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Regeneragcdo de plantas a partir de calos
embriogénicos das cultivares Mombaca e
Tanzania de Panicum maximum

Diva Maria de Alencar Dusi’

Paulo Sérgio Pereira de Amorim?
Glaucia Barbosa Cabral®

Ana Cristina Meneses Mendes Gomes*
Liana Jank®

Vera Tavares de Campos Carneiro®

Resumo — Panicum maximum é uma graminea forrageira de alta qualidade,
responsavel pela intensificagdo da producdo animal no Brasil. A Embrapa
mantém colecdo de acessos que serve como base para o programa
de melhoramento de Panicum no Pais. Em 1990, a Empresa lancou a
cultivar Tanzania-1 e, em 1993, a cultivar Mombaca, ambas de reprodugao
apomitica. Com o intuito de fornecer e aprimorar ferramentas biotecnolégicas
a serem utilizadas nos programas de selecdo e melhoramento genético, &
imprescindivel o desenvolvimento de métodos de cultura de tecidos de
alta eficiéncia. Um protocolo de indugdo de embriogénese somatica e a
regeneracao de plantas das cultivares Tanzania e Mombaga de P. maximum
esta disponivel. O objetivo do presente trabalho foi validar e aperfeicoar a
metodologia de regeneracdo de plantas via embriogénese somatica de P.
maximum cv. Tanzénia e cv. Mombaga. Um fator limitante no estabelecimento
de métodos de cultura in vitro de membros da familia Poaceae, € a presenca de
microrganismos endofiticos nas cariopses, que, in vitro, contaminam a cultura.
Neste trabalho, apresentamos metodologia de desinfecgdo de cariopses
que elimina contaminagbes sem comprometer a indugdo de embriogénese
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somatica e um sistema de multiplicagao dos calos embriogénicos, que resulta
na regeneragao de maior numero de plantulas.

Termos para indexagao: cultura de tecidos, biotecnologia, embrido somaico
e poaceae.

Plant regeneration from embryogenic calluses of Panicum maximum
cultivars Mombaca and Tanzania

Abstract — Panicum maximum is a high quality forage grass responsible for
the animal production intensification in Brazil. Embrapa keeps a collection
of accessions that is the basis for the Panicum Bredding Program in the
country. In 1990, Embrapa launched the cultivar Tanzénia-1 and, in 1993,
the cultivar Mombaga, both of apomictic reproduction. To provide and
improve biotechnological tools, to be used in the selection and breeding
programs, the development of tissue culture methods of high efficiency is
indispensable. A protocol is reported for somatic embryogenesis induction
and plant regeneration of P. maximum cultivars Tanzania and Mombaca.
This work aims to validate and improve the methodology of somatic embryos
plant regeneration of P. maximum. A limiting aspect in the establishment of
tissue culture methods of members of the Poaceae family is the presence of
endophytic microorganisms in the caryopses, which, in vitro, contaminate the
culture. In this work, a methodology of caryopses disinfection, that eliminates
contamination without affecting the induction of somatic embryogenesis, and
an embryogenic calluses propagation system that results in a higher number

of regenerated plantlets is shown.

Index terms: tissue culture, biotechnology, somatic embryo, Poaceae

Introducao

Entre as forrageiras, Panicum maximum é a graminea mais produtiva
propagada por sementes no Brasil (Jank et al., 2008). E uma graminea
de alta qualidade, responsavel pela intensificacdo da produgédo animal no
pais e grande parte da terminagcéo animal a pasto. A cultivar Colonido, de
ampla adaptagao no Brasil, entrou no pais com o0s navios negreiros servindo
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de cama para os escravos, tendo se espalhado nos locais onde os navios
foram descarregados (Jank, 1995). Em 1982, a Embrapa recebeu uma
colecdo de acessos coletados no centro de Origem na Africa do Leste pela
instituicdo publica de pesquisa francesa IRD — Institut de Recherche pour le
Développement. Esta colegéo foi utilizada como base para o programa de
melhoramento de Panicum no Pais. Foram recebidos 426 acessos apomiticos
e 417 sexuais, que permitem os cruzamentos com os acessos apomiticos.
Estes ultimos foram avaliados quanto as caracteristicas morfoldgicas e
agronémicas. Aqueles gendtipos considerados superiores foram avaliados
em rede nacional, sendo o melhor deles ou os dois melhores avaliados sob
pastejo. Como resultado desse trabalho, a Embrapa langcou as cultivares
Tanzania-1 em 1990 e a Mombaca em 1993 (Jank, 1995; Jank et al., 2008).
Estas cultivares apresentam reprodugéo por apomixia.

O termo apomixia tem origem grega e significa “sem mistura”.
Referindo-se ao modo de reproducdo, ele é usado como sinénimo de
agamospermia, ou seja, produgédo de sementes de forma assexual (Nogler,
1984). Este modo de reproducgdo foi descrito em mais de 300 espécies de
angiospermas de 36 diferentes familias, dentre estas, espécies da familia
Poaceae (Hanna; Bashaw, 1987). Nareproducgéo por apomixia, diferentemente
da reproducgéo sexual, a meiose e a fusdo de gametas ndo ocorrem. Em
consequéncia, as plantas geradas nas progénies de plantas apomiticas sao
idénticas a planta—méae, sendo a apomixia, portanto, considerada um método
natural de clonagem de plantas por sementes (Asker; Jerling, 1992).

A apomixia desperta grande interesse por seu potencial de fixagao
de gendtipos superiores via semente, pela produ¢cdo em massa de genétipos
economicamente importantes, pela facilidade em produzir hibridos sem
emasculagcdo ou isolamento, e até mesmo pela eliminagcdo de doencas
causadas por virus de espécies tradicionalmente propagadas por estaquia,
tubérculos ou bulbos. A utilizagdo de plantas de reprodugdo apomitica em
pastagens gera, no entanto, preocupagbdes quanto a baixa variabilidade
genética devida a uniformidade das plantas apomiticas em uma mesma
cultivar. Apesar de toda a variabilidade genética de P. maximum disponivel, e
a possibilidade da geragédo de nova variabilidade por meio de cruzamentos,
a introdugdo de ferramentas biotecnoldgicas torna-se necessaria para o
processo de selecao e introdugéo de genes de interesse, como, por exemplo,
genes de tolerancia a estresses bidticos e abibdticos ndo encontrados na
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espécie. Neste contexto, € imprescindivel o desenvolvimento de métodos
de cultura de tecidos de alta eficiéncia de forma a aprimorar ferramentas a
serem utilizadas nos programas de sele¢cao e melhoramento genético como
sistemas de micropropagacdo, manutencdo de germoplasma, produgao
de plantas duplo-hapldides, resgate de embrides imaturos oriundos de
cruzamentos incompativeis, transformagao genética.

A regeneracgao in vitro de plantas de P. maximum foi descrita a partir
de culturas de calos derivados de embrides imaturos e inflorescéncias jovens,
em meio de cultura contendo &acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em
concentracdes variaveis (Lu; Vasil, 1985). Posteriormente, foi demonstrado
que os embrides somaticos e calos embriogénicos diferenciavam-se de
células epidérmicas e subepidérmicas do escutelo dos embrides imaturos
de P. maximum cultivados em meio de cultura com 2,4-D a 5 mg/L (Lu; Vasil,
1985). Nas cultivares Tanzania e Mombaca de P. maximum, em experimentos
de regeneracgéo in vitro, foram estabelecidas a inducdo de embriogénese
somatica e a regeneracao de plantas (Dusi et al., 2013).

Um importante fator limitante no estabelecimento de métodos de
culturain vitro de membros da familia Poaceae é a presenga de microrganismos
endofiticos nas cariopses, favorecendo a contaminagao in vitro (Cabral et
al., 2015). Assim, o objetivo do presente trabalho foi validar e aperfeigoar a
metodologia de regeneracdo de plantas via embriogénese somatica de
P. maximum cv. Tanzania e cv. Mombaca.

Neste trabalho, apresentamos uma metodologia de desinfeccao
de cariopses que elimina contaminagdes sem comprometer a indugéo de
embriogénese somatica. Para resolver a baixa eficiéncia de regeneracao
obtida em experimentos prévios (Dusi et al.,, 2013), foi estabelecido um
sistema de multiplicagéo dos calos embriogénicos, resultando na regeneracao
de maior numero de plantulas.
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Material e Métodos

Material Vegetal

Foram utilizadas cariopses maduras de Panicum maximum (cv.
Mombacga e cv. Tanzania), armazenadas a 4 °C, fornecidas pela Embrapa
Gado de Corte.

Desinfecgao das cariopses

A desinfecgéo foi realizada em capela de exaustéo, utilizando gas
cloro (Smith, 2000). Alema e a palea das cariopses das duas cultivares foram
retiradas manualmente. As cariopses foram selecionadas para eliminagéo das
danificadas ou com impurezas e foram dispostas separadamente em placas
de Petri estéreis e colocadas em dessecador de vidro. Dentro do dessecador,
foi posicionado um béquer de 200 mL ao qual foram adicionados 100 mL de
hipoclorito de sdédio (NaCIO 6% v/v) e, gota a gota, 3,5 mL de acido cloridrico
(HCI P.A. 37%). As placas de Petri contendo as cariopses foram abertas e
o dessecador fechado (Figura 1A-C). As cariopses foram mantidas por 16
horas ou 24 horas no dessecador, na presenga do gas cloro, resultante da
dissociagao ibnica dos compostos da solugao.

Figura 1. Desinfeccao de cariopses de Panicum maximum com gas cloro na
capela de exaustao. A) Adigcao de hipoclorito de sédio dentro de um Béquer,
colocado em dessecador onde estédo dispostas as placas de Petri contendo
as cariopses das cultivares Tanzania e Mombaga; B) Adi¢cdo gota a gota de
acido cloridrico; C) Abertura das placas de Petri e colocagdo da tampa do
dessecador para exposi¢cao da superficie das sementes ao gas cloro.
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Indugdo de embriogénese somatica

Apds a desinfecgdo, as cariopses foram inoculadas em meio de
cultura M1.3 (Cabral et al., 2011), sendo 15 cariopses por placa de Petri. O
meio de inducgéo de calogénese, M1.3, consiste de meio basal MS (Murashige;
Skoog, 1962), suplementado com 300 mg/L de hidrolisado de caseina,
3 mg/L de 2,4-D e 0,2 mg/L de BAP, pH 4,0; agar a 1,4% (p/v). As placas
foram identificadas e incubadas no escuro em sala de cultura in vitro, a 2542
°C. Calos primarios friaveis e embriogénicos obtidos foram subcultivados em
meio de cultura M1.3 a cada 30 dias, por um periodo maximo de 120 dias.

Regeneracgao a partir de embriées somaticos

Calos embriogénicos e friaveis, obtidos apds 90 a 120 dias, foram
transferidos para o meio de regeneracdo MS3 (Cabral et al., 2011), que
consiste em meio basal MS (Murashige; Skoog, 1962) suplementado com:
2,5 mg/L de cinetina; 1 mg/L de 6-benzilaminopurina; 0,5 mg/L de &cido
naftalenoacético; 300 mg de hidrolisado de caseina; sacarose 3,0% (p/v);
agar 1,4% (p/v) e pH 4,2.

Enraizamento das plantas

Plantas regeneradas foram transferidas para o meio de enraizamento
e manutencdo de plantas, PMM (Cabral et al., 2011): Meio basal MS,
suplementado com 0,2 mg/L de acido naftalenoacético; 0,5 mg/L de cinetina;
0,2 mg/L de acido giberélico (GA3); 100 mg/L de hidrolisado de caseina;
sacarose 3,0%; agar 0,7% (p/v) e pH 5,8.

Aclimatagao e transferéncia para casa de vegetagao

Apods 30 dias em meio de enraizamento e manutengao, as plantas
foram transferidas para potes plasticos de 200 mL, contendo vermiculita,
e colocadas em casa de vegetagdo para aclimatacdo. Apds sete dias, as
plantas foram colocadas em vasos contendo terra estéril adubada.

Histologia

Calos embriogénicos de P. maximum cv. Mombaga em regeneragao
foram fixados em FAA (formalina, acido acético e etanol a 70%, na proporgao
de 5:5:90) por 24 horas. Os calos fixados foram desidratados em série
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crescente de etanol (70%, 80%, 90% v/v), e trés vezes em etanol puro. Os
calos foram transferidos em série crescente de etanol:xilol (3:1; 1:1; 1:3)
e, entdo, trés vezes em xilol. Em seguida, foi feita a infiltracdo lenta em
Paraplast® a 58 °C. Sec¢des de 7 um foram obtidas a partir de blocos de
Paraplast®, contendo os calos, e depositadas em gotas de agua, dispostas
em laminas para microscopia, recobertas com Tespa e aquecidas a 42 °C, por
18 horas. Seguiu-se a coloragado com safranina por 15 segundos e fast green
por 25 segundos e montagem das laminas com Permount. As laminas foram
observadas em microscopio estereoscoépico, Discovery V8 em campo claro e
fotodocumentadas utilizando microscopio Axiophot (Zeiss, Alemanha).

Resultados e Discussao

A desinfeccdo de cariopses de P. maximum vinha sendo feita
utilizando rapida imersdo das cariopses descascadas em etanol 70% (v/v),
seguida de imersdo em hipoclorito de sédio 2% (v/v) (Dusi et al., 2013).
Entretanto, com a mudanga de lotes de sementes, este protocolo nao
estava sendo eficiente para o controle do crescimento de microrganismos
endofiticos, tendo sido necessario adotar outro método de desinfecgao.
Assim, testou-se a exposi¢ao das cariopses ao gas cloro em dois tempos, 16
horas e 24 horas. Os dois periodos resultaram na inibicdo do crescimento de
microrganismos endofiticos em cariopses em meio de cultura. Apos trés dias
de cultivo em meio para indugéo de calos (M1.3), as cariopses, expostas por
16 horas ao gas cloro, apresentaram, como ilustrado com imagens da cultivar
Tanzania, inicio de turgidez na regido do coleoptilo (Figura 2A) e, aos dez
dias, presenga de calos friaveis na base do escutelo (Figura 2B). Apods trinta
dias de cultura, foram observados embrides somaticos bem diferenciados,
como podem ser observados na Figura 3C. Por outro lado, no tratamento de
24 horas de desinfecgdo com gas cloro, ndo foram observados calos, mesmo
em cariopses cultivadas por 15 dias em meio de indugao, indicando que este
periodo foi longo demais e desfavoravel a viabilidade da cultura (Figura 2D).
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Figura 2. Etapas da cultura de cariopses de Panicum maximum cv. Tanzania.
(A-B) cariopse desinfectada por 16 horas em gas cloro e cultivada em meio
M1.3, por trés dias (A) e dez dias (B), apresentando-se livre de contaminantes.
Note em (A), o crescimento do calo e turgidez da regiao do coledptilo €, em (B),
formacao de calo do coledptilo visivel (cabeca de seta) até o escutelo (esc);
(C) calo friavel, desenvolvido em 30 dias de cultivo na cariopse desinfestada
por 16 horas em gas cloro em M1.3, formando embrides somaticos
diferenciados (ES) a partir da regido embriogénica; até este momento sem o
desenvolvimento de contaminantes; (D) cariopse desinfestada em gas cloro
por 24 horas e cultivada em meio M1.3 sem formag&o de calos. Barras= A=
200 um; B= 500 pm; C= 500 pm; D= 200 um.

Portanto, a exposigédo ao gas cloro por 16 horas mostrou-se eficiente
na inibicdo do crescimento de microrganismos endofiticos sem restringir a
capacidade dos tecidos na formacao de calos. Assim, utilizando este processo
de desinfecgao, na primeira semana de cultivo em meio M1.3, foi verificada
a multiplicacéo de calos primarios que com trinta dias sofreram diferenciagao
celular, quando, entéo, foram observados calos embriogénicos e embrides
somaticos. Estes calos ao serem repicados a cada 30 dias, resultaram na
multiplicagéo da cultura.

Apobs 20 dias da inoculagéo de cariopses em meio M1.3, dos 1.266
explantes de P. maximum cv. Mombacga, 26,23% formaram calos enquanto
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de 1.493 explantes da cultivar Tanzénia 36,17% formaram calos. Estes
resultados sdo compativeis com os resultados anteriores, obtidos (Dusi
et al. 2013), sendo a competéncia da cv. Tanzénia na resposta a indugao da
calogénese um pouco maior do que a da cv. Mombaga.

Os calos embriogénicos da cv. Mombaga, obtidos apds 90 dias e
transferidos para meio de regeneragao, MS3, apresentaram plantas oriundas
da germinagéo dos embrides somaticos na primeira semana, enquanto os da
cv. Tanzénia, na segunda semana de cultivo.

Na Tabela 1, pode ser observado que, quanto a regeneragéo a partir
de calos embriogénicos, os resultados mostram uma semelhanga na resposta
das duas cultivares. E que nos experimentos com a cultivar Mombaga foram
obtidas brotagbes, em sua maioria verdes, no entanto, plantas albinas também
foram observadas, mas em baixa porcentagem. Em ambas as cultivares,
embrides que ndo desenvolveram brotagdes, tendo permanecido paralisados
também foram observados com elevada frequéncia, em torno de 70% (Tabela
1). E possivel que no caso de Panicum maximum seja necessaria uma etapa
de cultivo sem regulador de crescimento, apds a indugdo de embriogénese
somatica, para elevar a taxa de regeneracao, ou de conversédo dos embrides
somaticos em planta.

Tabela 1. Caracteristicas das brotagdes regeneradas de Panicum
maximum cultivares Mombaca e Tanzania a partir da cultura in vitro de
embrides somaticos (ES).

Caracteristicas das brotacdes (%)

Cultivar N° de ES
Verdes Albinos Sem brotacéo

Mombaca #1 349 338 1.7 645

Mombaca #2 329 408 30 559

Mombaca #3 134 134 ] 86,6
Média (desvio padréo) 29,3(106) 16(08) 69,0 (11,7)

Total 812

Tanzania #1 78 321 0 679

Tanzéania #2 67 134 0 86,6
Media (desvio padrio) o 228(93) 0 77.3(93)

Total 145
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No desenvolvimento de calos embriogénicos e regeneragdao de
plantas, como representado por imagens da cultivar Mombacga (Figura 3),
foram observados varios estadios de desenvolvimento apds 20 dias de
cultura. Embrides globulares, que passam para a fase de torpedo, foram
observados junto a escutelos bem diferenciados (Figura 3A). Em alguns calos,
foram observadas raizes absorventes bem finas, resultado da germinagao
dos embrides somaticos. Junto aos calos embriogénicos, sdo observados
embrides bem definidos com a formagéo de escutelo individualizado e eixo
embrionario definido (Figura 3B), e germinacdo de embrides como pode ser
visto pela formagéao de cotilédone (Figura 3C). Escutelos fusionados também
foram observados ao lado de embrides germinados (Figura 3D) e plantas
bem formadas com cotilédones e folhas definitivas (Figura 3E). Em alguns
casos, observou-se o aparecimento de coloragdo vermelha em calos e folhas,
indicando haver presenga de antocianina (Figura 3F). Poucos embrites
albinos foram observados (Figura 3G).

Figura 3. Etapas da embriogénese somatica de Panicum maximum cv.
Mombaca. (A) embrides somaticos com escutelo (esc) e eixo embrionario
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bem definidos, embrides somaticos no estadio de torpedo (ESt) e outros
em germinagéo, formando raizes (R) na parte proxima ao meio de cultura;
(B) detalhe da diferenciagdo do eixo embrionario (ee) do embrido somatico
e escutelo individualizado (esc); (C) proliferacédo de embrides e inicio de
germinagdo, com o desenvolvimento de cotilédone (ct); (D) diferenciagcao
de escutelos fusionados (escF) e germinacao; (E) Plantula com cotilédone e
folhas definitivas (f); (F) Plantula em alongamento, apresentando antocianina
nas pontas das folhas e no calo (cabegca de seta); (G) Embrido albino
alongando para germinar (seta). Barras= A= 500 pym; B= 500 ym; C=500 pm;
D= 500 uym; E= 500 um; F=1.000 ym; G=1.000 pm.

Secgles histologicas de calos embriogénicos em regeneragéo,
observados em microscopio estereoscopico, apresentaram diversidade
de estadios de desenvolvimento (Figura 4A). A germinagcdo de embrides
somaticos mostra o desenvolvimento de folhas (Figura 4B). Escutelos
fusionados e individualizados s&o observados se desenvolvendo a partir
de embrido primario (Figura 4C), e o desenvolvimento de varios embrides
somaticos secundarios foram observados a partir de escutelo (Figura 4C-
D). A regido do escutelo, tanto do embrido da semente como do embrido
somatico de monocotileddneas, é meristematica com elevada taxa de divisao
celular, contendo células pequenas e com muito conteudo citoplasmatico que
colorem fortemente, caracteristicas que definem células meristematicas que
sdo competentes para embriogénese somatica. Essas células podem ser
visualizadas na Figura 4D, marcadas com asterisco. Junto com os embrides
em germinagdo, estdo presentes embrides globulares (Figura 4 E-F). A
assincronia no desenvolvimento de embrides somaticos a partir de calos
embriogénicos € uma caracteristica da cultura de P. maximum cv. Mombaca
e cv. Tanzania nas condi¢des aqui descritas. A embriogénese secundaria aqui
observada é comum em sistemas de embriogénese somatica, ndo sé em
monocotiledéneas, como também em dicotiledbneas (Méndez-Hernandez
et al., 2019).
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Figura 4. Seccdes histologicas de embrides somaticos de Panicum maximum
cv. Mombaga. A) Embriogénese secundaria, mostrando escutelos (esc) de
varios embrides somaticos (ES); B) Detalhe de embrides somaticos em
inicio de germinagdo, com desenvolvimento de folhas (f); C) Detalhe de
embrides somaticos adjacentes mostrando escutelos fusionados (escF),
escutelo simples (esc) e formagao de embrides secundarios a partir de regiao
meristematica do escutelo (*); D) Detalhe da regido de formag&o do embrido
secundario (*); E-F) Embrido somatico na fase globular. Barras: A= 0,5 mm;
B= 0,2 mm; C= 0,4 mm; D-F=100 pym.
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Plantas obtidas em meio MS3 (Figura 5A), transferidas para meio
PMM suplementado com GA3, apresentaram sistema radicular e parte aérea
bem desenvolvida (Figura 5B). As plantas enraizadas, transferidas para casa
de vegetacao, responderam bem a aclimatagdo em vermiculita (Figura 5C),
cresceram, se apresentaram sadias e sem alteragdes fenotipicas (Figura 5
D-F).

Figura 5. Etapas do enraizamento e transferéncia para casa de vegetagao de
Panicum maximum cv. Mombaca: (A) Planta crescida em meio de regeneracgao.
(B) Planta em meio para enraizamento; (C) Planta em vermiculita, aclimatada
em casa de vegetacgao; (D) Planta recém transferida para solo; (E-F) Plantas
crescendo em casa de vegetacéo.

As etapas da inducdo e regeneracdo de P. maximum cultivares Tanzénia
e Mombacga estdo representadas em esquema abaixo, onde a coluna da
direita indica os meios de desinfeccao e cultura. Da desinfeccao até o final
do enraizamento, sdo despendidos 150 dias em cultura in vitro em sala de
cultura.
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Figura 6. Representagédo esquematica das etapas cronoldgicas da cultura in
vitro da embriogénese, a partir de cariopses de Panicum maximum.

Neste trabalho, a exposi¢cao das cariopses ao gas cloro mostrou-se
eficiente para a desinfeccdo, sem comprometer sua viabilidade. Diferentes
combinagdes de meios de cultura levaram a diferenciacdo de calos e
regeneracao de embrides somaticos. A indugdo da embriogénese somatica
foi obtida em meio de indugao (M1.3), com a multiplicagéo de calos primarios
ja na primeira semana. A repicagem dos calos a cada 30 dias proporcionou
a multiplicacdo da cultura. A diferenciagao celular e a obtencao de embrides
somaticos foram observadas apds o trigésimo dia de indugéo.

A resposta a cultura de tecidos depende de varios fatores como
composi¢cao do meio de cultivo, tempo de cultura, luminosidade, umidade,
natureza e condicdes fisioldgicas do explante inicial. O gendtipo da planta
também pode serdeterminante sendo que algumas espécies sdo consideradas
recalcitrantes a cultura de tecidos, incluindo gramineas. O sistema de
embriogénese somatica de P. maximum cultivares Mombaca e Tanzania,
apresentado neste trabalho, é adequado a utilizagcdo como ferramenta do
programa de melhoramento de P. maximum, como a micropropagagao,
pela multiplicagdo de embrides, que pode ser aplicada em processos de
conservagao, na criopreservagao, e implementada em grande escala de
modo automatizado, além de ser adequada a utilizagdo em métodos de
transformagéo genética de plantas.
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