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INTRODUGAO GERAL



CAPITULO I - INTRODUGAO GERAL

0
O piment&o e as pimentas, planta da familia das

solanédceas e do género Capsicum, tem sua origem na América .
Central e México. Se tem noticia, através de estudos
arqueolégicos, de sua domésticac#o desde 1700 a.C.. A egpécle
maia cunltivada & a  Capairnm anmmm 1.. aue hoie estd difundida
/OUTRA- | pEped) 57 5 i

por todo mundec! E uma planta de clima tropical ou subtropical
cujo crescimento e desenvolvimento é afetado por alteraces
climédticas: o frio retarda o crescimento' e o calor em excesso
causa abortamento e queda de floresff(

Os frutos do piment@o, s80 consumidos na forma
imatura ou madura podendo ainda ger utilizados na indastria’
alimenticig ou na producdo de pigmentos (corantes).

Hpina India, México e Turquia s8c utilizados na
alimentac8o bésica. No Brasil, apresenta-se como uma das dez
mais importantes hortalicas do mercado hortigranjeiro.
Destacam-se como maiores produtores os estados do Rio de
Janeiro e S#&o Paulo.

=\ A espécie Capsicum annuum é predominantemente
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autégama, mas possui uma taxa de rolinizac80 cruzada
(alogamia), que pode atingir até 36% e ror isso, ¢é considerado
uma planta do grupo intermedidrio.

MIRANDA (1987), constatou, em hibridos Fi entre
cultivares . ndo aparentadas, heterose rara produtividade,
precocidade e para média de peso de fruto, concluindo assim,
que o8 hibridos Fi de piment&o podem ser explorados
economicamente. A producdo de sementes Fi, em piment&o, poasui
alguns fatores que a dificultam: a emasculacso das flores do
parental feminino é feita manualmente bem como, a polinizacdo
feita em seguida; flores assim polinizadas em geral necessitam
ser marcadas (com um segmento de fio de 1& ou similar) e os
frutos colhidos separadamente dos eventuais frutos de
polinizagfBio aberta. Todo esse processo gera a necessidade de
méo—-de-obra especializada.

Como uma alternativa para minimizar egtas
dificuldades o uso da macho esterilidade é de grande valia. MNo
género Capsicum a macho esterilidade & do tipo genético
nuclear, determinada por um alelo recessivo (msms). Este tipo
de macho esterilidade provoca algumas dificuldadee de aplicacéo
na producéo comercial de hibridos Fi, poie o macho estéril 86
pode ser mentido sexuadamente através Ao  oruzamcnto com  Sua
contrapartida fértil heterozigota o que resulta em apenas 50%
de plantas macho estéreis. Outro agravante &€ que nesta cultura
ndo se tem genes marcadores de sementeg ou de "geedlings" para

identificar a macho esterilidade provocando assim, a



4
necessidade do exame & nivel de campo em cada uma das plantas,
efetuando-se a eliminac@o de 50% delas que seriam férteis. A
identificacs@o da macho esterilidade 86 pode ser feita com o
surgimento das primeiras flores onde, se identifica o macho
esteril através dea auséncia de pdlen. Essas dificuldades acabam
por limitar o uso deste processo de obtenc8o de hibridos Fi, e
de fato, a maioria dos hibridos comercializados no mundo n3o
utiliza o processo de macho esterilidade na sua obtencéo.

Apesar destas dificuldades, o8 hibridos Fi de
pimentdo Jj& s&@o wuma realidade no mercado, apesar do elevado
preco das sementes, ém virtude da uniformidade e produtividade
em geral assocliados aos hibridos Fi. |

Com intuito de otimizar ainda mais a producdo
comercial de sementes Fi, seria importante, o desenvolvimento
de técnicas alternativas para propagacHo vegetativa das linhas
macho estéreis o que permitira obter lotes de plantas 100%
macho estéreis, dispensando o "rouguing"” e viabilizando a
utilizac®%o da macho esterilidade nesta producBio de sementes
hibridas.

Una das opgdes para propagacsio vegetativa € a
micropropagacfo através da cultura de tecidos onde o sucesso
demanda vencer algumas etapas:

a) determinacao do tipo de explante e
estabelecimento dos explantes primérios em meio de cultura.

b) adequac&o do meio 6timo de cultivo bem como as

condi¢cBes para se obter altas taxas de multiplicacgéo.
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¢) indug8io de raizes, crescimento e aclimatacBo dos
propédgulos e apbés, a transferéncia para o solo,

A eficiéncia do processo de propagac8o vegetativa
pode aumentar também com o estabelecimento das técnicas de
propagacdo vegetativa "in vivo" (estaquia), que possam aumentar
a taxa de multiplicacd@o das plantas oriundas da micropropagac8o
"in vitro". I

Este trabalho teve como objetivo identificar
técnicas "in vitro" e "in vivo" da rropvagaclio vegetativa de
pimentfo, com finalidade 1ltima de viabilizar a manutenc8o de
clones macho estéreis utilizados na rroducdo de sementes

hibridas nesta cultura.



CAPITULD 11

FRE-T

ATAMENTO DE SENMENTES DE FINENTHNG
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CAPITULO II - PRE-TRATAMENTO DE SEMENTES DE PIMENTAO
PARA UNIFORMIDADE DA GERMIMACAO
“IN VITRO"

RESUMO - Utilizando sementes bédsicas de pimentdo (Capsilcum
annuun L. cv Agrondmico 8) foram testados quatro pré-
tratamentos de sementes na tentativa de aumentar a uniformidade
de germinac@o "in vitro". Os tratamentos foram: imersfo em Hz0;
AIA (40 mg/L); KNOz (20 mg/L) e AIA (40 mg/L) + KNOa (20 mg/L),
todos por 20 horas e comparados com um controle (sementes nfo
tratadas). Os quatro pré-tratamentos foram superiores 80
contrdle e iguais entre si. Por ser mais barato e apresentar
bons resultados indica-se a imers3o em Hz0 por 20 horas para se.

obter maior uniformidade na germinagdo "in vitro".

2.1. REFERENCIAL TEORICO

A germinacBlo de geementes "in vitro" tem sido muito
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estudada e segundo BRADFORD (1988) o pré-tratamento de sementes
visando maior percentagem de germinac&o, melhor desenvolvimento
vem sendo utilizadas em varias espécies vegetais, dos
"Beedlings" e sua maior uniformidade.

Em piment8o, véarios pesquisadores trabalharam com
pré-tratamento de sementes. A utilizac®o do polietilenoglicol
(PEG) & -0,8 MPa (HEYDECKER et alii, 1975) a 1,15 MPa (YAKLICK
& ORZOLER, 1977) foi indicada para um aumento na percentagem de
germinac@o. STOFFELLA et alii, (1992) mostraram que sementes de
C. annuum L. cv "Early California Wonder" quando tratadas com
PEG & 0,5 MPa germinavam, aproximadamente, dois dias mais cedo
do gue as n8o tratadas.

DESAI et alii, (1987), trabalhando com C. anmumum cv
Bharat observou, que a imersdo das sementes _por 24 horas em
solucdo de 600 ppm de cicocel (Clormequat), testadas em
condi¢les de laboratdério e campo, Ppromoveram um bom incremento
na germinagdo (95,33% e 84,87%, respectivamente). Também
obtiveram, bons resultados, quando trataram as sementes por 24
horas, com solucBio de ANA a 10 ppm obtendo respectivamente 95%
e 83% de germinac8o, respectivamente no laboratério e no campo.

Sementes né&o pré-tratadas, mnas simplesmente
desinfestadnas para inceculacfio "in vitro”, foram utilizadas em
varios trabalhos. GUNAY & RAO, (1978), trabalharam com sementes
de C. annuum L. (cvs. California Wonder e Pimento) e C.
Ifrutecens L. (hibrido Bharat), FARI & CZAKO (1981), trabalharam

com sementes de C. annuum (T. Hatwani), AGRAWAL et alii (1989),
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trabalharam com sementes de C. annuum L. cv. MATHANIA. Todos
estes autores n8o fizeram nenhum pré-tratamento com as
sementes, mas variaram apenas, os meios de cultura: meio M.S.
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com &agar, soluclo KNOP
(HEWITT, 1952), enn algodio e agua esterelizada com utilizaclo
de pontes de papel de filtro em  tubos de ensailo,
reepectivamente. Em nenhum destes trabalhos se fazem menc8o a
problemas com germinacdio.

O pré-tratamento de sementes de piment8o, com solucéo
de 3% e 2,75% de nitrato de potédssio (KNOz), mostrou um
incremento na percentagem de germinacso, (SUNDSTRCON &
EDWARDS, 1989). Estes resultados tambem foram conseguidos por
BRADFORD et alii (1990).

FARI (1987), trabalhando com sementes de C. annuun,
C. Irutescens, C. baccatum, C. chinense e C. pubscens
determinou que a imers8o das sementes por 4 a 24 horas =20b
agitac&o continua em solucéo de 40 mg/L de AIA promoveu melhor
germinacBo e também favoreceu a desinfestacéo posterior das
sementes.

Sementes de pimentdo pré-germinadas promoveram,
segundo GHATE & PHATAK, (1982), "seedlings" mais wvigorosos e

M IrIT

y [ g e e - T r\ -
ainda , segundo SCHULTHEI alii, (1888a),tambem ums maior

ck

€

)]

uniformidade na emergéncia dos "seedlings"”. Segundo SCHULTHEIS
et alii (1988b) sementes pré-germinadas também proporcionsm
antése mais precoce e mais uniforme quando comparadas com

sementes n8o tratadas. J&, STOFFELLA et alii (1992), nfo
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obtiveram resposta significativa em germinacfoc para sementes
pré—germinad&s mag observaram que os "seedlings" oriundos de
sementes pré-germinadas eram malores e mais vigorosos que os
demais.

Para determinar ‘o . melhor melo para germinac8o
SRIPICHITT et alii (1887) trabalhando com sementes de C. annuum
cv. Yatsufuea testou os meios M.S. completo, M.S. com metade da
concentracio salina, solucéo KNOP e dgua epterelizada.
Obtiveram como melhor resultado, o meio M.S. com metade da
concentracéo ealina, na fase de induc8o de brotacfes, os
explantes oriundos dos "seedlings" obtidos neste meio tiveram
melhores respostas quanto ao numero de brotos por explante.

Como o presente trabalho tem, como material inicial
para estabelecimento da cultura "in vitro", a semente, a sua
germinacdo uniforme sera uma importante etapa para o sucesso do
trabalho uma vez que a idade do cotilédone pode afetar na
induc&o de brotacgdes.

Este trabalho teve pois como objetivo determinar uma
metodologia para o pré-tratamento das sementes de pimentQO{

parae obter uma mailor percentagem e principslmente, uma malor

uniformidade da germinac&o "in vitro".
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2.2. MATERIAL E METODOS

Sementes basicas de piment8o C. annuum L. cv.
Agrondmico 8 foram usadas neste trabalho. Este "background"
genetico estd sendo usado no programa de melhoramento da ESAL
rara prcducdo de hibridoe Fi, onde entrarid na forma de uma
linhagem isogénica macho estéril.

As sementes foram submetidas aos seguintes
tratamentos: Zagua destilada, solucdo de AIA (40 mng/L), solucfo
de KNOz (20 mg/L) e solugédo de AIA (40 mg/L) + KMOzs (20 mg/L)
todos por 20 horas de imersfo e mantidos neste periodo em mesa
de agitacdo continua a 120 rpm aproximadamente; para controle,
usaram-se sementes ndo tratadas, isto é, sem imersdo. ApdHs este
veriodo, as sementes pré-tratadas e o controle, foram
deeinfestadas em dAlcool a 70% por 30 eegundos, posteriormente
em 8olucgdo de &dgua sanitéaria 30%, (1,04 de hipoclorito de
s6dio), com 5 gotas de Tween 20 por 300 mL por 20 minutos;
finalmente as sementes foram lavadas por trées vezes em A&Agua
bidestilada e autoclavada. Todo este trabalho de desinfestac&o
foi feito em célmara de fluxo laminar. Paralelamente ao pré-
tratamenio das gementes fol preparado o meic de cultura M.S.
com metade da concentracdo salina, PpPH de 5,9 antes da
autoclavagem, dgar (6,5 g/L) o qual foi colocado em tubos de
ensaio 25 por 150 mm com aproximadamente 15 mL por tubo. Os

tubos contendo o meio de cultura e tampados com tampa pléastica
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foram autoclavados a 121 = 1- °C por 20 minutos. Apés
desinfestacBo das sementes, estas foram inoculadas noe tubos,
(uma semente por tubo), e colocades no escuro para germinacfo.
0 experimento fol montado segundo o modelo de delineamento
inteiramente casuzlizado com 6 repeticdes por tratamento e nove
tubos por repeticBo. A avaliac8o fol feita ao sétimo dia tendo

sido avaliada a percentagem e uniformidade de germinac8o.

2.3. RESULTADOS

A avaliac8o deste experimento fol feita ao sétimo
dia, porém como o principal objetivo foi a uniformidade de
germinacéo, foram feitas observacdes didrias & partir do
terceiro dia. Em quase todos os tratameptoa, a maioria das
sementes germinaram do sexto para o sétimo dia.

Os resultados experimentais evidenciaram a
necesgsidade de um pré-tratamento das sementes, o que se observa
através dos QUADROS 1 e 2. Houve uma grande dlferenca entre as
sementee pré-tratadas e as n#Ho tratadas quanto a rapldez e
uniformidode do gorminag¥o, mes o Teete de Tukey, mostrada no
QUADRO 1 mostra que n8o houve diferenca significativa entre o
uso do AIA e do KNOs, sozinhoz ou combinados e a simples

embebicfio em agua.
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QUADRO Ol - Percentagens médias de germinac8o por tratamento ao
sétimo dia. As letras apresentadas junto aos valo-

res representam os resultados do Teste de Tukey a

nivel de 1%.

Tratamentos | Germinacdo (%)
Hz20 - 20 H 81,46 A
AIA (40 mg/L) - 20 H 72,22 AB
KNOa (20 mg/L) - 20 H 70,37 AB
AIA (40 mg/L ) + KNOs (20 mg/L ) - 20 H 70,37 AB
SECO (testemunha) 44,44 B

~

QUADRO 02 - Resumo da analise de variéincia para percentagens de

germinac8o "in vitro".

Causas Gl Guadrados médios
de variacé@o e planificncial
Tratamento 4 622,08 X
Resicuo 25 188,39
C.V. (%) ) 21,97

1 Dados transformades para arco seno da raiz de (x + 0,5)
% Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
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2.4. DISCUSSAO

Os resultados experimentais, confirmam o que BRADFORD
(1886), relatou, isto é, que o pré-tratamento de sementes
visando wuma maior percentagem e maior uniformidade de
germinacd@o "in vitro", se faz necessario em vdrias espécies
vegetais como é& o caso do piment8o.

O pré-tratamento osmético com solucdes salinas, tal
como (KNOs) se mostrou melhor que as sementes ndo tretadas
confirmando assim os trabalhos de BRADFORD et alii (1990) e
SUNDSTRON & EDWARDS (1989). O pré-tratamento com AIA, também sel
mastron malhor aue as  sementes nBo +tratadas. confirmando as
indicac¢des feitas por FARI (1987), que indicou este tratamento
para Capsicum, obtendo uma maior pefcentagem e uma melhor
uniformidade da germinacfo. A simples embebic&o das sementes,
também foi melhor que as sementes n8o tratadas e além disto,
n&o diferiu estatisticamente dos demais pré-tratamentos
testados neste experimento, obtendo-se uma boa percentagem de
germinacdo e uma boa uniformidade. [Estas udltimas afirmacdes,
nos levam a inferir, que a simples pré-embebicfo "per si" das
sementes deve ser maiz importante que o usoc de algumas
substéncias (reguladores de cresoimento,. gais) para uma melhor
uniformidade de germinac8o em pimentéo.

Uma outra observacio efetuada (resultados néo

relatados), fol que a utilizacio dos pré-tratamentos, auxiliou
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na desinfestacho das sementes, diminuindo bastante as

contaminac¢des, o que confirma o relatado por FARI (1987).

2.5. CONCLUSAO

Com estes resultados, &a partir deste experimento
pasga-ge a utilizar para o8 demals experimentos, o pré-
tratamento das sementes com a embebicio em &dgua por 20 horas
seguindo a metodologia descrita na secéo Material e Métodos
deste capitulo. Esta orclio fol adotada poraue este pré-
tratamento ndo diferiu dos demais pré-tratamentos avaliados,

porém ¢é mais simples e mais barato que o8 outros pré-

tratamentos.
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CAPITULO III - EFEITO DE DIFERENTES EXPLANTES NA RESPOSTA
MORFOGENETICA "IN VITRO™

RESUMO - Utilizando piment8o (Capsicum annuum L.) cv Agrondmico
8 foram testados gquanto a capacidade morifogenética trés tipos
de explantes de ‘"seedlings" epilcdétilo (com gema apical),
hipoc6tilo e cotilédone (sem o terco final do limbo) em meio de
cultura suplementado por BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0
mg/L). O cotilédone secclonado se mostrou como melhor explante
na induc8o de brotacdes bem como concentragdes de 2,0- e 4,0

mg/L de BAP.

3.1. REFERENCIAL TEORICO

A utilizecto de diferentes tipoe de explantes de
seedlings (cotilédone, epicdtilo, hipocétilo) tem-se tido
sucesso na resposta morfogenética "in vitro” com diferentes

espécies e/ou variedades boté&nicas e entre elas podemos citar:
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repolho (BAJAI & NIETSCH 1975; brécoli (HUI & ZEE 1980), alface
(DOERSHUNG & MULLER 1967; SASCKI 1974; KADKDE & O CONNOR 1976;
SIBI 1976; WEEBIT et alii, 1984), beringela (ALICCHIO et alii,
1982), abdébora C. pepo (JALASKA 1974).

SHARNA et alii (1991), trabalhando com Brassica
Juncea avaliaram vaArios segmentos de cotilédones e zuas
regspostas a regeneracfdo. Os8 explantes primiarios utilizados
foram: cotilédone intacto, peciolo cotiledonar, peciolo com
requena porc&o de limbo cotiledonar, peciolo com metade do
limbo cotiledonar, um lébulo do cotilédone, metade do limbo
cotiledonar, limbo cotiledonar sem peciclo e metade do
cotilédone cortado longitudinalmente. Determinaram neste estudo
que cotilédqne intacto, lé6bulo cotiledonar e metade do
cotilédone cortado longitudinalmente conferiram melhores
percentagens de resposta & brotacgBes, sendo aue o cotlilédone
intacto teve maior nimero de brotacdes por explante.

NAUDWANI & RAMAWAT (1992), estudando a percentagem de
regenerac8o em explantes de "seedlings" de Proposis tamarugo,
utilizaram, como explante, segmentos de hipocdtilo, 4apice de
"seedlings" com cotilédone, cotilédones mais epicdétilo sem
meristema apical e meristeﬁa apical. Concluiram, dentre outras
coisas, 4que & presenga deo cotilédone Junto com o merigtems
apical proporcionou a melhor regeneracglo.

Na maioria dos trabalhos visando a propagaclo
vegetativa de piment8o "in vitro" partiu-se de explantes de

"seedlings”, 8sendo utilizados vérios tipos de segmentos na
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tentativa de induglo de brotac8es. Explantes meristemdticos
(gema e né cotiledonar) e n&o meristemdticoe (cotilédone e
hipocétilo) foram comparados, quanto a capacidade de
regeneracéo, por PHILLIPS & HUBSTENBERGER (1985). Estes autores
concluiram, gue gquando incubados em meio suplementado com AIA e
BAP, em variae concentracdes, todos o8 tipos de explantes
produziram brotacdes, sendo que os meristematicos responderam
melhor quando incubados & temperatura de 28,5« e o8 n #o
meristemAticos a 25 o C.

SRIPICHITT et aliil, (1987), estudando €. annuum L.
cv. Yatsufusa avaliaram a capacidade de regeneracio de alguns
explantes oriundos de "seedllings": cotilédone intacto,
cotilédone sem o terco final do limbo, peciolo cotiledonar e
limbo cotiledonar sem peciolo. Concluiram entﬁo, que o melhor
destes explantes, para resposta a4 regeneracdo, quando
cultivados em meio M.S. suplementado com BAP (3 wmg/L ),- fol o
cotilédone seccionado a 1/3 do limbo. Obgservaram também, que
neste explante, as brotacdes ocorriam em inaior intensidade na
extremidade cortada do veciolo.

Em outroe estudos com o género Capsicum, GUNAY & RAO
(1978); SWAMY (1983); SUBHASH & CHRISTOPHER (1988) e AGRAWAL et
alii (1988 e 1989), trabalharam com avaliacBo de 1ndugéo de
brotacdes e tendo usado como explante o cotilédone, cbtiveram
sucesso na regenerac8o de plantas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes

explantes primadrios oriundos de ‘“seedlings”, cuanto a sua
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capacidade de regeneracd8o e proliferaclBio "in vitro".

3.2. MATERIAL E MRTODOS

As sementes basicas de pimentdo C. &anouum CcVv.
Agronémico 8 foram pré-tratadas por embebiclo em &gua por 20
horas conforme o descrito no capitulo II. Apbés a germinac&o no
escuro os tubos de ensaio foram transferidos para sala de
crescimento a 26 + 1 2C e fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/escuro). Dez dias apés esta transferéncia foram retirados
3 tipos de explantes por "seedlings': cotlilédone (seccionado a
um terco da extremidade do limbo cotiledonar), segmento do
hipocétilo com aproximadamente 1,5 cm (retirado a partir do néd
cotiledonar) e segmento de eplcdtilo com meristema apical
(retirado logo acima do nd cotiledonar). Lstes explantes foram
inoculados em ‘tubos de ensaio 25 x 150 mm conkendo
aproximadamente 15 mL de meio de cultura M.S. (com pH de 5,9
antes da autoclavagem), suplementado com é&gar (7 g/L) mals
citocinina (BAP) em varias concentragdes (0; 0,5; 1,0; 2,0;
4,0; 8,0 mg/L). 08 tubos foram mantidoo em sala de crescimento
sob as mesmas condicdes ambientais cituadas eanteriormente. O
experimento foi montado no delinecamento inteiramente
casualizado em esquema fateorial 3 x 6, perfazendo um total de

18 tratamentos com 4 repeticles cada e seis tubos por repeticdo
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(1 explante por tubo). A avaliaclic foi feita mos 45 dias tendo
como parémetros as brotacdes em cada explante, a formacBo de

cales e formac8Bo de raijizes.

3.3. RESULTADOS

A utilizacBo de diferentes tipos de explantes de
Capsicum induziram diferentes respostas wmorfogenédticasg "in
vitro"” (QUADRO 04 e FIGURA 01l e 02). Essas variacdes foram
influencliadas e diferencladas pelas diferentes concentracdes de
BAP no meio de cultura. A formacédo de calos teve um I1incremento
com o aumento da concentragfo de BAP atingindo o méximo na
concentracdo de 2,0 wg/L. A partir da qual se observou um
decréscimo na resposta morfogenética para calos em todos o8
explantes. O enralzamento fol inibido pela presenca da
citocinina no melo de cultura ocorreu nos 3 diferentes
explantes na auséncla de BAP, e no explaente apical teve um
decréscimo com o aumento da concentracfo de BAP no meio. Pode-

se observar através do QUADRO 04 e das FIGURA O1 e 02 que o
cotilédone seocionedo = 1/3 do limbho foi o melhor tipo de
explante quanto & capacidade de induc3o de brotacdes. A
resposta morfogenétics também veriou ccm a concentracfo do

regulador de crescimento, sendo que a concentrac@io de 2,0 mg/L

de BAP apresentou a maior taxa de induc®o de brotacdes. Com o
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aumento da concentracé@o de BAP houve uma inibic8o da
proliferacio dos brotos. 0O BAP revelou-se, no entanto,
necessdrio a induc8o de brotacBes, uma vez que a concentrac#o
nula deste regulador de crescimento n8o promoveu inducfo de

brotacdes em nenhum dos tipos de explantes testados.

QUADRO 03 - Resumo da andlise de variéncia pars rercentagens de

brotacdes em explantes de "“seedlings".

Caupas Gl Quadrados médios
de variac@io e significlncial
Explantes 2 1792,48 %%
BAP 5 680,54 %%
EXPLANTE x BAP 10 399,81 kX
Residuo 54 21,44
C.V. (%) 51,886

1 Dados transformados para arco seno da raiz de (x + 0,5)
¥% Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade.
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FIGURA 01 - Histograma representativo das percentagens de rep-
pogltas morfogenéticas & brotagdes, calos e envaiza-
mento utllizando diferentes explantes e cotllédo-
ne, hipocédtilo e segmento aplcsal em combinacgdes
com diferentes concentracdes de BAP no meio de cul-

tivo.
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FIGURA 02 - Representac#io fotografica da resposta morfogenética
de diferentes explantes de "seedlings” de pimenté&o
Capsicum annuum L. cv agronémico 8 & diferentes
concentracdes de BAP no meio de cultivo. A - geg-
mento apical com o desenvolvimento da gema apical,
enraizamento e calo na base. B - cotilédone sem o

terco final do limbo. C - segmento de hipocétilo.
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3.4. DISCUSSAQ

A partir dos resultadoes experimentais, fica evidente
que o8 diferentes tipos de explantes podem induzir respostas
diferenciadas quanto a formac8o de raizes, calos e brotacdes,
dependendo da concentragBo dos reguladoreé de crescimento
adicionadas aoc meilo de cultura. Estas observacdes também foram
relatadas por GUNAY & RAO (1978), trabalhando com explantes
cotiledonares e hipocétilo de trée variedades de Capsicim e por
PHILLIPS & HUBSTENBERGER (1885), que trabalhando com explantes
meristeméticos e né8o meristemdaticos de Capgicum obteve
diferentes respostas morfogenédticas utilizando AIA e BAP em
vadrias concentragBes. A resposta morfogenética vtilizando
diferentes explantes, também é obsesrvada em outras egnécles
como Proposis tamarugu (NANDWANI & RAMAWAT, 1992) e EBrassica
Juncea (SHARMA et alii, 1991).

Confirmando o trabalho de SRIPICHITT et alii (1987) o
cotilécdone sem o terco final do limbo foi o melhor dosg.
explantes para inducfo de brotacBes. Outra obgervagdo, também
confirmada por SRIPICHITT et alii (1987), foi de que as
brotecdes occorrem em sua maloria na  exirvemidade cortada do
peciolo.

O cotilédone como melhor explante de ‘“seedling"
obgervado neste experimento foi confirmado pela sua utilizacdio

Por uma série de autores em estudos com Capsicum tails como:
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GUNAY & RAO (1978); SWAMY (1983); SUBHASH & CHRISTOPHER (1988);

AGRAWAL et alii (1988 e 1989) além dos ja citados acima.

3.5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que
existe uma necessidade de estudar e tentar identificar uma
melhor concentracéio de reguladores de crescimento, para a
.cultivar em estudo, utilizando o cotilédone sem o terg¢o final
do 1limbo como explante, para se ter uma melhor taxa de
regenerac8o e, 8e possivel, regeneragdee divetme sem passar

pela fase de calos.
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CAPITULO IV - EFEITO DE DIFERENTES REGULADORES DE CRESCIMENTO
E IDADE DO EXPLANTE NA PROLIFZRACAO DE BROTOS "IN VITRO™

RESUMO -~ Foram testadas combinac¢des de citocininas (BAP) com
auxinas (AIA e ANA) em varias concentracdes para avaliar a
capacidade morfogenética dos cotilédones (Bem o terco final) de
pimentéo (Capsicum annuwum) cv Agrondmico 8. As concentragtes de
BAP (4,0 mg/L) mais AIA (1 mg/L) fol a melhor combilnacio para
inducio de brotacBes. Foram testados comparativamente o8
efeitos do BAP e do TZD sobre os cotilédones em imers8o & no
meio de cultura em varias cencentragdées e o TZD provou ser
multo mals ativo que o BAP. Quanto a idade do explante,
concluiu-se que, quanto mais Jovem for o cotilédone, tanto

melhor para induc8io de brotacdes dirctas.

4.1. REFERENCIAL TEORICO

Os reguladores de cresclmento adicionadoe ao meio de
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cultura, tem como principal objetivo, o de suprir exogenamente
os8 explantes. Isto se faz porque estes nfio sintetizam os
fitohorménios necessarios para as respostas bioldégicas tais
como: crescimento, alcengamento, enraizamento, formacdo de calos
e multiplicacBo de brotos (TORRES & CALDAS, 1990).

A adicBo de um regulador de crescimento, do grupo das
citocininas, induz brotacdes "in vitro" e na maioria dos casos
pode ser favoravel e/ou até mesmo necessario para a
multiplicac&o da cultura. A determinacfo do tipo de citocinina
e sua concentraciic, s8o ogs fatores qQue nmnais influenciam no
sucesso da multiplicecdo "in vitro" (TORRES & CALDAS, 1990). De
acordo com ZAERR & MAPES (1985), a citocinina mais potente para
promover a proliferacéio de partes aéreas e economicamente, mais
barata é o BAP. Segundo estes autores, esta citocinina
sintética (BAP) é mais estavel (e menos degradavel) do que as
naturais. Em wum trabalho de levantamento da frequéﬁcia de
utilizag@io de diferentes citocininas em meios de isolamento de
cem espécles vegetals, HU & WANG (1983) verificaram que o BAP é
o mais utilizado (em 68% das espécies).

Segundo TORRES & CALDAS (1890), as concentracdes das
citocininae em meios de cultura visando a multiplicacdo est&o
em geral entre 0,1 =2 5,0 mg/L . QI-GUANG et alii, (1986).
observaram que o excesso de BAP inibin brota¢bes de gemse,
reduziu drasticamente o ntmero de brotos por explantes e
promoveu a formac#o de calos em cultura de Czstanea molissima.

Demonstraram ainda que o BAP afeta a vitrificacéio, interagindo
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com a concentrac@o de &gar no meio.

Embora, nem sempre sejam necessdrias no meio de
multiplicacao, as auxinas, que sfo outro grupo de reguladores
de crescimento, 2880 utilizadas em combinacéo com as
citocininas, no intuito de minimizar o efeito inibitério que as
citocininae tem sobre o alongamento e crescimento das culturas
"in vitro" (HU & WANG, 1983). Segundo TORRES & CALDAS (1980),
deve-se manter um balanco de auxinas/citocininas gempre menor
gque uma unidade para o sucesso das multiplicagdes, pois, o
excesso de auxinas, podem promover formacfio de calos e raizes
em detrimento da multiplicacBo. Segundo HU & WANG (1983), as
auxinas mais utilizadas em combinacBo com as citocininas slo,
em ordem decrescente, ANA, AIB e AIA. O AIA é de todas as
auxinas a mais instdvel em condigdes de meio de cultura devido
a fotooxidacdo e a ac@io da AIA oxidase prezente nos tecidos do
explante. Em fung8o disto, ela pode ser usada no inicio do
estabelecimento da cultura, sem contudo, mesmo em concentracdes
mais elevadas, ter um efeito excessivamente prolongado o que,
resultaria na formac#io de calos e comprometeria a taxa de.
multiplicacBio. O ANA, por ser mais estdvel, € utilizado en
concentractes mals baixas (TORRES & CALDAS, 1990)

GUNAY & RAO, (1978), trabalhendo com duas variedades
de Capsicum annuun (California Wonder e Pimento) € um hibrido
de C. frutecens (Bharath) e coino explante o cotilédone e o
hipocétilo, cultivadoe em meio M.S., suplementado com algumas

euxinag e citocininas sgozinhas ou combinadas, observaram que em
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nenhum dos tratamentos que se usou apenas auxinas houve induc8o
de brotacgdes. JA com o uso de Zeatina (1 mg/L ) uma citocinina,
foram observados, ocasionalmente, brotacdes apés a formacBo de
calos no explante cotilédone nas variedades Pimento e Bharath.
A citocinina BAP (lmg/L) induziu calos e brotacBes em
hipocétilo da variedade Pimento e no cotilédone das variedades
Bharath e California Wonder. Com a dosagem de 2 mg/L de BAP
obtiveram brota¢Ses nas trés cultivares no explante cotilédone.
O SDP833¢8 (1 mg/L ) induziu cales e brotacdes nos dois explantes
de California Wonder e no cotilédone de Bharath, enquanto que
na variedade Pimento prroduziu calos e raizes. Quando combinaram
AIA (1 mg/L) e BAP (2 mg/L) observaram no hibrido Bharath, no-
explante hipocétilo, calos e raizes ¢ no cotilédone produzin
brotaces. Nas outras variedades produziu também brotacSes apbs
formacdo de calos no explante cotilédone. A combinac8o Zeatina
(2 mg/b ) e AIA (1 mg/L ) se portou da mesma forma gue BAP (2
mg/L) com AIA (1 mg/L), porém o nimero de brotacdes foi sempre
inferior aos da combinacdo BAP e ATA. Com Dbase nestes
resultados concluiram que o melhor tratamento para regenerac#o
foram a combinacBo citocinina (BAP 2 mg/L), auxina (AIA 1 mg/L)
com o explante cotilédone. Estas brotagdes, obtidas do cultivo
de cotilédones, apbs 6 eemanasg do infcio de seu surgimento,
foram subcultivadas em meio M.S., suplementado com BAP (2 ﬁg/L)
e AIA (1 mg/L), transformaram-se em plantas completas.

Outro trabalho desenvolvido por FARI & CZAKO (1881),

com C. annuum cv T. Hatwani, onde se cultivaram segmentos de
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hipocétilo em meio M.S., suplementado com BAP (2 mg/L) e AIA
(1mg/L) verificou-se que os segmentos apicais do hipocétilo
produziram brotacBes, os segmentos intermedidrios rroduziram
varias raizes enquanto segmentos basais produziram calos. As
brotacBesg foram transferidas para meio M.S. suplementado com
AIA (0,1 mg/L ) e AIB (0,05 mg/L ) e apdés 4 semanas formaram
pléntulas com 3 a 5 folhas que foram transferidas, para solo
esterilizado, Junto com meio de cultura. Apdés una aclimatacéo
gradativa as plantas Jjad estavam éptas para o plantio no campo.

SWANY (1983), conclui, em seus trabalhos, aue o
melhor regulador de crescimento para a regeneragdo, foi o BAP,
quando se utilizou como explante cotilédone de C. AR,

Ja PHILLIPS et alil (1985), trabalhando com . annuum
cv California Wonder, Yolo Wonder, NewMexico 6-4 e NuMex R.
Naky evidenciaram também, que o melhor meio rara inducdo de
brotacso, para todos explantes utilizados foi o M.S5.
suplementado com BAP combinado com AIA. Apébs seu
desenvolvimento as brotacgdes foram subculturadas em meio M.S.
suplementado por 0,05 mg/L de cada regulador (BAP e AIA)
promovendo também o enraizamento e producdo de pléntulas
completas.

SRIPICHITT et ailii, (1887}, obocrvaranm gqus
cotilédones (seccionados a 1/3 do limbo) de . annuum cv
Yatsufusa cultivado em meio M.S. com BAP (3 mg/L;), foi o melhor
tratamento para regenerac8o. 1o entanto quando se combinavam

citocininas e auxinas concluiram que estas Nltimas inibiem, em
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maior ou menor escala, as brotacodes.
SUBHASH & CHRISTOPHER (1988), usando cotilédones de
C. frutescens obtiveram resultados satisfatérios para inducgédo
de brotagdes quando usaram meio M.S. suplementado com cinetina
(Img/L) e ANA (1 mg/L) sendo que estas eram regeneracdes
diretas (i.e., sem formacio de calo) apesar de ocorrerem em
baixa percentagem (10%). As brotacdes depois de desenvolvidas
foram transferidas para vermiculita e formaram plantas normais.
Em outro trabalho com C. annuum variedades Mathenia e
Bharath e como explante o cotilédone, foi feito por AGRAWAL et.
alii, (1988), onde obtiveram brota¢Bes e enraizamento, apds a
formactio de pequeno calos, quando os cotilédones foram
cultivados em meio M.S., suplementado com vérios niveis de
cinetina e BAP combinados com AIA e AIB. Estes mesmos
resquisadores em 1989, trabalhando ainda com a cultivar
Mathania observaram que cotilédones cultivados em meio M.5..,
suplementado com BAP (5 mg/L), fol o melhor tratamento para
inducdo de brotacées. Contudo, apesar de em grande mimero,
estas brotacles nHo se desenvolviam e quando subculturadas.
neste mesmc melo, prollferavam dando mais brotagbes. Para obter

plantas completas, as brotagdes foram subculturadas em meio

s}

M.S., suplomentado com AIB cu ANA (0,1 ma/L).

Cutro regulador de crescimento que feoli observado como
sendo o melhor para a regeneragdo de plantas no cultivo de
cotilédones de piment#io foi a Zeatina (5 mg/L), quando

adicionada ao meio Nagao suplementado com os sais do M.S.
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(HAYASH,KATO & YANG 1988).

Utilizando embri8es de C. annuum cultivar Mathania,
cultivando-os em meio M.S. suplementado com BAP (5 mg/L),
sozinho ou combinado com AIA (0,5 a 1,0 mg/L), AGRAWAL &
CHANDRA (1983) obtiveram inumeras brotacBes ao longo da margem
do cotilédone expandido. Estas brotacdes quando subculturadas
em meio M.S. contendo BAP (5 mg/L), proliferaram em mais
brotacSes, que cultivadas em meio M.S. com ANA (0,1 mg/L)
enraizavam e produziam pléntulas completas.

Outra citocinina, registrada em 1976 como desfolhante
para algoddo, € o TZD. ELSTNER et slii (1883) demonstraram que
0 TZD causava um aumento no etileno em folhas de feijdo. SUTTLE "
(1985), determinou que o TZD causava sbecigfo de folhas em
algod&o. MOK et alii (1982), foram os primeir93 a determinar a
atividade de citocinina do TZD trabalhando com Phascolus
lanatus. Eles encontraram um alto efeito na formacBo de calos e
concluiram que o TZD tinha um efeito similar ao da mais ativa
citocinina (BAP).

Existem poucos trabalhos com o emprege de TZD em
culturas "in vitro"”. NIEUWKERK et alii (1988), mostraram aue o
TZD causou uma profunda estimulacdao & formacgio de brotos em
explantes de macd. KERNS & MEYER (1985, 1986), relataram o
sucesso do TZD na formacdo de brotos em Celtir oceidentalis L.
e una dificuldade na propagacfo de clones de Acer. FELLMAN et
alii (1987), avaliaram o efeito do TZD em gegmentos de folhas

de petuinia nas concentracSes de 104 & 108 M e observaram
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apés 5 semanas que a proliferag8o de gemas ocorreu na
concentracéo de 10-%M (com a supressdo da elongac&o de brotos),
as concentragdes de 103 e 10-4M o TZD foi téxico e na
concentrag@do de 10-8 houve formacdo de calos compactos e
verdes. FELLMAN et alii (1987), comparando BAP e TZD em imers#o
em varias concentractes e em pulverizacBes (aplicadas trés dias
antes da retirada do explante), concluiram que a imersido foi
mais eficaz que a pulverizagfo e ainda que a concentrac@io de
10-2 M de TZD foi a que produziu maior ntmero de brotos ror
explante. Baskakev et aliil, citado por MOK et alii (1987),
determinaram que o TZD poderia substituir as citocininas, do
tipo adenina para promover crescimento em tabaco. MOK et alii
(1987), demonstraram gque o TZD é mais resistente as oxidases,
mais estdavel e biologicamente mais ativo em balxae
concentracoes quandc comparado com as demais citocininae do
tipo adenina. FIOLA et alii (1880), mostraram gque o TDZ teve
efeito mais pronunciado que o BAP na induc8Bio de organogénese em
cotlilédones e folhas de Rudbus sgp. Para cotilédones as
concentragdes 6timas no meio foram de 5 a 10 uM e para folhas
de 5 a 20 uM. BATES et alii (1992), em +trabalhos com Fraxinus
americana L. e determinaram que houve formac8o de brotacdes, em
explante de "geedlings" auando enltivados em maio com 10 uM de
TZD. ELLIS et alli (1991)., compararam os efeitos do BAP,
Zeatina e TZD em cpicdétilo e embrides de Pecea glauca e
determinaram que a Zeatina a 50 pM e TZD a 0,01 uM foram os

melhores tratamentos para promover o rapido crescimento de
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gemas.

4.2. COMBINAGAO DE BAP COM AIA E ANA NA INDUGAO DE BROTOS

4.2.1. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo avalianr o efeito da
comblinag#io de citocinina (BAP) com auxinas (AIA e ANA) na

resposta morfogenética de cotilédones de pimentfo.

4.2.2. Material e métodos

Sementes de pimentd@o cv. Agrondémico 8 foram embebidas
em &agua  por 20 horas e posteriormente desinfestadas e
inoculadas em meio MS com metade da concentracfio salina e
levadas para o escuro para germinacfio. Sete dias avés =&
inoculacdo foram transferidos para sala de cregeimento eob
fotoperiodo 16/8 horas (luz/escuro) e temperatura de 26 + 1°C.

A

Apés 12 dizs desta transferéncia nz cotilédones foram

seccionados, retirando-se o tergo final do limbo e inoculados
em tubos de ensaio 25 x 150 mm contendo aproximadamente 15 mL
de meio M.S o meio <foi solidificado com &gar (6,5 g/L)

suplementado com citocinina (BAP) em varias concentractes (2,03
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4,0 e 8,0 mg/L ) s8ozinho ou em combinacdo com auxinas (AIA ou
ANA) nas concentrages (0,5; 1,0 e 2,0 mg/L). O pH foi ajustado
para 5,9 antes da autoclavagem. O experimento foi dividido em
duas partes, testando separadamente o efeito da combinacdo do
BAP com cada auxina (AIA ou ANA). Cada experimento foi montado
no delineamento inteiramente ao acaso no esquema fatorial 3 x 3
(3 niveis de auxina x 3 niveis de citocinina) e com 4
repeticdes por tratamento e 5 tubos por repetiglio. O
experimento foi mantido em sale de crescimento com 26 £ 1 °C
sob fotoperiodo 16/8 horas (luz/escuro). A avaliascHo foi feita
aos 45 dias observando os seguintee parémetros: percentagem de
calos (nas duas extremidades - P/L, somente no peciolo),
tamanho de calo (menores gqgue 1 cm e malores une 1 cm),
percentagem de brotag¢les (nimero de explantes que mostrarvan
alguma resposta morfogenétlca para brotacdes, separados em duas
categorias: nas duas extremidades do explante (P/L e 86 no

preciolo) e ainda percentagem de enraizamento.

4.2.3. Eesultados

Os reguladores de crescimento DAY, ANA e AIA
interagem no que diz respeito a respcsta morfogenética (QUADROS
04, 05 e 06 e FIGURAS 03 e 04).

A andlise estatistica foi feita ~smapenas para o
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experimento BAP X AIA porque o BAP X ANA nd&o mostrou respostas
morfogenéticas que Justificaseem uma andlise estatistica. A
combinacfio de BAP X AIA foi analisada estatisticamente para as
percentagens de brotag¢dez nas duas extremidades dos explantes.
Existiu diferenca significativa entre os niveis de AIA sendo
que a concentracdo de 1,0 mg/L foi estatisticamente superior
as demais. Ccmo a interacso foili também estatisticamente
significativa o desdobramento de niveis de BAP dentro da
concentracdo (1,0 mg/L) de AIA mostrou que as concentracdes 4,0
e 8,0 mg/L de BAP foram estatisticamente superiores.

Observando o QUADRO 05 pode-se notar que apesar dos
niveis 4,0 e 8,0 mg/L de BAP mais 1,0 mg/L de AIA serem’
semelhantes quanto a inducfio de brotacdes o nivel de 4,0 mg/L
de BAP apresenta calos menores que 1,0 em, enguanto que no
nivel de 8,0 mg/L de BAP apresenta calos malores que 1,0 cn.

Para a combinac@o BAP x ANA, comparativamente a
combinag¢ao BAP x AIA houve uma maior induglo de calos e menor
regeneracho de brotagbes, apresentando em 100% dos explantes
houve calos malores que 1,0 cm. Houve regeneracdo de brotos
apenas 1o rivel baixo de ANA (0,5 ng/L), independente dos
niveis de BAP. O enraizamento ocorreu no nivel de 2,0 mg/L de
DAP em combinacic com  ANA, hovende uma maicr percentagem de

enraizamento no nivel de 2 mg/L de ANA (QUADRO 05).
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QUADRO 04 - Resumo da andlise de varidncia rara percentagem de
brotagBes nas extremidades dos cotilédones em dife-

rentes concentracdes de BAP e AIA.

Causas Gl Quadrados médios
de variac#o e significéncia?
AIA 2 15118,03 *xx
BAP 2 2755,76 %%
ATA x BAP 4 1171,71 %x
Residuo 27 163,36
GV (%) 28,40

1 Dados transfiormados para arco seno da 4 (x + 0,5)
¥¥ Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade.

QUADRQO 05 - Percentagens de respostas morfogenédticas em brota-—
¢cGes calos e raizes dos cotiledones de pimentdo aos
tratamentos de BAP e ANA.

ANA BAP Calos (%) - Brotagden (%) Raiz
(mg/L) (ma/L) (%)
P/L P <l em >1 cm P/L P

2,0 100 0 0 100 0 5 ZQ

0,5 4,0 100 0 0 100 5 20 5
8,0 100 0 0 100 0 35 0

2,9 100 0 0 100 0 0 15

1,0 4,0 100 0 0 100 0 0 0
8,0 100 0 0 100 0 0 0

2,0 100 0 (0] 100 0 0 50

2,0 4,0 100 0 0 100 0 0 0
8,0 100 0 0 100 0 0 0
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FIGURA 04 - Respostas morfogenéticas em cotiledones de pimenté&o

Capsicum annuum L,. cv Agrondmico 8 em diferentes

concentracdes de BAP e AIA no meio de cultivo.
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4.2_4. Discuss8o

A escolha do BAP como citocinina na induclo de
brotagdes fol baseada no seu sucesso em vVArios trabalhos
semelhantes, sendo recomendado por SWAMY (1983) como melhor
citocinina para inducé@o de brotac8es em Capsicum. A utilizacso
de BAP isolado fol recomendada por SRIPICHITT et alii (1987),
no nivel de 3 mg/L para indug&@o de brotacbes em cotilédones
engquanto AGRAWAL & KOTHART (1989), o recomenda na concentracfo
de 5 mg/LL no meio para inducBo de Dbrotacdes também en
cotilédome. I

A utilizaglBo da combinaciio BAP com auxinas, foi
testada neste experimento baseada em obaservacdes feitas no
experimento do capitulo anterior onde as brotagtbes qua
ocorreram nos cotiledones nos niveis de BAP (2,05 4,0 e 8,0
mg/L) n8o se desenvolveram, confirmando o8 regulitados de
AGRAWAL & KOTHART (1989). Segundo HU & WANG, (1983), a
combinac&o BAP x auxinas tem o intuito de minimizar o efeito
inibitdédrio ague 88 cliocininas ©ém scbre o alongamento e

crescimento deos culturas "in vitro".

1 -

T ibilizanda o
Lo Voiaizoalld I

A comblinacfo cltoclinina e auxina
pimentdo com sucesso por GUNAY & RAOC (19278), FARI & CZAKO
(1981), PHILLIPS & HOBSTENBERGER (1985), SUBHASH & CHRISTOPHER
(1988), AGRAWAL & KOTHART (1988 e 1988) e AGRAWAL & CHANDRA

(1989) e confirmada no atual experimento, como sendo eflciente
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na inducso de brotacBes em Capsicum.

No presente experimento, o nivel encontrado como mais
favoravel & inducd@o de brotacdes foi o BAP (4 mg/L) + AIA
(Ilmg/L) o que difere dos niveis encontrados por GUNAY & RAO
(1978), e FARI & CZAKO (1980), que encontraram BAP (2 mg/L) e
ATA (1 mg/L) como melhor combinac8o para induc8o de brotacdes.
Isto pode ser explicado pela idade do explante na época da
inoculag&o bem como pelos diferentes ‘"background” genéticos
utilizados. Ja AGRAWAL & CHANDRA (1989), encontraram a
combinac&o BAP (5 mg/L) com AIA (0,5 a 1,0 mg/L) como a melhor
para induzir Dbrotactes. Uma observac8o feita no presente
experimento e n8o relatada por nenhum destes +trebalhos fol a
presenca das_brotac6e3 nas duas extremidades do eyplante guando
se utilizou a combinac8o BAP e AIA o que nf8o ccorre quando se
utilizou apenas o BAP, observada no experimento do capitulo
1. '

A combinacdo entre citocininas com a azuxina (ANA)
citada por HU & WANG (1983), como sendo a mais utilizada provou
no presente experimento aue nos niveils testados ndo fol
eficiente para induc8o de brotagdes. Pode—-se atribulr estes
resultados so fato citado por TORRES & CALDAS (1990), que o ANA
por ser mais eptdvel., deve ser utilizado em concentracdes mais

baixas.
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4.2.5. Conclusfio

Como oe resultados em termos de numero de brotacBes
por explantes foram bem satisfatédrios e em grande nGmero no
tratamento BAP (4 mg/L) com AIA (1 wmg/L) & partir deste
experimento passou-se a utiliza-lo como meio para induc8o de
brotacdes para proceder os demais passos de multiplicec8o de

Capsicun arnuum L,. cv Agrondmico 8.

4.3. INFLUENCIA DA IDADE DO EXPLANTE NA REGENFRAGAO DE BROTOS

4.3.1. Objetivo

Este trabalho teve como cbjetivo avaliar a influéncia
da idade do explante em relacfo as respostas morfogenéticas "in

vitro".

4.3.2. taterial e métodos

Sementes de piment8o cv. Agrondmico 8, foram

embebidas em agua por 20 horas, posteriormente desinfestadas e
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inoculadas em meio M.S. com metade da concentracBoc salina e
colocada8 no eecuro para germinagdo. Sete dias apdés a
inoculacd@o foram transferidas para eala de creescimento sob
fotoperiodo 16/8 (luz/escuro) e temperatura relativa de 26 %=
1°C. Apdés o 129 dia da inoculac8o das gsementes os cotilédones
apresentaram um tamanho minimo, no qual voderiam ger
seccionados e inoculados. Iniciou-se ent8o a retirada dos
cotilédones dia a dia até o 2592 dia apés a inoculacﬁo das
sementes "in vitro”. Estes cotilédones foram inoculados em
tubos de ensaio 25 x 150 mm contendo o meio que, como relatado
anterliormente como o melhor para induglio de brotacdes diretas
(M.S5. mais agar (6,5 g/L) suplementadc com BAP (4,0 mg/L) e AIA
(1,0 mg/L) e pH de 5,9 antes da autoclavagem). Apés a
inoculagdo os tubos foram mantidos em sala de crescimento a
temperatura de 26 * 1 °C sob o fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/escuro). 0 experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado com um total de 13 tratamentos (idades
dos cotilédones) 3 repeticdes e‘parcela de b tubos. Vinte dias
apds a inoculacglio dos explantes avaliou-se as brotactes diretas
(sem passar pela fease de formacio de calos) e indiretas
(brotacdes oriundos dos calog) adotando o seguinte critério de

nocas:
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Notas " BrotacOes diretas (%) Brotac8es indiretas (%)
10 100 0
9 80 20
8 60 : 40
i 40 - 60
6 20 80
5 0 100
4 0 80
3 0 60
2 0 40
1 0 20
0 0 0

4_.3.3. Resultados

Conforme os QUADROS 06 e 07 e TFIGURA 05, o8
caracteres avaliados foram a8 percentagens de formag@o de
calos, & percentagem de resposta morfogenética para brotagdes
divididas em "nas duas extremidades” e "6 no peciolo”. A
andliese estatietica fol feita apenas para as notas rois estas
foram baseadas nos caracteres avaliados. liesta eandalise, as
idades de 13, 14 e 15 dias mostraram-se iguais em 8l, mas
superiores as demais. Aprds .o 210 dia n8o houve mais reespostas
morfogenéticas gquanto a brotagdes e apdés o vigésimo segundo dia

n8c houve tambéin resposta morfogenética quanto a calos. A
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formac8o de brotacdes decresceu com o aumento da idade enquanto
que a presenca de calos aumentou com a idade até o décimo nono,

a partir do qual comecou a decrescer.

QUADRO 06 - Nota referente a diferencilacBio direta e indireta

nas diferentes idades do cotilédone. As letras =0
lado das notae se referem ao teste de Tukey ao ni-
vel de 1%.

Idade do explante

(Dias) Notas

13 10,0 A

14 10.0 A

15 SRS A

16 5,0 B

17 4,0 BC
18 3,0 BC
19 2,0 C
20 0,5 D
21 0 )
22 0 )
23 0 I
24 0 B
25 0 B
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QUADRO 07 - Resumo da andlise de variéncia para notas em dife-
rentes idades do cotilédone.

Causas 2 Gl Quadrados médlos
de variachBo e significlncial
Idade 10 3,04 %X
Residuo 22 0,01
C.V. (%) 7,20

1 Dados transformados para 4(x + 0,5).
k% Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

4.3.4. DISCUSSAD

Os resultados apresentados confirmam oz dados
relatados por SRIPICHITT et alii (1987), que trabalharam com
Capsicum annuum L. cv Yatsuﬁuaa e avaliaram a idade dos
cotilédones retirados de "seedlings" com 12, 16 e 20 dias de
idade. Eles chegaram a conclusdo de gque quanto male novo o
explante (12 dias) malor foi a resposta morfogenédtica para
brota¢g8es. Thorpe & Patel (1984), citados por SRIPICHITT et
alii (1887), concluiram que em geral explantes mails Jjovens s8o
melhores para formacHo de 6rgios em culturas "in wvitro™.

Un fato observado nos presentes resuliados, ¢ ndo
relatado por SRIPICHITT et alil (1987) foi que, gquanto mals

novo o cotilédone inoculado no meilo de cultura suplementado com
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FIGURA 05 - Resposta morfogenética em diferentes idades do co-
tiledone guando cultivados em meio MS suplementado

com BAP (4 mg/L) e AIA (1 mg/L).
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BAP (4,0 mg/L) e AIA (1,0 mg/L) maior a tendéncia a ocorrerem
as regeneracdes diretas o que para o objetivo proposto é muito
vantajoso porque evita possiveis variacBes somaclonais que
possam ocorrer. A ocorréncia deste tipo de reac@io em noseo
experimento pode ter ocorrido devido a 8e ter trabalhado com
explantes mals Jovens uma vez que as avaliscBes se iniclaram a
partir de 13 dias apds a inoculac#o das sementes, ou eeja, em
"seedlings” de aproximadamente 6 a 7 dias. Pode-se ainda, neste
casgo, sugerir que o explante mais jovem foi o melhor devido ao
estado de atividade fisiolégica que naturalmente, decresce com
o tempo, devido a translocac8o dos wmetabdélitos de reserva do

cotilédone para a pléntula.

4.3.5. Conclusdes

Conclui-se, pois, que para a micropropagac8o de
pimentio cultivar Agrondmico 8, a utilizac8o de cotilédones com
13 e 14 dies apdés a inoculacgdo da sementes mostra mais apta
para obtenclo de brotacles diretas diminmindo assim, o risco da

o TSI - Y A 4 1 S -3
ocorirencia Ga indesejével variacioc scomacleonal.



59

4.4. AVALIACAQ DE UM NOVO REGULADOR DE CRESCIMENTO NA PROLIFE-
RACAO DE BROTOS

4.4.1. Objetivo

O objetivo deste ensaio fol avaliar a eficiénecia da
atividade da citocinina TZD <frente ao BAP na resposta do
cotilédone & imersfio em egolucdes de BAP e TZD e da inoculacso

do explante em meio de cultura contendo estes reguladores de

crescimento.

4.4.2. Materiel e métodos

Sementes de pimentf@io Agrondémico 8 foram embebldas em
dgua por 20 horas, inoculadas em meio M.S. com metade da
concentraciio salina e postas no escuro rara & germinacfo. No
sétimo dia foram transferidas para cala de crescimeantoc 8o0b

fotoperiodo 16/8 horas (luz/escuro) e temperatura de 26 & 1°C.

retirados trés tipoa de explantes: cotilédone

WA
s

o

¥
=4

late
Al

sem O terco final do limbo, segmento de hipocdtilo e epicdtilo
comm gema apical. Foram entBo feitos dois experimentos. HNum
primeiro estes explantes foram ilmersos em solucles de

citocininas por 60 segundoes BAP (2,2; 22; 220 mg/L), TZD (2,2;
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22; 220 mg/L). Em um segundo experimento os explantes foram
inoculados em meio suplementado com TZD (0105:40,155 0,455 1.38
e 4,05 mg/L) ou BAP (2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg/L). Em
seguida foram inoculadoe em +tubos de ensaio 25 x 150 mm
contendo aproximadamente 15 mL de meio M.S. mais agar (6,5 g/L)
e pH 5,9 antes da autoclavagem. O experimento foi montado
gsegundo delineamento inteiramente casualizado com 6 Lratamentos
por explante e 4 repetic@es por tratamento, com, 5 tubos por
repeticdo. As avaliacGes foram feitas 25 dias apds a montagem
do experimento observando o efeito morfogenético em cada
explante/tratamento. Para o experimento com reguladores de
crescimento no meio de cultura foram avaliadas as percentagens
de brotag¢fes (numero de explantes com brotacBes), calos menores

que 0,5 cm e calos malores que 0,5 cm.

4.4.3. Resultados

No primeiro experimento, foram avalladss algumas
respostas morfogenéticas de trés tipos de explantes a
tratamentos de imeralo em goluedez  contendo difeventes
concentracdes de duas citocininas (BAP e TZD) separadamente.
Como mostra o QUADRO 0B e a - FIGURA 06 a resposta mcorfogenética
& brotacBes ocorreu apenas em um tratamento, ou seja, o de

imerséo em TZD a 220 mnmz/L mas foram em geral baixas. Observou-
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se ainda uma resposta morfogenética, quanto a formac8o de
calos, crescente com aumento das concentracdes de TZD. As
percentagens de enraizamento nos explantes apical e hipocétilo
diminuiram com o aumento nas concentracdee tanto de BAP agquanto
de TZD.

No experimento de incorporacdo de TZD e BAP a0 meio
de cultivo, concentracdes de TZD (iguais ou superiores a 0,15
mg/L) e de BAP (4,0 mg/L) foram as aue promoveram mailor
percentagem de brotacdes. Além disso, o TZD na concentracfo de
0,45 mg/L teve uma tendéncia de ser superior a todos os
demais.

Nas concentracdes superiores de BAP (16,0 e 32,0.
meg/L) nBo houve resgposta morfogenética tanto para brotacdes
como para formacgZo de calos, ocorrendo um crescimento exagerado
do limbo cotiledeonar. A formacBio de calos aprésentou uma queda
com o aumentec da concentracio de BAP e um aumento com o aumento

da concentracdo de TZD a partir de 1,35 mg/L.
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QUADRO 8 - Resultados do ensaio preliminar de imersf8o em egolu-
cBes de BAP e TZD comparando quanto a respostas

morfogenéticas em calos, brotacdes e raizes.

Tipo de Citocinina Concentracéio Calos BrotacBes Raiz
explante (mg/L) (%) (%)
e X 0 o
TZD - 82:0 XX 0 0
220,0 XX 45 0
Cotilédone
2:2 ] 0 0
BAP o5 2 X 0 0
220,0 - 0 0
e X 0 57,00
TZD 22,0 ) 4 0 48,00
220,0 XX ib 7 ke
Apical
2.2 9] 0 65,25
BAP 22,2 X ¢} 46,50
220,0 - G 33,25
AL < 0 12,25
TZD 22,0 a 0 A9 D0
220,0 - 10 1,00
Hipocétilo
2,2 - 0 13,25
BAD 2.0 - 0 7,25
220,0 = 0

—— Calo grande

Calo pequeno

—— Calo muito pequeno
——— Sem calo

'O
I
|
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QUADRO 9 -~ Resumo da andlise de varidncia das rercentagens de
brotac8es nos cotilédones & diferentes concentra-—

¢cbes de BAP e TZD.

Causas : Gl Quadrados médios
de variac8o e significéincial
Citocininas 9 1,23 %%
Residuo 30 0,056
C.V. (%) 14,60

1 Dados transformados para {(x + 0,5).
¥¥ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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BAP TZD
imersao
220mg

SATE ot
IMERSAD 6,

&2 ey

FIGURA 06 - Respostas morfogenéticas de diferentes explantes de
piment&o submetidos a imers&o em solucdee com dife-
rentes concentracdee: (A) segmento apical com de-
senvolvimento de gema apical sem novas brotacdes;
(B) cotilédone sem o terco final do limbo; (C) seg-

mentoes de hipocédtilo.



65
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FIGURA 07 - Histograma das percentagens de brotagdes e calos
em cotilédones de pimentdo Capslcum annuum L. cv.
Agrondmico B8 a diferentes concentracles de TZD ou

BAP no meio de cultivo.
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4.4.4. Discuss8o

No ensaio preliminar, para medir os efeitos
comparativos de TZD e BAP em explantes de ‘“seedlings" de
pimentdo, obtiveram resultados que confirmaram os obtidos por
FELLMAN et alii (1987), sobre malor eficiénecia de TZD em
relacdo ao BAP para a promocio de brotacdes.

Com os resultados deste ensaio partiu-se para avaliar
o efeito comparativo entre as duas citocininas quando
utilizadas em meio de cultura. Chegamos a resultados onde a
concentrac8o de TZD (0,15 mg/L ) ndo diferiu da de BAP (4mg/L)
gquanto a inducdo de brotagdes, o que nos leva A conclulir, que o
TZD & muito mals ativo e eficaz que o BAP. Estes resultados
confirmam os obtidos por MOK et alii (1987), FELLMAN et alii
(1987) e FIOLA et alii (1990). Outra demonstracdio da grande
eficdcia do TZD foi obtida por ELLIS et alili (1991), onde os
melhores resultados na inducBo de brotogdes foram obtidos os
niveis de Zeatina (50 pM) e TZD (0,01 uM). Uma das explicacdes
para maior eficiénecia do TZD em relacio a outras citoninas, é
que o TZD é resistente as cltocininas oxidases, tornando-se
assim mais estavel e biologicamente mais ativo aque as demails

(MOK et alii, 1987).
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4.4.5. Conclus#g

A formac8o de brotacgdes, fol encontrsada em todas as
concentracdes de TZD incorporado no meio de cultivo. Com ieso
sugerem—-se malores estudos com esta nova citocinina em pimentdo
no intuito de determinar melhor seu efeito em explantes de
"seedlings” e buscando uma otimizac8o da micropropagacfio nesta

cultura.
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CAPITULO V - USO DE ESTACAS K MICROESTACAS PARA A
PROPAGACAO DE PIMENTAO

RESUMO - Na tentativa de aumentar a taxa de multiplicac@o foram
testados alguns tratamentos para propagacdo vegetativa "in
vivo" de pimentdo (Capsicum annuum L. cv. Agrondmico 8) wvia.
estaquia e microestaquia. Para estaquia, as estacas foram
retiradas de plantas com aproximadamente 50 dlias de idade,
gendo de dois tiros apicais e basais. Para estacas aplcals o
melhor tratamento foi a imersBo por 3 horas em soluc8o de AIB
(225 mg/L) e para as basals 6 horas em AIB (225 mg/L). Para
micreestaquia plantas com diémetro do caule de 3 a b mm foram
utilizadas, e retirados +trés tipos de microestecas: basails,
medienas e apicais, todas com uma gema. As microestacas basais
enraizaram bem, sendo cque, a imersdo por 3 horas em AIB (15
mz/L) fol o melhor tratamento. As microestacas medianas e
apicais tiveram o indice de sobrevivéncia muito baixo o que nos
leva a concluir, que é necessario desenvolver mais estudos

antes que se chegue a aconselhar o ueo de microestacas para

aumentar a taxa de multiplicaclic em piment8o.
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5.1. REFERENCIAL TEORICO

STOLTZ (1967), em trabalhos com as cultivares de
crisintemo 'Mrs Roy' e 'Briaft Golden Anne', considerados
respectivamente de dificil e £fécil enraizamento de estacas,
constatou a relac@o entre o contelddo de carboidratos e a
formacto de raizes, sallentando que A baixa capacidade de
enraizamento da cultivar 'Mrs Roy seria devido ao baixo teor
de carboidratos.

Para BOJAREZUR (1978), a diferenca na cavacidade de
formacdo de yraizes nas estacas pode seyr em virtude das
diferencas no seu contetdo de compostos fendlicos, e estes
virlam a abuar de modo sinérgistico oun antagbnico no
enralzamento. Suas afirmativas baseam-se¢ om estudos sobrs
gubstincias enddgenas no enraizasmento da espécie Syringa
vulgaris L.

Embora as estacas de diferentese espécies respondam
diferentemente ao meio de enraizamento utilizado, o meilo deve
favorecer & formac8o de um sistema readicular bem ramificado,
delgado e flexivel (CARLSON, 1966). O substrato deve apresentar

caracteristicee fisicas apropriadas, on seda,. boa capacidade de
retenco de &gua, porosidade suficiente para permitir boa
aeracdo e ser livre de patdgenos.

A umidade também € muito ilmportante para a propagacgéo

vegetativa, uma vez que, a sua deficiéncia, pode conduzir ao
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insucesso do enraizamento e até mesmo, ao dessecamento e morte
dag estacas. A nebulizac8o, segundo Hess, citado por HSU &
HIRINCHS, (1958), mantém a umidade em volta das folhas,
diminuindo-lhes a press8o de vapor e reduzindo as taxas de
respiracd@o e transpirac#io, circunsténcias que mantém as estacas
vivas até a formacido de raizes. Ainda conforme o autor a
nebulizacio intermitente é preferivel A& continua, uma vez que
na primeira evita-se o excesso de dgua no meio de enralzamento.

Ha também, o efeitn benéfico da luz, pelo menos até
un certo nivel de irradiac8o, (HOWARD & SYKHES, 1966). No
enraizamento de estacas caulinares foliadas, os produtos da
fotossintese 880 importantes na iniciac&o e crescimento das’
raizes, enquantc nas sem folhas, o enraizamento depende do teor
de carboidratos acumulados na estaca. (HARTMANN & KESTER,
1976).

DUSTAN & TURNER, (1984), trabalhande com enraizamento
em estacas de macieira, utilizaram a imersBo da parte aérea em
Acido indolbutirico (AIB) onde conseguiram bom resultados de
enraizamento. Eete experimento foi realizado em ambiente com
umidade relstiva igual ou superior & 90% e mantendo-se &
temperatura do substrato entre 18 e 20 °C gendo, a tempsratura
de ar ds 13 a 18 °C durante 35 a 40 dias (no inverno).

SULTANBAWA & PHATAK, (1991), estudando wn mutante de
pimenta ornamental, Capsicum 8PP s trabalharam com
microestagquia "in vivo" e "in vitre". No estudo "in vivo"

utilizaram segmentos caulinares Com duae gemnas, com
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aproximadamente 2 a 4 milimetros de didmetro e sem folhas.
Obtiveram o melhor resultado com 40% de estacas enralzadas
quando trataram as microestacas com ROOTONE e colocadas en
sacoe plasticos contendo como substrato o PROMIX-BX. "In vitro"
08 melhores resultados foram na auséncia de reguladores de
crescimento. Concluiram neste trabalho que a umidade tanto "in
vitro” como "in vivo" é o fator mais importante para o
enralzamento da espécie em agtudo.

J& SEDIYAMA et alii, (1921), trabalhando com Capsicum
paetermissum L. e avalliando o efeito do tratamento de imers#o
de estacas em solucdes aquosas de ANA e AIB, em véarias
concentracdes néao obtivergm diferencas significativas para
numero de raizes e plantas sobreviventes, mas, obseprvaram que o
comprimento de raizes aumentava linearmente € © namero de
sobreviventes reduziu de forma quadrédtica com o aumento das
concentragcdes de AIB e Jad como aumento dasg concentracdes de
ANA, observou gue o numero de folhas, brotagdes e estacag vivas

diminulram.

5.2. ENRAIZAMENTO DE ESTACAS

5.2.1. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar doie
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tipos de estacas (basal e apical) retiradas de plantas
cultivadas em casa de vegetac8o, gquanto ao enraizamento quando

submetidas ao pré-tratamento de imersBio em solucdes de AIB.

5.2.2. HMaterial e métodos

Sementes de Piment&o Agrondmico 8 foram plantadas em
bandejas de isopor de 128 células com substrato PLANTIMAX e uma
semente por c¢élula. As bandejes foram mantidae em casa de
vegetacBo e lrrigadas duas vezes ao dia. Com dois pares de
folhas os ‘“"seedlings" foram transplantados para sacos de
volietileno preto de 5 litros contendo como substrato, uma
mistura de terra, arela e esterco de galinha na proporcéio de
2:1:1, suplementado com superfosfato simples (300 g/zo-litros
de mistura) e calcario dolomitico (300 g/20 litros de mistura).
Dai em diante, foram mantidoz em casa de vegetacdo s0b
nebullzaclo intermitente. .

As plantas foram coletadas, 30 dias apos o}
transplantio, com corte feito logo acima do ndé cotiledonar. Ag
plantas Loram divididas ao mcio formando duas egtacas
denominadas por nés de apical e basal. As folhas ZLoram
seccionadas na metade do limbo com o objetivo de diminuir a
transpirac8o. Rstas estacas foram tratadas em imers@o, emn

solucdo aquoaa suplementadas com AlIB em diferentes



79
concentragBes (0; 25; 75; 225 mg/L) e em dois tempos (3 e 6
horas). Apés o tratamento, as estacas, foram colocadas em
saquinhoe 15 e 8 cm (1 por sagquinho), tendo como substrato
areia fina. O experimento foi montado sobre uma bancada na casa
de vegetacdo, sob SOMBRITE TQ% e em regime de nebulizacfo
intermitente. 0 experimento fol montado segundo o modelo de
delineamento inteiramente casgualizado em esquema fatorial 2 x 4
(2 tempos X 4 concentracgdes de AIB) (para cada tipro de estaca),
com 3 repetigdes e 4 estacas por repetic8o.
Aos 15 e aos 30 dilas apdés a montagem do experimento
foram feitas irrigac¢Bes com solucBo nutritiva (¥ dos sails do
meio MS). Aos 45 dias fol avaliado o experimento e avaliados os

parémetros.

H.2.3. Besultodos

Foram feitos experimentos enm separado para cada tipo‘
de estaca, poils o 1Interesse deste trebalho & determinar um
melhor tratamento para cada tipo de estaca, Jé& que os dois
devem ser utilizadoe para aumentar a taxa de multiplicac&o. O
parémetro avaliado fol o peso fresco de raizes um reflexo da
eficiéncia dos tratamentos em promover enrsizamento.

Para estacas apicalis, a andlise estatistica ndo

mostrou diferenca significativa entre o8 dois ‘tempos de
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imers&o. O uso de AIB na concentrac8oc de 225 mg/L foil
estatisticamente superior aos demais concentracdes (QUADRO 10).

Para estacas basals houve diferenca estatistica entre
os tempos de imers8c sendo que o de 6 horas foi superior ao de
3 horas. Ent&o dentro do tempo de 6 horas a concentracfio que se

mestrou estatisticamente superior fol a 225 mg/L de AIB.

QUADRO 10 — Resumo da andlise de varifincia do peso fresco de
rajlzes de estacas aplcale submetidas & diferentes

concentragdes de AIB e tempos de imersiio.

Ceausasg Gl Quadrados médios
de variacio & GLEnLLLICanGLa
Tempo 1 2,31 ns
AIB 3 23,83 Xk
Tempro X AIRB ) 5.84 %
Residuo 16 1,20

C.V. (%) 30,60

¥ Significativo ao nivel de 5% de prcbhabilidade.
*% Significativo ao nivel de 1% de probabilidaca.



81
QUADRO 11 - Resumo da andlise de variéncia do reso fresco de
raizes de estacas basais submetidas & diferentes

concentragdes de AIB e tempos de imersdo.

Caueas Gl Quadrados médios
de variacfo ¢ pignificéncia
Tempo 1 59,84 Xxx
AIB 3 29,23 xx¥
Tempo X AIB 3 34,09 X
Residuo 16 2,756

C.V. (%) 18,00

*% Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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tratamentos de pré-imersiio em solucdes de IRA por

dois tempos.
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5.3. ENRAIZAMENTO DE MICROLSTACAS

5.3.1. Objetivo

Avaliar a resposta quanto &ao enraizamento de
microestacas caulinares tratadas com imers8io em solucBes de AIB

no intuito de aumentar e taxa de multiplilcacéo.

5.3.2. Material e wétodos

Sementes de pimentido Agrondmico 8 foram p»lantadas em
bandejas de isopor de 128 células, com substrato PLANTIMAX e
uma semente por célula. Az bandejas foram mantides em casa de
vegetagBo e irrigadas duas vezes ao dia. Com dois parves de
folhas os "seedlings" foram transferidos rara gaccs de
rolietileno preto de 5 1litros contendo como substrato uma
migtura de terra, areia e esterco de galinha na proporcio de
2:1:1, suplementados com superiosfato simples (300 g/20 litros
de mistura) e calcério dolomitico (200 2/20 litroes de mistura).
Daj em dlante foram mantidos em casa de vegetacéo 80b
nebulizacdo intermitente.

Quando o caule atingiu 3 a 5 mn de difmetro em média

as plantas foram coletadas e seccionadas em microeatacas de
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forma que, cada estaca, tivesse 1 gema. As estacas foram
separadas em basais, medianas e apicais. As folhas foram
retiradas e a estaca apical ficou apenas com as folhas que
estavam iniciando a formac&o. Posteriormente foram tratadas em
imeredo em soluclo ' aquosa suplementada com AIB em diferentes
concentractes (0; 5; 45; 135 mg/L) e dois tempos de imers8o (1
e 3 horas). Apbdés o tratamento, as microestacas foram plantadas
em saquinhos plésticos tendo como substrato arela fina. O
experimento fol montado sobre bancada em casa de vegetacgfio, sob
SOMBRITE 70% ficando ainda soh regilime de nebulizacfio
intermitente. O experimento foi montado segundo o delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x
5, para cada tipo de microestaca, com 3 repeticdes e 4 estacas
ror repelbicio.

Aos 15 e aos 30 dias apdés a montagem do axperimento
*foram feitas irrigacbes com solucBo nutritiva (1/4 dos sais do
melo M.S.) na tentativa de suplementar nutricionalmente as
micro estacas.

As avaliacgoes foram feltas aos 45 dlas apdés a.
montagem do experimento e os paré@metros relacionados foram:

sobreviventes, enrailzadas e comprimento de ralzes.
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5.3.3. Resultados

Foram também feltas, neste experimento, andlises
estatisticas separadamente para cada tipo de estaca utilizada.
0O parémetro avaliado foi o comprimento médio de raizes por
estaca. Para estacas basails houve diferenca significativa entre
o8 tempos de imersfo, sendo que o tempo de 3 horas foi superior
ao tempo de 1 hora. Dentro do tempo de trés horas a uUnica
concentracéo que deferiu das demais e se mostrou inferior as
outras foi a 5 mg/L.

Para egtacas medianas néo houve diferencas
estatisticae entre o0s8 tempo de 1mersio e nem entre as
concentracdes de AIB.

Para estacas apicals o tempo de 3 horas nllo foi
analisado devido a néo sobrevivéncia de nenhuma das estacas e
no tempo de 1 hora ndo houve diferenca significativa quanto ao

enraizamento de estacas.
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QUADRO 12 - Microestacas sobreviventes, enraizadas e comprimen-
to médio de raizee de trés tipos de estacas: ba-
sais, medianas e aplcais submetida a tratamento com
AIB em diferentes concentracdes por dois tempos.

APICAL
Tempo AIB Sobreviventes Enraizados Comprimento médlo
(horas) (mg/L) (%) (%) de raiz (cm)
0 25,00 0 0
b 50,00 25,00 2,008
1 15 8,33 8,33 0,358
45 33,33 25,00 4,542
135 8,33 . 8,33 3,325
MEDIANA
Tempo AIB Sobreviventes Enraizados Comprimento médilo
(hora=zs) (mg/L) (%) (%) de raiz (cm)
0 16,686 16,66 8,683
5 50,00 33,33 4,242
1 15 16,66 16,66 1,333
AR 23, 23 /.33 0.617
135 8,33 8,33 2,025
¢} 41,16 33,33 1,492
5 33,33 16,66 1,667
3 15 33,33 25,00 2,817
45 66,66 58,33 5,900
135 75,00 66,68 14,608
BASATL,
Tempo AIB Sobreviventes Enraizadoe Comprimento médio
(horas) (mg/L) (%) (%) de raiz (cm)
0 66,66 66,606 20,960
5 50,00 41,860 9,592
1 15 50,00 50,00 7,208
45 41,66 33,33 2,883
135 41,66 33,33 4,200
0 83,33 75,00 29,467 A3
5 100,00 91,66 161758 | B
3 15 100,00 100,00 32,775 A
45 91,66 91,66 28,425 A
1356 91,66 91,66 28,825 A

(1) Teste de Tukey ao nivel de 1%.
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QUADPRO 13 - Resumo da analise de variéncia do comprimento médio

das raizes das microestacas basais submetidas a di-

ferentes concentracdes de AIB e tempos de imersHo.

Causas Gl Quadrados médios
de variacdo ' ' . e significéncial
Tempo 1 40,25 xxX
AIB 4 2,25 K%
Tempo X AIB 4 2,57 *%x
Residuo 20 0,156
C.V. (%) 9,70

1 Dados transformados para raiz de (x + 0,5).
¥¥% GSignificativo ao nivel de B% de probabilidade.

QUADRO 14 - Resumo da analise de variéncia do comprimento médio

de raizes das microestacas medianas submebidas a

diferentes concentracdes de AIB ¢ tempos de imer-
8H0.
Cauesas Gl Quadrados médlios
de variacéo e significéncia?
Tempo 1 2,78 ns
AIB 4 1,01 ns
Tempo X AIB 4 3,49 %
Residuo 20 0,89
C.V. (%) 49,48

1 Dados transformados para raiz de (x + 0,5).
¥ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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QUADRO 15 - Resumo da andlise de varidncia do comprimento médio
dae raizes de microestacas apicais submetidas i-

mersido por uma hora em diferentes concentracdes de

AIB.
Causas GL Quadrados médios
de variac8o e pignificAncial
AIB 4 0,85 ns
Residuo 10 0,84
C.V. (%) 69,561

i Dados transformados para ralz de (x + 0,D).
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FIGURA 9 - Histograma representativo do comprimento médio de
rajzes de trés tipos de microeetacas submetidas A
diferentes tratamentos de pré-imersfo en solucgdes

de AIB por dois tempos.
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FIGURA 10 - Representacso fotogrédfica da vista geral do experi-
mento montado em casa de vegetacdo e dos resultados
de enraizamento de microestacas apicals de piment&o
Capsicum annuum L. cv Agrondémico 8 submetidas & di-
ferentes tratamentos de pré-imersfio em solucdes de

AIB no tempo de uma hora.
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FIGURA 11 - Representac&o fotografica does resultados de enrai-
zamento de microestacas medianas de pimenté&o
Capsicum annuum L. cv Agronémico 8 submetidas a di-
ferentes tratamentos de pré-imers&o em soluctes de

AIB por dois tempos (1 e 3 Horas).
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FIGURA 12 - Representac8o fotografica doe resultados e enrai-
zamento de microestacas basals de plment&o Capsicum
annuum L. cv Agronbémico 8 submetidas & diferentee
tratamentos de pré-imers@o em solucdes de AIB por

dois tempos (1 e 3 Horas).
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5.4. DISCUSSAQ

Os resultados experimentais nos mostraram que, no
enralizamento de estacas, as _condicﬁes ambientais es8c muito
importantes para seu sucesso. Segundo Hess citado por HSU &
HIRINCKS (1958), a umidade elevada em torno das folhas manteve
vivas as estacas para que elas possam enralzar o que foi
confirmado em nosso trabalho. Para manter esta umidade alta
utilizamos a nebulizac8o intermitente. 0O euvbstrato arela fina
foi utilizado por possuir algumas caracteristicas importantes
para um bom enraizamento como ¢ recomendado por CARLSON (1866),
que o substrato deve permnltir a formaclo de raizes ramificadas,
delgadas e flexiveis. A utilizac@io do SOMBRITE 70% favoreceu ao
bom desenvolvimento do enraizamento confirmando o relatado por
HOWARD & GSYKES (1966). A diminmic&o efetunada na &rea foliar
parece ter sido suficiente para reduzir a transpliracéo ao mesmo
tempo em gue manteve a producgido de compostos através da
fotossintese para suprir ss8 neceeslidades do envaizamento
confirmando o relatado por HARTMANN & KASTER (1876).

A utilizacdo da imerefic das estacas em soluc8o de AIB
produziu boa resposta para enraizamento confirmando oe relatos
de DUSTAW & TURNER (1984), trabalhando com macieira. No
pimentdo Agrondémico 8 a utilizac8o da imers8o das estaces em
AIB (225 mg/L) foi superiar ag demails; embora nas apicais o

tempo de imersdo deve ser por 3 horas enguanto nas basais, 6
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horas. Em C. pactermissum, isto n#8io ocorreu pols SEDIYAMA et
alii (1991), n#o encontraram diferencas no enraizamento (numero
de raizes e sobreviventes) quando utilizaram a imers8oc de
estacas em solucdes de AIB.

Nas mesmas condigBes eambientals o experimento de
microestacas fol montado e observou-se que a sobrevivéncia teve
umn decréecimo em relacdo mos diferentes tivos de micro estacas
da basal para apical ou seja quanto mals tenra (tecido mais
Jovem) a microestaca menor fol a sobrevivéncia. Este fato pode
talvez ser explicado pelos relatos de SOLTZ, (1967), que
concluiu Que o contetdo de carboidratos em estacas sem folhas
tém grande influencia no enraizamento para suprir as
necessidades nutricionsis nesta fase.

SULTANBAWA & PHATAK (19S81), +trabalhando com uma
pimenta ornamental da mesma espécie do Agrondmico 8 e com
microestacas de diémetros semelhantes as utilizadas por nods,
obteve resultados muito baixos (40%) no enraizemento mesmo com
a utilizac@o de ROOTONE, um produto que contém misturas de
reguladores de crescimento, e concluiu que a unldade é o fator

mais importaente para enraizamento de microestacas.

5.5. CONCLUSAO

Devido a baixa sobrevivéncia des microestacas aplicais
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seguidas das medianas em nosso trabalho concluimos que o uso de
microestacas emn larga escala para proporcionar maiores taxas de
multiplicag#o na producBo de mudas precisa ainda de maiores
egtudoz para ser recomendadas mesmo que bons resultadog no
enraizamento de microestacas basais. Sugerimos porém a
utilizac8o de estacaz apicais e basais para aumentar a taxa de
multiplicac®o, minimizando os cuatos da propagac&o vagetativa

do macho esteril de pimantdo.
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CAPITULO VI - CONCLUSOES GERAIS

Durante o desenvolvimento desse trabalho nds tentamos
dezsenvolver uma metodologia para a propagacéio "in vitro” e "in
vivo" de pimentdo, visando a microvropagacgéo & manutencdo de
linhas macho-esgtéreis para auxiliar no programa de melhoramento
da ESAL.

Primeiramente trabalhamos com as sementes para
obtencdo uniforme da germinac@io. Notamos que o pré-tratamento
da semente foli muito Importante para homogeneizar a germinacfo.
Também concentramos nossos esforcos em diferentes tilpos de
materiais para serem rropagados vegetativamente. Nos
encontramos evidéncias que, o tipo de explante & maito
importante no Processo de regeneraclo "in vitro”. B
interessante notar que o cotllédone ¢ wn tecido coim salta
orincipalmente do lado do peciolo.
Unma evidéncia muito importante no processo de moriogénese, fol
a idade do explante. Em outras palavras, gquando o "seedling”

desenvolvia o tecldo cotiledonar ia perdendo a capacidade

morfogenética, talvez, pelo dreno de matabélitos para o
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desenvolvimento e crescimento do “seedling". A inducBo do
explante com reguladores de crescimento (BAP, AIA e ANA) foi
também interessante. Notamos wum melhor desenvolvimento, ou
geja, uma regeneracdo de brotos, no uso de BAP combinado com
AIA, e gquando usamos o ANA ocorria malor proliferacBo de calos,
talvez devido a interacdo entre os metabdélitos enddgenos com
exbgenos para a induclo de calos ou a destruicBoc do AIA pela
fotooxidacio (luz). A proliferac8o de brotos também foi
avaliada com um novo regulador de crescimento (Tidiazuron).
Notamos que o uso desse novo regulader de crescimento, em
baixas concentragdes, & ativo na induc8o de brotos.

No estudo usando estacas e microestacas para a-
propagaeclo vegetativa, noés encontramos que a posigdo do
material e a concentracio dos reguladores de. crescimento 8o
importantes para a regeneracBo das raizes. Neste trabalho nés
achamos que o uso de microestacas poderd ser usado gquando
utilizarmos as microestacas basal e mediana, enguanto na apical
o indice de sobrevivéncia é quase nulo. Com respeito a estaca,
héa também uma tendéncia melhor para as estacas basails.

Baseado em nosso trabalho, linhas de pesquisa ainda
necessitam ser mais desenvolvidas. O estudo de uma metodologia
para o alongamento e individualizacBo das brotactes asinda €
necessdrio. Un estudo adlicional seria quanto ao processo de
aclimatacfo das pléntulas para a produclo em grande escala das
linhas macho-estéreis. A correlachlio bioquimica entre o explante

e o jdade de regeneractio de brotos precisa ser melhor
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entendida. O processo de organogénese entre plantas macho-
estéreis e n8o macho-estéreis também precisa ser estudado.
Portanto, muitas questdes ainda precisam ser respondidas,
entretanto, uma gquestio muito importante e trabalhosa precisa
ser dirigida para identificac8o e eselecBo do macho-estéril,

"o

ainda na fase de "seedling”, "in vivo" ou "in vitro".
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RESUMO

PROPAGACAC VEGETATIVA DE PIMENTAO Capsicum annuum L.

ATRAVES DE METODOS "IN VITRO"™ E ESTACAS

Alguns fatores que influenciaram & capacidade de
explantes de "seedlings" de piment8o (Capsicum annuum L. cv.
Agronbmico 8) de formarem brotagdes "in vitro™ foram
investigados. 0 pré-tratamento de sementes fol estudado e o
melhor pré-tratamento fol em dgua por 20 horas para um zumento
na germinacdo e melhor wuniformidade quando estas foram
cultivadas em melo M.S. com metade dos sais e no escuro por 7
dias. Cotiledone esccionado (1/3 do 1limbo) foi o melhor
explante pare formacBo de multiplos brotos cuando cultivados em
BAP. Quando estes explantes foram cultivados em BAP combinado
com ATA induzin maior formacdo de brotos em AJA (1,0 mg/L) com
BAP (4,0 mg/L). Quando se combinou com ANA houve uma inibic#o
de formacio de brotos. O maior nimero de Dbrotos por explante
foi encontrado em cotilédones seccionados (6 a 7 dias de idade

do "seedlings”) ou seja os mals Jovens. Quando nbée testamos O
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efeito de TZD em comparac#o com BAP achamos que o TZD é mais
efetivo que o BAP para brotactee em cotilédone. A propagac8o
utilizando estacas também foi investigada estas estacas foram
retiradas de plantas com 50 dias de idade e o efeito do AIB foi
estudado. Para estacas apicais o AIB (225 mg/L) por 3 horas foi
o melhor para enraizamento e para estecas basais AIB (225 mg/L)
por 8 horas fol o melhor para enralzamento quando cultivadas em

casa de vegetaclo e plantadas em areia fina.
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ABSTRACT

PROPAGATICN OF Capsicum annuum L. IN VITRO

AND BY CUTTINGS

Some of the factors wich influence the in vitro shoot -
forﬁing capacitylof seedling explants of bell pepper (Capsicum
annuum L. cv. Agrondmico 8) were investigated. Seed priming was
studied and preming of seed in water for 20 hours was the best
priming treatment for increased rate of germination and best
uniformity when cultured in half-stength M.S. medium in dark
for seven days. Trimmed cotyledon (the distal one third portion
of the blade was removed) explant was the best for mutiple
ghoot formation when cultived with BAP. When cultived this
explant with BAP combined with IAA tended to induced more shoot
forming at TAA (1,0 mg/L) and BAP (4,0 mg/L). When combined
with NAA tended to inhibit shoot formation. The largest number
of shoots per explants was founded in de younger trimmed
cotyledon (6 and 7day-old-seedlings). When compared, with BAP,

TZD was more effective for +the cotyledon ehoot formation.
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Propagation by cuttings was also investigated in defficients
types of cuttings (50 day-old plants). Best rooting was
obtained by treating cuttings with IBA at 225 mg/L for 3 hours
(apical cuttings) or 6 hours (basal cuttings) immersion

followed by placement in green house on a fine sand substrate.





