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REGENERAÇÃO in vitro E CONDIÇÕES DE CO-CULTIVO 

NA TRANSFORMAÇÃO DE EMBRIÕES IMATUROS DE 

GENÓTIPOS DE MILHO VIA Agrobacterium tumefaciens 

 

DIELLI APARECIDA DIDONÉ1 

 

RESUMO – Inúmeros estudos de manipulação e melhoramento 

genético vêm sendo realizados no milho, sendo a técnica de 

Agrobacterium tumefaciens preferida para a transferência de genes. 

No entanto, esta técnica necessita de um sistema de transformação e 

de regeneração de plantas bem ajustados, pois o gene geralmente é 

introduzido ao nível de células totipotentes que devem dar origem a 

plantas completas e férteis. Os experimentos relatados neste trabalho 

se dedicaram a examinar a capacidade de regeneração in vitro e a 

transformação genética de embriões zigóticos imaturos de milho via 

A. tumefaciens. Na primeira parte são relatados experimentos 

investigando a capacidade de regeneração do hibrido de milho H3MT-

2 e otimização da regeneração de plantas do híbrido Hi-II utilizando 

meio de pré-regeneração. A segunda parte relata a transformação 

transiente de embriões zigóticos imaturos do hibrido Hi-II e da 

variedade BR 451 transformados com A. tumefaciens em diferentes 

períodos e temperaturas de co-cultivo. Foi verificado o período ideal 

para realização do teste histoquímico de GUS para obtenção da 

frequência de transformação transiente. Como resultado, foi 

                                                
1 Bióloga, mestranda do Programa de Pós-Graduação em Agronomia 
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Área de concentração “Produção Vegetal”. 



 

 
2 

observado que a etapa de pré-regeneração é fundamental na 

regeneração de plantas do genótipo Hi-II. Para este genótipo, o meio 

de pré-regeneração contendo 0,25 mg.L1 de 2,4-D foi o mais eficaz na 

conversão de embriões somáticos em plantas (410 plantas a partir de 

2,5 gramas de calos embriogênicos iniciais) acelerando também o 

processo de regeneração em duas semanas. O genótipo H3MT-2 não 

respondeu positivamente aos tratamentos e sistema de regeneração 

utilizados. A realização do teste histoquímico de GUS após cinco dias 

da infecção permite melhor acesso aos indicativos da transformação 

transiente do que após três dias. A frequência de transformação 

transiente para o genótipo Hi-II foi, em média, 71,8%, não sendo 

influenciada pelos tratamentos de co-cultivo. No entanto, para o 

genótipo BR 451 a condição de co-cultivo cinco dias a 20 ºC 

proporcionou uma frequência superior de transformação transiente 

(73,3%). A transferência do T-DNA pela bactéria foi favorecida pelo 

co-cultivo dos embriões imaturos por cinco dias a 20 ºC, em ambos os 

genótipos, pois resultou num maior número de pontos azuis por 

embriões somáticos. A transformação estável avaliada através do 

número de calos resistentes ao herbicida e portadores do gene bar, foi 

de 0,39% para o genótipo Hi-II. Os eventos de transformação estável 

foram observados somente a partir de co-cultivo realizado com 20 ºC. 

Foi possível otimizar a transformação transiente para os dois genótipo 

estudados. 

 

Palavras chave: Zea mays, embriogênese somática indireta, 2,4-D, 

ABA, GUS, temperatura,  transformação genética. 
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REGENERATION in vitro AND CONDITIONS OF CO-

CULTIVATION FOR TRANSFORMATION OF MAIZE 

GENOTYPES IN IMMATURE EMBRYOS VIA Agrobacterium 

tumefaciens 

 

ABSTRACT – Numerous studies of genetic engineering and genetic 

improvement have been carried out with this cereal and the 

Agrobacterium tumefaciens preferred technique for gene transfer. 

However, this technique requires a transformation and regeneration 

plant system adjusted since the gene is generally introduced to the 

level of totipotent cells which gives rise to whole, fertile plants. The 

experiment reported in this paper is devoted to examine the in vitro 

regeneration capacity and the genetic transformation of immature 

zygotic embryos of maize via A. tumefaciens. In the first part are 

reported experiments evaluating the regenerative capacity of the 

H3MT-2 hybrid of maize and the adaptation and optimization of plant 

regeneration from Hi-II genotype in the LBV-UPF. The second part 

reports the transient expression of immature zygotic embryos of the 

variety BR 451 and the hybrid Hi-II transformed with A. tumefaciens 

at different periods and temperatures of co-cultivation. yo verify the 

ideal time to perform the GUS histochemical assay after infection to 

access the frequency of transient transformation. As results, it was 

observed that the pre-regeneration step proved to be crucial in plant 

regeneration of Hi-II genotype. For this genotype, the pre-regeneration 

medium containing 0.25 mg.L-1 2,4-D was shown to be more effective 

in the conversion of somatic embryos into plants (410 plants from the 

initial 2.5 g of embryogenic callus) and also accelerated the 
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regeneration process in two weeks. The addition of ABA 

fitorregulatores with 2,4-D resulted in an increase in cell division, 

delaying the onset of development of plants 15 days. The H3MT-2 

genotype did not respond positively to treatment and regeneration 

system used in this experiment. It has been shown in this work the 

optimization of in vitro regeneration of maize Hi-II genotype that can 

result in acceleration and efficiency of the production of genetically 

modified plants. The completion of the histochemical GUS assay after 

five days of infection allows for better access the transient 

transformation than after three days. For both genotypes of maize Hi-

II and BR 451, the transfer of the T-DNA by the bacterium was 

enhanced by co-culture of immature embryos for five days at 20 °C, 

since it resulted in a higher number of blue spots per somatic embryos, 

21.4 and 23.1, respectively.  It was possible to transfer the bar marker 

gene in 0.39% of the embryos from Hi-II genotype infected with A. 

tumefaciens and the calli that carried the bar gene were obtained from 

co-culture temperature of 20°C. It was possible to optimize transient 

transformation for the two genotype studied. 

 

Key words: Zea mays, indirect somatic embryogenesis, 2,4-D, ABA, 

GUS, temperature, genetic transformation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Cultivado no mundo inteiro, o milho (Zea mays L.) 

movimenta um mercado anual de aproximadamente 40 bilhões de 

dólares (JAMES, 2014). É um dos principais cereais cultivados e 

consumidos no mundo, servindo de alimento tanto para o homem 

como para os animais. Essa cultura tem sido alvo de inúmeros estudos 

de manipulação genética e transformação de plantas. O melhoramento 

genético, ou seja, a introdução de genes via engenharia genética tem 

contribuído para o desenvolvimento de uma agricultura sustentável, 

pois plantas tolerante a herbicidas e resistente a insetos, as quais estão 

sendo cultivadas no Brasil, tem causado uma redução na aplicação de 

defensivos agrícola, bem como na emissão de CO2 na atmosfera 

(JAMES, 2010). 

Em 2014, o Brasil cultivou 12,5 milhões de hectares (ha) 

de milho transgênicos (JAMES, 2014). Conforme James (2013), o 

Brasil é o pais que mais cresce em área para produção de transgênicos, 

apresentando uma evolução de 10% em 2013. Entre 2012 e 2013, o 

crescimento acumulado foi de 3,7 milhões de hectares no Brasil, o que 

representa mais que o triplo da média mundial, que foi de 3%. Embora 

plantas transgênicas sejam cultivadas no Brasil, estas são produzidas 

por multinacionais sendo importante a produção das mesmas no país.   

Inicialmente plantas de milho transformadas 

geneticamente foram produzidas  pelo emprego da técnica de 

biobalística (GORDON-KAMM et al., 1990), entretanto, hoje, a 

técnica mediada por Agrobacterium tumefaciens tem sido preferida 

para esse fim (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; ISHIDA et al., 2007; 
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OMER et al., 2013; OMBORI et al., 2014; QUE et al 2014, HIEI et 

al., 2014), por ser uma alternativa mais eficiente, visto que este 

método permite a integração do gene exógeno em regiões 

transcricionalmente ativas do genoma, assim como a introdução de 

baixo número de cópias que serão integradas no genoma da planta 

com raros rearranjos (ISHIDA et al., 2007).  

A. tumefaciens é uma bactéria gram negativa do solo, 

capaz de transferir e integrar parte do seu DNA o T-DNA no genoma 

nuclear das células. Entretanto, é um microorganismo que infecta 

naturalmente plantas dicotiledôneas, havendo dificuldades no 

estabelecimento de técnicas para a infecção de plantas 

monocotiledôneas, como é o caso do milho. Carvalho et al. (2004) 

relataram que as dificuldades do método de transformação por A. 

tumefaciens em monocotiledôneas pode ser devido à multiplicidade de 

fatores que influenciam a transformação.  

Para uma transformação eficiente do milho, via A. 

tumefaciens, entre os fatores mais importantes a serem considerados 

está a utilização de: (1) explantes com alta capacidade morfogenética, 

(2) estirpes de A. tumefaciens competentes para transformação de 

cereais, (3) condições de co-cultivo in vitro que favoreçam a 

transferência do T-DNA da bactéria para o genoma vegetal, e (4) 

genótipos de milho responsivos in vitro.  

Além disso, para obtenção de plantas transgênicas o 

cultivo in vitro é geralmente um pré-requisito, pois o gene deve ser 

introduzido a nível de células ou tecidos competentes para regenerar 

uma planta completa via cultura de tecidos. Para isso é comumente 

utilizado tecidos pouco diferenciados para a recepção de genes, sendo 
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que a transformação genética de milho via A. tumefaciens tem sido 

realizada em  células do embrião imaturo (ISHIDA et al 1996; 2007; 

FRAME et al 2002; 2006; 2011; HUANG & WEI 2005; VEGA et al 

2008; ISHIDA et al., 2013).  

 A maioria dos experimentos de transformação genética 

em milho tem sido realizada com embriões imaturos do genótipo 

modelo Hi-II pela sua alta capacidade de produção de calos 

embriogênicos e regeneração de plantas in vitro (FRAME et al., 2000; 

2002; 2011; ZHAO et al., 2000; 2001; VEGA et al., 2008). A 

transformação de outros genótipos de milho por esse método tem sido 

um desafio (HUANG & WEI 2005, FRAME et al 2006; ISHIDA et al 

2007; OMBORI et al., 2013; OMER et al., 2014). O Laboratório de 

Biotecnologia Vegetal da UPF desenvolveu um híbrido de milho, 

H3MT-2, a partir do cruzamento de linhagens apresentando alta 

capacidade de produzir calos embriogênicos (SILVA, 2009; 

GRANDO et al., 2009). A expressão transiente do gene repórter uidA 

em pendões e embriões imaturos deste híbrido co-cultivados com a A. 

tumefaciens já foi detectada (SILVA, 2009), mas necessita estudos 

sobre a sua capacidade de regeneração de plantas. Outro genótipo 

alternativo para a transformação genética, seria é a variedade de milho 

BR 451 da Embrapa Milho e Sorgo (GUIMARÃES et al., 2004) que 

apresenta capacidade de produção de calos embriogênicos e 

regeneração de plantas in vitro (PETRILLO et al., 2008; SILVA et al., 

2009).  

Um sistema de regeneração ajustado é essencial para a 

obtenção de plantas geneticamente modificadas, para que um gene de 

interesse possa ser introduzido ao nível de células totipotentes e que 
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plantas possam ser regeneradas a partir destas células transformadas.  

Outra etapa crucial no desenvolvimento de um sistema de 

transformação genética é a etapa de co-cultivo, a qual se refere ao 

cultivo concomitante do explante e da agrobactéria para a 

transferência do T-DNA, o qual pode ser realizado de várias maneiras, 

sendo mais comumente realizado em meio sólido, durante três dias a 

20 ºC (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; ISHIDA et al., 2007).   

Desta forma, visando o emprego da tecnologia de 

transformação genética em milho, há necessidade de avaliar a 

capacidade de regeneração do novo hibrido de milho H3MT-2 e 

também adaptar e otimizar a regeneração de plantas a partir do 

genótipo modelo Hi-II no Laboratório de Biotecnologia Vegetal da 

UPF, e adaptar o protocolo de co-cultivo na transformação dos 

genótipos BR 451 e HI-II. Nesse contexto, os objetivos foram os 

seguintes: 

a) Avaliar a capacidade de conversão de embriões 

somáticos em plantas de dois híbridos de milho o Hi-II e o H3MT-2 

visando sua utilização em experimentos de transformação genética;  

b) Avaliar o uso do meio de pré-regeneração contendo 

ABA e 2,4-D na regeneração de plantas de diferentes genótipos de 

milho. 

c) Avaliar o efeito do período e da temperatura na etapa de 

co-cultivo na transformação genética de embriões zigóticos imaturos 

do genótipo de milho Hi-II e da variedade BR 451 com a A. 

tumefaciens. 
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d) Verificar qual o período ideal para realização do teste 

histoquímico de GUS após a infecção, visando acessar a frequência de 

transformação transiente. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Importância do milho 

 

O milho é considerada uma das principais espécies 

utilizadas no mundo, visto que anualmente são cultivados cerca de 

170 milhões de hectares, os quais contribuem para a produção de 

aproximadamente 900 milhões de toneladas de grãos (CONAB, 2014; 

USDA, 2014). 

Em termos de produção mundial, o Brasil ocupa o terceiro 

lugar (13%) na produção de milho, atrás somente dos Estados Unidos 

(40%) e China (20%). Na safra de 2014 os brasileiros cultivaram 

15,084 milhões de hectares, com uma produção de 77,187 milhões de 

toneladas (CONAB, 2014). No Rio Grande do Sul foi observado um 

recuo da área plantada, chegando a 9,9% inferior ao ano 2013, 

estabelecendo pouco mais de 932 mil hectares plantados com milho. 

Essa é menor área plantada na história do estado, que já chegou a 

plantar mais de dois milhões de ha na década de 90. Se a área 

apresentou recuo, a produtividade aumentou, passando a mesma para 

atuais 5.695 kg/ha, contra 5.307 kg/ha do ano anterior (CONAB, 

2014). Entre os anos de 1976 e 2014 a produtividade do milho no 

Brasil aumentou mais de 200%, sendo que a área utilizada para o 

plantio cresceu apenas 18% (IBGE, 2014).  
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No México o milho é a base da alimentação da população, 

chegando a um consumo per capita anual de 63 kg, enquanto no Brasil 

não chega aos 19 kg (EMBRAPA, 2006). Mesmo não sendo a base da 

alimentação brasileira, compartilha-se da afirmação de Júnior et al. 

(2006), que relataram que o milho representa umas das culturas mais 

importantes devido sua produtividade, composição química e valor 

nutritivo. E mesmo não tendo conhecimento em termos técnicos de 

composição os brasileiros nativos, por volta do século XVIII, 

começaram a colocar o milho em lugar decisivo na alimentação 

nacional (URU, 2007).  

O milho, comparativamente a outras espécies cultivadas, 

tem experimentado avanços significativos nas mais diversas áreas do 

conhecimento agronômico e biológico, bem como naquelas 

concernentes à ecologia, biotecnologia e biologia molecular, 

propiciando melhor compreensão de suas relações com o meio e o 

homem (FANCELLI, 2003). Tais interações mostram-se fundamentais 

para o exercício da previsão de desenvolvimento da planta, quando 

submetida a estímulos e ações negativas advindas da atuação de 

agentes bióticos e abióticos no sistema produtivo, e no melhoramento 

de sua espécie tornando-a mais produtiva e assim garantir a demanda 

do produto mundialmente. 

 

2.2 Transformação genética 

 

Há muito tempo novas variedades de milho vêm sendo 

produzidas a partir de técnicas tradicionais de melhoramento, visando 

melhoria das plantas (HUANG & WEI, 2004). Entretanto, os métodos 
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tradicionais de melhoramento são lentos e incertos, sendo que a 

introdução de um gene ou de um conjunto de genes, pelos métodos 

convencionais, requer repetidos cruzamentos. Além disso, durante o 

processo de manipulação genética por cruzamentos controlados, 

outros genes são transferidos além daquele desejado (FARAH, 2000). 

Visando superar tais dificuldades encontradas nos métodos 

clássicos de melhoramento, diferentes técnicas de transformação 

genética de plantas foram estabelecidas, com o desenvolvimento da 

cultura de tecidos e da engenharia genética. Além disso, elas ampliam 

consideravelmente os limites de disponibilidade de genes imposto pela 

incompatibilidade sexual. Isto ocorre devido ao fato de poder 

transferir, para plantas, genes isolados de outras plantas, ou mesmo de 

microorganismo e animais (BRASILEIRO, 1998). Um gene 

responsável por uma determinada característica uma vez identificado, 

pode ser isolado, clonado, sequenciado e utilizado em programas de 

melhoramento genético de plantas, por meio da transformação 

genética. Isto permite que características agronômicas importantes 

como resistência a doenças, pragas, herbicidas e tolerância a estresse 

possam ser introduzidas em plantas cultivadas (ZANETTINI & 

PASQUALI, 2004). 

Existem diversas técnicas de transformação genética, 

agrupadas em duas categorias: transferência direta e indireta de genes. 

A transferência direta de DNA é baseada em métodos físicos ou 

químicos e a transferência indireta, para intermediar a transformação, 

usa-se como vetor uma bactéria, como A. tumefaciens e a A. 

rhizogenes (BRASILEIRO, 1998). 
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Comparados os métodos diretos de transformação 

conhecidos como bombardeamento e eletroporação, a A. tumefaciens 

possui numerosas vantagens, sendo que um dos recursos é gerar um 

único ou baixo número de cópias de transgenes integrados com um 

final definido. Isto é positivo, pois a inserção de múltiplas cópias dos 

genes pode levar a uma instabilidade da expressão dos transgenes ou 

ainda ao silenciamento gênico (KLAEPER et al.,  2001; VEGA et al., 

2008).  

 Outras vantagens são o padrão de inserção simples, 

integração mais precisa, rearranjos raros e maiores níveis de expressão 

do transgene (ZHAO et al., 1998; SHOU et al., 2004; ZHANG et al., 

2005; VEGA et al., 2008); segmentos relativamente grandes podem 

ser integrados no genoma da planta (> que 10KB) (HIEI et al., 1994; 

ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., 1998; ISHIDA et al., 2007). 

 

2.2.1 Transformação genética via Agrobacterium tumefaciens 

 

Esse método é intermediado por bactérias do gênero 

Agrobacterium, que são microorganismos que vivem no solo e tem 

capacidade de penetrar em algumas espécies vegetais, principalmente 

dicotiledôneas, causando doenças, que na maioria das vezes não gera 

danos econômicos para a agricultura brasileira (ZANETTINI; 

PASQUALI, 2004). 

A. tumefaciens, atualmente denominada de Rhizobium 

radiobacter (BULL et al. 2010), é uma das cinco espécies do gênero 

Agrobacterium que pode transferir genes para plantas, principalmente 

para dicotiledôneas. Essa bactéria possui um plasmídeo indutor de 
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tumor denominado Ti, parte do qual (T-DNA) é incorporado nas 

células da planta hospedeira. 

O T-DNA é delimitado por sequências repetidas de 25 pb, 

conhecidas como extremidades direita e esquerda, ou borda direita e 

esquerda, e, este é transferido e integrado no genoma da célula 

vegetal. Os genes presentes no T-DNA passam, então, a expressar-se, 

codificando enzimas envolvidas na via de biossíntese de reguladores 

de crescimento (auxinas e citocininas) (PACURAR et al., 2011). A 

expressão desses genes interfere no balanço hormonal das células 

transformadas, resultando na sua multiplicação descontrolada, 

levando, assim, à formação da galha, ou tumor, nos sítios infetados da 

planta (TZFIRA & CITOVSKY, 2000; ZUPAN et al., 2000). 

O T-DNA também possui genes que codificam enzimas 

responsáveis pela síntese de opinas, que são aminoácidos ou 

carboidratos modificados, os quais são utilizados como fonte de 

energia, carbono e nitrogênio para a bactéria. Desta forma, as células 

transformadas pelo T-DNA continuam dividindo-se 

incontrolavelmente devido à produção de citocininas e auxinas e, 

quanto mais elas se dividem, mais produzem opinas que vão sendo 

utilizadas pela bactéria (ANDRADE et al., 2003; PACURAR et al., 

2011). 

Uma vez estabelecido que os genes contidos no T-DNA 

não interferiam em sua transferência da célula bactéria para a célula 

vegetal, cientistas construíram vetores desarmados das funções 

oncogênicas, pela retirada dos genes envolvidos na síntese de auxina e 

citocinina, produzindo assim um sistema útil na transferência de genes 
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e obtenção de plantas geneticamente modificadas (LACROIX et al., 

2006; PUCARAR et al., 2011). 

A construção de vetores derivados do plasmídio Ti para 

introduzir genes exógenos em plantas só foi possível graças a uma 

particularidade do mecanismo de transferência do T-DNA: nenhum 

gene presente no T-DNA, exceto os 25 pb de suas bordas, é necessário 

ao processo de transferência e integração do T-DNA. Assim sendo, 

pode-se eliminar partes ou todo o T-DNA, incluindo os oncogenes, 

sem que isso afete o processo de transferência (BRASILEIRO; 

LACORTE, 1998).  

Por ser muito grande, o plasmídeo Ti é difícil de ser 

manipulado. Portanto, foram criados os vetores binários (BEVAN, 

1984), que são menores, e capazes de multiplicar tanto em A. 

tumefaciens como em Escherichia coli e fáceis de manipular em 

laboratório. Esses vetores possuem um T-DNA artificial, no qual 

diferentes transgenes podem ser inseridos e uma origem de replicação 

compatível com o Ti na A. tumefaciens. Os vetores binários são 

introduzidos em A. tumefaciens desarmadas, ou seja, em bactérias que 

carregam plasmídeos Ti que tiveram a região do T-DNA removida. O 

Ti de A. tumefaciens desarmadas possui, ainda, a região de virulência 

(vir), sendo seus genes capazes de transferir o T-DNA recombinante 

do vetor binário para o tecido vegetal (GELVIN, 2003; LEE & 

GELVIN, 2008) 

 

2.2.2 Método de infecção bacteriana 

 

O mecanismo de transferência de T-DNA é um 
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mecanismo elaborado que engloba uma série de genes de virulência 

(vir) do plasmídeo Ti. Esses genes vir são induzidos por sinais 

químicos liberados por células injuriadas da planta (CHILTON, 2001), 

sendo  responsáveis pela síntese de enzimas e proteínas que cortam e 

transportam o T-DNA para o genoma vegetal. 

Além da região-T e da região vir, três outras regiões 

funcionais, não envolvidas diretamente no processo de indução 

tumoral, foram também identificadas no plasmídeo Ti, são elas  (i) 

região de replicação (região rep), que contém a origem de replicação e 

funções ligadas à manutenção do plasmídeo Ti dentro da bactéria 

(estabilidade), controle do número de cópias e incompatibilidade entre 

bactérias; (ii) região de absorção e catabolismo de opinas (região opc), 

envolvida na síntese de enzimas específicas responsáveis pela 

absorção das opinas para dentro da célula e posterior catabolismo das 

mesmas pela bactéria, e (iii) região de transferência conjugativa 

(regiões tra e trb), responsável pela transferência conjugativa do 

plasmídeo Ti entre linhagens de Agrobacterium sp. ou para outras 

bactérias Gram-negativas (Figura 1). A maioria dessas regiões é 

altamente conservada entre os diferentes tipos de plasmídeo Ti, 

principalmente aqueles pertencentes à mesma classe de opinas 

(ANDRADE et al., 2003). 
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Figura 1 - Representação esquemática da organização de um 

plasmídio Ti. As regiões ilustradas correspondem: (vir) 
região de virulência; (trae trb) região de transferência 
conjugativa; (rep) região de replicação; (opc) região de 
catabolismo de opinas e (região-T) região transferida 
para a célula vegetal (Zhu et al., 2000) 

 

O processo de infecção e transferência da região-T para a 

célula vegetal ocorre em diferentes etapas (Figura 2). A primeira delas 

inicia-se pelo reconhecimento e fixação da bactéria no tecido vegetal 

lesado por tratos culturais, geadas ou insetos. As Agrobactérias são 

atraídas em direção à célula vegetal por quimiotactismo positivo em 

relação a moléculas-sinal (essencialmente compostos fenólicos, 

aminoácidos e monossacarídeos) que são exsudadas pelas células da 

planta ferida (TZFIRA & CITOVSKY, 2000). Uma vez em contato 

com a célula vegetal, as bactérias sintetizam filamentos de celulose 

que estabilizam a ligação inicial, propiciando uma melhor fixação 

entre a bactéria e a célula hospedeira (MATTHYSSE et al., 2000). 

Com a ligação inicial estabilizada, as moléculas-sinal 

exsudadas em resposta ao ferimento da planta vão também motivar a 

expressão dos genes de virulência que estão localizados na região vir 

do plasmídeo Ti. A região vir é formada por aproximadamente 34 
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genes agrupados em pelo menos oito operons (virA, virB, virC, virD, 

virE, virG, virF e virH) (PACURAR et al., 2011). Os operons da 

região vir são co-regulados por duas proteínas da própria região vir, 

VirA e VirG (SUNDERECHA et al., 2009). 

 
Figura 2 - Ilustração esquemática da transformação genética mediada 

por Agrobacterium tumefaciens. O processo de 
transformação é constituído por nove grandes passos e 
começa com o reconhecimento e fixação das A. 
tumefaciens, para as células do hospedeiro (1), a detecção 
de sinais específicos da planta é reconhecido pelos 
componentes de transdução de sinal VirA VirG da 
agrobatéria (2). Após a ativação dos genes da região vir (3), 
uma cópia móvel do T-DNA é gerada pelo complexo de 
proteínas VirD1 eVirD2 (4) e entregue pelo VirD2 no 
citoplasma da célula hospedeira  o complexo de DNA 
(complexo fita-T), (6, 7, 8, 9) sendo importado e integrado 
no genoma do hospedeiro  (SUNDERECHA et al., 2009) 

 

O mecanismo pelo qual a fita-T deixa a célula bacteriana, 

penetra na célula vegetal e integra-se no seu genoma nuclear, é pouco 

conhecido (ZUPAN et al., 2002). Sabe-se que, para a fita-T chegar até 
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o núcleo da planta, ela precisa atravessar membranas, paredes 

celulares e espaços inter e intracelulares. Acredita-se que a fita-T é 

transportada da bactéria para a célula vegetal, como um complexo 

nucleoprotéico, conhecido como complexo-T e formado pela fita-T 

protegida na extremidade 5’ por VirD e envolvida por vários 

monômeros de VirE (SUNDERECHA et al., 2009). 

Uma vez inseridos no genoma da planta, os genes 

presentes no T-DNA, passam a ser transcritos e traduzidos, dando 

início ao desenvolvimento do tumor. Todos os genes do T-DNA, 

apesar de sua origem procariota, possuem sinais de regulação que são 

reconhecidos pela maquinaria de transcrição eucariota vegetal, 

incluindo TATA e CAAT “boxes” e cauda poli(A). Assim, os genes 

do T-DNA são expressos ao mesmo tempo e da mesma maneira que 

os genes da planta (SUNDERECHA et al., 2009). 

 
2.2.3 Etapas da transformação genética de milho via A. 

tumefaciens 
 

Na transformação genética via A. tumefacies as etapas 

incluem: Infecção do explante com a bactéria, seguido de um curto 

prazo de tempo de co-cultivo entre os mesmos, eliminação da A. 

tumefacies por antibióticos, seleção dos tecidos transformados com 

agente seletivo em meio e regeneração de plantas (Figura 3). 
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Figura 3 - Etapas da transformação genética via A. tumefaciens. 

Laboratório de Biotecnologia Vegetal, UPF. Passo 
Fundo, 2015. 

 

2.2.3.1 Co-cultivo do tecido com A. tumefaciens  

 

Após a etapa de infecção, que é onde ocorre o contato da 

bactéria com o tecido a ser transformado, podendo variar de cinco a 

trinta minutos em meio liquido contendo de 100 a 200 uM de 

acetossiringona (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; HUANG & WEI, 

2005; LEE et al., 2007; VEGA et al., 2008; OMBORI et al., 2013), 

essa substância é necessária para ativar a região vir e induzir ao 

máximo essa região (ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., 2000; 

SAIRAM et al., 2003; WANG et al., 2007), é realizado o co-cultivo.  

No co-cultivo os tecidos são transferidos para meio sólido 

sem a presença de agentes seletivos e antibióticos, para que ocorra a 

transferência do T-DNA da bactéria para a célula vegetal. Essa etapa, 

assim como a infecção, é uma das mais sensíveis e necessita ter 

condições ótimas para que a integração do T-DNA no genoma do 
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tecido vegetal ocorra com sucesso. Geralmente ocorre de 3 a 4 dias na 

temperatura de 20 ºC (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; HUANG & 

WEI, 2005). De acordo com Ishida et al., (2007) o co-cultivo, 

juntamente com o estádio de desenvolvimento correto dos embriões 

imaturos, é um dos fatores mais importantes no processo de 

transformação genética de plantas. 

Quando se realiza a transferência de genes entre espécies, 

um teste essencial é verificar se a espécie receptora transformada está 

expressando o gene de interesse, esse teste é geralmente feito após o 

período de co-cultivo (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; HUANG & 

WEI, 2005).  

Para tal identificação, vem sendo utilizado  genes 

repórteres, que são genes introduzidos juntamente com o gene de 

interesse que permitem a visualização do evento de transformação 

genética por expressarem uma enzima ou proteína detectável por 

testes específicos (CARNEIRO et al., 2004). O mais amplamente 

utilizado é o gene uidA que foi isolado de E. coli (JEFFERSON et al., 

1987), pois além de não necessitar de radioatividade e equipamentos 

específicos ele apresenta outras vantagens como simplicidade, rapidez 

e versatilidade de métodos de detecção da atividade enzimática. Ainda 

há o fato de que a maioria das plantas não apresenta atividade 

endógena significativa. Além disso, a ß-glucoronidase não requer 

cofator e é bastante estável, resistente a diversos solventes e 

detergentes e é ativo em ampla faixa de pH (5,0 a 9,0) (LACORTE, 

1998).  

 A enzima β-glucuronidase, na presença de seu substrato X- Gluc 

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide), produz um precipitado de 
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cor azul índico, facilitando a visualização das células que receberam o 

gene. A expressão do gene uidA pode ser detectada horas após o 

episódio de transformação sendo útil, desta forma, na determinação da 

frequência de transformação transitória (SILVA, 2009).  

 

2.2.3.2 Etapa de descanso  

 

Após o co-cultivo, os explantes são transferidos para meio 

de descanso contendo antibióticos, geralmente carbenicilina ou 

cefotaxima e vancomicina para a eliminação da A. tumefaciens 

(ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 2002; 2006; 2011; OMBORI et 

al., 2013). Nesta etapa também ocorre a  recuperação das células 

vegetais que sofreram com a integração do T-DNA. O período de 

descanso  varia de 4 a 8 dias (ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 

2002; 2006; 2011; VEGA et al., 2008). 

 

2.2.3.3 Seleção dos tecidos transformados 

 

Para seleção de tecidos e plantas transformadas os genes 

marcadores são de extrema importância. Genes marcadores são genes 

que determinam resistência a antibióticos e herbicidas, sendo que a 

seleção é realizada na presença dos agentes seletivos correspondentes. 

O ideal é que o gene marcador de seleção seja capaz de se expressar 

em todos os tecidos, em um grande número de espécies vegetais 

hospedeiras. O gene marcador de seleção deve ser introduzido no 

genoma da planta juntamente com o gene de interesse. Dessa forma, 

uma vez ocorrido o processo de transformação, as células 
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transformadas que contenham e expressem o gene marcador em 

contado com o agente seletivo poderão crescer  normalmente, 

enquanto aquelas que não foram transformadas morrerão 

(BRASILEIRO & DUSI, 1999).  

  O gene marcador bar clonado de Streptomyces 

hygroscopicus, codifica para a fosfinotricina acetiltransferase (PAT) 

que confere resistência ao herbicida PPT (fosfinotricina) (DEBLOCK 

et al., 1987), tem auxiliado na seleção de calos de milho já 

transformados com o gene desejável, pois somente os mesmos 

sobrevivem quando cultivados em meio de cultura contendo o 

herbicida glufosinato de amônio ou Bialaphos (agente ativo 

fosfinotricina) (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; VEGA et al., 2008; 

SILVA, 2009).  

Plantas completas são regeneradas a partir dos calos 

resistentes ao herbicida e ainda, a aplicação do herbicida nas folhas de 

plantas adultas pode ser utilizada para realização do “screening” para 

seleção de plantas transgênicas (GRANDO, 2001). A frequência de 

calos resistentes ao herbicida pode ser utilizado para calcular a  

frequência de transformação estável (FRAME et a., 2002).   

 

2.2.3.4  Regeneração de plantas 

 

Devido à organogênese e à embriogênese, dois processos 

morfogenéticos, é possível a regeneração de plantas através da cultura 

de tecidos. Existem dois padrões básicos de expressão desses dois 

processos: direto e indireto. Na embriogênese somática direta, os  

embriões somáticos originam-se dos tecidos matrizes sem a formação 
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de estádios intermediários de calos. Na embriogênese indireta  os 

embriões somáticos se formam a partir de um calo, que apresenta 

células em diferentes estádios de diferenciação (GUERRA et al, 

1999).  

A organogênese geralmente se dá pela otimização da 

relação citocinina/auxina no meio de cultura e ocorre pela 

diferenciação de órgãos e brotos diretamente do explante 

(organogênese direta) ou do calo (organogênese indireta) podendo 

originar-se de uma única célula ou de um conjunto de células 

(ANDRADE, 2005). Normalmente, envolve a regeneração de gemas a 

partir de grupos de células meristemáticas, existindo casos em que é 

difícil determinar se o processo de regeneração envolve organogênese 

ou embriogênese. Porém, há critérios para a determinação do tipo de 

regeneração, como os apresentados a seguir: embriões somáticos 

possuem sistema vascular fechado sem conexão com o sistema 

vascular do explante inicial, como ocorre na organogênese. Na 

organogênese são formadas gemas caulinares que, mais tarde, darão 

origem a raízes adventícias (PERES, 2002).  

A regeneração de plantas pela embriogênese é a partir de 

embriões somáticos formados no tecido cultivado. Estudos citológicos 

mostraram que a embriogênese é a rota mais comum para regeneração 

de plantas (VASIL et al., 1985; GRATTAPAGLIA & MACHADO 

1998). 

As auxinas são relatadas como fortes iniciadoras da 

embriogênese somática (KOMAMINE et al., 1992; RAGHAVAN, 

1997; EZHOVA, 2003; CHE et al., 2006). Conforme Theologis 

(1986), é evidente que as auxinas induzem o crescimento e o 
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desenvolvimento a partir de alterações na expressão gênica. A 

exposição a uma grande quantidade de auxina serve como um gatilho, 

induzindo a divisão celular nas células da epiderme e promovendo 

uma maior diferenciação em embriões somáticos (BONACIN et al., 

2000). Mashayekhi et al., (2008) relatam também que baixas 

concentrações de auxina induzem a embriogênese somática. Assim, 

mesmo uma pequena concentração de auxina é suficiente para indução 

de células competentes para desencadear a embriogênese somática 

(DE KLERK et al., 1997). A auxina sintética mais amplamente 

utilizado para a indução de calo embriogénico em gramíneas é o 2,4-D 

(ácido 2,4-diclorofenoxiacético) (GRANDO et al., 2002; 2013). 

Outro hormônio utilizado na embriogênese somática é o 

ABA (ácido abscísico), sendo adicionado no meio de cultura durante 

as fases finais de desenvolvimento dos embriões somáticos, de certo 

modo, assemelha-se ao aumento natural de hormônios endógenos 

observados em vários embriões zigóticos. Portanto, este regulador de 

crescimento vegetal é utilizado para estimular a maturação e, ao 

mesmo tempo, para evitar germinação precoce (GARCIA- MARTÍN 

et al., 2005; GONÇALVES et al., 2010). Segundo Torres et al. (1999),  

a inclusão de ABA, também aumenta a frequência de embriões 

somáticos produzidos e sua conversão em plantas.  

Diversos fatores podem influenciar o potencial 

regenerativo de uma espécie como genótipo, os tipos de dosagem de 

reguladores de crescimento, os tipos e tamanho de explantes utilizados 

para iniciar a cultura, os meios de culturas e as condições de cultivo 

(BHASKARAN & SMITH, 1990; GRANDO et al., 1993). 
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A regeneração de plantas de milho via embriogênese 

somática foi primeiramente relatada por Green & Phillips (1975). 

Desde então, a regeneração de milho tem sido relatada a partir de 

vários explantes como embriões zigóticos imaturos (DUNCAN et al., 

1985; BINOTT et al., 2008; FRAME et al., 2002; 2006), embriões 

maduros (HUANG & WEI 2004; ZHAO et al., 2008), tecidos foliares 

jovens (AHMADABADI et al., 2007), meristemas apicais (SAIRAM 

et al., 2003; CHEN et al., 2006) e pendão imaturo (SONGSTAD et al., 

1992, GRANDO et al., 2013), geralmente passando pelo processo de 

embriogênese somática indireta, ou seja mediante a produção de calos 

embriogênicos.  Atualmente, embriões zigóticos imaturos tem sido o 

explante mais amplamente utilizado para a produção de calos 

embriogênicos (ALAN & BRIAN, 2009) e transformação genética 

(FRAME et al., 2002; 2006; 2011; HUANG; WEI, 2005; VEGA et al., 

2008; ISHIDA et al., 2007; 2013), visto que o mesmo apresenta 

grande número de células jovens e competentes para a embriogênese, 

além de alto potencial regenerativo (HUANG & WEI, 2004). 

 

2.2.4 Influência do genótipo na cultura de tecidos e transformação 

genética de milho 

 

O sucesso na recuperação de eventos transgênicos é 

atribuído, em grande parte, à elevada frequência de indução e 

manutenção de calos embriogênicos, estas são características bastante 

dependentes do genótipo utilizado (Songstad et al., Brettschneider et 

al., Lowe et al., apud FRAME et al., 2006). Infelizmente a maioria dos 

genótipos de milho, especialmente as variedades elite, apresentam 
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pobre resposta in vitro, aspecto que limita o número de genótipos que 

foram eficientemente transformados (ISHIDA et al., 2007).  

Diferenças genotípicas na iniciação de culturas 

embriogênicas de milho já foram relatadas extensamente na literatura 

(GREEN & PHILLIPS, 1975; DUNCAN et al., 1985; TOMES & 

SMITH, 1985; HODGES et al., 1986; BHASKARAN & SMITH, 

1990; CARVALHO et al., 1997; VARNIER, 2004; FERNANDES et 

al. 2008). No Laboratório de Biotecnologia Vegetal da UPF foram 

testados 39 genótipos de milho de diferentes programas de 

melhoramento, sendo que somente 21 genótipos (54%) produziram 

calos embriogênicos, e destes 11 (28%) mantiveram sua 

embriogenicidade ao longo dos subcultivos, sendo possível  regenerar 

plantas de somente 10 genótipos (25,6%) (SILVA et al., 2003; 

VARNIER, 2004; GRANDO et al., 2004; 2005; 2006). 

Diversas linhagens e híbridos de milho têm sido utilizados 

para indução de culturas de calos, porém, a regeneração de plantas a 

partir de calos embriogênicos tem sido obtida eficientemente a partir 

de poucos genótipos, destacando-se a linhagem americana A188, que 

apresenta baixo valor agronômico, mas apresenta alta capacidade de 

indução de calos embriogênicos e regeneração de plantas (GREEN & 

PHILLIPS, 1975; ARMSTRONG et al., 1992; ISHIDA et al., 1996).  

Um grande avanço no cultivo in vitro ocorreu pelo 

desenvolvimento do híbrido Hi-II, a partir do cruzamento entre as 

linhagens A188 x B73 (ARMSTRONG et al., 1991). Esse híbrido 

apresenta excelente resposta in vitro na produção de calos 

embriogênicos com alto potencial de regeneração de plantas (VEGA 

et al., 2008) e tem sido amplamente utilizado nos experimentos de 
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transformação genética de milho, tanto pelo método de biobalística 

(SONGSTAD et al., 1992; WALTERS et al., 1992; GRANDO, 2001; 

GRANDO et al., 2005) como A. tumefaciens (LUPOTTO et al., 1998; 

ZHAO et al., 2001; FRAME et al., 2002, 2011; VEGA et al., 2008). 

Outros genótipos responsivos in vitro têm sido 

identificados por vários grupos e já utilizados na transformação de 

plantas (ISHIDA et al., 1996; 2007; SAIRAM et al., 2003; FRAME et 

al., 2006; 2011; LEE at al., 2007; OMBORI et al., 2008; 2013; 

AKOYI et al., 2013; OMER et al., 2013; MUOMA., 2014). Há poucos 

relatos na literatura de transformação de genótipos brasileiros de 

milho (CARNEIRO, 2009; SILVA, 2013), sendo assim, o 

desenvolvimento deste sistema de transformação possibilitará o uso da 

engenharia genética para o melhoramento do milho e o 

desenvolvimento agrícola do país.  

 

2.2.5 Aspectos envolvidos na transformação genética via A. 

tumefaciens em milho 

 

 O milho foi a segunda cultura a ser transformada via A. 

tumefaciens após o arroz. Sendo relatada primeiramente em 1996, por 

um grupo Japonês (ISHIDA et al., 1996). Depois disso, outros grupos 

tiveram sucesso nessa técnica (FRAME et al., 2002; 2006; HUANG & 

WANG et al., 2003; 2004; 2009; WEI, 2005; ZHAO et al., 2001, 

VEGA et al., 2008; OMER et al., 2013; OMBORI et al., 2014). 

Ishida et al. (1996) transformaram a linhagem A188 de 

milho através do co-cultivo de embriões imaturos com A. tumefaciens 

linhagem LBA4404 carregando vetores super binários, obtendo uma 



 

 
28 

frequência de transformação entre 5 a 30%. Em 2001, Zhao e 

colaboradores utilizando embriões imaturos do híbrido Hi-II de 

milho, obtiveram 40% de transformação. Frame et al. (2002) 

utilizaram o mesmo genótipo para a introdução de genes usando um 

vetor binário tradicional (não superbinário), obtendo uma eficiência 

de transformação de 5.5%. 

O genótipo do milho utilizado tem um papel 

extremamente importante na determinação da frequência de 

transformação. A maioria dos genótipos utilizados tem sido a 

Linhagem A188 e seus híbridos, pois os mesmos apresentam ótima 

capacidade embriogênica in vitro (ISHIDA et al., 1996; 2007; ZHAO 

et al., 2001; FRAME et al., 2002). 

Huang e Wei (2005) desenvolveram uma metodologia 

eficiente para transformação de quatro linhagens elites de milho 

avaliando inúmeros fatores que influenciam a transformação desta 

espécie com A. tumefaciens, tais como concentração bacteriana, pH e 

presença de tween 20 no meio de infecção, tempo de inoculação, 

linhagens de A. tumefaciens (LBA4404, EHA105 e GV3101), tempo, 

temperatura e pH do co-cultivo, obtendo uma eficiência de 

transformação de até 5,3%. Este valor é considerado satisfatório, 

desde que não foram utilizados genótipos modelos, nem vetores super 

binários.  

Mesmo obtendo várias espécies de monocotiledôneas  

transformadas via A. tumefaciens, existem muitos aspectos a serem 

melhorados e estudados que influenciam na transformação 

principalmente na otimização da mesma. 

Carvalho et al. (2004) relataram que as dificuldades do 
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método de transformação por A. tumefaciens em monocotiledôneas 

pode ser devido a multiplicidade de fatores que influenciam a 

transformação. Uma limitação importante do sistema da A. 

tumefaciens para a transferência de genes para monocotiledôneas é a 

existência de estrita interação entre o genótipo da planta e estirpe da 

agrobactéria, bem como a necessidade de identificar e completar 

sinais moleculares específicos para a indução de genes vir durante o 

período de co-cultivo.  

Por isso, torna-se importante o estudo do co-cultivo na 

infecção de explantes com A. tumefaciens. Huang & Wei (2005) 

testaram diferentes tempos de co-cultivo. Quando os explantes não 

foram co-cultivados e foram transferidos diretamente para meio 

seletivo após a inoculação com A. tumefaciens não houve 

transformação. Com um dia de co-cultivo a frequência de 

transformação foi muito baixa, com dois dias a frequência aumentou e 

no terceiro dia e até o sexto dia houve um aumento na frequência de 

transformação. Um período de três dias de co-cultivo tem sido 

utilizado para milho (ISHIDA et al.,1996; ZHAO et al., 2001; 

FRAME et al., 2002; SAIRAM et al., 2003; HUNG & WEI, 2005; 

FRAME et al., 2006; ISHIDA et al., 2007 e VEGA et al., 2008). 

Além do período de co-cultivo, a temperatura utilizada 

nesta fase tem influência na eficiência da transformação. Huang e Wei 

(2005) testaram diferentes temperaturas (19 a 28 oC) durante esse 

período sendo que a temperatura mais adequada foi 22 oC e níveis 

inferiores de expressão de gus foram observados em 19 e 28 oC, mas 

outros autores utilizaram 25o C durante esta etapa (ISHIDA et al., 

1996; ZHAO et al., 2001, ISHIDA et al., 2007, VEGA et al., 2008). 
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Essas informações podem ajudar a desenvolver métodos para 

aumentar a frequência de transformação em importantes espécies de 

plantas, inclusive milho.  

O detalhamento das etapas envolvidas na transformação 

genética de milho via A. tumefaciens demonstra a complexidade dos 

fatores envolvidos nesse processo, assim as condições relacionadas a 

estirpes, crescimento da bactéria e meios de cultura, condições na 

transformação, como na etapa de co-cultivo, devem estar bem 

ajustadas.  

O milho apresenta um forte efeito genotípico para a 

resposta in vitro e somente explantes jovens contendo células 

meristemáticas ou embriogênicas são responsivos a cultura de tecidos. 

Apesar do esforço e dedicação de diversos grupos de pesquisa, o 

milho, tem sido difícil de ser transformado geneticamente. A extensão 

de genotipos capazes de serem transformados aliado a uma melhor 

compreensão das interações patógeno-hospedeiro, pode proporcionar 

maiores possibilidades para a aplicabilidade e eficiência  da 

engenharia genética no melhoramento do milho.  
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CAPITULO I  

 

CONCENTRAÇÃO DE FITORREGULADORES NA ETAPA 

DE PRÉ-REGENERAÇÃO in vitro DE DOIS HIBRIDOS DE 

MILHO PARA MANIPULAÇÃO GENÉTICA 

 

DIELLI APARECIDA DIDONÉ1 

 

RESUMO – A primeira etapa de um programa de transformação 

genética de plantas é o estabelecimento de um protocolo eficiente de 

regeneração a partir da cultura de tecidos. Para obtenção de uma 

planta geneticamente modificada o gene de interesse deve ser 

incorporado estavelmente no genoma de uma célula saudável e 

totipotente, de forma que a planta regenerada contenha o novo gene 

inserido em todas as suas células, inclusive nos gametas para 

transmissão do gene para a próxima geração. O objetivo deste trabalho 

foi avaliar a capacidade de conversão de embriões somáticos em 

plantas em dois híbridos de milho mediante o uso de uma etapa de 

pré-regeneração. Calos embriogênicos provenientes de embriões 

zigóticos imaturos dos genótipos Hi-II e H3MT-2 foram cultivados 

em cinco diferentes meios de pré-regeneração contendo diferentes 

concentrações de fitoreguladores 2,4-D e ABA (esquema bifatorial 

5x2 resultando em 10 tratamentos). A etapa de pré-regeneração se 

mostrou fundamental na regeneração de plantas do genótipo Hi-II. 

Para este genótipo, o meio de pré-regeneração contendo 0,25 mg.L1 de 

                                                
1 Bióloga, mestranda do Programa de Pós-Graduação em Agronomia 
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Área de concentração “Produção Vegetal”. 
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2,4-D demonstrou ser o mais eficaz na conversão de embriões 

somáticos em plantas (410 plantas a partir de 2,5 gramas de  calos 

embriogênicos iniciais) e também acelerou o processo de regeneração 

em duas semanas. Este tratamento produziu 17X mais plantas 

comparado com o sistema de regeneração sem a etapa de pré-

regeneração. Já a adição dos fitoreguladores ABA juntamente com 

2,4-D proporcionou um aumento na divisão celular retardando o inicio 

do desenvolvimento de plantas em 15 dias. O genótipo H3MT-2 não 

respondeu positivamente aos tratamentos e sistema de regeneração 

utilizados neste experimento. O mesmo provavelmente necessita de 

outras condições de cultivo, como adição de fitoreguladores de 

enraizamento e/ou parte área para seu melhor desempenho. Foi 

demonstrado, neste trabalho, a otimização da regeneração in vitro do 

genótipo Hi-II de milho, podendo resultar na aceleração e eficiência 

da obtenção de plantas geneticamente modificadas.  

 

Palavras-chave: Embriogênese somática indireta, Zea mays, 2,4-D, 

ABA, cultivo in vitro. 

 

FITOREGULATORS CONCENTRATION ON in vitro PRE-

REGENERATION STAGE OF TWO CORN HYBRID FOR 

GENETIC MANIPULATION 

 

ABSTRACT – The first stage of plant genetic transformation 

program is the establishmen of an efficient regeneration protocol from 

tissue culture. To obtain a genetically modified plant the gene of 

interest need to be stably integrated into the genome of a healthy 
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totipotent cell such that the regenerated plant contains the new gene 

inserted in all their cells, including the gametes gene for transmission 

to next generation. The objective of this study was to evaluate the 

conversion capacity of somatic embryos in to plants from two maize 

hybrids by using a pre-regeneration step in the presence of 2,4-D and 

ABA. Embryogenic callus from immature zygotic embryos of Hi-II 

and H3MT-2 genotypes were grown in five pre-regeneration media 

containing different concentrations of 2,4-D and fitoregulatores ABA 

(5x2 factorial scheme resulting in 10 treatments). The pre-

regeneration step proved crucial for regeneration of plants from Hi-II 

genotype. For this genotype, the pre-regeneration medium containing 

0.25 mg.L-1 2,4-D was shown to be more effective in the conversion 

of somatic embryos into plants (410 plants from the initial 2.5 g of 

embryogenic callus) and also accelerated the regeneration process in 

two weeks. Since the addition of ABA fitoregulators with 2,4-D 

resulted in an increase in cell division, it caused a delay the onset of 

development of plants 15 days. The H3MT-2 genotype did not 

respond positively to treatment and regeneration system used in this 

experiment. It has been shown in this work, the optimization of in 

vitro regeneration of maize Hi-II genotype and it may result in 

acceleration and efficiency of the production of genetically modified 

plants. 

 

Key words: Indirect somatic embryogenesis, Zea mays, 2,4-D, ABA 

in vitro cultivation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays L.) tem sido uma importante fonte 

alimentícia para o mundo e tem contribuído no aumento das 

produções agrícolas mundiais. Atualmente, é o terceiro cereal mais 

produzido no mundo, havendo previsões de que até o ano de 2020, o 

milho vai superar o arroz e o trigo na demanda global (PINGALI, 

2001). No Brasil, o milho é uma das culturas mais importantes, sendo  

cultivado em quase todo o território nacional. 

Devido sua importância sócio econômica, grandes 

investimentos têm sido aplicados no seu melhoramento genético 

convencional e, nas últimas duas décadas, no melhoramento através 

da engenharia genética. No entanto, um pré-requisito fundamental 

para aplicação das técnicas biotecnológicas no melhoramento de 

plantas é a possibilidade de obtenção de plantas in vitro. A 

regeneração de plantas de milho via embriogênese somática foi 

primeiramente relatada por Green & Phillips (1975), dando inicio a 

historia do milho na biotecnologia (FRANK & CHRISTIAN, 2010).  

O embrião zigótico imaturo tem sido o explante mais amplamente 

utilizado para a produção de calos embriogênicos (VASIL & VASIL, 

1982; DUNCAN et al., 1985; BINOTT et al., 2008) e transformação 

genética de milho (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; HUANG & 

WEI, 2005; VEGA et al., 2008 ISHIDA et al., 2007; 2014; OMER et 

al., 2013), visto que o mesmo apresenta grande número de células 

jovens e competentes para a embriogênese, além de alto potencial 

regenerativo (HUANG & WEI, 2004). 
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A auxina sintética 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) 

tem sido amplamente utilizada para indução de calos embriogênicos 

em milho (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; ZHAO et al., 2008 

GRANDO et al., 2013) e o ABA (ácido abscísico) tem sido utilizado 

por alguns grupos (ARMSTRONG et al., 1994) para promover o 

desenvolvimento da germinação de embriões somáticos. 

Grande parte dos protocolos de regeneração de plantas a 

partir de embriões somáticos de milho induzidos in vitro requer duas 

etapas: (a) maturação dos embriões somáticos e (b) germinação dos 

mesmos de forma a favorecer o desenvolvimento da parte aérea e raiz. 

A maturação é induzida pela retirada do 2,4-D e aumento do nível de 

sacarose de 3 para 6% no meio denominado Regeneração I. Por outro 

lado a germinação dos embriões maturados se dá numa próxima fase 

onde a concentração de sacarose é reduzida novamente a 3% sem a 

adição de reguladores de crescimento e na presença da luz (FRAME et 

al., 2000; 2002; 2011). 

Uma estratégia publicada recentemente por Frame et al. 

(2011) para aumentar a eficiência na regeneração de plantas 

transgênicas do hibrido de milho Hi-II foi a utilização da etapa de pré-

regenerção, a qual constitui-se na transferência dos embriões 

somáticos a um meio contendo reduzida concentração de 2,4-D, em 

relação ao meio de manutenção de calos, antes de proceder o processo 

de regeneração propriamente dita. A manutenção dos embriões por 

duas semanas numa concentração reduzida de auxina estimula o 

desenvolvimento e diferenciação dos embriões antes do subcultivo 

para o meio de maturação apresentando alta concentração de sacarose 

(Frame et al., 2000). 



 

 
36 

 No entanto, a regeneração do milho é altamente 

dependente do genótipo visto que a maioria dos genótipos não 

conseguem produzir calos embriogênicos a partir de explantes ou 

regenerar plantas. A recalcitrância do milho in vitro tem sido 

amplamente relatada na literatura (HUANG & WEI, 2005; FRAME et 

al., 2006; ISHIDA et al., 2007; LEE et al., 2007: WANG et al., 2007; 

OMBORI et al., 2008; WANG et al., 2009; CARNEIRO et al., 2009; 

AKOYI et al., 2013; GRANDO et al., 2013).   

O híbrido Hi-II, bem como suas linhagens de origem 

(A188 e B73), tem sido largamente utilizados na obtenção de 

transgênicos devido seu alto potencial de indução de calos 

embriogênicos e regeneração de plantas (FRAME et al., 2000; 2002; 

2011; ZHAO et al., 2000; 2001; VEGA et al., 2008). No entanto, esse 

hibrido americano é um genótipo de clima temperado e portador de 

pobres características agronômicas. Portanto, é desejável adaptar o 

sistema de cultura de tecidos a genótipos brasileiros adaptados ao 

clima e com boas características agronômicas (CARNEIRO, 2009; 

GRANDO et al., 2013; SILVA, 2013).  

O potencial embriogênico de genótipos brasileiros de 

milho foi relatado por Santos-Serejo & Aguiar-Perecin (2000), 

Carneiro et al. (2000), Petrillo et al. (2008), Fernandes et al. (2008) e 

Carneiro (2009). No entanto, não existem relatos sobre plantas 

transgênicas obtidas a partir de genótipos sul-brasileiros de milho 

(GRANDO et al., 2013).  

O Laboratório de Biotecnologia Vegetal da UPF (LBV-

UPF) desenvolveu um híbrido de milho denominado H3MT-2, a partir 

de linhagens responsivas in vitro. Esse híbrido possui espiga bem 
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desenvolvida, além de ter sido selecionado em trabalhos anteriores por 

apresentar alta capacidade de produção de calos embriogênicos 

(SILVA, 2009; 2013), podendo ser útil nos experimentos de 

transformação genética. No entanto, sua capacidade de regeneração de 

plantas a partir de calos embriogênicos ainda deve ser avaliada.  

Desta forma, visando o emprego da tecnologia de 

transformação genética em milho, há necessidade de avaliar a 

capacidade de regeneração do novo híbrido de milho, bem como, 

adaptar e otimizar a regeneração de plantas a partir do genótipo 

modelo Hi-II.    

A otimização da regeneração do híbrido Hi-II e o 

conhecimento do potencial regenerativo do novo hibrido H3MT-2 

busca fornecer uma base útil para expandir o sucesso da 

transformação genética de milho no LBV-UPF.  

Os objetivos deste trabalho foram:  

a) Avaliar a capacidade de conversão de embriões 

somáticos em plantas de dois híbridos de milho, Hi-II e o H3MT-2, 

visando sua utilização em experimentos de transformação genética. 

b) Avaliar o uso do meio de pré-regeneração 

suplementado com  ABA e 2,4-D na regeneração de plantas de 

diferentes híbridos de milho. 

 

 

 

 

 

 



 

 
38 

2 MATERIAL E MEÉTODOS 

 

2.1 Local 

 

O experimento foi desenvolvido no telado, casa de 

vegetação e Laboratório de Biotecnologia Vegetal da Universidade de 

Passo Fundo, Passo Fundo – RS, no período de março de 2012 a 

março de 2013. 

 

2.2 Material vegetal 

 

Foram utilizados dois genótipos de milho: Hi-II e H3MT-2 

(Tabela 1). Sementes destes genótipos foram semeadas em telado, 

contendo solo previamente analisado e corrigido. Após 12 dias da  

autopolinização, os embriões zigóticos imaturos, medindo cerca de 1,5 

a 1,8 mm de comprimento, foram excisados assepticamente para  

indução dos calos embriogênicos. 

 

Tabela 1 - Genótipos de milho utilizados para estudo da  regeneração 
 de plantas in vitro  e seus programas de origem  

Genótipos Origem 
Hi-II (Híbrido B73XA188) Universidade de Minessota-EUA 
H3MT-2 (Híbrido L20XL2) LBV/UPF* 

*Laboratório de Biotecnologia Vegetal, Universidade de Passo Fundo. 
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2.3 Indução de calos embriogênicos a partir de embriões zigóticos 

imaturos   

 
Os embriões imaturos dos dois genótipos de milho foram 

cultivados no meio de indução de calos composto pelo meio básico 

N6 (CHU et al., 1975) contendo vitaminas Ericson (0,5 mg.L-1 de 

tiamina HCl, 2 mg.L-1 de glicina, 0,5 mg.L-1 de piridoxina HCL, 0,5 

mg.L-1 de ácido nicotínico), 100 mg.L-1 de caseína hidrolisada, 2,88 

g.L-1
 de L-prolina, 10 μM de nitrato de prata (AgNO3), 20 g.L-1 de 

sacarose, 2 g.L-1 de Phytagel e 100 mg.L-1 de mio-inositol, 1 mg.L-1 

de 2,4-D (SONGSTAD et al., 1992), até a formação de calos 

embriogênicos. Para tal, os explantes foram subcultivados a cada 21 

dias, em meio de manutenção para multiplicação dos calos o qual 

diferencia do meio de indução apenas no aumento de 2,4-D para 2 

mg.L-1 e na ausencia de AgNO3. Calos com cinco meses de idade 

foram selecionados e pesados para o inicio dos experimentos de 

regeneração de plantas.   

 

2.4 Etapa de pré-regeneração 

 

A etapa de pré-regeneração visa preparar os embriões 

somáticos para a sua regeneração. Para essa fase foi utilizado o meio 

básico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) acrescido das vitaminas 

MS (0,5 mg.L-1 de tiamina HCl, 2 mg.L-1 de glicina, 0,5 mg.L-1 de 

piridoxina HCL, 0,5 mg.L-1 de ácido nicotínico ), 100 mg.L-1 de mio-

inositol, 30 g.L-1 sacarose, 3 g.L-1 Phytagel, pH 5,8. A este meio 

foram adicionados diferentes tipos e concentrações de fitoreguladores, 



 

 
40 

conforme consta na tabela 2.  

 Calos embriogênicos dos genótipos Hi-II e H3MT-2 

foram cultivado nestes cinco diferentes meios de pré-regeneração, 

sendo que 500 mg de calo embrigênico fresco foi distribuído 

homogeneamente na superfície da placa de petri (100 mm X 15 mm) 

contendo 25 ml de cada meio de pré-regeneração.  As culturas foram 

mantidas por 14 dias no escuro a 25 ± 2 °C. 

 

Tabela 2 - Concentrações dos fitoreguladores utilizados nos diferentes 
meios de pré-regeneração. Passo Fundo, 2014 

 
Meios 

Concentração 
2,4-D mg.L-1 ABA mg.L-1  Sacarose g.L-1 

M1 - -           30,0 
M2* 0,25 -           30,0  
M3 0,25 0,26           30,0 
M4** 0,10 0,26           30,0  
M5*** - -           60,0 

* Frame et al. (2011), ** Arsmstrong et al. (1994), ***Sem pré-regeneração, 
passagem direta para Regeneração I com alta concentração de sacarose, segundo 
Frame et al. (2002). 
 
2.5 Delineamento experimental  

 
O delineamento experimental foi o completamente 

casualizado, com cinco repetições, no esquema bifatorial 5x2 (5 

concentrações de fitoreguladores x 2 genótipos) resultando, em dez 

tratamentos. A unidade experimental foi constituída por uma placa de 

petri com 500 mg de calos embriogênicos selecionados, totalizando 

em torno de, 13 calos de, aproximadamente, 0,5 cm de diâmetro. 
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2.6 Etapas de maturação e germinação de embriões somáticos  

 

Os tecidos encubados nos meio de pré-regeneração foram 

transferidos para placa de Petri (100 mm X 25 mm) contendo 30 ml 

do meio de Regeneração I (RI, Tabela 3) onde permaneceram duas 

semanas no escuro a 25 oC ± 2 °C para maturação dos embriões 

somáticos. Após os calos foram transferidos para o meio de 

Regeneração II (RII) em câmara de crescimento com fotoperíodo de 

12 h com lâmpadas de luz fluorescentes sob intensidade de luz de 40 

µmol m-2 s-1 e temperatura de 25 ± 2 °C para germinação.  

As estruturas embriogênicas foram mantidas no meio R II 

em placa de petri até as plantas germinadas atingirem 1 a 1,5 cm de 

comprimento, quando foram transferidas para recipientes de vidro 

transparente (200 mL), contendo 20 mL da mesma formulação do 

meio. As estruturas embriogênicas remanescentes foram repicadas 

para meio fresco de mesma composição a cada três semanas até a 

obtenção de plantas. 

 

Tabela 3 - Meios utilizados para regeneração de plantas a partir de calos 
embriogênicos  de milho (FRAME et al., 2002, 2011) 

Meios                                 Maturação dos embriões somáticos 
Regeneração I Sais MS, acrescidos de vitaminas MS, 100 mg.L-1 

de mio-inositol, 60 g.L-1  sacarose, 3 g.L-1 
Phytagel, pH  5.8.  

 Germinação dos embriões somáticos 
Regeneração II Mesma composição do meio de Regeneração I 

com redução concentração de sacarose para 30 
g.L-1; pH 5,8.   
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Na etapa de maturação foi retirada uma amostragem de 

calo para estudo histológico. Os calos embriogênicos, foram fixados 

em FAA (formaldeído: ácido acético: etanol 70% na proporção de 

5:5:90 e coloridos com azul de toluidina, preparado em solução 

aquosa 2% (p/v). Subsequentemente, os tecidos foram desidratados 

em solução de etanol e etanol xilol em séries e embebidos em 

parafina. Seções de tiras de 10 mm de espessura  foram fixadas em 

lâminas com xilol e montadas, conforme Carvalho et al. (2001). As 

observações das preparações foram realizadas em microscópio 

binocular  (10x), equipado com câmara fotográfica. 

 

2.7 Aclimatização 

 

Apos atingirem 10 a 15 cm de comprimento nos vidros, as 

plantas foram aclimatizadas sendo cuidadosamente removidas do 

meio. Suas raízes foram lavadas em água corrente e transferidas para 

potes plásticos de 500 ml contendo 50% substrato esterilizado Eucatex 

tipo floreira e 50% vermiculita. As plantas foram mantidas por quatro 

dias em câmara com alta umidade, a qual foi gradualmente reduzida. 

Depois de sete a dez dias, as plantas foram transferidas para casa de 

vegetação, sendo incialmente protegidas da luz direta do sol por 2-3 

dias, e gradativamente expostas ao sol. Plantas desenvolvidas foram 

transferidas para vasos com capacidade de 10 L, contendo o mesmo 

substrato acima citado  até atingirem a maturidade. 
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2.8 Avaliação dos sistemas de regeneração e analise estatística  

 

As seguintes variáveis foram analisadas após 15 dias de 

cultivo nas diferentes etapas de regeneração:  

Etapa de pré-regeneração: Frequência de manutenção 

dos calos embriogênicos, a qual se refere à frequência de calos que se 

mantiveram embriogênicos nos diferentes meios avaliados após 15 

dias de cultivo. 

Etapa de maturação: Número de embriões somáticos 

maduros obtido de 500 mg de calo embriogênico após 15 dias de 

cultivo. Os embriões maduros foram identificados por apresentarem 

escutelo esbranquiçados e desenvolvido.  

Etapa de germinação: número de embriões germinados e 

número de embriões somáticos maduros tardiamente obtido de 500 

mg de calo embriogênico após 15 dias em meio de regeneração II. No 

final da etapa de germinação, a qual durou em torno de 60 dias, foi 

avaliado o numero total de plantas obtidas de cada tratamento que 

foram transferidas para recipientes de vidro. 

Etapa de aclimatização: Nesta etapa apenas um numero 

restrito de plantas foram transferidas para a etapa de aclimatização, 

sendo contabilizado a frequência de plantas aclimatizadas e a 

frequência de plantas adultas obtidas.  

  Os dados obtidos das avaliações acima foram 

submetidos a análise de variância e teste de Tukey a 5%. Na etapa de 

aclimatização. Os dados foram avaliados pela média ± 1 desvio 

padrão. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Etapa de pré-regeneração 

 

Houve diferença significativa entre os diferentes meios de 

pré-regeneração na manutenção dos calos embriogênicos e entre os 

diferentes genótipos havendo interação entre os dois fatores (Tabela 

4). Os meios de pré-regeneração suplementados com 0,25 mg.L-1 de 

2,4-D (M2) e 0,10 mg.L-1 de 2,4-D + 0,26 mg.L-1 de ABA (M4) 

promoveram uma maior frequência de manutenção dos calos 

embriogênicos do genótipo Hi-II, apresentando 100 e 89 %. Ambos os 

meios foram melhores para o genótipo Hi-II quando comparado com o 

H3MT-2. O genótipo H3MT-2 obteve uma média na manutenção dos 

calos embriogênicos de 55,9%, sendo que o meio de pré-regeneração 

não influenciou nesta variável. 

Esta diferença na manutenção dos embriões somáticos 

entre os genótipos pode ser explicada pelo tipo de calo envolvido. O 

genótipo Hi-II produz calo embriogênico do tipo II, que se caracteriza 

por ser altamente friável, macio, crescimento rápido e mantem uma 

alta taxa de atividade embriogênica por um tempo prolongado 

(MCCAIN  et al., 1988; ARMSTRONG et al., 1991). Por outro lado, o 

H3MT-2 apresenta um calo embriogênico do tipo I, compacto, 

nodular e caracteriza-se pelo crescimento lento e pela inabilidade de 

ser cultivado por longo período (GREEN & PHILLIPS, 1975; OZIAS-

AKINS & VASIL, 1982; ARMISTRONG & GREEN 1985). 
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Tabela 4 – Frequencia de obtenção de calos embriogênicos na etapa 
de Pré-Regeneração provenientes de 500 mg de calos 
embriogênicos de dois genótipos de milho em diferentes 
concentrações de fitoreguladores. Passo Fundo, 2015 

                                                                  Calos embriogênicos (%) 

  Meios de pré-regeneração Genótipos 
Hi-II H3MT-2 

M1 Sem reguladores de crescimento  
M2 0,25 mg.L-1 2,4-D 
M3 0,25 mg.L-12,4-D+0,26mg.L-1  ABA 
M4  0,1 mg.L-1 2,4-D+0,26mg.L-1  ABA 
M5  Sem reguladores + 6% sacarose 

 A 13,8 c  
 A 100,0 a 
 A  44,2 b  
 A  89,2 a  
 A  32,7 b 

A 23,0 a   
   B 51,0 a 
   A 47,5 a   
   B 43,0 a 
   A 32,3 a 

C.V (%)     32,9 
Médias antecedidas pela mesma letra maiúscula, na linha, mesma letra, 
minúscula, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
 

A manutenção dos calos embriogênicos em todas as etapas 

de regeneração é imprescindível, pois é a partir dos embriões 

somáticos presentes na superfície dos calos que as plantas serão 

formadas. Os embriões somáticos são estruturas avasculares e 

bipolares, ou seja, tem a capacidade de formar uma planta completa 

por apresentar o meristema caulinar e radicular.   

Nesse estudo foi observado que os calos embriogênicos do 

genótipo Hi-II que passaram pelos meios de pré-regeneração 

suplementados com 0,25 mg.L-1 de 2,4-D (M2) e 0,1 mg.L-1 2,4-D + 

0,26 mg.L-1 ABA (M4) mantiveram sua embriogênicidade em todas as 

subsequentes etapas da regeneração. 

A etapa de pré-regeneração utilizando 0,25 mg.L-1 de 2,4-

D foi recentemente utilizada na regeneração de plantas transgênicas de 

milho por Frame et al. (2011) e anteriormente sugerida por Armstrong  

(1994). Segundo estes autores esta etapa é importante para a 

diferenciação dos embriões somáticos e sua preparação para a 
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maturação. Devido à redução de 2,4-D, os calos embriogênicos 

sessam sua divisão e produção de embriões somáticos de forma que os 

embriões somáticos remanescente na superfície do calo sofrem um 

alongamento, aumentando seu tamanho e se diferenciando para a 

regeneração. Esse comportamento também foi observado no presente 

experimento no meio utilizando 0,25 mg.L-1 de 2,4-D (Figura 1C),  os 

demais meios não apresentaram esse comportamento nos embriões 

somáticos.  

 

 
Figura 1 – Aspectos do calos embriogênicos do híbrido de milho Hi-

II: A) Placa contendo 500 mg de calo embriogênico; B) 
Calo embriogênico apresentando embriões somáticos; C) 
Calo embriogenico apresentando embriões alongados na 
etapa de pré-regeneração no meio suplementado com 0,25 
mg.L-1 de 2,4-D. Passo Fundo, 2015. 

 
 
3.2  Etapa de maturação dos embriões somáticos  

 

A etapa de maturação consiste em interromper os ciclos 

repetitivos de divisão celular e fornecer os estímulos fisiológicos, 

bioquímicos e ambientais para a diferenciação celular, para que os 

ciclos de desenvolvimento e de maturação originem um grande 

A B C 1mm 1mm 
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número de embriões somáticos maduros de alta qualidade e aptos a 

converterem-se em plantas. 

Os embriões somáticos em contato com o meio de 

Regeneração I que contem alta concentração de sacarose (60 g.L-1)  

recebem um estresse osmótico causando sua maturação, ou seja, a 

capacitação para germinar. Com essa maturação foi possível 

identificar os embriões somáticos maduros por se apresentarem 

esbranquiçados e com o escutelo desenvolvido,  o que torna possível o 

seu isolamento dos calos matrizes (Figura 2B). Esses embriões 

maduros isolados tem potencial de formar uma planta completa e uma 

regeneração organizada por apresentarem eixo apical e radicial 

(Figura 2C).  

 

 
Figura 2 - Processo de maturação e germinação dos embriões 

somáticos do híbrido de milho Hi-II: A) Calo contendo 
embriões maduros na sua superfície apresentando 
coleóptilo (Co); B) Embrião somático maduro isolado; 
C) Embrião somático isolado germinando na etapa de 
Regeneração I com passagem no meio de pré-
regeneração suplementado com 0,25 mg.L-1 de 2,4-D, 
apresentando raiz inicial (RI) e coleóptilo (Co). Passo 
Fundo, 2015. 

 
O aumento da osmolaridade parece estar relacionado com 

a transcrição do ciclo divisão/diferenciação, portanto a desidratação 

A B C 1mm 1mmB1mm
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dos embriões somáticos é a maneira mais adequada de simular as 

condições reais de um embrião contido dentro de uma semente 

verdadeira (TORRES et al., 1999). 

Neste experimento foi investigado se a maturação dos 

embriões somáticos de milho é influenciada pelo meio utilizado na 

etapa da pré-regeneração. Como resultado foi observado que os calos  

de ambos os genótipos de milho estudados que passaram pelo meio de  

pré-regeneração suplementados com 0,25 mg.L-1 2,4-D (M2) e 0,25 

mg.L-1 2,4-D + 0,26 mg.L-1 de ABA (M3) apresentaram maior  

número de embriões maduros comparado aos demais meios (Tabela 

5). Isso indica que a passagem dos calos embriogênicos pelo meio 

com 0,25 mg.L-1 de 2,4-D fornece o estímulos necessário para a 

maturação adequada dos embriões somáticos (FRAME et al., 2000). 

Em contraste, o uso de pré-regeneração sem este fitorregulador, ou 

mesmo sem a passagem pela etapa de pré-regeneração (M5) 

resultaram na metade, ou menos, do numero de embriões maduros 

observados em meio de maturação (Tabela 5).  

 
Tabela 5 - Número de embriões maduros dos genótipos Hi-II e 

H3MT-2 observados 15 dias após transferidos para 
etapa de Regeneração I, pré-regenerados em diferentes 
meios de cultura. Passo Fundo, 2015  

Meios de pré-regeneração   Embriões maduros 
M1  Sem reguladores de crescimento    2,9 b 
M2  0,25 mg.L-1 2,4-D 15,8 a 
M3  0,25 mg.L-1  2,4-D + 0,26mg.L-1  ABA 14,8 a 
M4  0,1 mg.L-1  2,4-D + 0,26mg.L-1  ABA   7,0 b 
M5  Sem reguladores + 6% sacarose   7,4 b 

C.V (%)                                                                           48,0 
Médias seguidas da mesma letra minúscula não diferem entre si pelo teste 
de Tukey a 5%. 
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O 2,4-D é conhecido por desempenhar um  papel 

importante na indução da embriogênese somática e auxiliar na 

expressão da totipotência das células competentes (KOMAMINE et 

al., 1992; RAGHAVAN, 1997; TORRES et al., 1999; EZHOVA, 

2003; CHE et al., 2006).  

 A exposição do tecido a auxina serve como um gatilho, 

induzindo a divisão celular nas células da epiderme e promovendo 

uma maior diferenciação em embriões somáticos (BONACIN et al., 

2000), pois tem a capacidade de induzia a alterações na expressão 

gênica (THEOLOGIS, 1986), e, segundo Leljaklevanic et al. (2004),  

possivelmente à alteração dos níveis de metilação em células 

embriogênicas. Segundo estes autores,  um nível ótimo de metilação é 

necessário para um desenvolvimento normal do embrião somático 

(Uma hipometilação ou hipermetilação pode causar um imediato e 

irreversível bloqueio da embriogênese somática (VYSKOT et al., 

1993).  

Por outro lado, embora o ABA seja utilizado para 

estimular a maturação e, ao mesmo tempo, para evitar germinação 

precoce dos embriões somáticos (GARCIA-MARTÍN et al., 2005; 

GONÇALVES et al., 2010), sua presença no meio de pré-regeneração 

parece não ter favorecido a maturação dos embriões somáticos no 

presente experimento (Tabela 5). Este regulador de crescimento foi 

utilizado por Arsmstrong et al. (1994) e Grando (2001) para 

maturação do embriões somáticos do hibrido Hi-II de milho antes da 

regeneração de plantas. Segundo CHUGH & KHURANA (2002), o 

ABA apresenta um complexo mecanismo de regulação da expressão 
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gênica, envolvendo eventos transcricionais bem como pós-

transcricionais, como o processamento do transcrito, estabilidade do 

mRNA, controle da tradução e da atividade proteica.  

 

3.3 Etapa de germinação dos embriões somáticos  

 

Nessa etapa as estruturas embriogênicas foram cultivadas 

em meio MS sem reguladores de crescimento suplementado com 3% 

de sacarose na presença da luz para indução da germinação dos 

embriões somáticos. Depois de 15 dias nessas condições foi avaliado 

o número de embriões germinados para avaliar influência do meio de 

pré-regeneração nesta etapa. Como muito embriões maturaram nesse 

período, também foi contabilizado o número de embriões somáticos 

maduros tardiamente após 15 dias de cultivo em meio de Regeneração 

II (germinação).  

Foi constatado que as estruturas embriogênicas do 

genótipo Hi-II, previamente pré-cultivadas em meio contendo 

reguladores de crescimento, continuaram maturando na etapa de 

germinação (Tabela 6), o que propiciou um maior produção de plantas 

a serem regeneradas, visto que estas estruturas serão repicadas neste 

mesmo meio até a sua germinação. Já, o genótipo H3MT-2 não 

mostrou tal comportamento se mostrado inferior ao genótipo Hi-II 

quanto a maturação nos meios acima citados.  
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Tabela 6 - Número de embriões maduros e números de embriões 
germinados depois de 15 dias na etapa de Regeneração II 
pré-regenerados em diferentes meios. Passo Fundo, 2015 

 
Meios pré-regeneração 

Embriões maduros tardiamente 
Genótipos 

                       Hi-II         H3MT-2 
M1 Sem reguladores de crescimento  A 10,2 b A11,4 a 
M2 0,25 mg.L-1 2,4-D A28,2 a B 14,4 a 
M3 0,25 mg.L-12,4-D+0,26mg.L-1  ABA A 35,8 a B 9,6 ab 
M4  0,1 mg.L-1 2,4-D+0,26mg.L-1  ABA  A 39,6 a B 10,0 ab 
M5  Sem reguladores + 6% sacarose  A  5,8  b A 0,0 b 
C.V (%)   46,8 

 
Meios pré-regeneração 

Número embriões germinados 
Genótipos 

                             Hi-II          H3MT-2 
M1 Sem reguladores de crescimento  A 11,8 cd A 9,2  a 
M2 0,25 mg.L-1 2,4-D A 26,4  b B 11,8 a 
M3 0,25 mg.L-12,4-D+0,26mg.L-1  ABA A 21,0 bc  B 6,0  a 
M4  0,1 mg.L-1 2,4-D+0,26mg.L-1  ABA A 46,6  a     B 3,6 a  
M5  Sem reguladores + 6% sacarose A  4,2  d A 2,2 a 
C.V (%)    44,8 

Médias antecedidas pela mesma letra maiúscula, na linha, mesma letra, 
minúscula, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
 

Para o genótipo Hi-II, a passagem pelo meio de pré-

regeneração M4 (0,1 mg.L-1 2,4-D + 0,26mg.L-1 ABA) promoveu  

maior número de embriões germinados, 46,6 embriões germinados por 

500 mg de calos embriogênicos iniciais (Tabela 6). Esse meio foi 

utilizado com sucesso na regeneração deste genótipo de milho por 

Armstrong et al. (1994), e obtenção de plantas transgênicas de milho 

por Grando et al., (2004). Os outros dois meios que continham 

reguladores de crescimento produziram em torno de 23 embriões 

germinados, e sem reguladores a germinação se mostrou ainda menos 

eficiente. Para o genótipo H3MT-2 não houve efeito do meio de pré-

regeneração na germinação dos embriões, sendo que em media 
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somente 6,6 embriões apresentaram esse comportamento. Este 

genótipo se mostrou inferior ao Hi-II principalmente em relação aos  

três meios suplementados com fitoreguladores (M2, M3 e M4) 

(Tabela 6), evidenciando o efeito genotípico na regeneração de 

plantas. 

A diferente resposta entre os genótipos pode ser explicada 

pela presença de genes envolvidos na receptibilidade dos reguladores 

de crescimentos (CLOSE & GALLAGHER-LUDEMAN, 1989), bem 

como com as variações nos níveis de hormônios endógenos do 

explante (NORSTOG, 1970 apud BHASKARAN & SMITH, 1990). 

Trabalhos avaliando níveis de hormônios endógenos dos explantes em 

diferentes genótipos verificaram que o hormônio ABA teve maiores 

níveis nos calos embriogênicos (JIMENEZ & BANGERTH, 2001). 

Para Milach et al (1991) a variabilidade entre os genótipos 

na regeneração esta sob controle genético. Diversos fatores podem 

influenciar o potencial regenerativo de uma espécie como genótipo, os 

tipos de dosagem de reguladores de crescimentos, os meios de 

culturas e as condições de cultivo (BHASKARAN E SMITH, 1990; 

GRANDO et al., 1993; 2013). O genótipo é um fator que tem um 

papel fundamental durante a indução da embriogênese em milho pelo 

tipo de calo e seu potencial de regeneração (HUANG & WEI, 2005; 

ISHIDA et al, 2007; LEE et al, 2007, WANG et al., 2007). Por isso é 

imprescindível escolher um genótipo que tenha um bom potencial 

regenerativo para os futuros trabalhos de transformação genética, pois 

é necessário que os calos contendo os genes de interesse formem 

plantas. 
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O melhor meio para a germinação de embriões 

pertencentes ao genótipo Hi-II foi o M4 (0,1 mg/L-1 2,4-D + 0,26 

ABA). Uma das explicações para este grande numero de embriões 

germinados nesse meio pode ter sido a adição de ABA no meio de 

pré-regeneração. Ambos os meios contendo esse regulador 

apresentaram um aumento da massa fresca dos calos de 7 e 8 vezes 

em relação a sua massa inicial quando passaram pelo meio de 

maturação de embriões (meio de regeneração I). A figura 3 ilustra esse 

crescimento e compara o mesmo com estruturas embriogênicas que 

passaram pelo meio de pré-regeneração somente com o 2,4-D (sem 

ABA). Esse comportamento reflete a intensa divisão celular 

proporcionada pelo ABA e explica o comportamento destes embriões 

nas repicagens subsequentes, como discutido  a seguir. 

 
Figura 3 - Aumento da massa fresca dos calos expostos ao regulador 

de crescimento ABA durante o processo de pré-
regeneração: A) Massa celular aumentada em oito vezes em 
relação a massa de calo inicial resultante da passagem pelo 
meio suplementado com 0,10 mg/L-1 2,4-D + 0,26 ABA; B) 
Massa celular aumentada em sete vezes em relação a massa 
de calo inicial resultante da passagem pelo suplementado 
com 0,25 mg/L-1 2,4-D + 0,26 ABA; C) Calos pré-
regenerados em meio suplementado com 0,25 mg/L-1 2,4-D 
na etapa de maturação de embriões somáticos. Passo Fundo, 
2015. 

A B C 
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3.3.1 Emergência das plantas do genótipo Hi-II  

 

 As estruturas embriogênicas foram mantidas no meio de 

germinação  (Regeneração II) em placa de petri e repicadas para meio 

fresco a cada 3 semanas até as plantas germinadas atingirem 1 a 1,5 

cm de comprimento, quando foram transferidas para recipientes de 

vidro para possibilitar o desenvolvimento da parte aérea e sistema 

radicular.  A Figura 4 mostra a dinâmica da emergência das plantas 

regeneradas do genótipo Hi-II ao longo de 63 dias, sendo 

contabilizado o total número de plantas passadas para recipientes de 

vidro ao longo deste processo, incluindo as cinco repetições.   

Embora o meio M4 (0,1 mg.L-1  2,4-D + 0,26mg.L-1  

ABA) tenha proporcionado um maior número de embriões 

germinados observados aos 15 dias da Etapa de germinação (Tabela 

6), as plantas demoraram para se desenvolver, atingindo o pico da 

produção de plantas transferidas para vidros aos 37 dias da sua 

transferência para a luz, ou seja, houve um retardamento na 

emergência das plantas. Os embriões que passaram pelo M3, 

suplementado com ABA, tiveram um comportamento semelhante 

(Figura 4).  Portanto, a passagem dos calos embriogênicos pelo meio 

de pré-regeneração contendo ABA resultou no retardo do início de 

formação de plantas em torno de 15 dias, comparado com o meio M2 

contendo 0,24 mg.L-1 de 2,4-D (discutido a seguir). No entanto, os 

meios M4 e M3 (ambos com ABA) promoveram um desempenho 

superior na produção de plantas quando comparados com os meios de 

pré-regeneração sem reguladores de crescimento (M1 e M5). Os 

resultados obtidos  concordam com Armstrong et al. (1994) que 
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obteve um aumento na eficiência de regeneração de plantas de milho 

quando adicionado 0.1 mg/L-1  de 2,4-D + 2,6 mg/L-1 de ABA ao meio 

de regeneração. Segundo Torres et al. (1999) a inclusão de ABA,  

aumenta a frequência de embriões somáticos produzidos e sua 

conversão em plantas. 

No meio M1, sem reguladores e 3% de sacarose, ocorreu 

uma germinação mais precoce produzindo menor numero de plantas 

ao longo do processo de regeneração. O meio M5 apresentou a 

performance mais baixa de todos os meios (Figura 4). Este meio tem 

sido utilizado por muitos grupos para obtenção de plantas transgênicas 

do genótipo em questão (ZHAO et al., 2001; FRAME et al. 2002; 

2006; FERNANDES et al., 2008; VEGA et al., 2008; OMBORI et al., 

2008).  

 

 
Figura 4 - Desempenho dos diferentes tratamentos de pré-regeneração 

na emergência de plantas, do genótipo Hi-II, dias após 
estarem na presença de luz. Passo Fundo, 2015 
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transferidos para a etapa de germinação na luz o meio com 0,25 mg/L-

1 de 2,4-D (M2) apresentou uma resposta mais eficiente e também 

mais rápida, promovendo a formação das primeiras plantas em apenas 

8 dias (germinação precoce) e atingindo um pico de produção de 

plantas entre os 15 a 28 dias da transferência para a luz (Figura 4). 

Portanto, este seria o meio mais eficiente para a regeneração de 

plantas de milho para o genótipo Hi-II.  

A Figura 5 mostra o aspecto da vigorosa germinação dos 

embriões do genótipo Hi-II, que passaram pela pré-regeneração com 

0,25 mg/L-1 de 2,4-D, oito dias expostos a luz em meio de 

germinação. O rápido desempenho destes embriões na formação de 

plantas após a transferência para a luz, se deve a perfeita maturação 

dos embriões maduros os quais apresentam estruturas bipolares e 

esbranquiçadas, que possuem eixo embrionário e radicular capaz de 

formar uma planta completa. Quando essas estruturas são expostas a 

luz, recebem estimulo para a germinação (Figura 6). 

 

 
Figura 5 - Germinação dos embriões do genótipo Hi-II que passaram 

pela pré-regeneração com 0,25 mg.L-1 de 2,4-D aos oito 
dias na presença da luz. As plantas formadas nesta placa 
foram obtidas de 500 mg de calos embriogênicos 
cultivados inicialmente. Passo Fundo, 2015 
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 Figura 6 - Germinacão de embriões somáticos do híbrido de milho 

Hi-II, cuja pré-germinação foi realizada em meio contendo 
0,25 mg.L-1 de 2,4-D: A) Aspecto do embrião maduro 
germinando na presença da luz; B) Aspecto planta 1,5 cm 
passada para recipiente de vidro na etapa de Regeneção II 
após 15 dias expostas a luz. Passo Fundo, 2015. 

 
3.3.2 Emergência das plantas do genótipo H3MT-2 

 
O genótipo H3MT-2 iniciou a emergência das plantas após 

13 dias da presença da luz e obteve uma baixa performance na 

produção de plantas (Figura 7), de forma que foram obtidas somente  

13 plantas no total do experimento, enquanto o genótipo Hi-II 

produziu 1.081 plantas. As plantas obtidas do genótipo H3MT-2 

apresentavam baixo vigor, sendo que  muitas não se desenvolveram 

eficientemente, se mostrando frágeis e deficientes. A maioria dos 

embriões maduros desse genótipo não germinaram, formaram apenas 

parte aérea ou raízes, mostrando que o desenvolvimento dos seus 

embriões somático não é perfeito como do genótipo Hi-II, ou seja, não 

é bipolar. Com isso, o isolamento dos embriões acaba afetando a sua 

germinação. Para esse genótipo, que produz calo tipo I, talvez o 

processo de regeneração utilizado não seja o mais adequado, sendo 

necessário para esse genótipo um fitoregulador de enraizamento ou 

indução de parte área para um melhor desempenho.  

A B
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Uma alternativa seria o uso de 0,6 mg.L-1 de IBA (ácido 

indol butírico) para o enraizamento (HUANG & WEI., 2004). Alguns 

autores sugerem também o uso de 0,5 e 1,5 mg.L-1 da citocinina BAP 

(6-bencilaminopurina) na regeneração de plantas de calos do tipo I 

(SELLMER et al.,1994; HUANG & WEI., 2004; 2005; SILVA; 2009; 

VARNIER, 2004)  

 Frame et al, (2011) desenvolveram um protocolo de 

regeneração de plantas diferenciado para o genótipo B104 que produz 

calo tipo I em comparação com o Hi-II que produz calo tipo II. Este 

protocolo não utiliza pré-tratamento de regeneração, o que também 

não se mostrou eficaz para o genótipo H3MT-2.  

 

 
Figura 7 - Desempenho dos diferentes tratamentos de pré-regeneração 

na emergência de plantas, do genótipo H3MT-2, dias  após 
estarem na presença de luz. Passo Fundo, 2015 

 
Para verificar o motivo da germinação ineficiente dos 

embriões somáticos do H3MT-2, e para compreender as razões deste 

genótipo não apresentar boa performance na regeneração de plantas, 

foi realizado estudo histológico na etapa de maturação dos embriões 

N
º p

la
nt

as
 e

m
er

gi
da

s 



 

 
59 

somáticos. Mediante a análise dos  cortes histológicos, visualizado 

cem microscópia ótica com aumento de 10x, verificou-se que a 

maioria dos calos, deste genótipo, não apresentavam desenvolvimento 

de estruturas isoladas semelhantes a embriões somáticos, ou seja, 

alguns embriões não apresentavam o meristema apical e sim apenas 

meristema radicial (Figura 8B),  comprovando o que foi observado 

durante o processo de regeneração de plantas estudado, onde muitos 

calos desenvolveram somente raiz no meio de germinação (Figura 9). 

Ao contrário, o genótipo Hi-II apresentou meristemas radicular e 

apical semelhantes a embriões zigóticos, capaz de formar uma planta 

completa (Figura 8A). Desta forma, uma vez que essas estruturas 

assemelham-se a embriões zigóticos pelas suas similaridades 

morfológicas e histológicas, e considerando que elas não estabelecem 

conexão vascular com o calo de origem, segundo Haccius (1978), elas 

podem ser chamadas de embriões somáticos. 

 
Figura 8 - Aspectos histológicos de cortes transversais de embriões 

somáticos de milho: a) Genótipo de milho Hi-II 
apresentando os dois eixos embrionários: meristema apical 
(MA) e meristema radicial (MR); b) Genótipo H3MT-2 
apresentando apenas um eixo o meristema radicial (MR). 
Passo Fundo, 2015. 
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No entanto, Vasil (1987) relatou que o desenvolvimento 

anormal de embriões somáticos pode resultar numa organogênese 

aparente, o qual foi observado no genótipo H3MT-2 (Figura 9) que 

produziu raízes em meio de germinação. Da mesma forma a 

otimização do processo de embriogênese somática viabiliza a 

obtenção de maior número de plantas. Recentemente Akoyi et al., 

(2013) sugeriram o uso de 3 mg.L-1 de Dicamba em vez do 2,4-D para 

indução de calos de milho, a freqüência de indução de calos 

embriogênicos variou de 35% para 79% conseguindo regenerar 

plantas. O protocole de Frame et al (2011) estabelece 3 mg.L-1 de 

Dicamba na indução dos calos do genótipo B104, o qual possui calo 

do tipo I igual o H3MT-2. 

 

 
Figura 9 - Aspecto do calo/estruturas embriogênicas do genótipo 

H3MT-2 em meio de germinação resultando numa 
organogênese aparente por não apresentar meristema 
apical. Passo Fundo, 2015 

 
A perfeita maturação e germinação dos embriões 

somáticos do genótipo Hi-II resultou no seu melhor desempenho na 

regeneração de plantas comparado ao genótipo H3MT-2. Ainda a 

passagem pela etapa de pré-regeneração foi fundamental para a 
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regeneração de plantas para o genótipo Hi-II. O meio sem pré-

tratamento (M5) foi muito inferior aos que utilizaram pré-regeneração, 

sendo possível regenerar somente 24 plantas em todo e experimento, 

ou seja a partir de 2,5 gramas de calos embriogênicos iniciais, 

contabilizando as 5 repetições de 500 mg (figura 10). Já a produção 

total de plantas regeneradas quando foi empregado o meio de pré-

regeneração suplementado com 0,25 mg.L-1 de 2,4-D (M2) foi de 410 

plantas, as quais foram obtidas de 2,5 gramas de calos embriogênicos 

(Figura 10), ou seja produziu 17X mais plantas comparado com o 

protocolo padrão para o genótipo Hi-II (M5). A utilização desde meio 

de pré-regeneração (M2) já foi sugerido por Frame et al. (2011), no 

entanto nenhum dado na literatura havia mostrado o contraste na 

produção de plantas utilizando este meio de pré-regeneração.  

 

 
Figura 10 – Produção de plantas dos dois genótipos de milho pré-

regenerados em diferentes meios de cultura. Passo Fundo, 
2015. 
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3.4 Etapa de aclimatização de plantas 

 

A fase de aclimatização das plantas oriundas do cultivo in 

vitro é bastante delicada, sendo apontada como uma das mais críticas 

do processo de regeneração, pela ocorrência da maioria das perdas 

(DÍAS-PEREZ et al., 1995). Os mesmos autores relatam que durante 

esse estádio, as plantas são expostas a mudanças súbitas nas condições 

ambientais, pois são transferidas de um ambiente in vitro para o meio 

externo, onde as plantas irão desenvolver mecanismos de controle de 

transpiração e condutância estomática, ativar os mecanismos de 

controle de perda de água pelas células e aumentar a taxa 

fotossintética em condições de atmosfera mais rica em CO2 (ROCHA 

et al., 2008).  

Devido ao grande número de plantas emergidas pelo 

genótipo Hi-II em todos os tratamentos, foram aclimatizadas 30 

plantas para cada tratamento (24 plantas do tratamento M5). O 

tratamento com 0,25 mg 2,4-D (M2) mostrou melhor resultado tanto 

quanta a frequência de plantas aclimatizadas (93,3%), como na 

frequência de  plantas adultas obtidas (76,7%) (Tabela 7). Todas as 

plantas se apresentaram férteis (Figura 11).  

Por outro lado o genótipo H3MT-2 produziu um numero 

limitado de plantas e todas foram aclimatizadas. Foi obtido uma 

aclimatização de 100% quando os calos foram pré-regenerados nos 

meios sem reguladores (M1) e na presença de 0,25 mg.L-1 de 2,4-D + 

0,26 mg.L-1 de ABA (M3). No entanto, somente os tecidos pré-

regenerados no meio M1 produziram 100% de plantas adultas férteis.  
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Tabela 7 - Desempenho dos diferentes meios de pré-regeneração na 
percentagem de  plantas aclimatadas e plantas 
aclimatizadas adultas férteis de dois genótipos de milho. 
Passo Fundo, 2015 

*PTA = Número de plantas transferidas para aclimatização. S= Superior M+1dp= média mais 
um desvio padrão. I= Inferior M-1dp= média menos um desvio padrão. 
 
 

 
Figura 11 - Etapas de aclimatização de plantas do genótipo Hi-II de  

milho: A) Plantas em recipientes de vidros prontas para 
aclimatização; B) Plantas em vasos de 500 mL em 
câmara umida; C) Plantas adultas em casa de vegetação; 
D) Espiga produzida por planta regenerada in vitro. 
Passo Fundo, 2015. 

 
Os dois genótipos avaliados apresentaram diferença na 

capacidade de regeneração in vitro pelo sistema adotado e tratamentos 

  Meios na pré-regeneração 
  

 PTA* 
 

 Planta 
aclimatada 

Planta 
adulta 

      Genótipo  Hi-II         
     N         %          N        % 

M1 Sem reguladores de crescimento  30    16       53,3   11     36,7 
M2 0,25 mg.L-1 2,4-D 30    28       93,3S   23   76,7S 
M3 0,25 mg.L-12,4-D+0,26mg.L-1  ABA 30    20       66,6   15    50,0 
M4  0,1 mg.L-1 2,4-D+0,26mg.L-1  ABA 30    19       63,3   14     46,7 
M5  Sem reguladores + 6% sacarose 24     2         1,2I    0      0,0 

Desvio padrão                33,7                37,8 
                                                                                                 Genótipo  H3MT-2 
                                                                                            N          %        N        % 
M1 Sem reguladores de crescimento  1    1        100,0   1   100,0S 
M2 0,25 mg.L-1 2,4-D 5    2         50,0   1       25,0 
M3 0,25 mg.L-12,4-D+0,26mg.L-1  ABA 2    2        100,0   1       50,0 
M4  0,1 mg.L-1 2,4-D+0,26mg.L-1  ABA 5    4         80,0   2       40,0 
M5  Sem reguladores + 6% sacarose 0    0           0 I   0         0    

Desvio padrão            42,2               40,4 

A B C D 
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avaliados. O genótipo Hi-II apresentou maior capacidade de 

regeneração de planta e o tratamento de pré-regeneração influenciou 

fortemente a sua resposta in vitro. Cada genótipo pode requerer 

diferentes condições para poder expressar o seu potencial de 

regeneração de plantas, necessitando de condição de cultivo diferente 

para regeneração de plantas. Definitivamente o sistema adotado não 

possibilitou bom desempenho do novo hibrido de milho H3MT-2 para 

a regeneração.  

Investimentos para otimização das condições de cultivo 

para cada genótipo é de fundamental importância para seu uso na 

produção de plantas transgênicas. O genótipo Hi-II submetido a etapa 

de pré-regeneração em meio suplementado com 0,25 mg/L-1 2,4-D 

(M2) produziu 410 plantas a partir de 2.5 gramas de calos 

embriogênicos submetidos ao processo de regeneração. Essas plantas 

foram produzidas de forma rápida, atingindo um pico de transferência 

para recipientes de vidro em torno de 15 a 23 dias, provavelmente pela 

forma organizada e eficiente com que os embriões foram 

diferenciados, maturados e germinados. Essas condições ainda 

permitiram que 93,3% das plantas produzidas fossem aclimatizadas, e 

76,7% chegassem a fase adulta com fertilidade. Por essas razões este 

tratamento e genótipo é o escolhido para utilização em programas 

envolvendo transformação genética no Laboratório de Biotecnologia 

Vegetal da UPF.  

Foi demonstrado, neste trabalho, a otimização da 

regeneração in vitro do genótipo Hi-II de milho, podendo resultar na 

aceleração e eficiência da obtenção de plantas geneticamente 

modificadas 
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4 CONCLUSÕES 
 

Há diferença no potencial de regeneração de plantas in 

vitro entre os híbridos Hi-II e H3MT-2, sendo que o hibrido Hi-II 

apresenta maior capacidade de conversão de embriões somáticos em 

plantas nas condições avaliadas. 

O genótipo H3MT-2 não responde positivamente aos 

tratamentos e sistema de regeneração utilizados neste experimento.  

Para o genótipo Hi-II, o meio de pré-regeneração 

contendo 0,25mg/L1 de 2,4-D é a combinação mais eficaz para a 

regeneração de plantas de milho.  
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CAPITULO II 

 

EXPRESSÃO TRANSIENTE DO GENE REPÓRTER uidA EM 

EMBRIÕES IMATUROS DE MILHO SUBMETIDOS A 

DIFERENTES CONDIÇÕES DE CO-CULTIVO COM 

Agrobacterium tumefaciens 

 

DIELLI APARECIDA DIDONÉ1 

 

RESUMO – O uso da  engenharia genética no melhoramento do 

milho tem contribuído para o aumento da sua produtividade e 

sanidade. A técnica de transformação genética via Agrobacterium 

tumefaciens tem sido a tecnologia mais utilizada na produção de 

plantas geneticamente modificadas de milho pois permite a introdução 

de genes herdados estavelmente para as próximas gerações. Porém, 

existem vários fatores que influenciam a eficiência desse processo 

como é o caso da temperatura e do período de co-cultivo da A. 

tumefaciens com o tecido alvo do milho a ser transformado. Este 

trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do período e da 

temperatura na etapa de co-cultivo na transformação genética de 

embriões zigóticos imaturos do hibrido de milho Hi-II e da variedade 

BR 451 com a A. tumefaciens. Também, buscou verificar o período 

ideal para realização do teste histoquímico de GUS após a infecção, 

para acessar a frequência de transformação transiente. Após a 

                                                
1 Bióloga, mestranda do Programa de Pós-Graduação em Agronomia 
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Área de concentração “Produção Vegetal”. 
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infecção, os embriões imaturos foram transferidos para 2 ensaios 

diferentes de co-cultivo com a A. tumefaciens constituído 

primeiramente de: T1: três dias à 20ºC; T2: cinco dias à 20ºC e T3: 

três dias à 20ºC + dois dias à 28ºC. Neste ensaio foram realizados dois 

testes histoquímicos de GUS: aos três e cinco dias após a infecção. O 

segundo experimento foi constituído por: T1: co-cultivo dos embriões 

três dias à 20ºC; T2: três dias à 28ºC; T3: cinco dias à 20ºC por e; T4: 

cinco dias à 28ºC por. A realização do teste histoquímico de GUS 

após cinco dias da infecção permite acessar melhor a transformação 

transiente do que após três dias. A frequência de transformação 

transiente para o genótipo Hi-II foi em média de 71,8%, não sendo 

influenciada pelos tratamentos de co-cultivo. No entanto, para o 

genótipo BR 451 a condição de co-cultivo cinco dias a 20 ºC 

proporcionou uma frequência superior de transformação transiente 

(73,3%). Para os dois genótipos de milho, Hi-II e BR 451, a 

transferência do T-DNA pela bactéria foi favorecida pelo co-cultivo 

dos embriões imaturos por cinco dias a 20 ºC, pois resultou num maior 

número de pontos azuis por embriões somáticos 21,4 e 23,1 

respectivamente. A transformação estável foi de 0,39% para o 

genótipo Hi-II. Os eventos de transformação estável foram observados 

somente a partir de co-cultivo realizado com 20 ºC. Foi possível 

otimizar a transformação transiente para dois genótipo estudados. 

 

Palavras-chave: Temperatura, teste histoquímico de GUS, Zea mays, 

transformação genética 
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TRANSIENT EXPRESSION OF THE REPORTER GENE uidA 

IN MAIZE IMMATURE ZIGOTIC EMBRYOS SUBMITED TO 

DIFFERENT CONDITION OF CO-CULTIVATION WITH 

Agrobacterium tumefaciens 

 

ABSTRACT – The use of genetic engineering in the improvement of 

maize has contributed to the increase in its productivity and sanity. 

The genetic transformation technique via Agrobacterium tumefaciens 

has been the most used technology for production of genetically 

modified maize plants since it allows the introduction of genes 

inherited stably for future generations. However, there are several 

factors that influence the efficiency of that process such as period and 

temperature and co-cultivation period A. tumefaciens with the target 

tissue to be transformed maize. This study aimed to evaluate the effect 

of period and temperature on the co-cultivation step in genetic 

transformation of maize immature zygotic embryos of the Hi-II 

genotype and the variety BR 451 with A. tumefaciens and to identify 

what the ideal period for performing the GUS histochemical assay 

after infection to access the frequency of transient transformation. 

After infection, the immature embryos were transferred to two 

different test treatments co-cultivation with A. tumefaciens primarily 

composed: T1: three days at 20 °C; T2: five days at 20 °C; T3: three 

days at 20 °C ± two days at 28 °C. Two GUS histochemical assays 

were carried out: at three and five days after infection. The second test 

consisted of: T1: co-cultivation of embryos three days at 20 °C; T2: 

three days at 28 °C; T3: five days at 20 °C by; T4: five days at 28 °C. 

The completion of the histochemical GUS assay after five days of 



 

 
69 

infection allowed better access the transient transformation than after 

three days. This procedure will be adopted by the Plant Biotechnology 

Laboratory UPF to monitor T-DNA transfer from the bacterial 

plasmid into the plant cell. For both genotypes of maize Hi-II and BR 

451, the transfer of the T-DNA by the bacterium was enhanced by co-

culture of immature embryos for five days at 20 °C, since it resulted in 

a higher number of blue spots per somatic embryos 21.4 and 23.1, 

respectively, so for genetic transformation of these genotypes co-

cultivation with A. tumefaciens embryos at 20 °C for five shows to be 

the most effective period. It was possible to transfer the bar gene in 

0.39% of the Hi-II embryos infected with A. tumefaciens the calli 

carring the bar gene were obtained in co-culture temperature of 20 °C. 

It was possible to optimize transient transformation for two genotype 

studied. 

 

Key words: Temperature, GUS histochemical assay, Zea mays, 

genetic transformation. 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de grande 

importância mundial na produção de alimentos para humanos e 

animais, sendo que 13% da área agriculturável no mundo é cultivada 

com esta espécie (USDA, 2014). Desde a primeira liberação comercial 

de plantas transgênicas de milho portadoras do gene Bt, que confere 

resistência a insetos, na metade dos anos 90, o milho tem se tornado a 

espécie alvo mais importante da inovação biotecnológica, sendo a 
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cultura que apresenta maior número de novas características 

introduzidas pela engenharia genética liberada comercialmente (Que 

et al., 2014). Estas características compreendem desde resistência a 

insetos, tolerância a diferentes herbicidas, tolerância ao frio, produção 

de etanol e indução da macho esterilidade (ISAAA, 2014). No Brasil 

83% do milho cultivado é transgênico e tem sido produzido por 

grandes empresas multinacionais, ou seja o Brasil ainda não liberou 

comercialmente nenhum produto de milho transgênico no mercado. A 

Embrapa Milho e Sorgo lidera as pesquisas com transformação 

genética de milho no país, já tendo relatado a produção de plantas 

transgênicas pelos métodos de biobalistica e Agrobacterium 

tumefacies (CARNEIRO et al., 2000; 2009).  

A obtenção de plantas transgênicas pelo uso de A. 

tumefaciens baseia-se na capacidade única dessas bactérias de 

transferir sequências específicas de DNA para o genoma vegetal. O 

processo de infecção de células vegetais pela A. tumefaciens tem sido 

intensamente estudado, podendo ser considerado um dos sistemas de 

interação planta-patógeno melhor caracterizado em nível molecular  

(BRASILEIRO, 1993).  

Essa metodologia de transferência de genes tem a grande 

vantagem de poder transferir segmentos de DNA relativamente 

grandes com pequenos rearranjos e integração de baixo número de 

cópias do gene dentro do genoma vegetal favorecendo a transmissão e 

expressão do gene para a progênie (MEYER & SAEDLER, 1996; 

ZHAO et al., 1998). A aplicação de transformação genética mediada 

por A. tumefaciens até pouco tempo estava limitada a plantas 

dicotiledôneas, devido ao fato de a maioria das monocotiledôneas e 
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gimnospermas não serem hospedeiros naturais ou apresentarem pouca 

suscetibilidade a A. tumefaciens (BINNS & TOMASHOW, 1988, 

HIEI et al., 2014). Porém, vários laboratórios já transformam, de 

maneira eficiente, diversas espécies monocotiledôneas com A. 

tumefaciens devido ao uso de linhagens bacterianas mais adequadas, 

uso de genótipos responsivos e tecidos alvos apropriados (HIEI et al., 

2014). Os primeiros relatos da obtenção de monocotiledôneas 

transgênicas obtidas pela transformação com A. tumefaciens se 

referem ao arroz (HIEI et al. 1994), milho (ISHIDA et al. 1996), trigo 

(CHENG et al., 1997), cevada (TINGAY et al., 1997), sorgo (ZHAO 

et al., 2000) e milheto (JHA et al., 2011). No entanto, até hoje, o 

milho é o único cereal transgênico liberado no mercado, e portanto 

considerado uma cultura líder na biotecnologia agrícola (HIEI, et al., 

2014). 

O sucesso na transformação do milho foi devido ao uso de 

tecido com alta taxa de divisão celular, o embrião zigótico imaturo, 

aliado ao uso de um genótipo altamente responsivo in vitro, a 

linhagem A188, e uso de linhagens de A. tumefaciens contendo 

vetores superbinários, ou seja com extras cópias dos genes vir, 

responsáveis pela transferência do T-DNA (ISHIDA, et al., 1996, 

2007). Posteriormente, a utilização do genótipo de milho Hi-II 

(hibrido resultante do cruzamento das linhagens A188 e B73, criado 

especificamente para uso na cultura de tecidos) favoreceu a obtenção 

de plantas transgênicas e férteis de milho via A. tumefaciens (ZHAO 

et al., 2001; FRAME et al., 2002, 2011), mesmo utilizando um 

plasmídeo binário padrão. O milho tem sido transformado 

rotineiramente por muitos laboratórios ao redor do mundo, mas 



 

 
72 

poucos genótipos tem tido transformados efetivamente (JI et al., 

2014), sendo o genótipo Hi-II o mais amplamente utilizado para 

transformação de milho.   

Alguns genótipos alternativos têm sido utilizados por 

alguns grupos (FRAME et al., 2006; 2011; CARNEIRO et al., 2009). 

A variedade de milho BR 451 da Embrapa Milho e Sorgo 

(GUIMARÃES et al., 2004) apresenta capacidade de  produção de 

calos embriogênicos e regeneração de plantas in vitro (PETRILLO et 

al., 2008; SILVA et al., 2009) podendo ser uma alternativa brasileira 

ao híbrido americano Hi-II. No entanto, para a utilização de genótipos 

alternativos são necessários ajustes nos protocolos de transformação.  

 O Laboratório de Biotecnologia Vegetal da Universidade 

de Passo Fundo desenvolve trabalhos no sentido de adaptar 

metodologias de transformação genética de milho utilizando a 

linhagem EHA 101 de A. tumefaciens que tem a capacidade de 

infectar gramíneas. O vetor binário pTF 102 possui o gene para bar 

que confere resistência ao herbicida Bialapohos e o gene repórter 

uidA, que codifica para a enzima β-glucuronidase, contendo um intron 

(GUS-Intron),  permitindo sua expressão somente em eucariotos. 

O gene uidA (comumente denominado gene gus) 

desempenha um papel importante nos estudos iniciais de 

transformação genética em cereais (HIEI et al., 2014), visto que 

através do ensaio histoquímico de GUS (JEFFERSON et al., 1987) é 

possível visualizar a cor azul após o co-cultivo do tecido vegetal com 

a A. tumefaciens. Isso torna possível otimizar os parâmetros que 

determinam a eficiência de infecção e monitorar a transferência do T-

DNA do plasmídeo da bactéria para a célula vegetal. A expressão 
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transiente diz respeito à expressão temporária de um gene mediante 

sua presença não permanente no genoma, portanto é uma medida de 

uma transformação também transiente. A transformação  pode 

somente ser considerada estável após a inserção do gene no genoma 

da planta. Porém, a eficiência da transformação, utilizando A. 

tumefaciens, é dependente de diversos parâmetros, incluindo estirpe 

da bactéria, a resposta ao cultivo in vitro do genótipo de milho e 

composição do meio de cultura.  

Segundo Ishida et al. (2007), o co-cultivo é um dos fatores 

mais importantes dentro do protocolo de transformação genética. Para 

o milho o período de co-cultivo de três dias tem sido utilizado por 

vários autores (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; ISHIDA et al., 

2007). Além do período de co-cultivo, a temperatura utilizada nesta 

fase também influencia na eficiência da transformação (HUANG & 

WEY, 2005). Neste contexto este trabalho teve como objetivo avaliar 

o efeito do período e da temperatura na etapa de co-cultivo na 

transformação genética de embriões zigóticos imaturos do hibrido de 

milho Hi-II e da variedade BR 451 com a A. tumefaciens, e verificar 

qual o período ideal para realizar o teste histoquímico de GUS após a 

infecção, visando acessar a frequência de transformação transiente. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Visando utilizar a tecnologia de transformação do milho 

com A. tumefaciens na transferência de genes de interesse, foi 

utilizado o protocolo de acordo com Frame et al. (2002; 2011), de 

forma que o processo de transformação foi constituído de quatro 
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etapas sequenciais: infecção, co-cultivo, descanso e seleção. Os meios 

de cultura utilizados nestas etapas estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Meios utilizados para o crescimento das bactérias, cultura 
de tecidos, regeneração  e transformação das plantas 

Meios de                                              Cultura de bactérias 
cultura 
YEP 10 g.L-1 de peptona, 5 g. L-1 de NaCl, 10 g. L-1 de extrato de 

levedura, 1.5% de  ágar, pH 7,0. 
                                            Infecção 

Inf Sais N6 (Chu et al., 1975); vitaminas Erickson (0,5 mg.L-1 
de tiamina HCl, 2.0 g.L-1 de glicina, 0,5 mg.L-1 de 
piridoxina HCL, 0,5 mg.L-1 de ácido  nicotínico); 100 
mg.L-1 de caseína   hidrolisada; 0,7 g.L-1 d e L-prolina; 2,0 
mg.L-1 de 2,4D; 68,5 L-1 de sacarose, 36 L-1  de  glicose,  pH 
5,2. 

InfAS Meio Inf suplementado com 100 µM acetossiringona. Obs.  
acetossiringona adicionada imediatamente antes do uso.  

                                            Co-cultivo 
CM  

 
InfAS sem glicose; sacarose reduzida para 30 g.L-1 e 
adicionado de 0,5 g.L-1 de MES; 10 μM  nitrato de prata; 
8,0 g.L-1 de Agar, 100 µM acetossiringona.; pH 5,8. Obs. A 
acetossiringona e nitrato de prata foram adicionados após a 
autoclavagem.  

                                               Descanso 
DS CM sem acetossiringona adicionado de 100 mg.L-1 

cefatoxima e 100 mg.L-1 de vancomicina, pH 5,8. 
                                              Seleção 

SM 
 

CM sem acetossiringona suplementado com 100 mg.L-1 de 
cefatoxima; 100 mg.L-1 vancomicina e  1,5 mg.L-1 de 
fosfinotricina (Bialaphos) e aumento da L-Prolina para 2,88 
mg.L-1.  

SM2 Mesmo do SM, suplementado com 3 mg.L l-1 de 
fosfinotricina (Bialaphos). 
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2.1 Estirpe da agrobactéria, plasmídeo e condições de crescimento 

bacteriano 

 

Foi utilizada a estirpe desarmada de A. tumefaciens EHA 

101 contendo o plasmídeo binário padrão pTF102 (Figura 1), 

gentilmente cedido pela Dra. Kan Wang do “Plant Transformation 

Facility, Iowa State University”. Este vetor contem o gene marcador 

bar e o gene repórter uidA, ambos sob o controle do promotor 

constitutivo CaMV35S. O gene uidA (gene repórter contendo intron) é 

utilizado para acessar a eficiência de transformação transiente pelo 

teste histoquímico de GUS para detecção da cor azul, mediante reação 

enzimática. O gene bar (contendo intensificador de tradução do vírus 

Etch do Tabaco) confere resistência ao herbicida Bialaphos 

(fosfinotricina) é utilizado para a seleção dos tecidos transformados.  

Bactérias obtidas de estoque de glicerol foram cultivadas 

em meio YEP sólido (Tabela 1) suplementado com 100 mg.L-1 de 

espectinomicina e 50 g.L-1 de canamicina  por três dias a 19oC.  

Dois “loops” desta cultura foram suspendidos em 5ml de 

meio de infecção (meio InfAS, tabela 1) suplementado com 100uM de 

acetossiringona) até atingir a densidade celular de OD550 = 0.3 - 0.4. 

As bactérias foram incubadas em um shaker horizontal em uma 

plataforma a 100 rpm em temperatura ambiente (23 oC) por 2 horas, 

sendo que esta fase corresponde ao pré-tratamento para ativação do T-

DNA (FRAME et al., 2002). 
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Figura 1. Esquema geral do plasmídeo binário padrão pTF102 
desenvolvido pela “Iowa State University”, contendo o 
gene  bar que codifica a fosfinotricina acetiltransferase e 
confere resistência ao antibiótico fosfiotricina;  e o gene 
uidA com intron que codifica a β-glucoronidade utilizado 
para análise histoquímica de GUS. Fonte: Frame et al., 
2002 

 

2.2 Etapa de infecção e co-cultivo 

 

Os embriões zigóticos imaturos dos genótipos Hi-II e BR 

451 de 1,2 a 1,8 mm de comprimento, coletados aproximadamente 11 

dias após a polinização, foram imersos em 1 mL da suspensão de A. 

tumefaciens (InfAS) durante cinco minutos no escuro. 

pTF102
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PvuII (7305)

PvuII (11379)

SspI (9218)

SspI (10219)
SspI (10228)



 

 
77 

Após a infecção os explantes foram transferidos para o 

meio de co-cultivo (CM - tabela 1). As placas de petri foram vedadas 

com fita porosa e co-cultivados no escuro. Esta etapa dois ensaios 

foram realizados, conforme descrito abaixo: 

 

2.2.1 Ensaio I: Diferentes períodos e temperaturas de co-cultivo 

dos embriões imaturos do Hibrido Hi-II com A. 

tumefaciens  

T1: três dias à 20ºC; 

T2: cinco dias à 20ºC; 

T3: três dias à 20ºC seguido por dois dias à 28ºC. 

 

 O teste histoquímico de GUS foi realizado três e cinco dias 

após a infecção.  

 

2.2.2 Ensaio II: Diferentes dias e temperaturas de co-cultivo dos 

embriões imaturos do Hibrido Hi-II  e BR 451 com A. 

tumefaciens 

T1: três dias à 20ºC; 

T2: três dias à 28ºC ; 

T3: cinco dias à 20ºC; 

T4: cinco dias à 28ºC. 

 

O teste histoquímico de GUS foi realizado cinco dias após a infecção 

em todos os tratamentos.  
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2.3 Etapa de descanso 

 

Os explantes co-cultivados com A. tumefaciens foram 

transferidos do meio CM para meio de descanso (meio DM, tabela 1) 

contendo 100 mg.L-1 de cefotaxima e 100 mg.L-1 de vancomicina para 

eliminação da bactéria. As placas de petri foram vedadas com fita 

porosa e mantidas no escuro a 28 °C durante sete dias.   

 

2.4 Etapa de seleção 

 

Após o período de descanso, os explantes foram 

transferidos para o meio de seleção (SM, Tabela 1) contendo  1,5 

mg.L-1 de Bialaphos para seleção de calos resistentes ao herbicida. As 

placas de petri foram vedadas com fita porosa mantidas a 28°C no 

escuro durante duas semanas. Após, os embriões foram transferidos 

para meio SM2 (contendo 3 mg.L-1 de Bialaphos), sendo 

subcultivados para este mesmo meio a cada três semanas. Estas 

culturas foram mantidas no escuro a 28oC por aproximadamente cinco 

meses até a proliferação de calos resistentes ao herbicida. No último 

subcultivo, os calos embriogênicos resistentes foram segmentados em 

fragmentos de 3 a 5 mm de diâmetro e transferidos para meio de 

regeneração de plantas. 
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2.5 Avaliações realizadas 

 

a) Frequência de transformação transiente 

 

A  frequência de transformação transiente de cada 

tratamento foi avaliada mediante a expressão do gene repórter uidA  

nos embriões imaturos submetidos a infecção e co-cultivo com a 

agrobactéria após três e/ou cinco dias. Para tal foi empregado o teste 

histoquímico para β-glucuronidase (GUS) conforme (Jefferson et al., 

1987). O gene uidA codifica a enzima GUS que, na presença do 

substrato X-glucuronidase  produz um dímero de cor azul índico que 

possibilita a visualização e a contagem dos eventos de transformação.  

Os embriões foram incubados em solução X-gluc por 16 horas a 37 

°C. Após a incubação a reação foi removida e os embriões foram 

armazenados em etanol 70% para as análises posteriores. Contagem 

de pontos azuis por embrião e frequência de embriões com pontos 

azuis.  

 

b) Frequência de calos resistentes ao herbicida  

 

A frequência de calos resistente ao herbicida foi acessada 

pelo número de calos resistentes ao Bialaphos obtidos no final do 

período de seleção (cinco meses após a transformação) em relação ao 

número total de explantes inoculados (% de calos resistentes). 

A amplificação do gene bar foi utilizado para confirmar a 

transformação dos calos resistentes ao herbicida. Para tal, foi extraído 

o DNA genômico dos calos supostamente resistente conforme 
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Dellaporta et al. (1983) e submetido à análise molecular por PCR 

(Reação de Polimerase em Cadeia) para detecção do gene bar. A 

quantificação do DNA foi realizada por eletroforese em gel agarose 

(1%) seguindo quatro etapas: (1) preparação do gel 1% (200 ml de 

TBE 0,5 M, 2 g de agarose e 50 µL de brometo de etídio); (2) 

preparação das amostras (3 µl de Green Go taq (5x) + 2 µl de DNA); 

(3) corrida do gel (80 volts por 1 hora) e (4) coloração em brometo de 

etídio visualização em UV, na qual as amostras foram comparadas um 

DNA Marcador a uma concentração conhecida de 100 ng. Após a 

quantificação as amostras foram diluídas em água miliQ estéril até 

obter-se a concentração de 25 ng de DNA. 

As reações de amplificação por PCR foram feitas com 

volume final de 20 µL contendo: água 10,9 µL, buffer 10x 2 µL (5X), 

MgCl 0,6 µL (25 mM), dNTPs 4 µL (2,5 mM), primer forward 1,0 µL 

(0,5 µM), primer reverse 1,0 µL (0,5 µM), Taq polimerase 0,5 µL 

(U/µL) e 5 µL de DNA (25 ng). As amplificações foram realizadas em 

termociclador com a seguinte programação: 94 °C por 2 min, 30 ciclos 

de 94 °C por 30 s, 54 °C por 45 s, 72 ºC por 45 s seguido por 72 °C 

por 5 min.  Os primers utilizados foram: Forward 5'-TGC ACC ATC 

GTC AAC CAC-3' e Reverse 5´-AGA AAC CCA CGT CAT GCC-3´.  

Como controle positivo foi utilizado o plasmídeo pTF 102 e como 

controle negativo DNA de calos não transformados. O produto de 

amplificação foi analisado em gel de agarose a 1% corado com 

brometo de etídio,  visualizados e fotografados no transluminador sob 

luz ultra violeta. O tamanho dos fragmentos observados foi de 407 pb 

para os calos com a presença do gene bar. 

  



 

 
81 

2.6 Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental foi o completamente 

casualizado com cinco repetições para cada tratamento (período e 

temperatura de co-cultivo) nos dois ensaios. A unidade experimental 

foi uma placa de petri contendo 30 explantes. Para analise da 

transformação transiente  foi retirada uma amostragem de cinco 

explantes por repetição, totalizando 25 embriões por tratamento 

avaliados pelo teste histoquímico de GUS. 

Foram obtidas as médias e realizado desvio padrão ± 1 dos 

experimentos. O ensaio II foi repetido três vezes sequenciais, nas 

datas 18/01, 28/01 e 01/02 de 2013. 

 

3 RESULTADO E DISCUSSÕES  

 

3.1 Ensaio I 

 

3.1.1 Expressão transiente de GUS 

 

O gene repórter uidA controlado pelo promotor 

constitutivo viral 35S foi utilizado para investigar a transformação 

transiente, ou seja a transferência do T-DNA da A. tumefaciens 

EHA101 para as células dos embriões imaturos de milho, 

independente da sua integração ou não no seu genoma, quando 

diferentes períodos e temperaturas foram utilizados no co-cultivo. Este 

ensaio também foi útil para verificar quantos dias depois da infecção a 
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expressão do gene uidA se torna mais visível para analise da 

transformação transiente. 

Quando os embriões foram co-cultivados com a bactéria 

por três dias a 20 oC (T1), a frequência de embriões expressando GUS 

após cinco dias da infecção foi de 90%, ou seja 70% a mais do que a 

frequência de embriões GUS positivo observados aos três dias da 

infecção (20%) (Tabela 2). Esta diferença no aumento da frequência 

de embriões expressando GUS foi observada quando o co-cultivo foi 

realizado por cinco dias a 20 ºC (95%) em relação ao teste 

histoquímico realizado ao três dias (25%) (Tabela 2). Esses dados 

indicam que após cinco dias da infecção a visualização do GUS foi 

aumentada, possibilitando um melhor acesso a medida de 

transformação transiente.  

 

Tabela 2 - Expressão gene uidA 3 dias e 5 dias após a infecção com 
com A. tumefaciens EHA101:pTF102 em embriões 
zigóticos imaturos do genótipo Hi-II 

Tratamento Condições 
co-cultivo 

  Expressão gene 
uidA 

 Embriões 
com 

pontos 
azuis* (%) 

 
 

Nº de 
pontos 
azuis/ 

embrião 
  3 

DAI
** 

 5 
DAI 

3 
DAI 

5 
DAI 

T1 3 dias 20oC 20  90  1,9 10,6 
T2 5 dias 20oC 25  95  6,7 24,8 
T3 3 dias 20oC+ 

2 dias 28oC 
 
- 

  
80 

  
- 

 
12,4 

*Amostra de cinco embriões por repetição, total 25 embriões/tratamento. 
**DAI = Dias após infecção.  
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Da mesma forma, o número de pontos azuis observados 

por embrião aumentou em torno de 5,6 vezes quando a análise de 

GUS foi realizada no 5º dia depois da infecção comparado a analise de 

Gus no 3º dia após a infecção. Esse aumento foi observado nos 

tratamentos T1 e T2 (Tabela 2 e Figura 2).  

Provavelmente a maior visualização do GUS foi 

ocasionada pelo maior tempo de exposição de cultivo in vitro na 

presença da auxina sintética 2,4-D, que induz divisões celulares, 

oportunizando as células transformadas com o T-DNA bacteriano  

expressarem o gene uidA de forma mais visível. 

  A maioria dos protocolos de transformação genética de 

milho realizam o teste histoquímico de GUS após três dias da infecção 

(FRAME et al., 2002; 2006; 2011; ISHIDA et al., 2007). Ombori et al. 

(2013) encontraram maior frequência de embriões expressando GUS 

no terceiro dia de co-cultivo comparado ao quarto dia. No entanto 

nossos resultados mostraram que a realização do teste após cinco dias 

permite acessar melhor a transformação transiente do que após três 

dias da infecção. Este procedimento será adotado pelo Laboratório de 

Biotecnologia Vegetal da UPF (LBV-UPF) para monitorar a 

transferência do T-DNA do plasmídeo da  bactéria para a célula 

vegetal.   

Quando comparados as frequências de transformação 

transiente entre os diferentes tratamentos de co-cultivo (T1 e T2), foi 

observado que embora as frequências de embriões com pontos azuis 

se mantem constante entre os tratamentos, o co-cultivo de cinco dias a 

20 ºC (T3) proporcionou o dobro do número de pontos azuis (24,8) 
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comparado ao co-cultivo de três dias a 20 ºC (T1) (10,6) 

contabilizados no 5º dia da infecção (Tabela 2 e Figura 2). Isso indica 

que cinco dias de co-cultivo proporcionou maior número de células 

transformadas com o T-DNA do que três dias de co-cultivo a 20 ºC. 

A questão a ser respondida é se o aumento da 

transformação foi devido a maior exposição de tempo a temperatura 

de 20 ºC que favorece a transferência do T-DNA (FRAME et al., 

2002; 2011; HUANG & WEI, 2005; LEE et al., 2007), ou a maior 

permanência dos embriões no meio de co-cultivo, o qual é  

suplementado com acetossiringona, substância conhecida por 

estimular a transferência do T-DNA da A. tumefaciens para a célula 

vegetal (WU et al., 2003; DING et al., 2009). Por sua vez, o meio de 

descanso, onde os embriões do tratamento T1 permaneceram pelos 

últimos dois dias antes do ensaio histológico de GUS, não apresenta 

acetossiringona e é suplementado com antibióticos cefotaxima e 

vancomicina para eliminação da bactéria e submetidos a uma 

temperatura de 28 ºC.   

Esta questão pode ser esclarecida pelo desempenho do 

tratamento T3, onde os embriões foram  co-cultivados no regime de 

três dias a 20 ºC seguido por dois dias a 28 ºC, ou seja os embriões 

foram mantidos por cinco dias em meio de co-cultivo, sendo alterado 

somente a temperatura sem a troca de meio. Como este tratamento se 

comportou muito semelhante ao tratamento de co-cultivo três dias a 

20 oC (em média 12,4 pontos azuis/embrião) (Tabela 2 e Figura 2),  é 

possível concluir que a maior causa do aumento de transformação 

transiente do tratamento T3 foi devido a maior exposição de tempo a 
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temperatura de 20 ºC e não a outros fatores relacionados ao meio de 

cultura.  

 
Figura 2 - Teste histológico de GUS em embriões zigóticos imaturos 

do hibrido de milho Hi-II infectados com A. tumefaciens 
EHA101:pTF102 e mantidos em diferentes tratamentos 
de co-cultivo: A)  três dias a 20 ºC-GUS avaliado no 3º 
dia após infecção; B) três dias a  20 ºC- GUS avaliado no 
5º dia após infecção; C) cinco dias 20 ºC-GUS avaliado 
no 3º dia; D) cinco dias 20 ºC-GUS avaliado no 5º dia da 
infecção; E) Embrião não transformado como controle 
negativo, F) três dias 20ºC seguidos por dois dias 28 ºC -
GUS avaliado no 5º dia após infecção. Barra de 1 mm. 
Passo Fundo, 2015. 
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3.2 Ensaio II 

 

3.2.1 Transformação transiente do genótipo Hi-II   

 

Esse ensaio foi realizado três vezes sequenciais (3 

experimentos independentes)  com o genótipo Hi-II,  e para o genótipo 

BR 451 foi realizado apenas uma vez devido a reduzida 

disponibilidade de material vegetal. O mesmo teve como objetivo 

verificar o efeito do período e da temperatura de co-cultivo na 

transferência do T-DNA da bactéria para embriões imaturos de milho 

verificada mediante a expressão transiente do gene repórter uidA e 

obtenção de calos resistentes ao herbicida.  

A tabela 3 apresenta os resultados dos três experimentos 

realizados com o genótipo Hi-II e evidencia a variação na resposta aos 

tratamentos  e a variação entre os experimentos.  

No experimento I os tratamentos T3  (cinco dias a 20 ºC)  

e T4 (cinco dias a 28 ºC) resultaram numa maior frequência de 

embriões com pontos azuis (embriões GUS positivos), 92  e 100%, 

respectivamente. No entanto o tratamento T3 se mostrou superior aos 

demais em relação a média de pontos azuis por embrião (27,9). O 

tratamento T1 (três dias a 20 ºC) que representa as condições de co-

cultivo mais  utilizada em protocolos de transformação genética de 

milho do genótipo Hi-II (FRAME et al., 2002; 2011), apresentou  

apenas 9,9 pontos  azuis por embrião (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Expressão transiente de GUS em embriões imaturos do 
genótipo Hi-II de milho submetidos a diferentes períodos e 
temperaturas de co-cultivo com A. tumefaciens estirpe 
EHA101:pTF102. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2015 

*Amostra de vinte e cinco embriões por tratamento. 
S = Superior no desvio padrão ± 1. 

 

No experimento II, as medias de embriões GUS positivos 

foram mais baixas que os outros experimentos, sendo que o 

tratamento T4 (cinco dias a 28oC) foi superior para esta variável 

(76%) comparado aos demais tratamentos. Para número de pontos 

azuis por embrião, os tratamentos T3 (cinco dias a 20 ºC) e T4 

mostraram valores mais elevados. 

O terceiro experimento indicou que o tratamento T1 e T3 

apresentaram os maiores valores para número de pontos azuis por 

embrião (23,8 e 23,1, respectivamente). 

           Expressão gene uidA  
Experimento Tratamentos de 

Co-cultivo 
       Período                  To 

Embriões 
com pontos 
azuis* (%) 

Média de 
pontos 

azuis por 
embrião 

 

I 3 dias  20 80 9,9  
          28 60 4,7  

 5 dias  20 92  27,9 S  
        28  100 S 26,3  
          Desvio Padrão         15,6 10,0  

II 3 dias  20  48 9,9  
  28   8 0,9  
 5 dias  20  48 13,3  
  28  76 S 14,6  
 Desvio Padrão     24,2 5,3  

III 3 dias  20 100 23,8  
  28        93,2 16,2  
 5 dias 20  93,2 23,1  

              28        63,2 4,5  
 Desvio Padrão         14,2 7,7  
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Essa variação entre os experimentos é habitual quando se 

trabalha com transformação genética e reflete a influência de fatores 

difíceis de serem controlados, mesmo num sistema de rotina na 

transformação de plantas de milho e mostra a necessidade de se levar 

em consideração média de vários experimentos ao se testar diferentes 

tratamentos para melhorar os protocolos já existentes e estabelecidos 

para esta espécie (GRANDO et al., 2011).  

 

3.2.1.1 Análise conjunta dos experimentos 

 

O co-cultivo por cinco dias a temperatura de 20 ºC 

(tratamento T3) promoveu elevado número de pontos azuis por 

embrião em todos os experimentos, consistindo na condição que se 

manteve mais favorável ao longo do ensaio (Tabela 3). A análise 

conjunta dos três experimentos permitiu verificar que o co-cultivo por 

três dias a 28 ºC foi a condição mais desfavorável para frequência de 

embriões GUS positivo (53%) (Figura 3), contrastando com 

frequências maiores que 75% nos outros tratamentos e com a média 

de todos os tratamento 71,8% (Figura 3A).  

Quanto ao co-cultivo dos embriões por três dias a 20ºC 

(T1) resultou em uma média de 14,5 pontos azuis por embriões 

(Figura 3B). O bom desempenho desse tratamento na transformação 

genética para o genótipo Hi-II foi relatado por Frame et al., (2002; 

2006) esta condição de co-cultivo é a mais utilizada para embriões 

zigóticos imaturos de milho (FRAME et al., 2002; 2006; 2011; OMER 

et al., 2013; SILVA, 2013; OMBORI et al., 2014). Entretanto, o 

tratamento de cinco dias a 20 ºC obteve, em média, maior número de 
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pontos azuis por embrião (21,4) (Figura 3B) indicando sua 

superioridade sobre os demais tratamentos e sobre a média dos 

tratamentos que foi 14,6 pontos por embrião. 

É possível concluir que as condições de co-cultivo 

influenciam na frequência de transformação genéticas em embriões 

imaturos, principalmente o número de celulas transformadas por 

explante. Huang & Wey (2005) relataram diferenças no período (0-6 

dias) e na temperatura (19-28 ºC) do co-cultivo na transferência do T-

DNA da bactéria em explantes de milho, verificando que a 

temperatura mais adequada seria 22 ºC e que o período não variou de 

três a seis dias de co-cultivo. Porém, quando os explantes 

permaneceram por três dias obtiveram maior números de 

transformação estável. 

Quando se compara a expressão do gene uidA em 

embriões zigóticos imaturos do genótipo Hi-II transformados com a 

mesma bactéria e co-cultivados durante três dias a 20 ºC em trabalhos 

anteriores realizados no LBV-UPF (SILVA, 2013), observa-se um 

aumento na frequência de embrião GUS positivos de 45% (31 para 

76%) e de 7,5 pontos azuis por embrião (7 para 14,5). Isso indica a 

melhoria e a otimização na transformação transiente em laboratório 

para este genótipo. 
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Figura 3 - Expressão transiente de GUS (A) Frequência de embriões 

com pontos azuis; e (B) Média de pontos azuis por 
embrião utilizando diferentes condições de co-cultivo de 
embriões imaturos do genótipo Hi-II de milho com A. 
tumefaciens estirpe EHA101:pTF102. N = 75 embriões. 
Passo Fundo, FAMV/UPF, 2015. 

 

3.2.2 Transformação transiente do genótipo BR 451  

A capacidade dos embriões imaturos de serem 

transformados via A. tumefaciens também foi avaliada para a 

variedade BR 451 de milho, utilizando as mesmas condições de co-

cultivo avaliadas para o hibrido Hi-II. Os resultados são demonstrados 

na figura 4. A frequência de transformação transiente dos embriões do 

genótipo BR 451 (43,3) foi menor quando comparado ao observado 

para o Hi-II (71,8). O número de pontos de transformação também foi 

menor para o BR 451 (11,7) quando comparado ao Hi-II (14,6).  

A capacidade de transformação de diferentes genótipos de 

milho com a A. tumefaciens tem sido amplamente discutida na 
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literatura (FRAME et al., 2006, 2011; HUANG & WEI, 2005; OMER 

et al., 2013), sendo a dependência do genótipo a principal limitação na 

transformação genética de milho via A. tumefaciens (HIEI et al., 

2013). A diferença genotípica pode ser explicada pela compatibilidade 

entre o genótipo e a linhagem da bactéria empregada na transformação 

(OMBORI et al., 2013). Segundo Nam et al. (1997 citado por Ombori 

et al., 2013) a sensibilidade de células de Arabidopsis thaliana a 

linhagens bacterianas é atribuída a diferenças na sua conecção com a 

célula vegetal ou ainda na maquinaria de transferência do T-DNA 

codificado pela bactéria ou célula vegetal.   

Avaliando o efeito das condições de co-cultivo na 

transformação transiente de embriões do genótipo BR 451, o 

tratamento T3 (cinco dias a 20 ºC) foi superior para frequência de 

embriões GUS positivo (73,3%) (Figura 4A) e para número de pontos 

azuis observados por embrião (23,1) (Figura  4B), concordando com o 

que foi observado para o genótipo Hi-II.  

Comparando com trabalhos de transformação genética 

anteriores realizados com este genótipo no LBV-UPF (SILVA, 2013), 

observamos um aumento acentuado na frequência de embriões GUS 

positivos quando co-cultivado três dias a 20 ºC, no qual passou de 

13,6% para 26,6%. O mesmo ocorreu com o número de pontos azuis 

de 1,6 para 4 pontos por embrião, mostrando a otimização da 

transformação transiente também para o genótipo BR 451 neste 

laboratório. 
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Figura 4 - Expressão transiente de GUS (A) Frequência de embriões 

com pontos azuis; e (B) Média de pontos azuis por 
embrião utilizando diferentes condições de co-cultivo na 
transformação genética de embriões do genótipo BR 451 
de milho com A. tumefaciens estirpe EHA101:pTF102. N 
= 52 embriões. S = Superior no desvio padrão + média. 
Passo Fundo, FAMV/UPF, 2015 

 

Segundo Alimohammadi & Bagherieh-Najjar (2009), a 

temperatura de co-cultivo é um fator importante a ser estudado, pois 

há diferentes respostas entre plantas monocotiledôneas, genótipos, 

explantes e estirpes de A. tumefaciens utilizados. O efeito da 

temperatura na transferência de genes mediada por A. tumefaciens foi 

relatado anteriormente por Fullner et al. (1996), quando demonstraram  

que a formação de pili ou T-pili da agrobactéria é maior em baixas 

temperaturas (19 ºC) e menor sob temperaturas mais elevadas (28 ºC). 

O T-pilus é um apêndice ou canal filamentoso preso à superfície da A. 

tumefaciens, composto por proteínas codificadas do plasmídeo Ti 

(MCCULLEN & BINNS, 2006). Acredita-se que este sistema de 
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secreção é o principal meio de transporte do T-DNA da célula 

bacteriana para a célula vegetal (LAI et al., 2000). 

Recentemente, Ziemienowicz (2013) relatou que as 

temperaturas ideais para transformação de plantas dicotiledôneas estão 

em 19-20 ºC, enquanto que para monocotiledôneas as melhores 

temperaturas estão em 24-25 ºC. Ainda assim a temperatura ideal 

durante o período de co-cultivo é variável entre e dentro das espécies. 

Plantas de milho transgênicas foram obtidas a partir do co-

cultivo dos embriões imaturos de 19 a 28 ºC por Gordon-Kamm et al. 

(2002) em que a temperatura adequada foi 22 ºC, e níveis inferiores de 

expressão de gus foram observados em 19 e 28 ºC.  

Segundo Hiei et al. (2014) usar baixa temperatura durante 

o co-cultivo é uma estratégia para aumentar a transferência do T-DNA 

da bactéria para o tecido alvo e evitar o supercrescimento da A. 

tumefaciens no meio de co-cultivo. Ainda a maquinaria da 

transferência do T-DNA dentro da bactéria pode ser mais efetiva a 

baixas temperaturas (FULLNER & NESTER, 1996). Os experimentos 

relatados nesse trabalho demonstraram que a transformação transiente 

do gene uidA oscila entre as temperaturas 20-28 ºC empregadas no co-

cultivo, sendo que a melhor temperatura foi a de 20 ºC. No entanto, 

quando os embriões foram co-cultivados a temperatura de 28 ºC não 

foi observado supercrescimento de bactéria. 

As Figura 5 e Figura 6 mostram a expressão do gene uidA 

em embriões imaturos dos genótipo Hi-II e BR 451 transformados 

geneticamente pela A. tumefaciens e a influência do período e 

temperatura no co-cultivo observadas nesses experimentos, e, ainda, 

torna visível o efeito do genótipo neste processo. 
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Figura 5 - Expressão do gene uidA em embriões do hibrido de milho 

Hi-II infectados com A. tumefaciens EHA101:pTF102: A) 
T1= embriões co-cultivados 3 dias a 20ºC; B) T2= 3 dias a 
28 ºC; C) T3= 5 dias a 20ºC; D) T4= 5 dias a 28ºC; E) 
Controle negativo não infectado. Barra de 1mm. Passo 
Fundo, FAMV/UPF, 2015.  

 

 
Figura 6 - Expressão do gene uidA em embriões do hibrido de milho 

BR 451 infectados com A. tumefaciens EHA101:pTF102: 
A) T1= embriões co-cultivados 3 dias a 20ºC; B) T2= 3 dias 
a 28ºC; C) T3= 5 dias a 20ºC; D) T4= 5 dias a 28ºC; E) 
Controle negativo não infectado. Barra de 1 mm. Passo 
Fundo, FAMV/UPF, 2015. 

  
Um passo crítico no desenvolvimento de um sistema 

eficiente de transformação mediada por A. tumefaciens em cereais é o 

estabelecimento de condições ótimas na transferência do T-DNA da 

bactéria para o tecido alvo, a partir dos quais as plantas podem ser 

regeneradas. Embora, a transformação mediada por A. tumefaciens em 

cereais é um método importante que tem sido utilizado em 

laboratórios de todo o mundo, protocolos de rotina foram 
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estabelecidas apenas em cultivares específicas dentro de uma espécie 

e com tecidos específicos de elevado potencial de regeneração 

(SHRAWAT & GOOD, 2011). Por isso, se torna imprescindível o 

estabelecimento de estratégia de transformação no LBV-UPF com 

novos genótipo como o BR 451 e buscar a otimização na 

transformação do  genótipo Hi-II em nossas condições. 

 

2.2.3 Calos resistente aos herbicida Bialaphos  

 
Buscando avaliar o efeito das diferentes condições de co-

cultivo nas etapas subsequentes do processo de obtenção de plantas 

transgênicas, foi avaliado a produção de calos embriogênicos 

resistentes ao herbicida Bialaphos utilizado como agente seletivo no 

processo de seleção de tecidos transformados. Segundo Hiei et al., 

(2014) usar baixa temperatura durante o co-cultivo aumenta a  

transferência do T-DNA da bactéria para o tecido alvo e também evita 

o supercrescimento da A. tumefaciens  no meio de co-cultivo. No 

entanto a baixa temperatura pode resultar no crescimento menos 

vigoroso da célula do milho refletindo na capacidade de produção de 

calos embriogênicos resistentes ao herbicida. 

A Tabela 4 apresenta as frequências de calos obtidos em 

todos os experimentos e tratamentos utilizando o genótipo Hi-II, a 

partir de um total de 1.563 embriões imaturos submetidos a infecção 

com A. tumefaciens. No experimento I o tratamento T4 (cinco dias 

28ºC) produziu uma frequência de calos resistentes ao Bialaphos 

superior aos demais tratamentos (20,9%) . No experimento II o cultivo 

dos embriões por três dias a 28 ºC produziu a menor frequência de 
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calos resistentes, o que foi observado também nos outros 

experimentos, mostrando ser uma condição desfavorável para a 

produção destas estruturas. No entanto, no experimento III o 

Tratamento T1 (três dias 20 ºC) promoveu uma maior frequência de 

calo resistente ao herbicida (32,6%), não sendo  superior aos demais 

tratamentos.  

 
Tabela 4 - Frequência de calos resistentes ao herbicida Bialaphos 

obtida a partir de embriões do genótipo Hi-II submetidos 
a  diferentes condições de co-cultivo com A. tumefaciens 
Estirpe EHA101:pTF102. Passo Fundo, FAMV/UPF, 
2015 

              Expressão gene bar  
Exp. Tratamentos de 

Co-cultivo 
Nº de 

embriões 
infectados 

% calos 
resistentes  

Nº Calo 
PCR 

positivo 

Escapes 
(%) 

I 3 dias 20ºC (T1) 146 10,9 - - 
 3 dias 28ºC (T2) 134 4,5 - - 

 5 dias 20ºC (T3) 142 7,7 - - 
 5 dias 28ºC (T4) 139 20,9 S - - 
 TOTAL/media 561 11   

         Desvio Padrão  6,1          
II 3 dias 20ºC (T1) 112 21,4 - - 
 3 dias 28ºC (T2) 110 9,1 - - 
 5 dias 20ºC (T3) 136 24,3 - - 
 5 dias 28ºC (T4) 132 28 - - 
 TOTAL/media 490 21,2   
         Desvio Padrão  7,1          

III 3 dias 20ºC (T1) 184 32,6 1 (0,54%)     98,9 
 3 dias 28ºC (T2) 66 16,7 0     100 
 5 dias 20ºC (T3) 191 27,2 1 (0,52 %)       99 
 5 dias 28ºC (T4 71 18,3 0 100 
 TOTAL/media 512 26,6 2 (0,39%) 99,5 

         Desvio Padrão  6,5          
TOTAL/media GERAL 1563 19,6   

S = Superior no desvio padrão ± 1. 

 
Com resultado da análise conjunta dos experimentos em 

relação a produção de calos resistentes, fica evidente o efeito negativo 
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do co-cultivo realizado nas condições de três dias a 28 ºC na produção 

de calos resistentes ao herbicida Bialaphos (Figura 7).  

 
Figura 7 - Frequência de calos resistentes ao herbicida Bialaphos 

obtida a partir de 1563 embriões imaturos do genótipo Hi-
II submetidos a  diferentes condições de co-cultivo com A. 
tumefaciens Estirpe EHA101:pTF102. Passo Fundo, 
FAMV/UPF, 2015 

 

Os calos do genótipo Hi-II transformados geneticamente 

pela A. tumefaciens expressam resistência ao herbicida Bialaphos, os 

quais crescem em meio seletivo e apresentam embriões somáticos em 

sua superfície (Figura 8). 

 

 
Figura 8 – Expressão gene bar: A e B) Calo do genótipo Hi-II 

expressando resistência ao herbicida Bialaphos, 
apresentando embriões somáticos em sua superfície; C) 
Calo não resistente, sensível a presença do herbicida. 
Barra de 1 mm. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2015 
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Para o genótipo BR 451 o cultivo conduzido por cinco 

dias a 20 ºC favoreceu a  produção de calos resistentes sendo que  

36,9% dos 74 embriões co-cultivados produziram calos na presença 

do herbicida utilizado na seleção (Figura 9). Isso indica que o co-

cultivo prolongado em baixa temperatura não prejudica a produção 

de calos resistentes ao herbicida para ambos os genótipos.  

 

 
Figura 9 - Frequência de calos resistentes ao herbicida Bialaphos 

obtida a partir de 201  embriões imaturos do genótipo BR 
451 submetidos a  diferentes condições de co-cultivo com 
A. tumefaciens estirpe EHA101:pTF102. S = Superior no 
desvio padrão + média Passo Fundo, FAMV/UPF, 2015. 

 

3.2.4 Análise de PCR para amplificação do gene bar em calos 

resistentes 

 

Foi realizadoa a amplificação por PCR do gene bar 

apenas nos calos resistentes do genótipo Hi-II obtidos no experimento 

III, devido ao grande numero de calos possivelmente resistentes 

obtidos em todos os experimentos (307 calos) e também nos calos 

resistentes obtidos do genótipo BR451.  Foi confirmada a presença do 
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gene bar em dois dos calos resistentes para o genótipo Hi-II (Tabela 3 

e Figura 10)  e nenhum para o genótipo BR 451. Assim a eficiência de 

transformação estável foi de 0,54% para o T1 e 0,52% para o T3  

(tabela 4). Ressalta-se que somente foram obtidos calos transgênicos 

(transformação estável) a partir de embriões co-cultivados em 

temperada de 20 ºC (três ou cinco dias).   

No presente experimento, a frequência de transformação 

estável se refere ao número de calos resistentes produzidos a partir do 

número total de embriões submetidos à infecção com A. tumefaciens. 

Portanto, os resultados obtidos neste experimento (0,54 e 0,53%) 

(Figura 10) é muito inferior ao relatado na literatura para este mesmo 

genótipo 5 a 8% (FRAME et al., 2002; 2006;  GRANDO et al., 2011).   

 

 
Figura 10 - Análise de PCR em calos resistentes ao herbicida 

Bialaphos: M: Marcador 1000pb; C+: DNA isolado 
plasmídeo da bactéria A. tumefaciens EHA101 pTF 102 
como controle positivo de 407 pb; C-: Calo não 
transformado como controle negativo; 11: Fragmento 
de 407 pb amplificados por PCR a partir de calos 
embriogênicos contendo o gene bar. Passo Fundo, 
FAMV/UPF, 2015. 
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Dos 138 calos resistentes obtidos no experimento III, 136  

(98%)  são considerados escapes,  ou seja, sobreviveram  ao cultivo na 

presença 3 mg.L-1 de Bialaphos, porém não eram geneticamente 

modificados. No caso do genótipo BR 451, a frequência de escape foi 

de 100%, pois nenhum dos 38 calos resistentes obtidos do sistema de 

seleção portavam o gene bar. Alguns dos calos considerados escapes 

podem também ser quimeras, ou seja apresentam células 

geneticamente modificas e não modificadas gerando resultado falso-

negativo por PCR. 

A ocorrência de escapes é comum em protocolos de 

transformação. Escapes também foram encontrados nos trabalhos 

descritos por Binka et al. (2012) e Wang et al. (2009). No entanto a 

frequência de escapes nestes experimentos com os dois genótipos foi 

muito alta. A dose de 3mg.L-1 de Bialaphos tem sido amplamente 

utilizada para seleção de calos embriogênicos de milho, inclusive do 

genótipo  Hi-II.  O uso de uma maior dose de agente seletivo poderia 

diminuir o número de calos escapes. Uma alternativa seria o uso de 5 

mg/L-1 (FRAME, et al 2006) no meio de seleção. Novos teste já estão 

sendo realizados no LBV-UPF com novas dosagens do herbicida 

Bialaphos, na indução de calos embriogênico, para solucionar este 

problema.  

Um fator que pode ter gerado escapes foi a elevada 

quantidade de L-prolina utilizada no meio de Seleção dos calos (2,88 

g.L-1). A L-prolina favorece o crescimento dos calos (CAMARA et al, 

2000) e, segundo Delauney e Verna (1993), a L-prolina contribui para 

uma adaptação do tecido quando este é submetido ao estresse. Entre as 

diversas funções atribuídas a prolina em tecidos vegetais submetidos a 
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estresse destacam-se a osmorregulação, a manutenção do pH 

citoplasmático, a proteção contra a desnaturação de enzimas, o 

sequestro de radicais livres além de servir como reserva de carbono e 

nitrogênio e ser um dos produtos de desintoxicação do íon amônio  

(BELLINGER et al., 1991; FEDINA et al., 1994; CAMARA et al., 

2000). A L-prolina é comumente utilizada em meios de cultura de 

tecidos de milho, ela pode aumentar a frequência da embriogênicidade 

em calos oriundos de embriões zigóticos imaturos dessa cultura 

(ARMSTRONG & GREEN, 1985; SONGSTAD et al, 1992), 

portanto, a prolina pode beneficiar a recuperação dos calos em 

transformados em meio de seleção, devido à melhoria do seu tecido. 

Há poucas informações sobre a interação de prolina e agentes 

seletivos baseados em PPT na seleção de calos transformados. Porém 

DEKEYSER et al, (1989) indica que a prolina e alguns outros Aas 

podem interferir na seleção baseada em PPT em arroz e sugerem que 

estes não devem ser incluídos no meio seletivo. Para tal, nos próximos 

experimentos será reduzida a concentração de L-prolina para 0,7 

mg/L-1 como a maioria dos protocolos utilizam (FRAME, 2002; 2006; 

2011), a fim de reduzir a quantidade de escapes.  

Não foi possível regenerar plantas nesse experimento, nem 

dos calos PCR positivos ou calos que não passaram pela análise de 

PCR. A não regeneração pode ser atribuído a troca do tipo de 

herbicida do meio de seleção (Bialaphos) para regeneração 

(Glufosinato de Amônio)  ocorrendo um colapso nas células vegetais 

o que culminou na não regeneração e sim na necrose dos calos. Essa 

troca é feita devido o alto custo do Bialaphos, Frame et al, (2011) 

também realiza a troca de herbicida quando passa para a regeneração 
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o genótipo B104 que possui calo do tipo I assim como o genótipo BR 

451. Outro motivo pode ter sido a ausência da L-prolina em meio de 

regeneração, já que os calos provinham de subcultivos com alta 

concentração da mesma, deixando de dar suporte para os mesmo 

sobreviverem em meio com presença do herbicida. 

Para superar os problemas encontrados necessita ser 

empregadas novas estratégias que permitirão regenerar plantas 

transgênicas, como segue: (a) redução do escape da seleção pelo 

aumento do herbicida no meio de seleção e redução de agentes 

químicos no meio de cultura que favorecem o escape, como é o caso 

da L-Prolina (b) Permanecer com o mesmo agente seletivo na 

regeneração. 

 

4 CONCLUSÕES 

 

A realização do teste histoquímico de GUS após cinco 

dias da infecção permite melhor acesso a frequência e intensidade da 

transformação transiente do que após três dias.  

Para a transformação genética dos genótipos Hi-II e BR 

451 as melhores condições de co-cultivo de embriões zigóticos 

imaturos com A. tumefaciens é cinco dias a 20 ºC. 

Neste estudo é otimizado a transformação transiente para 

os genótipos Hi-II e H3MT-2.   
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