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RESUMO

Verificou-se o efeito do etileno em combinagdo com o thidiazuron
(TDZ), nitrato de prata (AgNO,) e &cido acetilsdicilico (AAS), na
inducéo e regeneracdo de embrides em anteras de pimentéo,
gendtipos F, (PIX21C12#35 x Agrondmico 08), (PIX21C04#4 x
Linha 004), (PIX22C#31 x Linha 004), (PIX21C15#45 x lkeda) e
(PIX22C#21 x Ikeda). Os botdes foram col etados quando sépalase
pétal astinham tamanhos aproximadamente iguais, correspondendo
a0 estédio de anteras com micrésporos uninucleados. Asanterasfo-
raminoculadas em placade Petri contendo meio de culturaC adicio-
nado de 4,5 mM de TDZ; meio C acrescido de 0,05 mM de 2,4-D,
0,05 mM decinetinae 88,8 mM de AAS; meio C acrescido de 0,05
mM de 2,4-D, 0,05 mM de cinetinae 5,0 mg/L de AgNO,. Em se-
guida, foram col ocadas em ambiente escuro a35°C durante oito dias
e enriquecido com ethephon, por O; 2; 4; 6 ou 8 dias num esquema
fatorial com quatro repeti¢des, sendo cada placa considerada uma
parcelacontendo 20 a24 anteras. O periodo de permanénciadequa-
tro dias, em ambiente enriquecido com ethephon, e os meios com
TDZ e AgNO,, foram os mais favoraveis aindugéo de anteras. O
TDZ também promoveu maior indugéo de calos embriogénicos. As
maiores taxas de necrose ocorreram no meio com AAS. S6 ocorreu
regeneracdo direta em plantulas no meio C acrescido de 5 mg/L de
AgNO,, sendo oito dias o melhor periodo. Os gendtipos mais
responsivos foram PIX22C#31 x linha 004 e PIX22C#21 x Ikeda.
Observou-se aformacao de plantul as hapl 6ides e di pl 6ides median-
te andlise da ponta de raiz. Considerando-se que a regeneragéo foi
direta, sem passar por calos, supde-se que as plantulas dipl6ides
obtidas sejam provenientes dos micrdsporos, devendo portanto ter
ocorrido umadiploidizacdo invitro.

Palavras-chave: Capsicum annuum L., melhoramento, biotecnologia,
cultura de tecidos.

ABSTRACT

Ethylene action in combination with Thidiazuron (TDZ),
silver nitrate (AgNO,) and acetylsalicylic acid on sweet pepper
anther culture.

Theinfluence of ethylene used in combination with Thidiazuron
(TDZ), silver nitrate (AgNO,) and acetylsalicylic acid (ASA) was
evaluated on sweet pepper androgenesis of F genotypes
(PIX21C12#35 x Agrondmico 08, PIX21C04#4 x Line 004,
PIX22C#31 x Line 004, PIX21C15#45 x |keda and PIX22C#21 x
Ikeda). Floral buds were collected when sepals and petals were
approximately of equal size, corresponding to the uninucleated stage
of microspores. Antherswere placed in Petri dishes containing three
mediums: C medium supplemented with TDZ (4.5mM); Cmedium
plus 2,4-D (0,05mM), Kinetin (0.5mM) and ASA (88,8mM) or
AgNO, (5.0 mg/L). After inoculation, the anthers were kept in the
environment with ethephonfor 0, 2, 4, 6 or 8 days at 35°C for eight
daysinthedark. The experiment was conducted in afactorial design
with four replications. Each replicate consisted of one Petri dish
containing 20-24 anthers. TDZ and AgNO, were most effectivefor
inducing somatic embryos after four dayswith Ethrel. The greatest
rates of necrosis took place on the medium with AAS. Direct
regeneration of plantlets occurred only on medium supplemented
with 5 mg/L of AgNO, after an eight-day treatment with Ethrel. The
most responsive genotypes were PIX22C#31 x Line 004 and
PIX22C#21 x lkeda. Chromosome number of the seedlings was
verified through the root tip analysis which indicated the presence
of haploid and diploid chromosome number. Since regeneration was
direct, iewithout going through callus phase, it ishypothesized that
the diploid seedlings came fromin vitrodiploidization.

Keywords: Capsicum annuum L., breeding, biotechnology, tissue
culture.
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a érea de estudos sobre o cultivo
N in vitro de vegetas, uma das linhas
de pesquisa mais explorada atualmente
€ a composicdo e a influéncia de gases
nos recipientes de cultivo, bem como a
adicdo de componentes que influenciam
na formacao e acdo destes gases. Sabe-
se que estes gases afetam diretamente a
resposta do explante, pricipamente no
que diz respeito a embriogénese. Entre
ees, o eileno é o principa gés envolvi-
do, ocasionando diferentes influéncias
conforme a espécie (Auboiron et al.,
Adkins et al., 1993, 1990; Nissen, 1994).

Diversos trabahos mostraram o efei-
to do etileno sobre as plantas doadoras
(Argarwa & Bhojwani, 1993), o seu
efeito e dos seus antagdnicos adiciona
dos a0 meio de cultura, bem como a re-
lacdo destes com outros componentes do
meio, principalmente auxinas. Uma vez
que seu efeito geramente é negativo na
embriogénese, sdo Uutilizadas em baixas
concentragOes ou omitidas na fase de
regeneracéo dos calos devido a maior
biossintese de etileno (Ockendon &
McClenaghan, 1993; Evans & Batty,
1994). O tratamento inicial de anteras
com altas temperaturas € essencial para
a embriogénese, pois afeta a agdo de
compostos adicionados, além de in-
fluenciar a biossintese de etileno
(Biddington & Robinson, 1991).

Em pimentéo, verificou-se que a pre-
senca de 5 mg/L de nitrato de prata
(AgNO,) no meio de indugéo C (Sibi et
al., 1979) teve efeito favoravel na
androgénese, provavelmente devido ao
fato do AgNO, bloquear a ag&o inibito-
ria do etileno enddgeno dos embrides,
permitindo assim o maior desenvolvi-
mento dos mesmos (Nervo et al.,1994).
Em suspensdo de células de cenoura,
tanto o0 &cido sdlicilico (AS) quanto o
acido acetilsalicilico (AAS), em forma
de aspiring, estimularam a
embriogénese, numa faixa de concen-
tracdo de 10 a 100uM, e ndo causaram
qualquer prejuizo no crescimento e so-
brevivéncia das céulas (Herman, 1991).

Devido a interacdo de diversas subs-
do etileno, sabe-se que para varias expé-
cies estudadas em técnicas de cultura de
tecidos, os resultados devemn ser interpre-
tados com cuidedo, principadmente no que
diz respeito ao rea papel do etileno no
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controle da emhriogénese. O presente tra
baho teve como objetivo verificar o efe-
to das combinagdes de ethephon com o
thidiazuron (TDZ), 0 AgNO, e 0 AASna
inducdo e regeneracdo de embrides em
anteras de pimentéo.

MATERIAL E METODOS

Os gendétipos utilizados foram os
hibridos F, (PIX21C12#35 x Agront-
mico 8), (PIX21C04#04 x Linha 004),
(PIX22C#31 x  Linha  004),
(PIX21C15#45 x lkeda) e (PIX22C#21
X lkeda) sendo PIX21C12#35,
PIX21C04#04 e PIX21C15#45 resisten-
tes aos nematéides das galhas
Meloidogyne javanica e M. incognita
(Peixoto, 1995).

As plantas doadoras dos botdes flo-
rais foram cultivadas em casa de vege-
tacdo sob condi¢des controladas e tem-
peratura média de 27°C. Os botdes flo-
rais foram coletados no estadio de péta
las e sépalas de mesmo tamanho,
correspondendo a anteras contendo
micrésporos uninucleados. Foram
desinfestados com &cool a 70% por 20
segundos e hipoclorito de sddio a 2%,
por 10 minutos e, em fluxo laminar, fo-
ram lavados 3 vezes com &gua destila-
da e autoclavada. As anteras foram reti-
radas com o auxilio de um microscdpio
estereoscopio em aumento de 40 vezes,
descartando-se as danificadas.

As anteras foram inoculadas em pla-
ca de Petri contendo meio de cultura C
(Shi e al., 1979) adicionado de 45 mM
de TDZ; meio C acrescido de 0,05 mM
de 2,4-D, 0,05 mM de cinetina e 88,8
mM de AAS; meio C acrescido de 0,05
mM de 2,4-D, 0,05 mM de cinetina e
50 mg/lL de AgNO,. Apds a inoculagéo,
as placas, somente tampadas e néo la
cradas, foram colocadas em um recipien-
te com volume de dois litros e capa-
cidade para doze placas empilhadas.
Neste mesmo recipiente foi colocado um
becker contendo 10 ml do produto co-
mercid ETHREL&(Ethephon = &cido 2-
cloro etilfosfonico - 240g/L), como fon-
te de etileno. O pH foi gjustado em 4
(em solugdo aquosa com pH abaixo de
4, o ethephon é estavel, a0 passo que é
quebrado liberando etileno, em vaores
de pH acima de 4). Posteriormente o
recipiente foi hermeticamente fechado

e colocado em BOD a 3%°C, no escuro
por O, 2, 4, 6 e 8 dias, totalizando quin-
Ze tratamentos para cada gendtipo. Apds
estes periodos, as placas foram retira-
das do recipiente, vedadas com filme
pléstico e recolocadas na BOD até com-
pletarem oito dias. Posteriormente, fo-
ram colocadas em sala de crescimento
a26°C com 16 h de luz, onde permane-
ceram até 0 12 dia apds a inoculagéo.
A seguir, as anteras foram transferidas
para 0 meio R (Sibi et al., 1979),
suplementado com 0,5 mM de cinetina.

O delineamento utilizado foi um
split-plot com parcelas divididas no tem-
po de permanéncia com 0 ETHREL §,
com 4 repeticBes, sendo cada placa de
Petri uma parcela contendo anteras de 4
botdes, totdizando de 20 a 24 anteras
por placa. Trinta dias gpds a inoculagéo
no meio C, avdiou-se a percentagem de
anteras que continham embridides, o
nimero de embridides por 100 anteras
inoculadas, a percentagem de calos
embriogénicos e de anteras necrosadas
€ 0 nimero de plantas regeneradas. Os
embriGides foram retirados das anteras
e transferidos para placa de Petri con-
tendo meio R adicionado de 9,3 mM de
cinetina. Os dados foram submetidos
quanto a normaidade e homogeneidade
através dos testes de Lilliefors e Bartlett,
respectivamente e para todas as carac-
teristicas foram reslizadas andlises de
variéncia e teste de média

As pléntulas obtidas nas placas fo-
ram transferidas para tubos de ensaio
(150 x 25mm) contendo 20 ml de meio
R, sem a presenca de regulador de cres-
cimento. As primeiras plantulas obtidas
tiveram suas pontas de raizes retiradas
para contagem cromossdmica. Apds
acangarem, invitro, tamanho pouco maior
que 3 cm, as plantas regeneradas foram
aclimatadas em casa de vegetacdo com
temperatura média de 27°C e sob
sombrite 50%. As plantas periodica-
mente eram irrigadas com solucdo nu-
tritiva até o transplantio definitivo em
vasos com solo e adubo quimico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de anteras com
embridides e 0 nimero de embridides
por 100 anteras foram influenciados,
significativamente, pelos tratamentos
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Tabela 1. Porcentagem de anteras com embridides, em diferentes meios de induggo combi-
nados com tempo de permanéncia com ethephon, considerando dados dos gendtipos em

conjunto. Lavras(MG), UFLA, 1996

Meios de Tempo em exposicdo ao ethephon (dias)
Inducéo 0 2 4 6 8
TDZ 23,0 Ab 38,8 Aa 30,3 Aab 22,0 Ab 21,6 Ab
AgNO3 14,6 ABb 33,7 Aa 25,4 Aab 15,0 ABb 24,6 Ab
AAS 11,9 Bb 109Bb 239 Aa 16,9 Bb 17,6 Ab

1 - Asmédias seguidas de mesmalletra (MaiGscul as para meios e minuscul as para o tempo
com ethephon) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Figura 1. Porcentagem de cal os embriogénicos em fungdo de diferentes meios de indugéo
combinados com tempo de permanéncia com ethephon, considerando dados dos gendtipos

em conjunto. Lavras(MG), UFLA, 1996.

com diferentes componentes (TDZ,
AgNO, e AAS) e peo tempo de permar
néncia das anteras nestes meios junto
com ethephon. No entanto, s houve
interacd0 entre 0 tempo e 0 meio para a
primeira caracteristica. N&o ocorreu efei-
to significativo dos genétipos para as
caracteristicas avaiadas, o que pode es-
tar relacionado com a exposi¢cdo dos
meios a0 ethephon, que aproximou as
respostas dos diferentes gendtipos. Em
alguns experimentos com cultura de
anteras de pimentdo também ndo ocor-
reram diferencas entre gendtipos (Shi et
al.,1979; Dumes de Vaulx e a., 1981).
Com relagcdo a porcentagem de
anteras com embridides, na interagcéo
entre a composicéo do meio de cultura
e 0 tempo de exposi¢cdo ao ethephon
(Tabela 1), verificou-se que, de manei-
ra geral, o tempo de quatro dias foi 0
mais favoravel para o meio contendo
AAS, enquanto para os meias com TDZ
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ou AgNQ,, o melhor tempo foi o de dois
dias. As maiores indugdes de anteras
com embridides ocorreram nos meios
com TDZ e AgNO;; 0 AAS gpresentou
as menores percentagens de anteras com
embridides. O fato dos periodos de dois
e quatro dias terem sido os melhores na
inducdo da embriogénese, de certa for-
ma, concorda com o verificado por
Nissen (1994) que, trabalhando com
suspensdo de cdulas de cenoura, verifi-
cou que dtas concentragdes do ethephon
foram prgudiciais a embriogénese. No
presente experimento empregando red-
piente hermeticamente fechado, os maio-
res tempos de exposicéo (6 e 8 dias)
das anteras ao ethephon, tendenciaram
a0 aumento da concentragado de etileno
no ambiente que continha as anteras e
consequentemente levaram a menores
percentagens de anteras com embriddes.

O TDZ também induziu maior pro-

maior exposicdo das anteras ao
ethephon, variando de 13,1 a 25,1%, em
zero e oito dias de exposi¢do, respecti-
vamente (Figura 1). Este efeito pode
estar relacionado a0 aumento da ativi-
dade citocininica do TDZ pela presen-
¢a do etileno. Por outro lado, o TDZ
pode levar a producdo de etileno, pois
isto é caracterigtico das citocininas, por-
tanto mais etileno estaria sendo produ-
zZido, e maior estimulo a acéo do TDZ
estaria ocorrendo, levando a formacéo
dos calos (Mok & Mok, 1985). O au-
mento do periodo de exposicdo ao
ethephon, resultou em maior porcenta-
gem de anteras necrosadas no meio
TDZ, o que reforca a consideracdo an-
terior. A respiragdo e a atividade
mitdtica, durante o desenvolvimento dos
calos, resulta em liberacdo de etileno,
levando a degeneracdo que também gera
etileno que, somado ao liberado no re-
cipiente pelo ethephon, teria aumenta-
do a taxa de necrose das anteras, 0 que
concorda com Auboiron et al. (1990).

As maiores taxas de necrose ocorre-
ram no meio com AAS e também fo-
ram crescentes com o incremento do
periodo em ethephon, principalmente
por sais e oito dias (Figura 2). Pode-se
inferir que o AAS na concentragéo de
88,9 MM, néo foi suficiente para inibir
o efeito do etileno, aumentando a
necrose a medida em que aumentou o
tempo de exposicdo ao ethephon. Por
outro lado, Herman (1991), verificou que
tanto 0 AS, quanto 0 AAS, em forma de
agoiring, estimularam a embriogénese em
suspensdo de céulas de cenoura numa
faxa de 10 a 100 mM, sem qualquer pre-
juizo no crescimento e sobrevivéncia das
céulas, e ainda, houve uma direta rela-
¢20 entre a concentracéo de AS e AAS e
0 egimulo a embriogénese, com a inibi-
¢ao do etileno.

Com relagdo ao numero de
embridides por 100 anteras, verificou-
se que o0 TDZ também se destacou com
170,7 embridides, mas ndo diferiu sig-
nificativamente do meio acrescido de
AgNO, (155,5 embridides), consideran-
do os gendtipos e os tempos de exposi-
¢80 a0 ethephon em conjunto. Estes var
lores s80 proximos aos encontrados por
Nervo et al. (1994) em anteras do
gendtipo PM 687 x Yolo Wonder, tam-
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de AgNO,. O gendtipo PM 687 x Yalo
Wonder é considerado altamente
responsivo, tendo sido usado como con-
trole neste trabalho citado. Consideran-
do dados em conjunto dos meios e
gendtipos, quatro dias de exposicio a0
ethephon foi significativamente favorég
vel, obtendo-se em média 271,8
embridides por 100 anteras (Figura 3).

Apesar de dois e quatro dias terem
sdo os melhores tempos para a indugéo
de embridides nas anteras e terem pro-
movido o0s maiores numeros de
embridides, o periodo de aito dias foi 0
mais eficiente na regeneracdo dos em-
brides em plantulas (Tabela 2). Somente
anteras provenientes do meio de indugéo
C adicionado de 5 mg/L de AgNO, rege-
neraram plantulas, sendo PIX22C#31 x
Linha 004 e PIX22C#21 x lkeda, os
gendtipos mais responsivos (Tabela 2).
PIX21C12#35 x Agrondmico 8 néo re-
generou qualquer plantula, permanecen-
do os embridides nos est&dios globular e
torpedo, até a completa necrose ao lon-
go de 60 dias, mesmo quando transferi-
dos para 0 meio R acrextido de 9,3 mM
de cinetina. Os embridides dos outros
gendtipos, quando transferidos para o
meio R + 9,3 mM de cinetina, também
nao regeneraram em pléantulas.

As primeiras estruturas de desenvol-
vimento dos embrides em plantulas co-
megaram a surgir a partir de 50 dias gods
a inoculagdo no meio de indugéo C adi-
cionado de 5 mg/L de AgNO, e, aproxi-
madamente aos 70 dias, foram
transferidas para 0 meio R sem regula
dores de crescimento. Ocorreu o desen-
volvimento de mais de uma plantula em
alguns tubos, sendo estas individualiza-
das. As plantulas atingiram o ponto de
aclimatacdo por volta de 100 dias pos-
inoculacdo das anteras.

Algumas plantulas ndo completaram
0 desenvolvimento in vitro, morrendo
antes de estarem aptas para aclimatagéo,
engquanto outras morreram ainda na
aclimatacgo. Foram constatadas pléntulas
hapléides e dipldides. Considerando que
a regeneraco foi direta, sem passar por
caos, supde-se que as plantulas dipldides
obtidas sejam provenientes dos
micrésporos, devendo ter ocorrido uma
diploidizacgo in vitro. Do ponto de vista
préatico este fato é desgavel, pois 0 em-
prego da colchicina tende a ser uma eta
pa longa sendo possivel o surgimento de
dipldides. ApGs as andlises citologicas
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Figura 2. Porcentagem de anteras necrosadas, em diferentes meios de indugdo combinados
com tempo de permanénciacom ethephon, considerando dados dos gendtipos em conjunto.
Lavras(MG), UFLA, 1996.
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Figura 3. NUmero de embridides por 100 anteras, em diferentestempos de permanénciacom
ethephon, considerando dados de genétipos e meio deindugéo em conjunto. M édias seguidas
demesmaletrando diferem entre si pelotestede Tukey (5%). Lavras(MG), UFLA, 1996.

Tabela 2. Frequénciade plantas regeneradas dos genétipos cultivados em meio C adiciona-
do de5 mg/L de AgNO3, em diferentestempos de permanénciacom ethephon Lvras(MG),
UFLA, 1996.

(¢]
Gendtipo e-l;ﬁrgf%%/n Na:\?;?;(sj ) ':lo de A%de
(dias) inoculadas plantulas plantulas

PIX21C0#04 x 004 4 90 1 1.1
6 84 2 2.4

8 81 82 2.5

PIX22C#31 x 004 4 89 3 3.4
6 85 1 1.2

8 92 12 12.9

PIX21C15#45 x Ikeda 8 83 2 2.4
PIX22C#21 x Ikeda 4 86 3 3.5
6 88 1 1.1

8 85 4 4.7

Total 864 31 3.6
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constataram-se trés plantulas hapléides
e uma dipléide a partir do genétipo
PIX22C#31 x Linha 004, uma plantula
hapldide a partir PIX21C15#45 x |keda
e uma hapléide e uma dipldide a partir
de PIX22C#21 x |keda

As taxas de regeneracdo foram em
gera superiores as dcangadas por George
& Narayanaswamy (1973) e Sihi et al.
(1979); foram semelhantes as obtidas por
Dumas de Vaulx et al. (1981) e inferio-
res &s dos trabalhos de Dumas de Vaulx
et al. (1981) e Nervo et al. (1994).

Os resultados assemelham-se aos
obtidos por Nervo et al. (1994), que a-
cancaram atas frequéncias de
embridides, mas baixas taxas de conver-
sd0 em relagdo ao numero de
embridides. Os autores afirmam que este
€ 0 ponto de estrangulamento da técni-
ca, e sugerem maiores estudos de fato-
res que possam estar relacionados com
td stuacdo. Com base nesta considera
G20 e de acordo com os resultados obti-
dos, pode-se concluir que a taxa de con-
versdo em plantas esta diretamente li-
gada a producdo e/ou inibicdo do
etileno, tornando-se cada vez mais im-
portante elucidar o real papel deste gés
no controle, ndo sb da embriogénese,
mas principalmente na fase de
maturagdo dos embrides obtidos.

JM.Q.Luz et al.
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