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RESUMO

Nove genotipos de aveia foram cultivados in vitro
com o objetivo de formagdo de calos e posterior avaliacdo de
embriogénese somdtica. Os calos foram testados em (trés
protocolos (meio MS- MURASHIGE & SKOOG (1962) com
diferentes dosagens de hormdnios). Apos um més em meio de
subcultivo, os calos foram avaliados quanto a porcentagem de
embriogénese somdtica. Os protocolos testados revelaram
respostas diferentes na indu¢do de embridides, proporcionando a
escolha do que fosse mais adequado para esta fungdo. No primeiro
experimento ndo foi obtida diferencga entre os genotipos, por outro
lado, no experimento 2, a UFRGS 7 e UFRGS 8 possuiram médias
significativamente maiores. A andlise de covaridncia realizada
com 0 objetivo de verificar se o tamanho de embrido estava
envolvido na indug¢do de embriogénese evidenciou que para alguns
genotipos esta medida é importante.

Palavras-chave: embrido imaturo, inducdo de calos, cultura de
tecidos, aveia hexapldide.

SUMMARY

Nine oat genotypes were cultivated in vitro to
evaluate callus initiaton and subsequent somatic embryogenesis.
The immature embryo were submited to different protocols
(MURASHIGE & SKOOG (1962) medium with differents hormones
dosages). The protocols tested caused differences in somatic
embryogenesis, and the best of them was selected to continue the
research. After a month in subculture medium the cali were
evaluated concerning embryoid porcentage, and showed
differences according to genotype in experiment 2, UFRGS 7 and
UFRGS 8 presented superior means. The covariance analysis
revealed that in some genotypes this parameter is important.
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INTRODUCAO

A produgdo de graos de cereais tem aumen-
tado de forma intensa no ultimo século. Além da
otimizacdo visivel do manejo das culturas, a utilizagdo
de cultivares superiores obtidas através de melhora-
mento genético € um dos fatores que tem contribuido
em grande parte para o progresso obtido (FEIL, 1992).
Por outro lado, os melhoristas buscam continuamente
novas técnicas que venham a incrementar a variabili-
dade existente nas espécies cultivadas, ou que possam
auxiliar como ferramenta no melhoramento de plantas,
permitindo selecdo de classes genotipicas desejadas.
Nas ultimas décadas a cultura de tecidos tem sido
empregada com diferentes propositos, proporcionando
a manipula¢do de grande nimero de plantas a nivel
celular. A regeneragdo de plantas a partir de cé€lulas
em cultura € o elo essencial entre a manipulagdo in
vitro ¢ o melhoramento a campo. Desta forma, ¢
necessario regenerar grande nimero de plantas férteis
para que as mesmas possam ser selecionadas e utiliza-
das em testes a campo (CUMMINGS ef al., 1976).

Tecidos em cultura podem regenerar plantas
de duas formas: via organogénese ou embriogénese
somatica. A embriogénese somatica, ou produgdo de
estruturas bipolares a partir de células somaticas em
cultura, € desejavel por exibir rapida taxa de cresci-
mento, friabilidade e altos niveis de regeneragdo de
plantas (BREGITZER ef al., 1995). Devido a estas
caracteristicas desejaveis, esforgos tém sido feitos no
sentido de maximizar a embriogénese somatica no
cultivo in vifro de diversos cereais.

EAPEN & RAO (1985) estudando regene-
racdo de trigo, centeio e triticale concluiram que em
cereals 0s calos podem ser parcialmente embriogéni-
cos, sendo que os embridides somaticos geralmente
sd0 escassos. Por outro lado, resultados diferentes tem
sido obtidos no cultivo in vitro de trigo ¢ triticale no
Laboratorio de Cultura de Tecidos e Citogenética
(LCTC) do Departamento de Plantas de Lavoura da
Faculdade de Agronomia na UFRGS (DORNELLES
et al., 1996; LANGE et al., 1995; MILACH et al.,
1991). HEYSER & NABORS (1982) detectaram em
média 20% de regides embriogénicas nos calos de
avela analisados e, segundo BREGITZER et al.
(1989), o calo embriogénico de aveia € estabelecido
em duas etapas: em seu estadio inicial consiste de
células vacuoladas ndo regeneraveis e, em uma segun-
da oportunidade os setores embriogénicos sdo selecio-

nados e subcultivados, a fim de obter embriogénese
integral. A 1nicializagdo da embriogénese ocorre a
partir de estruturas globulares chamadas pré-embridi-
des, os quais, apds subcultivo sdo transtformados em
embrioides somaticos.

A avaliacdao de embriogénese somatica pode
ser feita de diferentes formas. A mais usual delas € a
determinac¢do de embriogénese a partir de uma escala
subjetiva, onde escores sdo atribuidos aos diferentes
calos. BREGITZER er al. (1989) utilizaram a escala
de 1 a 5 onde "1" correspondia a calos ndo friaveis ¢
ndo embriogénicos € "5" a calos agregados € embrio-
génicos. IMMONEN (1992) avaliando embriogénese
em triticale considerou a escala linear de 1 a 10
adequada para avalia¢do. O numero "1" correspondia
a um embridide ¢ 0 "10" a mais de 45 embridides.

Por outro lado, a capacidade de produzir
embridides somaticos a partir de cultivo in vitro varia
expressivamente com o genotipo, meio de cultura e
tipo de explante, 0 que torna necessaria a adequagéo
do cultivo as necessidades da instituicdo de trabalho.
IMMONEN (1992), testou diferentes gendtipos de
triticale em dois meios de cultura, verificando que 0
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) promoveu um
significante aumento na embriogénese somatica. Por
outro lado, TOMES & SMITH (1985) verificaram
respostas diferenciadas de producdo de calos embrio-
génicos em diferentes germoplasmas elite de milho.
LANGE et al. (1995) investigaram o controle genético
da embriogénese in vitro de trigo, apos verificarem
diferentes respostas entre genotipos brasileiros para
este carater. Além disto, o embrido imaturo parece ser
um consenso como o explante mais adequado para a
promogio de calogénese € embriogénese somatica de
cercals (BREGITZER er al., 1989; MILACH et al.,
1991, CUMMINGS et al., 1976; LANGE et al., 1995;
IMMONEN, 1992).

Os objetivos deste trabalho foram: testar
nove genotipos de aveia quanto a sua capacidade de
formacdo de embridides somaticos; verificar qual o
protocolo de cultura mais adequado para inducdo de
embriogénese somatica; verificar se o tamanho de

embrido 1maturo (explante) esta relacionado com a
embriogénese.

MATERIAIS E METODOS

Nove gendtipos de aveia (4Avena sativa L.)
foram cultivados in vitro: UFRGS 7., UFRGS 8,
UFRGS 9, UFRGS 10, UFRGS 11 e UFRGS 12
(programa de melhoramento genético de aveia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul); UPF 7
e UPF 12 (Universidade de Passo Fundo) e
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GAF/PARK (Universidade de Minessota - U.S.A). O
trabalho de cultivo e manutencdo de calos foi realiza-
do no LCTC utilizando embrides imaturos como
explante.Trés protocolos (A, B e C) foram empregados
em todos os genotipos, cada um com dois meios
contendo diferentes dosagens de reguladores de
crescimento (Tabela 1). O meio basico utilizado foi o
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado

com 30g/l de sacarose, 7g/l de agar e 0,1g/l de mio-
Inositol.

Tabela 1. Protocolos testados para indugdo de embriogénese soméatica em aveia.

Protocolos
Meios A B C
Inducgdo de calos MS+2mg/l 2,4D MS+4mg/l 2,4D MS+0,2mg/l 24D

S S . O e

Subcultivo

-

MS+0,5mg/l 2,4D  MS+2mg/l 2,4D

Para cada protocolo foram empregadas dez
placas de cada genotipo, cada uma com dez embrides.
As condigoes de cultura foram de luz difusa e 25°C de
temperatura. Apos um més em cultivo no meio indutor
de embriogénese (subcultivo), os calos foram avalida-
dos quanto a embriogénese somatica.

Com a obtencado dos resultados, 0s mesmos
genotipos foram testados no protocolo eleito como
melhor indutor de embriogénese para confirmacgdo da
ordenac¢do das variedades (experimento 2). Foram
utilizadas vinte placas como repetigdes de cada
genodtipo, cada uma contendo dez embrides.

Os calos foram avaliados conforme a sua
porcentagem de embriogé€nese. Na primeira etapa do
trabalho (experimento 1) escores de 0 a 9 foram
atribuidos aos calos € no experimento 2 escores de |
a 10. A nota minima indicava 0% de embriogénese e
a maxima 100%. Para fins de analise foram utilizadas
as médias de embriogénese por placa.

No experimento 2 0os embrides imaturos
foram medidos em comprimento com o auxilio de uma
ocular graduada. A graduag¢do seguia a propor¢ao de
20 unidades = Imm.

Fo1 utilizado o delineamento completa-
mente casualizado. Os fatores utilizados na Analise de
Variancia foram genotipo, protocolo e sua interagao.

+0,2mg/l BAP

bkl L R e

MS+2meg/l 2.4D

A analise foi realizada segundo o procedimento de
modelo linear generalizado (GLM do SAS), devido ao
desbalanceamento das repeti¢des (placas) causado por
contaminagdo e conseqiiente eliminacdo das mesmas.
As mecdias foram comparadas pelo teste de Duncan a
5%. Fo1 feita uma andlise de covariancia utilizando
tamanho de embrido como covaridvel da embriogéne-
SE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A0 passarem por subcultivo
os calos com potencial para embriogé-
nese foram gradativamente formando
pequenas estruturas globulares identifi-
cadas como pré-embridides. A grande
maioria dos calos era mista, com partes
embriogénicas e outras organogénicas.
Os pedagos do calo que continham
embrioides somaticos eram de cor
amarela e fridvel, enquanto que os
Organogenicos possuiam aspecto es-
branquigado.

Os protocolos testados para
indu¢do de embriogénese somatica
revelaram efeitos distintos entre si
(Tabela 2). Os protocolos A e B nao
foram diferentes estatisticamente, apresentando
médias gerais de 0,47 e 0,69 respectivamente, entre-
tanto mostraram superioridade ao protocolo C no qual
foi obiida média geral de 0,008. BREGITZER e al.
(1995) relataram que o meio MS com 2mg/l de 2.4D
(acido 2,4 diclorofenoxiacético) tem sido o mais

Tabela 2. Quadro da analise de varidncia contendo graus de
liberdade (GL), quadrado médio (QM) e coeficiente
de variagdo (CV) para embriogénese somética de
aveia nos experimentos 1 e 2.

Experimento 1 Experimento 2

-------------------- E o E O i e e————

F. de variagdo GL QM GL QM
Protocolo (Prot.) 2 493* - )
Geno6tipo (Gen.) 8 0,81 8 2.47%
Prot. x Gen. 15 1,16 - -
Erro 209 0,81 128 0,62
CV(%) 209,14 45,65

* Significativo pelo teste de F a nivel de 5%.
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utilizado na indu¢do de calos em aveia. Além disto,
diversos trabalhos de cultura de tecidos em cereais
utilizam como protocolo basico a redugdo gradual da
dosagem de 2.4 D até a regeneracao de plantas (BRE-
GITZER et al., 1995, CUMMINGS et al. 1976,
IMMONEN, 1992, LANGE et al., 1995, MILACH et
al., 1991). A necessidade de escolha de um dos
protocolos para continua¢ao do trabalho fez com que
o protocolo B fosse selecionado por proporcionar
medias mas elevadas apesar de ndo diferir do A.

Os genotipos ndo foram estatisticamente
distintos para este carater no experimento 1 (Tabela 2
e 3). A ocorréncia de variacdes ao acaso e constante
tentativa de adequagao dos métodos de trabalho foram

0s responsavels pelos elevados coeficientes de varia-
¢ao.

Tabela 3. Escore médio obtido de embriogénese somética entre
0s genotipos de aveia testados nos experimentos 1 ¢

2.
Experimento ] 2
Escore (0-9) | (1-10)
Gendtipos
UFRGS 7 0,42a* 2,33a
UFRGS 8 0,17a 2,34a
UFRGS 9 0,59a 1,58b
UFRGS 10 0,64a - 2,0lab
UFRGS 11 0,12a -~ 126b
UFRGS 12 0,26a 1,40 b
UPF 7 0,27a 1,34 b
UPF 12 0,24a 1,28 b

GAF/PARK 0,77a 2.40ab

* Gendtipos com médias ndo seguidas de mesma letra diferem
significativamente pelo teste de Duncan ao nivel de 5%.

Por outro lado, toi obtida diferencga para os
genotipos quanto a capacidade de embriogénese
somatica no experimento 2 (Tabela 2). O genotipo
UFRGS 7 ¢ UFRGS 8 possuiram médias maiores
(Tabela 3) para este carater, o que € de extrema
importancia ja que sdo variedades que nunca foram
testadas com este objetivo. Da mesma forma TOMES
& SMITH (1985) verificaram que a capacidade de
Iniciacdo de calos embriogénicos esta intimamente
relacionada ao tipo de germoplasma utilizado em
milho. IMMONEN (1992), testando o efeito do
cariotipo de triticale na embriogénese somatica,

conclulu  que um determinado caridtipo daquela
espécie produzia significativamente mais calos em-
briogénicos. Genotipos superiores quanto a formagao
de embrioides somaticos podem ser utilizados para
técnicas avancadas de biotecnologia como a biolistica,
por exemplo.

A diferenga entre a ordenagdo dos genotipos
de um experimento para outro, provavelmente tenha
como causa a adequac¢ao da técnica de avaliacdo de
embriogénese. No 2° experimento ocorreu uma
diminuigio drastica no coeficiente de variacao e foi
detectada diferenga entre os gendtipos quanto a sua
capacidade de forma¢ao de embridides somaticos.

A analise de covariancia, realizada com o
objetivo de verificar se o tamanho de embrido estava
diretamente envolvido na indug¢do de embriogénese,
evidenciou que em alguns gendtipos esta medida era
importante. Os genétipos UFRGS 7, UFRGS 8,
UFRGS 10 e GAF/PARK parecem depender do
estadio fisiologico do explante para que ocorra o
aumento de embriogénese (Tabela 4). IMMONEN
(1992), de outra forma, ndo encontrou diferencas nas
freqiiéncias de indugdo de calos e embriogénese nos
diferentes tamanhos de embrides imaturos de triticale
testados.

Tabela 4. Resumo da analise de covaridncia do tamanho de
embrido de aveia para a caracteristica embriogénese
somatica do experimento 2, contendo graus de
liberdade (GL), quadrado médio (QM) e coeficiente

de regressdo (b).
F. de Vanacgao GL QM
Gendtipo 8 13,95*
Calo 9 1,21
Tam. embrido 1 2,68
Erro 761 0,38
Genotipo | b
UFRGS 7 - 0,796*
UFRGS & 0,865*
UFRGS 9 0,000
UFRGS 10 0,511*
UFRGS 11 -0,270
UFRGS 12 | -0,198
UPF7 Ve -0,143
"UPF 12 -0,116
GAF/PARK 10,378*
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CONCLUSOES

Tanto protocolos de cultivo distintos como
as diferengas genéticas provocam alteragdes do carater
embriogénese somatica, sendo que o0 melhor protocolo
para cultivo in vitro ¢ indug¢do de embriogénese em
aveia € aquele que envolve a reducgdo gradual de 2,4
D. Também o tamanho de embrido esta relacionado
com o carater, acentuando a embriogénese em alguns
genotipos.
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