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RESUMO

Avaliou-se a influência da idade da planta doadora de pimentão na androgénese de anteras da cv. Agronômico 8, da

Linhagem 004 e do híbrido F, (pIX22C# 31 x 004). As plantas doadoras foram cultivadas em casa de vegetação. Os botões

florais foram cofetados quando sépalas e pétalas tinham tamanhos iguais, correspondendo a anteras com micrásporos uninucleados.

Foram desinfetados com álcool 70% por 20 segundos e hipoclorito de Na (2%) por 10 minutos. As anteras foram retiradas e

inoculadas em placas de Petri contendo o meio C (SmI et aL, 1979), suplementado com, em.uM, 0,05 de cinetina + 0,05 de

2,4-D. Logo após as placas foram colocadas a 35OC no escuro, por 8 dias, e após este penodo, a 26°C com 16 h de luz, até o

120 dia após a inoculação. Ao final dos 12 dias, as anteras foram transferidaspara o meio R (SIBI et aI., 1979),

suplementado com 0,5 .uM de cinetina. As inoculações ocorreram semanalmente a partir da 611 até a 1 ~ semana pós-

transplantio das plantas doadoras. A partir dos 30 dias após a inoculação verificou-se a presença de embriões, sendo a

linhagem 004 a mais responsiva, seguida do híbrido F,. Não houve diferença significativa para as semanas.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura de anteras, Capsicum annuum L.

SUMMARY

Threegenotypes of sweet peppet; Ct.( Agronômico 8, fine 004, and lhe FI hybrid (PIX22C#31 x fine 004), were
tested for their ability to provide embryos through anther cultures according to lhe age of lhe donor planto The donor plants

were cultivated in greenhouse. Flower buds were co/lected when sepals and petals had lhe same fite. This corresponds to lhe

stage of uninucleate microspore. They were surface sterilized in 70% ethanol for 20 sec, then for 10 min in a 2% solution

of NaCIO, and rinsed 3 times in sterile distz'/led water: Separate anthers were inoculated in Petri dishes containing C

medium (SIBI et aI. 1979), supplemented with kinetin (0,05.uM) and 2,4-D (0,05.uM). They were incubated for 8 days

at 35OC darkness, then at 260C under 16 h daylength, until12 days ajter lhe inoculation. At this time, lhe anthers were

transferred to R medium (SIBI et aL, 1979) supplementedon!J with kinetin (0,5 .uM). Anther inoculation was camed out

week!J from donor plants from lhe 6th to lhe 12'h week ajter their transplantation. One month ajter lhe inoculation lhe

efficiency of embryo induction was evaluated. The fine 004 was lhe most responsive followed by lhe FI hybnd independent!J

of lhe age of lhe planto
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INTRODUÇAO anteras. As variações ambientais também exercem
uma grande influência, possivelmente afetando o es-
tado endógeno da planta doadora. Geralmente, flo-
res de plantas mais jovens e no início da estação de
flores cimento, produzem mais grãos de pólen
embriogênicos do que flores mais velhas e no final
do ciclo da planta (BAlAr).

Com relação ao pimentão, segundo
KRISTIANSEN & ANDERSEN7 houve formação
de embriões a partir de anteras de plantas cultiva-
das numa faixa de 18 a 27°C, sendo a máxima res-
posta a 260C mas, no entanto, na faixa de 20 a 240C,
normalmente predominante em casas de vegetação,
houve boa resposta à formação de embriões. lá o

fotoperíodo testado na faixa de 11 a 19 h de luz,
não influenciou. A idade da planta doadora teve in-
fluência, sendo a formação de embriões, inversa-
mente proporcional à idade da planta, com melhores
respostas entre 6 a 11 semanas após o transplantio
do pimentão.

Estudos esclarecem que dentre as razões do
insucesso na cultura de anteras, estão o fato de que
muitos pesquisadores se restringem a apenas uma
cultivar, sendo recomendada a utilização de várias
cultivares, quando não se dispõe de suficiente infor-
mação para a espécie trabalhada; em conseqüência,
maximiza-se a eficiência do processo, podendo-se
escolher então os materiais mais responsivos, e o
fato de nem sempre se conhecer perfeitamente a fi-
siologia da planta doadora, o que deve ser buscado
no sentido de se otimizar a técnica.

O presente trabalho teve como objetivos ve-
rificar o comportamento de diferentes genótipos
brasileiros de pimentão e a influência da idade da
planta doadora no cultivo in vitro de anteras desta

espécie.

MATERIAL E MÉTODOS

No presente experimento foram utilizados: a
cultivar comercial Agronômico 8, a Linhagem 004 e
o morido FI (PIX 22C#31 x Linhagem 004). Semen-
tes dos três genótipos foram germinadas em bande-
jas de 128 células, com substrato comercial, e mantidas
em casa de vegetação à temperatura núnima de 25°C,
fotoperíodo de aproximadamente 12 horas e irrigacão
diária. Após 4 a 5 semanas foi feito o transplantio
para vasos com capacidade para 6 litros de substrato
previamente preparado. Esta data foi considerada

A resposta das anteras cultivadas in vitro é bas-

tante dependente do genótipo da planta doadora,

sendo a ação dos genótipos verifica da quando os

haplóides são formados em diferentes freqüências.

Não somente gênero e espécie, mas também as ca-

racterísticas parentais das sementes e do pólen de-
vem ser consideradas na obtenção de haplóides. Em

várias espécies verificou-se o efeito do genótipo na

resposta para regeneração como em couve-flor
(Brassica oferacea varo botrytis) na qual YANG et a1.11

verificaram entre outros fatores, forte efeito do

genótipo. Em variedades comerciais, em um grupo

de tetraplóides e também em dihaplóides de batata

(Sofanum tuberosum L.), ocorreu variação na resposta

androgenética (TIAINENlo, CALLEBERG &

JOHANSSON~.
N o gênero Capsicum o primeiro sucesso em

obtenção de plantas haplóides foi obtido por

GEORGE & NARAYANASWAMY5, os quais tra-

balharam com C. annuum L. varo grossum. SIBI et

a1.8 cultivaram in vitro anteras de pimentão, sendo

duas linhagens e seus híbridos recíprocos. As li-

nhagens eram de alta taxa de haploidização por

partenogênese e provavelmente por isto, houve

pouca diferença entre as duas combinações quan-

to à resposta androgenética. No trabalho de DU-
MAS DE V AULX et a1. 3 os autores testaram o efeito

do tratamento das anteras com elevada tempera-

tura, não houve diferença entre estas mesmas li-

nhagens e seu híbrido. O mesmo autor e

colaboradores em outro trabalho verificaram dife-

rença significativa entre vários hI'bridos testados,
no que diz respeito à porcentagem do surgimento

de plantas 2n, principalmente em anteras inocula-

das a 35OC por 8 dias (DUMAS DE V AULX et

a1.4). Por outro lado, híbridos comerciais de pi-

mentão quando testados sobre os efeitos da tem-

peratura, fotoperíodo e idade da planta doadora,

não interagiram significativamente com estes tra-

tamentos, mas houve diferentes respostas de acor-

do com os genótipos (KRISTIANSEN &

ANDERSEN'). Esta última consideração também
foi observada por NERVO et a1.8 trabalhando com

12 híbridos experimentais.

A capacidade androgenética de uma planta tam-

bém é influenciada pelo estado fisiológico desta du-

rante o seu cultivo e no momento da retirada de suas



TABELA 1

COMPOSIÇÃO DOS MEIOS C E R (SIBI, DUMAS DE V AULX E

CHAMBONNET, 1979).

Meio C Meio R

Macronutrientes (mg/L):

KNO3

NH4NO3

MgSO4,7H20

CaC12,2H20

KH2PO4

Ca(N°3)2,4H20

NaH2PO4,H20

(NH4)2S04

KCl

2150

1238

412

313

142

50

38

34
.,

2150

1238

412

313

142

50

38

34

22,130

3,625

3,150

0,330

0,188

0,016

0,016

20

3

1

O

O

O

O

Micronutrientes (mg/L):

MnSO4,H20

ZnSO4,7H20

H3BO3

KI

Na2MoO4,2H20

CuSO4,SH20

CoCl2,6H20

Vitaminas e aminoácidos(mg/L)

mio-inositol 50,300

piridoxina(HCl) 5,500
ácido nicotinico 0,700

tiamina (HCl) 0,600

pantotenato de Cálcio 0,500

vitamina B12 0,030

biotina 0,005

glicina 0,100

50,300

5,500

0,700

0,600

0,500

0,005

0,100

Quelatos de Fe(mg/L)

Na2ED.T.A.

FeSO4, 7H20

18,65

13,90

18,65

13,90

como início do experimento, sendo as plantas
mantidas em casa de vegetação.

Os botões florais foram coletados quando o
tamanho das pétalas era aproximadamente igual ao
das sépalas. Foram desinfetados com álcool 70% por
20 segundos e hípoclorito de Na (2%) por 10 minu-
tos. Em câmara de fluxo lamínar foram lavados 3
vezes com água destilada e autoclavada a 120°C e 1
atmosfera de pressão por 20 minutos. Sob luz de um
microscópio estereoscópio em aumento de 40 vezes,
as anteras foram extraídas dos botões que foram
cortados com uma incisão em um dos seus lados.
Posteriormente removeram-se os estames com auxí-
lio de pinças finas e bisturi, previamente autoclavados.
Reuniram-se os estames numa placa de petrí esterili-
zada e destes foram retirados os filamentos, toman-
do-se o cuidado de não ferir as anteras. As anteras
daníficadas foram descartadas.

Logo em seguida as anteras foram inoculadas
em placas de Petrí de poliestireno, 90 mm de diâme-
tro, contendo 25 m1 de meio previamente esteriliza-
do em autoclave, sendo anteras de 4 botões por
placa, perfazendo um total de 20 a 24 anteras por
placa. Utilizou-se o meio C, de SIBI el al.9 (TABE-
LA 1), suplementado, em J.1M, 0,05 de cinetina +
0,05 de 2,4-D e com pH ajustado para 5,9. Logo
após as placas foram seladas com filme plástico e
colocadas em estufa incubadora tipo BOD, marca
FANEM à 350C, no escuro por 8 dias, e após este
período foram mantidas em sala de crescimento com
fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro,
temperatura de 25 :t 2oC e aproximadamente 1500
lux de lumínosidade, até o 12° dia após a inoculação.
Ao final dos 12 dias, as anteras foram transferidas
para placas de Petrí contendo 25 m1 de meio R (SIBI
el al.~, (TABELA 1) suplementado com 0,5 J.1M de
cinetina.

As inoculações ocorreram semanalmente a
partir da 6a até a 12a semana pós-transplantio das
plantas doadoras. A partir da 13' semana as plan-
tas apresentavam senescência e poucos botões
florais.

A partir dos 30 dias após a inoculação, ava-
liou-se a percentagem de anteras com presença de
embriões adventícios e o número de embrióides por
100 anteras. Esta avaliação foi feita com auxílio de
um microscópio estereoscópio a uma magnitude de
80 vezes.

30

8

30

8

sacarose

agar

pH 5,9 5,9

',130

,225

,550

,695

,138

,011

,011



TABELA 2
PERCENTAGEM DE ANTERAS COM EMBRIÓES DE ACORDO COM A IDADE DA PLANTA E O GENÓTlPO DE PIMENTÃO

IDADE PL.
DOADORA

(SEMANAS)

GENÓTIPOS

TOTAL
AGO8 LINHAOO4 HÍBRIDO

A/EA % A/E %A A A/E % A A/E %

140
90

110
112
117
101
83

6
7
8
9
10
11
12

6
8

20
14
18
12
11

4,3
8,9

18,2
12,5
15,4
11,9
13,3

102
93

118
104
117
124
80

42
38
45
40
49
50
32

41,6
40,9
38,1
38,5
41,2
40,3
39,8

96
85
86

115
126
93

118

27
26
22
42
40
31
40

28
30
25
36
31
33
33

338
268
314
331
360
318
281

75
72
87
96
107
93
83

22,2a
26,9a
27,7a
29,Oa
29,7a
29,2a
29,Sa

TOTAL 753 89 11,8 738 296 40,1 719 228 31,7 2210 613 27,7

Intervalo de Confiança (10,7-15,9) (36,6-43,6) (28,3-35,1)

Proporções seguidas de mesma letra são estatisticamente iguais pelo teste 't' (p<0,05)
A = Número de anteras inoculadas
E = Número de anteras com embriões
% = Percentagem de anteras com embriões
() = Intervalo de confiança da % (nível de 0,05).

TABELA 3
NÚMERO DE EMBRIÓES POR 100 ANTERAS DE ACORDO COM A IDADE DA PLANTA E O GENÓnpO DE PIMENTÃO

GENÓTIPOSIDADE PL.

DOADORA

(SE:MANAS)

TOTAL
HÍBRIDOAGO8 LINHAOO4

EA % E % A % EA A %

140
90

110
112
117
101
83

39
21
51
38
28
29
18

27,9
23,3
46,4
33,9
23,9
28,7
21,7

102
93

118
104
117
124
80

172 168,6
150 161,3
172 145,8
166 159,6
196 167,5
185 149,2
133 166,3

6
7
8
9
10
11
12

96
85
86

115
126
93

118

101
81
69

110
115
91

114

105,2
95,3
80,2
95,7
91,3
92,8
96.6

338
268
314
331
360
318
281

312
252
292
314
339
305
265

92,3a
94,Oa
92,9a
94,9a
94,2a
95,9a
94,3a

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

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

Proporções seguidas de mesma letra são estatisticamente iguais pelo teste 't' (p<0,05)
A = Número de anteras inoculadas
E = Número de embriões.
% = Percentagem de embriões
() = Intervalo de confiança da % (nível de 0,05).

,1
,6
,6
,5
,7
,3
,9



RESULTADOS E DISCUSSÃO ocorreram diferenças entre as semanas, de maneira
diferenciada para cada genótipo (Tabela 4), caracte-
rizando novamente o efeito do genótipo para as va-
riáveis avaliadas.

Verificou-se a presença de embriões na forma
globular, após a transferência para o meio R, mas
apesar das boas taxas de indução e os consideráveis
números de embriões encontrados, não foi observa-
do o amadurecimento desses embriões em regenera-
ção em plântulas, em nenhum dos genótipos. Isto
deve estar relacionado a algum fator nutricional que
tornou o meio R ineficiente na regeneração dos em-
briões dos genótipos estudados, ao contrário que
ocorreu em trabalhos com outros genótipos (DU-
MAS DE VAULX et af; KRISTIANSEN & AN-

DERSEN7; NERVO et al.S).

CONCLUSÕES

A indução de embriões ocorreu diferentemente
entre os genótipos, sendo a linha 004 a mais
responsiva, seguida do morido; mas com relação a
idade da planta doadora, considerando os dados dos
genótipos em conjunto, não houve diferença para o
período entre a 6" e 12" semana pós-transplantio das
plantas doadoras, mas ocorreram variações dentro
de cada genótipo de acordo com a semana.
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