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ix.
ABREVIACOES
As denominagoes dos diferentes meios nutritivos
e as varias- substancias componentes dos meios foram abrevia —

das no presente trabalho:

MS = MURASHIGE & SKOOG (1962)
MBD = Meio basal definido

Meio "a" = MS + 2 mg/l NAA + 2 mg/l cinetina
Meio "b" = MS + 5 mg/l1l NAA + 3 mg/l cinetina
Meio "c" = MS + 2 mg/l 2,4-D

Meio "@" = MS + 4 mg/l1 2,4-D

Meio "e" = MS + 6 mg/l 2,4-D

Meio "f" = MS + 8 mg/l 2,4-D

Meio "j" = MS + agua de cdoco maduro (50 ml/1)
Meio "k" = MS + agua de cbco maduro (100 ml/1)
Meio "1" = MS + agua de c6co maduro (150 ml/1)
Meio "m" = MS + agua de cbco maduro (200 ml/1l)
Meio "n" = MS + suco de tomate (150 ml/1)

Meio "o" = MS + suco de tomate (200 ml/1l)

Meio "p" = MS + suco de tomate (250 ml/1)
Meio "g" = MS + 3 mg/l NAA + 2 mg/l cinetina
Meio "r" = MS + 3 mg/1l NAA

NAA = acido naftalenoacético

IAA = acido indolacético

2,4-D = acido 2,4-diclorofenoxi-acético
IBA = acido indolbutirico

2iP = DMAAP = 2-isopenteniladenina

6BA = BA = BAP = benzil aminopurina

CPA = acido p-clorofenoxiacético
GA; = acido giberélico
PFP = parafluorofenilalanina

zeatina = trans-6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-2enilamino)purina
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RESUMO

Anteras de tomate (Lycopersicon esculentum
Mill) de 5 hibridos Fl (Motelle x Zambao; Raminho x Zambao;
Colorado; Olho Roxo x Zambao; Sunny) e de 4 populacgoes F,

(c.v. Santa Cruz x mutante folha de batata) foram cultivadas
"in vitro" com o proposito de obter plantas haploides.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que a
expressao da androgénese & dependente do gendotipo, bem como
identificou-se o tamanho do botao floral ideal para este mate
rial como o de 5,0-6,9 mm, que corresponde ao estagio do grao
de pOlen uninucleado da microsporogénese.

Entre os varios hormonios testados no meio ba-
sico MS, NAA e cinetina promoveram maior frequéncia de indu-
cao de calos (38,18%) na populagao F,, sendo que a concentra-
cao Otima destes hormonios foi de 2 mg/l. Para a populacao
Fl’ NAA e cinetina também mostraram-se eficientes para a indu
cao de calos nas concentragoes de 5 mg/l e 3 mg/l, respectiva

mente (22,73%).
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Anteras, meio de cultura, e ambos anteras e
meio de cultura, conjuntamente foram irradiados com diferen -
tes doses (2, 4, 6 e 8 KR) de raios y para a determinagao da
radiossensitividade em relagao & formacao de calos e organogé
nese.

A dose da irradiagao 2,0 KR apresentou melhor
eficiéncia para a formagao de calos no hibrido "Sunny" e, en-
tre as doses aplicadas, 8,0 KR mostrou ser letal para todas
as populagSes testadas (Fl e FZ)'

Os estudos citoldgicos da ponta de raiz mos-
tram 2n = 24 cromossomos e nas anteras e calos foram observa-
dos n = 12 cromossomos.

As regeneragoes da parte aérea ("caule") e da
raiz foram obtidas com uma frequéncia de 0,90% na populagao
Fz, com o uso de 5 mg/l IAA + 3 mg/l BAP para parte aérea e
0,6 mg/l IAA + 0,6 mg/l zeatina + 2 g/l carvao vegetal ativa-
do para raiz, sendo adicionado 10 g/l de sacarose para este

balanco hormonal.
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DETERMINATION OF METHODOLOGY FOR ANTHER CULTURE

OF TOMATO (Lycoperdicon esculentum Mill.)

Author: PEDRO VALENTIN HIM HIM

Adviser: Prof. Dr. Akihiko Ando

SUMMARY

Tomato (Lycopensicon esculentum Mill.) anthers

from 5 Fl - hybrids (Motelle x Zambao; Raminho x Zambao; Colo
rado; Olho Roxo X Zambao; Sunny) and 4 F2 populations (c.v.
Santa Cruz x potato leaf mutant) were cultivated "in vitro"

with the purpose of obtaining haploid plants.

From results obtained in this study, it has
been noted that the genotype is an important factor of success
in androgenesis, and that the ideal size of the floral bud
for this material was 5,0-6,9 mm which corresponds . to the
uninucleate stage of microsporogenesis.

Among the various hormones tested with the
basic medium (MS), NAA and kinetin promoted a higher frequency
of callus induction (38,18%) in the F, population, and the
optimum concentration of these hormones was 2 mg/l. For the
Fl populations, NAA and kinetin were also efficient for
callus induction in concentrations of 5 mg/l1l and 3 mg/l, res-

pectively (22,73%).
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Anthers, culture medium, and both anther and
culture medium were irradiated with different doses (2, 4, 6
and 8 KR) of y rays to determine radiosensitivity concerning
callus formation and organogenesis.

Irradiation with 2,0 KR showed higher frequency
of callus formation in "Sunny" hybrid compared with other
hybrids, and among the used dosages, 8,0 KR showed to be
lethal to all the tested populations (Fl and F2).

Cytological studies of the root-tip cells
showed that they have 2n = 24 chromosomes. In the anthers and
callus, n = 12 chromosomes were observed.

Regenerate aerial part ("stem") and roots were
obtained with a frequency of 0,90% in the F, population when
applied concentrations of 5 mg/l1 IAA + 3 mg/l BAP to the
aerial part and 0,6 mg/l IAA + 0,6 mg/l zeatina + 2_g/l acti-
vated charcoal to the root, with the addition of 10 g/1 sac-

charose to this hormone balance.



1. INTRODUGAO

O tomate &€ uma das hortalicgas mais importan
tes na maioria dos paises do mundo, sendo que, no Brasil, &
a primeira em importancia econdmica.

Os atributos do tomate como alimento sao in-
discutiveis: além de ter excelente palatabilidade, & altamen
te nutritivo e sadio como fonte de diversos sais minerais e
vitaminas (A e C). Por apresentar baixo valor energético,
torna-se recomendavel para dietas, constituindo-se tambémnum
alimento de facil digestao.

No Brasil, a produgao de tomate & cerca de 2
milhoes de toneladas ao ano (PROGNOSTICO 85/86) e isto tor-
na necessario empreender pesguisas visando o melhoramento ge
nético de varios caracteres, tais como maior produgao e re-
sisténcia a diversas moléstias, entre outros.

E preciso, portanto, desenvolver material que
relina caracteristicas desejaveis para solucionar os proble
mas acima mencionados. Hibridagao e selecao dos  gendtipos
desejados sao métodos comumente utilizados para tais finali-

dades.
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Recentes avancgos na tecnologia de cultura de
orgaos, tecidos e células tém aberto novos caminhos nos estu
dos de genética aplicada a plantas superiores. Esta.ferramen
ta, colocada em maos dos bidlogos, geneticistas, melhoris-
tas de plantas e outros pesquisadores, podera ajudar em di-
versos estudos a nivel celular, assim como na criagao, sele-
cao e prOpagagéo de plantas economicamente importantes.

Embora o entendimento do processo celular bési
co tenha aumentado consideravelmente, através da cultura "in
vitro" de tecidos e células vegetais, o progresso na aplica
cao desta tecnologia para remediar problemas especificos ou
para produzir material vegetal economicamente importante, tem
sido relativamente lento. Talvez isto seja devido ao fato
de gue as células ou tecidos, de um grande nimero de plantas
cultivadas, nao respondem as condigdes "in vitro" e, parti-
cularmente, porque a manipulagao da cultura de tecidos impli
ca em alteragOes no contelido genético das cé€lulas ainda nos
estagios iniciais do desenvolvimento.

Existem diversos métodos para a obtengao de
plantas hapldides. No entanto, uma das maneiras mais rapi-
das € obté-las através da cultura de anteras. Em diversos
paises, tém sido conseguidos sucessos na cultura de anteras
de uma série de plantas cultivadas, tais como arroz, fumo,
trigo, nabo, centeio e batata, entre outras.

Entretanto, a diploidizagao de plantas hapldi
des podera ser um método bastante rapido e eficaz para obten

cao de plantas dipldides homozigotas com gendtipos deseja-

dos.
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Por outro lado, sabe-se que os raios vy indu-
zem mutagoes, que sao responsaveis pela variabilidade gené-
tica. Caso se consiga obter o dipldide a partir de hapldi-
de originario de polen irradiado, o tempo para a obtencao de
mutantes homozigotos seria extremente curto.

As tentativas para obtencao de plantas haplél
des em tomate tém sido feitas por varios pesquisadores a par
tir do cultivo de graos de pdlen imaturos, mas os resulta
dos tém demonstrado que sao necessarias pesquisas mais deta-
lhadas sobre o potencial androgenético desta espécie.

A formulagcao dos meios, o ambiente para a cul
tura de antera, o estagio citoldgico dos micrdsporos e o ge-
notipo daiespécie cultivada, entre outros, influenciam a pro
ducgao de plaﬁtas haploides e devem ser considerados ao se
procurar obter plantas hapldides de guaisquer espécies. E im
portante, também, a analise do grau de ploidia das células
em cultura, devido as mudangas no nimero de Cromossomos gue
geralmente ocorrem durante o cultivo.

No presente estudo, foram utilizadas anteras
de plantas wvisando estabelecer a metodologia para obtencgao
de hapldides a partir de graos de pdlen segregantes e, ao
mesmo tempo, procurar a possibilidade para selecgao de diha-
ploides homozigotos com a produtividade mais alta do que as
linhagens parentais. Esta estratégia podera trazer vanta-
gens no futuro para os trabalhos de melhoramento genético.
Também foram utilizadas anteras de plantas F2 (c.v. Santa

Cruz x mutante folha de batata), cujos marcadores fenotipi
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cos sao: tipo de folha (batata e recortada) e cor do hipoco-
tilo (verde e roxo). Assim, pode-se estudar a segregacgao gé
nica e recuperar os parentais a partir da cultura de anteras
e posterior dihaploidizagao, em menor tempo quando compara-
do com os métodos convencionais.

No presente trabalho, objetiva-se:

1. Identificar o estidgio mais indicado do ex-
plante, através de analises citologicas, para a cultura de
antera de um determinado genotipo, assim como a melhor assep-
sia do explante e melhor meio nutritivo para a indugao e de-
senvolvimento de calos.

2. Determinar o grau de ploidia dos calos,
através de analises citoldgicas.

3. Desenvolver uma metodologia para a obten
cao de diferenciacao (parte aérea e raiz) e regeneragao de
plantas hapldides, a partir dos calos formados.

4. Determinar o efeito da radiacao em rela
cao a formagao e desenvolvimento de calos e organogénese, qua
do fei feita a irradiacao de anteras, meio de cultura e am-

bos antera e meio de cultura, simultaneamente.



2, REVISAQ DE LITERATURA

2,1, CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE A CULTURA DE ANTERAS

O trabalho pioneiro de GUHA & MAHESHWARI (1964) ,
com Datura innoxia, mostrou que grande numero de plantas ha-
pldides poderiam ser obtidas de graos de pdlen imaturos quan
do anteras eram cultivadas em um meio de cultura adequado.
Isto causou um grande impacto tecnoldgico, estimulando as
pesquisas em muitos paises do mundo para a produgao de ha-
ploides através da cultura de anteras.

A obtencao do material hapldide a partir  de
cultura de anteras représenta um grande valor tanto para a
genética basica como para a genética aplicada. Além deste
material hapldoide ser livre de problemas de dominancia e re-
cessividade, este método também permite desenvolver linha-
gens puras diploides homozigotas em uma tnica etapa. Estas
linhagens homoéigotas representa, também, uma especial vanta
gem na criagao de recombinantes desejaveis (COLLINS, 1975).

Apesar de existir uma série de dificuldades na

técnica de anteras para a obtengao de material hapldide de



6.

culturas agricolas, varios paises do mundo ja tem consegui-
do cultivares de importancia comercial. Na China, segundo
YIN et alii (1976), foram obtidas cultivares de arroz ({Huayu
1, Huayu 2 e Tanfong 1) e também de fumo e trigo como cita-
do por CHIH-CHING CHU (1981). COLLINS & LEGG (1980) referem-
se aos cultivares de fumo obtidos nos Estados Unidos e no Ja
pao. No Canada as pesquisas foram promissoras com nabo sil-
vestre (KELLER & STRINGAM, 1978). Cultivares de nabo, cen-
teio e batata também foram obtidas na Alemanha (WENZEL,1980).
Os géneros e espécies encontrados produzin-
do hapldides estao relacionados em revisoes como as de KIM-
BER & RYLEY (1963), KHATOVA (1970) e KASHA (1974). BAJAJ
(1984) épresenta uma listagem daé investigagoes realizadas
através da técnica de cultura "in vitro" pelo cultivo de an-
teras excisadas e/ou pdlen isolado, onde foram observados
tecidos hapldides ou plantas de varias espécies (Tabela 1).
Além da cultura "in vitro" de anteras, a indu
cao de hapldides pode ser obtida também pela estimulagao dos
ovulos através da varios métodos que incluem a irradiagao io
nizante, o tratamento com radioisotopos, choques térmicos,
hibridagao distante, atragao da polinizagao, aplicagao de pd
len abortivo e fumigagao com varias substancias quimicas. Ou
tros caminhos para a obtencao de material haploide incluem a
cultura de pdlen isolado, protoplastos, eliminagao de cro-
mossomos pela cultura de embrioes jovens, adigao de cromosso
mos e partenogénese "in vitro" (KIMBER & RILEY, 1963; MA~

GOON & KHANNA, 1963).
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E evidente que a produgao de plantas haploi
des, a partir da cultura "in vitro" de anteras daquelas espé
cies onde a cultura ainda nao foi bem sucedida, demanda es-
tudo criterioso de varios fatores que possam influenciar a
resposta das anteras em cultura. Entre estes, os mais im-
portantes a serem considerados sao: o gendtipo da espécie a
ser cultivada, o meio de cultura, o estagio ideal do explan-
te, condicoOes fisioldgicas e a idade da planta, entre ou-
tros (MAHESHWARI et alii, 1980).

BAJAJ (1984) apresenta de forma esquematica os
caminhos para a obtengao de planta hapldide, a partir da cul
tura de antera e/ou pdlen, e duplicacao deste material ha-

ploide pelo uso de colchicina (Fig. 1).

2,2, FATORES IMPORTANTES RELACIONADOS AO SUCESSO NA
CULTURA DE ANTERAS

Segundo SUNDERLAND (1974), a indugao "in vi-
tro" de hapldoides pela cultura de anteras foi, inicialmente,
restrita a poucas espécies, principalmente ao grupo das fa-
milias Solanaceae e Graminaeae. No entanto, a androgénese
esta sendo conseguida em muitas outras espécies ainda que
com baixa frequéncia (Tabela 1). Atualmente, um dos maiores
obstaculos encontrados nas pesquisas com cultura de anteras

€ justamente esta baixa frequencia da androgénese.
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Figura 1. Indugdo da androgénese via cultura de antera e/ou
pdlen isolado. Obtengao da homozigose da planta ha

pldoide pelo tratamento com colchicina (BAJAT,
1984) |
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BAJAJ (1977), SANGWAN-NORREELL (1977), CHEN
(1978)- e MARESHWARI et alii (1980) vém se preocupando em es-
tudar os fatores que controlam a androgénese, pois para pro-
pOositos praticos de melhoramento € necessaria uma alta fre-

guéncia de produgao de hapldides.
2.2.1. Gen6tipo da espécie cultivada

A resposta das anteras colocadas em cultura
€ muito dependente do gendtipo da planta. As primeiras in-
vestigagoes da cultura de anteras envolveram o uso de uma
ou poucas cultivares de uma espécie. Entretanto, com o au-
mento dostas pesquisas, mostraram-se variagoes na produgao de
haploides obtidos de anteras de diferentes genbtipos, evi-
denciando a importancia do gendtipo da planta doadora (COL-
LINS, 1975).

A acao dos genes € mostrada quando os hapléi
des sao formados em diferentes frequéncias. Nao somente gé-
nero e espécie, mas também as caracteristicas parentais das
sementes e do polen devem ser consideradas nos trabalhos de
produgao de material hapldide (NITZSCHE & WENZEL, 1977).

Os trabalhos mais relevantes gque marcam a im-
portancia do gendtipo em relacdo & frequéncia de hapldides
foram realizados por GRESSHOFF & DOY (1972a,b). Segundo es-
ses autores, cultivares de Lycopersicon escufentum €18 linha
gens de Arabidopsis Zhafiana induziram tecidos hapldides em

apenas trés casos em cada espécie.
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MATTINGLY & COLLINS (1975), trabalhando com
anteras de fumo, cultivar Burley, no estajio de mitose do
polen, obtiveram 50% a 90% de plantas hapldides. Quando tra
balharam nas mesmas condigoes com a cultivar Red Russian, so
mente 2,6% das anteras produziram plantas.

VYSKOT & NOVAK (1974) observaram significan-
tes efeitos genotipicos na produgcao de plantas hapldides em
dez cultivares e espécies de Nicetiana.

GUHA & MUKHERJEE (1973) selecionaram vinte va
riedades diferentes de arroz para representar um amplo con-
junto genotipico. Destas, apenas quatro variedades produzi-
ram embridides e doze nao produziram nem calo. Relataram ain
da que a subespécie japdnica mostra maior produgao de plan-
tas haploides quando comparada com a subespécie iIndica.

Randolphi/, Stadleyz/, Chaseé/, Seanyi/, Coe

6/

2/ e Sarkar & Coe Jr.=', todos citados por CHASE (1969),

Jr.—

}/ RANDOLPH, L.F. Some effects of high temperatures on polyploid and

. other variations in maize. Proc. Natl. Acad. Sci., Washington,18:
222-9, 1932, .
g/ STADIEY, L.J. Frequency of haploides. In: COOPERATIVE CORN INVESTI-

GATIONS. 2nnual Report 1942. Columbia, Missouri Agric. Expt.Sta,
1942, p.234-46.

"3/ CHASE, S.S. Momoploids in maize. In: Gowen, J.W. ed. Heterosis.
2mes, Iowa State College Press, 1952. p.389-99, -
-4/

— SEANY, R.R. Studies on monoploid in maize. Ithaca, 1955. 215p. ({(Ph.
y D. - Cornnel University).
5

- COE JUNICR, E.H. A line of maize with high haploid frequency. - Amer.
Nat., Lancaster, 93: 381-2, 1959.

& SARKAR, K.R. & COE JWNIOR, E.H. A genetic analysis of the origin
of maternal haploids in maize.  Cenetics, Princeton, 54: 453-
453-64, 1966. ' -
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encontraram diferencas marcantes com relagao ao gendtipo em
seus trabalhos para obtencao de hapldides em milho. O mesmo
foi encontrado na obtengao de hapldides através da cultura
de anteras por THOMPSON (1969) em Brassica; por WORHMANN
(1964) e FRANDSEN (19679 em batata; MARKS (1973) em aspargo;
TURCOTTE & FEASTER (1974) em algodao; NITSCH (1972) e TOMES
& COLLINS (1976) em varias espécies de Nicotiana; IRIKURA
(1975) em Solanum; WENZEL et alii (1977) em centeio e BAJAJ
(1977) em trigo. Todos eles observaram marcantes diferencas
nas culturas de diferentes gendotipos, comprovando a importég
cia do gendtipo no sucesso da cultura de anteras.

Inferag6es entre plantas parentais sao impor-
tantes, uma vez que cruzamentos interespecificos e intergené
ricos podem ser utilizados na produgao de hapldides em fre-
qliéncias satisfatorias, como & o caso de H. vufgare x H. bul
bosum (SYMKO, 1969; KASHA & KAO, 1970; LANCE, 1971).

Pesquisadores chineses observaram que os diha
ploides, originados de parental com alta producao de plantas
hapldides, muitas vezes sao também produtoras de plantas ha-
ploides (OUYANG et alii, 1973; KUO et alii, 1978). Isto indi
ca que genes ou recombinagoes génicas podem afetar a andro-
génese (SOPORY et alii, 1978). Outros casos de recaibinagoes
de genomas favorecendo a androgénese tém sido demonstrados
em centeio (WENZEL et alii, 1977) e em batata (SOTORY et
alii, 1978).

Cruzamentos entre plantas com diferentes ni-

veis de ploidia podem originar material hapldide , como no
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caso de Medicago sativa (BINGHAM, 1969; BINGHAM & BINEK, 1969),
e pettnia (STRAUB, 1973). A frequéncia de hapldides pode ser
melhorada se plantas, com diferentes niveis de ploidia, de
diferentes espécies, forem utilizadas, como tem sido observa
do em diversas espécies de Sofanum, das quais o cruzamen-
to de S. tuberosum (2n=48) x S. phureja (2n=24) & um exemplo
{JORGENSEN, 1928; HOUGLAS & PELOQUIM, 1957; MONTELONGO ESCO-
BEDO, 1969; NUKETOVA, 1971).

Para obtengao de melhor selegao na recombina
cao génica & vantajoso o uso de marcadores genéticos. Tanto
haploides obtidos via androgénese ou partenocadrpica como se-
migaméticos podem ser identificados pelos métodos de genes
marcadores. Marcadores morfoldgicos sao de grande ajuda, co
mo os genes que produzem determinadas caracteristicas com ma
nifestagoes nas sementes ou plantulas (NITSCHE & WENZEL, 1977).

As mutacOoes espontaneas também pode  contri-
buir para a produgao de hapldides. Apesar da frequéncia ser
muito baixa, brotos hapléides podem ser esperados apds ocor-
réncia de mutacdo espontanea. Nao obstante, haploides tém
sido observados em um pequeno numero de plantas apds indugao
de mutagao. Uma simples mutagao de um gene em tomate pode
influenciar a indugao de calos a partir do pdlen, com subse
gliente regeneracao de plantas (ZAMIR et alii, 1980).

O método de redugao do nimero de Cromossomos
por tratamento com mutagénico tem a vantagem de ser univer
sal, entretanto o baixo grau de sucesso obtido o faz invia-

vel na pratica (NITZSCHE & WENZEL, 1977).
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2.2.2. Meio de cultura

Segundo SOPORY (1972), a importancia da com-
posicao do meio basal foi reconhecida cedo, através dos es-
tudos classicos de GUHA & MAHESHWARI (1964) com Datura 4n-
noxia. Nestas investigagoes, os meios basais de Nitsch e de
White davam melhor resposta gue o meio de Blaydes ou de Mu-
rashige & Skoog.

Geralmente, os meios contém uma fonte de ener
¢ia (como sacarose), vitaminas (tiamina, acido nicotinico,pi
ridoxina, biotina, etc.), sais minerais (como N, P, K, Ca,
Mn, Fe, Zn, etc.) e reguladores de crescimento (auxinas, ci-
tocininas ou giberelinas). Em alguns casos, as células exi-
gem a adigao de substéncias complexas para seu crescimento,
tais como fitohormdnios, agua de cbco e sucos de frutas (su-
co de tomate, leite de coco, etc.) (SUNDERLAND, 1974).

Em sua revisao sobre meios de cultura de teci
dos vegetais, SUNDERLAND (1974) compara os cinco meios de
cultura classicos utilizados em diferentes tipos de explan-
tes (Tabela 2).

O meio MS, segundo PADMANABHAN et alii (1974),
geralmente tem sido usado para estudos de tecidos com espé-

cies de Lycopensicon, particularmente cultivado.

2.2.2.1. Macro e micronutrientes

Existem meios pobres em sais, como o de WHITE
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Tabela 2. Diferentes meios usados em cultura de tecidos.

' Codigo dos meios
Camponentes do

meio de cultura B M a MS BS
Componentes minerais (mg/1)
NO3 5,0 20,0 40,0 39,4 24,7
NHj* 5.0 10,0 20,0 2016 20,2
(Hy4 Og) 0,1 1,0 2,0 1,25 1,05
K+ 2,0 10,0 20,0 20,05 24,7
catt 2,0 4,0 6,0 5,98 2,04
Mg+t 1,0 3,0 6,0 3,0 2,02
cl- 3,9 4,0 6,0 5,98 2,04
Fett 0,02 0,1 0,2 0,2 0,1
so— 1,12 4,14 7,78 3,46 4,17
(Nadt) 0,1 2,0 3,5 0,2 1,05
BO3 — 0,03 0,15 0,45 0,30 0,15
M+ 0,02 0,1 0,2 0,2 0,12
zntt 0.002 0,04 0,08 0,06 0,014
cutt 0,00002 0,0002 0,003 0,0002  0,0002
o7 0,00002 0,0002 0,002 0,002 0,002
Ca 0,0002 0,001 0,002 0,0002 0,0002
j 0,0005 0,0025 0,005 0,005 0,0045
(EDTA) — 0,02 0,1 0,2 0,2 0,1
(HY) 3 0,03 0,15 0,45 0,30 0,146
Total citions 10,17 29,39 56,44 50,60 32,21
Total anions 10,17 29,39 56,44 50,60 32,21
Vitaminas e aminoacidos (mg/1)

Inositol 20 20 100 100 100

Ac. nicotinico 0,5 0,5 5,0 0,5 1,0
Piridaxina HCL 0,5 0,5 5,0 0,5 1,0
Tiamina HC1 1,0 1,0 10,0 0,1 10,0
Biotina 0 0,05 0,05 0 0
- D~Ca—Pantotenato 0 0,5 0,5 Qa Q
Riboflavina 0 0,5 0,5 0 0

Ac. ascorbico 0 Q,2 0,2 0 Q

Ac. fBlico 0 Q,5 0,5 0 0
Cloridrato de colina O 0,1 0,1 0 0
Glcina Q,5 a,1 0,0 0 0
Caseina hidrol. 0 1000 1000 1000

Sacarose (g)l)
Sacarose 30 60 3Q 20
B = neio com baixa concentracao; M = meio com média concentracao; A =

meio com alta concentracao; B, M e A — segundo NEAL e TOPOLESKI (1983);
MS = meios de MURASHIGE e SKOOG (1962); BS = meio de GAMBORG et alii
(1968) .
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(1978) para cultura de tomate, e os ricos em sais, como os
de MURASHIGE & SKOOG (1962) e de LINSMAIER & SKOOG (1965) ,
utilizados para diversas culturas.

Comumente, os macronutrientes e micronutri-
entes mais usados nos meios de cultura "in vitro" estao con-

tidos na Tabela 3.
2.2.2.2. Constituintes organicos

Entre os constituintes organicos utilizados
nos meios de cultura, ha vitaminas, fonte de carbono, regu-
ladores de crescimento, aminoacidos e complexos naturais (agua
de coco, leite de cdco, suco de frutas, extratos de levedu
ras, caseina hidrolizada, peptona, triptona, etc.). A adi-
cao de agar em concentracoes adequadas e o ajuste do pH me-
lhoram as condigoes fisicas do meio de cultura "in wvitro"
(SUNDERLAND, 1974).

Extratos de anteras e tubérculos de batatas
tém estimulado androgénese em tabaco (NITSCH & NORREEL, -1973).
As vezes, tanto serina como glutamina tém melhorado a cultu

ra de pdolen isolado (NITSCH, 1974).
2.2.2.2.1. Vitaminas

OHIRA et alii (1976), em seus estudos, demons
traram que o baixo nivel de vitaminas influencia na capacida
de de diferenciagao, como observado pela necessidade de re-
querimentos exdgenos de tiamina. A adicgao de vitaminas em

cultura de células de plantas & necessaria, uma vez que as

plantas sao auxotro&ficas.
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Tabela 3. Macronutrientes e micronutrientes mais usados nos meios de

cultura "in vitro" (EVANS et alii, 1984).

Macrohu- M BS WH2
trientes
uM mg/1 M ng/1 uM g/l
NH4NO3 20,6 1650 - - - -
KNO3 18,8 1900 25 2500 Q,8 80
CaCl,.2H,0 3,0 440 1,0 150 -~ -
MgSO, . TH,0 1,5 370 1,0 250 3,0 737
KH,PO, 1,25 170 -~ - - -
(NH ) ,SO4 ~ - 1,0 134 - -
NaH, PO, .H,0 - - 1,0 150 0,12 19
Ca(NO,), . 48,0 - - - - 1,2 288
KCl - - - - 0,9 65
Na,SO, - - - - 1,4 200
MS BS wH2
Macronu—
trientes UM mg/1 1M mg/1 UM ng/1
K1 5 0,83 4,5 0,75 4,5 0,75
H,BO, 100 6,3 50 3,0 (25) (1,5)
MSO,H,0 100 22,3 - - 29,8 6,65
MnSO4H2O - - 60 10 - -
ZnS0, . TH,0 30 8,6 7 2,0 9,3 2,67
Na, M0, . 2H,0 1,0 0,25 1,0 0,25 - -
MnO3 - - - - (0,007)  (0,0001)
CuS0, . SH,0 0,1 0,025 0,5 0,025 (0,004)  (0,0001)
Cas0, - 65,0 0,1 0,025 0,1 0,025 - -
Na, DETA 100 37,3 100 37,3 - -
FeSO4.7H20 100 27,8 100 27,8 - -

MS = MURASHIGE & SKOOG (1962)
BS = GAMBORG et alii (1968)

W= WHITE (1963)
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Provavelmente, uma das vantagens de se adicio
nar vitaminas no meio de cultura poderia ser a de minimizar
o "stress" sobre o explante. O "stress" resultaria em uma
baixa capacidade de expressao na sintese de vitaminas. As vi
taminas comumente utilizadas nos meios de cultura sao: vita-
mina B (tiamina, acido nicotinico, piridoxina e acido panto-
ténico); vitamina E (dl-alfa-tocoferol acetato), entre ou-

tras (SUNDERLAND, 1974; OHIRA et alii, 1976) (ver Tabela 2).
2.2.2.2.2. Fonte de carbono

A sacarose € indispensavel no meio basal, nao
somente como fonte de carbono, mas também por estar envolvi-
da nos processos de osmorregulagéo. Normalmente, 0,058-0,12M
de sacarose é suficiente, porém altas concentragoes (0,17 -
0,29 M) tém dado melhores resultados em algumas culturas co-
mo trigo, cevada, batata e arroz (OUYANG et alii, 1973; CLAP
HAM, 1973; SOPORY et alii, 1978; CHEN, 1978).

KELLER et alii (1975) e SANGWAN & NORREEL (1977)
indicaram que a sacarose & a melhor fonte de carboidrato, nao
podendo ser substituida por outro dissacarideo. Entretanto,
WENZEL et alii (1977) mostraram que a glicose pode ser usa-
da em cultura de antera de centeio e KELLER & ARMSTRONG (1978)
observaram que a frutose pode ser utilizada, porém menos efe
tivamente.

A concentracao da sacarose pode variar de
acordo com a cultura, como tem sido observado por varios au-

tores. Nas culturas de fumo e arroz, a concentragao de 2-5%
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de sacarose no meio tem se mostrado eficiente para a forma-
cao de calo e generacao de planta (NITSCH & NITSCH, 1969;
KUO et alii, 1978; CHU, 1978). Entretanto, para a cultura
de batata, trigo, triticale e cevada, sao necessarios altos
niveis de sacarose: 6-12% (SOPORY et alii, 1978; KELLER et
alii, 1975; CHU et alii, 1978; SUN et alii, 1980; CLAPHAM,
1973) . Na cultura de milho, a melhor resposta tem sido obti
da com niveis de 12-15% (MIAO et alii, 1978; KU et alii,
1978), enquanto que para a cana-de-acicar, o nivel de saca-
rose tem atingido 20% (CHEN, 1978).

Existem evidéncias de que a produgao de al-
guns metabdOlitos, pelos tecidos de plantas, pode ser efetua-
da pelas concentragoes de sacarose (TABATA, 1977).

A adigao de carvao vegetal ativado no meio de
cultura & uma fonte que promdve o bom desenvolvimento de te-
cidos vegetais. Entretanto, o uso desta fonte de carbono es
timula o crescimento de varios fungos contaminantes, como ob
servado por PARMENTIER (1970) e BUTLER & BIKAN (1973). Os
trabalhos realizados por diferentes pesquisadores mostraram
que a cultura "in vitro" de varios vegetais utilizando car-
vao ativado como fonte de carbono, resulta no crescimento de
fungos (PROSKAUER & BERMAN, 1970; KLEIN & BOPP, 1971; KATO,
1973; ERNEST, 1974). Apesar desta dificuldade, ANAGNOSTA-
KIS (1974), trabalhando em cultura de fumo, observou um au-
mento de 15 para 45% na producgao de anteras androgenéticas.
Resultados similares foram obtidos por BAJAJ (1977) que, cul

tivando anteras de fumo com 2% de carvao ativado, obteve um
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aumento de anteras androgenéticas de 41 para 91%. Outros re-
sultados similares tém sido observados em anémona (JOHANSSON
& ERIKSSON, 1977), em centeio (WENZEL et alii, 1977) e em

batata (SRPORY et alii, 1978).
2.2.2.2.3. Reguladores de crescimento

Os hormonios atuam nas plantas para regular,
coordenar e guiar os processos de desenvolvimento normal,
tanto no crescimento como na diferenciagao de tecidos, uma
vez que as atividades celulares e os metabolismos celulares
sao controlados pelos hormonios. A adigcao de reguladores de
crescimento no meio de cultura para a obtencao de calos nem
sempre € necessaria, contudo, € imprescindivel para a dife-
renciacao (RAGHAVEN, 1975).

A concentragao e o tipo de hormbnio mostram
ser uma forte estratégia para a obtencao de plantas hapldides
em culturas de anteras.. Em geral, para cada etapa de desen-
volvimento do explante, calo, broto e raiz, sao necessarios
meios de cultura com concentracgao hormonal diferenciada (CLap
HAM, 1977).

NITSCH (1969) observou que a androgénese do
polen pode ser induzida em um simples meio mineral - sacaro-
se com plantas semelhantes a fumo. Ja RAGHAVEN (1975) mos-
tra que, para completar a androgénese em Hyoscyamus, €& ne-
cessario adicionar certos reguladores de crescimento. CLAP-
HAM (1977) reconhece que, para a cultura de antera de ce-

rais, € necessario adicionar certos reguladores de crescimen
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to, tanto auxinas como citocininas. No caso de utilizar
meios complexos enriquecidos com auxinas semelhantes a 2,4-D,
estas substancias ajudam na formacao de calos, entretanto po

dem ocasionar instabilidade genética.
2.2.2.2.3.1. Auxinas

Segundo a revisao de SOEDING (1961) e THIMANN
(1972) , a auséncia de auxinas inibe a sintese de DNA, e tor
na-se dificil analisar seu efeito e modo de agao. O papel
das auxinas na divisao celular esta relacionado com a fase
Gl do ciclo celular. As auxinas mais utilizadas em meio de
cultura, para diferenciagao, sao classificadas de acordo com
sua atividade, em: IAA, IBA, NAA, CPA e 2,4-D, sendo que IAA
€ a auxina natural e a menos ativa do grupo, além de ser fa-
cilmente metabolizada no tecido. As concentracgoes comumente
utilizadas estao compreendidas entre 0,01-10,0 mg/l. Os mes-
mos autores citam que as auxinas controlam os processos de
dominadncia apical, elongagao da célula em raizes e brotos,
alteracao na permeabilidade do plasmalema, formagao de etile
no, inducao e formacao de raizes adventicias, aumento da ta-
xa de respiragao e a formagao de frutos partenocaricos em
algumas espécies. Elas também inibem a formacao de embriao
em cultura de células em suspensao, causam irregularidades mi
toticas em cultura de tecidos de longa duragao e, em altas

concentragoes, induzem a desorganizagao do crescimento.
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Na Figura 2, pode-se apreciar a estrutura qui

mica das auxinas mais utilizadas na cultura de tecidos de
plantas.
CHo—COOH
|| IAA
N
H
COOH
|
CHo
NAA
({.OOH
iz
0
ci 2,4-D
Ci
Figura 2. Auxinas mais utilizadas na cultura de tecidos de

plantas (Segundo SOEDING, 1961 e THIMANN, 1972).
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2.2.2.2.3.2. Citocininas

SKOOG (1971) cita que, ao contrario das auxi-

nas e substancias similares, as citocininas representam um

grupo homogéneo. Dentro deste grupo temos: cinetina, 2iP
(DMAAP) , zeatina e BA (BAP). A mais usada € a cinetina, mas
nao € uma citocinina natural. Segundo este mesmo autor es-

te horménio participa de varios processos: crescimento celu-
lar; diferenciagao do tecido; dorméncia; varias fases de flo
rescimento, frutificacao e da senescéncia; duplicagao do DNA
(mitose) ; desenvolvimento dos cloroplastos; estimulo da ger-
minacao (quebra de dorméncia); pegamento e crescimento dos
frutos; retragéo na senescéncia da folha.

Na Figura 3, sao mostradas as estruturas qui-
micas das quatro citocininas mais utilizadas nos meios de

cultura para vegetais.

2.2.2.2.3.3. Giberelinas e outros fitchormonios

Segundo WESCOTT et alii (1977), o efeito das
giberelinas, do acido abscisico e do etileno, nas células ve
getais, tem sido muito limitado na cultura "in vitro". Tal-
vez os efeitos de hormonios deste grupo sejam pouco estuda-
dos e, conseqlientemente, os resultados sao pouco significa-
tivos. Estes autores observaram indugao de crescimento de
brotos de diversas espécies de Sofanum pelo uso de gibere-

linas.
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Figura 3. Citocininas mais utilizadas na cultura de tecidos
de plantas (Segundo SKOOG, 1971).
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2.2.2.2.3.4. Fatores fisicos e quimicos que
afetam a concentragao de

fitohormdnios no meio de cultura

Os pré-requisitos para a agao dos fitohormo
nios sao a estabilidade e a facilidade de absorgao dos mes-
mos pelas células dos tecidos. A atividade dos fitohormo-
nios ira depender da sua concentragao, da estabilidade dos
hormdbnios no meio de cultura durante a preparagao e esterili
zagao do meio e, também, da translocacao e metabolismo dos
fitohormonios nos tecidos durante o periodo de cultivo (SEM-
BDNER et alii, 1980).

Os mesmos autores acima citados observaram ain-
da que, em solugoes aguosas, a auxina nativa (IAA) & degrada
da por acidos, radiagoes ionizantes, luz ultravioleta, 1luz
visivel e oxigénio ou perdoxidos. O NAA eo2,4-D sao mais es-
taveis a estes fatores do que o IAA. Entretanto, o IAA é fa
cilmente degradavel durante a autoclavagem e por processo
de descarboxilagao. LOEWNBERG (1965) salienta que o IAA po-
de ser destruido na presenca de Mn2+, dcido citrico e oxige-
nio. ©Por outro lado, DEKHUIJZEN (1971), usando técnica cro-
matografica, comenta que as citocininas (cinetina, zeatina e
2iP) nao sao degradadas em solugoes aguosas apOs uma hora de

autoclavagem.

2.2.3. Estagio do explante

Anteras, contendo microsporos em estagio Oti-
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mo de desenvolvimento em um meio de cultura adequado, resul-
tam em uma maior produgao de calos e conseqlientemente de plan
tas hapldides. Por outro lado, nao parece haver um estagio
inico, nem mesmo para espécies intimamente relacionadas (SUN
DERLAND, 1973).

Nos casos de angiospermas que possuem um nume
ro indeterminado de botoes por inflorescéncia, estes podem
estar organizados de forma tal que as anteras cubram guase
todos os estagios da microsporogénese. Diferentes estagios
podem, provavelmente, estar correlacionados com diversos com
primentos das anteras. Em espécies com numero determinado
de botoes por inflorescéncia, uma série de botoes €& requeri-
da para completar o mesmo nivel de estagio. Por outro lado,
uma seqliéncia da microsporogénese pode ser organizada obser-
vando-se botoes de inflorescéncias de diversas idades (SUN-
DERLAND, 1973).

No entanto, varios estudos com espécies dife-
rentes tém demonstrado que a correlacao entre a morfolagia
floral do botao e o estdgio do micrdsporo nao &€ sempre vali-
da. Botoes de determinado tamanho morfoldgico variam grande
mente no estagio de desenvolvimento dos microsporos contidos
nas anteras durante o periodo de floragao. Através de prepa
ragaes citologicas, de uma amostra de anteras, pode-se cons-
tatar realmente o estédgio de desenvolvimento do microsporo,
j& que o tamanho do botao e o comprimento da antera nao sao
indicadores reais do estagio do micrdsporo, como em Patura

innoxia. Portanto, estes nao podem ser usados como critério
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Gnico na determinacgao do estagio dos micrdsporos para o cul-
tivo de anteras (SOPORY & MAHESHWARI, 1976).

De acordo com os resultados obtidos por alguns
pesquisadores, o estagio 6timo do micrOsporo para a cultura
pode variar de uma espécie para outra e, possivelmente, de
uma cultivar para outra. Isto pode, também, ser influencia-
do pelas condigoes ambientes dentro da qual a planta doado-
ra esta em crescimento (SUNDERLAND, 1973).

Foi sugerido por varios pesquisadores gque a
primeira mitose do polen, no micr55poro uninuclear, seja es-
tagio Otimo para a cultura em muitas espécies (NAKATA & TANA
KA, 1968; NITSCHE, 1970; KAMEYA & HINATA, 1970; ABO & HILDE
BRANDT, 1971; OUYAND et alii, 1973; WANG et alii, 1974; TO-
MES & COLLINS, 1976; KUO et alii, 1978; CHEN, 1978 e SUNDER
LAND, 1974). Entretanto, COLLINS & SUNDERLAND (1974) consi-
deram que o estagio binuclear inicial & o ideal para o culti
vo de anteras de Nicotiana atitenuata e N. knightiana.

Trabalhos realizados por GRESSHOFF & DOY (19723,
b) mostram que o estagio de metafase I da meiose, da célula
mae do pdlen, foi o melhor para Arabidopsis thaliana e Lyco-
pernsicon escufentum. Dados contraditdrios a estes resulta-
dos foram encontrados por ZAMIR et alii (1980) em Lycopenss
con, onde o melhor estagio foi o uninucleado do podlen. Em
cultura de anteras de fumo (NITSCH & NITSCH, 1969), de ceva-
da (CLAPHAN, 1971) e de arroz (NIIZEKI & OONO, 1971), a fase
2 (uninucleada do pdlen) representa o estagio mais favorawel.

Em Brassdica olenrnacea, as anteras na fase 3 (binuclear do poO-
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len) apresentam maior frequéncia de calos (KAMEYA & HINATA,
1970). BAJAJ (1978) recomenda a fase unicelular do pdlen co
mo’a mais propicia para testeées experimentais de cultura de
anteras.

Por outro lado, o nivel de ploidia de plantas
regeneradas esta relacionado ao estagio do pdlen. Por exem-
plo, quando foram cultivadas as plantas obtidas de anteras,
como observado em fumo (ENGVILD, 1974). Datura (ENGVILD et
alii, 1972) e Hyoscyamus (CORDUAN, 1975), os cultivos a par
tir de pdlen de estagios uninucleados foram hapldides, en-
guanto que, de estagios mais tardios, encontravam—-se varios

niveis de ploidia.

2.3, CONDIGOES DE CULTIVO E IDADE DA PLANTA DOADORA

Plantas mantidas em condigoes saudaveis repre
senta a fonte ideal de material para a cultura. Assim, as
condigoes de umidade e fertilidade, sob as quais as plantas
sao cultivadas, bem como luz e temperaturas fornecidas, in-
fluenciam grandemente a producao de plantas hapldides de an-
teras. Os niveis hormonais endbdgenos também estao relaciona
dos com o sucesso da cultura (SUNDERLAND, 1974).

Segundo ANAGNOSTAKIS (1974), flores e plantas
relativamente jovens sao mais adequadas que os botoes flo-
rais de plantas que estao no fim de seu periodo de cresci-

mento, mostrando que, em geral, a idade assim como outras
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condigoes fisiolbgicas da planta influenciam consideravelmen
te a eficiéncia da androgénese. SUNDERLAND (1971) e TOMES
& COLLINS (1976) estabeleceram a importancia da idade da
planta para a cultura de anteras, mostrando efeitos signifi-
cantes do numero de dias que as plantas tinham estado flores
cendo com relagao a produgao de plantas hapldides.

NITSCH & NORREEL (1973) mostraram a influén-
cia da temperatura para o crescimento das plantas, baseados
no experimento com Datuira, onde as plantas que cresceram a
249C deram uma alta frequéncia de androgénese (45%), enquan-
to aquelas que cresceram a 179C apresentaram apenas 8% de an
drogénese. Fato contraditorio foi observado em Brassica na-
pus (KELLER & STRINGAM, 1980), onde foram verificados melho-
res resultados com anteras excisadas de plantas cultivadas a
baixas temperaturas.

A remogao das flores idosas em Datura (NITSCH,
1975) e da porgao apical da inflorescéncia do trigo (PICARD,
1973) causa um aumento na frequéncia de androgénese. BAJAJ
(1972) , trabalhando com Tiaiticum aedtivum, observou que ante
ras de plantas crescidas em campo foram mais -saudaveis e
mais robustas e deram melhores resultados na androgénese gue
as crescidas em casa de vegetacao com iluminagao limitada.
SUNDERLAND (1978) observou que anteras de fumo excisadas de
plantas com deficiéncia de nitrogénio, sao mais produtivas

que plantas sem esta deficiéncia.
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2.4, CoND1gOES FiSICAS DA CULTURA DE ANTERAS

Durante as investigagoes sobre androgénese,
os fatores quimicos tém recebido maiores atengoes. Entretan
to, nos ﬁitimos anos, além dos fatores quimicos, as condi-
coes fisicas para a cultura de anteras tém sido considera-
das de grande importancia (SUNDERLAND, 1971).

MAHESHWARI et alii (1980) demonstraram gque
varios fatores, tais como temperatura, luz, forma de colocar
as anteras em meio s6lido, numero de anteras por vaso de cul
tura e a atmosfera do vaso de cultura, afetam a resposta
das anteras. SUNDERLAND (1971), trabalhando com Nicotiana
tabacum, e SOPORY & MAHESHWARI (1976), com Datuha 4Annoxia,
observaram que a temperatura Otima para a cultura de anteras
estd compreendida entre 25 a 309C, enquanto que a temperatu
ra inferior ou superior causa um declinio muito rapido.

SANGWAN-NORREEL (1977) e SUNDERLAND & RO-
BERTS (1977), trabalhando com Datura Linnocia e Nicotlana ta-
bacum, respectivamente, observaram que um periodo inicial de
escuridao seguido por luz resulta em efeitos positivos, sa-
lientando o papel importante do fotoperiodo na indugao de ha
ploides a partir de podlen.

Segundo NITSCH (1977), na cultura de pdlen
de fumo, a luz vermelha € mais apropriada do que a luz azul
ou branca. Uma generalizagao sobre os efeitos inibitdrios dos
diferentes tipos de luz utilizados nos trabalhos de androgé- -

nese é dificil. Apesar da discussao a respeito de que a luz
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azul mediana tem efeito sobre fitocromos (SOPORY & MAHESHWé

MI, 1976).

2.5, MUTAGENESE INDUZIDA

A idéia de usar células em cultivo para indu-
zir e estudar mutacgoes em plantas superiores regeneradas te-
ve inicio em 1958, com calos hapldides de Antiarhinum majus,
obtendo-se multiplicagao de células em suspensao &, subsequen
temente, tratamento com raios X. A radiossensitividade das
células em cultura foi menor quando comparada aos tecidos de
meristema (MALISA et alii, 1973}.

CHOUREY et alii (1973), trabalhando com raios
X em Nicotiana tabacum, e EPIEGEL-ROY & KOCHBA (1280), traba
lhando com citrus, salientam que a irradiagao reduz os ni-
veis de auxinas, aos sub-0timos.

O material haplOide € especialmente Util para
estudos de mutagénese, pois nao existe a relagao de domin&n-
cia e recessividade. A mutacao & imediatamente expressa nos
hapldides, enquanto que no material dipldide isto nao ocor-
re, uma vez que a maioria das mutagoes € recessiva e a pre-
senga do gene dominante nao mutado poderd mascarar a mutagao
(NITZSCHE & WENZEL, 1977).

Células de calos hapldides tém sido wutiliza-
das em varios trabalhos para estudo do efeito de varios muta

génicos, tanto fisicos como quimicos. Em células hapldides
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em cultura, os mutantes podem ser isolados em varias espé-
cies de plantas, como observado por varios pesquisadores emn
linhas celulares, tecidos e plantas inteiras resistentes a
estreptomicina (BINDING et alii, 1970; MALIGA et alii, 1973),
sulfoximina de metionina (CARLSON, 1973), nematdide (WENZEL
& UHRIG, 1981), e temperaturas (GEBHARDT et alii, 1981).

NITSCH et alii (1969) submeteram plantas jo-
vens de fumo (durante a emergéncia das anteras)a varias do-
ses (1500-3000 rad) de raios y, e relataram que as plantas
obtidas através de cultura destas anteras irradiadas mostra-
ram anormalidades em tamanho, forma e cor das flores e que
algumas eram guimeras. Posteriormente, NITSCH (1972) obteve
mutantes de flores brancas e marrons, quando anteras de fumo
foram cultivadas num meio suplementado com 10—6 uM de N=-3-ni
trofenil-N-fenilureia. DEVREUX & SACCARDO (1971) irradiaram
o botao floral de Nicotiana tabacum, cultivar "Bright", com
raios X (1000 R) e as anteras excisadas foram subsequentemen
te cultivadas. Os resultados mostram que 50% das plantas
obtidas eram fenotipicamente anormais e 6% com aberragoes cro
mossOmicas. Protoplastos haploides de fumo (GALUN & RAVEH,
1975) mostraram radiossensitividade diferencial para a ra-
diagao Y.

Aparentemente, no processo de utilizacao de
mutagénicos quimicos e fisicos "in vitro", o problema maior
nao esta na indugao de mutagao a nivel celular, mas sim no
isolamento e selecao dos mutantes. Provavelmente, uma das

solucoes seria extrapolar ou aproximar as técnicas de isola-
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mento e identificagao de mutantes utilizadas para microrganis
mos, visando contornar estas dificuldades. Outro problema
gque pode ser encontrado € a preservagao destas mutagoes indu
zidas, uma vez que longo periodo de cultivo"in vitro" podera
promover outras alteragoes genéticas do material. A perspec-
tiva de solugao deste problema pode ser a criobiologia ou se
ja, a técnica de preservagao de tecidos em nitrogénio liqui-

do (Bajaj & Reinert*, citado por BAJAJ, 1984).

2.6. PLOIDIA E INSTABILIDADE CITOLOGICA EM CULTURA DE
CELULAS HAPLOIDES

Segundo BOURGIN & NITSCH (1967) e SUNDERLAND
(1971) , a maioria das plantas cultivadas a partir de polen
de fumo € hapldoide. McCOM (1978) refere que, em todas as
espécies testadas pela técnica da cultura de anteras e/ou
polen "in vitro", obteve-se mais facilmente dipldides, poli-
ploides ou aneupldides do que hapldides.

ENGVILD (1973, 1974) e ENGVILD et alii (1972),
trabalhando com Datura e Nicotiana, observaram que a propor-
¢ao de plantas dipldides e polipldides aumentava quando ante
ras idosas eram cultivadas. BINDING (1974) relata que exis-

te relagao entre a proporcao de hapldides e os constituintes

* BAJAJ, Y.P.S. & REINERT, J. Crycbiology of plant cell cultures and es-
tablishment of gene banks. In: REINERT, J. & BAJAJ, Y.P.S., ed. &p-
plied and fundamental aspects of plant cell tissue and organ cultu-
Ye. Berlin, Springer-Verlag, 1977. p.757-77.
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hormonais no meio de cultura, desde que as auxinas tém marca
da influéncia na ploidia de cultura de células.

Sao poucos os casos em que plantas dipldides,
derivadas de cultura de anteras, podem ter sido originadas do
tecido somatico (NIIZEKI & OONO, 1971) ou de microsporo nao
reduzido (WENZEL et alii, 1976). A maioria das plantas obti
das de cultura de pdOlen € realmente oriunda de microOsporos.
A confirmagao deste fato & obtida através da andlise genéti
ca de plantas diploides derivadas de anteras de hibridos, que
diferem em muitas caracteristicas, porém suas progénies sao
muito uniformes (NIIZEKI & OONO, 1971; OUYANG et alii, 1973;
YIN et alii, 1976; HSU et alii, 1975). Os dipldides exponta
neos e polipldides observados tém sido atribuidos, geralmen-
te a endomitose e a fusao nuclear em pdlen cultivado (RAQUIN
& PILET, 1972; ENGVILD, 1973 e 1974; CHU, 1978; HU et alii,
1978) , enquanto gue os aneuplodides, possivelmente, surgem
por causa de mitoses irregulares de calos de pdlen (HU et
alii, 1978).

Repetidamente, tem sido observado que célu-
las em cultura exibem instabilidades citologicas. Linhas de
células cultivadas "in vitro" tém uma grande tendéncia para
aumentar o nivel de ploidia, como observado por SACRISTAN
(1971) guando, utilizando linhas celulares hapldides, notou
o aparecimento de dipldides, enquanto que os cultivos de di-
ploides originaram tetrapldides. Esta tendéncia, das célu-
las em cultura, de sofrer endomitose € um dos principais obs

tdculos para a manutengao de células hapldides em cultura.
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Portanto, faz-se necessario descobrir um mecanismo que permi
ta manter as células no mesmo nivel de ploidia, quando culti
vadas em meio de cultura.

DAY & JONES (1971) relataram que o FEP (para-
fluorofenilalanina) induz haploidizagao em Aspergiflfus e Us-
tilago. CARLSON et alii (1972) estenderam este trabalho para calos
de Nicotiana tabacum, variedade "Havana Wisconsin", e obser-
varam que, em culturas mixopldides, o crescimento de cé&lulas
dipldoides foi progressivamente inibido com o aumento da con-
centracao de PFP (1-9 mg/l), enquanto que o crescimento de
células hapldides nao foi afetado. Resultados similares fo-
ram observados por REINERT et alii (1977) em N. tabacum e
Atrnopa befladonna, utilizando 15-20 mg/l de PFP. Eles con-
cluiram em seus trabalhos que & possivel manter culturas de
células haploides estaveis e seleciona-las quando se utiliza
um sistema de populagoes mistas. DIX & STREET (1974) obser-
varam inibigao de crescimento de células dipldides de Nico-
tiana sifvestnis quando utilizaram PFP na concentracao de
37,5 mg/l. Nao foi observada selegao de linhas celulares uti
lizando culturas mistas. Estes autores concluiram que o ge
noétipo determina a sensibilidade a PFP e nao o nivel de ploi
dia. Resultados similares foram relatados em Datura e fumo
por MATTHEWS & VASIL (1975), os quails observaram inibigao do
crescimento de linhas hapldides e dipldides. Estes traba-
lhos sugerem que o PFP pode prevenir a reversao de hapldides,
como também prolongar a fase hapldide em cultura de algumas

espécies.
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COLLINS & LEGG (1974) e COLLINS (1975) suge-
rem que, embora nao existam informagoes concretas sobre as
causas que provocam a instabilidade genética e cromossoOmi-
ca de linhagens hapldides e hapldides duplicadas, este obsta
culo nao € um problema de magnitude suficiente para restrin-

gir os trabalhos com hapldides.

2.7. REGENERAGAO DE PLANTAS

As técnicas "in vitro" em plantas superiores
dependem grandemente do sucesso da regeneracgao de plantas. Pou
cas espécies de cultivo, tais como fumo e cenoura, tém sido
bastante exploradas "in vitro" por causa de sua facilidade na
regeneragéo. Nos ultimos anos, entretanto, através dos tra-
balhos de regeneragao de plantas "in vitro", tém-se aberto ca
minhos para a obtencao de variabilidade genética em plantas
que estao sendo cultivadas. Por outro lado, devido ao wuso
intensivo de cultivares ja melhoradas, a variabilidade gené-
tica tem sido reduzida, sendo que a cultura "in vitro" repre
senta uma nova fonte de variabilidade genética, que pode ser
usada para o desenvolvimento de novas variedades de cultivo.
As técnicas de cultura de células e tecidos, utilizadas tan-
to no grupo dos cereais como das leguminosas, tém contribui
do no desenvolvimento de novas técnicas de regeneragao de
plantas de outras espécies de cultivo (SUNDERLAND, 1974).

As plantas da familia Solanaceae tém sido uti
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lizadas como sistemas modelos de estudos "in vitro": a toti-
poténcia foi primeiro mostrada em Nicotiana tabacum, pela re
generagao de plantas imaturas a partir de simples células so
maticas (VASIL & WILDERBRANDT, 1965); a produgao de plantas
hapldides pela cultura "in vitro" de anteras excisadas foi re
latada primeiramente em Datura Lnnoxia (GUHA & MAHESHWATI,
1964); a regeneracgao de planta a partir de protoplastos iso-
lados foi obtida em Nicotiana tabacum (TAKEBE et alii, 1971)
e o primeiro hibrido somatico foi obtido em N. Langsdorfii e
N. gfauca (CARLSON et alii, 1972).

Os primeiros trabalhos sobre a concentragao de
fitohormonios, como o realizado por SKOOG & MILLER (1953),
mostraram que nao existe a relacao entre a concentragao de
citocininas e auxinas para formagao de broto ou raiz. Entre-
tanto, estudos posteriores realizados por DURAND et alii
(1973) salientam que uma alta concentragao de auxinas no meio
de cultura e baixa de citocininas favorecem a formagao de
raiz, e que a alta concentragao de citocininas e baixa de au
xinas induzem a formagao de brotos. Outros trabalhos reali-
zados por DHIRA (1970), GAUTIER (1972) e CHYLAHet alii (1975)
evidenciaram que a sacarose no meio de cultura pode reverter
os efeitos dos fitohormonios.

Segundo KARTHA et alii (1976), em tomate e es
pécies relacionadas, a formagao de brotos pode ocorrer . com
uma baixa frequéncia, usando meio para indugao de calos ou.
com maior fregliéencia com alta concentragao de citocinina. Os

mesmos autores mostraram que raizes podem ser obtidas com
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alta concentragao de auxinas tais como NAA e IAA. COLEMAN &
GREYSON (1977) demonstram que o GA3, também induz a forma-
cao de raiz em plantas da familia Solanaceae.

HERMAN & HASS (1978) consideram o tomate como
uma cultura dificil para técnicas de cultura de tecidos em
comparagao com outras espécies de Solanaceae, uma vez qgue
as culturas de calos apresentam menor habilidade para dife-
renciagao.

Trabalhando com calos obtidos a partir de ex-
plantes de folhas de tomate, ZENKTELER (1972) conseguiu rege
neragao de brotos utilizando BAP e IAA no meio de cultura.

Ja em 1978, MEREDITH nao conseguiu a regene-
ragao de plantas de tomate, mesmo em calos, produzidos por
explante de folhas, cultivadas por um longo periodo de tem-
po. Posteriormente, este mesmo autor relata que linhas de
calos foram capazes de produzir plantas normais épés quatro
meses de cultivo. Entretanto, apos dezessete meses, obtive
ram—-se plantas anormais, incapazes de formar raizes. GRESS-
HOFF & DOY (1972a) conseguiram regenerar plantas hapldides
anormais a partir da cultura de antera, e de igual modo, ZA-
MIR et alii (198Q0) também obtiveram sucesso com um mutante

macho estéril, ambos trabalhando com tomate.

2.8, MECANISMO DE DUPLICAGAO DE MATERIAL HAPLOIDE

A condicao hapléide é vantajosa gquando a con-

digao homozigota simplifica ou busca a identificacao de ca-
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racteres controlados por fatores genéticos recessivos. Em ge
ral, as plantas hapldides sao estéreis e a manutencao dessa
linhagem para produgao de sementes e, subsequentemente, pa-
ra a manipulagao genética, exige o estabelecimento da condi-
cao diploide (JENSEN, 1974).

Os métodos empregados para a duplicagao dos
cromossomos em hapldides sao variados. Geralmente, ocorre
duplicagao espontanea ou pode ser provocada através da poda
de plantas hapldoides (JENSEN, 1974). TANAKA & NAKATA (1969)
obtiveram dipldides de fumo a partir da diploidizagao de po-
len, induzida pelo tratamento do botao da planta doadora com
colchicina. Ja BURK et alii (1972) diploidizaram, com col-
chicina, a muda de fumo proveniente de cultura de antera. Além
da colchicina, YIN et alii (1976) demonstraram que a duplica
cao cromossOmica em fumo pode ocorrer usando fenilmercirio-p
-toluonossulfonanilido que € um germicida.

Outro método descrito por KASPERBAUER & COL
LINS (1972) envolve o uso de cultura de calos, a partir de
segmentos de folhas, talos ou raizes de plantas haplOides.Foi
também relatado por varios pesguisadores, que culturas soma-
ticas de plantas hapldides originaram dipldides homozigotos
(NITSCH et alii, 1969; KASPERBAUER & COLLINS, 1972; WEATHER-

HEAD & HENSHAW, 1979).

2.9, APLICAGOES DE HAPLOIDES EM PESQUISAS BASICAS E NO
MELHORAMENTO DE PLANTAS

Em sua revisao sobre a utilizacgao de haploi
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des em pesquisas fisioldgicas e bioquimicas, ZENK (1974) sa-
lienta a importancia deste material hapldide em: identifica
cao e selegao de mutantes auxotroficos para a elucidagao de
caminhos bioquimicos; selegao de resisténcia a  antibidti-
cos, analogos de base e herbicidas; selegao para adaptacgao
das condigoes ambientais; e selegao para uma grande produgao
de metabdlitos.

Segundo CARLSON & POLACCO (1975), varias revi
sOes tém sido feitas sobre a aplicagao de técnicas genéticas
celulares, inclusive a utilizacao de células hapldides, no
estudo de plaﬁtas superiores,

Outros pesquisadores tém dirigido sua atengao
a aplicagoes especificas de hapldides ao melhoramento de
plantas, como refere CHU (198l), que salienta: produgao ra-
pida e utilizagao imediata de linhagens homozigotas, princi
palmente em espécies autoincompativeis, dibicas e de propaga
gao vegetativa; utilizagao em hibridagoes distantes, como for
magao de linhagens hibridas férteis entre sub-espécies; adi-
¢oes e substituigoes de cromossomos em hibridos interespeci-
ficos e transferéncia de genes entre espécies; e aproveitamen
to rapido das mutagoes espontaneas ou induzidas, de interes

se para o melhoramento vegetal.
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3. MATERIAL E METODOS

O presenteé trabalho foi desenvolvido na Secao
de Radiogenética do Centro de Energia Nuclear na Agricultura

(CENA), Universidade de Sao Paulo, em Piracicaba, SP.

3.1, FATERIAL

O material (semente de tomate, populacao F, do
cruzamento co. Santa Cruz x mutante folha de batata) utiliza-
do para estes trabalhos foi proporcionado pela Segao de Melho
ramento de Hortaligcas do Departamento de Genética, ESALQ -USP,
cujos genes marcadores "A" e "a" controlam o fendtipo folha
recortada e folha de batata respectivamente, assim como tam-
bém o gene "C" e "c" sao responsaveis pelos fendtipos cor do
hipocétilo roxo e verde respectivamente, ambos de heranga mo-
nogénica.

Ooutro material (semente Fl), descrito abaixo,'
foi fornecido pela ASGROW do Brasil Sementes Ltda:

Motelle x Zambao (a)

Raminho x Zambao (B)

Colorado (C)
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Olho Roxo x Zambao (D)

Sunny (E)

A semeadura foi feita em vasos, em casa de ve-
getagcao, e somente as plantulas mais vigorosas e sadias foram

selecionadas para servirem de plantas doadoras de anteras.

3.2. METoDOS

3.2.1. Assepsia do explante

. A assepsia dos botoes florais foi feita basica
mente de acordo com o método apresentado por ZAMIR et alii,
(1980), ou seja, esterilizacao da superficie do botao floral
com alcool a 70% e hipoclorito de sédio, com posteriores lava
gens do material, quatro a seis vezes em agua destilada e es-
terilizada. Os botoes florais foram colhidos das 8:00as 9:00
am, sendo as anteras removidas (excisao) assepticamente em cé
mara de fluxo laminar, com ajuda de um estereomicroscopio. A
Foto 1 apresenta uma inflorescéncia do material utilizado (Fo
to 1-1), diversos tamanhos do botao floral e frutos (Foto 1-2)
e o material utilizado para manipulacao das anteras na camara
de fluxo laminar (Foto 1-3).

Para identificar a melhor condicao de assepsia,
foram testadas as seguintes modificagoes na técnica inicial -

mente utilizada pelos autores acima mencionados: alcool 70%
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Foto 1. Materiais utilizados na cultura de anteras.

1. Inflorescéncia da planta do tomate.
2. Diferentes tamanhos do botao, flor e fruto do tomate.
3. Materiais e equipamentos da cultura de anteras.
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por 10, 15 e 20 segundos e hipoclorito de sédio a 2%, 3% e 5%

por 2, 3, 4 e 5 minutos.

3.2.2. Selecao do explante

Na selecao das anteras a serem inoculadas, foi
utilizado o critério de tamanho do botao floral, a fim de se
identificar o estagio ideal que produzisse maior frequéncia

de indugao de calos. Para as plantas da populacgao F as pri-

27
meiras a serem testadas, os botoes florais foram agrupados a
partir do menor tamanho, o que possibilitou uma boa manipula-
cao das anteras sob observagao ao estereomicroscdpio. Foram
entao, agrupados em intervalos regulares formando quatro clas
ses de botoes florais: 1,0 a 2,9 mm; 3,0 a 4,9 mm; 5,0 a 6,9
mm e 7,0 mm em diante (Foto 2).

Partindo da experiéncia com as plantas F,, que

mostraram que os botoes florais de menor tamanho nao formaram

calos, as classes escolhidas para as plantas F foram 2,0 -

ll
4,9 mm; 5,0 - 5,9 mm e 7,0 mm em diante.

3.2.3. Meio de cultura

No presente trabalho, utilizou-se como meio ba
sal o de MURASHIGE & SKOOG (1962), conhecido como MS que, se-

gundo PADMANABHAN et alii (1974), tem sido usado de maneira



Foto 2. Tamanho do botao floral
1.

2.
3-
4

1,0 mm - 2,9 mm
3,0 mm - 4,9 mm
5,0 mm - 6,9 mm

maior de 7,0 mm

(x 16).

48.
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univarsal nos trabalhos de cultura "in vitro" e, em especial,
no grupo de espécies da familia Solanaceae.

Baseados nos trabalhos de GRESSHOFF & DOY,
(1972), foram realizados testes com as seguintes substancias
adicionadas ao meio MS, para a inducgao e formacao de calos: 2
a 5 mg/l de NAA; 2 a 3 mg/l de cinetina; 2 a 8 mg/l de 2,4-D;
50 a 200 ml/1 de agua de coco maduro; 150 a 250 ml/1l de suco
de toﬁate (Tabela 4).

Para crescimento e aumento de peso dos calos,
foi utilizado o meio basal definido (MBD) de GRESSHOFF & DOY
(1972).

O meio para diferenciagao dos calos foi basea-
do nos trabalhos de GRESSOHOFF & DOY (1972) e ZAMIR et alii
(1980), que utilizaram MS como meio basal e diferentes concen
tragoes hormonais. Foram testadas as combinagoes hormonais des
critas por estes autores e, posteriormente, uma série de com-
binagoes similares para diferenciagao: 0,25 a 20 mg/l de NAA;
1,0 a 25 mg/l de cinetina; 0,25 a 5,0 mg/l de IAA; 0,2 a 0,6
mg/l de zeatina; 2,25 a 4,5 mg/l de BAP; 1,0 a 5,0 mg/l de gi
berelina (Tabela 5). Devido a importancia da concentragao de
sacarose no meio de diferenciacao (TABATA, 1977), foram adi-
cionadas concentracgoes de 5 a 30 g/l de sacarose.

Os meios de cultura foram esterilizados em au-

toclave a 1209C a 1 atm por 15 a 20 minutos.
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3.2.4. Condigoes de cultura

As anteras de cada botao floral foram inocula-
das em tubos de ensaio (10 x 2 cm), contendo de 10 a 15 ml do
meio para indugao de calos, mantidos & temperatura de 25 a
279C, em cadmara escura, por um tempo minimo de oito semanas.

Depois do aparecimento dos calos, cada um de-
les foi transferido para tubo de ensaio (10 x 2 cm) com 15 ml
do meio de crescimento e cultivado & temperatura de 25 a 27¢C,
em camara escura. Apds 15 a 30 dias, os calos foram transferi
dos para tubos de ensaio (10 x 2 cm) com 15 ml do meio para
diferenciacao e cultivados em camara com ciclo alternado de

luz: escuridao, de 16:8 horas, 3 temperatura média de 27¢C.

3.2.5. Citologia do material estudado

Para o estudo dos cromossomos meidoticos e dos
estagios da microsporogénese, assim como para a identificacgao
do nivel de ploidia dos calos, os botoes florais e os calos
foram pré-tratados com solugao de 8 hidroxiquinoleina 0,001M,
por duas horas, em geladeira. Apés a lavagem do material em
agua corrente por quinze minutos, foi feita a fixagao em fixa
dor Carnoy 3:1 (etanol:acido acético glacial) por 24 horas.
Apbs a fixagao, foi realizada a lavagem do material em  agua
corrente por dez minutos, sendo feita a hidrblise em solugao

de HC1l 1 N a 609C por um minuto, e lavado imediatamente com



agua destilada. As anteras retiradas do botao floral e os ca
los foram corados, pelo método de esmagamento, com orceina a-
cética a 1% e examinados ao microscopio.

Para a contagem dos cromossomos somaticos, se-
mentes de plantas Fl e F2 foram germinadas em placa de Petri,
a temperatura ambiente. Foram utilizadas as pontas das raizes
de cerca de 1 cm de comprimento.

O pré-tratamento e a fixagao das pontas dasrail
zes foram idénticos aos botoes florais. Apds a fixacgao, as
pontas das raizes foram colocadas em alcool 95% por dez minu-
tos e em alcool 70% por trinta minutos, sendo lavadas em agua
corrente por dez minutos. A hidrdOlise foi realizada em HCl 1
N a 609C por quatro a cinco minutos e lavadas em seguida com

agua destilada. A observagao citoldgica foi realizada pelo mé

todo de esmagamento com o corante orceina acética a 1%.

3.2.6. Irradiagao do material

A irradiacao do material foi realizada com

60

raios—gama da fonte de Co do CENA—USP, nas doses de 2,0; 4,0;

6,0 e 8,0 KR, nas seguintes combinagoes:

anteras irradiadas e meio nao irradiado
- anteras nao irradiadas e meio irradiado
- anteras e meio, ambos irradiados

- antera e meio, ambos nao irradiados (contro-

le).
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As anteras foram irradiadas em botoes florais,

de 5,0 - 6,9 mm de comprimento, tanto para a populagao F co

ll
mo a F,, logo apds coletados da planta. O meio de cultura uti
lizado foi MS + 2 mg/l de NAA e de cinetina para a populagao

F,, € MS + 5 mg/1l NAA + 3 mg/l cinetina, para a populagao F,.

3.2.7. Delineamento experimental e analise

estatistica

0 delineamento experimental utilizado no pre-
sente trabalho, para os estudos da identificacao do estagio
ideal do explante para a formagcao de calos, da melhor combina
cao de hormdnios para os meios de inducao de calos e do efei-
to da irradiagao sobre o material estudado, foi o inteiramen-
te casualizado com esquema fatorial e quatro repeticoes por
tratamento. Para as analises estatisticas, os dados de conta-
gem foram transformados em ¥ x + 0,5.

Para a comparagao entre as médias dos dados es
tudados, utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de pro-

babilidade.
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L, RESULTADOS E DISCUSSAQ

4,1, ASSEPSIA DO EXPLANTE

Uma das etapas cruciais em um experimento de
cultura de tecidos é a assepsia do material utilizado. A ma-
neira de realizar esta assepsia pode ser diferente de labora-
torio para laboratdrio, pois o grau de contaminagac do mate-
rial a ser cultivado ira depender das condigOes de cultivo da
planta doadora, se em campo ou em estufa, assim como dos con-
taminantes do prOprio ambiente do laboratodrio.

Fora realizados testes para identificar a me-
lhor metodologia de assepsia do botao floral de tomateiro pa-
ra inoculacao das anteras no meio de cultura, a fim de se ob-
ter o menor grau de contaminagao possivel. A Tabela 5 mostra
os resultados deste teste, onde o melhor método de assepsia
foi o de alcool 70% por 20 segundos e hipoclorito de sbdio a
5% por 5 minutos. Nossos dados concordam com os do trabalhode
ZAMIR et alii (1980), em relagao & imersao do botao floral em
hipoclorito de sddio, sendo que, para as condigoes de nosso

laboratdrio, o tempo em &lcool 70% teve de ser aumentado. Uma
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vez conseguida a assepsia do explante, € importante ter muito
cuidado com a excisao das anteras, para que estas nao sejam
danificadas, pois as que resultam danificadas poderiam produ-
zir calos de outras partes da antera, coisa indesejada paraes
te tipo de trabalho. Tanto ZAMIR et alii (1980), como GRES -
SHOFF & DOY (1972), trabalhando com cultura de anteras de to-
mate, enfrentaram este problema de produgao de calo de tecido
maternal (parede da antera), assim como também outros pesqui-
sadores em diversas culturas, fatos estes que nos fazem re-
fletir na identificagao de uma eficiente assepsia para evitar
contaminagao e cuidadosa retirada das anteras em estado per-
feito, para garantir um maior % de calos provenientes do grao

de pdlen.

4,2, TAMANHO DO EXPLANTE

Devido & grande variacgao, citada na literatura,
gue ocorre em relacao ao tamanho ideal do explante para a for
magdo de calo, verificou-se o tamanho do botao floral gue pro
duzia uma maior frequéncia de calos, tanto para as plantast,
como para os hibridos F;.

Na Tabela 6, observa-se que, para a populagao
For O tamanho do botao floral de 5,0 a 6,9 mm foi o que apre-
sentou maior frequéncia de calos: 38,18% para as cultivares fo

lha batata-hipocotilo verde e folha recortada-hipocotilo roxo

e 35,45% para os outros dois gendtipos. As anteras de botoes



Tabela 6. Diferentes tamanhos do botao floral para indugao e formagao
de calos (F3).

Genbtipo Tarbn(a)rtxgg do Anteras . fg;ﬁg;os He?;c)'éncia
floral (mm) *
Folha batata 1,0-2,9 110 0 0
hipocttilo 3,0-4,9 110 2 1,82
verde 5,0-6,9 110 42 38,18
>7,0 110 1 0,91
Folha recortada 1,0-2,9 110 0 0
hipocttilo 3,0-4,9 110 1 0,91
verde 5,0-6,9 110 39 35,45
>7,0 110 3 2,73
Folha batata 1,0-2,9 110 0 0
hipocdtilo 3,0-4,9 110 1 0,91
rOoxX0 5,0-6,9 110 39 35,45
>7,0 110 1 0,91
Folha recortada 1,0-2,9 110 0 0
hipocotilo 3,0-4,9 110 2 1,82
roxO 5,0-6,9 110 42 38,18
>7,0 110 2 1,82

Obs.: Namero de anteras por amostra: 5 - 6

As anteras foram cultivadas em camara escura (25 - 27°QC)
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florais de tamanho de 1,0 a 1,9 mm nao apresentaram capacida-
de de formagao de calos, enquanto que as anteras de botoes com
3,0 a 4,9 mm e maior que 7,0 mm apresentaram uma taxa de for
macao de calo bastante menor que as de botao floral de 5,0 a
6,9 mm, em todos os gendtipos de Fsy.

Na analise da variancia dos dados sobre indu-
cao de calos em relacao ao tamanho do botao floral da popula-
cao Fou apresentada na Tabela 7, observa-se que o valor de
F = 0,49 para gendtipos indica nao haver diferencgas significa
tivas entre os mesmos. Ja o valor de F = 277,77 para tamanho
do botao floral mostra diferenga altamente significativa, a
nivel de 1% de probabilidade. A interagao entre estas duascau

sas de Variagéo nao se mostrou significativamente diferente

(F = 0,32).

Tabela 7. Analise da variancia do tamanho do botao floral, em

relacao & indugao de calos da populacgao F,.

Causas de variagao G.L. S.Q. Q.M. F
GenoOtipos 3 0,12 0,04 0,49 ns
Tamanho do botao floral 3 65,85 21,95 277,77 **
Interagao: Genbtipos X

tamanho do botao floral 9 0,23 0,03 0,32 ns
Residuo 48 3,79 0,08
n.s. = Nao significativo

* %

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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A Tabela 8 mostra o nimero médio de calos ob-
tidos de acordo com os diferentes tamanhos de botoes florais
na populagao F, e o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabi
lidade, mostra que a média relativa ao tamanho de 5,0 a 6,9mm
difere significativamente das outras em termos de produgao de
calos, sendo a de melhor resposta.

A Figura.4 apresenta o histograma das médias
do nimero de calos obtidos em relagao aos diversos tamanhos
do botao floral da populagao F,. Observa-se que para todos os
genotipos de F2, o tamanho do botao floral de 5,0 a 6,9 mm &
o ideal para indugao de calos e gue corresponde ao estagiouni
nucleado da microsporogénese.

Na Tabela 9 observa-se que, para os hibridos
Fl’ o tamanho do botao floral que apresentou maior frequéncia
de calos foi também o de 5,0 a 6,9 mm: 22,73% para o hibrido
A; 18,18% para os hibridos C e E; 7,27% para o hibrido B e
6,36% para o hibrido D.

As anteras de botoes florais, com 2,0 a 4,9 mm
e maior que 7,0 mm de todos os hibridos, apresentaram também,
como as da populagao F,, uma taxa de formagao de calos bastan
te menor que as de botao floral de 5,0 a 6,9 mm.

Na analise da variancia dos dados sobre produ-
cao de calos com relagcao ao tamanho do botao floral da popula
cao hibrida Fiv apresentada na Tabela 10, verifica-se que os
hibridos F, nao mostraram diferencgas significativas entre si

1

para a indugao de calos (F = 0Q,14).
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Figura 4. Histograma das médias do nimero de calos dbtidos em relagao aos
diversos tamanhos de botao floral da populagao F,-
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Tabela 9. Diferentes tamanhos do botao floral para a inducao e formagao
de calos (Fl).

Tamanho do

- ~ Anteras Calos Frequéncia
Genotipo botao inoculadas formados (%)
floral (mm)

Hibrido A 2,0-4,9 110 2 1,82
5,0-6,9 110 25 22,73

>7,0 110 2 1,82

Hibrido B 2,0-4,9 110 2 1,82
5,0-6,9 110 8 7,27

>7,0 110 1 0,91

Hibrido C 2,0-4,9 110 2 1,82
5,0-6,9 110 20 18,18

>7,0 110 3 2,73

Hibrido D 2,0-4,9 110 2 1,82
5,0-6,9 110 7 6,36

>7,0 110 1 0,91

Hibrido E 2,0-4,9 110 2 1,82
5,0-6,9 110 20 18,18

>7,0 110 2 1,82

Obs.: Numero de anteras por amostra: 5 — 6

As anteras foram cultivadas em camara escura (25 - 27°C)
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Tabela 10. Analise da variancia do tamanho do botao floral, em

relagao & inducao de calos, da populagao F

1
Causas de variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Gendotipos 4 0,06 0,01 0,14 ns
Tamanho do botao floral 2 2,13 1,07 11,05 **
Interagao: Gendtipos x

tamanho do botao floral 8 0,05 0,01 0,06 ns
Residuo 45 4,35 0,10
n.s. = Nao significativo.

* %

I

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Na Tabela 11, verifica-se que, na populagao Fyr
também a média de calos obtidos de botao floral de 5,0 a 6,9
mm difere significativamente das outras, sendo a de melhor res

posta.

A Figura 5, apresenta o histograma das médias
do nimero de calos obtidos em relagcao aos diversos tamanhos
do botao floral da populagao F,. Observa-se que, para todos
os hibridos, também o tamanho de 5,0 a 6,9 mm &€ o ideal para
a producao. de calos, e citologicamente este tamanho corres —
ponde ao estadgio uninucleado da microsporogénese, O que sera
visto posteriormente no item 4.5.

O tamanho ideal do explante, encontrado no pre
sente trabalho (5,0 a 6,9 mm), tanto para a populagao F, como

1
Fo» € bem maior do que o encontrado por GRESSHOFF & DOY(1972),
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Tabela 11. Nimero médio de calos obtidos de acordo com os di-

ferentes tamanhos de botao floral da populagao Fq-

Tamanho do botao floral

2,0 a 4,9 5,0 a 6,9 maior de 7,0
Hibrido A 0,9659 1,2247 0,8365
Hibrido B 0,9659 1,3460 0,8365
Hibrido C 0,9659 1,3138 0,8365
Hibrido D 0,9659 1,2735 0,8365
Hibrido E 0,9659 1,3626 0,9659
Médias 0,9659° 1,3041° 0,8624P
Obs: As médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si

pelo teste Tukey - 5%.

gue citam botoes florais de 2,0 a 3,0 mm como ideais em dife-
rentes cultivares utilizados. Estas diferencas exemplificam o
fato constatado em outras espécies de que o estdgio ideal do
explante nao & o mesmo de espécie para espécie, encontrando -
se diferenca mesmo entre cultivares de uma mesma espécie (SUN
DERLAND, 1974; ZAMIR et alii, 1980). Os resultados presentes
(estagio uninucleado) coincidem com os obtidos por outros pes
guisadores trabalhando com diferentes culturas (NAKATA & TANA
KA, 1968; SUNDERLAND, 1974; BAJAJ, 1978).

Os resultados obtidos, tanto na populagao F,

como F,, demonstram que realmente o tamanho do botao floral

€ um fator importante na androgeénese, pcis os tamanhos meno-
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Figura 5. Histograma das médias do nimero de calos obtidos em
relacao aos diversos tamanhos do botao floral da po

pulacao F..

nores e maiores que 5,0 - 6,9 mm (tamanho ideal) foram inefi-
cientes para a produgao de calos. Provavelmente os tamanhosin
feriores ao tamanho ideal encontravam-se na fase de meiose e
os tamanhos superiores ao tamanho ideal encontravam-se em fa=
se binuclear, fatos estes que mostram que conhecer o estagio
de micrdsporo & importante e gque nem sempre &€ valida a corre-
lagcao entre a morfologia do botao floral e o estadgio do mi-
crbésporo. Assim, & necessario fazer preparagoes citoldgicasde
diferentes tamanhos de anteras a serem cultivadas, para a

identificacao do estagio de desenvolvimento do micrdsporo. Tam
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bém, acredita-se que em um tamanho da antera em fase avancada
a uninucleada, ou seja, o estagio binucleado, as plantas ori-
ginadas apresentam outros niveis de ploidia diferentes do de-
sejado, por isso €& importante a identificagao do estagio oOti-

mo do explante.
4,3, RESPOSTA DOS EXPLANTES AOS MEIOS DE CULTURA
O meio de cultura & de grande importancia nao

s6 para a indugao do calo, mas também para o desenvolvimento

do mesmo. A presenga dos fitohormdénios no meio de cultura

My

de suma importancia para o desenvolvimento Otimo dos calos e
a diferenciacao.
Na Tabela 12, observa-se que, para os genoti —

pos da populagao F,, foi obtida a maior produgao de calos no

meio "a" (folha batata- hipocotilo verde: 30,54%, folha recor

tada - hipocdtilo verde: 28,36%; folha batata - hipocdtilo ro
x0: 28,36%; folha recortada - hipocotilo roxo: 30,54%).
Resultados similares foram obtidos com o meio
de cultura "gq" (folha batata-hipocotilo verde: 30,91%; folha
recortada - hipoco6tilo verde: 28,18%; folha batata - hipocoti
lo roxo: 28,18% e folha recortada - hipocotilo roxo: 30,91%).
Por outro lado, um caso bem contrastante foi o de trés meios

de cultura onde nao ocorreu formagao de calos, nos meios "n",

" " "

o" e "p" a frequéncia foi 0%. Ja& nos gendtipos folha recorta

da - hipocotilo verde e folha batata - hipocotilo roxo também
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nao houve formacao de calos qguando foram usados os meios "c",
"d", "e" e "f", sendo gque nos outros dois genotipos (folha
batata-hipocotilo verde com 0,90 a 1,81% e folha recortada -
hipocotilo roxo com 0,90 a 3,63%) a taxa de formagao de calo
foi muito pequena.

Na analise da variancia dos dados sobre indu-
cao de calos em relagao aos meios de cultura na populagao Fo,
apresentada na Tabela 13, observa-se que o valor de F = 1,60
para gendtipos indica nao haver diferencas significativas en-
tre as mesmas. Ja o valor de F = 200,54 para variagao entre
meios mostra diferenga altamente significativa sendo que a in

teracao entre estas duas causas de variagao nao se mostrou sig

nificativa (F = 1,12).

Tabela 13. Analise da variancia dos meios de cultura, em re-

lagao & indugao de calos, da populagao F,.

Causa da variacgao G.L. S.0. Q.M. F
Gendtipos 3 0,28 Q,93 1,60ns
Meio de cultura 14 163,15 11,65 200,54%*
Interagao: gendtipos x

meio de cultura 42 2,73 0,06 1,12ns
Residuo 180 10,46 0,06
n.s. = Nao significativo.

** = gGignificativo ao nivel de 1% de probabilidade.



69.

A Tabela 14 mostra o numero médio de calos ob-
tidos de acordo com os diferentes meios de cultura usados

na populagao F, e o teste Tukey a 5% de probabilidade confir-

2
ma que os meios "a"

e "q" comportaram-se como os melhores pa-
ra a formagao de calos, sendo os piores "n", "o" e "p". Os
meios de cultura "c", "d", "f", "3" e "1" nao mostram dife-

rencgas significativas. Por outro lado, os gendtipos responde-

ram diferentemente entre eles com relagao aos meios "b", "k"

A Figura 6 apresenta o histograma das médias
do nimero de calos obtidos em relacao aos diversos meios de

cultura usados na populacao F Observa-se que, para todos os

2"

gendtipos da populagao F,, os meios de cultura "a" e "g" fo-

2
ram os mais eficientes, seguidos dos meios "b" e "r", para a
producao de calos.

Na Tabela 15 observa-se que, para os hibridos
F,, o meio de cultura "b" foi o melhor (hibrido A: 22,73%; hi
brido B: 7,27%; hibrido C: 18,18%; hibrido D: 6,36% e hibri-
do E: 18,18%); apesar de que os hibridos "A", "C" e "E" apre-
sentaram maior produgao de calos e os hibridos "B" e "D", pro
ducao bem menor. Observa-se, também, uma relagao bem contras-

tante no hibrido "A" com relagao aos meios "a" e "b", poisno

meio "b" a produgao do hibrido "A" foi de 22,73% e, quando foi

usado o meio "a", a produgcao de calo foi de 3,64%.

A andlise da variancia dos dados para produgao
de calos, com relagao aos meios de cultura da populagao hibri

da F

1 apresentada na Tabela 16, evidencia que os hibridos da
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Fl mostraram diferencas significativas entre si para a produ-
cao de calos: F = 3,84, ou seja, os hibridos responderam dife
rentemente aos meios de cultura. Para o valor de F = 42,76,
para meios de cultura, nota-se diferengas altamente significa
tivas para a produgao de calos. A interagao entre estas duas

causas de variacao também foi significativa: F = 3,27.

Tabela 16. Analise da variancia dos meios de cultura em rela-

cao a indugao de calos, da populacgao F,.

Causa de variagao G.L. S.Q. Q.M. F
Genodotipos 4 2,14 0,54 3,84%*
Meio de cultura 1 5,98 5,98 42 ,76%*
Interagao: gendtipos x

meio de cultura 4 1,83 0,46 3,27%
Residuo 30 4,19 0,14

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
* %

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Segundo o teste de Tukey (Tabela 17), o meio
de cultura "b" foi altamente significativo para os hibridoses
tudados, sendo que, o meio de cultura "b" foi mais favoravel
para a produgao de calos em comparagao com o "a", e que os hi
bridos "A" "C" e "E" apresentaram melhores respostas para a

produgao de calos que os hibridos "B" e "D", os quais nao di-
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ferem entre si no meio "b". ©No meio "a", nao apresentam di-
ferencas significativas.
Como foi observado através dos resultados ob-

tidos, tanto na populagao F, como F,, os meios de cultura tém

um papel importante para a produgéo de calos, pois na popula-

cao F,y observaram-se os exemplos de meios mais eficientes
(meios "a" e "g") guando comparados com os demais testados
(meios "n", "o" e "p" sendo os piores), ou em outras palavras,

os genOtipos diferentes podem responder diferentemente entre
elas, com relagéo aos meios de cultura estudados.
Foi também observado que os hibridos responde-

ram diferentemente aos meios de cultura, sendo que estes fo-

Tabela 17. Nimero médio de calos obtidos de acordo com os di-

ferentes meios de cultura na populagao Fi-

Meios de cultura

a b
Hibrido A 1.2247 2.5534
Hibrido B 1.2165 1.5645
Hibrido C 1.3138 2.3316
Hibrido D 1.2735 1.4754
Hibrido E 1.3626 2.3316
Médias 1.2782P 2.0513%

As médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si  pelo
teste de Tukey - 5%.



ram altamente significativos para a formagao de calos. Assim,
como.o teste de Tukey a 5% mostrou que o meio de cultura é
especifico para cada gendtipo, para a produgcao de calo, nao
sera possivel generalizar o melhor meio de cultura para todos
os hibridos estudados. Nos trabalhos de GRESSHOFF & DOY 1972

a), assim como nos de ZAMIR et alii (1980), que trabalharam

com a cultura de anteras de L. escufentum, gquando comparados
com o presente trabalho, encontram-se diferencas nas respos-
tas, e isto provavelmente é devidé ao uso de genotipos dife -
rentes. No presente estudo, também pode-se constatar que exis-
tiram diferencas para a producao de calos, na populacgao Fo
guando comparada com populagao F,. Também o gendotipo exerce
um papel importante, pois como exemplo tem-se o caso dos hi-
bridos "B" e "D", que nao foram bons produtores nem no meio

a" nem no meio "b".

Ja no.caso da populacgao F,, Os gendotipos nao
apresentaram diferencas significativas entre si, o que se jus
tifica por serem genbtipos de mesma origem parental. Ja os
hibridos da Fl apresentaram diferencas significativas entre
si, enquanto os hibridos "A", "C" e "E" mostraram-se bons pro
dutores no meio "b", os hibridos "B" e "D" tiveram pouca pro-
ducao de calos.

Esta influéncia do gendtipo sobre a produgaode
calos €& observada também no trabalho de ZAMIR et alii (1980).
Os quatro gendotipos férteis por eles estudados, ja citados an

teriormente, tiveram produgao nula ou minima (0.7%). Quando

testaram estes mesmos genbtipos com mutagoes para macho este-



76.

rilidade, observaram que dos 16 mutantes ms obtidos, - apenas
um deles, o ms 1033 apresentava uma produgao consistente de
calos, de 14,7 a 37,3%.

Constata-se entao, a existéncia de uma respos-
ta diferencial do genotipo a diversos meios de cultura, assim
como uma resposta diferencial de varios gendtipos em um meio
de cultura, ocorrendo entao uma especificidade gendtipo-meio

de cultura, o que dificulta, em tomate, a generalizagao de um

melhor meio de cultura para os diversos genotipos.

4.4, TRRADIAGAO DO MATERIAL

4.4.1. Irradiagoes de anteras

Com o propbsito de se identificar o efeito da
irradiagao y no material estudado, testou-se uma série de do-
ses para comparacgao e verificagcao de quais as melhores para a
producao de calos, assim como também, para constatar entre as
doses aplicadas, qual era a mais prejudicial (letal).

A Tabela 18 mostra que, para a populagao F o

27
controle foi o que apresentou maior frequéncia de calos (30,549
para os gendtipos folha batata-~hipocdtilo verde e folha recor
tada-hipocotilo roxo e 28,36% para os outros dois gendtipos.
Entre as doses de irradiagao aplicadas, a dose

2,0 KR comportou-se melhor na produgao de calos, seguida da

dose 4,0 KR, 6,0 KR, serdo a dose 8,0 KR letal para todos os gendtipos.
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Tabela 18. Efeito da irradiacao em anteras para a inducao e formagao de

calos (Fy).
Dose Anteras Calos Frequéencia
(KR) inoculadas formados (%)

Folha batata- 2,0 110 14 12,72

hipocotilo 4,0 110 7 8,36

verde 6,0 110 1 0,90
8,0 110 0 0

110 42 30,54

Folha recortada- 2,0 110 6 5,45

hipocotilo 4,0 110 9 8,18

verde 6,0 110 5 4,55
8,0 110 0 0

110 39 28,36

Folha batata- 2,0 110 12 10,90

hipocotilo 4,0 110 6 5,45

YOXO 6,0 110 1 0,90
8,0 110 0 0

110 39 28,36

Folha recortada- 2,0 110 8 7,27

hipocotilo 4,0 110 7 6,36

YOXO 6,0 110 7 6,36
8,0 110 0 0

110 42 30,54

Obs.: Tamanho do botao floral: 5,0 — 6,9 mm
Namero de anteras por amostra: 5 - 6

As anteras foram cultivadas em camara escura (25 - 27°C)
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A analise de variancia dos dados sobre a indu-
cao de calos em relagao a irradiagao do material estudado da
populacao F,, apresentada na Tabela 19, mostra o valor de F =
= 0,99 para os gendtipos, indicando nao haver diferencgas sig-
nificativas entre os mesmos. Por outro lado, o valor de F =
= 160,24 para as doses de irradiacao mostrou diferencas alta-
mente significativas, ao nivel de 1% de probabilidade, entre
as mesmas. Ja a interacao entre estas causas de variagao mos-
trou-se significativa (F = 2,11), ou seja, que oOs genotipos
comportaram-se distintamente as doses aplicadas.

Na Tabela 20, observa-se que, para os hibridos

F a dose de irradiagao que apresentou maior frequéncia de

ll

Tabela 19. Andlise da variancia das doses de irradiacao em re

lagao a@ indugao de calos, da populagao F,.

Causa da variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Gendtipos 3 0,26 0,09 0,99ns
Dose de irradiacao 4 56,79 14,20 160,24%**
Interagao: dose de irra-

diagao x gendtipos 12 2,25 0,19 2,11*
Residuo 60 5,32 0,09

%
Il

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
* %

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

ns = Nao significativo.



Tabela 20. Efeito da irradiacao em anteras para a inducao e formagao de

calos (F;).
Dose Anteras Calos Frequéncia
(KR) inoculadas formados (%)
Hibrido A 2,0 110 30 27,27
4,0 110 8 7,27
6,0 110 4 3,64
8,0 110 0 0
0 110 25 22,73
Hibrido B 2,0 110 4 3,64
4,0 110 0 0
6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 8 7,27
Hibrido C 2,0 110 18 16,36
4,0 110 5 4,55
6,0 110 1 0,91
8,0 110 0 0
0 110 20 18,18
Hibrido D 2,0 110 5 4,55
4,0 110 0 0
6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 7 6,36
Hibrido E 2,0 110 35 31,82
4,0 110 7 6,36
6,0 110 2 1,82
8,0 110 1 0,90
0 110 20 18,18

Cbs.: Tamanho do botao floral: 5,0 — 6,2 mm
Nimero de anteras por amostra: 5 - 6

As anteras foram cultivadas em camara escura (25 - 270C)
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calos foi 2,0 KR no hibrido "E" (31,82%) e no hibrido "aA" -
(27,27%). Os hibridos "A", "B", "C" e "D" apresentaram-se ex-
tremamente sensiveis & dose de 8,0 KR (0% de producao de ca-
los), sendo que o hibrido "E" foi o Gnico em que esta dose
nao foi letal, apesar de ter uma frequéncia baixa (0,90%) de
produgao de calos. Os hibridos "B" e "D" apresentaram uma fre
guéncia nula (0%) de producao de calo, quando foram aplicadas
as doses: 4,0, 6,0 e 8,0 KR.

A analise da variancia dos dados sobre a produ
cao de calos em relagao as doses de irradiagao usadas na popu
lagéo Fl’ apresentada na Tabela 21, mostra que os hibridos da
Fy apresentaram diferencas altamente significativas entre si
para a producao de calos (F = 40,61). Isto quer dizer que Os
hibridos responderam diferentemente as doses de irradiacao a-

plicadas.

Tabela 21. Analise da variancia das doses de irradiacgao em re

lagcao a indugao de calos da populagao F-

Causa da variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Genotipos 4 12,23 3,06 40,51**
Dose de irradiacao 4 33,76 8,44 112,11**
Interacgao: gendtipos x

dose de irradiagéo i6 6,79 0,42 5,64*%
Residuo 75 5,65 0,08

** = Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Para as doses de irradiacao, foram obtidas di-
ferengas altamente significativas e, as analises estatisticas
(F = 112,11) mostraram comportamentos similares entre os hi-
bridos "A" e "E"; o mesmo foi observado com a dose 2,0 KR e o
controle, mostrando serem os melhores para a produgao de ca-
los. A interacao entre estas duas causas de variagao  também

mostrou-se significativa.
4.4.2. Irradiacao do meio de cultura

Na Tabela 22, observa-se que, para a populagao
F,, entre as doses de irradiagao do meio de cultura, o contro
le (0 KR) apresentou maior frequéncia de calos: 30,54% para
os gendtipos folha batata-hipocotilo verde e folha recortada-
hipocdétilo roxo e 28,36% para os outros dois gendtipos. As
frequéncias de produgao de calos dos gendtipos estudados, guan
do aplicadas as doses 2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 KR, variaram de 0 a
6,3%, observando-se que estes valores sao muito baixos ao se
comparar com o controle.

A andlise da variancia dos dados sobre indu-
cao de calos, em relacao as doses de irradiacao do meio de
cultura da populacao Fo apresentada na Tabela 23, indica que
o valor de F = 2,66 para os gendOtipos nao mostrou diferencas
significativas. Para a dose de irradiacao do meio de cultura,
observam-se diferencas altamente significativas (F = 233,78).

Na Tabela 24, observa-se que, para a populagao

hibrida F,, entre as doses de irradiacao aplicadas no meio de
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Tabela 22. Efeito da irradiagao em meio de cultura para a inducao e forma
cao de calos (F,).

Dose Anteras Calos Frequéncia
(KR) inoculadas formados (%)
Folha batata- 2,0 110 4 3,64
hipocGtilo 4,0 110 1 0,91
verde 6,0 110 0 0
8,0 110 2 1,82
0 110 42 30,54
Folha recortada- 2,0 110 1 0,91
hipocttilo 4,0 110 0 0
verde 6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 39 28,36
Folha batata- 2,0 110 7 6,36
hipocttilo 4,0 110 3 2,73
YOXO 6,0 110 1 0,91
8,0 110 1 0,91
0 110 39 28,36
Folha recortada~ 2,0 110 2 1,82
hipocStilo 4,0 110 0 0
YOXO 6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 42 30,54

Obs.: Tamanho do botao floral: 5,0 - 6,9 mm
Namero de anteras por amostra: 5 - 6

As anteras foram cultivadas em c3mara escura (25 - 270C)



Tabela 23. Analise da variancia das doses de irradiacao do
meio de cultura, em relacao & inducao de calos, da

populagao F,.

Causa da variagao G.L. S.0. Q.M. F
Genotipos 7 3 0,59 0,20 2,66ns
Doses de irradiacao 4 69,12 17,28 233,78%*%*
Interacao: Gendtipos x ’

doses de irradiacgao 12 0,85 0,71 0,96ns
Residuo 60 4,43 0,74
ns = Nao significativo.

** = Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

cultura, o controle apresentou maior frequéncia de calos, sen
do 22,73% para o hibrido "A", 18,18% para os hibridos "C" e
"E" 7,27% para o hibrido "B" e 6,36% para o hibrido "D". No
caso dos hibridos "B", "C" e "D", as doses 4,0, 6,0 e 8,0 KR
causaram inibicao total da formacao de calos.

A analise de variancia dos dados sobre produ-
cao de calos, em relagao as doses de irradiagao aplicadas ao
meio de cultura (Tabela 25), mostrou diferencas significati -
vas entre os hibridos estudados, doses e a interacao entre

estas duas causas de variacgao.
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Tabela 24. Efeito da irradiacao em meio de cultura para a inducao e for-
macao de calos (Fy).

Dose Anteras Calos Frequéncia
(KR) inoculadas formados (%)
Hibrido A 2,0 110 4, 4,55
4,0 110 1 0,91
6,0 110 1 0,91
8,0 110 1 0,91
0 110 25 22,73
Hibrido B 2,0 110 1 0,91
4,0 110 0 0
6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 8 7,27
Hibrido C 2,0 110 0 0
4,0 110 0 0
6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 20 18,18
Hibrido D 2,0 110 1 0,91
4,0 110 0 0
6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 7 6,36
Hibrido E 2,0 110 3 2,73
4,0 110 1 0,91
6,0 110 1 0,91
8,0 110 0 0
0 110 20 18,18

Obs.: Tamanho do botao floral: 5,0 - 6,9 mm
Nawero de anteras por amostra: 5 - 6
As anteras foram cultivadas em camara escura (25 - 270C).



Tabela 25. Anadlise de variancia das doses de irradiacao do
meio de cultura, em relagao & indugao de calos, da

populagao F,.

Causa da variagao G.L. S.0. Q.M. F
Gendotipos 4 2,16 0,54 9,58 **
Doses de irradiacao 4 25,65 6,41 118,71 **
Interacgao: gendotipos x

doses de irradiacao 16 2,81 0,18 3,25 **
Residuo 75 4,05 0,5
** = Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

4.4.3. Irradiacao da interacao: antera-meio de

cultura

Na Tabela 26, observa-se gue, para a populacgao
F,, na irradiacao da interacao antera e meio de cultura, o
controle foi o que apresentou maior frequéncia na producao de
calos: 30,57% para os genotipos folha batata-hipocotilo verde
e folha recortada-hipocotilo roxo, e 28,36% para os outros
dois gendOtipos. Observa-se também que para os gendotipos folha
recortada-hipocotilo verde e folha recortada-hipocotilo roxo,
quando irradiados com doses de 2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 KR, a pro-
ducao foi caindo até 0%.

A anadlise de variancia dos dados sobre a pro-

ducao de calos em relagcao & irradiacao da interacao antera -
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Tabela 26. Efeito da irradiagao na interagao antera e meio de cultura pa
ra a indugdo e formagao de calos (F,).

Dose Anteras Calos Frequéncia
(KR) inoculadas formados (%)

Folha batada- 2,0 110 2 1,82
hipocttilo 4,0 110 1 0,91
verde 6,0 110 5 4,55

8,0 110 0 0

0 110 42 30,57
Folha recortada- 2,0 110 0 0
hipocttilo 4,0 110 Q Q
verde 6,0 110 0 0

8,0 110 0 0

0 110 39 28,306
Folha batata— 2,0 110 2 1,82
hipocttilo 4,0 110 1 0,91
TOXO 6,0 110 3 2,73

8,0 110 0 0

0 110 39 28,36
Folha recortada- 2,0 110 0 0
hipocttilo 4,0 110 0 0
Yoxo 6,0 110 0 0

8,0 110 0 0

0 110 42 30,54

Obs.: Tamanho do botao floral: 5,0 - 6,9 mm
Numero de anteras por amostra: 5 = 6

As anteras foram cultivadas em camara escura (25 - 279C)



-meio de cultura, mostra que os gendtipos responderam diferen
temente, que as doses afetaram & produgao de calos e gue o}
controle comportou-se melhor, quando comparado com as dife-

rentes doses aplicadas (Tabela 27).

Tabela 27. Analise da variancia da irradiagao da interacao an
tera-meio de cultura, em relagao a producao de ca-

los, da populacgao F,.

Causas da variagao G.L. S.Q. Q.M. F
Gendtipos 3 0,50 0,17 3,10 *
Dose de irradiacgao 4 72,04 18,01 335,76 **
Interagcao gendotipos x

dose de irradiagao 12 0,01 0,84 1,57 ns
Residuo 60 3,22 0,05
ns = Nao significativo.

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
* %

0

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

A Tabela 28 mostra que, para a populacgao F,,ma
irradiacao antera-meio de cultura, o controle foi o que apre-
sentou maior frequéncia na produgao de calo: 22,73% (hibrido
"a"), 18,18% (hibridos "C" e "E"), 7,27% (hibrido "B") e 6,36%
(hibrido "D"). Vé-se também, que a dose 8,0 KR foi letal para
todos os hibridos e que os hibridos "B", "C" e "D" apresenta-

ram produgao nula de calos quando foram aplicadas as doses de 6,0 KR.
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Tabela 28. Efeito da irradiagao de antera e meio de cultura para indugao
e formagao de calos (Fp).

Dose Anteras Calos Frequéncia
(KR) inoculadas formados (%)
Hibrido A 2,0 110 4 4,55
4,0 110 2 1,82
6,0 110 1 0,91
8,0 110 0 0
0 110 25 . 22,73
Hibrido B 2,0 110 1 0,91
4,0 110 0 0
6,0 110 0 0
8,0 110 0 0
0 110 8 7,27
Hibrido C 2,0 110 1 0,91
4,0 110 0 0
6,0 110 0 0
6,0 110 0 0
110 20 18,18
Hibrido D 2,0 110 Q 0
4,0 110 1 0,91
6,0 110 0 0
8,0 110 0 o}
0 110 7 6,36
Hibrido E 2,0 110 0 0
4,0 110 2 1,82
6,0 110 1 0,91
8,0 110 0 0
0 110 20 18,18

Obs.: Nameros de anteras por amostra: 5 - 6

As anteras foram colocadas em camara escura (25 - 270C)



A analise da variancia dos dados sobre a pro-
ducao de calos em relagao a irradiagao da interacgao antera -
meio de cultura (Tabela 29) mostrou que os gendtipos diferem
significativamente entre si, da mesma forma que a dose e a

interacao.

Tabela 29. Andlise da variancia da irradiagao da interagao an
tera-meio de cultura, em relagao a produgao de ca-

los, da populagao Fy-

Causas da variacao G.L. S.0. Q.M. F
Gendotipos 4 1,89 0,47 9,75**
Dose de irradiacgao 4 25,38 6,34 130,92**
Interacao: gendtipos x

dose de irradiacao 16 3,43 0,21 4,43%%
Residuo 75 3,63 0,05

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

- Sabe-se gue as mutagoes tém contribuido positi
vamente em uma série de espécies de plantas, apeéar de ocorre
rem em baixa frequéncia. No presente estudo, tentou-se explo
rar o efeito da mutagao, através da irradiagao, pois obtendo-
se hapldides mutantes e duplicando-se o nimero de cromossomos,
poderiam ser obtidas imediatamente plantas mutantes homozigo-

tas. Pelos resultados obtidos na irradiagao de antera, o con-
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trole comportou-se melhor e, em alguns casos, como o hibrido

"E", com a menor dose de irradiagao aplicada (2,0 KR), as ana
lises estatisticas mostraram comportamentos similares aos do
controle. Provavelmente, estes resultados sugerem que as do-
ses superiores a 4 KR foram muito altas para esse tipo de ex-
plante, e que pode-se explorar doses menores em trabalhos fu-
turos..

Com relacao ao efeito da irradiacao em meio de

cultura e na interagao antera-meio de cultura, os resultados

obtidos com as doses aplicadas foram inferiores para a produ-

cao de calos quando comparados com o controle, sendo que, a
medida que as doses aumentavam, as produgoes também dimi-
nuiam. Isto sugere que o componente do meio de cultura, res-

ponsavel pela producao de calos, foi atingido pela dose de ir
radiacao, pois CHOUREY et alii (1973) e SPIEGEL et alii (1980)
tém observado que a irradiagao no meio de cultura tende a bai
xar os niveis de auxinas, e como & sabido, as auxinas exercem
um papel importante na formacao de calos. O mesmo foi observa
do no presente trabalho, ao usar as diferentes auxinas (NAA,
IAA, 2,4-D), que, dependendo do tipo e concentragao, causaram
respostas variadas na producgao de calos, assim como também ao

usar diferentes doses de irradiagao.

4,5, EsTuDOS CITOLAGICOS DA PLANTA DOADORA, DO EXPLANTE
E DO CALO

O processo de formacao do pdlen das plantas doa

doras da populagao Fp ocorre através do processo meidtico nor
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mal, onde nao foram detectadas anomalias da divisao, como pon
tes, fragmentos ou cromossomos retardatarios. As Fotos 3a e
3b apresentam alguns estagios da meiose I e II do material da
populacao F, (folha batata-hipocotilo verde), onde se observa
também o numero de 12 bivalentes em alguns estagios de meiose
I. A Foto 3b apresenta, também, os estagios de tétrade e po-
len maduro uninucleado, (Foto 3b-12).

Ao se estudar a meiose dos hibridos F., a mes-

1
ma também apresentou-se normal, com excecao do hibrido "A" (Fo

to 4) onde observam-se tétrades de dois tamanhos: uma de tama

nho normal e outra bastante maior (tétrade gigante) (Foto 4-

7).

O estudo da mitose em ponta de raiz mostrou,
tanto para Fl como para F2, uma contagem de cromossomos meta-
fasicos de 2n = 24 cromossomos, com excegdao do hibrido "A" em

que foram observadas algumas células com 25 cromossomos (Foto
5).

As contagens cromossOmicas meidticas e mitdti-
cas confirmam um complemento cromossOmico 2n = 2x = 24 cromos
somos e n = X = 12 cromossomos {(RICK & BUTLER, 1956).

Suspeita-se que o hibrido "A" examinado possa
ser um mosaico com células normais (2n = 24) e células aneu -
ploides trissomicas (2n = 25), devido as células com 25 cro-
mossomos encontradas em metafases mitdoticas e aos dois tama-

nhos de tétrades que ocorrem na formagao de pdlen.



Foto 3a. Processo de formacao de pdlen de planta doadora Fy (x1000) .

1.

Profase, metafase e anafase em meiose I.
Metafase I.
DiplGteno - diacinese

Anafase I: 12 cromossomos sao observados em cada pelo
celular.

mnafase I e telofase I.

Metafase IT (continua)

g92.
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Foto 3b. (continuagao)
7. Telofase I (x400)
8. Telofase II (x1000)
9 e 10. Tétrade em meiose II (%400 e x1000)
11. Pdlen maduro originado de uma tétrade (x100)

12. pPolen maduro com um niicleo em cada grao de polen (x200)



Foto 4. Meiose do material hibrido "a" (Fl) .
13. Profase I: diploteno (x1000)

14. pProfase I: Fases de diploteno e diacinese, com nucléolo
aparente (x1000)

15. Metafase I até Teldfase I (x400)
16. Inicio da formagao da tétrade (dbservacao de 4 nicleos (x400)

17. Dois tipos diferentes de tétrade: tamanho normal e com tama-
nho aumentado (étrade gigante) (x200)

18. Tétrades normais (x100)



Foto 5. Metafase da divisao celular da populagao F,eF

1.
2 e 3.

4,5 e 6.

1°
Metafase de meiose ITI (n = 12). Qultivar Santa Cruz (x1000)

Metafase de célula somatica de ponta de raiz (2n = 2x = 24).
Cultivar Santa Cruz (x1000)

Metafase de hibrido "A". Foram observadas células com 2n 25
cramssamos (ponta de raiz) (x1000)
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Ao se observar preparacgoes citoldgicas de ca-
los crescidos, encontram-se grupamentos de células que sao re
siduos de anteras (Foto 6-1). O tecido do calo apresenta célu
las de varios tamanhos (Foto 6-2), assim como células com na-
cleos de tamanhos diversos ou binucleados (Foto 6-3). Células
na fase de profase apresentam de 10 a 12 corpiisculos hetero —
cromaticos (Foto 6-4). Observam-se também bandas vasculares -
(Foto 6-5 e 6).

As células de varios tamanhos indicam diferen-
ciagcao celular ativa no calo, engquanto que as com nicleos de
diversos tamanhos sugerem diversos niveis de ploidia (cé&lulas
somaticas), o que & frequentemente citado na literatura (ZA -
MIR et alii, 1980).

Em principio, o calo originado de grao de pb-
len deve apresentar complemento cromossomico hapldoide. Os ni-
cleos maiores, que sugerem outros niveis de ploidia (2n, 4n,
etc), podem ter se originado ou por endomitose ou por fusoes
nucleares (ZAMIR et alii, 1980). As ceélulas binucleadas podem
ter sido originadas por mitose, onde ocorreu divisao nuclear
sem divisao citoplasmatica. As bandas vasculares sugerem um

inicio da organogénese.

4,6, DESENVOLVIMENTO DA ANTERA, CRESCIMENTO E
DIFERENCIAGAO DO CALO

Ao longo do processo de desenvolvimento da an-

tera (Foto 7), observa-se que o material dipldide da mesma



Fcto 6.

97.

Observacgao citol8gica de calo
1. Residuo de células de anteras (x400)

2. Células com diferentes tamanhos (x1000Q)
3. Células com nucleos de tamanhos diferentes (x1000)

4. Profase. Foram observadas de 10-12 corpusculos heterocromati-
cos (x1000)

6. Iniciacao do desenvolvimento de 6rg§os (bandas vasculares)
(x200)
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torna-se marrom e depois morre. Apds 2-3 semanas, O saco po-
linico apresenta um inchamento (Foto 7a-2) e, a partir da quar
ta semana de cultivo, observa-se o aparecimento do calo (Foto
7a-3), que cresce lentamente (Fotos 7a-4, 7a-5 e 7a-6) .

Durante o crescimento do calo, este pode apre-
sentar uma série de caracteristicas, vantajosas ou desvantajo
sas para a cultura e diferenciagao (Foto 7b). O crescimento
normal produz um calo com superficie branca e esponjosa (Foto
7b-7) . A colocacgao marrom de alguns calos, provavelmente, in-
dica um processo de degenerescéncia do tecido caloso (Fotos
7b-8 e 7b-9). Este tipo de calo nao & adequado para cultivo
nem regeneragao.

Uma caracteristica importante para a poste-
rior manipulacao dos calos & gque Os mesmos se apresentem com
boa compactagao (Fotos 7-10 e 7b-11). O calo em condigoes i-
deais permite cortes em varias porgdes para sua clonagem e
regeneracao (Foto 7b-12). Durante a execugao do presente tra-
balho, observou-se que os calos desenvolvidos em meios que
continham cinetina apresentavam-se mais compactos, enquanto
que na auséncia deste horménio obtinham-se calos menos consis
tentes (brandos). Calos menos consistentes e de aparéncia
translicida foram obtidos com meios que continham apenas 2,4-
D. Outra observagao feita neste trabalho foi a de que o meio
de crescimento de calos utilizado (MBD) leva a um aumento con

sistente do tamanho do calo em cerca de um més de cultivo.



Foto 7a. Processo de desenvolvimento da formacao de calo a partir do
grao de pblen mediante a cultura de antera.

1. Inoculacao das anteras no meio de cultura.

2. Inicio de inchamento da antera.

3. Aparecinento. do calo.

4. Cbservagao da formacao do calo a partir do grao de pdlen.

5 e 6. Crescimento do calo
{continua)

99.
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Foto 7b. (cantinuacao)
7. Calo com superficie branca esponjosa.

8 e 9. Formagao de tipos de calos diferentes, um normal e outro
mArrom.

10. Calo branco com o centro bem compactado.

11 e 12. Crescimento ideal do calo para posterior replcagem e para
suhmeté-lo a regeneracao.
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Para a diferenciacao do calo em parte aérea e
raiz sdo utilizadas diversas combinacdes hormonais. A Tabela
30 mostra as combinagoes hormonais e niveis de sacarose testa
dos neste trabalho.

Foi observado gue ocorreu o esverdeamento de
calos em uma série de meios (especificados na Tabela 30) e na
Foto 7c sao apresentados alguns calos clorofilados com o uso
de diferentes tipos e combinagoes hormonais. Neste estudo, o-
correu o primeiro caso de aparecimento de raiz com a combina-
cao 2 mg/l de NAA + 2 mg/l de cinetina + 10 g/1 de sacarose
(meio n® 9). Posteriormente, também obteve-se aparecimento de
raiz com a combinagao 0,6 mg/l IAA + 0,6 mg/l Zeatina + 10g/1
de sacarose + 2,0 g/l de carvao ativo (meio n?® 50). Ambos os

casos foram obtidos com material da populagao F, (Foto 8-4).

2

Com a combinacao hormonal 5,0 mg/l IAA + 3,0
mg/1l BAP + 10,0 g/l de sacarose, observou-se o aparecimentode
varios caules somente num calo (diferentes posicoes), porém
nenhum caule desenvolveu-se em planta (Fotos 8-1, 8-2 e 8-3).
Também pode-se constatar efeitos negaﬁivos das diferentes com
binagoes hormonais para diferenciacao, onde néo»ocorreu esver
deamento dos calos, como foi o caso dos meios de n®s 23, 24 e
25.

GRESSHOFF & DOY (1972), trabalhando com cultu-
ra de anteras em 43 cultivares de tomate, conseguiram regene-
racao de planta anormal em apenas trés cultivaresl ZAMIR et

alii (1980), também trabalhando com cultura de antera de

guinze mutantes macho-estéreis de tomate, conseguiram regene-
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ragao em apenas um mutante. J& no presente estudo, trabalhan-
do com um total de nove gendtipos, em<apenas um gendtipo pode
-se conseguir diferenciacao (folha batata-hipocdtilo verde) em
calos isolados, ou seja, aparecimento de caule e raiz em ca-
los separados (Fotos 8-3 e 8-4). Estes fatos mostram que a re
generacao em cultura dé antera de tomate & muito dificil mas
nao impossivel resultados estes que concordam com os comenta-
rios de HERMAN & HAAS (1978), gue consideram o tomate como uma
cultura dificil para técnicas de cultura de tecidos, guando
comparada com outras espécies de Solanaceas. Estes autorescon
sideram que as culturas de calos apresentam menor habilidade

para diferenciagao. Portanto, sao necessarios mais estudos nes
ta area (cultura de antera) e espécie (L. esculentum), para
explorar melhor o potencial androgenético nos programas de me

lhoramento genético.



Foto

7c.

O aparecimento de calos clorofilados, quanao cultivados em dife
rentes tipos e combinagoes hormonais para a diferenciacao (Tabe
la 30). -

13. Esverdeamento do calo com 0 uso de NAA + cinetina (2 mg/l +
2 mg/1, respectivamente) .

14. Esverdeamento do calo com o uso de IAA + BAP (5 mg/1 + 3
mg/l, respectivamente) .

15. Esverdeamento do calo com o uso de giberelinas (1 mg/l).

16. Esverdearmento do calo com o uso de IAA + zeatina (0,25 mg/1
+ 0,18 mg/l, respectivamente).
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Foto 8. Diferenciacao.

1. Varios caules, em diferentes posigdes, no mesmo calo.
2 e 3. Caule mais desenvolvidos.

4. Aparecimento da raiz. -
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5, CONCLUSOES

No presente trabalho, chegou-se ds seguintes

conclusoOes:

1.

O gendtipo &€ um fator importante no sucesso da androgéne-
se do tomate, pois observou-se gue tanto para a produgao
de calos como para a diferenciagao, houve diferencas mar-

e ..

cantes tanto na populacao Fq 5

Os processos mitbticos e meidticos, assim como o namero

cromossOmico das plantas doadoras (Fl e F,) sao normais.

O tamanho do botao floral de 5,0 a 6,9 mm foi o que apre-
sentou maior freguéncia de inducao e formagao de  calos,
tanto para os 5 hibridos (A, B, C, D e F) (6,36% a 22,72%),
como para os 4 gendtipos F2 (22,73% a 35,45%) . Este tama-

nho do botao floral corresponde ao estdgio de antera com

pSlen uninucleado.
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O meio de cultura "a" (MS + 2 mg/l NAA + 2 mg/l cinetina)
foi o que proporcionou uma maior frequéncia de formagao
de calos para a populacgao F, (28,36 a 30,54%), enguanto
gue para os hibridos da populagao F,, o melhor meio decul
tura foi o "b" (MS + 5 mg/l NAA + 3 mg/l cinetina), que

induziu a uma frequéncia de calos de 6,36 a 22,73%.

O hormonio cinetina (2 mg/l) adicionado ao meio de cultu-
ra favorece a formagcao de calos mais consistentes (com-

pacto) .

Entre os hormdnios testados, NAA e cinetina mostraram -se
eficientes para a formacao de calos tanto para a popula -

1 como a 1':'2.

cao F
Obtiveram-se raizes quando os calos foram cultivados nos
meios de cultura MS + 2 mg/l NAA + 2 mg/l cinetina e tam-
bém no meio MS + 0,6 mg/l IAA + 0,6 mg/l zeatina com uma
frequéncia de 0,90%, respectivamente. Foi observada a di
ferenciacao de caule com uma frequéncia de 0,90% quando
o calo foi cultivado no meio de cultura MS + 5,0 mg/l I2A

+ 3 mg/l BAP.

A dose de irradiacao 2,0 KR apresentou melhor frequéncia
para a formagao de calos no hibrido Sunny (31,82%), doque

no resto do material estudado,
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9. A irradiagao do meio de cultura, bem como a irradiacgao da
interacao antera-meio de cultura, nao apresentaram respos

tas significativas na producao de calos.

10. A dose de 8,0 KR aplicada a antera, meio de cultura e a
interagao antera-meio de cultura foi letal em todos os ca

sos tanto para a populagao F como para a F

1’ 2°
11. A regeneracao de planta a partir da cultura de antera de

tomate & dificil, mas nao impossivel, e precisa de mais

estudos no gue se refere o seu potencial androgenético.
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