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REGENERACAO DE PLANTAS A PARTIR DE SEGMENTOS
DE BASE DE FOLHAS EM AVEIA *

REGENERATION OF PLANTS DERIVED FROM OAT LEAF BASE
SEGMENTS!
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Raquel Santiago BarrG

RESUMO

A regeneracdo de plantas in vitro € uma limitagéo
encontrada na maioria dos cereais. Uma forma de minimizar essa
dificuldade tem sido a busca de fontes alternativas de tecidos com
habilidade para esse fim. O objetivo deste trabalho foi investigar
o potencial e o periodo necessério para regeneracédo de plantas
in vitro de genotipos brasileiros de aveiAvéna satival.) a
partir de segmentos da base da folha. Segmentos de 1-2mm
retirados do coledptilo de gendtipos de aveia foram cultivados
por 21 dias em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
suplementado com 2,0mg 'L de 24-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) e, posteriormente, transferidos para meio
de regeneracdo de plantas. Nao foi encontrada variabilidade
entre os gendtipos quanto a capacidade de induzir calos embri-
ogénicos e regenerar plantas a partir de segmentos da base da
folha, tendo sido possivel regenerar genétipos de aveia antes
considerados sem habilidade para o cultivo in vitro. O uso
desse explante possibilitou reduzir o tempo de regeneragdo de
plantas de aveia para cinco meses e a nao correlagdo entre a
percentagem de embriogénese somatica e regeneragdo de
plantas indica que a embriogénese ndo é o Unico caminho de
regeneracao a partir desse explante.

Palavras-chave: Avena sativalL., embriogénese somatica, ex-
plante.

SUMMARY

The ability for in vitro plant regeneration is limited
in most of the cereal crops. One way to minimize this problem has
been to search for alternative sources of tissues with the ability
for in vitro cultivation. This report aims at the investigation of the
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potential and the amount of time necessary for in vitro plant
regeneration of Brazilian oatAyena satival.) genotypes from

leaf base segments. One to two millimeter coleoptile segments of
oat genotypes were cultivated for 21 days on MS medium
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) plus 2,0mg te 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid), and transferred to plant
regeneration media. Variability ammg genotypes for somatic
embryogenesis and plant regeneration from leaf base segments
was not found, but it was possible to regenerate oat genotypes
previously considered recalcitrants for in vitro regeneration.
Besides that, it was possible to reduce to 5 months the plant
regeneration period with this explant. The non-fligant
correlation between the percentage of somatic embryogenesis and
plant regeneration indicates that the embryogenesis is not the
only way for plant regeneration from this explant.

Key words: Avena satival.., somatic embryogenesis, explant.

INTRODUCAO

Os sistemas de cultivia vitro utilizados
para a aveia séo fortemente dependente do genotipo
(BRETIZGERet al, 1995), o que limita 0 seu uso
para a transformacdo genética deste cereal. Desta
forma, a escolha do tecido-alvo que permita regene-
rar o maior numero de gendtipos é fundamental para
a obtencédo de plantas transgénicas férteis em aveia
(SOMERSet al, 1996; HANDELet al, 1997).

A regeneracéo de aveia em cultura de te-
cidos foi primeiramente relatada por CARTERaL

Porto Alegre, RS. E-mail: milach@vortex.ufrgs.br. Autor para correspondéncia.
“Farmacéutico, Ph.D, Professor do Departamento de Biotecnologia, UFRGS.
®Aluno do Curso de Graduag&do em Agronomia, Bolsista de Iniciacéo Cientifica FAPERGS, UFRGS.
Recebido para publicagdo em 29.08.00. Aprovado em 20.12.00



752 Cavichioli Lambet al.

(1967), com culturas iniciadas de sementes maduras. de Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) foram
Alguns anos mais tarde, foi relatada a iniciagdo de utilizados neste trabalho. As sementes desses gené-
calos e regeneracgédo de plantas de aveia a partir detipos foram obtidas de plantas cultivadas na Estagéo
embribes imaturos (CUMMINGSet al, 1976; Experimental Agronémica (EEA/UFRGS), localiza-
RINES & MCCOY, 1981). Contudo, a embriogéne- da em Eldorado do Sul/RS, em 1998. O processo de
se somética e a regeneracdo de plantas de gendtipogultivo in vitro foi realizado no Laboratério de Cul-
brasileiros de aveia a partir de embrides imaturos foi tura de Tecidos do Departamento Plantas de Lavoura
obtida mais recentemente (BEREdD al, 1996 e da Faculdade de Agronomia/UFRGS.
1998). As sementes foram desinfectadas em céa-
SOMERSet al (1992) e TORBERt al. mara de fluxo laminar com etanol (EtOH) 70% du-
(1995) utilizaram calos embriogénicos e culturas em rante trés minutos e em solugéo 5% de hipoclorito de
suspenséo produzidos a partir de embriGes imaturos, sédio (NaOCI) comercial (com concentracdo de 7 a
para obtencdo de plantas transgénicas férteis nessa9% de cloro ativo, segundo o rétulo), durante 20
especie. Esses autores, entretanto, relataram que ominutos. Posteriormente foram lavadas em &agua
tempo necessario para a obtencdo de calos embrio-destilada estéril. Apds a desinfecgdo, as sementes
génicos acarretou atraso significativo para a regene- permaneceram em agitador iteb por quatro horas
racdo das plantas transgénicas, que foi superior a 18em solugdo fungicida de Thiram e Baytan, nas dosa-
meses. A conseqiiéncia disto foi uma alta freqiiéncia gens de 2,0g te 1,6g L', respectivamente. Apos,
de plantas transgénicas estéreis, devido ao prolonga-as sementes foram lavadas em agua destilada estéril,
do tempo de cultivin vitro e a possivel ocorréncia  sendo transferidas para vidros de germinacédo (Figu-
de variagdes somaclonais que afetaram a fertilidade. (g 1-A). Um volume de 40m de meio MS
Com o objetivo de reduzir o tempo para regenerar (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado
plantas transgénicas férteis, TORBE&Tal (1998) com 30,0g [* de sacarose, pH ajustado para 5,8,
avaliaram o potencial de regeneragdo de plantas de gq)igificado com 2,09 £ de Phytagél (Sigma

aveia a partir de embrides maduros. Os autores rela_— Chemical CO) foi transferido para os vidros de ger-
taram que o tempo de regeneracao de plantas a partir

de embrides maduros foi reduzido para 11 meses.

Por outro lado, avango significativo foi
descrito por GLES®t al (1998a e b) com o esta-
belecimento de um eficiente sistema de regeneracao
a partir de que segmentos de base de folhas, do qual
obtiveram plantas transgénicas férteis em periodo
inferior a seis meses. A possibilidade de obter um
explante que permaneca um menor perindatro e
possua capacidade de regenerar plantas é de grand
interesse para a transformacdo genética de aveia. |
Contudo, ndo existe informacéo se este sistema de
regeneracadn vitro pode ser utilizado para genoti-
pos brasileiros de aveia e em quanto tempo pode
gerar plantas. Assim o objetivo deste trabalho foi
investigar o potencial de regeneracdo de plaintas
vitro e o periodo necessario de cultivo para regene- i
rar plantas de genétipos brasileiros de aveia a partir [&
de segmentos de base de folha. O presente trabalho 4:
pioneiro em demonstrar que a regeneracdo de plan-
tas a partir de segmento da base da folha pode se
obtida em um periodo curto de cinco meses com 0s
genotipos brasileiros de aveia.

MATERIAL E METODOS |

Figura 1 - A) sementes em germinagéo, B) segmentos da base da
Material vegetal folha em meio de inducéo de calos, C) calos em meio
Trés gen()tipos de aveia. UFRGS 19 de inducéo de brotos, D) brotos em meio de inducéo de
! ’ raizes, E) plantula em periodo de aclimatizacdo e F)
UFRGS 930572 e UFR_GS 93087_9'5 do P_rOgr'?‘ma plantulas em casa de vegetacdo, UFRGS, Porto Alegre,
de Melhoramento Genético de Aveia da Universida- 1999.
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minacdo com capacidade de 230i8ada gendtipo ~ €sse meio e, apés 35 dias, os segmentos que n&o
constava de dez repeticbes e cada repeticdo de deznduziram raizes foram descartados. Ao final desse
sementes. Essas sementes foram colocadas em unperiodo, foi registrado o nimero de plantas com
germinador com temperatura de€@21°C e fotope- formacé&o de raizes antes de serem aclimatizadas.
riodo de 12h/12h, permacendo por um periodo de

sete dias. Aclimatizagéo das plantas

Plantas com sistema radicular formado ti-

Preparacao e cultivo dos explantes veram suas rz?u'zes lavadas para eIiminar_quanuer

Um segmento de 1 a 2mm da base de fo- residuo de meio de cultura e foram transferidas para
lha de plantas jovens com altura de 2-10cm foi cor- copos de plastico de 25@mcontendo vermiculita
tado e transferido para o meio de inducéo de calos. estéril (Figura 1-E). Na primeira semana, os copos
Para cada gendtipo, foram inoculados dez segmentospermaneceram cobertos coifme de PVC transpa-
por placa de Petri, num total de dez placas (Figura 1- rente e neles a cada sete dias pequenos orificios
B). As concentracdes de reguladores de crescimento foram feitos, para permitir a adaptagéo gradativa da
utilizadas nas etapas de inducdo de calos, parte aéreglanta as condi¢cbes ambientais. Estas plantas per-
e raizes foram baseados nas estabelecidas pormaneceram na presenga de luz direta constante e

BREGITZERet al. (1989) e utilizadas por GLESS
et al (1998a), e estdo descritos abaixo.

Meio para inducéo de calos

temperatura de 2€ + 1°C por 30 dias em sala de

crescimento, sendo que apés esse periodo foram
transferidas para potes plasticos com capacidade
para 5000g de substrato, e depois para casa de ve-

O meio para inducdo de calos a partir de getacdo (Figura 1-F).
segmento da base da folha foi o MS suplementado
com 2,0mg [* de 2,4-D, 30,0g t de sacarose, pH Delineamento experimental e andlise estatistica
ajustado para 5,8 e solidificado com 2,04 de Foi utilizado o delineamento inteiramente
Phytagell (Sigma Chemical CO). Os segmentos casualizado, considerando cada placa de Petri como
foram incubados nesse meio por 30 dias, na ausénciauma repeti¢do. A analise de variancia foi feita para a
de luz, com temperatura de°g22+ 1°C. Os calos percentagem de calos embriogénicos, de calos que
formados nesse periodo foram transferidos para produziram parte aérea e de plantas regeneradas. A
meio de inducéo de brotos (Figura 1-C), ap6s a ava- analise de correlagdo foi realizada para avaliar a
liagdo do nimero de calos embriogénicos por placa. associagéo entre a percentagem de calos embriogé-
nicos e de plantas regeneradiasvitro, através do
programa estatistico System Analyses Statistic
(SAS, 1998). Todos os dados de contagem foram
expressos em percentagens e transformados por raiz
gquadrada mais 0,5 para obtencédo da normalidade.

Meio para inducao de parte aérea

O meio para indugdo da parte aérea foi 0
MS, suplementado com 2,0mg de ANA (acidoa-
naftaleno acético) e 0,2mg ‘L de BAP (6-
benzilaminopurina), 30,0g'Lde sacarose, pH ajus-
tado para 5,8 e solidificado com 2,09 te Phyta-
geld (Sigma Chemical CO), em presenca de luz i .
direta constante, com temperatura de2 1°C. O periodo de obtencdo de uma planta
Aproximadamente 30 dias ap6s permanéncia nesse adultain vitro a partir de segmento de bas_e da folha
meio, 0s calos que possuiam brotos foram transferi- Nesse trabalho foi de aproximadamente cinco meses,
dos para meio de inducéo de raizes e foi registrado o d€sde a germinacdo até a transferéncia das plantas

nimero de calos com parte aérea regenerada porPara casa-de-vegetacdo. A embriogénese somatica
placa. foi observada a partir de 30 dias dos segmentos em

cultivo, similar ao relatado por GLE®$al (1998a)
para genotipos europeus de aveia.

Nos gendtipos UFRGS 19, UFRGS
930572 e UFRGS 930879-5 a germinacdo das se-
mentes ocorreu hum periodo de sete dias, possibili-
tando o corte da base da folha para cultiveitro.
A dificuldade em germinar sementes em meio de
cultura ndo foi relatada por GLESS al. (1998a),
mas formas de evita-la deverédo ser identificadas para
que essa metodologia ndo tenha seu uso restringido
por esse problema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Meio para inducao de raizes

Frascos de 250én contendo 40m de
meio MS sem reguladores de crescimento, suple-
mentado com 30,0g L de sacarose, pH ajustado
para 5,8 e solidificado com 2,0¢"lde Phytagél
(Sigma Chemical CO), foram utilizados para regene-
rar raizes (Figura 1-D), em presenca de luz direta
constante, e temperatura de°Q2: 1°C. Os calos
gue regeneraram parte aérea foram transferidos para
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Apesar de um namero modesto de estrutu- corte realizado. Primeiramente, os calos caracteriza-
ras embriogénicas terem sido observadas a partir de vam-se como estruturas translucidas, mas, a partir de
segmentos de base da folha, um numero significati- duas semanas, estruturas embriogénicas comecaram
vo de plantas foram regeneradas nos genotipos ava-a se desenvolver. Em experimento piloto anterior,
liados (Tabela 1, Figura 1). diferentes segmentos cortados a partir da base da

A anélise qualitativa de calos embriogéni- folha in vitro haviam sido avaliados. Entretanto,
cos foi possivel quatro semanas ap6s a transferénciasomente o segmento mais préximo da regido basal
dos segmentos para o meio de inducéo de embriogé- apresentou embriogénese somatica, tendo sido es-
nese somatica. No entanto, os setores embriogénicoscolhido para o presente trabalho. WERNICKE &
ndo foram isolados de outros indiferenciados, sendo BRETTEL (1980) mostraram que em sorgo apenas
todps 0s calos transferidos de forma intacta para cglylas mais proximas do meristema possuem capa-
meio de inducdo de parte aérea. cidade de induzir novamente a divisdo celular.

A analise de variancia (ndo apresentada) conforme LORZet al (1988), uma caracteristica
n&o revelou diferencas significativas entre 0s genod- comum entre embrido imaturo, inflorescéncias jo-
tipos para embriogénese somatica aos 30 dias deyens e segmento de folhas jovens, é que esses trés
Frincipais explantes utilizados em aveia possuem
células meristeméticas. GLESS$ al. (1998a) con-
firmaram, em seu trabalho com folhas de aveia, a
existéncia de um gradiente da resposta de embriogé-
nese somatica da parte apical para a pesttando
ser a parte basal das folhas a mais adequada para a

origem diversa dos genétipos em estudo e da forte
influéncia do genétipo em outros sistemas de cultivo
in vitro. E possivel, contudo, que diferencas para
embriogénese somética a partir da base da folha
fossem encontradas com a avaliacdo de um numero
maior de gendétipos. A percentagem de calos embri- ; b ~
ogénicos variou de 13 a 27% (Tabela 1) entre os inducdo e regeneragao de calos. .

gendtipos avaliados, sendo que essas percentagens A inducdo de parte aérea nos calos de

foram superiores aquelas obtidas aos 60 dias com segmentos da base daA fo!ha de avela comecou a
calos originados de embrides maduros de aveia OCO'Ter apos a transferéncia para meio apropriado,

(LAMB, 2000). E interessante ressaltar, contudo, S€ndo que a percentagem dos que induziram parte
gue os gendtipos UFRGS 19, UFRGS 930572 e aérea nao variou significativamente entre os gendti-
UFRGS 930879-5 apresentaram baixa freqiiéncia de POS investigados (Tabela 1). Também a percentagem
calos embriogénicos (2%, 1% e 1%, respectivamen- de segmentos que formaram raizes nao diferiu entre
te) a partir de embrido maduro aos 60 dias (LAMB, ©0s gendtipos (Tabela 1). Visualmente, a inducdo de
2000). Esses resultados revelam que é possivel ex-raizes nesse trabalho foi diferenciada daquela obtida
plorar o potencial de um maior ndmero de gendtipos quando os calos foram obtidos de embrido maduro
de aveia para o cultivia vitro pelo uso de diferentes  (LAMB, 2000). As raizes dos calos de base da folha
explantes. apresentavam-se bastante frageis, menos ramificadas
A inducdo de calos ocorreu, principal- € com pouco desenvolvimento, sendo verificado esse
mente, onde o tecido do segmento foi ferido pelo mesmo padréo apds o periodo de aclimatizagédo em
vermiculita. O suplemento de 3% de

_ _ _ _ _ sacarose, ao invés de 2%, no meio
Tabela 1 - Embriogénese somética avaliada aos 30 dias em cultivo, regeneragéo de p taéultura pode ter dificultado a

de trés gendtipos de aveia a partir de explante da base de folha e correlagao (r) 20 d . d
entre a percentagem de calos embriogénicos e de segmentos de parte aéreas Fheracao de ralzes neste estudo,
raizes regeneradas, UFRGS, Porto Alegre, 1999 visto que ZHANG et al (1996)

tiveram sucesso na regeneracao de
raizes em aveia a partir de meriste-
ma apical em meio com 2% de saca-

Namero (%)

Genotipos rose. A dificuldade de regenerar
Calos Segmentos de parte aérea r raizes em aveia também foi relatada

UFRGS por BEREDet al (1998). Porém,
Total" Embriogénicos  Total Por Total com Com raizes quando esses autores reduziram 0s

calo raizes por calo .

sais do MS para metade, a regenera-
19 91(91) 21(23% 77 084 32041 0,35 0,1%° ¢ao ocorreu (Eom mals_ sucesso. Des-
930572  96(96) 13(13) 148 1,54  88(59) 0,91 0,36 sa forma, ndés acreditamos que a

9308795 71(71)  19(27) 61 086 39(64) 0,54 040 regeneracdo de raizéa vitro a

partir de segmento da base da folha

*Numero total (%) de calos induzidos a partir de 100 segmentos de base de folha. pod_e Ser melhorada com ajUSte no
"Valores nao significativos a 5% pelo teste F. meio utilizado.
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N&o houve correlacdo entre a embriogé- CARTER, O., YAMADA, Y., TAKAHASHI, E. Tissue culture

nese somatica e regeneracéo de plantairo (Ta- of oats. Nature, v.241, n.3, p.1029-1030, 1967.
bela 1), o que permite inferir que a rota preferencial cummINGs, D.P., GREEN, C.E., STUTHMAN, D.D. Callus
de regeneracado néo ocorreu por embriogénese. Tam- induction and regeneration in oatsCrop Science V.16,
bém, os gendtipos considerados sem capacidade P-465-470,1976.
regenerativan vitro a partir de embrides maduro_s, GLESS, C., LORZ, H., GARTNER-JAHNE, AEstablishment of
como UFRGS 930572, foram regenerados a partir de a highly efficient regeneration system from leaf base
segmentos da base da folha. A possibilidade de ex-  segments of ogivena sativel.). Plant Cell Reports v.17,
plorar um maior nimero de gendétipos e regenerar P-441-445, 1998a.
plantas de uma maneira menos laboriosa e mais GLEss, C., LORZ, H., GARTNER-JAHNE, A. Transgenic oat
rapida fazem do explante base da folha um atrativo plants obtained at high efficiency by microprojectile

r r = lantas transgéni ) bombardement of leaf base segment3ournal of Plant
para a producdo de plantas transgénicas Physiology v.152, n.16, p.151-157, 1998b.

CONCLUSOES HANDEL, C.L., WAGNER, C.M., MILACH, S.C.K.et al.
Transformacdo genética de cereais wigrobacterium

. tumefaci ienci 27, n.2, p.359-
O uso do explante base da folha em aveia o7 Ciéncia Rural, v.27, n.2, p.359-365,

possibilitou reduzir o tempo de regeneracdo de
plantas para cinco meses e regenerar genoétipos delAMB, C.R.C.  Embriogénese somética, regeneracdo de

; ; i _ plantas e transformag&o genética de geno6tipos brasileiros
aveia antes considerados sem habilidade para rege de aveia fivena sativeL.): Porto Alegre, 2000. 98 p. Dis-

neracaan vitro. _ o sertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Curso de Pés-graduacéo
Nao foi encontrada variabilidade entre os em Fitotecnia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

gendtipos estudados quanto & capacidade de induzir ~ 2000.

calos embriogénicos e regenerar plantas a partir | 5rz, 1., GOBEL E., BROWN, P. Advances in tissue cultures
desse explante, e a ndo correlagdo entre a percenta- and progress towards genetic transformation of cereint
gem de embriogénese somatica e regeneragdo de Breeding,v.100, p.1-25, 1988.

plantas permite inferir que a embriogénese N&o € O \rASHIGE, T., SKOOG, F. A revised medium for rapid

Unico caminho de regeneracdo a partir desse ex-  growth bioassay with tobacco tissue cultureBhysiologia
plante. Plantarum, v.15, p.473-497, 1962.

RINES, H.W., McCOY, T.J. Tissue culture initiation and plant
AGRADECIMENTOS regeneration in hexaploid species of oatSrop Science
v.21, p.837-842, 1981.
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