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RESUMO - Experimentos de transformação genética requerem protocolos ajustados de 

indução de calogenese e regeneração de plantas, sendo poucos os genótipos de milho 

tropical com a capacidade de induzir e regenerar plantas férteis e que possuem protocolos 

alta qualidade proteica (quality protein maize/QPM) e adaptadas ao clima tropical. Milhos 

de alta qualidade protéica são importantes para a alimentação de animais monogástricos, 

dieta. Basicamente, foram utilizados meios de cultura similares àqueles propostos por 

Chu et al. (1975), porém, diferentes concentrações de dicamba (15 ou 30 M), L-prolina 

(6 ou 25 mM) e nitrato de prata (0 ou 88 M) foram testadas. Os calos formados foram 

embriogênicos foram obtidas no meio suplementado com 30 M de dicamba, 25 mM de 

L-Prolina e 88 

do tipo II, com a linhagem HGZ-A18. Os calos formados pela linhagem HGZ-A18 foram 

transferidos para magentaTM

calos regeneraram plantas quando se utilizou o meio contendo sais N
6
 suplementado com 

1,0 mg.L-1 de BAB o 0,5 mg.L-1

Palavras-chave: linhagens de milho QPM, embriões imaturos, cultura de tecidos, 

embriogênese somática, Zea mays.
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Milhos de alta qualidade proteica – 

QPM – são importantes para a alimentação de 

da quantidade de alguns aminoácidos 

essenciais, necessários a sua dieta. Trabalhos 

de embriogênese somática e regeneração 

transformação genética são importantes em 

das proteínas do milho. A regeneração de 

plantas de milho utilizando embriões imaturos 

como fonte de explantes foi descrita pela 

Embriões com 10 a 15 dias após a fecundação 

das sementes, medindo aproximadamente 1,0 

a 2,0 mm de comprimento, foram coletados 

e colocados em placas de Petri, com o eixo 

embrionário em contato com o meio, para a 

indução e proliferação de células do escutelo, 

as quais formam os calos. Essa técnica tem sido 

a mais comumente utilizada para a regeneração 

de gramíneas (Binott et al., 2008; Ombori et al., 

2008; Oduor et al., 2006; Danson et al., 2006; 

Jedidah et al., 2006; Huang et al., 2004; El-

Itriby et al., 2003; Frame et al., 2002; Santos-

ABSTRACT - 

callus induction and plant regeneration but few tropical maize genotypes are capable of 

inducing and regenerating fertile plants. In the present work, nine tropical maize inbred 

formation and plant regeneration. High quality protein maize is an important component 

in monogastric animal nutrition due to the increased amounts of essential amino acids. 

Basically, culture media similar to those proposed by Chu et al. (1975) were used, but 

containing different concentrations of Dicamba (15 or 30 M), L-proline (6 or 25 mM) 

highest percentage of embryogenic calli was obtained in the medium supplemented with 

30 M Dicamba, 25 M, L-proline and 88 
TM with four 

containing N
6 
salts supplemented with 1.0 mg.L-1 BAB and 0.5 mg.L-1 AIB, resulting in 

Key words: Quality protein maize lines, tissue culture, immature embryos, somatic 

embryogenesis, Zea mays.

IN VITRO REGENERATION OF TROPICAL QUALITY PROTEIN MAIZE
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Calos embriogênicos podem ser 

tipo I são constituídos de dois tecidos distintos: 

um tecido duro, compacto e amarelo ou branco, 

geralmente capaz de regenerar plantas; o outro 

é granular, amarelo-pálido ou cinza-claro, 

translúcido e não é capaz de regenerar plantas 

de calos do tipo II crescem rapidamente, podem 

ser mantidas por um longo período de tempo 

e formam um grande número de embriões 

(Vasil, 1987). 

Poucas são as linhagens de milho 

calos embriogênicos do tipo II e que tenham 

boa capacidade de regeneração in vitro, daí a 

necessidade de encontrar outros genótipos com 

essas características, para que se possa aumentar 

a base genética dos programas de melhoramento 

in vitro e técnicas 

de transformação.  Porém, com as alterações 

feitas na composição dos meios de cultura e 

também nas relações e doses dos reguladores 

in vitro, tornou-se 

et al., 1997; Frame et al., 2002; El-Itriby et 

al., 2003; Danson et al., 2006; Jedidah et al., 

2006; Oduor et al., 2006; Binott et al., 2008). A 

habilidade de regenerar plantas de milho a partir 

tem sido relatada como dependente do genótipo 

para estudar o controle genético na regeneração 

in vitro de 

com alta frequência de regeneração de plantas e 

transferência dessa característica para genótipos 

superiores, mas com baixo potencial para 

in vitro (Sharma et al., 2005; Huang et 

et al., 1986).

Como descrito, a iniciação de calos 

de regeneração de plantas são afetadas por 

componente genético e dependem do genótipo 

utilizado (Philllips et al., 1988). Além 

a indução da embriogênese somática e a 

regeneração de plantas, entre elas, pode-se 

1989). Dessa forma, até as plantas ou genótipos 

considerados  altamente recalcitrantes podem 

chegar à morfogênese, quando utilizados 
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explantes de plantas que cresceram sob 

condições ótimas e que estejam em adequado 

calos e regeneram-se facilmente in vitro 

(Vasil,1987). 

um protocolo para a formação de calos 

de milho tropical de alta qualidade proteica 

seu uso na transformação genética. Foram 

de regeneração de plantas a ser utilizado em 

transformação genética de milho QPM. 

Material e Métodos

Material genético

proteica (Tabela 1) pertencentes ao programa 

de melhoramento genético de milho para alta 

qualidade proteica da Embrapa Milho e Sorgo 

foram plantados no campo, para produção 

de espigas de milho como fonte de embriões 

imaturos, no Núcleo de Biologia Aplicada 

– NBA da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete 

Lagoas, MG.

Formação de calos e regeneração de plantas

O procedimento usado para formação de 

calos e regeneração de plantas foi baseado na  

As espigas foram coletadas 10 a 15 dias após 

TABELA 1. Linhagens de milho de alta qualidade proteica obtidas do programa de melhoramento de 
milho da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais. 

Número Genótipo Origem

01 CMS 477 BC
4
 F

2
Embrapa Milho e Sorgo

02 HGZ-A 04 Embrapa Milho e Sorgo

03 HGZ-A 05 Embrapa Milho e Sorgo

04 HGZ-A 08 Embrapa Milho e Sorgo

05 HGZ-A 09 Embrapa Milho e Sorgo

06 HGZ-A 10 Embrapa Milho e Sorgo

07 HGZ-A 15 Embrapa Milho e Sorgo

08 HGZ-A 17 Embrapa Milho e Sorgo

09 HGZ-A 18 Embrapa Milho e Sorgo
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seguida de incubação, por 40 minutos, em 

medindo aproximadamente 1,0 a 1,2 mm de 

comprimento foram extraídos de espigas de 

milho, com o auxílio de uma pinça, e inoculados 

em placas de Petri de 8 cm de diâmetro, com 

o eixo embrionário em contato com o meio de 

cultura. Em seguida, as placas foram incubadas 

à temperatura de 25 ± 2 C, na ausência de luz, 

por seis semanas. 

Meios para cultura de tecidos

O meio de iniciação dos calos  foi formado por 

6
 (Chu et al. 1975), (CM-1), 

-1 de casaminoácido, 

15 ou 30 M de dicamba e 0 ou 88 µM de nitrato 
-1) 

(Tabela 2A). O meio de manutenção foi o mesmo 

usado para a indução de calos, excetuando-

se o nitrato de prata (Tabela 2A). A resposta 

embriogênica, expressa em percentagem de 

formação de calos, foi analisada após 45 dias em 

meios de indução de calos.

Meios para regeneração de plantas

Após 42 dias, os calos embriogênicos formados 

foram inoculados em diferentes meios de 

de BAP (6-benzilaminopurina) e AIB (acido 

indol butírico). Todos os meios continham sais 

MS (Mushirage e Skoog, 1962), 0.040 mg.L -1 

tiamina,  0,15 g.L -1 L-asparagina,  20 g.L -1 de 

sacarose, 0.5 mL -1 IAA,  1 mL. L -1 BAP, 100 mg. 

L -1 mio-inositol e 8 g. L-1 ágar (Tabela 2B). A 

regeneração das plantas foi realizada utilizando-

se seis magentas para cada meio, sendo que, em 

cada magenta, foram inoculados três setores de 

calos por meio de cultura (Tabela 2B). Os calos 

embriogênicos foram mantidos a 25 ± 2 C, com 

fotoperíodo de 16 horas e intensidade luminosa 

em torno de 36 moles m-2.s-1 , até a formação 

das plantas. 

Meio para enraizamento

Após 30 dias de idade, as plantas regeneradas 

meio de enraizamento (Tabela 2C). Após o 

processo de enraizamento, as plantas foram 

retiradas da condição in vitro e plantadas em 

processo de aclimatização e obtenção de plantas 

adultas, sendo irrigadas conforme necessidade. 

Utilizou-se delineamento inteiramente 

casualizado, com quatro tratamentos (meios de 

Resultados e Discussão

calogenese e regeneração de plantas de milho 
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genética de milho. Esse processo é 

transgênicas para qualquer característica, 

independentemente se são características que 

seca, resistência a insetos-pragas, resistência 

a doenças, alta qualidade proteica ou outras. 

Muitos laboratórios têm trabalhado nesse 

sentido, mas os resultados não têm sido muito 

promissores. 

Linhagens temperadas, como a A188 

(Ishida et al., 1996) ou o híbrido Hi II (Zhao et 

al., 1998) têm sido popularmente usadas para a 

transformação genética de milho temperado, não 

sendo próprias para o clima tropical. Armstrong 

maior ou genes no braço longo do cromossomo 

promoção de formação de calos embriogênicos 

e regeneração de plantas de milho. 

TABELA 2. Meios de cultura. Núcleo de Biologia Aplicada, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, 

Minas Gerais.

A- Formação de calos

Tipos de meios Descrição dos meios de cultura

Meio A CM-1 + 25 mM L-Proline + 15 µM Dicamba +  88 M AgNO
3

Meio B CM-1 + 25 mM L-Proline + 30 µM Dicamba + 88 M AgNO
3 

Meio C CM-1 +  6 mM L-Proline + 30 µM Dicamba 

Meio D CM-1 + 25 mM L-Proline + 30 µM Dicamba 

B - Regeneração de plantas

Tipos de meios Descrição dos meios de cultura

Meio I Sais básicos N
6
 (Chu et al., 1975)

Meio II Sais básicos N
6
, suplementado com 0,25 mg/L de BAP e 0,125 mg/L de 

AIB (Acido indol butírico)

Meio III Sais básicos N
6
, suplementado com 0,50 mg/L de BAP e 0,25 mg/L de AIB

Meio IV Sais básicos N
6
, suplementado com 1,0 mg/L de BAP e 0,5 mg/L de AIB.

C – Enraizamento

Tipo de meio Descrição do meio

Enraizamento Sais básicos MS (Murashige e Skoog, 1962) meia força, 

AgNO3 – Nitrato de prata
BAP - 6-Benzilaminopurina
AIB - Ácido indol butírico
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formação de calos do tipo II e a capacidade de 

regenerar plantas normais de linhagens tropicais 

com alta qualidade proteica, plaqueando 

embriões imaturos de milho com 1,0 a 1,2 mm de 

comprimento, onde, dez a quinze dias após esse 

plaqueamento, foi feito o corte dos coleóptilos 

de cultura. As linhagems HGZ10 e HGZ-18 

apresentaram a mais alta formação de calos 

embriogênicos quando o meio de cultura B foi 

formação de calos embriogênicos nos embriões 

em pequenos setores (meios I, II, III e IV).  A 

tipos de calos embriogênicos foram formados, 

calos tipo I e tipo II. A formação destes dois tipos 

Bangert (2001). Variações em genótipos de milho 

para formar calos do tipo I e II foram descritas 

quanto à formação de calos do tipo II na qual tanto 

calos embriogênicos como não embriogênicos 

foram detectados. Esse tipo de formação de calo 

também foi descrito em outros genótipos de 

2001) e sorgo.

Estudos têm mostrado que a idade dos 

embriões é um fator crítico na determinação da 

capacidade de iniciação de formação de calos de 

TABELA 3. Formação de calos embriogênicos a partir de embriões imaturos de genótipos de milho 

Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais.

Número Genótipo

Meio B

Calos embriogênicos (%)

01 CMS 477 BC
4
 F

2
50

02 HGZ-A 04 03

03 HGZ-A 05 67

04 HGZ-A 08 17

05 HGZ-A 09 02

06 HGZ-A 10 100

07 HGZ-A 15 61

08 HGZ-A 17 46

09 HGZ-A 18 100

Média 49,55
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importantes na determinação da inicialização 

da resposta (Ombori et al., 2008). Diferentes 

na formação de calos, isso tem sido também 

relatado por outros autores (Ratif et al., 2006; 

resultados para a formação de calos, foi 

submetida aos testes de regeneração para um 

estudo detalhado da formação de embriões. 

Pequenas seções de calos foram inoculadas em 

meio de regeneração e, logo após  a inoculação,  

mesmos em todos os meios analisados. O 

processo de formação de parte aérea iniciou-

após o décimo primeiro dia. Em todos os 

folhas (foliogênese) com alguns regenerantes 

acordo com Che et al. (2006), os calos se 

de alguns genes relacionados à fotossíntese ou 

para outros componentes do cloroplastos. A 

formação de raízes ocorreu, em média, após 

enraizamento.  

o melhor meio de cultura para regeneração 

de plantas da linhagem HGZ-A18, a partir 

de embriões somáticos, foi o meio IV, com 

ex vitro de 

TABELA 4. Respostas morfogênicas da linhagem HGZ-A18 submetidas a diferentes meios de cultura 

cada meio utilizado. Núcleo de Biologia Aplicada, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas 

Gerais.

Meios

Respostas morfogênicas
Casa-de-

vegetaçãoRegenerantes
Com eixo 
caulinar

Sem eixo 
caulinar

Albinos Enraizamento

Meio I

Meio II

Meio III

Meio IV

TOTAL
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do tratamento IV, esses apresentaram altos 

índices de regenerantes sem a presença de 

eixo caulinar (Tabela 4), com uma média 

processo de regeneração, um número maior 

trabalhos de transformação genética.

de embriogênese somática e regeneração de 

plantas de milho a partir de embriões imaturos 

da linhagem HGZ-A18, onde, na Figura 1A, 

calos embriogênicos do tipo II. A Figura 1B 

mostra o início da regeneração de plantas de 

milho HGZ-A18, a 1C, plantas em processo de 

aclimatação e a  1D, plantas adultas em casa-de-

Conclusão

 Um sistema de formação de calo e 

regeneração de plantas de uma linhagem 

tropical de milho de alta qualidade protéica 

FIGURA 1. Regeneração de plantas de milho a partir de embriões imaturos da linhagem HGZ-A18. 

A - Calos embriogênicos, B – regeneração de plantas, C – Aclimatação e D – Plantas adultas em casa-
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(HGZ-A18), utilizando-se embriogênese 

somática a partir de embriões imaturos, pode ser 

estabelecido, superando a limitação genotípica 

de milho tropical em regenerar plantas férteis, 

um protocolo apresentado no presente trabalho, 

plantas de milho férteis e, consequentemente, 

hábeis para o uso em transformação genética 

desse cereal tão importante para a agricultura 

mundial.
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