COMUNICACAO

ASSOCIACAO DE FASESMEIOTICASE ESTADIOSDOS
MICROSPOROS COM CARACTERISTICASMORFOLOGICAS
DE BOTOESFLORAISDE PIMENTAO

RESUM O — Fases meidticas e estéadios de microsporos
de pimentdo (Capsicum annuum L. cv. Azeth) foram
determinados e associados com caracteristicas morfol 6-
gicas adotadas para a selegdo de botbes florais a serem
utilizados na indu¢do de androgénese. Plantas foram
mantidas em casa-de-vegetacdo para coleta dos botdes
florais, que foram separados em seis classes de acordo
com a relagdo de tamanho entre cdlice e corola e pre-
senca de pigmentos nas anteras. As anteras foram fixa
das em metanol: &cido acético na proporcéo de 3:1 e
armazenadas a —20° C. Preparacfes citogenéticas desse
material foram montadas pela técnica de dissociacdo e
secagem a0 ar e coradas com solugdo de Giemsa. As
observagdes dos botdes foram realizadas sob lupa e as
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preparagdes citogenéticas em microscopio Gtico. Ima-
gens dos botdes florais, das anteras e das fases meidti-
cas foram digitalizadas em computador para documen-
tacdo. VariagOes de fases meidticas dentro de cada clas-
se de bot&o floral foram observadas. Embora o critério
de presenca de antocianina na extremidade das anteras te-
nha sido aplicado para outras variedades, 0 mesmo ndo se
mostrou adequado para a determinacdo do estadio de mi-
crésporo neste estudo. As fases meidticas foram citogeneti-
camente identificadas; contudo, ndo foi possivel estabelecer
Sua associagdo com as classes dos botdes florais. Entretan-
to, botdes com o tamanho de cdice coincidindo com o da
corola apresentaram maior nUmero de micrésporos em es-
tadio adequado para a cultura de anteras.

TERMOS PARA INDEXAGAO: Capsicum annuum, meiose, cultura de anteras.

ASSOCIATION OF MEIOTIC PHASES AND MICROSPORE
STAGESWITH MORPHOLOGICAL CHARACTERS
OF FLORAL BUDS OF PEPPER

ABSTRACT - In the present study, morphological
characters adopted for flora bud selection used for
androgenesis induction were associated with pepper
(Capsicum annuum L. cv. Azeth) meiotic phases and
microspore stages. Floral buds were harvested from
greenhouse-grown plants and separated into six classes
according to size relationships between calyx and
corolla, and anthocyanin pigmentation in anthers. After
sorting by size, buds were fixed using a methanol:
acetic acid (3:1) solution at -20°C. Cytogenetic

preparations were mounted using an adaptation of an
air-drying technique and staining through a phosphate
buffer Giemsa solution. Bud observations were
accomplished under a stereo-microscope and the
cytogenetic preparations in an optic microscope.
Recordings of floral buds and meiotic phases were
performed with an image digitizing computer system.
Variations on the meiotic phases were observed within
each class. Although the approach based on
anthocyanin pigmentation on anthers has been applied
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to another pepper varieties, it was not a reliable trait for
determination of the microgpore stage. Meiotic phases
were citogeneticaly identified, although bud stage could not

be associated with it. On the other hand, buds having the
same calyx and corolla sizes presented a larger number of
microspores in asuitable stage for anther culture.

INDEX TERMS: Capsicum annuum, meiosis, anther culture.

O género Capsicum (2n = 24) é largamente cul-
tivado para uso como tempero e hortaliga, tanto nas zo-
nas temperadas como nos trépicos. Neste Ultimo, espé-
cies de Capsicum sd0 muito importantes comercia men-
te, algumas talvez as mais importantes apds o tomate
(Leon, 1983). Isso tem motivado estudos em diversas
areas, como genética, melhoramento, evolugdo e bio-
tecnologia (Kristiansen & Andersen, 1993; Boiteux et
a., 1993; Fontes, 1998). Do mesmo modo, relatos de
alteracOes na meiose causadas por inseticidas (Devadas
et a., 1986), fungicidas (Prakash et a., 1988), herbici-
das (Reddy & Rao, 19824) e reguladores de crescimento
(Reddy & Rao, 1982b) sdo observados. O uso da cito-
genética e isoenzimas visando a estudos filogenéticos
também se mostrou Util para Capsicum (Conicella et
al., 1990).

A técnica de producdo de di-hapldides por an-
drogénese permite recuperar mutagdes recessivas e pos-
Sui vantagens como economia de tempo e recursos de
programas de melhoramento. Desse modo, a cultura de
anteras tem sido utilizada em programas de melhora
mento (Mityké et a., 1996) e estudos genéticos de pi-
mentdo (Morrisson et al., 1986). Alguns estudos abor-
dando a otimizagdo e aplicagbes dessa tecnologia séo
relatados por Morrisson et a. (1986), Mitikd et a.
(1995), Dolcet-Sainjuan et al. (1997) e Fernandes et al.
(1999).

Segundo Luz (1995), para a obtencdo de linha
gens endogémicas ou para producdo de hibridos pelo
melhoramento convencional, sdo necessarias 7 a 9 ge-
races para obtencdo de uniformidade genotipica e fe-
notipica apds o cruzamento intervarietal. Esse tempo
pode ser reduzido pela obtencdo de hapl6ides em gera
¢Oes segregantes. Além disso, os hapldides possuem a
vantagem de possuir apenas um alelo em cada loco gé-
nico, fato que, apds a duplicagdo do nimero de cromos-
somos, permite a produgdo de plantas homozigéticas
para todos os locos, substituindo as geragdes de autofe-
cundag&o com o0 mesmo objetivo.

V&rios aspectos influenciam o sucesso da cultura
de anteras (Rakoczy-Trojanowska et al., 1997; Jain et
al., 1996). O estéadio uninucleado tardio de micrdsporos
€ 0 mais adequado para a aplicacdo dessa técnica, sen-
do fundamental sua determinagdo. Nesse contexto, fa

ses meidticas e estédios de micrésporo de piment&o fo-
ram associados a caracteristicas morfoldgicas adotadas
para selecdo de botdes florais a serem utilizados na in-
ducdo aandrogénese.

Sementes de C. annuum cv. Azeth de foram
germinadas e, 16 dias ap6s a germinagdo, plantulas
com foram transplantadas para vasos de PVC de dois
litros contendo substrato (Plantmax), mantidos em ca-
sa-de-vegetacdo. Em seguida, com o desenvolvimento
dos botdes florais, amostras de diferentes tamanhos fo-
ram coletadas. Suas anteras foram retiradas, fixadas em
&cido acético/metanol (1:3) e armazenadas a —20°C. Os
botbes foram separados em seis classes (Figura 1), do-
servando-se a relagdo de tamanho entre cdlice e corola,
aforma da margem do célice (Leon, 1983) e a presenca
de pigmentos nas anteras. Adotou-se como classe 1
quando o cdlice estava fechado com dentes da borda se
tocando. Para a classe 2, o cdlice abrindo, com dentes
ndo se tocando e sem visuaizagdo da corola, e corola
despontando na classe 3. Naclasse 4, o célice e acorola
possuiam tamanhos semelhantes. Na classe 5, o célice €
pouco menor que corola e distintamente menor que co-
rola na classe 6. Preparacfes citogenéticas de anteras
dessas classes de botdes florais foram realizadas pela
técnica de dissociagdo e secagem ao ar e coradas com
solugdo de Giemsa em tampéo fosfato com pH 6,8, &
daptada de Carvalho & Saraiva (1993). As observagtes
dos botdes foram realizadas sob lupa e as preparagdes
citogenéticas em microscépio ético (OLYMPUS BX-
60F) com objetiva de 100x. Imagens dos botdes florais,
das anteras e das fases meidticas foram digitalizadas
em computador para documentagéo.

Diferentes fases da meiose foram observadas
numa mesma classe de bot&o. Verificaram-se diferencgas
entre as fases mei6ticas de anteras de um mesmo boté&o;
porém, a sincronia das figuras dentro de uma mesma
antera foi observada. Cawood & Jones (1980) verifica
ram um gradiente de desenvolvimento meiético ao ana-
lisarem cortes transversais sequenciais de anteras de
tomate, fato semelhante ocorrendo também em Capsi-
cum. Na diacinese/dipl6teno, doze bivalentes foram ob-
servados unidos por quiasmas terminais e subterminais.
A orientag8o dos doze hivalentes pode ser observada na
Figura 2.
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FIGURA 1 — Classes de botes florais de piment&o (Capsicum annuum cv. Azeth). (Barra= 1 mm).

Para a maioria das espécies, 0 estadio de mi-
croésporo uninucleado precoce é o mais adequado a cul-
tura de anteras, de acordo com Stoher & Zsuffa (1990),
Hoekstra et a. (1992) e Sharma et al. (1993), citados
por Atanassov et al. (1995). Em piment&o, o estadio u-
ninucleado tardio, antes da primeira divisdo mitéticado
microsporo, é o recomendado para a cultura de anteras
(Luz et a., 1995; Dolcet-Sainjuan et al., 1997). Para a
cultivar Azeth, esse Ultimo estédio foi observado quan-
do os tamanhos do cdlice e da corola coincidiam (Clas-
se 4, Figura 1). Contudo, eventualmente, micrésporos
mais tardios foram observados nessa classe, e anteras
de botdes mais jovens também apresentaram esse est&
dio. Ao contrério do sugerido por Luz et al. (1995) e
Mityké et al. (1996), a presenca de antocianina na ex-
tremidade das anteras ndo foi um bom critério para de-
terminacdo do estadio do micrdsporo, por ndo coincidir
com o estédio adequado para a cultivar estudada.

As condi¢des de manejo das plantas podem alte-
rar o processo da meiose, considerando que situagdes
de estresse influenciam 0 mesmo. A relagdo entre a a
paréncia do bot&o e o desenvolvimento dos micrésporos
e/ou entre aparéncia das anteras e desenvolvimento dos
micrésporos ndo é absoluta (Vagera, 1990). Segundo
esse autor, desvios dessas relagdes ocorrem no cultivo
das plantas doadoras sob condicbes de casa-de
vegetacdo, especia mente nos meses de inverno.

Ltifi & Wenzel (1994) rdaaram interagdes gendti-
po-temperatura na androgénese de pimenté&o. Luz et d.
(1995) abtiveram uma associacdo de estédio de botdo floral
e estédios de desenvolvimento de micrésporo mais acura
dos, sugerindo maior influéncia do gendtipo ou do ambien-
te, ou ainda, maior rapidez no desenvolvimento da meiose
no presente trabalho. Ainda, Kristiansen & Andersen
(1993) observaram que a idade e temperatura de cresci-
mento da planta doadorainfluenciam a cultura de anteras.
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FIGURA 2 — Fases meicticas de pimentdo (Capsicum annuum). Meiose | (1 a8) eMeiose Il (9a 12) - Préfasell; 1
Final de leptéteno, 2: zigéteno, 3: paquiteno, 4: dipl6teno e 5:diacinese; 6: metafase |, 7: andfase | e 8: teldfase 1.

9: Préfase I, 10: metéfase 11, 11: tétrade e 12: microsporo (Barra=5 Nn).
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A digtribuicBo das fases meidticas de acordo
com as classes de botbes foi a seguinte: Na classe 1, fo-
ram observadas todas as fases da meiose I. A classe 2
apresentou todas as fases partindo da metéfase | até
gréos de pdlen, enquanto na classe 3, apenas da meiose
Il até gréos de pblen. Tétrades, micrésporos e gréos de
polen foram observados na classe 4. As classes 5 e 6
apresentaram micrésporos e gréos de pélen, e apenas
gréos de pdlen, respectivamente Essa observacdo pode
estar relacionada com a presenga de um ou mais fatores
que proveriam a célula em divisdo condigdes ou sinais
para prosseguir com a meiose. Essas observactes suge-
rem uma coeréncia de desenvolvimento entre as fases.
Esse desenvolvimento, porém, ndo segue de maneira
rigida os padr8es estabelecidos para as classes de botdo
floral.

A variacdo das fases meidticas e estédios de mi-
crosporo encontrados pode ser resultado de possiveis
alteracOes de fatores como temperatura, luz e estresses
gue as plantas tenham sofrido, 0 que poderia aterar o
desenvolvimento da meiose. Assim, com esses resulta
dos infere-se que um maior controle desses fatores deve
ser redlizado no que diz respeito ao estudo das fases
meidticas. Essas informagfes podem contribuir para
melhores resultados na cultura de anteras e na obtengéo
de fases especificas da meiose. As fases meidticas fo-
ram citogeneticamente identificadas (Figura 2); entre-
tanto, ndo foi possivel estabelecer associagdo entre fase
e classes de desenvolvimento dos botdes florais. Por ou-
tro lado, botdes com o tamanho de célice coincidindo
com o da corola apresentaram maior niUmero de mi-
crosporos em estéadio adequado para cultura de anteras.

Pel os resultados obtidos, pode-se concluir: a) to-
das as fases meidticas ocorrem em anteras dentro de
uma mesma classe botdo flord; b) para a cultivar Aze-
th, classe de botéo adequado para cultura de anteras é
quando os tamanhos do célice e corola coincidem; ¢) a
presenca de antocianina na extremidade das anteras
nao € um bom critério para determinacdo do estadio do
micrdsporo para a cultivar estudada; d) apesar de as fa-
ses meiGticas terem sido identificadas, ndo foram veri-
ficadas associ aghes especificas com as classes de botdo
floral.

AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi desenvolvido em colabo-
racdo com o Agricultural Biotechnology Center (ABC,
Godollé, Hungria). A Dra. Judit Mityké e Dr. Atila
Szész, pelo empenho na demonstragdo da técnica de

obtencdo de haploides em pimentdo e pela disponibili-
dade na continuidade dos trabalhos nessa parceria.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ATANASSOV, A.; ZAGORSKA, N.; BOUADJEV,
P.; DJLIANQV, D. In vitro production of haploid
plants. World Journal of Microbiology & Biotech-
nology, Oxford, v. 11, p. 400-408, 1995.

BOITEUX, L. S; NAGATA, T., DUTRA, W. P;
FONSECA, M. E. N. Sources of resistance to tomato
spotted wilt virus (TSWV) in cultivated and wild spe-
cies of Capsicum. Euphytica, Wageningen, v. 67, p.
89-94, 1993.

CARVALHO, C. R. de; SARAIVA, L. S Anair-drying
technique for maize chromosomes without enzymatic
maceration. Biotechnic & Histochemistry, Louisville,
v. 68, n. 3, p. 142-145, 1993.

CAWOOD, A. H.; JONES, J. K. Chromosome behavior
during meiotic prophase in the Solanaceae. Chromo-
soma, Berlin, v. 80, p. 57-68, 1980.

CONICELLA, C.; ERRICO, A.; SACCARDO, F. Cy-
togenetic and isozyme studies of wild and cultivated
Capsicum annuum. Genome, Ottawa, v. 33, n. 2, p.
279-282, 1990.

DEVADAS, N.; RAJAN, M. V.; SUBHASH, K. Com-
parative mutagenicity of four organophosphorous insec-
ticides in meiotic system of red pepper. Cytologia,
Tokyo, v. 51, p. 645-653, 1986.

DOLCET-SAINJUAN, R.; CLAVERIA, E;
HUERTA, A. Androgenesis in Capsicum annuum L.
Effects of carbohydrate and carbon dioxide enrich-
ment. Journal of the American Society for Horti-
cultural Science, Alexandria, v. 122, n. 4, p. 468-
475, 1997.

FERNANDES, M. |. B. M.; SITVAL, A. L
BRAMMER, S. P.; GRANDO, M. F. Haploidizagéo:
genética e melhoramento. In: TORRES, A. C,;
CALDAS, L. S,; BUSO, J. A. (Eds.). Cultura de teci-
dos e transformacdo genética de plantas: Brasilia,
1999. Brasiliaa. EMBRAPA-SPI/CNPH, 1999. p. 613-
650.

FONTES, M. A. Morfogénese in vitro, isolamento e
cultivo de protoplastos e transformacéo genética de
pimentdo (Capsicum sp.). 1998. 165 p. Dissertagdo

Ciénc. agrotec., Lavras. V.27, n.3, p.708-713, maio/jun., 2003



713

(Mestrado em Botanica) — Universidade Federal de Vi-
¢osa, Vigosa.

JAIN, A. K.; SARKAR, A.; DATTA, R. K. Induction of
haploid calus and embryogenesisin vitro cultured anthers
of mulberry (Morus indica). Plant Cell, Tissue and Or-
gan Culture, Dordrecht, v. 44, p. 133-147, 1996.

KRISTIANSEN, K.; ANDERSEN, S. B. Effects of do-
nor plant temperature, photoperiod, and age on anther
culture response of Capsicum annuum L. Euphytica,
Wageningen, v. 67, p. 105-109, 1993.

LEON, J. Genetic resources of Capsicum: a global
plain of action. Roma: Food and Agriculture Organiza-
tion of the United Nations, 1983. 49 p.

LTIFI, A.; WENZEL, G. Anther culture of hot and
sweet pepper (Capsicum annuum L.): influence of
genotype and plant growth temperature. Capsicum and
Eggplant Newdletter, [S.I.], v. 13, p. 74-77, 1994.

LUZ, J M. Embriogénese somética in vitro em ante-
ras de pimentdo (Capsicum annuum L.). 1995. 115 p.
Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

LUZ, J M. Q.; SILVA, R.; DAVIDE, L. C.; PINTO, J.
E. B. P. Relagdo entre os estédios de desenvolvimento
dos micrésporos e as caracteristicas morfoldgicas do
botéo floral em pimentdo (Capsicum annuum L.). Ci-
éncia Rural, SantaMaria, v. 25, p. 385-388, 1995.

MITYKO, J; ANDRASFALVY, A.; CSILLERY, G
FARI, M. Anther-culture response in different geno-
types and F1 hybrids of pepper (Capsicum annuum L.).
Plant Breeding, Berlin, v. 114, p. 78-80, 1995.

MITYKO, J; ANDRASFALVY, A.; FARI, M. Hun-
garian pepper cultivar breaks through traditional barri-
ersin breeding practices. Hungarian Agricultural Re-
sear ch, Budapest, v. 1, p. 18-22, 1996.

MORRISSON, R. A.; KONING, R. E.; EVANS, D. A.
Anther culture of an interspecific hybrid of Capsicum.
Journal of Plant Physiology, Stuttgart, v. 126, p. 1-9,
1986.

PRAKASH, N. S; LAKSHMI, N.; HARINI, I. Cyto-
logical effects of agricultural chemicals Il: effects of
fungicides “Bavistin” and “Deltan” on chilli (Capsicum
annuum L.). Cytologia, Tokyo, v. 53, p. 709-715, 1988.

RAKOCZY-TROJANOWSKA, M.; SMIECH, M,
MALAPSZY, S. The influence of genotype and me-
dium on rye (Secale cereale L.) anther culture. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v. 48, p.
15-21, 1997.

REDDY, S. S.; RAO, G. M. Cytogenetic effects of
agricultural chemicals. 1I: effects of herbicides
“Lasso and Basagran” on chromosomal mechanism
in relation to yield and yield components in chilli
(Capsicum annuum L.). Cytologia, Tokyo, v. 47, n.
2, p. 257-267, 1982a.

REDDY, S. S.; RAO, G. M. Cytogenetic effects of ag-
ricultural chemicals. |11 effects of hormones “Planofix
and Lihocin” on chromosomal mechanism in relation
to yield and yield components in chilli (Capsicum an-
nuum L.). Cytologia, Tokyo, v. 47, n. 2, p. 269-278,
1982b.

VAGERA, J. Pepper (Capsicum spp.): in vitro induc-
tion of haploids. In: BAJAJ, Y. P. S. Biotechnology in
agriculture and forestry. [S.l.]: Springer Verlag,
1990. v. 12, p. 375-392.

Ciénc. agrotec., Lavras. V.27, n.3, p.708-713, maio/jun., 2003



