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RESUMO

LUZ, José Magno Queiroz Luz. Embriogénese somatica in vitro em anteras de
pimentédo (Capsicum annuum L.). Lavras: UFLA, 1995. 115p. (Tese - Doutorado
em Fitotecnia).*

Este trabalho teve como objetivo aplicar a técnica da cultura de anteras em
diferentes genétipos de pimentdo, verificando os varios fatores que influenciam na
inducdo da embriogénese somatica. Verificou-se, primeiramente, a relagdo entre o
estadio de desenvolvimento dos micrésporos com algumas caracteristicas
morfologicas do botdo floral nos gendtipos Agrondmico 8, linhagem 004 e o hibrido F;
(PIX22C#31 x linhagem 004), sendo que a analise citolégica mostrou que o micrésporo
néo vacuolado, com nucleo central e diametro de aproximadamente de 24,5 um (ideal
para utilizagdo em cultura de anteras), ocorreu em todos os genétipos cujos botdes
florais tinham pétalas de tamanho igual ou pouco maior que as sépalas e, anteras com
tracos de antocianina em sua extremidade. Com relacéo & influéncia do gendétipo e da
idade da planta doadora na androgénese, verificou-se a presenca de embriGes
adventicios, sendo a linhagem 004 a mais responsiva, seguida do hibrido, mas nao

houve diferenga significativa para o periodo entre a 62 e 12° semanas pos-transplantio.

* Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto. Membros da Banca: Wilson Roberto
Maluf, Fernando César Juliatti, Marcio de Castro S. Filho e Lisete Chamma Davide.
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Foi avaliado o efeito do TDZ em 'combinagéo com o tempo de incubagdo a
35°C para varios genétipos, sendo os gendtipos mais responsivos PIX22C#31 x linha
004, PIX21C04#4 x linha 004 e PIX22C#21 x Ikeda, com respectivamente, 22,3, 17,9 e
15,4% de anteras com embridides e 177,9, 121,6 e 133 5 embridides por 100 anteras.
Os embridides apresentavam os estadios globular e torpedo. O TDZ & 4,5 uM foi o que
melhor induziu a embriogénese somatica. Ndo houve interacdo entre as concentragdes
de TDZ e o tempo a 35°C, mas o periodo de 8 dias foi mais favoravel. Em outro
experimento, com os mesmos genétipos, avaliou-se a influéncia do TDZ e do meio MS
na regeneracao dos embridides. O gendtipo PIX22C#31 x linha 004 destacou-se tendo
36,6 % de anteras induzidas. O meio MS a 50% de sais e com 0,5 uM de TDZ foi 0 mais
favoravel na indugio de embridides. Houve baixa regeneragéo de plantulas (1,0%),
sendo em MS com 50% dos sais acrescido de 0,5 uM de TDZ e MS completo com 4,5
puM de TDZ.

_Avaliou-se os efeitos do AgNO; e do carvao ativado na indugéo e regeneragéo
de embrides adventiceos. O AgNO; a 5 mg/L no meio C, favoreceu a indugéo das
anteras, com relagdo ao nimero de embridides por 100 anteras. O carvao ativado no
meio C prejudicou este parametro, e quando no meio R, ndo promoveu qualquer
regenerac@o de plantulas, permanecendo os embridides nos estadios globular e
torpedo. Os gendtipos mais responsivos foram PIX22C#31 x linha 004, PIX21C04#4 x
linha 004 e PIX22C#21 x Ikeda. O pior gendtipo foi PIX21C15#45 x Ikeda. Com relagdo
ao acido acetilsalicilico (AAS), verificou-se maior indug&o de anteras e maior numero de

embridides, principalmente & 88,9 uM.



Xvi

Finalmente verificou-se o efeito do Ethrel em combinagio com TDZ, AgNO; e
AAS, sendo as anteras inoculadas em meio C adicionado de 4,5 uM de TDZ ou meio C
acrescido de 0,05 uM de 2,4-D, 0,05 uM de cinetina e 88,8 uM de AAS ou 5,0 mg/L de
AgNO; . Apbs a inoculagdo as placas de Petri contendo as anteras, foram colocadas em
um recipiente com Ethrel por diferentes periodos, sendo o tempo de 4 dias, 0 que mais
induziu a embriogénese, principalmente nos meios com TDZ e AgNO; O TDZ também
promoveu maior indugdo de calos embriogénicos. As maiores taxas de necrose
ocorreram no meio com AAS. S ocorreu regeneragdo em plantulas no meio C
adicionado de 5 mg/L de AgNOs, sendo o melhor tempo de exposicédo ao ethrel o de 8
dias. Os genétipos mais responsivos foram PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x
Ikeda.

Verificou-se 0 nimero de cromossomos das plantulas através da anadlise de
ponta de raizes, sendo que das plantulas analisadas houve a constatacdo de plantulas
hapléides e dipldides. Considerando que a regenerac&o foi direta, sem passar por calos,
supGe-se que as plantulas dipldides obtidas sejam provenientes dos micrdsporos,
portanto deve ter ocorrido uma diploidizagdo in vitro. Foi feita uma verificagdo
histolégica da indugdo e desenvolvimento dos embridides. Com 8 dias de inoculagéo a
antera n@o apresentava setor embriogénico definido, no entanto aos 12 dias de
inoculagéo verificou-se tais setores e a partir de 19 dias as anteras apresentaram a
formagdo de elementos traqueais indicando a diferenciagdo celular para posterior
formacdo de xilema. N&o se percebeu mais a presenca dos micrésporos 0 que pode

- levar a crer que as regides em divisio foram originarias destes.



SUMMARY

IN VITRO SOMATIC EMBRYOGENESIS IN THE ANTHER CULTURE OF THE SWEET
PEPPER (Capsicum annuum L)

Anther culture technique was studied in different genotype of sweet pepper.
The relationship was first found between the developmental stage of microspores with
some floral bud morphological traits in the genotypes Agronémico 8, line 004 and the F,
hybrid (PIX22C#31 x line 004), being that cytological analysis showed that the
unvacuolated microspore, with a central nucleous and diameter of roughly 24,5 um
(suitable for utilization in anther culture) occurred in all the genotypes whose floral buds
had of equal size or somewhat larger than the sepals and anthers with trace amounts of
antocianin at their tip. Concerning the influence of the genotype and the age of the donor
plant at androgenis, presence of adventitious embryos was verified, being the line 004
most responsive, followed by the hybrid but there was no significant difference among
the weeks.

The influence of Thidiazuron (TDZ) was compared at a wide range of
concentrations in combination with the incubation time at 35°C for the several Fy

genotypes. The most responsive genotypes were PIX22C#31 x line 004, PIX21C04#4 x
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line 004, and PIX22C#21 x lkeda, with respectively 22.3, 17.9 and 15.4% of anthers with
embryoids and 177.9, 121.6 and 133.5 embryoids per 100 anthers. The embryoids bear
both the globular and torpedo stage. Thidiazuron at 4.5 pM was the most effective
growth regulator source on somatic embryogenesis promotion. There was not any
interaction between the concentrations of TDZ and time at 35°C, but the 8-day period
was most favorable. Another experiment, with the same genotypes evaluated the
influence of TDZ and MS medium upon the embryoid regeneration. Genotype
PIX22C#31 x line 004 stood out having 36.6% of anthers induced. The MS medium at

50% of the salts and with 0.45 uM of TDZ was the most favorable. There was low

regeneration of plantlet, (1.0%), one half strength MS medium supplemented with 0.45

uM TDZ, and MS with 4.5 uM of TDZ.

The effects of AQNO; and actived charcoal were evaluated for induction and
regeneration of adventitious somatic embryos. AgNO; at 5 mg/L on the C medium,
showed .the best induction of anthers relative to of the number of embryoids per 100
anthers. Activated charcoal on C medium was harzadous to this parameter and when
inoculated on R medium, did not promoted any plantiet regeneration. The most
responsive genotypes on this medium were PIX22C#31 x line 004, PIX21C04#4 x line
004, and PIX22C#21 x lkeda and the poorest genotype was PIX21C15#45 x lkeda. As
regards acetylsalicylic acid (AAS), the highest anther induction and the greatest number
of embryoids were found at 88.9 uM.

The effect of Ethrel in combination of TDZ, AgNO; and AAS were studied.
TDZ and AgNO; were the most effective for inducing somatic embryoid after 4 days with

Ethrél. The greatest rates of necrosis took place on the medium with AAS. Regeneration
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of plantlets ocurred only on C medium supplemented with 5 mg/L of AgNO; after 8 days
with Ethrel. The best responsible genotypes were PIX22C#31 x line 004 and PIX22C#21
x lkeda.

Chromossome number of the seedlings was verified through the root tip
analysis. There was a finding of the both haploid and diploid chromossome number,
Taking into consideration that regeneration was direct, without going though callus
phase, it is supposed that the diploid seedlings came from microspores, so an in vitro
diploidization must have taken place. A histological assessment of induction and
development of embryoids was performed. From 8 days of inoculation, the anther had
not shown a definitive embryogenical sector, nonetheless at 12 days of inoculation, such
sectors were found and from 19 days the anthers had shown the formation of tracheal

elements pointing to cell differetiation to subsequent xylem formation it was noticed.



1 INTRODUGAO

1.1 INTRODUGAO GERAL

O piment&o (Capsicum annuum L.) pertence a familia Solanaceae, tendo sua
origem na América Central e México. A nivel mundial s30 5 as espécies mais cultivadas
de Capsicum, com 2n=2x=24 cromossomos. A espécie C. annuum L. é a mais cultivada
estando hoje difundida em todo o mundo. E de clima tropical ou subtropical, e seu
crescimento € afetado pelas condigdes climaticas, sendo que o frio retarda o
crescimento e o calor em excesso causa abortamento e queda de flores. As flores sdo
hermafroditas, com 5 anteras e 1 estigma, podendo algumas cultivares possuirem 6
anteras. E predominantemente autégama, mas pode ter uma taxa de alogamia até de
36%, principalmente em espécies de fruto pequeno, que possuem estilete maior e
depende da populagdo de abelhas, por isso, € considerada do grupo intermediario
(Casali, Padua e Braz, 1984).

Os frutos de pimentio sdo consumidos de forma imatura ou madura, e ainda
podem ser industrializados para producéo de alimentos e corantes. No Brasil, classifica-
se entre uma das dez mais importantes hortalicas, sendo os estados de Sao Paulo e Rio

de Janeiro os maiores produtores desta hortalica.



Os programas de melhoramento desta cultura, visam resisténcia a doengas,
maior espessura de polpa, frutos de cor verde escuro quando imaturos, precocidade e
tendéncia cada vez maior da exploragdo da heterose.

Na obtengéio de linhagens endogamicas de plantas autofecundadas, pelo
melhoramento convencional, visando a criagdo de novas cultivares ou para a produg¢ido
de hibridos, é necessario, ap6s o cruzamento intervarietal, tempo equivalente de 7 a 9
geragOes para obtencéo de uniformidade genotipica e fenotipica. Este tempo pode ser
reduzido através da obtengio de hapldides em geracdes segregantes; além de os
hapléides serem livres dos problemas de dominancia e recessividade, por possuir
apenas um alelo em cada loco génico, permitem a rapida produgdo de plantas
homozigdticas através da duplicagdo do nimero de cromossomos numa unica etapa,
substituindo as geragdes de autofecundagéo, no processo usual.

A maior eficiéncia de selecdo é a outra vantagem do melhoramento com uso
de hapldides, especialmente quando a variagdo de dominancia é significativa. No
melhoramento convencional, linhagens de geragSes iniciais, mostram diferencas
fenotipicas para as quais os efeitos aditivos e de dominancia contribuem. Por outro lado,
linhagens dihapldides, tém apenas variancia aditiva, e consequentemente, alta
herdabilidade no sentido restrito. Portanto, menor quantidade de individuos serdo
necessarios para a selegdo dos recombinantes desejados.

Outra possibilidade de utilizagio das plantas hapléides é no estudo de
heranga, através de progénies homozigotas obtidas por androgénese, como no trabalho
de Hendy, Pochard e Dalmasso (1985), no qual se estudou a heranca genética para

resisténcia & nematoides em pimentao.



A produgdo de hapldides pode ser obtida por diferentes técnicas como
ginogénese, androgénese, tratamento quimico, choque térmicos e irradiacdo com raios
X ou luz ultravioleta.,, e ainda, por técnicas in vitro (cultura de pblen isolado,
protoplastos, eliminagdo de cromossomos pela cultura de embrides jovens e
paternogénese). No entanto, até o0 momento a melhor técnica in vitro para obtencao de
hapléides é a cultura de anteras, pois nestas, os grdos de pdlen estdo em grande
numero, e podem desenvolver-se em hapléides por androgénese direta, dando origem a
embriGes, ou indireta, passando pela fase de calos (Moraes Fernandes, 1990).

Apesar de a obtencdo de hapléides in vitro através da cultura de anteras ter
sido registrada principalmente para espécies principalmente das familias Solanaceae,
Graminae e Cruciferae, recentes trabalhos mostram a possibilidade do uso desta técnica
para outras familias. Mas mesmo com o consideravel sucesso da técnica da cultura de
anteras, o principal problema continua sendo a baixa frequéncia de hapléides obtidos na
maioria das espécies trabalhadas.

' Outros fatores podem também causar problemas nessa metodologia: plantas
podem-se originar de outros tecidos da antera, resultando plantas com varios niveis de
ploidia e as chances de se isolar um hapléide numa mistura de niveis de ploida, sdo
pequenas, ja que os haploides sdo superados no crescimento pelos polipldides, pois
estes s&o mais vigorosos; pode haver alta incidéncia de plantas albinas, principalmente
em cereais, exemplo disto ocorre em alguns genodtipos de arroz, onde a frequéncia
destas plantas pode ser baixa, até 20%, mas pode chegar a mais que 50%; pode
ocorrer a formagdo de calos, originando-se espontaneamente ou induzidos por
reguladores de crescimento. Técnicas inadequadas para a duplicagdo podem também

constituir-se problema, e ainda, a mutagio em plantas dipléides derivadas da cultura de



anteras é também um obstaculo ao sucesso da técnica. Por fim, a sele¢3o que é feita in
vitro nem sempre tem vantagem em condi¢des de campo, devido a auséncia da selecdo
natural.

E evidente que a cultura de anteras das espécies onde a técnica nao foi bem
sucedida s@o necessarios estudos criteriosos dos fatores que possam influenciar a
resposta das anteras cultivadas. Entre estes, os mais importantes s&o o genotipo do
material a ser cultivado, o estégio ideal do explante, as condi¢des de cultivo e idade das
plantas doadoras, meio de cultura e condigSes fisicas da cultura pré e pos inoculagio
(Moraes Fernandes, 1990).

ApGs obtidas as plantas hapléides a partir da cultura de anteras, 0 préximo
passo é restabelecer a diploidia das mesmas, levando-as 2 homozigose. Ha varios
métodos para duplicar os cromossomos de plantas hapléides, mas o mais usado é o
tratamento com colchicina. A colchicina é uma substancia usada geralmente como
solug&o aquosa ou dissolvida em alcool ou glicerina, podendo ainda ser aplicada como
pasta de lanolina ou agar. A concentragio usada varia em fungdo da espécie, mas de
modo geral esta entre 0,1 e 0,5%. Esta substancia atua inibindo a formacéo das fibras
do fuso de divisdo. Esta metodologia, no entanto, apresenta algumas limitagSes de uso,
como a mutagenicidade, perda de vigor em algumas espécies e ainda, surgimento de
plantas com varios niveis de ploidia.

A endomitose & a duplicacdo dos cromossomos sem que haja a divisdo do
nucleo celular, o que é frequente em calos haplbides. Segundo Mantell, Matthews e
McKee (1994) os nucleos idénticos, resultantes de uma primeira divisdo do micrésporo
fundiriam-se produzindo um embrido diploide homozigoto. A diploidizagdo in vitro pode

ser explorada na obtencéo de plantas dipldides homozigotas, o que é desejavel do



ponto de vista pratico, pois o emprego da colchicina tende a ser uma etapa longa e
algumas vezes aleatéria. A diploidizacido pode ser confirmada através da
homogeneidade da descendéncia das plantas dipldides autofecundadas. Para
manutencao das plantas hapléides, Vagera (1990) sugere para piment3o, sucessivas
decapitacdes das plantas adultas, mas ao longo do tempo estas tendem a emitir

brotacdes diploides.

1.2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo aplicar a técnica da cultura de anteras
em diferentes genétipos de pimentso, verificando os varios fatores que influenciam a
indugdo de embridides e a regeneracéo de plantulas hapléides, tendo como finalidade

posterior, a duplicagdo cromossémica.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CASALI, VW.D.; PADUA, J.G.; BRAZ, LT. Melhoramento de pimentdo e pimenta.
Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v.10, n.113, p.19-22, maio 1984.

HENDY, H.; POCHARD, E.; DALMASSO, A. Trsmission héréditaire de la résistance
aux nematodes Meloidogyne Chitwood (Tylenchida) portée par 2 lignées de Capsicum
annuum L.. étude de descendances homozygotes issues d‘androgenése.
Agronomie, Versalhes, v.5, n.2, p.93-100, 1985.

MANTELL, S. H.; MATTHEWS, J. A.; McKEE, R. A. Principios de biotecnologia em
plantas: Uma introdugéo & engenharia genética em plantas. Riberdo Preto, SBG,
1994. 333p.

MORAES FERNANDES, M.I.B. de. Obtencdo de plantas haploides através da cultura
de anteras. In: TORRES, A.C.; CALDAS, L.S. (eds). Técnicas e aplicagdes da
cultura de tecidos de plantas. Brasilia: ABCTP/EMBRAPA/CNPH, 1990. p.311-32.

VAGERA, J. Pepper (Capsicum annuum L.): in vitro induction of haploids. In: BAJAJ, Y.
P. S (ed.). Biotechnology in Agriculture and Forestry: Haploids in Crop
Improvement |. Berlin: Spring-Verlag, 1990. v.12, p.375-392.



2 RELACAO ENTRE OS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DOS
MICROSPOROS E AS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO BOTAO

FLORAL

RESUMO

Varios fatores influenciam a cultura de anteras, entre eles, o estadio de
desenvolvimento dos micrésporos. O presente estudo teve por objetivo verificar a
relagdo entre o estadio de desenvolvimento dos micrésporos com algumas
caracteristicas morfolégicas do botdo floral do pimentdo. Foram utilizados bot6es
florais dos genétipos Agronémico 8, Linhagem 004 e o hibrido F, (PIX22C#31 x
Linhaget_'n 004), os quais inicialmente foram separados em seis classes de diferentes
| tamanhos. Foi determinado o comprimento e o diametro do bot&o floral e 0 comprimento
de suas anteras, além de se observar a presenca de antocianina e a relagso entre o
tamanho das sépalas e pétalas. O estadio de desenvolvimento dos micrésporos foi
analisado através da coloragdo dos mesmos com carmim acético. A andlise citolégica
de cada classe mostrou que o micrdsporo ndo vacuolado, com nicleo central e
diametro de aproximadamente de 24,5 pm (ideal para utilizagio em cultura de anteras),
ocorreu em todos os genétipos cujos botbes florais tinham pétalas de tamanho igual ou

pouco maior que as sépalas e, anteras com tracos de antocianina em sua extremidade.



2.1 REFERENCIAL TEORICO

Um importante fator para o sucesso da cultura de anteras é conhecer para
cada cultura o estadio ideal de desenvolvimento das anteras a serem cultivadas, de
maneira que este estadio contenha os micrésporos em uma fase de desenvolvimento de
melhor resposta androgenética, que geralmente s&o os micrésporos recém liberados da
tétrade meidtica até no maximo, estadio binucleado, pois Grando e Moraes Fernandes
(1993) sugerem que o potencial embriogénico do gréo de pdlen pode ser determinado
tanto no periodo da meiose como no periodo da pré-mitose do micrésporo, pois nestes
dois momentos o micrésporo ainda teria metabolicamente caracteristicas esporofiticas,
0 que permite a diferenciagdo do grdo de pdlen em embrido e posterior formagdo de
uma planta.

Moraes Fernandes (1990) cita que segundo Mascarenhas (1971) e Vasil et al.
(1979), os genes de RNA ribossémico e transportador do gréo de pdlen parecem ser
desligadros depois de 24 horas da primeira endomitose, e depois deste periodo nio seria
possivel reverter o processo e a célula formaria normalmente o grdo de poélen. As
celulas que em cultivo in vitro ainda nao tivessem alcangado o ponto critico, poderiam
entdo originar embrides. O autor cita ainda que segundo Mii (1976) é possivel que
algum produto da parede da antera dé inicio ao mecanismo de formagéo dos embrides.
De acordo com Reynolds (1990), trabalhando com Hyoscyamus niger , a inducdo pode
ser observada com 6 horas apds a inoculagdo, através de pequenas mudancas
estruturais no micrésporo, o qual caracterizado por um grande nucleo e nucléolo, e

cromatina dispersa.



Segundo Mantell, Matthews e McKee (1994) s3o possiveis varios tipos de
desenvolvimento do micrésporo in vitro, sendo que tanto o nicleo generativo quanto o
vegetativo podem se dividir continuamente originando um embriide hapléide, ou ainda,
a primeira mitose produziria dois nucleos semelhantes e estes se dividiriam
repetidamente resultando na formagéo de embriides hapléides.

Em cereais, segundo Nitsch (1983), o estadio 6timo esta antes da primeira
endomitose do micrésporo. Em arroz, por exemplo, trabalhos mostraram que a resposta
da antera cai bruscamente ap6s a primeira endomitose, e ainda, que as anteras no
estadio de tétrade ndo tiveram boa resposta, uma vez que o0 micrésporo uninucleado
prematuro pode responder deficientemente e o microésporo do meio ao final do estadio
uninucleado s&o os mais adequados para a cultura de anteras (Chen, Chen e Lin, 1982;
Karin et al., 1985 e Mercy e Zapata, 1986). Em milho Pretova et al. (1993) testando a
regeneracao de diferentes estadios do microsporo e do polen, verificaram que entre os
estadios testados apenas os micrésporos uninucleados regeneraram plantulas. Moro
(1987) recomenda para esta cultura utilizar o penddo na fase de cartucho, sendo que 0
estadio ideal ocorre quando o nucleo do microsporo esta no centro, o que geralmente
corresponde ao estadio em que ja se pode perceber a flecha, dentro do cartucho,
apertando-os com os dedos. Trabalhos com trigo também mostraram que a coleta das
espiguetas deve ocorrer quando a maioria dos microsporos est&o entre o meio e o final
do estadio uninucleado (Zhou e Konzak, 1992; Zhou, Ball e Konzak, 1992). Ja para
aveia, Islam, Kintzios e Fischbeck. (1992) efetuaram a coleta dos pendbes quando estes
continham o micrésporo no meio do estadio uninucleado, mas para o amendoinzeiro, o
de melhor resposta foi 0 micrésporo no inicio do estadio uninucleado (Willcox et al.,

1991).
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BotGes florais de batata (Solanum tuberosum L.) com tamanho entre 4 e 6 mm,
séo os que contém os micrésporos uninucleados ou em estadio de tétrade (Tiainen,
1992; Calleberg e Johansson, 1993; Tiainen, 1993). Para couve de bruxelas, os botdes
foram coletados com tamanho de 4 a 5 mm, com relagio dos comprimentos entre as
pétalas e as anteras, desde 1:2 até 7:8 (Ockendon e McClenaghan, 1993). Em couve-
flor houve interagdo entre o genétipo e o estadio do micrésporo, sendo que de acordo
com o material, maior nimero de embrides foram obtidos de anteras que continham
micrésporos no estadio uninucleado, o que correspondia a uma relagdo entre os
comprimentos da pétala e antera entre 0,5 e 0,8. Quando o microsporo estava no
estadio de inicio da primeira divisdo nuclear, o que provinha de botdes com a relagéo
pétala/antera de 1,1 a 1,3, outros genotipos responderam melhor (Yang, Chauvin e
Herve, 1992).

Wolyn e Feng (1993) coletaram botdes florais de aspargo que continham
anteras com micrésporos no Ultimo estadio uninucleado, préximo a primeira mitose
nuclear. O mesmo foi verificado por Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet (1979), com
relagéo ao pimentao (Capsicum annuum L.), sendo que os autores verificaram que estes
micrésporos estdo em anteras de botdes com pétalas de comprimento igual ou pouco
maior que as sépalas, e as anteras apresentam tragos de antocianina em suas
extremidades. Nervo et al. (1994), também cultivaram in vitro anteras de botdes florais
de pimentdo que tinham as pétalas e sépalas com comprimentos aproximadamente
iguais ou com pétalas levemente maiores. Ja Dumas de Vaulx, Chambonnet e Pochard
(1981) e Kristiansen e Andersen (1993) somente inocularam anteras de botSes com
pétalas e sépalas de tamanhos iguais, pois estas é que continham os micrésporos

uninucleados.
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2.2 OBJETIVO

Verificar a relagéo entre o estadio de desenvolvimento dos micrésporos com as

caracteristicas morfolgicas do botdo floral de diferentes gendtipos de piment&o.

2.3 MATERIAL E METODOS

Trés gendtipos de pimentdo foram usados neste estudo; a cultivar comercial
Agrondmico 8, a Linhagem 004 e o hibrido F; (PIX 22C#31 x Linhagem 004). A cultivar
Agrondmico 08 foi desenvolvida pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC), resistente
a estirpes do virus Y; tendo frutos de formato cdnico e casca espessa (tipo cascadura)
de comprimento por volta de 11 cm. As linhagens foram desenvolvidas pelo prof. Dr.
Wilson Roberto Maluf . A Linhagem 004 & uma linhagem endogamica obtida a partir de
autofecundages do hibrido F; Vidi (sementes Vilmorin, Franga); possui fruto de formato
quadradb com 4 léculos com comprimento de 10 a 13 cm e largura de 4 a 8 cm. A
linhagem PIX 22C#31 é resistente a nematdides de galhas Meloidogyne javanica e M.
incognita (Peixoto, 1995), tendo como fonte de resisténcia a nematoides o acesso o
PM687 e “background” Agronémico 08.

Sementes dos trés genétipos foram germinadas em bandejas de 128 células,
com substrato comercial, e mantidas em casa de vegetagéo a temperatura minima de
25°C, fotoperiodo de aproximadamente 12 horas e irrigacdo diaria. Apds 4 a 5 semanas
foi feito o transplantio para vasos com capacidade para 8 litros de substrato previamente

preparado. A partir da sexta semana apés o transplantio os botdes fiorais foram
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coletados e fixados em alcool etilico e acido acético, na proporgao 3:1, durante 24
horas e posteriormente foram armazenados em alcool a 70% a 4°C.

Os botdes florais foram separados em seis classes de tamanhos diferentes
para posterior analise morfologica e citolégica (Figura 1). Com auxilio de um
paquimetro foram determinados o comprimento e o diametro do botdo floral e o
comprimento de suas anteras; além disto, observou-se a presenga ou nao de
antocianina na extremidade da antera e a relagdo entre o tamanho das sépalas e
pétalas.

A analise citoldgica foi feita por classe, a partir de trés |aminas coradas com
acetocarmim a 2%. Para a verificacdo dos estadios de desenvolvimento e medig¢ao do
diametro dos micrésporos, utilizaram-se amostras de 200 e 20 microsporos,
respectivamente. Determinaram-se as percentagens de micrésporos nos diferentes
estadios, e o didmetro médio dos microsporos. A medida dos didmetros dos

micrésporos foi feita com auxilio da ocular OSM 0,5 a uma magnitude de 400 X.

N

3 4 6
CLASSES

F, - PIX22C#31 x Linhagem 004

FIGURA 1 Botbes florais do hibrido F; PIX22C#31 x linhagem 004, dividido em 6
classes de diferentes tamanhos
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise morfolégica observou-se a evolugdo do tamanho das anteras em
fung&o do comprimento e diametro dos botdes florais (Figura 2).

Na tabela 1 verifica-se para cada classe, os estadios de desenvolvimento dos
micrésporos, sendo que para todos os genétipos, nos botdes da classe 1, as pétalas
ainda nao eram visiveis e as anteras continham micrésporos ainda na tétrade meiética
ou, no maximo, micrésporos recém liberados da tétrade com diametro médio de 20 Hm
(Figura 3a e 3b). A classe 2 apresentou microsporos recém liberados, mas também
ocorreram micrésporos vacuolados com nlicleo n&o central, com didmetro médio de 23
um (Figura 3c). Este mesmo estadio ocorreu na classe 3 de todos os gendtipos e na
classe 4 de Agrondmico 8 e linhagem 004, mas com diametro por volta de 24,5 um. A
partir da classe 4 as anteras apresentaram tracos de antocianina em sua extremidade.

O gendtipo F1, na classe 4, e os demais gendtipos na classe 5, apresentaram
pétalas e sépalas com igual tamanho (Figura 2), contendo anteras com micrésporos nao
vacuolados, caracterizados por um nucleo central, ainda no estadio uninucleado ou no
inicio do binucleado, logo apés a primeira endomitose e com didmetro médio de 245
um (Figura 3d). Na classe 5 o hibrido F, apresentou pétalas de comprimento um pouco
maior que as sépalas e também contendo em suas anteras o micrésporo uninucleado.
Estes resultados confirmam a correlagdo verificada por Sibi, Dumas de Vaulx e
Chambonnet (1979).

Na classe 6 os botdes apresentavam as pétalas maiores que sépalas,
contendo em suas anteras os micrésporos com camada de exina, didmetro de 25,9 um

caracterizando um estadio mais avancado de desenvolvimento, certamente n&o mais no
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estadio uninucleado (Figura 3e), conforme o verificado por Sibi, Dumas de Vaulx e

Chambonnet (1979).

2.5 CONCLUSOES

Os micrésporos em estadio de desenvolvimento uninucleado, adequado para
obtencéo de hapldides via cultura de anteras, ocorreram para todos os gendétipos, em
botdes florais cujas pétalas e sépalas tinham comprimentos aproximadamente iguais. No
hibrido F1 (PIX22C#31 x 004) estes micrésporos também ocorreram em botdes com o

comprimento de pétalas um pouco maior que o de sépalas.

TABELA 1. Percentagem de micrésporos por estadio de desenvolvimento em cada
classe de tamanho do bot&o floral, considerando os dados dos gendtipos em
conjunto.

. Classes de tamanho do botao floral
Estadios de desenvolvimento

dos micrésporos 1 2 3 4 5] 6
Tétrade 90

Micrésporo recém liberado da tétrade 10 88

Micrésporo vacuolado,ntcleo n3o central 12 100 70

Micrésporo néo vacuolado,nticleo central * 30 100
Micrésporo com camada de exina 100
Total (%) 100 100 100 100 100 100

* Estadio adequado para utilizagdo em cultura de anteras.
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FIGURA 2. Evolugio do tamanho das anteras em fungéo do comprimento e didmetro do
botéo floral (P = Pétalas, S = Sépalas).
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FIGURA 3. Diferentes fases da microsporogénese; A) tétrade meidtica, B)
microsporo  recém liberado da tétrade, C) micrésporo vacuolado
(V=regido do vacuolo), D) micrésporo uninucleado, ndo vacuolado

(seta=nlcleo central). E) micrésporo com camada de exina.
(A.T. 1376 x).
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3 INFLUENCIA DA IDADE E GENOTIPO DA PLANTA DOADORA NA INDUGAO DE
EMBRIOES ADVENTICIOS.

RESUMO

Avaliou-se a influéncia da idade da planta doadora de pimentdo na
androgénese de anteras da cv. Agrondémico 8, da Linhagem 004 e do hibrido F,
(PIX22C#31 x 004). As plantas doadoras foram cultivadas em casa de vegetacdo. Os
botGes florais foram coletados quando sépalas e pétalas tinham tamanhos iguais,
correspondendo a anteras com microsporos uninucleados. Foram desinfestados com
alcool 70% por 20 segundos e hipoclorito de Na (2%) por 10 minutos. As anteras foram
retiradas e inoculadas em placas de Petri contendo o meio C (Sibi, Duma de Vaulx e

Chambonnet, 1979), suplementado com, em uM, 0,05 de cinetina + 0,05 de 2,4-D. Logo

apos as placas foram colocadas a 359C no escuro, por 8 dias, e apos este periodo, a
269C com 16 h de luz, até o 129 dia apés a inoculaggo. Ao final dos 12 dias, as anteras
foram transferidas para o meio R (Sibi, Duma de Vaulx e Chambonnet, 1979),
suplementado com 0,5 uM de cinetina. As inoculagbes ocorreram semanalmente a partir
da 6° até a 12° semana pos-transplantio das plantas doadoras. A partir dos 30 dias apos
a inoculagéo verificou-se a presenga de embriGes adventicios, sendo a linhagem 004 a
mais responsiva, seguida do hibrido Fy. Ndo houve diferenca significativa para as

semanas.
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3.1 REFERENCIAL TEORICO
3.1.1 Genétipo

A resposta das anteras cultivadas in vitro € bastante dependente do genétipo
da planta doadora, sendo a agdo dos gendtipos verificada quando os hapléides sdo
formados em diferentes frequéncias. Nao somente género e espécie, mas também as
caracteristicas parentais das sementes e do pdlen devem ser consideradas na obtengéo
de haploides.

Em arroz (Oryza sativa L.), por exemplo, em geral, sabe-se que as variedades
de arroz japonico respoﬁdem melhor do que os indicos e os hibridos F1 possuem um
melhor comportamento do que seus pais endogamicos (Zapata, 1985 e Narasimman e
Rangasamy, 1993).

Em milho (Zea mays L.), além de outros fatores a capacidade de resposta do
gendtipo utilizado parece ser decisiva para a regeneragdo in vitro, sendo um dos
principais alvos de estudo (Brettel, Thomas e Wernicke, 1981 e Moro, 1987). Segundo
King e Shimamoto (1984) o avango consideravel que a cultura de anteras em milho
apresentou nos Ultimos anos sé foi possivel gracas a selecdo de gendtipos mais
responsivos.

Em vérias outras espécies também verificou-se o efeito do genétipo na
resposta para regeneragdo como em couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis) na qual
Yang, Chauvin e Herve (1992) verificaram entre outros fatores, forte efeito do genétipo.
Em variedades comerciais, em um grupo de tetraploides e também em dihapléides de
batata (Solanum tuberosum L.), ocorreu variagdo na resposta androgenética (Tiainen,
1992; Calleberg e Johansson, 1993). Trabalhando com aspargo (Asparagus officinalis

L.) Wolyn e Feng (1993) verificaram interagdo do genétipo com a temperatura de
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incubagdo e data de semeadura. Ja para couve de Bruxelas (Brassica oleracea Var.
gemnifera) a interagdo se deu com o meio de cultura acrescido de diferentes
concentragGes de nitrato de prata e 2,4-D (Ockendon e McClenaghan, 1993).

No género Capsicum o primeiro sucesso em obtengdo de plantas hapldides
foi obtido por George e Narayanaswamy (1973), os quais trabalharam com C. annuum L.
var. grossum. Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet (1979) cultivaram in vitro anteras
de pimentéo, sendo duas linhagens e seus hibridos reciprocos. As linhagens eram de
alta taxa de haploidizagdo por partenogénese e provavelmente por isto, houve pouca
diferenca entre as duas combinagdes quanto a resposta androgenética.

No trabalho de Dumas De Vaulx, Chambonnet e Sibi (1981), os autores
testaram o efeito do tratamento das anteras com elevada temperatura, ndo houve
diferenca entre estas mesmas linhagens e seu hibrido. O mesmo autor e colaboradores
em outro trabalho verificaram diferenca significativa entre varios hibridos testados, no

que diz respeito & porcentagem do surgimento de plantas 2n, principalmente em anteras

inoculadés a 359C por 8 dias (Dumas De Vaulx, Chambonnet e Pochard., 1981). Por
outro lado, hibridos comerciais de pimentio quando testados sobre os efeitos da
temperatura, fotoperiodo e idade da planta doadora, ndo interagiram significativamente
com estes tratamentos, mas houve diferentes respostas de acordo com os genétipos
(Kristiansen e Andersen, 1993). Esta (ltima consideragdo também foi observada por
Nervo et al. (1994) trabalhando com 12 hibridos experimentais.

Outro aspecto interessante é o fato de que dipldides originados de parentais
com alta capacidade androgenética, muitas vezes possuem também boa resposta a
producéo de plantas hapléides o que indica que genes podem afetar esta capacidade.

Portanto, uma das estratégias do melhoramento genético pode ser, segundo Moraes
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Fermandes (1990), o desenvolvimento de materiais mais responsivos, como resultados
da recombinagio de genes especificos relacionados ao controle desse carater.

Em trigo (Triticum aestivum L.) os resultados do cruzamento entre uma cultivar
com alta capacidade em regenerar plantas a partir da cultura de anteras, e outra com
baixa e ainda, o retrocruzamento do F1 com estas cultivares, indicaram que a
capacidade androgenética esta ligada & genes nucleares com efeito aditivo, mostrando
entdo um potencial para seleggo in vitro de parentais para aumentar a resposta a cultura
de anteras (Zhou e Konzak, 1992). Resultados semelhantes ocorreram em cevada em
que a capacidade de responder & cultura de anteras foi herdada e comportou-se como
dominante em F1, de um cruzamento entre uma linha altamente responsiva e outra de
baixa resposta na regeneragéo de plantas (islam, Kintzios e Fischbeck, 1992).

Em milho os mapas moleculares obtido por RFLP's, de uma populagdo F2
foram comparados com o de plantas dihapléides provenientes da cultura de anteras. As
duas populagdes foram obtidas do cruzamento de uma linha altamente responsiva a
técnica e outra de baixa resposta. A comparagio mostrou 97% de similaridade entre o
mapa da populagdo F, e 0 da populag&o de dihapléides, o que mostra possibilidade do
uso de linhas de dihapléides no melhoramento e mapeamento desta cultura (Bentolila et
al., 1992).

Estudos esclarecem que uma das razées do insucesso na cultura de anteras
se deve ao fato de que muitos pesquisadores se restringem a apenas uma cultivar,
sendo recomendada a utilizagdo de varias cultivares, quando n3o se dispbe de
. suficiente informagdo para a espécie trabalhada, em consequéncia, maximiza-se a

eficiéncia do processo, podendo-se escolher entio os materiais mais responsivos.
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3.1.2 Condigoes Fisiolégicas das plantas doadoras

A capacidade androgenética de uma planta é influenciada pelo estado
fisiolégico desta durante o seu cultivo e no momento da retirada de suas anteras. As
variagOes ambientais também exercem uma grande influéncia, possivelmente afetando o
estado endbgeno da planta doadora. Geralmente, flores de plantas mais jovens e no
inicio da estacéio de florescimento, produzem mais grdos de pdlen embriogénicos do
que flores mais velhas e no final do ciclo da planta (Bajaj, 1983). Os fatores ambientais
que mais influenciam sdo a intensidade luminosa, o fotoperiodo, a temperatura, a

nutricio e o CO2, sendo que estes fatores interagem entre si, afetando a planta doadora

de modo complexo (Moraes Fernandes, 1990).
Estudando as condiges ambientais que afetam a resposta da cultura de
anteras em arroz, Chung et al. (1981) verificaram que a temperatura e a luz natural

exercem acentuado efeito sobre o estadio da microsporogénese. Plantas cultivadas sob
temperatura do ar de 18,5 a 200C tiveram melhor resposta androgenética do que a

cultivada entre 16 e 180C ou 26 a 280C. Independentemente da temperatura, as plantas
cultivadas em regime de luz intensa ou suficiente, responderam melhor do que as
crescidas sob regime de baixa intensidade luminosa. Em trabalhos com trigo, as plantas

doadoras foram também cultivadas em alta intensidade luminosa, em casa de
vegetacéo, com 16 hs de luz e temperatura diurna e noturna variando de 15 a 200C,
respectivamente (Zhou, Ball e Konzak, 1992 e Zhou e Konzak, 1992). J4 para aveia, as
plantas foram cultivadas em temperaturas de 10 a 12 e 6 a 80C, nos periodos diurmno e

noturno, respectivamente (Islam, Kintzios e Fischbeck, 1992; Bjornstad, Skinnes e

Thoresen, 1993). Moro (1987) ndo faz nenhuma recomendac&o especifica quanto as
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condicbes de luz e temperatura para plantas de milho doadoras de anteras, mas
recomenda cultiva-las sem qualquer aplicagdo de defensivos durante o
desenvolvimento da cultura, pois estes, tendem a prejudicar os resultados.

Em batata, Tiainen (1992) verificou influéncias da época de coleta dos botdes,
0 que pode ter sido causado pela variagéo de temperatura e fotoperiodo ao longo de 11
meses de coleta mensal dos botdes; a porcentagem de produgcdo de embridides foi de
19 a 20% durante o outono e caiu para 1 a 3% no inverno. Em couve-flor também houve
influéncia razoavel, sendo que maio e junho foram os meses com os melhores
resultados; no inverno e comego da primavera a formagéo de embrides foi moderado e
das plantas cultivadas no verdo houve baixa formag&o (Yang, Chauvin e Herve, 1992).
Wolyn e Feng (1993) trabalthando com aspargo, verificaram que para alguns genétipos
houve interagdo entre a data de coleta dos botdes e a temperatura de incubagéo, mas
este ultimo fator parece ser mais importante.

Com relagdo ao pimentdo, segundo Kristiansen e Andersen (1993), houve

formagédo de embrides a partir de anteras de plantas cultivadas numa faixa de 18 a

270C, sendo a méaxima resposta a 26°C mas, no entanto, na faixa de 20 a 240C,
normalmente predominante em casas de vegetac&o, houve boa resposta & formagso de
embriGes. Ja o fotoperiodo testado na faixa de 11 a 19 hs de luz, ndo influenciou. A
idade da planta doadora teve influéncia, sendo a formagdo de embrides, inversamente
proporcional a idade da planta, com melhores respostas entre 6 a 11 semanas apds o

transplantio do pimentao.
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3.2 OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivos verificar o comportamento de
diferentes genétipos de pimentéo e a influéncia da idade da planta doadora no cultivo in

vitro de anteras desta espécie.

3.3 MATERIAL E METODOS
No presente experimento foram utilizados: a cultivar-comercial Agronémico 8, a
Linhagem 004 e o hibrido F; (PIX 22C#31 x Linhagem 004). Sementes dos trés
genotipos foram germinadas em bandejas de 128 células, com substrato comercial, e
mantidas em casa de vegetagio & temperatura minima de 25°C, fotoperiodo de
aproximadamente 12 horas e irrigacéo diaria. Apés 4 a 5 semanas foi feito o transplantio
para vasos com capacidade para 6 litros de substrato previamente preparado. Esta data
foi considerada como inicio do experimento, sendo as plantas mantidas em casa de
vegetacao.
| Os botdes florais foram coletados quando o tamanho das pétalas era
aproximadamente igual ao das sépalas. Foram desinfestados com alcool 70% por 20
segundos e hipoclorito de Na (2%) por 10 minutos. Em camara de fluxo laminar foram
lavados 3 vezes com agua destilada e autoclavada & 120°C e 1 atmosfera de pressido
por 20 minutos. Sob luz de um microscopio estereoscopio em aumento de 40 vezes, as
anteras foram extraidas dos botdes que foram cortados com uma incisdo em um dos
seus lados. Posteriormente removeram-se os estames com auxilio de pingas finas e
bisturi, previamente autoclavados. Reuniram-se os estames numa placa de petri
esterilizada e destes foram retirados os filamentos, tomando-se o cuidado de n&o ferir as

anteras. As anteras danificadas foram descartadas.
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Logo em seguida as anteras foram inoculadas em placas de Petri de
poliestireno, 90 cm de didmetro, contendo 25 ml de meio previamente esterilizado em
autoclave, sendo anteras de 4 botdes por placa, perfazendo um total de 20 a 24 anteras
por placa. Utilizou-se o meio C, de Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet (1979) (Tabela
2), suplementado, em uM, 0,05 de cinetina + 0,05 de 2,4-D e com pH ajustado para 5,9.

Logo apds as placas foram seladas com filme plastico e colocadas em estufa

incubadora tipo BOD, marca FANEM a 350C, no escuro por 8 dias, e apos este periodo

foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas

de escuro, temperatura de 25 + 20C e aproximadamente 1500 lux de luminosidade, até
o 12° dia ap6s a inoculagdo. Ao final dos 12 dias, as anteras foram transferidas para
placas de Petri contendo 25 ml de meio R (Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet, 1979)

(Tabela 2) suplementado com 0,5 pM de cinetina.

As inoculagbes ocorreram semanalmente a partir da 62 até a 128 semana pos-
transplantio das plantas doadoras. A partir da 13® semana as plantas apresentavam
senescéncia e poucos botdes florais.

A partir dos 30 dias apés a inoculagdo, avaliou-se a percentagem de anteras
com presenca de embriGes adventicios e 0 nimero de embridides por 100 anteras. Esta

avaliaggo foi feita com auxilio de um microscopio estereoscopio a uma magnitude de 80
vezes.
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TABELA 2 Composi¢éo dos meios C e R (Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet, 1979).

Meio C Meio R
Macronutrientes (mg/L):
KNO3 2150 2150
NH4NO3 1238 1238
MgSQOy4, 7H20 412 412
CaClp, 2H50 313 313
KHoPO4 142 142
Ca(NO3)p, 4H20 50 50
NaH2PQO4, H20 38 38
(NH4)2S04 34 34
KClI 7 7
Micronutrientes (mg/L):
MnSQO4, H>O 22,130 20,130
ZnS0y4, 7TH2O 3,625 3,225
H3BO3 3,150 1,550
Ki 0,695 0,330
NaoMoOg4, 2H20 0,188 0,138
CuS0Oy4, 5H20 0,016 0,011
CoClp, 6H20 0,016 0,011
Vitaminas e aminoacidos(mg/L)
mio-inositol 50,300 50,300
piridoxina (HCI) 5,500 5,500
acido nicotinico 0,700 0,700
tiamina (HCI) 0,600 0,600
pantotenato de Calcio 0,500 0,500
vitamina B12 0,030 -
biotina 0,005 0,005
glicina 0,100 0,100
Quelatos de Fe(mg/L)
NasE.D.T.A. 18,65 18,65
FeSOg4, 7H20 13,90 13,90
Outros componentes(g/L)
sacarose 30 30
agar 8 8

pH 5,9 5,9
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

_Na tabela 3 observa-se a percentagem de anteras com embrides adventiceos
nos trés genétipos e nas diferentes semanas de idade das plantas doadoras. Houve
diferenca para os genétipos, sendo a linha 004 a mais responsiva, com 40.1%, seguida
do hibrido F; e da cultivar Agronémico 8 com 31.7 e 11.8%, respectivamente. Mas
mesmo este ultimo valor foi superior ao encontrado por Sibi, Dumas de Vaulx e
Chambonnet (1979), que alcangaram no maximo 8.4% de anteras com embridides. Para
0 numero de embridides por 100 anteras (Tabela 4), também ocorreu diferenca entre
gendtipos, tendo a linha 004, o hibrido e o Agrondémico 8, 159,1, 96,7 e 26,3 embribides
por 100 anteras, sendo também estes valores de maneira geral, superiores ao trabalho
citado e ao encontrado por Kristiansen e Andersen (1993); no entanto, Nervo et al.
(1993) encontraram até 552 embridides por 100 anteras no gendtipo PM687 x Yolo
Wonder, sendo inclusive usado como testemunha por ser um genétipo altamente
responsivo.

As diferentes respostas entre gendtipos de pimentdo também ocorreram nos
trabalhos de Dumas De Vaulx, Chambonet e Pochard (1981) que verificaram diferenca
significativa entre varios hibridos testados, no que diz respeito a porcentagem do
surgimento de plantas 2n; Kristiansen e Andersen, (1993) e Nervo et al. (1993) que
trabalharam com 12 hibridos experimentais.

O efeito do genétipo também é comum em outras espécies como Brassica
oleracea var. botrytis € Solanum tuberosum L (Yang, Chauvin e Herve,1992; Tiainen,

1992; Calleberg e Johansson, 1993). Outro exemplo ocorreu em milho, onde segundo
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King e Shimamoto (1984) o avango na cultura de anteras desta cultura s6 foi possivel
gracas a selecdo de genétipos mais responsivos.

Considerando dados dos genétipos em conjunto, néo houve diferenca da idade
da planta doadora, seja para a percentagem de anteras com embridides, seja para o
numero de embridides por 100 anteras, o que concorda com o observado no trabalho de
Kristiansen e Andersen (1993) no qual a idade da planta doadora teve influéncia, sendo
a formagdo de embrides, inversamente proporcional a idade da planta, com melhores
respostas entre 6 a 11 semanas apés o transplantio do pimentdo. De maneira geral
plantas mais jovens e no inicio da estagéo de florescimento, produzem mais graos de
polen embriogénicos do que flores mais velhas e no final do ciclo da planta (Bajaj,
1983).

No entanto, dentro de cada gendtipo houve diferenga de acordo com a semana
de inoculagdo, principalmente para o Agronémico 8, no qual as duas primeiras semanas
foram as de menores percentagens de anteras com embridides (Tabela 3). Para o
niimero de embridides por 100 anteras também ocorreram diferencas entre as semanas,
de maneira diferenciada para cada gendtipo (Tabela 4), caracterizando novamente o
efeito do gendtipo para as variaveis avaliadas.

Verificou-se a presenca de embridides na forma globular, apés a transferéncia
para o meio R, mas apesar das boas taxas de inducdo e os consideraveis nimeros de
embridides encontrados, ndo foi observado o amadurecimento desses embriides em

regeneracéo em plantulas, em nenhum dos genotipos.
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TABELA 3. Percentagem de anteras com embridides adventicios em diferentes idades
das plantas doadoras em genétipos de pimentao.

IDADE PL. GENOTIPOS
DOADORA TOTAL
(SEMANAS) AGO08 LINHA004 HIBRIDO
A AE % A AE % A ANE % A AE %
6 140 6 4,3 102 42 41,6 96 27 28,1 338 75 22.2a
7 80 8 89 93 38 40,9 85 26 30,6 268 72 26,9a
8 110 20 18,2 118 45 38,1 86 22 256 314 87 27,7a
9 112 14 12,5 104 40 38,5 115 42 36,5 331 96 29,0a
10 117 18 154 117 49 412 126 40 31,7 360 107 29,7a
11 101 12 11,9 124 50 40,3 93 31 33,3 318 93 29,2a
12 83 11 13,3 80 32 39,8 118 40 33,9 281 83 29,523
TOTAL 753 89 11,8 738 296 40,1 719 228 31,7 2210 613 27,7
Intervalo de Confiancga (10,7-15,9) (36,6-43,6) (28,3-35,1)

Proporgdes seguidas de mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste “t' (p<0,05)
A = NUmero de anteras inoculadas

E = Numero de anteras com embrides
% = Percentagem de anteras com embridides
() = Intervalo de confianga da % (nivel de 0,05).

3.5 CONCLUSOES

A indugéo de embridides ocorreu diferentemente entre os gendtipos, sendo a
linha 004 a mais responsiva, seguida do hibrido; mas com relagdo a idade da planta
doadora, considerando os dados dos gendtipos em conjunto, ndo houve diferenca para
O periodo entre a 6° e 12° semana pés-transplantio das plantas doadoras, mas

ocorreram variagGes dentro de cada gendtipo de acordo com a semana.
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TABELA 4 Nuamero de embridides por 100 anteras em diferentes idades das plantas
doadoras em gendétipos de piment3o.

IDADE PL. GENOTIPOS
DOADORA TOTAL
(SEMANAS) AG08 LINHA004 HIBRIDO

A E % A E % A E % A E %
6 140 39 279 102 172 1686 96 1011052 338 312 92,3a
7 80 21 233 93 150 161,3 85 81 953 268 252 94,0a
8 110 51 464 118 172 1458 86 69 80,2 314 292 929a
9 112 38 339 104 166 1596 115 110 957 331 314 94,9a
10 117 28 239 117 196 167,5 126 115 91,3 360 339 94.2a
11 101 29 28,7 124 185 1492 93 91 92,8 318 305 95,9a
12 83 18 21,7 80 133 166,3 118 114 96,6 281 265 94,3a

TOTAL 753 224 29,7 738 1174 159,1 719 681 94,7 2210 2079 94,1

Intervalo de Confianca (26,4 - 33,0) (132,7-185,5) (93,1-96,3)

Proporcdes seguidas de mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste “t' (p<0,05)
A = Numero de anteras inoculadas

E = Nimero de embridides.

% = Percentagem de embridides

() = Intervalo de confianga da % (nivel de 0,05).
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4 AVALIAGAO DO MEIO DE CULTURA E DO THIDIAZURON (TDZ) NA INDUGAO
DE EMBRIOES ADVENTICEOS

RESUMO
Avaliou-se o efeito do TDZ em combinagio com o tempo de incubaggo a 35°C,

na inducdo de embrides adventiceos em anteras de pimentio, gendtipos F,
(PIX21C12#35 x Agrondmico 08, PIX21C04#4 x linha 004, PIX22C#31 x linha 004,
PIX21C15#45 x lkeda e PIX22C#21 x lkeda). Os botdes foram coletados quando
sépalas e pétalas tinham tamanhos aproximadamente iguais, correspondendo a anteras
com micrésporos uninucleados. As anteras foram plaqueadas em meio basico C (Sibi,
Duma de Vaulx e Chambonnet, 1979) suplementado com TDZ nas concentracdes
0,005, 6,05, 0.45 e 4,5 uM e colocadas no escuro a 35°C por 2 ou 8 dias e apds este
periodo permaneceram em ambiente com 26°C e 16 horas de luz até o 12° dia pos-
inoculagdo. Posteriormente foram transferidas para o meio R (Sibi, Duma de Vaulx e
Chambonnet, 1979) adicionado de 0,5 uM de cinetina. Apoés 30 dias, os genétipos mais
responsivos foram PIX22C#31 x linha 004, PIX21C04#4 x linha 004 e PIX22C#21 x
lkeda com, respectivamente, 22,3, 17,9 e 15,4% de anteras com embridides e 177,9,
121,6 e 133,5 embridides por 100 anteras. Os embridides apresentavam os estadios
globular e torpedo. O TDZ & 4,5 uM foi o que melhor induziu a embriogénese somatica,
mas com uma maior percentagem de calos (6,7%). N3o houve interacdo entre as

concentragdes de TDZ e o tempo a 35°C, mas o periodo de 8 dias foi mais favoravel.
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Num outro experimento, com os mesmos gendtipos, avaliou-se a influéncia
do TDZ e do meio MS na regeneragéo dos embridides. As anteras foram inoculadas em
meio C, conforme o experimento anterior e apés o 12° dia pés-inoculagdo, transferiu-se
para meio MS (50 e 100% de sais) x TDZ (0,05, 0,45 e 4,5 uM). O gendtipo PIX22C#31
x linha 004 destacou-se tendo 36,6 % de anteras induzidas, sendo que os demais
genotipos também tiveram maior indugdo que o primeiro experimento, mas mantiveram-
se aproximadamente com o0 mesmo nimero de embridides por 100 anteras. O meio MS
a 50% de sais e com 0,1 mg/L de TDZ foi 0 mais favoravel para estas caracteristicas,
bem como para a formagiio de calos, sendo 15.8%. Houve baixa regeneragio de

plantas (1.1%), sendo em MS com 50% dos sais acrescido de 0,45 uM de TDZ e MS

completo com 4,5 uM de TDZ.

4.1 REFERENCIAL TEORICO
4.1.1 Consideragées gerais

A composic&o do meio é de grande importancia para o sucesso da cultura de
anteras, ndo existindo contudo, uma recomendagcdo generalizada. Na maioria das
espécies a androgénese se verifica em meio que contém sais minerais, sacarose,
vitaminas, reguladores de crescimento e agar (Moraes Femandes, 1990). A consisténcia
do meio, normaimente é soélida, mas os meios liquidos estdo sendo cada vez mais
usados, pois tem vantagens no aumento do rendimento pela maior obtencio de
embrides e calos (Pierik, 1987).

A sacarose, segundo Bajaj (1983), é a melhor fonte de carboidratos, além de

ser osmorreguladora. A concentragéo inicial de cultivo normalmente é mais alta que a
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usual (6 a 10%), principalmente quando em cultura de anteras de cereais. Ching (1982),
afirmou que em arroz, para alta ocorréncia de regeneracdo da parte aérea, sdo
necessarias altas concentragSes de sacarose, entretanto, a concentragdo de 5% é
suficiente para a indug&o de calos e regeneragio de plantas. Ja em cevada, segundo
Scott e Lyne (1994), tanto a sacarose como a glicose e frutose, foram prejudiciais na
embriogénese dos microsporos, por mecanismo desconhecido, sendo que a maltose
conferiu o desenvolvimento dos embridides e calos. No pimentdo, Nervo et al. (1994),
verificaram que a glicose estimulou a androgénese tanto na concentragéo de 30 g/L,
quanto a 100 g/L, mas a sacarose nesta ultima concentragdo causou acentuado
decréscimo na formag&o de plantas. Em milho, Barloy e Beckert (1993) obtiveram maior
quantidade e melhor qualidade de embrides regenerados, quando transferiram as
anteras, ap6s 3 semanas de inoculagio em meio com baixa concentragdo de sacarose
e sem horménios, para meio rico em sacarose, contendo 25 g/L, e ainda 1 mg/L de
cinetina.

Com relagéo as condigdes dtimas de incubago, principalmente temperatura e

iluminag&o, dependem da espécie e mesmo do genotipo. Geralmente as temperaturas

ideais variam entre 20 e 280C, sendo que a pré-incubagdo em baixas temperaturas é

relatada como benéfica para muitas espécies, como por exemplo para o arroz, o qual

em geral € pré-incubado a 80C (Martinez et al., 1989). Quanto ao efeito da luz, segundo
Moraes Fernandes (1990), os resultados sdo muito dependentes da espécie. De
maneira geral, a maioria se desenvolve melhor quando em cultivo sob luz continua,
exceto para os cereais, em que ao escuro tem-se obtido melhores respostas.

Na cultura de anteras de arroz, varios meios s&o utilizados, mas o meio Ng

(Karin et al., 1985) tem sido bastante utilizado na China para as variedades jap6nicas e
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para as variedades indicas e hibridos entre indica e japonica tem se usado o meio Hs e
SKg ( Shahjahan, Karin e Miah 1985). No Brasil Carvalho (1989) verificou para o arroz

sequeiro que a frequéncia de indugdo de calos aumentou em meio basico MS

modificado, o qual no estado liquido, foi superior que ao Ng. Silva et al. (1993) usou o
meio Ng acrescido de auxinas, para indugdo de calos em grupos de arroz sequeiro e

irrigado, sendo os calos obtidos, repicados para o meio MS modificado, visando a
regeneracéo que foi mais favoravel para o grupo de cultivo de irrigado.

Em milho, Moro (1987) recomenda o uso do meio Yu-Pei, mas afirma que
varias modificacbes desse meio, assim como outros meios podem ser usados. O

mesmo autor recomenda ainda a incubagdo das anteras no escuro por uma semana a
140C e depois em luz continua a 280C. QOutra aplicacdo é o cultivo em duas semanas

no escuro a 259C, seguido de luz continua a mesma temperatura. Apos 6 a 8 semanas,
dependendo do genétipo empregado, observa-se a formagdo de embriGes ou de calos,
que apdés duas semanas do surgimento devem ser transferidos para meio de
regeneragao.

Bjornstad, Skinnes e Thoresen (1993) inocularam anteras de aveia em meio

MS com 6% de maltose e cultivaram a 25°C, sendo a primeira semana com luz difusa,
tendo bons resultados na obtengio de hapldides. Trabalhando com trigo Zhou, Ball e

Konzak (1992) inocularam anteras em meio liquido, suplementado com 2,4-D e 20 g/L

de sacarose, em condi¢Bes de escuro e com temperatura entre 26 a 280C, objetivando
a produgdo de calos. A este meio foi adicionado um aditivo denominado Ficol, com o
objetivo de aumentar a viscosidade do meio para que os calos ndo submergissem, mas

verificaram que este produto em meio com alta concentracéo de sacarose (90 g/L) é
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deletério para a produgdo de plantas verdes de trigo a partir da cultura de anteras, além
de afetar a osmolaridade do meio. Posteriormente os calos foram transferidos para meio
solido para regeneragdo, acrescido de 30 g/L de sacarose e sem reguladores de
crescimento.

Em aspargo, as anteras foram inoculadas em meio MS solido acrescido de

caseina hidrolizada, glutamina, ANA e BA, e ainda, 5% de sacarose e foram colocadas

em diferentes temperaturas, sendo que 359C foi a melhor para formagdo de calos
embriogénicos (Wolyn e Feng, 1993). Para couve-flor a incubagdo inicial em alta
temperatura, por 24 horas e sem luz, também foi favoravel, mas a adigdo de BAP no
meio foi prejudicial 2 embriogénese (Yang, Chauvin e Herve, 1992). O mesmo foi feito
para couve de Bruxelas, mas por um periodo de 16 horas. Neste mesmo trabalho a
presenca de 2,4-D, isoladamente no meio de cultura, foi benéfica, e ainda foi testada a
substituicio do agar por agarose purificada, o0 que ndo deu bom resultado (Ockendon e
McClenaghan, 1993).

| Em trabalhos com batata, os autores verificaram que as melhores respostas

ocorreram em anteras inoculadas em meio de cultura gelatinizado com amido de batata

(3%), e acondicionadas a 20°C. Com relacdo a reguladores de crescimento, BAP a
0,013 mM e AIA a 0,02 mM, isoladamente, foram os melhores tratamentos, mas quando
num mesmo meio, estes foram prejudiciais & formagdo de embridides; foi possivel

observar ainda que 2,4-D, zeatina, GA3 e ABA néo tiveram efeito algum. Estes das

reguladores parecem nao terem tido nenhum efeito adverso sobre os niveis de ploidia

plantas regeneradas. A concentragdo de sacarose 60 g/L, em comparagdo com
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qualquer outra fonte de energia, deu melhores resultados (Calleberg e Johansson, 1993;
Tiainen, 1992; Tiainen, 1993).

Em pimentdo, Vagera (1990) cita que os trabalhos iniciais usaram os meios
MS modificado e LS, mas obtiveram apenas pequenas percentagens de embridides e
plantas, sendo 3 a 5% e 0,1%, respectivamente, como no trabalho de George e
Narayanaswamy (1973). Posteriormente, melhores resultados foram alcangados por
Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet (1979) e os meios destes autores sio os mais
usados para a cultura de anteras desta espécie, sendo que inicialmente estes
inocularam anteras em meio denominado de meio C suplementado com 2 mg/L 2,4-D; 2

mg/L de cinetina; 0,03 mg/L de vitamina B{2, 3,25% de Fe-EDTA 3% de sacarose,
solidificado com 0,8% de agar, com pH ajustado para 5,9. As anteras contidas neste
meio foram cultivadas por 12 dias a 259C com 12 horas/luz. Apés este periodo as
anteras foram transferidas para um meio denominado R, sem 2.4-D e vitamina B42, mas
com 0,1 mg/L de cinetina.

Dumas De Vaulx, Chambonnet e Sibi (1981) trabalhando também com cultura
de anteras de pimentdo nos meios C e R, compararam as respostas das anteras
inoculadas a 359C por 2 ou 8 dias, em diferentes doses de 2,4-D e cinetina; verificaram
que tratamentos por 2 dias foi um pouco melhor que 8 dias a 350C, quando em alta
dose (9,1uM) de 2,4-D e cinetina. Com baixas concentragbes destes reguladores de
crescimento, no periodo de 8 dias a 350C, sempre obteve-se uma melhor resposta,
sendo a maior taxa (13,3%) de plantas obtidas com uma concentragéo de 0,05 uM de

2,4-D, sem cinetina. Os autores afirmam que a alta temperatura no inicio do cultivo das

anteras permite que se use menor quantidade de reguladores de crescimento tendo
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aumento na qualidade embriogénica e ganhos na producdo de plantas. Em outro

trabalho, Dumas De Vaulx, Chambonnet e Pochard (1981), verificaram que as anteras

de pimentao inoculadas no meio C, suplementado com 0,05 uM de cinetina e 0,05 uM

de 2,4-D, colocadas a 35°C no escuro, nos oito primeiros dias de inoculagio, deram
melhores respostas que no trabalho anterior, e ainda, embrides transferidos para o meio
R com 9,3 uM de cinetina tiveram alta frequéncia de regeneragio de plantas. Esta
ultima verificagdo foi seguida por Nervo et al. (1994), com o meio C modificado e/ou
adicionado de outros componentes, e verificaram que a melhor indugdo de plantas

ocorre quando o agar foi o agente solidificante, quando comparado ao gelrite e agarose.

4.1.2 Thidiazuron (TDZ)

O TDZ, segundo Mok et al. (1982) é regulador de crescimento, derivado de
uréia, sendo de composigéo quimica N-phenil-N'-1,2,3-thiadiazol-5-iluréia, com estrutura
ndo contendo anel purinico, ao contrario do que acontece nas citocininas. Inicialmente
este whposto foi registrado como desfolhante de algoddo e mais recentemente foi
reportado como tendo agdo citocininica, e por isto, tem sido cada vez mais usado na
indug&o in vitro de calos, brotos e embrides adventicios, bem como na proliferacdo de
brotos axilares, principaimente em espécies florestais, mas ja existem inumeros
trabalhos em ormamentais, frutiferas, hortalicas, plantas medicinais e grandes culturas
(Visser et al., 1992 e Lu, 1993).

O mecanismo de agdo do TDZ ndo é perfeitamente conhecido, no entanto
existem hipoteses. E possivel que o TDZ promova diretamente o crescimento através
de uma agdo biolégica similar a uma citocinina; promoveria a conversdo de

ribonucleotideos das citocininas em ribonucleosideos biologicamente mais ativos,
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caracterizando um papel de indugdo e ainda inibiria a degradagdo das citocininas,
promovendo um acumulo destas. Esta Gltima é baseada no fato da alta regeneragdo de
brotos dependentes de citocinina, bem como, a regulagdo dos niveis endégenos
(Capelle et al., 1983; Mok e Mok, 1985 e Thomas e Katterman, 1986). Mok e Mok
(1985) citam que o TDZ pode levar & produgio de etileno e o fechamento dos estématos
0 que é caracteristico de agéo citocininica.

De acordo com Visser et al. (1992) e baseado nos resultados de Lu (1993), o
TDZ pode ter uma agéo auxinica e/ou estar envolvido no metabolismo das auxinas, pois
este ultimo autor verificou excelentes respostas na embriogénese somatica em
hipocétilos de geranium, quando o TDZ substituiu uma combinagdo adequada de auxina
e citocinina.

Segundo Lu (1993), o numero de brotos obtidos em meio contendo TDZ, é no
minimo igual, ou geralmente bem maior que o numero em meio com qualquer citocinina,
considerando ainda que sd0 necessarias apenas baixas concentragdes de TDZ (0,01 &
0,4 uM) bara que isto ocorra. Isto foi constatado por Zhou et al. (1994), trabalhando com
ovarios de Cayratia japonica, onde verificaram que as melhores indugdes calos
embriogénicos ocorreram nas combinagSes de 2,3 e 4,6 pM de 2,4-D com 0,009 pM de
TDZ. Quando os calos eram subcultivados para meio contendo TDZ ou TDZ combinado
com ANA, tiveram um incremento de 25% de embriSes cotiledonares, em relagdo ao
meio sem TDZ.

Estes resultados revelam que citocinina e auxina sdo necessarias na indugéo e
que a atividade citocininica do TDZ é mais acentuada que a cinetina, pois foram
exigidos apenas 4% de TDZ, em relacdo a concentragdo de cinetina. O mesmo foi

constatado por Innecco (1993) na inducéo de brotagSes e calos em cotilédones de
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constatado por Innecco (1993) na indugdo de brotagGes e calos em cotilédones de
pimentéo, sendo que 0,68 uM de TDZ teve o mesmo efeito que 17,8 uM de BAP. Uma
possivel explicacdo da maior atividade do TDZ em relagéo as outras citocininas, é que o
este néo seria tdo degradado pelas citocininas oxidases, e consequentemente tornaria-
se mais estavel e biologicamente mais ativo (Mok et al., 1987).

Mas, segundo Lu (1993), em alguns casos pode ocorrer o contrario, como em
péssego, no qual o TDZ produziu excesso de calos e poucas brotagdes, quando
comparado com BAP. Este autor relata ainda que em certas espécies ha desvantagens
associadas ao uso do TDZ como: hiperhidratacéo das brotagdes regeneradas, formagdo
anormal das folhas, brotagdes curtas e compactas e dificuldades de alongamento e
enraizamento das brotagGes obtidas. O autor sugere que a hiperhidratacdo pode ser
reduzida ou superada néo se vedando as placas de Petri no estagio de iniciacdo dos
brotos, colocando tampas com perfuragbes na fase de elongagdo dos brotos, ou
usando altas concentragbes de 4gar; e ainda sugere que a qualidade dos brotos pode
ser melﬁorada empregando o TDZ combinado com uma citocinina purinica. Além disso
Lu (1993) cita que a maioria dos brotos provenientes de meios com TDZ, sao curtos a

meédios, mas podem ser elongados em meio contendo AIB e 2iP.

4.2 OBJETIVOS

Os experimentos a seguir tiveram como objetivos verificar o efeito do TDZ
combinado com periodos de incubagdo a 35°C, na inducéo de embridides em anteras de
diferentes gendtipos de pimentdo e ainda, verificar o efeito do TDZ em diferentes

concentragSes de sais do meio MS, na maturagéo dos embridides.



4.3 MATERIAL E METODOS
4.3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os gendtipos utilizados foram os hibridos Fy (PIX21C12#35 x Agrondmico 8,
PIX21C04#04 x 004, PIX22C#31 x linha 004, PIX21C15#45 x lkeda e PIX22C#21 x
lkeda). As linhagens sdo materiais desenvolvidos pelo prof. Dr. Wilson Roberto Maluf,
sendo PIX21C12#35, PIX21C04#04 e PIX21C15#45 resistentes a nematdides das
galhas Meloidogyne javanica e M. incognita (Peixoto, 1995), tendo como fonte de
resisténcia o acesso PM 217 e “background” as cultivares Margareth e Magda. As
linhagens PIX22C#31 e PIX22C#21 tem as mesmas caracteristicas mas com fonte de
resisténcia o PM 687 e “background” a cultivar Agrondmico 08. A cultivar lkeda é
tradicionalmente plantada tendo plantas de bom vigor com altura de 70 a 80 cm,
uniformidade e boa produtividade. Os frutos sdo de formato cdnico com coloragdo verde
escura brilhante e comprimento de 10 a 12 cm.

As plantas doadoras dos botées foram obtidas e mantidas em casa de
vegetag:éo com condigGes controladas. Os botdes florais foram coletados quando o
tamanho das pétalas era aproximadamente igual ao das sépalas, correspondendo a
anteras contendo micrésporos uninucleados. Os botdes florais foram desinfestados com
alcool 70% por 20 s. e hipoclorito de Na (2%) por 10 minutos e em fluxo laminar foram
lavados 3 vezes em agua destilada e autoclavada. As anteras foram retiradas sob luz de
um microscépio estereoscépio em aumento de 40 vezes. Foram extraidas através de
uma incisdo em um dos lados dos botSes, removendo-se posteriormente os estames
com auxilio de pingas finas e bisturi, previamente autoclavados. Reuniuram-se os

estames numa placa de petri esterilizada e destes foram retirados os filamentos,
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tomando-se o cuidado de ndo ferir as anteras. As anteras danificadas foram
descartadas.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados, com 4 repeticdes por
tratamento, constituindo cada placa uma parcela, composta de anteras provenientes de
4 botGes, totalizando 20 a 24 anteras por placa. Cada semana em que ocorreu as
inoculages, foi um bloco. As inoculagdes das anteras ocorreram a partir da 6" semana
pos-transplantio. A partir dos 30 dias pos-inoculagdo, com o auxilio de um microscopio
estereoscopio em aumento de 80 vezes, avaliou-se a percentagem de anteras com
embridides, de calos embriogénicos e o numero de embridides por 100 anteras. Os
dados foram verificados quanto a normalidade e homogeneidade através dos testes de
Lilliefors e Bartlett, respectivamente.

Os embridides obtidos globular e torpedo, foram retirados das anteras com
auxilio de bisturi de ponta fina, em camara de fluxo laminar e sob luz de um microscépio
estereoscdpio, aumento de 40 vezes. Logo em seguida foram transferidos para placa de
Petri contendo meio R adicionado de 9,3 uM de cinetina, visando a maturacdo dos

mesmos e posterior regeneragdo em plantulas. O mesmo foi efetuado para os calos

embriogénicos.

4.3.2 AVALIAGAO DO TDZ E DO PERIODO DE INCUBACAO A 35°C.

As anteras foram inoculadas em placas de Petri, contendo 25 m! do meio C,
com pH ajustado para 5.9 e previamente autoclavado, suplementado com TDZ nas
concentragSes 0,005, 0,05, 0,45 e 4,5 uM e colocadas no escuro a 35°C por 2 ou 8 dias,

numa combinagdo fatorial. Apds este periodo permaneceram em sala de crescimento
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com 25 + 2°C e 16 horas de luz até o 12° dia pés-inoculagio. Posteriormente foram

transferidas para o meio R adicionado de 0,5 uM de cinetina.

4.3.3 INFLUENCIA DO TDZ E DO MEIO MS NA REGENERAGAO DE EMBRIOIDES

As anteras foram inoculadas em placas de Petri, contendo 25 ml do meio C,
com pH 5.9 e previamente autoclavado, suplementado com TDZ na concentracao de
4,5 pM e colocadas no escuro a 35°C por 8 dias. Apos este periodo permaneceram em
sala de crescimento com 25 + 2°C e 16 horas de luz até o 12° dia pos-inoculagao,
completando a fase de indugso.

Logo em seguida, iniciou-se a fase de maturacdo, sendo as anteras
transferidas para o meio MS completo ou com metade de sua composi¢do de sais,
combinado em esquema fatorial com TDZ nas concentragbes de 0,05, 0,45 e 4,5 uM.

Estes meios também tiveram o pH ajustado para 5.9 e posteriormente foram

autoclavados.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1 AVALIACAO DO TDZ E DO PERIODO DE INCUBAGAO A 35°C.

As porcentagens de anteras com embridides e de calos embriogénicos, e o
numero de embridides por 100 anteras, foram influenciadas significativamente pelas
doses de TDZ, pelo periodo de incubagdo a 35°C e ainda pelos gendtipos (Tabela 5).
No entanto s6 houve interagéo entre TDZ e genodtipo para o nimero de embridides por
100 anteras (Figura 4). Houve um aumento significativo na inducdo de embrides

somaticos a medida em que se aumentou a concentracgdo do TDZ, indo de 85,6 na



47

concentracéo de 0.005 pM para 159,7 com 1,0 mg/L, considerando os gendtipos em

conjunto. Comparando com o nimero de embrides do experimento anterior em que a

inducéo se deu com 2,4-D e cinetina (94,0%), no presente estudo verifica-se entdo um

papel importante do TDZ na indugéo de embriéides em anteras de pimento.

TABELA 5. Resumo das andlises de varidncia para porcentagens de anteras com

embridides (%AE) e calos embriogénicos (%Calos), e nimero de
embridides por 100 anteras (EMB/100A), da combinagcdo de TDZ com

tempo de incubagdo a 35°C para diferentes genétipos.

Quadrados Médios

F. V. G. L

%AE %Calos" EMB/100A®?
TDZ 3 742,1843* 431,4072* 84,3532**
Tempo 1 219,0229* 602,3641** 11,4971**
Genétipo 4 681,5076** 264,2296** 89,2154*
TDZ x Tempo 3 14,2120 5,7501 0,5074
TDZ x Genétipo 12 15,0818 42,8991 4,8992**
Tempo x Genétipo 4 12,4888 14,1018 1,1155
TDZ x Tempo x Genétipo 12 11,4792 15,0312 0,2432
Blocos 3 38,2759 15,1070 1,5819
C. V. (%) 36,5 46,6 9,2

(1) - Dados transformados para Arco Seno Raiz (X7100)

(2) - Dados transformados para Raiz (X);
* - Significativo ao nivel de 5% pelo teste F:
** - Significativo ao nivel de 1% pelo teste F.
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FIGURA 4. Efeito de concentracdes de TDZ sobre o nimero de embridides por 100
anteras, para os hibridos PIX21C12#35 x Agrondémico 8,(HO01);
PIX21C04#04 x 004 (HO2); PIX22C#31 x linha 004 (HO3); PIX21C15#45 x
Ikeda (HO4) e PIX22C#21 x Ikeda (HOS), com dados do tempo a 35°C em

conjunto.

Trabalhos tém comprovado a alta eficiéncia do TDZ na indugdo embriogénica
€ na regeneragdo de brotagGes adventicias, quando comparado com citocininas e
auxinas (Visser et al., 1992; Ly, 1993; Zhou et al., 1994 e Innecco, 1994), inclusive o
2,4-D, o qual a literatura demonstra, ser a auxina mais efetiva na indugdo de embrides
somaticos. Alguns autores demonstram também a influéncia do etileno nesta inducdo.
Mok e Mok (1985) citam que o TDZ pode levar a produgdo de etileno, o que leva a

inferir sobre um efeito indireto deste regulador na indugio da embriogénese somatica

em anteras de pimentso.
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Os gendtipos responderam com diferentes intensidades com respostas para os
hibridos. Esta diferenca € comum em trabalhos com cultura de anteras de varias
espécies, inclusive para o pimentdo, como nos trabalhos de Dumas de Vaulx,
Chambonnet e Pochard (1981), Kristiansen e Andersen (1993) e Nervo et al. (1994). O
efeito dos gendtipos foi melhor explicitado na figura 5, ndo s6 para o numero de

embridides por 100 anteras, bem como para porcentagem de calos embriogénicos.

10

E3IN° embritides/100 anteras [JICalos embriogénicos

200

Calos embriogénicos (%)

N° embri6ides/100 anteras
8

HO1 HOo2 HO3 HO4 HO5
Hibridos

FIGURA 5. Numero de embridides por 100 anteras e porcentagem de calos
embriogénicos para os hibridos PIX21C12#35 x Agrondmico 8 (HO1);
PIX21C04#04 x 004 (H02); PIX22C#31 x linha 004 (HO3); PIX21C15#45 x
lkeda (HO04) e PIX22C#21 x lkeda (HO05), independente da concentraggo de
TDZ e do tempo & 35°C.

Médias seguidas de mesma letra n3o diferem pelo teste de TuKey (5%).
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Com relagéo & porcentagem de anteras com embridides (Figura 6), também
ocorreu um incremento conforme aumentou-se os niveis de TDZ, até 0.45 uM e depois
ocorreu uma tendéncia a estabilizagdo, como mostra a equagdo de regressao
assintética (Equagdo de Mitscherlisch). O mesmo verificou-se para a porcentagem de
calos, o que concorda com Lu (1993), que afirma que as vezes o TDZ leva ao excesso
de calos quando comparado com uma citocinina, por exemplo BAP.

O periodo de 8 dias de incubagéo foi mais favoravel a todas as caracteristicas
avaliadas (Tabela 6), o que concorda com o observado por Dumas de Vauly,
Chambonnet e Pochard (1981); contudo, em outro trabalho Dumas de Vaulx,
Chambonnet e Sibi (1981) verificaram interagcdo entre concentragdes de 2,4-D e os

periodos de 2 e 8 dias a 35°C, sendo que tratamentos por 2 dias foi um pouco superior

ao de 8 dias a 350C, quando em alta dose, 9,1 uM de 2,4-D e 9,3 uM de cinetina. Com

baixas concentragbes de 2,4-D e cinetina, no periodo de 8 dias a 350C sempre obteve-
se uma melhor resposta. Os autores afirmam que a alta temperatura no inicio do
cultivo das anteras, permite que se use menor quantidade de reguladores de
crescimento tendo aumento na qualidade embriogénica e ganhos na produgido de
plantas. Pode-se atribuir a este fato um aumento na acéo metabdlica dos reguladores de
crescimento quando em altas temperaturas. A temperatura de 35°C também foi
favoravel para a cultura de anteras de aspargo (Wolyn e Feng, 1993), assim como 30°C
foi para anteras de arroz (Silva et al.,1993) e também para couve-de-Bruxelas, onde
segundo Biddington e Robinson (1991), o tratamento a 35°C € essencial para a
embriogénese, sendo a sua influéncia sobre outros fatores ou na acdo dos compostos

adicionados, ou ainda afetando diretamente na biossintese de etileno.
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Né&o houve qualquer regeneragdo de plantulas, permanecendo os embridides
nos estadios globular ou no maximo torpedo (Figura 7), mesmo quando estes foram
transferidos para o meio R adicionado de 2 mg/L de cinetina, contrariando o verificado

por Dumas de Vaulx, Chambonnet e Pochard (1981).
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FIGURA 6. Efeito de concentragdes de TDZ sobre as porcentagens de anteras com
embridides e calos embriogénicos, considerando dados em conjunto dos

gendtipos e do tempo de incubagdo a 35°C.
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TABELA 6. Porcentagens de anteras com embridides (%AE) e calos embriogénicos
(%Calos), e numero de embridides por 100 anteras (EMB/100A), para

tempo a 35°C. Dados dos gendtipos e dozes TDZ em conjunto.

Tempo & 35°C %AE %Calos"” EMB/100A®
2 dias 145 46 110,8
8 dias 16,82 7.9a 122,32

(1) - Dados transformados para Arco Seno Raiz (X/100)
(2) - Dados transformados para Raiz (X);
Medias seguidas de mesma letra n&o diferem pelo teste F (5%).

FIGURA 7. Embridides nos estadios globular (G) e torpedo (T), em anteras com 35

dias de inoculagdo, em meio C + 4,5 uM de TDZ.

4.4.2 INFLUENCIA DO TDZ E DO MEIO MS NA REGENERAGAO DE EMBRIOIDES
As porcentagens de anteras com embridides e de calos embriogénicos, € 0
numero de embridides por 100 anteras, apresentaram diferencas significativas, entre

os tratamentos inclusive em suas interacées (Tabela 7).
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TABELA 7. Resumo das andlises de variancia para porcentagens de anteras com
embridides (%AE) e calos embriogénicos (%Calos), e nUmero de
embridides por 100 anteras (EMB/100A), da combina¢do de TDZ com a

concentragio de sais do meio MS para os diferentes genétipos.

F. V. G. L Quadrados Médios

%AE %Calos" EMB/100A?
MS (Concentragdo sais) 1 4200,8349"* 388,0748** 173,3705**
TDZ 2 2527,9611** 114,2509* 65,0516*
Genétipo 4 1297,9022** 337,0903** 68,1631**
MS x TDZ 2 618,8167* 9,2798 74,9138*
MS x Genétipo 4 19,0199 6,4004 7,8857*
TDZ x Gendtipo 8 109,2044 16,2191 20,2787**
MS x TDZ x Genétipo 8 22,9134 2,1486 10,9905**
Blocos 3 95,8474 396,2348" 14,4345*
C. V. (%) 41,3 32,0 7.9

(1) - Dados transformados para Arco Seno Raiz (X/100)
(2) - Dados transformados para Raiz (X);

# - Significativo ao nivel de 9% pelo teste F:

** - Significativo ao nivel de 1% pelo teste F.

Para as porcentagens de anteras com embridides e de calos embriogénicos,
verificou-se efeito de gendtipo (Figura 8), com comportamento semelhante ao
experimento anterior, mas com maiores respostas. Isto pode ser devido a transferéncia
das anteras para meio MS contendo TDZ. Resultados semelhantes foram verificados

por Zhou, Guo e Luo. (1994), com ovarios de Cayratia japonica: as melhores indugdes

de calos embriogénicos ocorreram em meio com TDZ, e quando os calos foram
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subcultivados em meio também contendo TDZ ocorreu um incremento de 25% de
embrides cotiledonares. No presente experimento, de maneira geral, os embrides
permaneceram nos primeiros estadios de desenvolvimento, globular e torpedo, sem

ocorrer a maturagdo dos embridides (Figura 7). Os calos continham embridides nos

mesmos estadios.
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FIGURA 8. Porcentagens de anteras com embridides e de calos embriogénicos para os
hibridos PIX21C12#35 x Agronémico 8,(H01); PIX21C04#04 x 004 (HO2);
PIX22C#31 x linha 004.(H03); PIX21C15#45 x lkeda (HO4) e PIX22C#21 x
Ikeda (HOS), independente da concentracdo de TDZ e do meio MS. Médias

seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de TuKey (5%).

Ocorreram apenas duas regeneragbes diretas em plantas no genétipo

PIX22C#31 x linha 004, sendo uma no meio MS com 50% dos sais acrescido de 0,1

mg/L de TDZ e outra no meio MS completo com 4,5 uM de TDZ. Estas regeneragtes
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equivalem a taxas muito baixas (1,1%), semelhante ao alcangado por George e
Narayanaswamy (1973). As plantas obtidas n&o alcangaram o pleno desenvolvimento in
vitro, morrendo aproximadamente aos 52 dias ap6s a inoculagio das anteras.

O numero de embrides somaticos por 100 anteras, também foi influenciado
pelo gendtipo, tendo aumentado no intervalo entre as concentrages de 0,05 e 0,45 uM
de TDZ, com queda para a concentragdo de 4,5 uM. Isto aconteceu para todos os
hibridos, sendo os mais responsivos PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x lkeda, com
207,7 e 235,6 embridides por 100 anteras (Figura 9).

Verificou-se que a indugdo das anteras foi maior conforme o aumento dos
niveis de TDZ no meio MS, principalmente com metade de sua concentrag@o de sais
(Figura 10). Provavelmente o TDZ contido no meio MS, visando a regeneragéo,
continuou a estimular a indugdo de embridides.

Ja a transferéncia das anteras para o meio de cultura MS com
concentracbes crescentes de TDZ, mostrou um aumento na indu¢do de calos
embriogénicos até a concentragdo de 0,45 MM e a partir desta ocorreu queda (Figura
11). O mesmo ocorreu para o nimero de embridides por 100 anteras, na concentragio
de 50% de sais do meio MS, no entanto no meio MS completo, houve um pequeno
aumento de 136,2 para 140,6 entre as concentracGes de 0,45 e 4,5 uM (Figura 12). A

composicdo de 50% de sais do MS, foi mais favoravel em todos os gendtipos para o

numero de embridides por 100 anteras (Tabela 8).
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FIGURA 9. Efeito de concentragdes de TDZ sobre o nimero de embridides por 100
anteras dos 5 hibridos avaliados, independente da concentraggo de sais do
meio MS. PIX21C12#35 x Agrondmico 8,(H01); PIX21C04#04 x 004 (HO2),
PIX22C#31 x linha 004 (HO3); PIX21C15#45 x lkeda (HO4) e PIX22C#21 x

Ikeda (HO05).

Na tabela 9, verifica-se que 0 meio MS combinado com o TDZ, de maneira
geral, aumentou a percentagem de indugdo das anteras, quando comparado com
anteras provenientes do mesmo meio de indugso (meio C + 4,5 uM de TDZ por 8 dias a
35°C) e transferidas para o meio R adicionado de 0,5 uM de cinetina, do experimento
anterior. O aumento médio foi de 23,2% (meio R adicionado de 0,5 uM de cinetina) para
26,2% (meio MS), tendo sido muito mais pronunciado no meio meio MS 50% de sais.
(32.1%). Comportamento semelhante ocorreu para o numero de embridides por 100

anteras.
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FIGURA 10. Efeito de concentragdes de TDZ sobre a porcentagem de anteras com
embridides em meio MS com 50% e 100% de sais, considerando dados
dos genétipos em conjunto.
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FIGURA 11. Efeito de concentragbes de TDZ sobre a porcentagem de calos
embriogénicos, considerando dados em conjunto dos gendtipos e da

concentragao de sais do meio MS.
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TABELA 8. Influéncia da concentragéo de sais do meio MS e do genétipo sobre o niimero
de embridides por 100 anteras inoculadas.’
PIX21C12#35 x Agrondmico 8,(H01); PIX21C04#04 x 004 (H02); PIX22C#31 x
linha 004 (HO3), PIX21C15#45 x lkeda (H04) e PIX22C#21 x lkeda (HO5).

Concentragdo
sais do meio MS GENOTIPOS - HIBRIDOS
HO1 HO2 HO3 HO4 - HO5
50% MS 131,7 b 1976 a 198,9 a 114,9b 208,5a
100% MS 761 ¢ 1460a 1639 a 80,3 ¢ 1044 b

' Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.
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FIGURA 12. Efeito de concentragdes de TDZ sobre o namero de embridides por 100
anteras em meio MS com 50% e 100% de sais, considerando dados dos

gendtipos em conjunto.
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TABELA 9. Influéncia da combinagdo de TDZ com a concentragdo de sais do meio MS e
do meio R nas porcentagens de anteras com embridides (%AE) e calos

embriogénicos (%Calos), e numero de embridides por 100 anteras

(EMB/100A).
Meios de TDZ %AE EMB/100A % Calos
regeneracéo puM
MS - 50% Sais 0,05 20,2 169,4 16,4
0,45 32,6 2119 19,1
4,54 43,6 128,0 11,6
MS - 100% Sais 0,05 ' 15,1 66,4 10,9
0,45 227 136,2 13,9
4,54 23,1 140,6 9,4
Médias MS 50% 32,1 169,8 15,7
Médias MS 100% 20,3 114,4 11,4
Médias gerais do Meio MS 26,2 142,1 13,5
Meio R +
0,5 uM de cinetina 232 169, 1 13,1

Os calos embriogénicos n&o régeneraram, mas apenas se proliferaram quando
transferidos para o meio R com 9,3 uM de cinetina (Figura 13), e ao longo de 60 dias
foram-se degenerando. Segundo Auboiron, Carron e Michaux-Ferriére (1990), a
degenerescéncia pode estar relacionado com a liberag&o de etileno devido a intensa
atividade mitética e intensa respirag&o que com o processo de degeneracéo acentua-se
mais ainda. Pode ter ocorrido também a exaustéio do meio de cultura ou ainda, toxidez

do meio devido a evaporaggo de agua, concentrando o meio. Observou-se também que
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em média 13,1% dos calos embriogénicos ja estavam necrosados a partir de 30 dias
pos-inoculagéo das anteras.

Até o momento, os trabalhos com cultura de anteras de pimentado néo tinham
relatado a emissao de calos embriogénicos com a utilizagdo do TDZ, sendo que a
androgénese ocorria diretamente, o que € mais desejavel, pois de acordo com
Grattapaglia e Machado (1990), a fase de calos pode favorecer o aparecimento de

anormalidades genéticas.

Y

FIGURA 13. Calos embriogénicos com 20 dias de subcultivo em meio R + 9,3 uM de

cinetina.
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4.5 CONCLUSOES

A concentragio de 4,5 uM de TDZ, no tempo de 8 dias & 35°C, foi a que
methor induziu a formagéo e o nimero de embridides em anteras, sendo 23,2 e 169,1%,
respectivamente, bem como a formag&o de calos embricgénicos (13,1%).

N&o houve a maturagdo dos embridides no meio R, e consequentemente ndo
houve a regeneragdo de plantulas.

O meio MS com TDZ proporcionou maior percentagem de anteras com
embridides, mas foi pouco eficiente na maturagdo de embridides, ocorrendo apenas
duas regeneragGes em plantulas do gendtipo PIX22C#31 x 004, sendo uma no meio MS
com 50% dos sais acrescido de 0,45 uM de TDZ e outra no meio MS completo com 4,5

uM de TDZ.
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5 INFLUENCIA DO NITRATO DE PRATA, CARVAO ATIVADO, ACIDO SALICILICO E
DO ETILENO NA INDUGAO DE EMBRIOIDES EM ANTERAS DE PIMENTAO

RESUMO

Avaliou-se os efeitos do AgGNO; e do carvao ativado na indugdo e regeneragéo
de embrides adventiceos em anteras de pimentso, gendtipos Fy; (PIX21C12#35 x
Agrondmico 08), (PIX21C04#4 x Linha 004), (PIX22C#31 x Linha 004), (PIX21C15#45 x
lkeda) e (PIX22C#21 x Ikeda). As anteras foram inoculadas em meio C (Sibi, Duma de
Vaulx e Chambonnet, 1979), suplementado com, em puM, 0,05 de cinetina + 0,05 de 2,4-
D e adicionado ou ndo de 5 mg/L de AgNO; ou 0,05% de carvio ativado. Logo apos as
placas foram colocadas em camara de crescimento com temperatura de 35° C, no
escuro por 8 dias, e apés este periodo, em sala de crescimento a 26° C com 16 h de luz,
até o 12° dia ap6s a inoculagdo. Ao final dos 12 dias, as anteras foram transferidas para
0 meio R (Sibi, Duma de Vaulx e Chambonnet, 1979), suplementado com 0,5 mg/L de
cinetina e adicionado ou ndo de carvio ativado. O AgNO; a 5 mg/L no meio C,
favoreceu a indugiio das anteras, com relacdo ao numero de embriéides por 100
anteras. O carvéo ativado no meio C prejudicou a indugéo de embridides e quando no
meio R, ndo promoveu qualquer regeneracdo de plantulas, permanecendo os

embridides nos estadios globular e torpedo.Os gendtipos mais responsivos foram
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PIX22C#31 x linha 004, PIX21C04#4 x linha 004 e PIX22C#21 x Ikeda. O pior genétipo
foi PIX21C15#45 x lkeda.

Num outro experimento avaliou-se o efeito do acido acetilsalicilico (AAS),
sendo as anteras inoculadas no mesmo meio C, como no experimento anterior,
adicionado de AAS nas concentragSes de 0.0, 44,4, 88,8, 177,6 e 355,2 uM. Apos a
inoculagédo as placas foram colocadas nas condigdes do experimento anterior. O AAS
promoveu maior indugéo de anteras e maior nimero de embridides, principalmente a
88,8 uM. Os gendtipos de melhores respostas foram PIX22C#31 x linha 004 e
PIX22C#21 x lkeda. Concentracbes mais altas de AAS promoveram maiores
porcentagens de anteras necrosadas e ndo houve regeneracao em plantulas.

Por fim verificou-se o efeito do Ethephon em combinagdo de TDZ, AgNO; e

AAS, sendo as anteras inoculadas em meio C adicionado de 4,5 uM de TDZ ou meio C

acrescido de 0,05 uM de 2,4-D, 0,05 uM de cinetina e 88,8 uM de AAS ou 5.0 mg/L de
AgNO; . Apés a inoculaggo foram colocadas em recipiente com ETHREL® por diferentes

periodos, sendo 0, 2, 4, 6 ou 8 dias a 35°C por 8 dias no escuro. O tempo de 4 dias foi 0
mais favoravel a indugdio e as maiores indugbes de anteras ocorreram nos meios com
TDZ e AgNO3 O TDZ também promoveu maior indugdo de calos embriogénicos. As
maiores taxas de necrose ocorreram no meio com AAS. S6 ocorreu regeneragio em
plantulas no meio C adicionado de 5 mg/L de AgNO3, sendo o melhor tempo de 8 dias.
Os gendtipos mais responsivos foram PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x Ikeda.
Verificou-se ainda, o nimero de cromossomos das plantulas através da analise
de ponta de raizes, sendo que das pléntulas analisadas houve a constatacdo de

plantulas hapléides e dipldides. Foi feita uma verificagdo histolégica da indugdo e
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desenvolvimento dos embridides. Com 8 dias de inoculagdo a antera ndo apresentava
setor embriogénico definido, no entanto aos 12 dias de inoculagdo verificou-se tais
setores e a partir de 19 dias as anteras apresentaram a formagdo de elementos

traqueais indicando a diferenciagéo celular para posterior formagéo de xilema.

5.1 REFERENCIAL TEORICO

O etileno € um géas simples com 2 atomos de carbono, ligados entre si por uma
dupla ligagéo (C2H,). As primeiras evidéncias deste gas como regulador de crescimento
se deram na Alemanha, devido ao vazamento de gas de iluminagdo, o qual promovia a

abscisdo de folhas. A partir de 1960, com o advento da cromatografia gasosa e a
fabricacdo do ETHREL® (Ethephon = &cido 2-cloro etilfosfnico - 240g/L), as pesquisas

com este gas avancaram. O Ethefon é estavel em solugdo aquosa com pH abaixo de 4,

do contrario, este acido é quebrado liberando etileno. O pH do citoplasma das células
geralmente € maior que 4, o que viabiliza a aplicagdo do ETHREL® como fonte de

etileno (Wilde, 1971).

Em via de regra o etileno é produzido em todas as células das plantas
superiores, sendo que altas taxas ocorrem em regiGes meristematicas de raizes, caules,
folhas, flores e frutos. Menores taxas sdo observadas nas regides intemodais e altas
taxas ocorrem em gemas dormentes. Durante a expansao das folhas e flores ocorre
diminuico do etileno nestes 6rgdos. Na abscisio de folhas e flores aumenta a
concentracdo deste gas, indicando novamente o seu envolvimento na regulagdo da

queda destes 6rgdos. Também aumenta no desenvolvimento do fruto. O transporte do
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etileno ocorre por difusdo pelos espacos intercelulares, tanto em tecidos novos como
mortos.

O precursor chave do etileno nas plantas superiores € a L-metionina, que se
converte a S-adenosilmetionina (SAM). A molécula do SAM é quebrada em 2 metades,
pela agdo da ACC sintase, sendo uma parte reciclada, regenerando a L-metionina e a
outra parte convertida a Acido 1-aminociclopropanocarboxilico (ACC), e este em
condigdes aérobicas forma o etileno, CO,, NH,4 e Acido formico, sendo entdo a sintese
de etileno limitada pelo suprimento do ACC (Chitarra e Chitarra, 1990 e Yu, Adams e
Yang, 1979).

Ja foi demonstrado que a produgso e agdo do etileno é dependente de O,, ja
que este tem de estar ligado ou reagindo em local préximo, na mesma célula (Chitarra e
Chitarra, 1990). Mas outros fatores influenciam, sendo que em temperaturas altas (x
30°C), de maneira geral, ocorre aumento na taxa de etileno. O CO, tem um efeito
relativo em relagdo a produgéo de etileno, dependendo da espécie, mas de maneira
geral funciona como um inibidor, pois compete pelo mesmo sitio de ligagdo por ser um
analogo estrutural. A ac3o inibitéria pode ser também por “feedback”, uma vez que o
C2H,4 é rapidamente oxidado a CO- nos tecidos.

A luz inibe a produgio de etileno, ja qualquer tipo de injaria, leva ao aumento.
Com relagéo aos reguladores de crescimento, as auxinas promovem a produgdo de
C2H4 antes mesmo de seus efeitos aparecerem; baixas taxas de etileno diminuem a
acdo das auxinas e altas taxas tornam a auxina sem efeito. Esta relagdo pode ocorrer
em funcdo do CO,, que sendo um inibidor do etileno, reverteria a auxina e esta
consequentemente ndo produziria este gas. As giberelinas diminuem a produgdo e as

citocininas aumentam, mas com menor efeito quando comparado com as auxinas. O
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Thidiazuron, segundo Mok e Mok (1985), pode levar a produgdo de etileno e o
fechamento dos estématos o que é caracteristico de agio citocininica.

Os efeitos fisiolégicos do etileno nas plantas sdo bastante importantes e de
aplicagéo comercial, no que diz respeito ao uso do ethephon na promog3o ou inibicdo do
florescimento, ou na revergdo do sexo; na indugdo, amadurecimento e abscisdo de
frutos; na quebra de dorméncia de gemas e sementes; na produgdo de latex em
seringueira e ainda, no aumento de resisténcia 4 doengas e disturbios fisiolégicos de
armazenamento em baixas temperaturas (Wilde, 1971).

Com o continuo aumento dos estudos com o cultivo in vitro de vegetais,
recentemente uma das linhas que esta sendo explorada é a composic¢ao e a influéncia
de gases nos recipientes de cultivo, bem como a adicdo de componentes ao meio de
cultura que influenciam na formagdo e agso destes gases, que por sua vez irao afetar
diretamente a resposta do explante, pricipaimente no que diz respeito & embriogénese.

Segundo Auboiron, Carron e Michaux-Ferriére (1990), trabalhos mostram que
os gaseé produzidos pelos tecidos podem ter diferentes influéncias conforme a espécie,
sendo que por exemplo em Daucus carota L. e Phoenix dactylifera L. , CO,, etileno,
acetaldeido e etanol produzidos durante a formagéo de calos, foram prejudiciais ao
processo de embriogénese, no entanto a acumulagio de etileno e CO. promoveram a
morfogénese em cotilédones de Pinus radiata D. Don.

Estes mesmos autores trabalhando com seringueira verificaram que
consideravel liberagdo de etileno e CO, ocorre durante o desenvolvimento do calos
devido a intensa atividade mitdtica o que correlaciona-se com intensa respiragao,
principalmente nos primeiros 20 dias de cultivo; a partir de 30 dias os calos entram em

degeneragéo, o que € acompanhado por mais liberagdo de etileno. Constataram ainda,
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que o cultivo ndo lacrando os frascos, permitindo ent&o a liberagio dos gases formados,
foi mais favoravel a indugdo de embrides somaticos, mas causou estresse no material
devido a desidrataciio do meio; o melhor resultado ocorreu com a adicdo ao meio do
AOA (acido aminooxiacético), inibidor da sintese de etileno, mas o nitrato de prata
(AgNO3), inibidor da agédo do etileno, pois age diretamente no sitios receptores deste
gas, foi o mais efetivo na obtengio de embrides somaticos em seringueira.

Nissen (1994) verificou o estimulo do C;H; na embriogénese em suspensio
de células de cenoura, bem como o efeito de moduladores da biossintese e acgao do
etileno e constatou que baixas concentragdes de ACC (10uM), do etileno (0,1pl l") edo
ethephon (107 M) estimulam a embriogénese, mas altas concentragdes sdo prejudiciais.
As causas da inibigdo ou estimulo do ACC ainda néo foram determinadas. Constatou
tambeém que 0 AgNO; em baixas concentragdes inibiu a embriogénese e ainda elevou a
producéo de etileno, ja o0 AOA e o AVG (aminoetoxivinilglicina), comumente usados
como inibidores da ACC sintase, também influenciaram negativamente na produgéo de
embriéeé, mas levaram a diminuig&o do etileno, no entanto o autor afirma que n3o ha
ligago entre estes efeitos. Em baixissimas concentragdes (10° a 10™ M) de AVG
ocorreu estimulo na produgdo de embries, mas ndo ha relagdo com seu efeito na
produgéo de etileno. O acido salicilico (AS) e CoCl,, inibidores da ACC-oxidase, inibiram
a embriogénese mas o autor afirma que este fato também n&o esti ligado ao efeito
inibidor na produg&o de etileno, e ainda, 0 AS em baixas concentragdes, mais estimula
do que inibe a produgéo de etileno.

Segundo Leslie e Romani (1986) o AS, bem como o AAS (acido
acetilsalicilico), tém demonstrado ter uma influéncia no florescimento, na formagdo de

brotos, iniciacdo de raizes adventicias e na propria reprodugéo de varias espécies. Mais
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recentemente, estudos buscam compreender o papel destes acidos na biossintese de
etileno. Os autores acima verificaram que AS e AAS adicionados ao meio MS junto com
ACC, CuClz ou AlA, levaram a um decréscimo na produgéo de etileno em suspensio de
células de péra, tendo ambos uma mesma curva de inibigio, nas concentrages de 10®
a 10°M. A inibicdo observada neste estudo ocorreu em fungdo do bloqueio da enzima
formadora de etileno, independente do estimulador presente (ACC, CuCl; ou AlA).
Segundo os autores, esta agio do AS parece ser devido a presenca de um derivado
acetoxi neste acido e com relagdo ao AAS, este quebra-se rapidamente em AS, quando
em solugao aquosa.

Segundo Herman (1991), tanto 0 AS quanto o AAS em forma de aspirina,
estimularam a embriogénese em suspensdo de células de cenoura, numa faixa de
concentracdo de 10 & 100uM, e ndo causaram qualquer prejuizo no crescimento e
sobrevivéncia das células, bem como n&o afetaram o pH do meio. Os autores citam que
houve uma direta relag&o entre a concentragdo de aspirina ou AS no meio de cultura e o
estimulo da embriogénese com a inbigdo do etileno.

Trabalhando com calos de arroz , Adkins et al. (1993), constataram que o
etileno restringiu o crescimento dos calos, principaimente quando em alta temperatura
(35°C) e na presenga de luz. AVG (5 mmol m™) e AgNO; (50 mmol m™) na presenca de
luz e a 25°C, promoveram o crescimento dos calos, mas 0 ACC (200 mmol m™) levou a
um decréscimo de 40%. Em condigdes de escuro, o AVG e AgNO; foram menos
efetivos e a producgdo de etileno também caiu. Baseado nestes dados o autor afirma que
o melhor controle do etileno produzido e o aumento do oxigénio disponivel pode ser um

caminho para incrementar a produgio de calos em arroz e até mesmo de outro cereais.
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Com relagdo a influéncia do etileno em cultura de anteras, trabalhos

mostraram o efeito do ETHREL® sobre as plantas doadoras, como Argarwal e Bhojwani

(1993), que constataram que o produto pulverizado na concentragio de 4 miliL,
promoveu 18% de androgénese contra 3,5% das plantas controle. A pulverizagio
iniciou-se quando as primeiras flores apareceram e se deu por 3 dias, e ndo afetou o
florescimento das plantas. Outra linha de trabalho trata do efeito do etileno e dos seus
antagdnicos adicionados ao meio de cultura, bem como a relagio destes com outros
componentes do meio, principalmente auxinas.

Evans e Batty (1994) citam que as auxinas (2,4-D, IAA, PAA) s3o essenciais
na inducéo de calos, mas geralmente tem efeito negativo na embriogénese, dai serem
utilizadas em baixas concentrages ou omitidas na fase de regeneragdo dos calos. A
este fato esté ligada a maior biossintese de etileno quando na presen¢a de auxinas e
por isto tem-se 0 uso de antagénicos da predugdo do etileno na embriogénese. No
entanto,. afirmam que tanto compostos que inibem como os que estimulam a produgdo
deste gas podem levar ao mesmo efeito no cultivo in vitro, dependendo do gendtipo,
sendo que gendtipos que produzem muito etileno respondem aos inibidores e vice-
versa. Os autores verificaram que o ACC e o Tiosulfato de prata (TSP) tiveram efeitos
similares no aumento da indugéo de calos em anteras de Hordeumn vulgare, mas o TSP
em 1 mg/L, foi o Gnico que promoveu a regeneragdo de plantas.

Em outro trabalho relacionando o etileno com uma auxina, Ockendon e
McClenaghan (1993) também verificaram no cultivo “in vitro” de anteras de couve-de-
bruxelas, que o mais importante foi a interagdo entre o genétipo e a composi¢do do

meio, mas para a maioria dos gendtipos as piores respostas ocorreram com a dose
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maior de 2,4-D (1,36 uM) junto com 5§ mg/L de AgNO;. Em fungéo da alta interagdo do

meio com o genétipo, os autores recomendam o uso de pelo menos dois meios, um com
a presenca e outro sem AgNO; bem como sugerem outras alteragcdes do meio.
Em piment&o, Nervo et al. (1994) verificaram que a presenga de 5 mg/L de
AgNO; ,no meio de indugdo C (Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet, 1979) teve efeito
favoravel na androgénese, provavelmente devido ao fato do AQNO; bloquear a agdo
inibitéria do etileno endégeno dos embriGes, permitindo o maior desenvolvimento dos
mesmos. Por outro lado, a presenga de carvao ativado (0,05%) levou a uma menor
indugdo, mas promoveu maior converso de embridides em plantas. Respectivamente,
isto se deve, provavelmente ao fato do carviio tornar os reguladores de crescimento
menos disponiveis no meio C, mas por outro lado absorve provaveis inibidores do
desenvolvimento dos embridides no meio de regeneracdo. Vagera (1990), recomenda a
presenca de 1% de carvdo ativado em meio N, para a inducdo de anteras de piment&o.
Herman (1991) cita que solugdo aquosa de carvdo ativado aplicada em anteras de
Anemoﬁe canadensis L. promoveu a embriogénese, porém a andlise por
espectofotdmetria ndo mostrou que substancias estavam presentes na solucio.
Trabalhando com anteras de couve-de-Bruxelas, Biddington e Robinson
(1991) constataram em cultivares pouco responsivas a cultura de anteras, que logo nos
primeiras 6 horas apés a inoculagio ocorre uma grande producdo de etileno, o que
sugere que o etileno produzido nesta fase possa ser o inibidor da embriogénese. Com o
aumento da temperatura de 25°C para 35°C por 24 h ocorreu uma queda significativa da
quantidade de etileno e um aumento no numero de embrides, mesmo nas cultivares
mais responsivas. Mas a 38°C o etileno caiu mais ainda, o que deve estar ligado a

inibicdo enzimética na converso do ACC em etileno. O niimero de embrides também
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caiu nesta temperatura. Estes autores verificaram ainda que o ACC e o ethephon,
mesmo a 35°C por 24 h, diminuiram a embriogénese nestas cultivares e o AVG e
AgNO; a promoveram, mas estes Ultimos a 25°C ndo promoveram qualquer
embriogénese; eles concluem que o tratamento a 35°C é essencial para a
embriogénese, sendo a sua influéncia sobre outros fatores ou na agio dos compostos
adicionados, ou ainda afetando diretamente a biossintese de etileno.
O sulfato de cobre e a colchicina sdo outras substancias que tém efeito em
cultura de anteras. Segundo Ghaemi, Sarrafi e Alibert (1994), o sulfato de cobre a 10
mg/L incrementou a frequéncia de embriGes em anteras de 3 entre 4 genétipos de trigo
tetrapldide estudados, o0 mesmo ocorrendo com a adigio de 2,5 e 5,0 mg/L de AgNO; .
Ja a colchicina acarretou o contrario, provavelmente devido a um efeito téxico, mas para
o gendtipo que afetou positivamente, os autores citam que a colchicina pode ter
incrementado as divisGes simétricas dos micrésporos e ainda diminuido o numero de
plantas albinas. |
" Devido as interagdes das varias substancias acima citadas, com a produgao
ou inibicdo do etileno, tem-se que para varias espécies estudadas em técnicas de
cultura de tecidos, os resultados devem ser interpretados com cuidado e torna-se cada

vez mais importante elucidar o real papel do etileno no controle da embriogénese.

5.2 OBJETIVOS

O primeiro experimento teve como objetivo verificar o efeito do AgNO3; e do carvao
ativado na indug&o e regeneragéo de embridides em anteras de diferentes gendtipos de
pimentdo. Um segundo verificou o efeito de diferentes concentragbes do Acido

acetilsalicilico (AAS) na inducdo de embridides em anteras de diferentes gendtipos de
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pimentdo. Um terceiro experimento teve como objetivo avaliar a influéncia do etileno
combinado com Thidiazuron, Nitrato de prata e Acido salicilico, na indugdo e
regeneracéo de embridides em anteras de diferentes gendtipos de pimentéo, e por
ultimo Verificar o nivel das plantulas obtidas e acompanhar histolégicamente a indugéo e

desenvolvimento dos embridides.

5.3 MATERIAL E METODOS

Os gendtipos utilizados foram os hibridos F; (PIX21C12#35 x Agrondmico 8),
(PIX21C04#04 x Linha 004), (PIX22C#31 x Linha 004), (PIX21C15#45 x lkeda) e
(PIX22C#21 x lkeda), os mesmos estudados nos experimento anteriores com TDZ.

As plantas doadoras dos botSes foram obtidas e mantidas em casa de
vegetacdo com condigdes controladas. Os botdes florais foram coletados quando o
tamanho das pétalas era aproximadamente igual ao das sépalas, correspondendo a
anteras contendo micrésporos uninucleados. Foram desinfestados com alcool 70% por
20s. e hipoclon’to de Na (2%) por 10 minutos e em fluxo laminar foram lavados 3 vezes
em agua destilada e autoclavada. As anteras foram retiradas sob luz de um microscopio
estereoscopio em aumento de 40 vezes. Foram extraidas através de uma incisdo em
um dos lados dos botSes e posteriormente removeu-se os estames com auxilio de
pincas finas e bisturi, previamente autoclavados. Reuniu-se os estames numa placa de
petri esterilizada e destes foram retirados os filamentos, tomando-se o cuidado de nio
ferir as anteras. As anteras danificadas foram descartadas.

Logo apéds a inoculagéo as placas foram colocadas na BOD com temperatura
de 35° C, no escuro por 8 dias, e apds este periodo em sala de crescimento a 26° C

com 16 h de luz, até o 12° dia apds a inoculag3o.
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5.3.1 EFEITO DO NITRATO DE PRATA E DO CARVAO ATIVADO

As anteras foram inoculadas em placas de Petri contendo 25 mi do meio C
com pH ajustado em 5,9 suplementado com, em uM, 0,05 de cinetina + 0,05 de 2,4-D e
adicionado ou n3o de 5§ mg/L de AgNO; ou ainda o meio C com os mesmos
reguladores, adicionado ou ndo de 0.05% de carvéo ativado. Ao final dos 12 dias, as
anteras dos trés meios anteriores foram transferidas para o meio R suplementado com
0,1 mg/L de cinetina e adicionado ou ndo de carvao ativado, perfazendo assim um total
de 6 tratamentos para cada genétipo. O delineamento utilizado foi o de DBC com 4
repeticdes, sendo cada placa de Petri uma parcela contendo anteras de 4 botdes,
totalizando de 20 a 24 anteras por placa.

A partir dos 30 dias ap6s a inoculagdo, avaliou-se a percentagem de anteras
com embridides e o nidmero de embridides por 100 anteras. Os embridides foram
retirados das anteras e transferidos para placa de Petri contendo meio R acrescido de
9,3 uM de cinetina, visando a maturagdo dos mesmos e posterior regeneragao em
plantas. Os dados foram verificados quanto & normalidade e homogeneidade através

dos testes de Lilliefors e Bartlett, respectivamente.

5.3.2 INFLUENCIA DO ACIDO SALICILICO (AS) NA INDUCAO DE EMBRIGES

As anteras foram plaqueadas em 25 ml do meio C (pH=5,9), suplementado
com, em uM, 0,05 de cinetina + 0,05 de 2,4-D e adicionado de AAS nas concentragées
de 0,0, 44,4, 88,8, 177,6 e 355,2 uM. O AAS foi obtido atraveés de solucdo de aspirina,
contendo 325 mg de AAS em 200 ml. Ao final de 12 dias as anteras foram transferidas

para o meio R suplementado com 0,5 uM de cinetina. O delineamento utilizado foi o de
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DBC com 4 repeticdes, sendo cada placa de Petri uma parcela contendo anteras de 4
botbes, totalizando de 20 a 24 anteras por placa.

Apdés 30 dias, avaliou-se a percentagem de anteras com embridides, o
numero de embridides por 100 anteras e a percentagem de anteras necrosadas. Os
dados foram analisados quanto a normalidade e homogeniedade, conforme o
experimento anterior.

Os embridides foram retirados das anteras e transferidos para placa de Petri
contendo meio R adicionado de 9,3 uM de cinetina, visando a maturacdo dos mesmos e

posterior regeneracdo em plantas.

5.3.3 EFEITO DO ETILENO EM COMBINAGAO COM TDZ, AgNO; E ACIDO
SALICILICO

As anteras foram inoculadas em placas de Petri em 25 ml do meio C,
suplemeptado com 4,5 uM de TDZ ou acrescido de, em puM, 0,05 de cinetina + 0,05 de
2,4-D e adicionado ou 88,8 uM de AAS ou 5,0 mg/L de AgNO; .

Apds a inoculagio as placas foram somente tampadas e nao lacradas, e
colocadas em um recipiente com volume de 2 litros e capacidade para 12 placas
empilhadas. Neste mesmo recipiente foi colocado um becker contendo 10 ml de

ETHREL®, com pH ajustado em 4. Logo apds o recipente foi hermeticamente fechado e

colocado em BOD a 35°C, no escuro por diferentes periodos, sendo 0, 2, 4, 6 ou 8 dias,
totalizando 15 tratamentos para cada gendtipo. Apds estes pericdos as placas foram
retiradas do recipiente, vedadas com filme plastico e recolocadas na BOD até 8 dias.

Logo apéds foram colocadas em sala de crescimento com temperatura de 26°C com 16 h
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de luz, onde permaneceram até o 12° dia ap6s a inoculagdo. Ao final dos 12 dias, as
anteras foram transferidas para o meio R suplementado com 0,5 uM de cinetina.

O delineamento utilizado foi um split-plot com parcelas divididas no tempo de
permanéncia com o ETHREL®, com 4 repeticoes, sendo cada placa de Petri uma

parcela contendo anteras de 4 botdes, totalizando de 20 a 24 anteras por placa.
Escolheu-se este delineamento por facilitar a instalagdo do experimento, pois evitou-se
muito manuseio das placas, bem como a abertura em demasiado da BOD, o que
poderia ser prejudicial, ja que o material permaneceu no escurc;.

Apés 30 dias, avaliou-se a percentagem de anteras com embridides, o
nimero de embridides por 100 anteras, a percentagem de calos embriogénicos e de
anteras necrosadas e o numero de plantas regeneradas. Os embridides foram retirados
das anteras e transferidos para placa de Petri contendo meio R adicionado de 9,3 uM de
cinetina.

. As plantulas obtidas nas placas foram transferidas para tubos de ensaio (150 x
25mm) contendo 20 ml de meio R sem a presenca de regulador de crescimento. As
primeiras plantulas obtidas tiveram suas pontas de raizes retiradas ainda in vitro, sendo
as plantulas reinoculadas em meio R. Das demais, as pontas de raizes foram retiradas
quando no transplantio na aclimatagdo. As pontas de raizes foram utilizadas para
contagem cromossomica.

Apbs alcangarem in vitro, tamanho pouco maior que 3 cm as plantas
regeneradas foram aclimatadas. Numa primeira etapa, as plantulas permaneceram in
vitro e foram colocadas em casa de vegetacdo com temperatura média de 27°C e sob

sombrite 50%. Apds 5 dias nestas condices as plantas foram retiradas dos tubos e as
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raizes lavadas para retirada do meio de cultura. Logo apés foram transplantadas
individualmente para copos plasticos (200 ml) contendo sustrato esterilizado. Cada copo
foi coberto com saco plastico formando uma camara Umida e posteriormente foram
colocados sob sombrite 50%, nas mesmas condigBes anteriores. Assim permaneceram
por 7 dias. Apés este periodo as plantulas foram transferidas para local com sombrite a
25% de blogueio de luz., e apés uma semana os sacos foram retirados. As plantas
periodicamente eram irrigadas com solugdo nutritiva até o transplantio definitivo em

vasos com solo e adubo quimico.

5.3.4 VERIFICACAO DO NIiVEL DE PLOIDIA DAS PLANTULAS

Para a contagem do nimero de cromossomos foi empregada a técnica de
esmagamento de raizes de acordo com Guerra (1983). As pontas de raizes foram
tratadas com Hidroxiquinoleina a 0,029M, fixadas em éalcool etilico: acido acético (3:1)
por 4 a 24 horas e armazenadas em alcool 70% até o uso. Apods trés banhos de 10
minutos, as raizes foram hidrolizadas em HCI 1N por 10 minutos e coradas com
Feulgen. O esmagamento das raizes foi feito em acido acético 45% e a laminula foi

retirada em gelo seco. A montagem das Iaminas foi feita em Entellan.

5.3.5 CARACTERIZAGAO HISTOLOGICA DA EMBRIOGENESE NAS ANTERAS.

Para a verificagdo da indugdo e desenvolvimento dos embridides, foram

feitos cortes histologicos em diferentes etapas do cultivo das anteras. Estas,
inicialmente foram inoculadas em meio C adicionado de 0,05 uM de cinetina, 0,05 uM de

2,4-D e 5 mg/L de AgNO;, e logo em seguida foram colocadas em BOD a 35°C, em
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auséncia de luz e com a presencga de ETHREL®, até o 8° dia pds-inoculagdo. Nesta data

foi retirada uma amostra para analise anatdmica. As demais anteras foram para sala de
crescimento com temperatura de 26°C e fotoperiodo de 16 horas de luz, onde
permaneceram até o 12° dia, quando foi retirada uma segunda amostra. Logo apés, as
anteras restantes foram transferidas para o meio R acrescido de 0,1 mg/L de cinetina e
mantidas na sala de crescimento. A partir desta data foram retiradas mais 3 amostras,
sendo aos 19, 27 e 32 dias apés a inoculagdo, totalizando 5 pericdos ao longo do
desenvolvimento dos embrides.

Para o preparo das laminas, inicialmente as anteras foram fixadas em solucdo
de Glutaraldeido e Paraformaldeido (1:1) por 4 horas em geladeira. Em seguida o
material foi desidratado em bateria alcodlica crescente, de 10, 30, 50, 70, 80, 90 e 100°,
com 30 minutos para cada concentragdo. Posteriormente procedeu-se a diafanizagéo
em xilol, em solugdes compostas de alcool e xilol nas proporgbes de 3:1, 1:1 e 1:3,
respectiyamente, com 30 minutos para cada combinagdo. Posteriormente foi feita a
inpregnagdo com parafina, através da substituicdo do xilol por xilol saturado com
parafina, por 4 vezes em estufa & 58°C, com intervalo de 3 horas. A cada troca, metade
da solugéo era descartada e completada com parafina pura fundida, seguindo-se de
duas substituicbes com parafina pura por 3 horas.

Apbs o emblocamento foram realizados cortes em micrétomo rotativo a uma
espessura de 8 um. Os cortes foram colocados em laminas previamente untadas com
adesivo de Haupts. O material foi colocado em estufa a 30°C por 24 horas. A

desparafinizagdo foi feita através de duas imersdes em xilol puro por 10 e 5 minutos
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cada vez, seguida de imersdo em dlcool 100% por 5 minutos. A coloraggo foi feita com
Safra-Blau alcodlico (Safranina e Azul de Astra, 7:3), por 30 minutos.
A montagem final das Iaminas foi feita em resina sintética Entellan (Merck). As

observagGes foram efetuadas em microscépio de campo claro, Karl Zeiss Jena.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 EFEITO DO NITRATO DE PRATA E DO CARVAO ATIVADO

A porcentagem de anteras com embridides e 0 nimero de embridides por 100
anteras foram influenciados significativamente pelos tratamentos e pelos genétipos; no
entanto s6 houve interagdo genétipos x tratamentos para o nimero de embridides por
100 anteras.(Tabela 10).

Analisando os dados dos genétipos em conjunto (Tabela 11), verifica-se para a
porcentagem de anteras com embridides, que os tratamentos com AgNO; no meio C,
néo foram significativamente superiores, pelo teste de Tukey (5%), aos tratamentos sem
este corhponente. Entretanto os meios contendo carvio desde o inicio da inoculagdo
das anteras, foram inferiores aos tratamentos com AgNO;. Com relacéo ac numero de
embridides por 100 anteras, o AgNO; no meio C foi significativamente superior aos
demais tratamentos, independente da presenca ou nao de carvao ativado no meio R. Ja
a adigdo do carvdo no meio C diminuiu significativamente para o niimero de embridides

por 100 anteras.
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TABELA 10. Resumo das andlises de variancia para porcentagem de anteras com
embridides e o numero de embridides por 100 anteras, de diferentes

gendtipos inoculadas em meios contendo AgGNO; e Carv3o ativado.

F.V. G.L. Quadrados Médios

Porcentagem de anteras  Numero de embridides por

com embridides " 100 anteras ®
Bloco 3 2,9921 0,5036
Tratamentos 5 258,2949** 73,3710**
Gendtipo 4 187,4515* 83,3301
Tratamentos x Gendtipo 20 9,8795 9,9283*
Residuo 87 49,6762 1,6357
C.v. 33,982 12,646

(1) Dados transformados para Arc Sen Raiz (X7100);
(2) Dadds transformados para Raiz de X:

** - Significativo ao nivel de 1% pelo teste F.

Estes resultados confirmam a maior indugdo de embriogénese somatica em
meio que contenha AgNO; provavelmente devido ao bloqueio que o AgNO; exerce
sobre a agdo inibitéria do etileno endégeno dos embrides, o que concorda com
Biddington e Robinson (1991) e Nervo et al. (1994). Por outro lado o carvio teve acao
prejudicial em fungéo provavelmente da absorgéo dos reguladores de crescimento, mas
ndo teve qualquer beneficio na regeneracdo de plantas, j&4 que independente da

presenca ou ndo deste componente no meio R, os embridides permaneceram nos
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estadios globular e torpedo (Figura 14), ao contrario do que foi verificado por Nervo et
al. (1994) onde o carvéo ativado (0,05%) levou a uma menor indugdo de embridides,
mas promoveu maior convers&o destes em plantas por absorver provaveis inibidores do

desenvolvimento dos embridides no meio R.

TABELA 11 Porcentagem de anteras com embri6ides(%A/E) e nimero de embridides

por 100 anteras(NE/100A), para os 5 genétipos em conjunto .

TRATAMENTO %A/E NE/100A
Meio C+AgNO;==>Meio R 19,0a 151,5a
Meio C+AgNO;==>Meio R+Carvio 17,0a 144,62
Meio C========>Meio R 11,7ab 86,6 b
Meio C========>Meio R+Carvio 11,5ab 83,2 bc
Meio C+Carvio==>Meio R 89 b 64 cd
Meio C+Carvao==>Meio R+Carvio 8,7 b 622 d

! Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 14. Embridides nos estadios globular (G) e torpedo (T). Anteras inoculadas

em meio C + 0,05 uM de cinetina + 0,05 uM de 2,4-D + 5 mg/L de AgNO;

A transferéncia dos embridides para o meio R + 9,3 uM de cinetina também
nado teve qualquer influéncia na regeneragdo de plantulas, permanecendo o0s
embridides de todos 0s gendtipos, nos mesmos estadios quando na transferéncia, até
a completa necrose dos mesmos, que ocorreu ao longo de 60 dias apds. Talvez isto se
deva ao fato do meio de regeneragdo ndo ser adequado para o processo de
maturagdo destes genotipos. Estes resultados contrariam Dumas De Vaulx,
Chambonnet e Pochard (1981), que verificaram que embrides transferidos para o meio
R com 9,3 uM de cinetina tiveram alta frequéncia de regeneragéo de plantas..

Com relagé@o aos gendtipos verifica-se na figura 15 que ocorreram diferengas
significativas para a porcentagem de anteras com embridides, sendo o gendtipo mais

responsivo o PIX22C#31 x linha 004, isto considerando dados de todos os

tratamentos em conjunto.
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Para o nimero de embridides por 100 anteras obteve-se interagdo dos
tratamentos com os genétipos, sendo que a presengca de AgNO; no meio C,
independente do carvdo ativado estar presente no meio R, promoveu diferentes
respostas de acordo com o genoétipo; sendo o Fy (PIX22C#31 x Linha 004) foi
significativamente superior que os demais, seguido de PIX21C04#4 x linha 004 e
PIX22C#21 x lkeda. O pior gendtipo foi PIX21C15#45 x lkeda (Tabela 12). Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Ockendon e McClenaghan (1993) que
verificaram no cultivo in vitro de anteras de couve-de-bruxelas, que o mais importante
foi a interacdo entre o gendtipo e a composicdo do meio, e em fungdo disto
recomendam o uso de pelo menos dois meios, um com a presenga e outro sem AgNO;,

bem como sugerem outras alteragdes do meio.
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FIGURA 15. Porcentagem de anteras com embridides dos genétipos avaliados,
considerando dados dos tramentos em conjunto. PIX21C12#35 x
Agronémico 8,(H01); PIX21C04#04 x 004 (H02); PIX22C#31 x linha 004
(HO3); PIX21C15#45 x Ikeda (H04) e PIX22C#21 x lkeda (HO5). Médias
seguidas de mesma letra néo diferem pelo teste de Tukey (5%).
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TABELA 12. NUumero de embridides por 100 anteras, inoculadas em meio C
adicionado de 5 mg/L de AgNO; e transferidas para meio R com ou

sem carvao ativado, para os diferentes genoétipos estudados '

Genétipo Meio C+AgNO; =>Meio R Meio C+AgNOQO; => Meio R+Carvao
PIX22Ci#31 x linha 004 306,3a 302,8 a

PIX21C04#4 x linha 004 2232 b 190,5 b

PIX22C#21 x lkeda 1159 c¢ 118,0 ¢
PIX21C12#35 x AG. 08 103,1 cd 94,1 cd
PIX21C15#45 x Ikeda 669 d 699 d

' Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os tratamentos sem a presenga de AgNO; no meio C, idependente da
presengé de carv&o no meio R, ndo houve diferenca significativa entre os gendtipos. Os
valores encontrados para nimero de embridides por 100 anteras nos genétipos mais
responsivos, estdo numa mesma faixa que o verificado por Nervo et al. (1994), para trés

genotipos também considerados mais responsivos.

5.4.2 INFLUENCIA DO ACIDO ACETILSALICILICO (AAS) NA INDUGAO DE
EMBRIOES

A porcentagem de anteras com embriides, o nimero de embridides por 100

anteras e a porcentagem de anteras necrosadas, foram influenciados significativamente

pelas doses de AAS, bem como houve diferenca significativa entre os genodtipos para as
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duas primeiras caracteristicas, e s6 houve interagio entre genétipos com os niveis de
AAS para o nimero de embridides por 100 anteras. O alto valor observado do C.V.
(74,3%) para porcentagem de anteras necrosadas, pode ser devido ao fato de que
existiam placas com nenhuma ou poucas anteras necrosadas, enquanto outra possuia
alta porcentagem, caracterizando uma grande variagio em parcelas de um mesmo
tratamento (Tabela 13).

Para a porcentagem de anteras com embridides, verificou-se respostas
distintas entre os gendtipos, considerando os dados de doses de AAS em conjunto, com
destaque para os materiais PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x lkeda, com 20,4 e
19,9%, respetivamente (Figura 16).

No que diz respeito ao nimero de embridides por 100 anteras, também
ocorreram diferentes respostas para genétipos de acordo com os niveis de AAS, sendo
os mais responsivos PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x lkeda (Figura 17). O mesmo
verificou-se para oos demais materiais. O F, (PIX21C15#45 x lkeda) foi o de piores
respostas, indepedente dos niveis de AAS. Os gendtipos PIX21C12#35 x Agrondmico 8
e PIX22C#21 x lkeda, tiveram comportamento intermediario, e as suas melhores

respostas deram-se com 88,8 uM de AAS.
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TABELA 13. Resumo das analises de variancia para porcentagem de anteras com

embridides (%AE), nimero de embridides por 100 anteras (EMB/100A) e

porcentagem de anteras necrosadas (AN),

da combinagcdo de

concentragdes do Acido acetilsalicilico com os diferentes genétipos.

F.V. G. L Quadrados Médios

%AE EMB/100A"" %AN
AAS 4 220,4725** 20,7057** 2.651,2905**
Gendtipo 4 293,6635™ 41,5789** 377,4273
AAS x Genétipo 16 47,2304 2,8495* 59,1893
Blocos 3 48,3524 6,8739* 250,8419
C.V. (%) 44 4 12,2 74,3

(1) - Dados transformados para Raiz (X);

- Significativo ao nivel de 5% pelo teste F:

** - Significativo ao nivel de 1% pelo teste F.



90

25
£
g 2T
O
2 5t
o]
£
[
E 10}
Qo
[0)] 5 |
g
0

Hibridos

FIGURA 16. Porcentagem de anteras com embridides dos genétipos avaliados,
considerando dados das concentragbes de AAS em conjunto .
PIX21C12#35 x Agrondmico 8,(H01); PIX21C04#04 x 004 (HO2);
PIX22C#31 x linha 004 (HO3); PIX21C15#45 x |keda (H04) e PIX22C#21
x lkeda (H05). Médias seguidas de mesma letra néo diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para porcentagem de anteras com embridides, considerando dados dos
genotipos em conjunto (Figura 18), verificou-se o aumento deste parametro com
comportamento semelhante ao nimero de embridides por 100 anteras, sendo entdo a
melhor resposta na concentracdo de 88,9 uM de AAS. Resultado semelhante é citado
por Herman (1991) em que tanto o AS quanto o AAS em forma de aspirina, estimularam
a embriogénese em suspensdo de células de cenoura, numa faixa de concentragio de
10 & 100 uM, e ndo causaram qualquer prejuizo no crescimento e sobrevivéncia das

células, bem como n&o afetaram o pH do meio. Os autores citam que houve uma direta
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relacdo entre a concentragdo de aspirina ou AS no meio de cultura e o estimulo da
embriogénese com a inibigdo do etileno

O mesmo foi observado por Leslie e Romani (1986) sendo que AS e AAS
adicionados ao meio MS junto com ACC, CuCl, ou AlA, levaram a um decréscimo na
producéo de etileno em suspensdo de células de péra; segundo os autores, esta agdo

do AS parece ser devido a presencga de um derivado acetoxi deste acido.
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FIGURA 17. Efeito de concentragdes de AAS no niimero de embridides por 100 anteras
dos diferentes gendtipos. PIX21C12#35 x Agrondémico 8,(H01);
PIX21C04#04 x 004 (H02); PIX22C#31 x linha 004 (HO3); PIX21C15#45 x

Ikeda (H04) e PIX22C#21 x Ikeda (HO5).
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FIGURA 18. Efeito de concentragdes de AAS na porcentagem de anteras com

embridides, com dados dos genétipos em conjunto. .

Para o presente experimento & medida em que se aumentou o nivel de AAS
verificou-se um crescente aumento na porcentagem de anteras necrosadas (Figura 19).
Em alguns tratamentos a necrose se deu em praticamente toda a placa (Figura 20). Isto

pode ter ocorrido em fung&o de um possivel efeito téxico do AAS.
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FIGURA 19. Efeito da concentracdo do AAS na porcentagem de anteras necrosadas,

considerando dados dos genodtipos em conjunto.

FIGURA 20. Anteras necrosadas em meio C acrescido de 355,2 uM de AAS.
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Os embridides obtidos estavam nos estadios globular e torpedo e mesmo
quando transferidos para o meio R + 9,3 uM de cinetina, ndo se desenvolveram,
permanecendo nos mesmos estadios até a completa necrose que ocorreu ao longo de
60 dias apds. Novamente, como no experimento anterior, pode-se inferir que este meio
n&o foi adequado & maturagéo dos embridides. Estes resultados contrariam Dumas De
Vaulx, Chambonnet e Pochard (1981), que verificaram para outros genétipos, que
embriSes transferidos para o meio R com 9,3 uM de cinetina tiveram alta frequéncia de

regeneracao de plantas.

5.4.3 EFEITO DO ETILENO EM COMBINACAO COM TDZ, AgNO; E ACIDO
SALICILICO

A porcentagem de anteras com embridides e o numero de embridides por 100

anteras foram influenciados significativamente pelos tratamentos com diferentes

componentes (TDZ, AgNO3 e AAS) e pelo tempo de permanéncia das anteras nestes
meios junto com ETHREL®, mas s6 houve interag&o entre o tempo e o meio para a

primeira caracteristica (Tabela 14). Ao contrario dos demais experimentos, ndo ocorreu

efeito significativo dos genétipos para estas caracteristicas avaliadas, o que pode estar
relacionado com a exposi¢io dos meios ao ETHREL®, que aproximou as respostas dos

diferentes gendtipos. Em alguns experimentos com cultura de anteras de pimentéo
também n&o ocorreram diferencas entre genétipos, como nos trabalhos de Sibi, Dumas
de Vaulx, Chambonnet (1979) e Dumas de Vaulx, Chambonnet e Sibi (1981), sendo que
nestes casos a provavel explicagéo para a ndo diferenga entre gendtipos, foi que todos

estes eram altamente responsivos.
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TABELA 14. Resumo das analises de variancia para porcentagem de anteras com
embridides (%AE), nimero de embridides por 100 anteras (EMB/100A), da
combinagéo de meios com TDZ, AgNO; e AAS, com tempos de exposicdo

ao ETHREL®, para os diferentes genotipos.

F.V. G. L Quadrados Médios
%AE"" EMB/100A'

Meio de cultura 2 2.169,1632** 111,3476*
Gendtipo 4 145,3919 4,7122
Meio de cultura x Genétipo 8 121,6891 3,4768
Residuo (a) 45 194,0321 29,0053
Tempol/Etrel 4 940,4264** 470,4888**
Meio de cultura x Tempo/Etrel 8 295,3642* 8,8267
Genétipo x Tempol/Etrel 16 35,6333 1,5281
Meio x Gen. x Tempo/Etrel 32 39,4324 1,5807
Residuq (b) 180 122,7023 17,3803
C.V. (a) (%) 22,9 19,7
C.V. (b) (%) 40,8 34,2

(1) - Dados transformados Arco seno da raiz (X/1 00)
(2) - Dados transformados para Raiz (X+0,5);

* - Significativo ao nivel de 5% pelo teste F:

** - Significativo ao nivel de 1% pelo teste F.

Com relagdo a porcentagem de anteras com embridides, na interagdo entre a
composicéo do meio de cultura com o tempo em exposicio ao ETHREL® (Tabela 15),

verifica-se que de maneira geral o tempo de 4 dias foi o mais favoravel para o meio

contendo AAS, enquanto para os meios com TDZ ou AgNO;, 0 melhor tempo foi o de 2



96

dias. As maiores indug8es de anteras ocorreram nos meios com TDZ e AgNO;_ O AAS
apresentou as menores percentagens de anteras com embridides.

O fato dos periodos de 2 e 4 dias terem sido genericamente os melhores, de
certa forma concorda com o verificado por Nissen (1994), em suspensio de células de
cenoura, onde altas concentragbes do ethefhon foram prejudiciais & embriogénese, pois

considerando que no presente experimento, o recipiente estava ermeticamente fechado,
quanto maior o tempo das anteras com o ETHREL®, maior é a tendéncia de aumentar a

concentragéo de etileno no ambiente que continha as anteras.

TABELA 15. Porcentagem de anteras com embridides, em diferentes meios de inducdo

combinados com tempo de permanéncia com ETHREL®, considerando

dados dos genétipos em conjunto.

Tempo em exposigdo ao ETHREL®

Meios (dias)
de.
indugdo 0 2 4 6 8
TDZ 23,0 Ab 38,8 Aa 30,3 Aab 22,0 Ab 21,6 Ab
AgNO; 14,6 ABb 33,7 Aa 25,4 Aab 15,0 ABb 24,6 Ab
AAS 11,9Bb 10,9 Bb 23,9 Aa 16,9 Bb 17,6 Ab

1 - As médias seguidas de mesma letra (Mailisculas para meios e mindsculas para o

tempo com ETHREL®) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

O TDZ também promoveu novamente, como nos experimentos anteriores,

uma maior indugdo de calos. A indugio de calos foi crescente a medida em que se
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aumentou a exposi¢ao das anteras em ETHREL®, indo de 13,1 2 25,1%, em O e 8 dias,

respectivamente (Figura 21). Esta Uitima verificagdo pode estar relacionada com o
aumento da atividade citocininica do TDZ pela presenca do etileno, ja que segundo Mok
e Mok (1985), este pode levar a produgio de etileno o que é caracteristico das
citocininas, e assim o etileno estaria funcionando como um estimulador da divisdo ,
formando os calos. Outro fato que reforga esta consideragio é que também houve um
aumento na porcentagem de anteras necrosadas no meio com TDZ , conforme o

aumento no periodo de exposigao ao ETHREL® (Figura 22) e consequente acumulo de

etileno, pois conforme Auboiron, Carron e Michaux Ferriere (1990) durante o
desenvolvimento do calos ja ocorre liberagdo de etileno devido a respiragdo e a

atividade mitética, levando a degeneragdo que libera mais etileno, que somado ao
etileno liberado no recipiente pelo ETHREL®, teria aumentado a taxa de necrose das

anteras.

'As maiores taxas de necrose ocorreram no meio com AAS e também foram
crescentes com o incremento do periodo em ETHREL®, principalmente com 6 e 8 dias

(Figura 22).
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Considerando que a necrose no meio com AAS, também seja em fungdo do

etileno, estes resultados de certa forma reforgcam o constatado por Herman (1991) em
que tanto o AS quanto o AAS em forma de aspirina, estimularam a embriogénese em

suspenséo de células de cenoura numa faixa de 10 a 100 pM, o que inclui a

concentragéo usada no tratamento em questio (88,9 uM). Verificaram que ndo houve
qualquer prejuizo no crescimento e sobrevivéncia das células, e ainda, houve uma direta
relacdo entre a concentracéio de AS e AAS e o estimulo 4 embriogénese com a inibigio
do etileno. Portanto pode-se inferir que o AAS na concentragéo de 88,9 uM, nado foi
suficiente para inibir o efeito do etileno, aumentando a necrose a medida em que este
era mais presente no ambiente devido ao aumento do tempo de exposi¢cao ao ethefhon.
Com relagéo ao nimero de embridides por 100 anteras, verificou-se que o
TDZ também se destacou (Figura 23), mas ndo diferindo significativamente do meio

acrescido de AgNO3, tendo respectivamente 170,7 e 155,5 embridides, considerando os
genotipos e os tempos de exposicdo ao ETHREL® em conjunto. Estes valores sio

préximos aos encontrados por Nervo et al. (1994) em anteras do genétipo PM 687 x
Yolo Wonder, também inoculadas em meio C adicionado de AgNOs.Este gendtipo é
considerado altamente responsivo, tendo sido usado como controle neste trabalho
citado.

Considerando dados em conjunto dos meios e genétipos, o tempo de 4 dias
foi significativamente mais favoravel para o numero de embriides por 100 anteras,

tendo em média 271,8 embridides (Figura 24)
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FIGURA 23. Nuimero de embridides por 100 anteras, em diferentes meios de indug3o,
considerando dados de tempo de permanéncia com ETHREL® e gendtipos

em conjunto. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (5%).
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FIGURA 24. Nimero de embribides por 100 anteras, em diferentes tempos de
permanéncia com ETHREL®, considerando dados de genétipos e meio

de indugdo em conjunto. Médias seguidas de mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Apesar dos tempos de 2 e 4 dias terem sido genericamente os melhores para
a indugéo das anteras, e terem promovido os maiores nimeros de embridides , ndo
foram os mais eficientes quando na regeneragio dos embries em plantulas, e sim o
periodo de 8 dias (Tabela 16). Verificou-se também que somente anteras provenientes
do meio de indug&o C adicionado de 5 mg/L de AgNOs, regeneraram plantulas, e ainda
constatou-se interagéo com o gendtipo , sendo os mais responsivos PIX22C#31 x linha
004 e PIX22C#21 x lkeda (Tabela 16). O PIX21C12#35 x Agronémico 8: ndo regenerou
qualquer plantula permanecendo os embribides nos estadios globular e torpedo, até a
completa necrose ao longo de 60 dias, mesmo quando transferidos para o meio R

acrescido de 9,3 uM de cinetina, assim como ocorreu nos experimentos anteriores.Os

embridides dos outros genétipos, quando foram transferidos para o meio R + 9,3 uM de

cinetina, também nao regeneraram em plantulas.
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TABELA 16. Frequéncia de plantas do genétipos cultivados em meio C adicionado de 5

mg/L de AgNO;, em diferentes tempos de permanéncia com ETHREL®.

Gendétipo Tempolethrel®  N°totalde  N°de plantulas % pléntulas
(dias) anteras
inoculadas

PIX21C04#04 x 004 4 80 1 1.1
6 84 2 24

8 81 2 2.5

PIX22C#31 x 004 4 89 3 3.4
6 85 1 1.2
8 93 12 12.9

PIX21C15#45 x Ikeda 8 83 2 24
PIX22C#21 x lkeda 4 86 3 3.5
6 88 1 1.1

8 85 4 4.7

Total 864 31 3.6

As primeiras estruturas de desenvolvimento dos embrides em plantulas,
comecaram a surgir a partir de 50 dias ap6s a inoculagdo, sendo que aproximadamente
aos 70 dias (Figura 25), foram transferidas para o meio R sem reguladores de

crescimento. Ocorreu o desenvolvimento de mais de uma planta em alguns tubos,
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sendo as plantas individualizadas posteriormente a esta constatagdo. As plantulas

atingiram o ponto de aclimatagdo por volta de 100 dias pos-inoculagéo das anteras

(Figura 26).

FIGURA 25. Estruturas de desenvolvimento dos embrides em plantulas. Anteras

inoculadas em meio de indugéo C + 0,05 uM de cinetina + 0,05 uM de
24-D + 5mg/L de AgNO; e tempo de 8 dias em ambiente com
ETHREL®.

FIGURA 26. Plantula hapléide em estagio de desenvolvimento propicio a aclimatacéo.
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FIGURA 27. Planta hapldide em processo de aclimatagédo com cdmara umida.

Algumas plantas ndo completaram o desenvolvimento in vitro, morrendo

antes de estarem aptas para aclimatagéo, ja outras morreram ainda na aclimatagao.

5.4.4 VERIFICAGAO DO NiVEL DE PLOIDIA DAS PLANTULAS

A verificagéo da ploidia das primeiras plantulas regeneradas, foi realizada em
raizes retiradas quando estas ainda encontravam-se in vitro, essa foi uma pratica
vantajosa no sentido de que teve-se mais uma oportunidade de se retirar pontas de
raizes quando da aclimatagdo daquelas plantulas onde nao se obteve sucesso
anteriormente, na contagem do numero de cromossomos. Das plantulas analisadas
houve a constatagdo de plantulas hapldides e dipldides (Figura 28). Considerando que
a regeneracéo foi direta, sem passar por calos, supde-se que as plantulas diploides
obtidas sejam provenientes dos microsporos, portanto deve ter ocorrido uma
diploidizag&o in vitro, o que é. desejavel do ponto de vista pratico, pois 0 emprego da
colchicina tende a ser uma etapa longa e algumas vezes surgimento de dipldides €

aleatoria.
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Haploide Diploide

FIGURA 28. Células de ponta de raiz de plantulas regeneradas a partir de anteras do

F1(PIX22C#31 x 004). Planta haploide (n=12) e dipldide (n=24).

Das plantulas em que se retirou pontas de raizes somente na aclimatagéo e
nao se conseguiu metafases mitdticas, foi feita uma nova coleta quando no
transplantio definitivo para vasos; contudo, esta pratica ndo & aconselhavel pois o
transplantio foi feito com raiz nua o que causou estresse as plantas tendo-se inclusive
a perda de algumas delas. Outra desvantagem de se fazer a coleta nesta fase é que
as raizes ja encontravam-se bastante diferenciadas e portanto lignificadas, o que
dificulta a obtengéo de células em divisao.

Outras opgdes de se verificar a ploidia de plantas androgenéticas é a

contagem de estématos ou cloroplastos, o que foi usado com sucesso por Nervo et al.



106

(1994), e ainda, a verificagdo da frutificagio da planta, ja que plantas hapléides tendem
a nao formagéo de frutos.

Apds as anélises citologicas constataram-se 3 Plantulas hapléides e 1 dipléide
a partir do genétipo PIX22C#31 x Linha 004, 1 plantula haploide a partir PIX21C15#45 x
lkeda e 1 hapldide e um dipléide a partir de PIX22C#21 x Ikeda.

As taxas de regenerag&o foram em geral superiores as alcangadas por George
e Narayanaswamy (1973) e Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet (1979); sédo
semelhantes as obtidas por Dumas de Vaulx, Chambonnet e Sibi (1981) e inferiores as
dos trabalhos de Dumas de Vaulx, Chambonnet e Pochard (1981) e Nervo et al. (1994).
Vale lembrar que todos estes estudos foram realizados com outros genoétipos de
pimentao.

Os resultados assemelham-se com o que ocorreu no trabalho de Nervo et al.
(1994), no qual alcangaram altas frequéncias de embridides mas com baixas taxas de
conversdo em relagéo ao nimero de embridides; os autores afirmam que este é o ponto
de estrahgulamento da técnica, e sugere maiores estudos de fatores que possam estar
relacionados com tal situagdo. Em funcdo desta dltima consideraggo e de acordo com
os resultados do presente experimento pode-se inferir seguramente que a taxa de
converséo em plantas esta diretamente ligada & produgZo efou inibico do etileno,
tornando-se cada vez mais importante elucidar o real papel deste gas no controle néo s6

da embricgénese, mas principalmente na fase de maturagéo dos embrides obtidos.

5.4.5 CARACTERIZAGAO HISTOLOGICA DA EMBRIOGENESE NAS ANTERAS.
Com 8 dias de inoculag3o a antera do F, (PIX22C#31 x Linha 004) ainda

ndo apresentava setor embriogénico definido, estando os micrésporos dispersos,
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aparentemente sem diviséo (Figura 29a). Mas segundo Reynolds (1990) a indugdo &
embriogénese inicia-se ja a partir de 6 horas ap6s a inoculagéo, contudo esta verificagio
s6 foi possivel com microscopia eletronica.

No entanto aos 12 dias de inoculagéo verificou-se aumento no tamanho da
antera e surgiram regiées de intensa divisdo celular (Figura 29b), sendo as células de
pequeno tamanho e fortemente unidas. Segundo KiKuchi et al. (1995) sdo
caracteristicas de células embriogénicas, tendo ainda, citoplasma denso, vactolo
pequeno, grande nucleo e nucléolo e alto acumulo de amido (Reynolds, 1990).
Constatagéio semelhante foi feita por Bohanec, Neskovic e Vujicic (1993) em anteras de
Fagopyrum esculentum Moench, com 15 dias de inoculagdo, mas estes autores
concluem que € dificil afirmar com certeza que a regido em divisdo é composta de
células provenientes dos micrésporos ou da camada intena da parede da antera.

Com 19 dias de inoculaggo das anteras ou 7 dias no meio R, as anteras
apresentaram a formagéo de elementos traqueais e envolta destes ocorreu grande
numero ‘de células pequenas com citoplasma denso (Figura 30a). A presenga dos
elementos traqueais indica que estava ocorrendo diferenciagcdo celular para posterior
formagéo de xilema. N3o se percebe mais a presenca dos microsporos o que pode levar
a crer que as regides em divisdo s&o originarias destes. Este fato também suporta que
as plantas dipldides ocorridas no dltimo experimento com ethephon, provavelmente
tenham sido originadas a partir do micrésporos e portanto ocorreu a diploidizacgo in
vitro.

Aos 27 dias verificou-se maior nimero de elementos traqueais. Proximo
aos elementos traqueais permaneceu uma regido de intensa divisio e pode-se

verificacér é a presencga de células maiores e de cor avermelhada (Figura 30b), o que
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indica a sintese de celulose, caracteristico de células diferenciadas e nao mais
meristematicas. Com 32 dias a formagdo de regides com elementos traqueais
intensificou-se e tornaram-se mais bem definidos (Figura 30c), caracterizando um

estagio mais avangado de diferenciagéo celular.

FIGURA 29. Cortes histoldgicos de anteras em diferentes periodos de inoculagéo:
A) 8 dias (A.T. 292 x); B) 12 dias (A.T. 146 x, seta=regido de divisdo

celular),
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FIGURA 30. Cortes histologicos de anteras em diferentes periodos de inoculago:
A) 19 dias (A.T. 292 x); B) 27 dias (A.T. 146 x); C) 32 dias (A.T. 584 x)

(setas=elementos traqueais).
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5.6 CONCLUSOES

O AgNO; a 5 mg/L no meio C, favoreceu a indugdo das anteras, com
relagéo ao numero de embridides por 100 anteras.

O carvéo ativado no meio C prejudicou a indugdio da embriogénese
somatica, e quando no meio R, ndo promoveu qualquer regeneracdo de plantulas,
permanecendo os embridides nos estadios globular e torpedo.

O acido acetilsalicilico promoveu maior indugéo de anteras e maior nimero
de embridides, principalmente & 88,9 uM, mas em concentragdes mais altas de AAS
promoveram maoires porcentagens de anteras necrosadas.

Os genétipos mais responsivos foram PIX22C#31 x linha 004, PIX21C04#4
x linha 004 e PIX22C#21 x lkeda. O pior gendtipo foi PIX21C15#45 x Ikeda. Mas nio
houve qualquer regeneragdo em plantas mesmo no meios com AgNO3; ou AAS,
permanecendo os embridides nos estadios globular e torpedo.

| No experimento com ethephon, para a porcentagem de anteras com

embridides e numero de embridides por 100 anteras, os tempos de 2 e 4 dias em
exposicao ao ETHREL® foi o mais favoravel e as maiores indugdes de anteras
ocorreram nos meios com TDZ e AgNO; O TDZ também promoveu uma maior indugdo

de calos embriogénicos, sendo crescente com o aumento do periodo com ethefhon e as

maiores taxas de necrose ocorreram no meio com AAS e também foram crescentes com
o incremento do periodo em ETHREL®. principalmente com 6 e 8 dias.

Somente anteras provenientes do meio de indugéo C adicionado de 5 mg/L
de AgNO;, regeneraram pléntulas, principalmente com 8 dias em ethefhon, sendo os

gendtipos mais androgenéticos o PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x lkeda. As
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plantulas eram na maioria hapldides e algumas diplides. A andlise histologica da
indugdo e desenvolvimento dos embridides mostrou que com 12 dias de inoculagéo a
antera apresentava setor embriogénico definido e a partir de 19 dias as anteras

apresentavam a formag&o de elementos traqueais indicando a diferenciagéo celular.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os microsporos em estadio de desenvolvimento uninucleado, adequado para
obtencdo de hapléides via cultura de anteras ocorreram para todos os genétipos, em
botSes florais cujas pétalas e sépalas tinham comprimentos aproximadamente iguais.

De maneira geral ndo houve diferenga na indugdo das anteras para o periodo
entre a 6° e 12° semana pos-transplantio, ocorrendo respostas diferenciadas entre os
genoétipos, sendo a linha 004 a mais responsiva.

O Thidiazuron na concentragéo de 4,5 uM combinado com 8 dias a 35°C, no
escuro, promoveu melhor indugéo e formagdo de embridides, bem como a formag&o de
calos embriogénicos. Houve respostas diferenciadas conforme os genétipos, mas nao
houve regeneracgo de plantulas, permanecendo os embridides nos estadios globular e
torpedo.

O TDZ em combinag&o com o meio MS foi pouco eficiente na regeneracao de
plantulas, necessitando de maiores estudos com este regulador presente em meio para
maturagao.

O AgNO; a 5 mg/L no meio, favoreceu a indugdo das anteras, com relagdo ao
numero de embridides por 100 anteras. O carvéo ativado prejudicou este parametro, e
quando no meio de regeneragdo, néo promoveu qualquer desenvolvimento em plantulas,

permanecendo os embridides nos estadios globular e torpedo.
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O AAS promoveu maior indugéo de anteras e maior nimero de embridides,
principalmente a 88,8 pM. Mas em concentragdes mais altas, 0 AAS promoveu maiores
porcentagens de anteras necrosadas. Nao houve qualquer regeneragdo em plantulas,
permanecendo os embridides nos estadios globular e torpedo.

Na relagéo do etileno com componentes do meio, verificou-se que o tempo de
4 dias em exposi¢do ao Ethrel foi 0 mais favoravel e as maiores indugdes de anteras
ocorreram nos meios com TDZ e AgNO3 O TDZ promoveu uma maior indugdo de calos
sendo crescente com o aumento do periodo com ethefhon. As maiores taxas de necrose
ocorreram no meio com AAS e também foram crescentes com o incremento do periodo
em Ethrel, principalmente com 6 e 8 dias.

Somente anteras provenientes do meio de indugdo C adicionado de 5 mg/L de
AgNO;, regeneraram plantulas, sendo os genotipos mais responsivos para esta
caracteristica o PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x lkeda. As pléntulas obtidas foram
na maioria hapléides e algumas dipldides. A verificagdo histolégica da indugdo e
desenvolvimento dos embridides constatou que aos 12 dias as anteraa apresentavam
setores embriogénicos definidos e a partir de 19 dias apresentavam a formaggo de
elementos traqueais indicando a diferenciag&o celular para posterior formagéo de xilema.

Os resultados de maneira geral mostraram que para os genotipos estudados,
ocorreram altas taxas de indugéo de embridides, mas com nenhuma ou baixas taxas de
conversao em plantas, sendo portanto este o ponto de estrangulamento da técnica, o que
sugere maiores estudos de fatores que possam estar relacionados com tal situagéo,
principaimente no que diz respeito a produc@o e/ou inibigdo do etileno, tornando-se cada
vez mais importante elucidar o real papel deste gas no controle ndo s6 no da

embriogénese, mas principalmente na fase de maturagdo dos embrides obtidos.





