um ponto chave para que a integracdo do DNA
exdgeno ocorra na transformacdo genética de monocotiledéneas (HIEI; KOMARI;
KUBO, 1997; VASIL, 2005).

Até o0 momento somente 0s genaotipos U. brizantha cv. Marandu e a U.
ruziziensis cv. Kennedy foram testadas para a regeneracdo in vitro utilizando a
auxina 2,4-D como indutor, outras auxinas tais como o picloram néo foram testadas.
Além disso, ndo se conhece o potencial embriogénico in vitro de outras cultivares de
U. brizantha (Xaraés e Piatd) ou de outras espécies: U. decumbens (cv. Basilisk), U.

humidicola (cv. Llanero) e U. ruziziensis (cv Ruziziensis).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Sementes maduras de espécies de Urochloa (Tabela 1) mantidas em
camara fria do laboratorio a 15 = 2 °C foram usadas para testar diferentes
combinacdes de meios de cultura para inducdo de calos. As sementes foram
escarificadas por imersdo em acido sulfurico (H,SO,4) concentrado durante 15
minutos, agitando com um bastédo de vidro, lavadas em agua corrente para remover
0 excesso de acido e, em seguida, as sementes foram secas sobre papel toalha a
temperatura ambiente. ApGs secas, as sementes escarificadas foram descascadas
manualmente e desinfestadas superficialmente por imersdao em etanol 70% durante
cinco minutos, seguido de um tratamento com hipoclorito de sédio (NaOCI) a 5%,
contendo trés gotas de Tween 80, durante 20 minutos, e, em seguida, enxaguadas

cinco vezes em agua destilada esterilizada.

Tabela 1. Procedéncia das sementes de U. brizantha (Marandu, Xaraés e Piatd), U.
decumbens (Basilisk), U. humidicola (Llanero) e U. ruziziensis (Ruziziensis)
utilizadas no experimento. SAFRA 2012/2013.

Espécie Cultivares % Germinacao Pureza Procedéncia
U. brizantha Marandu 81 92 Sementes Facholi *
U. brizantha Piata 85 98 Sementes Gasparim
U. brizantha Xaraés 87 98 Sementes Gasparim
U. decumbens Basilisk 84 91 Sementes Gasparim
U. humidicola Llanero 87 98 Sementes Gasparim
U. ruziziensis Ruziziensis 81 92 Sementes Facholi

' Empresa de Santo Anastacio — SP; > Empresa de Presidente Bernardes - SP
Fonte: Do autor.
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4.2 Meio de cultura e condi¢des de cultivo

No primeiro experimento, sementes de U. brizantha (cv. Marandu)
foram cultivadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30
g/L de sacarose, 300 mg/L de caseina hidrolisada, e diferentes concentracdes de
dois reguladores de crescimento de plantas: 2,4-D (2,4 Acido Diclorofenoxiacético) e
picloram (acido 4-amino-3, 5,6 - acido tricloropicolinico) nas concentracbes: 1, 2, 4, e
8,0 mg/L. No segundo experimento, foram avaliados os efeitos do picloram, nas
mesmas concentracdes descritas acima, sobre os potenciais embriogénicos de
outros genotipos de U. brizantha (cv. Piatd, Xaraés); U. decumbens (cv. Basilisk), U.
humidicola (cv. Llanero) e U. ruziziensis (cv. Ruziziensis), utilizando também
sementes maduras como explantes iniciais (6 cultivares x 1 regulador x 4
concentracdes x 12 repeticdes).

Em todos os casos, os meios foram geilificados com 8 g/L de agar e o
pH foi ajustado para 5,8 = 0,1 e 0s meios foram autoclavados a 121 + 1 °C. Para
cada tratamento, foram utilizados quatro placas de petri (10 cm) contendo 25 ml de
cada um dos meios.

As sementes foram colocadas em cada placa de Petri com o embrido
voltado para cima sem contato com o meio de cultura. As placas de Petri foram
vedadas com filme plastico e mantidas no escuro, em camara de crescimento, a
temperatura de 25 + 2 °C. Os explantes foram sub-cultivados a cada 14 dias nas
mesmas condi¢cfes e meio de cultura. A frequéncia de inducdo de calos primarios foi
avaliada aos 28 dias apés a inoculacao das sementes.

Para a regeneracédo de plantas, calos embriogénicos foram transferidos
para 0 meio MS sem reguladores de crescimento por 14 dias sob condi¢bes de luz
indireta (1,7 pmol m? s™), seguido da transferéncia para meio MS/2 (metade da
concentracdo dos sais) suplementado com 2 mg/L de BA (Benziladenina) para
regeneracdo de plantas, sob condicdes de luz direta (30 pmol m? s) e sob
fotoperiodo de 16/8 h. A frequéncia de formacao de brotos foi avaliada aos 14 dias
apos a transferéncia dos calos para o meio MS/2 contendo BA e o numero total de
plantas regeneradas aos 42 dias ap0s esta transferéncia.
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4.3 Andlise citoquimica dos calos

Teste com Carmin acético foi realizado para confirmar a formacéo de
células pré-embriogénicas em calos, 30 dias apos cultivo em meio de inducéo.
Amostras de calos (50 mg) foram depositadas sobre vidro rel6gio e coradas com
duas gotas de corante azul de Evans (0,1% p/v) durante 3 min. O excesso de
corante foi removido usando papel filtro e, em seguida, adicionou-se duas gotas de
corante de carmin (2% p/v) mantendo o corante por 3 min. Ap0s a remoc¢ao do
excesso de corante, as amostras foram transferidas para laminas, cobertas com
laminula e observadas em microscoépio Gtico. As fotografias foram realizadas em

microscopio otico (Moticam 580 Motic 5.0 mp) com aumento de 100x.

4.4 Enraizamento e aclimatizagéo

Brotos alongados foram isolados e transferidos para meio MS/2 para
induzir o desenvolvimento radicular. Estes foram mantidos sob condi¢géo luz de 30
umol m? s*. Mudas enraizadas foram removidas das placas de petri e as raizes
foram lavadas em agua corrente para remover o meio. As mudas foram transferidas
para copos plasticos contendo substrato comercial (Bioplant®) e cobertos com outro
copo plastico transparente com pequenos furos na parte superior para aclimatacao.
Todas as plantulas permaneceram cobertas durante 2 semanas. A cobertura plastica

foi progressivamente removida nas semanas seguintes de aclimatizacéo.

4.5 Andlise estatistica

O experimento 1, o qual comparou diferentes concentracbes das
auxinas 2,4-D e picloram para a indu¢do de embriogénese somatica em U. brizantha
cv. Marandu, foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), fatorial
1x2x4x12 (1 cultivar x 2 reguladores x 4 concentracdes x 12 repeticoes).

Para o experimento 2, o qual comparou concentracfes de picloram
para a inducdo de embriogénese somética em diferentes gendtipos de Urochloa o

experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
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fatorial 6x1x4x12 (6 cultivares x 1 regulador x 4 concentracdes x 12 repeticdes). Em
ambos os experimentos para cada genotipo foram testadas quatro concentracdes da
auxina com quatro repeticdes. Cada repeticao foi composta por uma placa contendo
10 sementes (totalizando 120 sementes por tratamento). A taxa de inducéo de calos
foi calculada como a porcentagem de sementes com formacao de calos primarios.

A formacédo de brotos foi calculada como o numero de calos primarios
que apresentaram diferenciacdo da parte aérea, independentemente do numero de
brotos formados por calo dividido pelo numero de calos primarios inoculados em
placa de Petri e multiplicado por 100. A regeneracao foi calculada contando o
namero total de plantulas formadas em cada tratamento.

Os dados em porcentagem foram transformados em arco seno Vx/100
e submetidos a analise de variancia (ANOVA) para detectar diferencas minimas
significativas entre as médias por meio do teste de Fisher (LSD) (P <0,05) utilizando
o software estatistico SISVAR, Versao 5.3 (FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise citoquimica dos diferentes tipos de calos de Urochloa

Assim como ocorre em outras espécies monocotiledoneas, tais como
Cynodon dactylon (ZHANG; HANNA; OZIAS-AKINS, 2007) e Pogonatherum
paniceum (WANG et al., 2008), diferentes tipos de calos, neste presente trabalho
foram produzidos em U. brizantha cv. Marandu classificados de calos primarios,
calos embriogénicos e estruturas compactas. Estes diferentes tipos de calos foram
utilizados para dupla coloracéo, com azul de Evans (0,1%) e o Carmim acético (2%)
para confirmar a natureza embriogénica dos calos. A coloracdo azul indica a
presenca de células ndo embriogénicas (Figura 2A e D), enquanto que as estruturas
gue reagiram ao Carmim acético (estruturas avermelhadas) confirmaram a
caracteristica pré-embriogénica do material em estudo (Figura 2B e E). As estruturas
compactas (Figura 2C e F), apesar da coloracdo vermelha, ndo foram capazes de
regenerar plantas. Segundo Cabral et al. (2011) essas estruturas compactas sao
escutelos diferenciados dos embribes somaticos e produzem novos escutelos
repetidamente. Este escutelo distinto envolve o eixo dos embrifes somaticos, onde o
coleoptilo € uma bainha geralmente tubular em torno do meristema que contém um
poro terminal.

Em estudos citoquimicos, o carmim acético e a reacdo Feulgen séo
utiizados para detectar glicoproteinas, cromatina e DNA, macromoléculas
abundantes nas células embriogénicas. Células embriogénicas reagem fortemente
ao corante Carmim acético (GUPTA; DURZAN, 1987). As células embrionarias e as
células suspensoras apresentam-se agrupadas em agregados celulares presentes
nas culturas embriogénicas durante a multiplicacdo e as células embrionarias estéo
associadas com a competéncia da célula para o desenvolvimento celular, as células
suspensoras sao alongadas, vacuoladas e sendo assim, permeaveis ao azul de
Evans, apresentando desta forma coloracéo azul. (STEINER et al., 2005)

Além da diferenca morfoldgica, esses calos diferem entre si pelo
potencial de regeneracdo de plantas (NABORS et al., 1983). O calo denominado
embriogénico apresenta a formacdo de pequenos embrides somaticos capazes de
regenerarem plantas completas, com raiz e parte aérea, visto que 0S mesmos sao

bipolares. Enquanto que o calo ndo embriogénico é aquoso e sem consisténcia e
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nao apresenta a capacidade de regenerar plantas (NABORS et al., 1983; RASHID ;
QURAISHI, 1989).

Figura 2: Analise citoquimica dos diferentes tipos de calos de U. brizantha cv.
Marandu produzidos in vitro. (A) Calo Primario (CP), caracterizado como estrutura
friavel, ndo embriogénico; (B) Calo Embriogénico (CE), caracterizado como
globulares e transparentes, (C) Estruturas Compactas (EC), formados a partir de
calos primarios, estrutura compacta. Teste usando Carmim acético para confirmar a
formacao de células embriogénicas, 30 dias apos a inoculagdo no meio de indugéo.
(D) calos ndo embriogénicos, (E e F) calos embriogénicos. Circulos vermelhos em A,
B e C indicam o local de amostragem do calo. Barras: A, BeC=25mm; D,EeF =
100uM.

Fonte: Do autor.

Em monocotiledoneas, as referéncias mencionam a dificuldade em
verificar os estadios de desenvolvimento embriogénico em cultura de tecidos, por
meio de analise citoquimica obtivemos o sucesso em reconhecer essas estruturas,

como pode ser observada na Figuras 2A-F.
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5.2 Inducao de calos embriogénicos e regeneragdo de plantas em U. brizantha

cv. Marandu

Na primeira etapa desse trabalho foram testadas duas auxinas
sintéticas (2,4-D e picloram) em diferentes concentracdes (1, 2, 4, 8 mg/L) para a
inducdo de embriogénese somatica usando como explantes sementes maduras de
U. brizantha cv Marandu Quatro dias apos a inoculacdo das sementes ocorreu 0
intumescimento do escutelo e a partir do sétimo dia apds a inoculacdo das
sementes, calos friaveis foram formados na superficie do escutelo. O nimero de
sementes que produziram calos friaveis (primarios) (Figura 3B) foi avaliado aos 28°
dias apos a inoculacao (Tabela 2). A resposta morfogénica das sementes maduras
em relacdo a inducao de calos primarios ndo apresentou diferenca significativa entre

os tratamentos propostos (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de formacéo de calos, brotos e total de plantas regenerados,
derivados de calos de sementes maduras de U. brizantha cv. Marandu usando

diferentes concentracdes de 2,4-D e picloram.

Explantes com Explantes com Total de
Auxina Concentracéo calos Estruturas Explantes com plantas
(mg/L) priméarios (CP) Compactas brotos (%) regeneradas /
(%) (EC) (%) tratamento

1 69,0394 a 40,0+7,32 ab 36,4 £ 7,24 bc 41 +£1,37
24D 2 69,2+7,63 a  43,7+7,27 ab 347+7,20c 46 £ 1,84
4 68,6 +7,79 a 58,9+ 7,07 a 37,2+8,10c 61+ 2,60

8 68,8+ 7,49 a 59,2+ 9,33 a 7,3+2,94d 310,26

1 68,1+3,39a 250+£5,02b 60,4 £ 5,07 ab 97 +1,15

Picloram 2 69,2+ 7,01a 23,8+6,02b 53,5+ 6,68 abc 48 £1,25
4 68,0+ 7,03 a 46,4 + 5,56 ab 71,4+7,86 a 74 + 1,97

8 58,5+ 6,30 a 55,8 + 8,68 a 59,4 + 10,52 a 19+1,05

Médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna nao diferem significativamente (P <0,05) por

teste de Fisher (LSD). * Médias * erro da média.
Fonte: Do autor.
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Figura 3: Etapas do desenvolvimento de calos embriogénicos e regeneracédo de
plantas em U. brizantha cv. Marandu. A— Sementes maduras; B- CP: calos
primarios; C- CE: Calos Embriogénicos (seta vermelha). D- EC: Estruturas

Compactas. E e F- Formacao de brotos. G- Formacao de plantas regeneradas. H-

£ . VNl H
Processo de aclimatizacéo. Barras: A, F, Ge H: 10 mm; B: 1 mm; C, D e E: 5 mm.

Fonte: Do autor.

Em U. brizantha o uso de sementes maduras intactas e embrides
excisados das sementes promovem resultados similares na inducdo de calos
embriogénicos sugerindo que a excisdo dos embrides ndo € necessaria (CABRAL et
al.,, 2011). Sementes maduras foram também consideradas como os melhores
explantes para inducdo de calos embriogénicos na monocotiledénea halo6fita Leymus
chinensis (SUN; HONG, 2009).

De acordo com os autores citados acima, eles sugerem que
concentragbes mais elevadas de 2,4-D sdo necessarias para a indugdo de

embriogénese somatica usando esse tipo de explante. Mas como resultados,
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tivemos que calos induzidos em altas concentracdes de 2,4-D e picloram (8 mg/L),
apresentaram aos 86 dias mudancas da coloracdo de tonalidade creme para
marrom e depois para preto (oxidados) em 40% e 25% do total dos calos
respectivamente (Figura 4B). Consequentemente, nessa concentracdo (8 mg/L) o
menor nimero de plantas foi regenerado em ambos o0s reguladores de crescimento
(Tabela 2). Além disso, os calos cultivados em 2,4-D apresentaram também maior
qguantidade de proliferacao de raizes na concentracéo de 8 mg/L(Figura 4C).

Diferentes tipos de calos foram produzidos em U. brizantha cv.
Marandu. Calos primarios (CP), friaveis com coloracdo transparente, foram
observados em todos os tratamentos independente do tipo e concentragcdo do
regulador de crescimento usado (Figura 3B). Estruturas globulares esbranquicadas
envolvidas por calos friaveis foram classificadas como calos embriogénicos (CE)
(Figura 3C). A partir do calo fridvel surgiram em todos os tratamentos estruturas de
coloracdo brancas opacas classificadas aqui, como estruturas compactas (EC)
(Figura 3D).

As estruturas compactas (EC) ocorreram mais frequentemente na
concentracdo mais alta de ambos os reguladores de crescimento (8 mg/L), 59,2%
para o 2,4-D e 55,8% para picloram, respectivamente (Tabela 2). Entretanto, estas
estruturas compactas ndo regeneram plantas, porém calos embriogénicos que
surgem préximos a estas estruturas, regeneram plantas.

Apbs o periodo de inducéo dos calos embriogénicos em meio contendo
auxinas (72 dias), os calos foram transferidos para meio sem regulador de

crescimento e expostos diretamente a luz 30 pumol m? s™.

Esta trasferéncia
provocou o surgimeto de pigmentacdo arroxeada nos calos (Figura 4A). Essa
coloracdo indica producao de antocianina podendo ser influénciada por diferentes
fatores, tais como: luz ultravioleta (UV), luz, fonte de nitrogénio, tipo de acucar,
estresse osmotico, temperatura, etc (ZHANG et al.,, 1998). Esta pigmentacdo
induzida por estresse também foi observadas por Cabral et al. (2011) em U.
brizantha cv. Marandu. Quando os calos passaram por um periodo de 14 dias sob
luz indireta (1,7 pmol m? s™), em meio MS sem regulador de crescimento, antes de
serem transferidos diretamente para a luz, nenhum calo apresentou coloracéo
arroxeada, indicando que esse periodo sob luz indireta € essencial para evitar os

estresses dos calos.
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Quando os calos foram induzidos em altas concentragbes de 2,4-D e
picloram (8 mg/L), parte deles oxidaram com o passar do tempo e nao regeneraram
plantas. Segundo George e Sherington (1984) a oxidacdo ocorre em funcdo da
liberacdo de compostos fendlicos in vitro, precursores da sintese de lignina, pelo
tecido injuriado ou senescente, que contém alta concentragdo desses componentes.
Guerra et al. (1999) também relatam que estes compostos fendlicos sdo oxidados
por polifenol oxidases, produzindo substancias toxicas, inibindo o crescimento dos

explantes, além de escurecer o meio de cultura.

Figura 4: Diferentes modificacdes das estruturas dos calos produzidos em meio MS
contendo 8 mg/L de 2,4-D. A- Calo com pigmentacéo arroxeada. B- Calo oxidado. C-

Calo com formacao de raizes. Barra: 5 mm.

Fonte: Do autor.

Nas concentragOes mais altas de picloram (4 mg/L e 8 mg/L) pode-se
observar um fato interessante para a cultura de tecidos, auséncia de plantas albinas,
0 que nao ocorreu na presenca de 2,4D (Figura 5A e B). O albinismo é caracterizado
por uma perda parcial ou completa de pigmentos de clorofila e da diferenciacao
incompleta de membranas de cloroplasto. Por sua vez, prejudica a fotossintese e as
plantas acabam por morrer numa fase jovem sem atingir a maturidade. Condi¢cbes
ambientais, tais como condic¢des de luz, temperatura, composi¢cdo do meio de cultura
desempenham papel na determinacao da frequéncia de formagéao de plantas albinas
(KUMARI et al., 2009).

Segundo Cabral et al. (2011) a U. brizantha demonstrou ser sensivel a

exposicao a longo prazo ao 2,4-D em meio de cultura, sendo possivelmente o
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responsavel pela alta frequéncia de albinismo observada em culturas de calos
embriogénicos cultivados durante quatro meses ha presenca dessa auxina
(CABRAL et al., 2011). Esses autores sugerem que € preferivel usar 0 meio com
menor quantidade da auxina 2,4-D para evitar a obtencdo de plantas albinas, pois a

embriogénese somatica repetitiva em U. brizantha é altamente predisposta ao

albinismo, podendo impossibilitar uma cultura a longo prazo para esta espécie.

Figura 5: A- Plantas albinas regeneradas em 8 mg/L de 2,4-D (setas vermelhas); B-

Plantas albinas. Barra: 10 mm.

Fonte: préprio autor

No presente trabalho nenhuma planta albina foi encontrada quando
cultivadas com picloram mesmo em altas doses (8 mg/L). Este resultado esta de
acordo com o encontrado por Sharma et al. (2005) os quais verificaram que a
utilizacdo de picloram para inducdo de embriogénese somatica em trigo ndo gerou
de plantas de albinas mesmo a longo prazo.

O albinismo é comum em culturas de tecidos em algumas plantas
monocotiledéneas, tais como cevada (ZIAUDDIN; KASHA,1990; BREGITZER,;
CAMPBELL, 2001; SHARMA et al., 2005), festuca (BAI; QU, 2000) e junco (CUI et
al., 2000). O albinismo pode ser um preditor de perda de potencial embriogénico e
altos niveis de variacdo somaclonal apdés longos periodos em meio de cultura
(ZIAUDDIN; KASHA, 1990). Em Cynodon dactylon o albinismo parece ser genétipo-

dependente, sendo que a regeneracdo de brotos albinos foi um dos principais
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problemas da cultivar TifSport, mas ndo foi encontrado em outros cultivares tais
como TifEagle ou Tift93-132 (ZHANG; HANNA; OZIAS-AKINS, 2007).

A conversdo em plantas é a fase final do processo de embriogénese
somatica. Apés a maturacdo os embrides normalmente sao transferidos para meio
de cultura com baixa concentracdo de auxinas ou desprovidos desses reguladores
podendo ser acrescentado citocininas ou GAz ao meio de cultura, para conversao
dos embrides em plantulas (AHLOOWALIA; MARETZKI, 1983). Em particular, a
presenca de auxina promove a proliferacdo de calos e inibe a diferenciacéao
enquanto que a remoc¢ao ou diminuicdo da auxina permite desenvolvimento dos
embrides sométicos. A remocao da auxina parece fornecer o sinal para as células
dos calos ingressarem em um padrdo organizado de crescimento. Sugere-se que,
na presenca de auxina, as massas pro-embriogénicas (PEM) ja estdo preparadas
para completar o estadio globular da embriogénese, porém as PEMs podem conter
produtos inibitérios para o0 progresso do programa de embriogénese.
Consequentemente, a remocao de auxina pode resultar na inativacdo dos genes
responsaveis pela presenca de estes produtos inibitérios, permitindo que a
embriogénese progrida (ZIMMERMAN, 1993).

Neste trabalho, para a conversdo em plantas os calos de Urochloa
foram transferidos para meio MS/2 contendo 2 mg/L de BA. As placas contendo o0s
calos embriogénicos foram mantidas em luz direta (30 umol m? s™) até o surgimento
de brotos. Embora ambas as auxinas (2,4-D e picloram) induziram calos
embriogénicos em U. brizantha cv. Marandu, o picloram independente da
concentragdo produziu maior nimero de calos com brotos e de plantas regeneradas
(Tabela 2).

Picloram também foi eficiente para inducéo de calos embriogénicos em
varias espécies usando diferentes concentracdes: 12 mg/L em mandioca (GROLL et
al.,2001), 6 mg/L tulipa (PTAK; BACH, 2007), 2,4 mg/L em pupunheira
(STEINMACHER et al., 2007), 2,4 mg/L em bocaiuva (MOURA et al., 2009) e 60
mg/L dendezeiro (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,, 2010). Ha diversos relatos
mostrando superioridade do picloram em relacdo ao 2,4-D na inducdo da
embriogénese somatica como por exemplo em Arachis hypogaea (LITTLE;
MAGBANUA; PARROTT, 2000); Cicer arietinum (DINESHKUMAR et al., 1995) e em
Freesia hybrida, onde o picloram induziu de trés a doze vezes mais embrides

somaticos do que o 2,4-D (BACH, 1992). Na monocotileddnea ornamental
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Alstroemeria cv. Fuego, o picloram na concentracdo de 2 mg/L demonstrou a maior
formacao de calos embriogénicos compactos do que a mesma concentracao de 2,4-
D (KHALEGHI et al., 2008).

Do ponto de vista do potencial de multiplicacéo e custos envolvidos, a
embriogénese somética apresenta uma enorme vantagem sobre 0s outros sistemas
de micropropagacdo. Grandes quantidades de embrides podem se formar em
suspensdes de células embriogénicas com um minimo de manipulacdo manual e
espaco fisico de laboratorio, principais componentes do custo de uma planta
micropropagada (STYER, 1985).

Desta forma, ao final, o picloram (Figura 3H) independente da
concentracdo, resultou um numero maior de plantas regeneradas em relacdo ao
2,4D.

5.3 Regeneracdao in vitro em outros genotipos de Urochloa usando picloram

O primeiro experimento deste trabalho comparou concentracdo das
auxinas 2,4-D e picloram para a indu¢do de embriogénese somatica em U. brizantha
cv Marandu. O numero de calos com brotos e o nimero de plantas regeneradas
usando a auxina picloram foram significativamentes superiores aos obtidos usando o
2,4-D (Tabela 2). Sendo assim, decidiu-se testar as mesmas concentracdes de
picloram (1, 2, 4, 8 mg/L) para avaliar a capacidade embriogénica das cultivares de
Xaraés e Piatd de U. brizantha e para outras espécies do género tais como U.
decumbens (Basilisk), U. humidicola (Llanero) e U. ruziziensis (Ruziziensis), usando
sementes maduras como explante.

No presente estudo os diferentes genodtipos de Urochloa testados,
diferiram na sua capacidade embriogénica e de regenerar plantas. As cultivares
Piatd e Xaraés de U. brizantha apresentaram as maiores porcentagens de formacao
de calos priméarios diferindo estatisticamente das demais. Houve interacdo
significativa apenas entre a cultivar Piatd e as concentracdes mais baixas de

picloram (1 e 2 mg/L) (Tabela 3). Os resultados corroboram com os do experimento
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da primeira etapa picloram 1mg/L para indugdo de calos embriogénicos e

regeneracao de plantas em U. brizantha.

Tabela 3: Porcentagem da formacdo de calos primarios derivados de sementes
maduras de U. brizantha (Marandu, Xaraés e Piatd), U. decumbens (Basilisk), U.

humidicola (Llanero) e U. ruziziensis (Ruziziensis) usando diferentes concentractes

de picloram.
1 2 4 8
CULTIVAR
(mg/L de picloram)

Marandu 68,1+3,39bcA  69,2+701bA  680+703bcA 585+ 6,30 cdA

Piata 84,80 +340aAB  90,89+3,12aA 80,62+254abB 78,72 + 3,47 abB
Xaraés 7506 +4,94abA  8564+316aA  84,39+304aA  79,08+4,34aA
Basilisk 66,55+ 5,62 bcA 64,17 +417bA 56,66 +6,55cA 61,04 +514 bcA
Llanero 475+410cdA  50,00+3,02bcA 54,17 +4,17 cdA 58,33 + 4,58 cdA

Ruziziensis 40,83+2,87dA  34,17+358cA  36,67+3,33dA  375+2,79dA

Médias seguidas pela mesmo letra minusculas na coluna e mailsculas na linha nao diferem
significativamente (P <0,05) por teste de Fisher (LSD). * Médias + erro da média.
Fonte: Do autor.

Em relacdo ao numero de calos com formagédo de brotos, a cultivar
Marandu apresentou o maior percentual independente da concentracdo de picloram
utilizada e foi significativamente diferente dos demais genétipos testados (Tabela 4).
Ja em relacéo a interacdo entre as cultivares e concentracdes de picloram, a cultivar
Piatd foi a Unica que apresentou interagdo significativa com a concentracdes de
4mg/L. Porém mesmo nessa concentracdo o percentual médio de formacgédo de
brotos foi inferior a qualquer das concentragdes de picloram para a cultivar Marandu,
indicando que esta cultivar € a mais responsiva, in vitro, para as condi¢des utilizadas
neste trabalho. A cultivar Marandu nao apresentou diferenca significativa entre as
concentragdes, portanto em relacdo custo beneficio a utilizacdo de 1 mg/L € o mais

viavel.
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Tabela 4: Porcentagem da formacéo de brotos derivados de calos primarios de U.
brizantha (Marandu, Xaraés e Piatd), U. decumbens (Basilisk), U. humidicola

(Llanero) e U. ruziziensis (Ruziziensis) usando diferentes concentracdes de picloram.

1 2 4 8
CULTIVAR
(mg/L de picloram)

Marandu 60,4 + 5,07 aA 535+6,68aA  714+7,86aA  594+10,52aA
Piata 9,31 + 3,50 bB 6,97 +2,33bB 31,78 +6,04bA 7,65+ 241bB
Xaraés 6,67+213bA  16,85+584 bA 1152+2,29 bcA 6,32+ 1,99 bA
Basilisk 14,37 + 4,58 bA 871+262bA  10,33+396 cA 8,37 +553bA
Llanero 12,96 £ 8,20bA 2,15+ 1,62 bA 7,86 + 3,23 cA 2,10 + 1,63 bA
Ruziziensis 6,38 + 4,28 bA 6,34+365bA  482+411cA 0,71 + 0,06 bA

Médias seguidas pela mesma letra minusculas na coluna e mailsculas na linha nao diferem
significativamente (P <0,05) por teste de Fisher (LSD). * Médias * erro da média.
Fonte: Do autor.

Em relacdo ao numero total de plantas regeneradas nos diferentes
tratamentos houve interacéo significativa somente entre os genétipos U. decumbens
cv. Basilisk, U. brizantha cv. Marandu e Xaraés e as concentracdes de picloram. O
maior numero de plantas regeneradas foi observado na concentracdo de 1 mg/L de
picloram para esses trés genotipos e nao houve diferenca significativa entre eles
(Tabela 5). Apesar do niumero de calos com brotos para a U. decumbens cv. Basilisk
ter sido relativamente baixo para a concentragdo de 1 mg/L, apenas 14,37% (Tabela
4), este tratamento regenerou o maior numeros de plantas (108) (Tabela 5). Isto
pode ter ocorrido, pois, foi avaliado somente o percentual de calos que
apresentavam brotos e ndo o numero de brotos por calo.

Além das condigfes de cultivo, também devem ser considerados como
fundamentais, o explante inicial, incluindo o seu genétipo, o estadio de
desenvolvimento e as condi¢cbes fisiolégicas, como por exemplo, o conteudo
hormonal endégeno do material, demonstrando que a embriogénese pode ser
definida como um processo multifatorial e altamente complexo (FLOH; SANTA-
CATARINA; SILVEIRA, 2007).
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Tabela 5: Total de plantas regeneradas a partir de calos primarios derivados de
sementes maduras de U. brizantha (Marandu, Xaraés e Piatd), U. decumbens
(Basilisk), U. humidicola (Llanero) e U. ruziziensis (Ruziziensis) usando diferentes

concentracdes de picloram.

1 2 4 8
CULTIVAR
(mg/L de picloram)

Marandu 97 + 1,15 aA 48 +1,25 aAB 74 +1,97 aA 19 + 1,05 aB
Piata 38+ 1,92 bcA 32 42,00 aA 69 + 2,08 aA 22 + 0,90 aA
Xaraés 76 + 2,69 abA 25 + 1,44 aAB 26 + 1,40 abAB 2+0,17 aB
Basilisk 108 + 3,23 aA 45+ 1,67 aB 37 +2,38 abB 6+ 0,26 aB

Llanero 3+0,25CA 2+0,17 aA 0+0bA 0+0aA
Ruziziensis 13 + 1,08 cA 22 +1,33 aA 8 + 0,67 bA 5+ 0,42 aA

Médias seguidas pela mesmo letra minusculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
significativamente (P <0,05) por teste de Fisher (LSD). * Médias + erro da média.
Fonte: Do autor.

No presente estudo, os diferentes gendétipos de Urochloa testados,
diferiram na sua capacidade embriogénica e de regeneracao de plantas. As plantas
regeneradas foram aclimatizadas com sucesso, sendo plantas fenotipicamente
normais. A habilidade para inducdo de calos embriogénicos € influenciada pelo
genotipo, assim como sua resposta morfogenética e a habilidade de regenerar
plantas, indicando que estes critérios sao genaétipo-dependentes (LIMA et al., 2001;
CIDADE et al., 2006; LAKSHMANAN, 2006). De acordo com Gandonou et al. (2005),
por ser a capacidade embriogénica uma caracteristica estavel desde a primeira
geracdo, seria possivel prognosticar essa capacidade em uma determinada
linhagem por avaliar a taxa embriogénica de seus ancestrais.

As condicbes para promover a embriogénese somatica estao
relacionadas com a presenca de reguladores de crescimento, estresses osmoticos,
alteracdes de pH, choques térmicos e tratamentos com diferentes substancias,
sendo as auxinas referenciadas como essenciais na inducédo do processo (FLOCH,;
SANTA-CATARINA; SILVEIRA, 2007). Desta forma, as auxinas sdo uma das mais

importantes classes de reguladores de crescimento, uma vez que sédo substancias
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chave de varios aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas (PIERUZZI
et al., 2011).

Neste trabalho sementes maduras de U. humidicola cv. Llanero
apresentaram recalcitrancia in vitro para as condi¢gdes testadas. Em outros trabalhos
com gramineas a recalcitrancia de determinados gendétipos também foi observada.
Algumas cultivares do capim apomitico Pennisetum ciliare foram recalcitrantes in
vitro quando embrides maduros foram utilizados como explante inicial (COLOMBA et
al., 2006). Todavia, quando anteras dessas mesmas cultivares foram utilizadas
como explantes iniciais a indug&o de calos embriogénicos foi observada em até 44%
dos explantes e posteriormente regeneraram plantas normais (CARLONI et al.,
2014) utilizando as mesmas condi¢cbes descritas por Colomba et al. (2006) com
excecdo da origem do explante. Assim outros explantes tais como antera ou
inflorescéncias poderdo ser testados para a indugdo de embriogénese soméatica em
U. humidicola cv. Llanero visto que a utilizacdo de sementes maduras para essa
espécie ndo apresentou resultados satisfatorios para a regeneracéo de plantas.

A capacidade de induzir embrides somaticos estd sob controle
genético, de forma que gendtipos de uma determinada espécie podem diferir no seu
potencial embriogénico (MAY; TRIGIANO, 1991; VAN DER VALK; PEDERSON;
DAVIS, 1992; BERED et al., 1996; SUN et al., 2003; LAMB et al., 2002). Portanto o
potencial embriogénico deve ser testado para cada genotipo que se pretende
trabalhar, variando tipos e concentracdes de reguladores de crescimento.

A tecnologia da micropropagacdo € util por si mesma, e pode ser
extremamente valiosa na propagacdo de genotipos superiores, desde que 0s
protocolos permitam alta frequencia de regeneragao de plantas. A tecnologia in vitro
€ uma poderosa ferramenta com vantagens qualitativas, precedendo a incorporacéo
das plantas regeneradas em umprograma convencional de melhoramento
(CROCOMO; CABRAL, 1985).

Os resultados demonstraram que a cultivar Basilisk obteve a melhor
performance de regeneracdo de plantas em 1mg/L de picloram, sendo esta
concentracdo idéntico ao encontrado para a cultivar Marandu do primeiro
experimento. Dando destaque, que estas duas cultivares citadas, serem as mais
cultivadas em pastos no Brasil e este € o primeiro trabalho a utilizar este indutor na
embriogénese somatica. Portanto, € recomendado para a embriogénese somatica a

concentracéo de 1 mg/L de picloram.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A auxina picloram demonstrou ser superior ao 2,4-D para regeneracao
in vitro de plantas de U. brizantha cv Marandu via embriogénese somatica.

A concentracdo de 1 mg/L de picloram produziu o maior nimero de
plantas regeneradas nos gendtipos U. decumbens cv. Basilisk e U. brizantha cv.
Marandu e Xaraés.

Plantas fenotipicamente normais foram regeneradas, sendo
aclimatizadas com sucesso para todos os tratamentos realizados.

Este € o primeiro trabalho a usar o picloram para a inducdo de
embriogénese somatica em diferentes genoétipos do capim braquiaria usando
sementes maduras como explante inicial.

Esse protocolo poderé ser utilizado em experimentos de transformagéao
genética para introducdo de caracteristicas desejadas nesse género.
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