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EFEITO DE REGULAQORES DE CRESCIMENTO E TIPO DE EXPLANTES
NA MORFOGENESE 1N vITRO DE CAPSICUM ANNUUM L.

EFFECT OF GROWTH REGULATORS AND DIFFERENT EXPLANTS ON 1N VITRO

Marcio Henrique Pereira Barbosa'
Renato Inneco’

RESUMO

Explantes apicais, cotiledonares, hipocotiledo-
nares e -brotacdes regeneradas in vitro de
Capsicum annuum cv. Agrondmico 10 foram cul-
tvados em meio (MURASHIGE & SKOOG, 1962)-MS
suplementado com diferentes concentragbes e com-
binagdbes de BAP, adenina e tidiazuron. De acordo
tom o tipo de explante e reguladores de crescimento,
foram obtidas diferentes respostas morfogeneticas. De
modo geral, meios contendo concentragdes mais
elevadas de BAP e tidiazuron, promoveram a Indugao
¢ produgao de calos nos explantes provenientes de
'seedlings®, enquanto que a rizogénese foi favorecida
éMm meios com baixas concentracdes de BAP. Muiti-
plos brotos axilares foram formados somente quando
utilizou-se como explante, brota¢cdes regeneradas in
vitro. Os niveis de 26,64 e 39,96uM de BAP POS-
sbfitaram a maximizacdo da proliferacao em
dproximadamente 2,08 e 2,17 novas brotagcOes por
explante, respectivamente.

Palavras-chave: piment3o, tidiazuron, 6-Benzilamino-
purina (BAP), adenina.

SUMMARY

Apical, cotiledonary, and hypocotiledonary
explants and in wvitro regenerated shoots of
(apsicum annuumcv. Agrondmico 10 were grown in
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(MURASHIGE & SKOOG, 1962)-MS medium,
supplemented with different concentrations and
combinations of BAP, Adenine and Thidiazuron.
According to the explant type and growth reguiators
used different in wvitro morphogenetic responses
were attained. Generally, culture media having high
concentrations of BAP and Thidiazuron promoted
Induction and yield of calli from seedling explants but
rhizogenesis was favored only under low
concentrations of BAP. Multiple axilary buds were
formed only when the explant in vitro regenerated
shoots. BAP at 26.64 and 39.96uM maximized
proliferation in 2.08 and 2.23 shoots per explant,
respectively.

Key words: pepper, thidiazuron, 6-Benzylaminopurine
(BAP), adenine.

INTRODUCAO

O pimentao (Capsicum annuum L.) € uma
das dez hortalicas mais importante do mercado horti-
cola brasileiro. O vigor hibrido para essa espécie pode
ser explorado (MIRANDA, 1987). As sementes hibridas
podem ser produzidas em massa, utilizando a macho
esterilidade masculina. A cultura de tecidos, surge
como um metodo alternativo para manutencao e pro-
pagagcao in wvitro de linhagens macho estéreis e
clones selecionados de Capsicum annuum (SWAMY,
1983).
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As primeiras tentativas de regenerar plantas
a partir da cultura de tecidos de duas variedades de

Capsicum annuum e variedades hibridas de
Capsicum frutescens foram feitas por GUNAY &

RAO (1978) empregando o meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) suplementado com varias combinagoes
e concentracdes de auxinas e citocininas.

A cultura de pimentdo in vitro pode ser
estabelecida utilizando explantes provenientes de plan-
tulas germinadas em condicdes axénicas (FAR! &
CZAKO, 1981; SWAMY, 1983; PHILLIPS & HUBSTEN-
BERGER, 1985; SRIPICHITT et al., 1987; SADHANA
AGRAWAL et al., 1989). A escolha do tipo de explante
bem como o emprego de um balango hormonal ade-
quado s&o fatores determinantes para o0 sucesso da
resposta morofogenética in vitro (MURASHIGE,
1974).

O objertivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do BAP (6-benzilaminopurina), adenina, tidiazuron e
tipo de explante sobre a morfogénese in vitro de
Capsicum annuum cV. Agronomico 10.

MATERIAL E METODOS

Explantes

Sementes obtidas da cultivar Agrondmico 10
Capsicum annuum, {iveram a superficie desinfestada
com alcool 70% por um minuto, seguido de Imersao
em hipoclorito de sbdio a 1,5% por 20 minutos. Poste-
riormente foram lavadas quatro vezes com agua desti-
lada autoclavada. Em camara asséptica as sementes
foram Inoculadas em meio MS completo porém, con-
tendo a metade das concentracdes dos sais, 0,2% de
carvao ativado e solidificado com 0,7% de agar. A
germinacao das sementes ocorreu uma semana apos
a inoculagao. No 25° dia ap0s a inoculagao, as plantu-
las crescidas na presenga de luz branca fria
(50umol/s/m?), fotoperiodo de 16h luz e temperatura
de 26 + 1°C, foram seccionadas de modo que 0 com-
primento dos explantes ficasse em torno de 1,5 a
2,0cm. Os explantes utilizados foram: segmento apical
(compreendendo secg¢ao acima das gemas cotiledona-
res), segmento cotiledonar (compreendendo somente
as gemas cotiledonares) e segmento hipocotiledonar
(compreendendo sec¢ao abaixo das gemas cotiledona-
res). As brotagdes regeneradas in wvitro foram
utilizadas para instalagao de outro ensaio. Estas brota-
coes, foram culturadas em meio MS por 10 dias e

eram constituidas por duas gemas axilares e compri-
mento entre 1,5 e 2,0cm.

Meio de cultura

Utilizou-se 0 meio basico descrito por MU-
RASHIGE & SKOOG (1962) suplementado com BAP,
adenina ou tidiazuron, de acordo com o ensaio. Antes
do processo de autoclavagem (121°C, 15psi, 20min)
o pH do meio para germinagdo das sementes e dos
meios de cultura suplemetados com BAP, adenina ou
tidiazuron, foram ajustados para 5,8. Todos 0s meios
de cultura foram solidificados com 7% de agar.

Ensaios

Realizaram-se trés ensaios. No primeiro en-
saio adicionou-se ao meio de cuitura, em esquema
fatorial, as concentracdes de adenina (0 - 148 - 296 ¢
592uM) e de BAP (0 - 2,22 - 4,44 - 8,88 e 17,76uM)
utilizando como explantes, os segmentos apicais, coti-
ledonares e hipocotiledonares. No segundo ensaio, as
concentracoes de BAP (0 -13,32 -26,64 e 39,96uM)
foram investigadas empregando somente brotagoes
regeneradas in vitro, com duas gemas e compr:
mento variando entre 1,5 e 2,0cm. Ja no terceiro en-
saio, os niveis de tidiazuron (0 - 0,001 - 0,01 - 0,1 -
1,0 e 10,0 uM) foram avaliados, utilizando segmentos
apicais e cotiledonares como explantes.

Condicbes de cultivo

Os explantes foram colocados em tubos de
ensaio (25 x 150mm) contendo 10ml de meio de Cultu-
ra e posteriormente transferidos para camara de cres-
cimento sob condicdes controladas de luminosidade
(intensidade de 50umol/s/m? utilizando lampada fluo-
rescente branca fria) fotoperiodo (16h luz) e tempera-
tura (26 £ 1°C). |

Delineamento experimental

O delineamento empregado foi o inteiramente
casualizado para os ensaios onde testaram-se BAP ¢
tidiazuron e inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, para o ensaio BAP x adenina. Utilizaram-se
doze repeticOes por tratamento.

Avaliacao

A avaliacao foi feita aos 25 dias de cultura
apoOs a inoculagdo dos explantes, observando-se as
seguintes variaveis: formagao de calos e de raizes,
comprimento de brotos (cm) e numero de brotos com
mais de 0,5cm de comprimento. Devido a falta € nor-
malidade dos erros experimentais, o teste nao para-
métrico Kruskal-Wallis (STEEL & TORRIE, 1980 e
CAMPQOS, 1983) apropriado para delineamentos intel-
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ramente casualizados, foi aplicado para a variavel
numero de brotos no experimento onde testou-se BAP.

RESULTADOS

Efeito do tipo de explante na morfogénese

De maneira geral, a utilizacao de diferentes
tipos de explantes de capsicum induziram diferentes
respostas morfogeneticas in vitro (Tabelas 1 e 2).
Essas variagdes foram influenciadas pela utilizagao de
reguladores de crescimento em diferentes concentra-
¢oes. Observagdes indicaram que, explantes prove-
nientes de plantuas com 25 dias de idade sao mais
propicios a formacao de calos, provavelmente devido
a0 balango hormonal do tecido e, portanto, dificultou a
obtencao de multiplas brotacdes nesta fase de estabe-
lecimento. Por outro lado, segmentos nodais oriundos
de brotagdes regeneradas in vitro, apresentaram
pouca formagao de calos e uma methor taxa de rege-
neracao de novos brotos axilares em comparagao aos
explantes provenientes de "seedlings" (Tabela 3).

Tabela 1. Representacdo qualitativa da resposta morfogenetica in
vitro de diferentes tipos de explantes e concentracoes

de BAP e adenina em Capsicum annuumcv. Agrondmi-
Co 10.
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* Observou-se crescimento de brotos a partir de gemas apicais e
cotilodenares.

O Formagao de ralzes; £ Moderada formagio de calos;
B Auséncia de calos.

Tabela 2. Representagao qualitativa da resposta morfogenetica in
vitrode diferentes explantes e concentragoes de tidiazu-
ron em Capsicum annuum Cv. AgronOmico 10.

Tidiazuron (uM) Explant
Apical* Cotiledonar*
0,000 O R O B
0,001 G O O N
0,010 O 0O O []
0,100 ® O @
1,000 A @ @
10,000 s @ e

* Obsdervou-se crescimento de brotos a partir de gemas apicais
cotiledonares.

O formagao de raizes

@® intensa formacao de calos com coloragdo verde claro € de consis-
téncia firme;

0 moderada formacado de calos com coloragao verde claro e de con-
sisténcia firme;

B Auséncia de calos;

A regeneracao e brotos a partir de calos.

Tabela 3. Representa¢ao qualitativa da resposta morfogenética in
vitro de brotagdes axilares e concentragdes de BAP em
Capsicum annuum CV. AgronOmico 10.

bl

BAP (uM) Resposta morfogenetica
0,00 O B
13,32 A [
26,44 A [
39,96 A {1

O Formagao de raizes;

[1 Pouca formacao de calos,;

B Auséncia de calos;

a Regeneragado de brotos a partir de calos.

Formacao de calos

Calos foram induzidos na parte basal dos
explantes em contato com o0 meio. A presenga de BAP
no meio de cultura promoveu a formagao e calos (Ta-
belas 1 e 3). A utilizacdao de segmentos apicais pro-
porcionou maior formagao de calos em relagao aos
demais tipos de explantes empregados (Tabela 1). De
maneira geral, a aderéncia nao influenciou na produ-
¢do de calos, observando-se um leve efeito somente
quando empregou-se explantes apicais nos niveis de
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296 e 592uM (Tabela 1). O tidiazuron intensificou a
formacao de calos com 0 aumento de sua concentra-
¢ao no meio de cultura (Figura 1 e Tabela 2). De mo-
do contrario, as maiores concentragcoes de tidiazuron,
inibiram o crescimento de brotos (Figura 2). Observa-
se pelas Figuras 1 e 2, que as medidas de comprimen-
to de brotos e diametro de calos foram negativamente
associadas.

l:ntmnmio

A - EXPLANTE AMCAL

B - EXPLANTE COTILEDONAR

ODIAMETRO DO CALOS (em)

0 0001 GOI Ol ' 0 0 0001 001 Ot | 10
TIDIAZURON (kM)

Figura 1. Efeito do tidiazuron sobre o crecimento de calos a partir
dos explantes apical e cotiledonar de capsicum annuum
cv. Agronémico 10.
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COMPRIMENTO DO BROTO (em)
e
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Figura 2. Efeito do tidiazuron sobre o crescimento de brotos a partir
s expilantes apical e cotiledonar de capsicum annuum
c. Aagrondémico 10.

Formacao de brotos

Nao houve formacado de brotos adventicios
na cultura dos segmentos hipocotiledonares (Tabela
1). Cada gema existente nos segmentos apicais ou
cotiledonares permitiu o desenvolvimento somente de
uma brotagcdo. Nos explantes cotiledonares apenas
uma das gemas originou uma ramificagao lateral, in-
bindo o desenvolvimento da gema oposta existente no
mesmo explante. Brotos adventicios foram regenera-
dos através do processo indireto (calos) (Tabelas 2¢
3), principalmente quando empregou-se concentragoes
mais elevadas de BAP e tidiazuron. Estas brotagoes
apresentavam-se com folhas mal formadas evidencian-
do possivel toxidez por reguladores de crescimento ou
sais minerais. O aspecto hiperhidrico, conforme descri-
to por DELBERGH et al. (1992), foi observado para 0s
brotos adventicios regenerados na presencga de 1 e
10uM de tidiazuron. Multiplos brotos axilares formados
somente quando utilizou-se como explante, brotacdes
regeneradas in vitro com duas gemas € comprk
mento variando entre 1,5 e 2,0cm. Observou-se que as
concentragdes de 26,64 e 39,96uM de BAP proporcio-
naram a maior producao para numero de brotos (Ta-
bela 4). Houve queda de folha dos brotos apos 25 dias
de cultura in vitro.

Tabela 4. Resultado da analise ndo parameétrica pelo método de
Kruskal-Wallis para numero de brotos adventicios regene-
rados a partir de gemas axilares de Capsicum annuun
cv. AgronOmico 10.

Estatistica de Kruskal-Wallis: H = 27,48

Tratamento Media numero de desvio media do
niveis de observada repeticdes padrio "RANK™
BAP (uM)

0,00 0,92 12 0,28 12,08
13,32 1,25 12 0,43 33,80
26,64 2,08 12 0,49 33,8b
39,96 2,17 12 0,69 341h

t significativo ao nivel de 1% de probabilidade usando a aprox-

mag¢ao Qui-quadrado;
2 médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo tests
de Kruskal-Wallis a 5% - d.m.S.,.q0s = 14,68.

Formacao de raizes

Raizes foram induzidas diretamente dos
segmentos apicais, cotiledonares e hipocotiledonares
na auséncia da citocinina BAP (Tabela 1). A formagdo
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de raizes foi também observada quando empregou-se
niveis mais baixos de tidiazuron, sendo originadas
diretamente do explante na testemunha (nivel zero de
tidiazuron), e nos demais niveis, regeneradas a partir
de calos (Tabela 2). Os resultados da Tabela 3 mos-
tram que a formagao de raizes a partir de brotos, ocor-
'eu no tratamento sem BAP e as raizes foram regene-
radas diretamente do explante na sua parte basal.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Ficou evidente que os diferentes tipos de ex-
plantes de Capsicum podem induzir respostas dife-
renciadas quanto a formacao de raizes, calos e brota-
¢oes, dependendo do tipo e da concentracao de regu-
ladores de crescimento adicionado ao meio de cultura.
Estas mesmas observacdes foram também relatadas
por GUNAY & RAQ (1978), trabalhando com explantes
cotitedonares e hipocotiledonares de trés variedades
de Capsicum.

Neste trabalho, 0s segmentos apicais propor-
conaram uma maior formacéo de calos em compara-
¢do com os demais tipos de explantes. Sabe-se que,
- 1egides maristematicas (apicais) sao locais de sintese
de auxinas, e que seu movimento ocorre polarmente.
Isto sugere que, a ocorréncia de maiores niveis endo-
genos de auxinas, balanceados com niveis de citocini-
nas provenientes do meio de cultura, acarretou em
intensa formacgao de calos.

De acordo com NIEWKERK et al. (1986), o
tidiazuron apresenta excelente efeito na proliferacao
in vitro de brotos de macieira. O mesmo nao ocor-
'eu no cultivo in vitro de explantes apicais e cotile-
“onares de pimentao, sendo observada uma intensa
“formagao de calos com o aumento das doses de tidia-
zuron no meio de cultura. Corroboram os resultados
~obtidos.por GRIBANDO & FRONDA (1991), trabalhan-
do com Vvitis vinifera L. cv. Barbera, onde ob-
servaram Intensa formacao de calos com doses mais
elevadas de tidiazuron (1 e 10uM). Sintomas hiperhi-
dricos, conforme descrito por DELBERGH et al. (1992)
¢ folhas mal formadas foram também observadas nas
concentracoes mais elevadas de tidiazuron. Entretanto,
0 emprego deste produto no cultivo in vitro de
Capsicumdeve ser melhor investigado, principalmente
- ém cotiledones.

Brotos adventicios foram regenerados a partir
de calos na presenga de 1 a 10uM de tidiazuron e de
13,32 a 39,96uM de BAP. Segundo SADHANA AGRA-
‘WAL & CHANDRA (1983) e SADHANA AGRAWAL et
al. (1989), a indugao de gemas adventicias por orga-
nogenese indireta é desvantajosa, pois nio assequra
a preservagao do nivel de ploidia dos tecidos obtidos,

O que € essencial para 0 sucesso da muitiplicacao
clonal. No presente estudo, a multiplicagcao atraves da
proliferacao de gemas axilares ocorreu somente quan-
do utilizou-se como explante, brotacdes regeneradas
in vitro de comprimento vartando entre 1,5 a
2,0cm, sendo obtidos em média, 2,08 e 2,17 novos
brotos em meio com 26,64 e 39,96uM de BAP, respec-
tivamente, a0s 25 dias de cultura in vitro. De ma-
neira semelhante, SADHANA AGRAWAL & CHANDRA
(1983) e SADHANA AGRAWAL et al. (1989) produzi-
ram numerosas brotacdes axilares subculturando 0s
brotos obtidos in vitro em meio MS suplementado
com 5mg/l (22,20uM) de BAP. De outra forma, SRI-
PICHITT et al. (1987), conseguiram regenerar brotos
adventicios diretamente dos cotitedones na regiao do
corte do peciolo. A concentragcao de 3 a 7 mg/fl (13,32
a 31,08uM) de BAP induziram maior numero de brotos
por explante, ao passo que, as auxinas AlA e ANA
(acido naftaleno acético), nao induziram formacao de
brotos em nenhum dos niveis testados.

Sabe-se que a taxa de auxina difere nos
varios tecidos das plantas, acarretando respostas mor-
fogenéticas diversas. Isto foi observado para explantes
provenientes de plantulas desenvolvidas in vitro.
Tais explantes apresentaram maior formacao de calos,
dificultando a obtengao de multiptas brotagdes na fase
de estabelecimento da cultura. Por outro lado, brota-
coes regeneradas in vitro a partir de explantes de
"seedlings”, foram mais indicadas para a micropropa-
gacao atraves de brotagOes axilares. As novas brota-
¢cOes poderéo ser subculturadas dando origem a novos
explantes, que por sua vez, poderao ser utihzados pa-
ra repetirem 0 mesmo processo. Uma meithor taxa de
multiplicacao podera ser obtida se forem otimizados 0S
inameros fatores que afetam a organogénese in vi- -
tro.
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