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Resumo — Calo embriogénico tem sido o tecido-alvo mais utilizado para transformagdo genética de
cereais. O objetivo deste trabalho foi investigar o estabelecimento de calos embriogénicos e a regene-
ragdo de plantas in vitro a partir de embrides maduros de genotipos de aveia (4vena sativa L.). Embrides
maduros foram retirados das sementes e colocados em meio MS (Murashige & Skoog), contendo
30,0 g L de sacarose e 2,0 mg L' de acido 2.,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Apds o periodo de indugdo
de calos, agregados embriogénicos foram isolados e subcultivados a cada 21 dias para meio fresco.
Os calos embriogénicos foram entdo transferidos para meio de indugdo de parte aérea, e, na seqiiéncia,
as partes aéreas foram transferidas para meio de indugao de raizes. Houve diferengas entre gendtipos
quanto a capacidade de embriogénese somatica e regeneragdo de plantas in vitro a partir de embrido
maduro. Este explante permitiu a indugao de calos embriogénicos, que se multiplicaram, e que regeneraram
in vitro um grande nimero de plantas de genotipos como UFRGS 7 ¢ UFRGS 19, o que o faz passivel
de ser utilizado na transformagao genética da aveia.

Termos para indexag@o: Avena sativa, cultura de embrido, cultura in vitro, desenvolvimento embriona-
rio, cereais.

Somatic embryogenesis and plant regeneration derived from mature embryos of oat

Abstract — Embryogenic callus has been the most used target tissue for cereal genetic transformation.
Therefore, the objective of this study was to investigate the establishment of embryogenic calli and the
in vitro plant regeneration from mature embryos of oat genotypes (4Avena sativa L.). Mature embryos
were taken out of the seeds and placed on a culture medium MS (Murashige & Skoog), containing
30,0 mg L' of sucrose and 2,0 mg L' of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). From the induction
period, embryogenic aggregates were isolated and subcultivated each 21 days into a fresh medium.
After this period, embryogenic calli were transferred to a medium for shoot regeneration. Subsequently,
the shoot was transferred to a medium for root induction. There was variability among genotypes for
somatic embryogenesis and in vitro plant regeneration from mature embryos. This explant allowed the
induction of calli with ability to multiply and regenerate high number of plants from genotypes as
UFRGS 7 and UFRGS 19, what makes it capable for oat genetic transformation.

Index terms: Avena sativa, embryo culture, in vitro culture, embryonic development, cereals.
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A regenerag@o de plantas de aveia in vitro foi pri-
meiramente obtida por Carter et al. (1967), com cultu-
ras iniciadas de sementes maduras. Anos mais tarde,
foi relatada a iniciagdo de calos e regeneracdo de
plantas de aveia a partir de embrides imaturos
(Cummings et al., 1976; Rines & McCoy, 1981).
Contudo, foi apenas recentemente que a capacidade
de regeneracdo in vitro a partir desse explante foi
determinada em genotipos brasileiros de aveia, por
Bered et al. (1996, 1998). Esses autores identificaram
variabilidade entre gendtipos em indugdo de calos
embriogénicos e em regeneragdo de plantas, tendo
UFRGS 7 se destacado no cultivo in vitro.

Os calos embriogénicos obtidos de embrido ima-
turo foram caracterizados morfologicamente por
Bregitzer et al. (1989). Segundo esses autores, este
tipo de calo ¢ estabelecido em duas etapas: em seu
estadio inicial, consiste de células vacuoladas nido
regeneraveis, e na segunda etapa, os agregados
embriogénicos sdo selecionados e subcultivados, a
fim de obter embriogénese somatica.

Apesar da capacidade dos embrides imaturos para
iniciagdo de calos embriogénicos, a obtengo desses
explantes requer o desenvolvimento de plantas em
condi¢des 6timas de cultivo. Os embrides devem ser
retirados de 12 até 18 dias apds a antese, o que limita
a sua disponibilidade e leva no minimo 12 semanas
para a iniciagdo de calos (Torbert et al., 1998). O
desenvolvimento destas plantas ¢ caro, e o isola-
mento de embrides € laborioso, dado o grande niimero
de embrides que devem ser retirados. Além disso, o
tempo necessario para estabelecer culturas de calos
embriogénicos desse explante é demasiado longo, o
que pode levar a redugdo da capacidade de regene-
racdo e da fertilidade das plantas obtidas. Isto, se-
gundo Torbert et al. (1998), tem dificultado a regene-
racdo, e levado a obtencdo de plantas transgénicas
inférteis, em aveia.

Para minimizar esses problemas, foram utilizados
calos embriogénicos derivados de embrides madu-
ros, € obtiveram-se plantas transgénicas férteis, em
menor espago de tempo (Torbert et al., 1998).
Contudo, esse explante também mostrou ser
dependente do gendtipo para o estabelecimento de
culturas de calos embriogénicos e para regeneragéo
de plantas. Apesar disso, as vantagens de utilizar
esse explante torna de grande interesse a identifi-
cacdo de gendtipos com capacidade embriogénica a
partir dele.
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Este trabalho teve por objetivo investigar o esta-
belecimento de calos embriogénicos e a regeneragéo
de plantas, in vitro, de gendtipos brasileiros de aveia,
a partir de embrides maduros.

Material e Métodos

Os genotipos de aveia, UFRGS 7, UFRGS 14,
UFRGS 19, UFRGS 930572 ¢ UFRGS 930879-5, do Pro-
grama de Melhoramento Genético de Aveia da UFRGS,
foram utilizados neste trabalho. As sementes desses
gendtipos foram obtidas de plantas cultivadas na Estacdo
Experimental Agrondmica (EEA - UFRGS), localizada em
Eldorado do Sul, RS, em 1998. O processo de cultivo
in vitro foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos
do Departamento de Plantas de Lavoura, da Faculdade de
Agronomia, UFRGS.

As sementes foram submetidas a desinfestagdo em etanol
(EtOH) 70%, durante trés minutos, e, posteriormente, em
hipoclorito de sédio (NaOCl) 5% (alvejante comercial, com
concentragdo de 7 a 9% de cloro ativo), durante 20 minutos.
Foram efetuadas cinco lavagens em agua destilada estéril,
em camara de fluxo laminar.

Apds a desinfestagdo, os gendtipos permaneceram em
solugdo fungicida de Baytan e de Thiram, nas dosagens de
1.6 g L'e2,0 g L', respectivamente, por quatro horas, em
agitador orbital. Posteriormente, permaneceram em agita-
¢do por mais 20 horas em dgua destilada estéril, a fim de
remover qualquer residuo dos fungicidas, e eliminou-se a
possibilidade de causarem algum dano fitotoxico as se-
mentes. Passadas as 24 horas em agitacdo, foram efetuadas
cinco lavagens com agua destilada estéril.

Os embrides maduros foram retirados com o auxilio de
lupa, bisturi e pinga esterilizados, em condigdes de
assepsia, em camara de fluxo laminar. Com auxilio do bis-
turi foi retirada a camada pilosa das sementes, ¢ estas fo-
ram submetidas a um corte, para separar o endosperma do
embrido. Os embrides foram colocados com o escutelo
para baixo, em contato com meio de cultura
(Figura 1A a 1C). Foram infectados 100 embrides por
genotipo, com 10 embrides por placa, num total de
10 placas. As placas de Petri, contendo 50 mL de meio de
cultura, foram fechadas com uma pelicula de plastico, e
identificadas.

O meio utilizado para cultura dos embrides foi 0 MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 30,0 g L*!
de sacarose ¢ 2,0 mg L' de 2,4-D (4cido 2.4-dicloro-
fenoxiacético), pH ajustado para 5,8 e solidificado com
2,0 g L' de Phytagel (Sigma Chemical CO). Os embrides
foram incubados nas placas de Petri, por dois meses, na
auséncia de luz, e a temperatura de 22°+1°C (Figura 1D).
Coledptilos e raizes foram retirados, com o auxilio de te-
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soura, cinco dias apos a infecgdo dos embrides. A partir de
60 dias de subcultivo, setores embriogénicos dos calos
foram selecionados e subcultivados a cada 21 dias, em meio
de cultura fresco. A andlise da indugao e multiplicacdo de
calos embriogénicos foi realizada aos 60 e 123 dias, na
ocasido dos subcultivos.

Os agregados embriogénicos selecionados foram trans-
feridos para meio de diferenciacdo da parte aérea, onde
permaneceram em presenga de luz direta constante, e a
temperatura de 22°+1°C (Figura 1E). O meio utilizado
nessa etapa foi o MS, suplementado com 2,0 mg L'
de ANA (4cido a-naftaleno acético) e 0,2 mg L' de

Figura 1. Seqiiéncia de regeneracdo de plantas de aveia a partir de embrides maduros. A) sementes maduras de aveia;
B) retirada de embrides maduros; C) embrides maduros em meio com 2,4-D; D) meio para inducdo de parte aérea com
ANA (4cido a-naftaleno acético) e BAP (6-benzilaminopurina); E) surgimento das primeiras folhas; F) meio de inducéo
de raizes, sem reguladores de crescimento.
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BAP (6-benzilaminopurina). Apds um més em cultivo nes-
se meio, as partes aéreas foram passadas para meio de
inducdo de raizes.

Frascos com capacidade de 250 mL, contendo 40 mL
de meio MS sem reguladores de crescimento, foram utili-
zados para regenerar raizes. As partes aéreas foram mantidas
na presenga de luz direta constante e a temperatura de
22°+1°C (Figura 1F); as que ndo induziram raizes foram
descartadas. Esta etapa teve a duragdo de, aproximada-
mente, 30 dias, apds os quais as plantulas passaram pelo
periodo de aclimatizagdo em vermiculita e em condi¢des
controladas em camara de crescimento, para melhor
adaptagio.

Plantulas com sistema radicular formado tiveram suas
raizes lavadas, para eliminar qualquer quantidade de resi-
duo do meio de cultura, e transferidas para copos de plas-
tico de 250 mL contendo vermiculita estéril. Os copos
permaneceram cobertos com pelicula de PV C transparen-
te, nas primeiras semanas, ¢ a cada sete dias foram feitos
orificios, para adaptacdo gradativa da planta as condi¢des
ambientais. Essas plantas permaneceram na presenca de
luz, com temperatura de 22°+1°C, por trés semanas, em
sala de crescimento, regadas com solugdo nutritiva. Ap6s
este periodo, foram transferidas para casa de vegetagao,
em potes de plastico com capacidade de 5 kg de substrato.

Os calos foram visualizados aos 60 dias de cultivo,
com o auxilio de uma lupa, e foi registrada a porcentagem
de calos embriogénicos, organogénicos e aquosos, pela con-
tagem em cada placa de Petri. O nimero de agregados
embriogénicos foi avaliado aos 60 e 123 dias, e, ao final do
periodo de cultivo, o nimero de partes aéreas e plantulas
por agregados embriogénicos. O niimero de embrides
contabilizados no final variou entre os genotipos, devido a
contaminagdes microbianas de embrides individuais ou
placas inteiras.

Foi utilizado o delineamento completamente casua-
lizado (DCC), considerando cada placa de Petri como
unidade experimental. A analise de variancia foi realizada
quanto a embriogénese somatica, a organogénese ¢ a calos
aquosos aos 60 dias, ao niimero de agregados embriogénicos
por calo embriogénico aos 60 e 123 dias e a0 numero de
partes aéreas e plantulas por agregados embriogénicos. Foi
verificada a correlagdo entre o numero de agregados
embriogénicos e aregeneragao de plantulas, no ultimo dia
de subcultivo de cada gendtipo. Todas as analises foram
feitas pelo programa estatistico Statistics Analysis System
(SAS Institute, 1998). As médias dos gendtipos foram
comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
Foi realizada a transformagdo dos dados por (x + 0,5)%3,
para obten¢do da normalidade. No entanto, os valores
apresentados nas Tabelas 1 e 2 sdo os originais.
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Resultados e Discussao

Calos embriogénicos fridveis e de cor amarelada
foram observados nos gendtipos UFRGS 7,
UFRGS 19 e UFRGS 930572. Nos genotipos
UFRGS 14 e UFRGS 930879-5 néo houve a indivi-
dualizagdo de setores nas fases de 60 e 123 dias, e
estes apresentaram estruturas compactadas e néo-
fridveis. Os calos organogénicos apresentaram aspec-
to esbranquicado, com a formag@o de estruturas or-
ganizadas, como coleoptilos e raizes; os aquosos
apresentaram-se totalmente translucidos e liquidos
(Figura 2), e ambos foram eliminados aos 60 dias.
Essa identificacdo foi baseada no trabalho de
Bregitzer et al. (1989), que fizeram a caracterizacgdo de
calos fridveis e ndo-friaveis derivados de embrides
imaturos de aveia.

Aos 60 dias de subcultivo ndo houve diferencas
significativas entre os gendtipos nos calos embrio-
génicos e aquosos, mas as diferengas apareceram nos
calos organogénicos (Tabela 1). A maior parte dos
calos foi de aparéncia aquosa; um pequeno
nimero de embriogénicos e os genotipos UFRGS 7
e UFRGS 930879-5 apresentaram calos organo-
génicos aos 60 dias (Tabela 1, Figura 2). Apesar de a
regeneracdo de plantas ser possivel via embriogénese
ou organogénese, atualmente os esforgos estdo con-
centrados na regeneracgdo de plantas, a partir de em-
brides somaticos. Esses embrides tém estrutura
bipolar caracteristica, cujos apices caulinares e
radiculares sdo conectados diretamente. Ao contrario,
quando brotos e raizes sdo formados de calos via
organogénese, esses ocorrem de forma indepen-
dente, em relagdo ao tempo e a localizagdo (Lorz
et al., 1988).

Tabela 1. Porcentagem média de calos embriogénicos,
organogénicos ¢ aquosos avaliados aos 60 dias de
subcultivo, em cinco gendtipos de aveia(V,

Genotipo Embriogénicos  Organogénicos  Aquosos
UFRGS 7 6a 11a 64a
UFRGS 14 la Ob 89a
UFRGS 19 2a Ob 98a
UFRGS 930572 la Ob 84a
UFRGS 930879-5 la 12a 8la
CV (%) 175 16,5 14,6

(DMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.
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Apesar de ndo haver diferenga significativa entre
genotipos aos 60 dias na freqiiéncia de calos
embriogénicos, foram descartados os calos que nédo
apresentavam agregados embriogénicos neste peri-
odo. Diferencas significativas entre gendtipos teriam
sido detectadas se todos os calos tivessem sido man-
tidos em cultivo por um periodo mais longo. Na pra-
tica, contudo, a selegdo de calos embriogénicos ¢
feita aos 60 dias, porque a manutenc¢éo de um exces-
sivo numero de calos ndo diferenciados a cada
subcultivo torna-se trabalhosa para a rotina de um
laboratdrio. Assim, neste trabalho optou-se por ava-
liar a capacidade multiplicativa dos calos
embriogénicos apds os 60 dias, pela contagem dos
agregados embriogénicos no decorrer dos
subcultivos subseqiientes.

Segundo Emons (1994), a embriogénese € defini-
da como o desenvolvimento de células somaticas
que permitem a histodiferenciacao, resultando em es-
truturas semelhantes a embrides zigodticos.
No presente trabalho foi possivel identificar embrides
zigdticos, e os calos embriogé€nicos apresentavam
intensa multiplicag@o celular e friabilidade em alguns
genotipos. Houve diferencga significativa no nimero
de agregados embriogénicos produzidos por calo
pelos gendtipos aos 123 dias, mas ndo aos 60 dias
(Tabela 2). Os gendtipos UFRGS 19 e UFRGS 930879-5
foram os que apresentaram, respectivamente, o
maior e 0o menor nimero médio de agregados embrio-
génicos por calo, nesse periodo. Para Rines & McCoy
(1981) e Bered et al. (1996, 1998), a qualidade de
estabelecimento em cultura de tecidos depende do
gendtipo, fator esse que também foi verificado neste
trabalho na indugéo de parte aérea e regeneracéo de
plantulas (Tabela 3).
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Os gendtipos UFRGS 7, UFRGS 19 e
UFRGS 930879-5 produziram consistentemente alta
freqiiéncia de culturas de calos embriogé-
nicos regeneraveis (Tabela 3). O genotipo
UFRGS 930879-5, apesar de ndo ter apresentado
superioridade em relagcdo a indugdo de calos
embriogénicos, foi superior em niimero de partes
aéreas e em plantulas por agregados embriogénicos
(Tabela 3). A diferenciag@o de calos na parte aérea
inicia-se com os primeiros sinais de organizagéo, em
que ocorre a formagdo de pequenas estruturas ver-
des. Os gendtipos UFRGS 930572 e UFRGS 14 néo
produziram parte aérea, e portanto, foram descarta-
dos nesta fase. Apesar de seu potencial de produgéo
de um alto numero de partes aéreas por agre-
gados embriogénicos, as plantulas do gendtipo
UFRGS 930572 tenderam a desenvolver raizes ama-
reladas e frageis. Apds aproximadamente trés sema-
nas, quando o sistema radicular estava bem desen-
volvido, as plantulas foram para o periodo de
aclimatizacdo, e transferidas para casa de vegetagdo
(Figura 3). O genotipo UFRGS 7 confirmou sua
potencialidade no cultivo in vitro com o uso de em-
brides maduros, visto que ja se havia destacado em
capacidade embriogénica e de regeneracdo de plan-
tas em trabalhos anteriores, a partir de embrides ima-
turos (Bered et al., 1996, 1998).

Neste trabalho, o tempo entre a retirada de em-
brides de sementes maduras até a regeneracdo de
uma planta completa, in vitro, de aveia, foi aproxima-
damente, de sete meses. Na regeneragdo de plantas
in vitro, muitas vezes faz-se necessaria a permanén-
cia em meio de cultura por vérias semanas, ou até
mesmo anos. Um periodo de um ano e meio foi relata-
do por Cummings et al. (1976) para obtengdo de

Tabela 2. Numero de embrides maduros, porcentagem de calos embriogénicos e niimero de agregados embriogénicos por

calo em cinco gendtipos de aveia(l,

Genodtipo Embrides Calos embriogénicos Numero de agregados
maduros aos 60 dias embriogénicos/calo
[o}

(n°) (n°) (%) 60 dias 123 dias
UFRGS 7 90 5 5.5 2.3a 63.0ab
UFRGS 14 91 1 1,0 1,0a 7.0bc
UFRGS 19 100 2 2,0 2.5a 89,5a
UFRGS 930572 85 1 1,2 2,0a 38.9ab
UFRGS 930879-5 100 1 1,0 1.0a 1,0c

(DMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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regenerantes a partir de embrides imaturos, em aveia. Embora a dificuldade da aveia de regenerar raizes
Desta forma, com o uso de embrides maduros foi i vitro sejaum fato conhecido (Bered et al., 1998), a
possivel reduzir pela metade o tempo de cultivo regeneragdo ocorreu com sucesso em alguns
in vitro, semelhante ao que foi relatado por Torbert genotipos avaliados, e um grande nimero de
et al. (1998). plantulas foi obtido (Tabela 3, Figura 3).

Figura 2. Tipos de calos obtidos em UFRGS 7. As setas indicam: A) calo aquoso; B) calo embriogénico; C) calo
organogénico; D) calo misto.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 37, n. 2, p. 123-130, fev. 2002
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Tabela 3. Numero de agregados embriogénicos, numero de partes aéreas regeneradas e de partes aéreas por agregado
embriogénico, numero total de plantas e de plantas por agregado embriogénico, e coeficientes de correlagdo entre o
numero de agregados embriogénicos e de plantulas regeneradas, em cinco gendtipos de aveia(!.

Genotipo Agregados  Partes aéreas Partes aéreas por Total de  Plantas por agregado  Coeficiente de
embriogénicos regeneradas agregado embriogénico  plantas embriogénico correlagdo
UFRGS 7 251 87 0,35b 109 0,43b 0,80
UFRGS 14 13 0 0,00b 0 0,00b 0,00
UFRGS 19 329 277 0,84b 200 0,61b 0,86
UFRGS 930572 73 0 0,00b 0 0,00b 0,00
UFRGS 930879-5 3 18 6,00a 13 4,33a 1,00

(DMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Figura 3. A) Periodo de aclimatizagdo em vermiculita; B) plantula completa com raiz e parte aérea; C) plantulas em
substrato em casa de vegetagdo; D) panorama geral das plantas em casa de vegetagao.
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Alta correlacdo foi observada entre a embrio-
génese e a regeneracdo de plantulas (Tabela 3), o
que permite inferir que a regeneragéo ocorreu a partir
da embriogénese somatica. Segundo Bhaskaran &
Smith (1990), as plantas que regeneram a partir de
embrides sdo preferidas, por possuirem maior
integridade genética.

Conclusdes

1. Existe variabilidade entre os gendtipos de aveia
testados, quanto a capacidade de embriogénese
somatica e quanto a regeneragao de plantas in vitro a
partir de embrides maduros.

2. A variabilidade entre os gendtipos de aveia
testados sé se torna evidente 123 dias ap6s o inicio
do seu cultivo.

3. O embrido maduro permite a indugéo de calos
embriogénicos, que se multiplicam, e que regeneram
in vitro um grande numero de plantas de aveia.
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