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Introdução 
 Brachiaria brizantha é uma forrageira amplamente 
utilizada no Brasil, principalmente na pecuária de 
corte, devendo-se isto a sua boa adaptabilidade a 
diferentes tipos de solo e à resistência a pragas como a 
cigarrinha das pastagens [1]. Em Brachiaria, a grande 
maioria das espécies descritas se reproduz por 
apomixia, que é um modo de reprodução assexual na 
qual ocorre a clonagem através de sementes pela 
formação de saco embrionário não reduzido, que se 
desenvolve a partir de uma célula nucelar somática, 
ocorrendo o desenvolvimento do embrião sem a 
fertilização da oosfera. Este tipo de apomixia é 
denominado de aposporia. O melhoramento genético 
de espécies do gênero Brachiaria é um processo 
complexo devido aos diferentes níveis de ploidia, pois 
todos os acessos apomíticos são poliplóides enquanto 
os sexuais são diplóides [2]. Além disso, ocorre 
predominância da apomixia e nos cruzamentos os 
apomíticos podem ser usados apenas como 
progenitores masculinos. No melhoramento genético 
tem sido empregado tetraplóides artificiais sexuais para 
favorecer os cruzamentos intra e interespecíficos para 
explorar a variabilidade genética nessa forrageira. 

A transformação de plantas é uma técnica que tem 
sido utilizada como ferramenta para o melhoramento 
genético, e visa ampliar as possibilidades, uma vez que 
ela permite a transferência de genes isolados de 
qualquer organismo para o genoma da planta receptora, 
independente de haver compatibilidade sexual [3]. A 
biotecnologia tem na apomixia um desafio e tanto, 
porque uma vez identificados os genes responsáveis 
por esse modo de reprodução, e tendo-se o domínio de 
método de transformação genética, vários caminhos 
estarão abertos, desde o entendimento dos modos de 
reprodução sexual e apomítico, como a possibilidade 
de reprodução clonal por sementes de diferentes 
plantas. Isto é de grande interesse para a fixação de 
híbridos. Um método de transformação de plantas 

bastante utilizado é a biobalística [4]. Esta técnica foi 
desenvolvida para B. ruziziensis [5] e tem sido otimizada 
para B. brizantha [6, 7, 8, 9]. 

 O objetivo deste trabalho foi testar diferentes meios 
para a indução de suspensão celular e o efeito da pressão 
osmótica na transformação genética de B. brizantha, 
visando o estabelecimento de um método de rotina para 
obtenção de transformantes. 
 
Material e métodos 
A. Material Vegetal 
Foram utilizadas sementes maduras de Brachiaria 
brizantha cv Marandu (BRA000591), apomítica tetraplóide 
(2n=4X=32). 
 
B. Desinfestação das Sementes 
Após a retirada da pálea e gluma, as sementes foram 
desinfestadas em álcool comercial diluído a 70% por cinco 
minutos, e hipoclorito de sódio 5% por 25 minutos; e 
depois foram lavadas três vezes com água destilada 
esterilizada. 
 
C. Indução de calos embriogênicos 
Após desinfestação, as sementes foram inoculadas em meio 
de indução de calos MSClind (Sais e vitaminas MS –[10]- 
caseína hidrolisada 300 mg/L, sacarose 3%, ágar 1,3% 
suplementado com BAP – Benzilaminopurina - 0,2mg/L e 
2,4-D -ácido 2,4-diclorofenoxiacético - a uma 
concentração de 3mg/L) e pH 4 ou NB – Básico (Sais N6 e 
vitaminas B5 – Inositol 100mg/L, prolina e Glutamina 
500mg/L, caseína hidrolisada 300 mg/L, sacarose 3%, 
fitagel 0,3% suplementado com 2,4-D – ácido 2,4 
diclofenoxiacético – a uma concentração de 2,5 mg/L e pH 
4 ou 5,8. As sementes foram cultivadas em câmara de 
crescimento no escuro a 26 ± 2°C. 
 
D. Indução de Suspensão Celular Embriogênica em dois 
meios de cultura 
Após 30 dias de cultura, os calos embriogênicos foram 



 
transferidos para meios MSClind líquido pH 4 ou NB – 
Básico pH 4 ou 5,8; e cultivados no escuro sob 
agitação orbital de 100 rpm durante duas semanas, 
sendo que a cada 7 dias os meios foram trocados. Após 
esse período o material foi separado por decantação, 
ficando apenas a suspensão celular (SC), e sendo 
descartados os calos e material diferenciado. Esta 
suspensão permaneceu em cultura sob agitação por 
mais uma semana. 
 
E. Efeito da pressão osmótica nas SC 24 horas antes e 
depois do bombardeamento 
Depois de uma semana de cultura pós-decantação, as 
SC foram plaqueadas em meios de bombardeamento 
(MSCLind pH 4 fitagel 0,7%) com sacarose 3 ou 12%, 
onde permaneceram por 24 horas antes e depois do 
bombardeamento, em concentração de sacarose padrão 
(3%), ou submetidas à pressão osmótica pela presença 
deste açúcar em alta dosagem (12%). Vinte e quatro 
placas de SC foram bombardeadas com pAHUG. 
 
E. Biobalística 
Foram usados os plasmídeos pAHC27 ou pAHUG 
ambos contendo o gene gus dirigido pelo promotor 
pUbi1 de milho [11]. O pAHUG contém também o 
gene de seleção hpt que confere resistência ao 
antibiótico higromicina. 
As condições físicas do bombardeamento foram: 
pressão de gás Hélio 900 PSI, distância do anteparo 
para o explante de 6 cm e Vácuo de 25 lb de Hg. 
Foram ainda usados 10 µg de DNA/tiro de partículas 
de tungstênio M10 e foi dado um tiro/placa. 
 
F. Detecção histoquímica do gene gus 
Após 24h uma parte das células de cada placa foi 
coletada em solução de X-Gluc [12]. 
 
Resultados e Discussão 
Efeito de diferentes meios na Indução de embriogênese 
Calos embriogênicos obtidos nos meios de cultura 
testados apresentaram diferentes taxas de indução 
como observado na Tabela 1, na qual o meio NB-
Básico pH 5,8 apresenta 67% de sementes que 
formaram calos embriogênicos, enquanto que no 
MSCLind pH 4 essa taxa foi de 41%. Não houve 
diferença significativa entre os meios MSCLind e NB-
Básico quando em ambos o pH foi 4. Anteriormente 
foi observada a influência positiva do pH 4 na indução 
e regeneração de SC de B. brizantha nos meios 
MSCLind/MSCLreg quando comparado com o pH 5,8 
[9]. Na Tabela 1 e na Figura 1 pode ser observado o 
efeito do meio de arroz NB-básico tanto na indução de 
calos embriogênicos como na expressão do gene gus. 
Experimentos comparando os dois meios nos pH 4 e 
5,8 estão em andamento para elucidar a resposta das 
suspensões celulares a esses meios quanto à indução, 
regeneração e expressão do gene marcador gus. 
 
Efeito da pressão osmótica nas Suspensões Celulares 
A Figura 2 mostra o efeito positivo do aumento da 
expressão do gene gus quando as SC foram submetidas 

a 12% de sacarose por 24h antes e após o 
bombardeamento, tendo ficado plasmolizadas, o que pode 
ocasionar maior exposição do núcleo, favorecendo a maior 
eficiência na transformação. Em células embriogênicas de 
várias monocotiledôneas como milho [13], Paspalum 
notatum [14] e Pennisetum glaucum [15], o tratamento 
osmótico antes e após o bombardeamento tem sido 
importante para o sucesso da transformação genética. 
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Tabela 1: Efeito de diferentes meios de cultura na indução de calos embriogênicos a partir de sementes maduras de B. 
brizantha cv. Marandu. 

Meio de cultura № total de sementes № de calos 
embriogênicos 

% de calos 
embriogênicos 

MSCLind pH 4 160 65 41 
NB-Básico pH 4 50 23 46 

NB-Básico pH 5,8 90 60 67 
 

 

 

Figura 1: Ensaio histoquímico do gene gus em suspensão celular induzida em meio MSCLind pH 4 (esquerda) e NB-
Básico pH 5,8 (direita) ambos bombardeados com pAHUG. 
 

 

Figura 2: Ensaio histoquímico do gene gus em suspensão celular induzida em meio MSCLind pH 4 e submetidas ou 
não a pressão osmótica, 24h antes do bombardeamento. Meio com 3% de sacarose (esquerda) e 12% (direita) ambos 
bombardeados com pAHUG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


	 
	Introdução 

