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RESUMO 

Brachiariaruziziensis (B. ruzi) e Panicummaximum são 

forrageiras de grande interesse agronômico e que possuem plantas de 

reprodução apomítica e sexual. O desenvolvimento de metodologias de 

regeneração para ambas abrirá perspectivas para futuros trabalhos de 

transformação genética para introdução de características agronômicas 

desejáveis. O objetivo deste trabalho foi testar a capacidade de indução de 

calos embriogênicos em sementes das duas espécies que foram cultivadas em 

diferentes meios de cultura. Posteriormente,os calos obtidos foram 

submetidosàtransformação genética via biobalísticaou 

Agrobacteriumtumefaciens.Sementes maduras deB. ruzie das cultivares 

Tanzânia e Mombaça de Panicummaximum foram induzidas nos diferentes 

meios de cultura,M1.3, M1.4 ou LP9. Os calos obtidos foram avaliados e 

posteriormente transferidos para os respectivos meios de indução em 

repicagens sucessivas para multiplicar os calos embriogênicos, que em 

seguida foram cultivados em meio de regeneração MSCLreg. Nas condições 

de cultura testadas, 13% das sementes de B. ruzi formaram calos 

embriogênicosno meio M1.3, enquanto que 48% formaram calos friáveis no 

meio LP9. A cultivar Mombaça de P. maximumapresentou maior resposta de 

indução de calosfriáveis e embriogênicos em relação a cultivar Tanzânia, 

sendo o meio M1.3 o que resultou em maior indução de calos 

embriogênicosem 9% dos explantes. Os calos submetidos à transformação 

genética via Agrobacteriumtumefaciens e biobalísticaestão em meio de 

regeneração na presença do agente seletivohigromicina. 

 

 

Palavras-chave:Agrobacteriumtumefaciens, cultivares Mombaça e Tanzânia, 

biobalística, variabilidade genética,embriogênese somática, cultura in vitro. 
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1. INTRODUÇÃO 

O melhoramento genético de espécies dos gêneros Brachiaria 

e Panicumatravés de cruzamento intra e interespecíficos têm encontrado vários 

obstáculos, pois a maioria desses acessos são poliploides, e a poliploidia 

parece estar relacionada com a apomixia (MENDES-BONATO et al., 2003). A 

impossibilidade de cruzamento devido à diferença de ploidia entre acessos 

apomíticos e sexuais dentro de uma mesma espécie traz como consequência 

uma base genética estreita (VALLE et al., 2006). 

A maioria das plantas superiores se reproduz sexualmente 

através da união de um núcleo espermático (gameta masculino) com a oosfera 

(gameta feminino), o que propicia a recombinação gênica e o consequente 

ganho de variabilidade genética. Entretanto, em muitas espécies de plantas, a 

meiose e a fertilização não estão envolvidas na formação da semente, a qual é 

originada por um processo chamado apomixia, no qual a progênie corresponde 

a um clone da planta mãe (CRUZ et al., 1998). 

A apomixia e a reprodução sexual podem ocorrer 

simultaneamente numa mesma planta ou no mesmo óvulo.Em plantas 

apomíticas obrigatórias não há a ocorrência de reprodução sexual, enquanto 

que em plantas apomíticas facultativas pode haver a formação tanto de 

sementes de origem zigótica como de origemapomítica. Dessa forma, a 

progênie destas plantas é constituída por uma população variável, com plantas 

que podem ser clones da planta mãe e outras híbridos sexuais (KOLTUNOW et 

al., 1995). 

Devido à adaptação de algumas espécies do gênero Brachiaria 

aos solos ácidos e pobres das savanas brasileiras, esta gramínea alcançou 

considerável importância nos sistemas de produção de gado, sendo 

Brachiariabrizantha (Syn. Urochloabrizantha) cv. Marandu e 

Brachiariadecumbens cv. Basilisk, ambas poliploides e apomíticas naturais, as 

principais espécies cultivadas no país (VALLE et al., 2006). 
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Espécies do gênero Panicum também vêm sendo amplamente 

utilizadas no país, preferencialmente em solos de média a alta fertilidade para a 

produção de forragem (ALCÂNTARA et al., 1993). 

O desenvolvimento de métodos de transformação genética via 

Agrobacteriumtumefaciens e Biobalística, além de aumentar a variabilidade 

genética existente, torna possível criar variabilidade não disponível, bem como 

a inserção de características agronômicas desejáveis, como resistência à seca, 

cigarrinha das pastagens e aumento de biomassa. 

Este trabalho teve como objetivo testar a capacidade de 

indução de calos embriogênicos em sementes maduras de 

Brachiariaruziziensis e Panicummaximum, as quais foram cultivadas em 

diferentes meios de cultura. Posteriormente, os calos obtidos foram submetidos 

à transformação genética via biobalística ou Agrobacteriumtumefaciens. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. Gênero Brachiaria  

 Brachiaria é um gênero composto por aproximadamente 100 

espécies que tem origem nas savanas africanas e que se adaptou bem numa 

ampla gama de habitats das regiões tropicais e subtropicais(RENVOIZE et al., 

1996).Esse gênero alcançou considerável importância nos sistemas de 

produção de gado devido à adaptação de algumas espécies aos solos pobres e 

ácidos das savanas brasileiras. As duas principais espécies cultivadas no 

país,Brachiariabrizantha (Syn. Urochloabrizantha) cv. 

MarandueBrachiariadecumbens cv. Basilisksãopoliplóides e apomíticas 

naturais, fatores limitantes à sua hibridização direta.A diferença de ploidia entre 

acessos apomíticos e sexuais dentro de uma mesma espécieacarreta em uma 

base genética estreita como consequência primeiramente da impossibilidade 

de cruzamento e também da reprodução clonal, representando um risco tanto à 

produção de gado quanto ao ecossistema (VALLEetal., 2006). 
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 Esse gênero encontra-se no grupo Paniceaeda família 

Poaceae, e tem como principais características a presença de espiguetas ovais 

ou oblongas em racemos unilaterais. Dentro do pequeno grupo de gênero a 

que pertence estãoUrochloa, Eriochloa e Panicum, tendo todos em comum a 

presença da enzima PEP – carboxilase e rota fotossintética do tipo C4 

(RENVOIZE et al., 1996). 

 Brachiariaruziziensis(B. ruzi) é uma gramínea de alta qualidade 

nutritiva que fornece uma forragem muito palatável, mas que é exigente quanto 

a solos bem drenados emaior fertilidade, apresentando alta suscetibilidade à 

cigarrinhadas pastagens (Homoptera: Cercopidae: 

Zuliaentreriana,Deoisflavopicta, Aeneolamia varia e Mahanarvafimbriolata). 

Além disso, apresentamenor produtividadedo que B. decumbens(KELLER-

GREIN et al., 1996). Devido ao seu hábito de crescimento ereto e cespitoso,B. 

ruzi promove a total cobertura do solo, facilitando o desempenho das 

semeadoras quanto à velocidade e uniformidade do plantio (MATEUS et al., 

2010). 

 B. brizantha cv. Marandu e B. decumbens cv. Basilisk foram 

selecionadas dentro da variabilidade genética natural de diversos acessos, e 

várias características agronômicas e zootécnicas desejáveis como resistência à 

cigarrinha,a solos ácidos, palatabilidade e digestibilidadeainda precisam ser 

introduzidas. Os programas de melhoramento genético através de cruzamentos 

intra e interespecíficos têm sido desenvolvidos, com vários obstáculos para 

essas espécies, pois a maioria dos acessos de Brachiaria são poliplóides, e a 

poliploidiaparece estar relacionada com a apomixia. Neste gênero os acessos 

poliplóides são geralmenteapomíticos, embora pseudogâmicos, o que torna 

essencial o pólen fértil para fertilizar o núcleo da célula central do saco 

embrionário para tornar possível a produção de sementes viáveis (MENDES-

BONATO etal., 2003). 
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2.2. Gênero Panicum 

 O gênero Panicumtambém pertence à família Poaceae, tribo 

Paniceaeassim como o gênero Brachiaria. Sua distribuição geográfica 

compreende a zona equatorial úmida, em regiões da África, Américas Central e 

do Sul, norte da Austrália, Índia, sudeste da Ásia e as Ilhas do Pacífico, numa 

altitude de até 2.000 metros (ROCHA, 1991, apud POMPEU, 1996). Esse 

gênero também é originário da África tropical e formas nativas são encontradas 

até a África do Sul, em margens florestais, como capim pioneiro ocupando 

áreas recém-desmatadas e em pastagens sob a sombra de árvores (JANK, 

1995). 

 As espécies do gênero Panicumapresentam hábito de 

crescimento ereto e cespitoso, elevada variabilidade morfofisiológica e 

genéticaem relação a características como resistência ao enxarcamento e ao 

alumínio, assim como em exigências em termos de fertilidade do solo (CORSI, 

1995). Esse gênero vem sendo utilizado no Brasilpreferencialmente em solos 

de média a alta fertilidade para a produção de forragem (ALCÂNTARA et al., 

1993). 

 Panicummaximumé uma cultura perene, na qual é observada a 

formação de touceiras com profundo sistema radicular, e altura que varia entre 

60-200 cm, limbo foliar de cor verde escura que termina em pontas finas, e 

panículas com 12 a 40 cm (SKERMAN e RIVEROS, 1992). Na década de 1990 

foram lançadas as cultivares de Panicummaximum Tanzânia, em 1990, e 

Mombaça, em 1993, pela EMBRAPA gado de Corte, que demostraram melhor 

produtividade do que as cultivares utilizadas tradicionalmente, Colonião e 

Tobiatã (CORSI e SANTOS, 1995). Embora mais produtivas, as novas 

cultivares apresentaram maior exigência quanto à fertilidade do solo e 

disponibilidade hídrica (POMPEU, 2006). 

 O capim Mombaça é uma cultivar que apresenta grande 

produtividade, menor estacionalidade de produção do que o capim Colonião e 

tem uma elevada produção de folhas, principalmente na seca (MULLERet al., 

2002). O plantio de Tanzânia tem sido estimulado devido às suas boas 

características agronômicas e zootécnicas (GERDES et al.,2000). O capim 
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Tanzânia apresenta porte ereto e cespitoso, com altura de aproximadamente 

1,20m, apresenta folhas estreitas e decumbentes, sem pilosidade e cerosidade, 

e seus colmos são levemente arroxeados (JANK, 1995). 

 

2.3. Apomixia 

 A reprodução clonal através de semente não é um raro evento 

em plantas, poisvárias angiospermasse desenvolvem dessa forma por um 

processo chamado apomixia (KOLTUNOW, 1993). Apomixia equivale a 

agamospermia, formação assexual de semente(GUSTAFSSON, 1946) e ocorre 

em todo reino vegetal, desde algas a angiospermas (ASKER e JERLING, 

1992). As famílias com mais representantes apomíticos são Poaceaea, 

Compositae e Rosaceae (RICHARDS, 1986) e esse processo tem um 

importante papel no melhoramento de plantas, pois proporciona uma 

oportunidade de clonagem através da semente (HANNA e BASHAW, 1987).  

 Na reprodução sexual,meioses antecedem a formação de 

gametas e em seguida a fertilização restaura o número de cromossomos 

somáticos. A reprodução sexual envolve uma dupla fecundação, onde um dos 

núcleos espermáticos se une com o núcleo da célula ovo para formar o zigoto, 

que dará origem ao embrião. O outro núcleo espermático se funde com dois 

núcleos polares da célula central do saco embrionário, resultando em um 

triplóide que dará origem ao endosperma (ASKER, 1979).  

 Os processos apomíticos ocorrem no óvulo, resultando em 

progênie geneticamente idêntica à planta mãe, pois a fertilização da célula ovo 

não é necessária para o desenvolvimento autônomo do embrião apomítico 

(KOLTUNOW,1993).De acordo com ASKER (1979), a agamospermia pode ser 

dividida em embrionia adventícia e apomixia gametofítica. A primeira ocorre 

quando um embrião é formado diretamente de uma célula somática no óvulo, 

sem que haja formação do saco embrionário e célula ovo, o que acontece 

comumente em espécies de citrus e orquídeas.A apomixia gametofítica, por 

sua vez, pode ser dividida em diplosporia e aposporia. Nos dois processos há 

substituição da meiose pela mitose, acarretando em saco embrionário e célula 
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ovo com o número de cromossomos igual ao da planta mãe. Na diplosporia o 

saco embrionário se origina por divisão mitótica da célula mãe do megásporo, 

enquanto que na aposporia o saco embrionário se origina de divisão mitótica 

de uma célula somática do nucelo(HANNA e BASHAW, 1987). 

 Coletas de Panicummaximum, B. brizantha e B. decumbens na 

África encontraram acessos sexuais diplóides que após passarem por 

duplicação cromossômica com colchicina, puderam ser utilizadas em 

cruzamentos com plantas apomíticastetraplóides (VALLE etal., 1989). Também 

foram obtidos tetraplóides de B.ruziziensis por ISHIGAKI et al. (2009) após o 

tratamento de diplóidescom colchicina. 

De acordo com JANK e VALLE (2005) a apomixia é 

determinada por apenas um gene ou um grupo de genes localizados muito 

próximos no cromossomo, que apresentam herança simples para essa forma 

de reprodução com caráter dominante (apolocus). Com isso, as progêniesde 

cruzamentos de plantas sexuais e apomíticascompreendem metade de plantas 

sexuais e a outra metade de plantas apomíticas. Essas, por sua vez, têm vigor 

híbrido fixado já na primeira geração por não hibridizarem entre si,sendo 

candidatas imediatas a lançamento.Entretanto, melhorar gramíneas forrageiras 

é mais complexo do que o melhoramento de outras culturas, já que o que se 

mede na planta não é o que será consumido pelo ser humano, mas o alimento 

indireto que será convertido em carne e leite. Assim, a superioridade de uma 

nova cultivar deve ser medida pela sua capacidade de conversão em carne ou 

leite, que somente pode ser avaliada em grandes áreas e sob pastejo animal 

(JANK e VALLE et al.,2005). 

 

2.4. Embriogênese somática  

Embriogênese somática é o processo em que células haplóides 

ou somáticas se desenvolvemem resposta a diferentes estímulos indutores em 

diferentes estádios embriogênicos, dando origem a uma planta sem que ocorra 

a fusão de gametas (BATISTA, 2012).Embriões somáticos podem ser 

induzidos em diferentes tipos de explantesatravés da manipulação 



15 
 

dascondições de cultura in vitro, e passam por estádios similares aos 

observados na embriogênesezigótica(ZIMMERMAN, 1993). 

Embriões somáticos têm sido obtidos em diferentes espécies 

de plantas. Dentre os explantes que vem sendo utilizados para indução de 

embriogênese somática podem ser citados micrósporos, anteras, ovários, 

protoplastos, embriões zigóticosimaturos ou maduros, inflorescências imaturas, 

sementes maduras, folhas, explantesoriundos da cultura in vitroetc(DUDITSet 

al., 1995). A cultura de tecidos pode ser utilizada para a produção de plantas in 

vitroou micropropagadas, recuperação de plantas isentas de vírus, 

conservação de germoplasma, obtenção de mutantes in vitro, obtenção de 

organismos haplóides e hapodiplóides, resgate de embriões, bem como a 

produção de plantas transgênicas (TORRES et al., 1998). 

MERKLE (1995) ressalta que a embriogênese somática é a 

melhor forma de reprodução in vitro de fruteiras devido à vantagem da elevada 

taxa de multiplicação em relação a outros processos de propagação; ao 

escalonamento da produção pela manutenção da cultura em meio líquido, 

eliminando a dependência de períodos específicos de disponibilidade de 

material propagativo; plantio direto da muda obtida por meio daembriogênese 

somática sem necessidade de enxertia, e o fato da planta ser um clone da 

planta-mãe; além de tornar possível a transferência de genes. 

De acordo com GUERRA et al.(1999) a embriogênese 

somática pode ser natural ou induzida. Quando ocorre de forma natural, células 

do tecido embrionário podem ser direcionadas para essa rota de 

desenvolvimento, como observado em citrus, onde os embriões adventícios 

originam-se por gemação e são geneticamente idênticos à planta-mãe. Na 

embriogênese somática induzida ou in vitro, estímulos ambientais ou químicos 

podem induzir células que se encontram em diferentes estádios de 

diferenciação, fazendo com que estas possam adquirir novas competências 

morfogenéticas.A forma mais utilizada para se induzir competência 

embriogênica em células é a exposição dos explantesa altos níveis de auxinas 

durante períodos de tempo variáveis, seguido pela sua retirada e transferência 

para meio livre deste regulador de crescimento (VICIENTE e MARTINEZ, 
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1998). Geralmente, uma alta concentração de auxinas favorece o 

desenvolvimento de raízes, enquanto que uma alta concentração de citocininas 

estimula o desenvolvimento de tecidos da parte aérea (KANG eCHUN, 1997). 

Formas diretas ou indiretas podem ocorrer no processo de 

embriogênese somática. No primeiro caso há formação de embriões somáticos 

diretamente sobre a superfície do explante, enquanto que na embriogênese 

somática indireta calos são induzidos e a partir desses se desenvolvem os 

embriões somáticos (GEORGE, 1993). A embriogênese somática indireta é 

mais comumente observada na maioria das espécies (BAJAJ, 1995). 

 

2.5. Transformação genética 

 Os métodos de transferência de genes mais utilizados 

atualmente para a transformação genética de plantas 

sãoAgrobacteriumtumefaciens e biobalística. A transformação genética é uma 

ferramenta que permite a inserção degenes de interesse no DNA das plantas, o 

que aumenta a variabilidade genética natural existente, além de criar 

variabilidade não disponível via métodos de melhoramento convencional 

(HANDEL et al., 1997).O melhoramento de espécies tropicais é em grande 

parte baseado naseleção de indivíduos a partir da variabilidade genética 

natural em coleções restritas e ainda pouco estudadas, tornando menos ampla 

a sua base genética (PEREIRAet al., 2001).O aumento da variabilidade 

genética em plantas naturalmente apomíticas com a introdução de novas 

características agronomicamente desejáveis permitirá ao produtor reproduzir as 

suas próprias sementes, mantendo estáveis genótipos de alto valor agregado e 

diminuindo os custos de produção (Valle et al., 2004). 

No processo de transformação genética é feito o uso de genes 

marcadores ou repórteres, que permitam a diferenciação de células 

transgênicas por meio da observação visual, como os genes gus(β-

glucuronidase) egfp, (greenfluorescentprotein).A atividade da β-glucuronidase 

pode ser detectada através de ensaios histoquímicos, fluorimétricos e 

espectrofotométricos (LACORTE, 1998). O ensaio histoquímico, método 
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qualitativo, se baseia na clivagem do substrato 5-bromo-4-cloro-3-indol-β-D-

Glucuronídeo(X-Glu) pela enziama β- glucuronidase, onde o produto dessa 

reação, quando na presença de oxigênio, forma dímeros, resultando em uma 

precipitação insolúvel de cor azul (JEFFERSON,1987). Em explantes 

inoculados com Agrobacteriumpode-se verificar a eficiência da transformação 

por meio da porcentagem da área de tecidos que expressam GUS ou pelo 

número de pontos azuis (NOVOA e COLES, 1994 ; RUSSELL et al., 1992).  

A GFPfoi originalmente obtida de uma espécie de água viva 

(Aequioreavictoria)(STEWART, 2005) eé bastante utilizada e conveniente 

porque é avaliada por meio de fluorescência, não sendo um método destrutivo, 

como no caso da GUS (ZHAO et al., 2013). 

Nos experimentos de transformação deve se adicionar ao meio 

de cultura um agente seletivo que proporcione uma vantagem seletiva às 

células que possuem o gene marcador de seleção em relação às que não os 

possui. O protocolo deve assegurar a proliferação celular e o desenvolvimento 

de estruturas organizadas, bem como permitir a recuperação de plantas 

transgênicas (WILMINK eDONES,1993). Neste trabalho, o agente seletivo 

higromicinafoi utilizado porque o vetor introduzido nas células apresentava o 

gene marcador de seleção hptll,higromicinafosfotransferase. 

 

2.6. Agrobacteriumtumefaciens 

O gênero Agrobacterium pertence à família Rhizobiaceae, é 

uma bactéria de solo, Gram-negativa e que vive em associação com a rizosfera 

das plantas (REAM, 1989). Este microorganismo induz a formação de tumores, 

conhecidos como “galhas”, devido à expressão de genes localizados em seu T-

DNA, que é transferido para a célula vegetal. Nas cepas patogênicas, a 

virulência é causada por um plasmídeo de alto peso molecular (150-250 kb), 

chamado de Ti ("Tumor inducing"). A forma de se retirar a patogenicidade da 

bactéria é excluindo os genes de síntese de fitohormônios do seu T-DNA, o 

que não afeta seu processo de transferência genética (BRASILEIRO,1995).  



18 
 

Agrobacteriumspptêm uma faixa de hospedeiros muito ampla, 

incluindo mais de 643 espécies vegetais, onde existe  uma grande diferença de 

suscetibilidade à bactéria mesmo em variedades pertencentes a uma mesma 

espécie (BINNS, 1990). 

Embora Agrobacteriumtumefacienstenha sido utilizada com 

sucesso para transferência gênica em uma vasta gama de espécies de plantas, 

tem se dado pouca atenção para a transformação de gramíneas forrageiras 

(SOMLEVA et al., 2002).De acordo com resultados obtidos por SOMLEVA et 

al. (2002), transformações genéticas em Panicumvirgatumcom a cepa AGL1 de 

Agrobacteriumcontendo o vetor binário pDM805 alcançaram sucesso, 

resultando na produção de aproximadamente 600 plantas transgênicas. 

Usando as linhagens de Agrobacteriumtumefaciens EHA105 e 

LBA4404, ambas contendo o pGPro1pUbi1, CABRAL (2012) obteve um 

sistema de agroinfiltração rápido, eficiente, simples e de baixo custo para a 

expressão de genes repórteres nas cultivares Primavera de Oryza sativa e 

Marandu de Brachiariabrizantha, sendo a Brachiariabrizantha mais suscetível 

às linhagens utilizadas do que o arroz.  

 

2.7. Biobalística 

O processo de biobalística ou aceleração de partículas se 

baseia na inserção de micropartículas de ouro ou tungstênio, revestidas com 

DNA de interesse, no núcleo de plantas, seguido pela integração do vetor de 

interesse ao genoma vegetal. A aceleração das micropartículas pode ocorrer 

com gás comprimido (hélio), com velocidade suficiente (1.500 km/h) para 

penetrarem as células de um tecido alvo, processo esse que ocorre no interior 

de uma câmara sob vácuo, para evitar que o ar provoque a desaceleração das 

micropartículas. O acelerador de micropartículas, também conhecido como 

“gene gun”, é o aparelho responsável por gerar a onda de choque (KLEIN et al, 

1987; SANFORDet al, 1993).  

De acordo com GRAY&FINER (1993) a transformação genética 

via bombardeamento de partículas oferece algumas vantagens em relação ao 
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uso de Agrobacterium, como protocolos de transformação menos exigentes e 

uso de construções mais simples de vetores, já que não há as complexas inter-

relações entre planta e bactéria.Outra vantagem na utilização do método é a de 

que vários tecidos podem ser bombardeados, como inflorescências, 

micrósporos ou embriões imaturos, sem a necessidade de se utilizar uma 

Agrobacteriumespecífica para a linhagem que se está trabalhando (BECKERet 

al., 1994).Uma das desvantagens em se utilizar este método é que várias 

cópias do material genético são transferidos para a planta, problema que pode 

ser manipulado ao se utilizar técnicas de engenharia genética (CASASet al., 

1993). 

Esse processo tem-se mostrado efetivo desde a transformação 

de microrganismos até plantas e animais, utilizando-se de técnica 

relativamente simples, rápida e que não envolve muitos investimentos 

(SANFORD et al., 1993). Plantas transgênicas de B.ruziziensisforam obtidas 

por ISHIGAKI et al. (2012) via biobalística, com a utilização de um vetor 

contendo gene para resistência a herbicida (bar) e o gene repórter β- 

glucuronidase (GUS).Calos de B.brizantha bombardeados com o vetor pAHUG 

originaram plântulas resistentes à higromicina, sendo constatado a presença do 

gene hptllpor meio de PCR, sem a presença do gene gus(CABRAL, 2012). 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Material Vegetal 

Foram utilizadas sementes maduras de gramíneas apomíticas 

naturais,Brachiariaruziziensis eas cultivares Mombaça e Tanzânia de 

Panicummaximum. As sementes foram obtidas da Embrapa Gado de Corte, 

MS. 

 

3.2. Desinfestação das sementes 
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Após a retirada manual dalema e da pálea, as sementes de 

Brachiariaruziziensise das cultivares dePanicummaximum foram desinfestadas 

em etanol 70% durante 5 minutos e levadas para solução de hipoclorito de 

sódio 2% por 40 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas por cinco 

vezes com água autoclavada, sendo colocadas sobre papel filtroautoclavado 

para retirada do excesso de água e estavam prontas para serem introduzidas 

nos meios de cultura.  

 

 

Foto: Letícia Calazans Queiroz 

Figura 1- Sementes maduras descascadas das cultivares Mombaça e Tanzânia de 
Panicummaximume B.ruzi, antes da seleção e desinfestação. (A) Sementes da cultivar 
Mombaça de Panicummaximum, com a presença de sujidades, sementes quebradas e 
contaminadas;(B) Sementes de B.ruzi, com unidades quebradas, trincadas e 
contaminadas; (C) Comparação entre os tamanhos das sementes de Tanzânia (esq.), 
B. ruzi (centro) e Mombaça (dir.). (D) Sementes da cultivar Tanzânia de 
Panicummaximum com algumas unidades apresentando rachaduras e quebras 

 

 

3.3. Indução de calos embriogênicos 
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As sementes foram introduzidasem placas de Petri contendo 

três diferentes meios de cultura (Tabela 1): M1.3, M1.4 e LP9.Em cada placa 

foram colocadas 12 sementes, com o hilo destas voltado para baixo e em maior 

contato com o meio. Após a introdução, as placas foram cultivadas em câmara 

de crescimento no escuro a 25 ± 2 °C.Apósum mês de cultivo os explantes 

foram avaliados e em seguida foram repicados para seus respectivos meios de 

indução em sucessivas repicagens, para estimular o desenvolvimento de calos 

embriogênicospara transformação genética. 

Tabela 1 -Meios de cultura utilizados para indução de embriogênese somática 

e regeneração em sementes maduras de Brachiariaruziziensis e 

Panicummaximum 

Componentes 
Meios de cultura 

M1.3 M1.4 LP9 MSCLreg 

Sais de MS MS MS MS MS 
Vitaminas MS MS MS MS 
Sacarose 3% 3% 3% 3% 

Caseína hidrol. 300mg/L --- 500mg/L 300mg/L 
Cinetina --- --- --- 2,5mg/L 

ANA --- --- --- 0,5mg/L 
2,4-D 3mg/L 4mg/L 5mg/L --- 
BAP 0,2mg/L 0,2mg/L 0,2mg/L 1mg/L 
Ágar 1,4% --- --- 0,7% 

Phytagel --- 0,3% 0,3% --- 
pH 4 5,8 5,8 5,8 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Plasmídeo 
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Figura 2- Representação esquemática do vetor PGPro1pUbi1utilizado na 
transformação genética de calos embriogênicos oriundos de sementes maduras de 
Brachiariaruziziensis via Agrobacterium e biobalística (CABRAL, 2012) 

 

O plasmídeo utilizado na transformação genética tanto via 

Agrobacterium quanto via biobalística foi o vetor binário PGPro1pUbi1. O 

promotor pUbi1 de milho (pUbi1Zm) dirige a expressão dos genes repórteres 

fusionados gus/gfp, que codificam para as proteínas GUS, β- glucuronidase e 

GFP, green fluorescente protein. O promotor de act1 de arroz (pAct1Os), dirige 

a expressão do gene de resistência a higromicina (hptII), 

higromicinafosfotransferase (CABRAL, 2012). 

 

Linhagens desarmadas de Agrobacteriumtumefaciens 

A linhagens EHA105 e LBA4404 contendo o plasmídeo 

pGPro1pUbi1 foram usadas para cocultura com calos embriogênicos de B. 

ruziziensis(CABRAL, 2012). 

 

3.5. Transformação genética  

Calos embriogênicos de Brachiariaruziziensis foram 

submetidos à transformação genética via 

Agrobacteriumtumefaciensoubiobalística. 

 

 

3.5.1. Agrobacteriumtumefaciens 
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Preparo das Agrobactérias 

Alíquotas de 200µL,anteriormente preparadas das linhagens de 

agrobactérias, foram espalhadasem placa de Petri contendo meio de cultura 

AB (Tabela 2) com os antibióticos rifampicina e canamicina, para a linhagem de 

EHA105, e rifampicina, canamicina e spectinomicina, para a cepa de LBA4404. 

As agrobactérias foram cultivadas por três dias a 28 °C.  

Tabela 2 - Meio de cultura AB sólido para crescimento de agrobactérias 

Meio AB 
Tampão AB estoque 20X Sais AB 20X 

Na2HPO4 60g/L NH4Cl 20g/L 
NaH2PO4 20g/L MgSO4.7H2O 6g/L 

  KCl 3g/L 
  CaCl2 0,20g/L 
  FeSO4.7H2O 50mg/L 

 

No dia da cocultura,o crescimento bacteriano foicoletadodas 

placas com a ajuda de uma espátula, o qual foi ressuspendido em 12 mL de 

meio R2CL 400 AS. Foi feita a leitura da D.O600, a qual foi ajustada para 0,5 

com adição de meio líquido. 

 

Tabela 3- Meios utilizados para a coculturalíquida e sólida com 

Agrobacteriumtumefaciens 

Componentes  Co-cultura sólida (R2CS) Co-cultura líquida (R2CL) 
Macronutrientes R2 R2 
Micronutrientes R2 R2 
Vitaminas R2 R2 
2,4-D 2,5mg/L 2,5mg/L 
Glicose 1% 1% 
Acetoseringona 400µM 400µM 
Agarose tipo I 7g/L --- 
pH 5,2 5,2 
 

Cocultura 
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Com o auxílio de um bisturi, calos embriogênicosobtidos em 

meio M1.3 e M1.4, foram separados dos calos friáveis e raízes sobre papel 

filtro autoclavado.Após a seleção, os explantesforam transferidos para tubo 

Falcon de 50 mL contendo somente meio líquido R2CL (controles) ou as 

linhagens EHA105 ou LBA4404 anteriormente ressuspendidas.O material foi 

mantido em agitador do tipo Vórtexpor 10 seg, seguido por 5 min nosonicador e 

em seguida, foram submetidos a vácuo por 20 minutos (pressão de 27cm/Hg). 

Os explantes foram colocados sobre papel filtroautoclavado e foram 

introduzidos no meio de coculturasólida R2Cs 400 AS (Tabela 3). Foram 

inoculados 50 explantes por placa que foram mantidos no escuro a 20 °C por 

três dias.Após acocultura sólida, os calos foram cultivados em meio M1.3 com 

os antibióticos higromicina20mg/L,timetin 100mg/L e cefotaxima 400mg/L. A 

cada 14 dias os calos foram repicados para o meio M1.3 na presença dos 

mesmos antibióticos e foram cultivados no escuro a 25 ± 2 °C. 

Apóstrês repicagens, os calos foram transferidos para o meio 

MSCLreg (Tabela 1) na presença de antibióticos, cultivados sob fotoperíodo 

de16 h a 25 ± 2°C. 

 

3.5.2. Biobalística 

Calos embriogênicos obtidos de sementes maduras de 

Brachiariaruziziensis nos meios de indução M1.3 e M1.4 (Tabela 1) foram 

posicionados em uma placa contendo meio M1.3. Os calos embriogênicos 

foram dispostos ao redor de um círculo com diâmetrode 1,5 cm, feito no centro 

da placa, para se evitar demasiada exposição às micropartículas utilizadas no 

bombardeamento. 
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Foto: Letícia Calazans Queiroz 

Figura 3 - Placa utilizada no processo de transformação genética via biobalística, com 
o círculo de 1,5 cm de diâmetro onde ocorre morte dos explantes devido ao excesso 
de micropartículas liberadas no ato do tiro. Os explantes são posicionados no meio de 
cultura na parte externa do círculo, contornando o mesmo 

 

Esterilização e lavagem de micropartículas  

Em um mL de etanol 70% foram acrescentados 60 mg de 

partículas de tunsgênio M5, os quais foram misturados e mantidos em agitador 

tipo Vórtex por 15 minutos, em baixa velocidade. Em seguida a mistura foi 

centrifugada a 10.000 RPM por 5 min, com posterior descarte do sobrenadante. 

Adicionou-se então um mL de água destilada estéril, seguida por mistura 

vigorosa em agitador e centrifugação, como anteriormente. O sobrenadante foi 

descartado e a lavagem repetida por mais duas vezes. Após a lavagem final, o 

sobrenadante foi descartado e as partículas ressuspendidas em um mL de 

glicerol 50% autoclavado. 

 

Preparo de partículas para bombardeamento  

As micropartículas foram sonicadas por 5 min e mantidas por 

10 min no agitador (Vórtex), sendo então distribuídas em alíquotas de 50 µL em 

tubos de centrífuga do tipo Eppendorf, aos quais foram adicionados nessa 

sequencia 8µL de DNA (pGPro1pUbi1 a 1 µg/µL), 50 µL de CaCl2 e 20 µL de 

espermidina0,1M. O material foi então colocado no agitador tipo vortexpor 10 
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min e agitado por 10 segundos, com a posterior retirada do sobrenadante. Em 

seguida as partículas foram ressuspendidas em 150 µL de etanol absoluto e 

foram agitadas por 10 seg. O sobrenadante foi retirado, com nova adição de 

etanol absoluto e posterior agitação.Por fim, o precipitado foi ressuspendido 

com 24 µL de etanol absoluto, e após a sonicação por 2 segundos, foram 

aplicados 3,2 µLda mistura em cada membrana carreadora. A membrana com 

o precipitado foi deixada no dessecador por 15 minutos.  

Todo o material utilizado nesse processo estava estéril, com 

membranas carreadoras autoclavadas e lavadas em etanol. A umidade do local 

onde foi feito o bombardeamento também era controlada, com umidade relativa 

do ar inferior a50%. Foram bombardeadas um total de 16 placas, sendo oito 

delas com calos embriogênicos obtidos em meio M1.3, e quatro delas com 

explantes obtidos em meio M1.4. Foram reservadas quatro placas para 

controle da transformação. Os controles passaram por todos os processos do 

protocolo de transformação genética via biobalística, só não receberam tiros 

com o vetor pGPro1pUbi1. Em todas as placas foi efetuado um único tiro, com 

quatro membranas de ruptura, com pressão de gás Hélio de 1200 PSI, e a 6 

cm de distância dos explantes. 

Após o bombardeamento, calos embriogênicos foram mantidos 

por três dias no escuro a 25 ± 2 °C. No quarto dia, foram transferidos para o 

meio M1.3 com higromicina 20mg/L e  mantidas no escuro a 25 ± 2 °C. 

Com intervalos de duas semanas foram feitas duas repicagens 

para meios M1.3 com higromicina 20 mg/L, após as quais os calos foram 

transferidos para o meio MSCLreg (Tabela 1) também na presença de 

higromicina. As placas foram transferidas para luz a 25± 2 °C.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1. Indução de calos em Brachiariaruziziensis 

A indução de calos emsementes deBrachiariaruziziensisfoi 

influenciadapelo meio de cultura utilizado. Após um mês de indução de 

embriogênese somática, os calos originados foram classificados em calos 

friáveis, calos com raiz ecalos embriogênicos(Figura 4 A). No quadro 1 pode 

ser observada a resposta morfogênica de indução de calos friáveis, com raiz e 

embriogênicosem 48 % das sementes cultivadas no meio LP9; enquanto que, 

em relação à indução de calos embriogênicos, 14 % das sementes foram 

responsivas em meio M1.3 e 11 % responderam em meio M1.4. Nas condições 

testadas, o meio mais eficiente para indução de embriogênese somática em 

sementes maduras de Brachiariaruziziensisfoio meio M1.3, que apresentou 

melhor resultado do que o meio M1.4 usado por Ishigaki et al. (2012). A 

diferença na resposta morfogênica foi pequena, no entanto, como o meio M1.3 

contém menor concentração da auxina 2,4-D (3 mg/L) do que o meio M1.4 (4 

mg/L), é preferível usar o meio com menor quantidade dessa auxina para evitar 

a obtenção de plantas albinas, como descrito por CABRAL et al. (2012).Esses 

resultados com B. ruzi corroboram os obtidos por CABRAL (2012) com B. 

brizantha, onde o meio M1.3 resultou em maior indução de calos 

embriogênicos e regeneração de brotos em MSCLreg (MS3). 

 

Foto: Letícia Calazans Queiroz 

Figura 4- Aspectos da cultura de tecidos a partir de sementes de Brachiariaruziziensis 
e Panicummaximum: (A) B. ruziziensis, calo friável com raiz; (B) Cultivar Mombaça de 
P. maximum, calos embriogênicos; (C) cultivar Tanzânia de P. maximum, calo friável 
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Quadro 1- Resposta morfogênica de sementes maduras de 
Brachiariaruziziensisaos diferentes meios de indução de embriogênese 
somática 

Meio de 
cultura 

N° total de 
sementes 

Média do N° sementes com 

Calos embriogênicos 
± DM (%) 

Calos friáveis ± 
DM (%) 

Calos com raiz ± 
DM(%) 

M1.3 1032 47±30,9 (14 %) 55,3±23,1 (16%) 29,3±16,2 (9%) 
M1.4 1092 39±24,9 (11 %) 78,3±10,2 (22%) 14±10,2(4%) 
LP9* 120 12 (10%) 39 (33%) 7 (6%) 

Médias foram obtidas de três experimentos independentes. DM= Desvio médio. * Foi realizado 
somente um experimento. 

 

4.2. Indução de calos em Panicummaximum,cultivares Mombaça e 

Tanzânia 

A resposta morfogênica de formação de calos e calos 

embriogênicosna cultivar Mombaça foi mais expressiva do que na cultivar 

Tanzânia (Quadro 2). Na cultivar Mombaça houve maior indução de calos em 

76% das sementescultivadas no meio LP9, enquanto que no meio M1.3 houve 

maior indução de calos embriogênicos, que foi de 9%. Não foiobservada a 

formação de calos com raiz. Apesar da elevada indução de calos friáveis (76 

%) no meio LP9, esses calos não regeneraram embriões somáticos ou brotos 

quando foram transferidos para meio de regeneração (MSCLreg). 

A cultivar Tanzânia apresentou uma baixa resposta 

morfogênicae apenas calos friáveis foram observados em 43% das sementes 

induzidas, não houve formação de calos embriogênicos ou com raiz (Quadro 

2). Os calos friáveis da cultivar Tanzânia não regeneraram embriões somáticos 

ou brotos quando transferidos para meio de regeneração (MSCLreg). 

Em estudo anterior, apenas a cv. Mombaça formou embriões 

somáticos bem diferenciados e brotos na combinação de meios 

M1.3/MSCLregem 3% das sementes transferidas para o meio de regeneração 

(MSCLreg) (DUSI et al., 2013).As condições de cultura de tecidos testadas 

para formação de calos, embriões e plantas apresentaram baixa eficiência de 

regeneração, sendo necessário testar outras condições de cultura. No entanto, 
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a cultivar Álamo de Panicummaximumé a única desta espécie que tem 

metodologia publicada de regeneração e transformação genética via 

biobalística (RICHARDS et al., 2001) e Agrobacteriumtumefaciens(SOMLEVA, 

et al., 2002). Nestes trabalhos também é relatada para a cultivar Álamo uma 

frequência de indução de calos no meio NB de 6%, que também é muito baixa. 

Esses calos, uma vez obtidos, podem sem multiplicados para serem usados 

nos experimentos de transformação genética, e esta capacidade de 

manutenção dos calos está sendo testada para as cultivares Mombaça e 

Tanzânia. 

Quadro 2- Resposta morfogênica de sementes maduras das cultivares 

Mombaça e Tanzânia de Panicummaximum a diferentes meios de indução de 

embriogênese somática 

Cultivar 
Meio de 
cultura 

N° total de 
sementes 

Média do N° sementes com 

Calos embriogênicos ± 
DM (%) 

Calos friáveis ± 
DM (%) 

Calos com 
raiz (%) 

Mombaça 
LP9 444 1,5±1,5(1%) 167±52 (76%) 0 

M1.3* 192 18 (10%) 105(55%) 0 

Tanzânia 
LP9 392 0 27±15 (14%) 0 

M1.3* 252 0 107 (43%) 0 

Médias foram obtidas de dois experimentos independentes. DM= Desvio médio. * Foi realizado 
somente um experimento. 

 

4.3. Transformação de calos embriogênicos de Brachiariaruziziensis via 

Agrobacteriumtumefaciens 

Calos embriogênicosinduzidos nomeio M1.3 morreram após a 

primeira repicagem na presença do antibióticohigromicina usado para 

selecionar as células. Já os calosembriogênicosinduzidos em meio M1.4 

apresentaram multiplicação na presença do agente seletivo apósas 

trêsrepicagens, resultando em três placas com cinquenta calos embriogênicos 

cada, sendo uma delas o controle. Em seguida estes foram transferidospara o 

meio MSCLreg com higromicina. 
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Na cocultura2, os calos induzidos no meio M1.3 e M1.4 

sobreviveram ao serem transferidos para meio M1.3 com antibióticos. Após três 

repicagens no meio M1.3 com os antibióticoshigromicina,claforan e timentin, os 

calos foram transferidos para o meio MSCLreg com os mesmos antibióticos. 

 

Regeneração dos calos transformados via Agrobacteriumtumefaciens 

Os calos embriogênicos de Brachiariaruzizienses submetidos à transformação 

genética via Agrobacteriumtumefaciens continuam em meio MSCLreg com 

higromicinae estão formando brotos verdes (Figura 6). 

 

 

Foto: Letícia Calazans Queiroz 

Figura 5- Regeneração de calo embriogênicosde Brachiariaruziziensis em meio 
MSCLreg com higromicina após a transformação genética via 
Agrobacteriumtumefaciens 

 

4.4. Transformação de calos embriogênicos de Brachiariaruziziensis via 

biobalística 

Depois de serem bombardeados, os calos embriogênicos 

passaram por três repicagens para o meio M1.3 adicionado de 20µL/L de 
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higromicina, até serem transferidos para o meio MSCLreg, também com 20µL/L 

do agente seletor. 

 

Regeneração de calos embriogênicos transformados via biobalística 

Calos embriogênicos de Brachiariaruziziensessubmetidos à 

transformação genética via biobalísticacontinuam em meio MSCLreg com 

higromicina (Figura 5). 

 

 

Foto: Letícia Calazans Queiroz 

Figura 6- Embriões somáticos de Brachiariaruziziensis em desenvolvimento em meio 
MSCLreg com higromicina após a transformação genética via biobalística 

 

 

5. CONCLUSÕES GERAIS 
 

• O meio M1.3 se mostrou mais eficiente para a indução de calos 

embriogênicos em sementes maduras de Brachiariaruziziensis. 
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• No meio LP9 houve maior resposta morfogênica de indução de calos 

friáveis em Brachiariaruziziensis, no entanto esses calos não formaram 

embriões somáticos ou brotos. 

 
• A cultivar Mombaça de Panicummaximumapresentou maior resposta 

embriogênica quanto à indução de calos embriogênicos e friáveis do que 

a cultivar Tanzânia. 

 
• No meio M1.3 houve maior indução de calos embriogênicos da cultivar 

Mombaça de Panicummaximum. 

 
• O desenvolvimento embriogenético de sementes 

madurasPanicummaximum abre perspectivas favoráveis ao seu 

melhoramento via transformação genética. 
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