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REslm  -  Com  o  objetivo  de  se  chegar  rapidamente  à  obtenção de cultivares  homozi-

gõticas,  fontes  de  conhecimentos  novos  de  hereditariedade  de  c.ertos  caracteres  a
serem  utiiizados  como  base  para  programas  de  melhoramento,  foi  proposta  a  técni-
ca  de  cuitura  de  anteras  de  pessegueiro.    Tai  técnica   se   baseia    em    modificar,
através  de  cultura  é72  L7tt2.o,   o  processo  nomal  de  evolução  do  grão  de  p61en  para
a  fomação  de  maciços  celulares,  mais  ou  menos  organizados,  suscetíveis   de   for-
mar  posteriomente  a  planta  hapl6ide,  primeira  etapa  visando  a  homozigose.        Os
resultados  obtidos  pemitem  as  conclusões  resunidas  a  seguir:   -ocorreu  a  forma-

ção  de  raízes  sobre  diferentes  meios  de  cuitura  com  ou  sem  repicagem;     -  obteve-
-se  a  fonnação  de  estruturas  do  tipo  "embrionário"  diretamente  reiacionadas    com

o  período  de  indução  e  o  meio  de  regeneração.

TTH   PEACH  ANITHR   CULTURE

ABSTRACT  -With  the  objective  of  quickly  obtaining  homozigous      cultiva.rs,       new

sources  of  knowledgements  in  inheritance  of  certain  characters  to  be  used as base
for  breeding  program,  was  proposed  the  peach  anther  culture.     Such  technique    is
based  in  modifying  through  é72  t)Ztz.o  culture;  the  noimal  process  of  evolution    of

pollen  grain,  foming  relatively  organized callus  which  later  on will      fom     a
haployd plant,  the  first  stage  to  obtain  homozigous  plant.     In  some  results  that
we  obtained,  so  far,  there  was:   -root  fomation  in  different  culture  media with
or without  transfer.    -  there  was  fomation  of  embryo  structures  directly  relat-
ed  to  the  period  of  induction  and  the  regenerativy  medium.

INTRODUÇÃ0

o  pessegueiro  é  cuitivado  nas  mais  variadas  condições    de    ciim.  Pode-
-se  encontrar  cuitivares  com pouca  exigência  em  frio      hibemai,      perfeitamente

adaptadas  a  climas  tropicai  e  subtropicai  como  também  cuitivares  que  s6  se  desen
voivem  bem  em  ciimas  frios.    A  existência  desta  variabilidade de conportamento  em
relação  ao  fator  climà-tico  pemitiu  a  realização  de  un  trabalho  de  criação  e  se-
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leção  de  cultivares  extremamente  produtivo.
As  novas  cultivares  são  oriimdas ,  seguidamente,  de  programas  de  hibri

dação  estabelecidos  sobre  bases  ainda  muito  empíricas ,  pois  os  genitores  são  es
colhidos  essencialmente  pelas  suas  características  fenotípicas  onde    a    maioria
das  cuitivares  apresenta  un nívei  de  heterogeneidade  eievada.    Este  método  per-
mitiu  im progresso  muito  grande  durante  os  últimos  anos ,  mas  ima  renovação de mÊ
todoiogia  aparece,  atuaimente,  como  necessária  a  todos  os  especiaiistas  do    me-
ihoramento  genético.

Entre  os  caminhos  possíveis  para  acelerar  o  processo  de  criação  de  ng
vas  cultivares   de   pessegueiro,  a  procura   de   tipos  homozig6ticos  diploidisados
abre  perspectivas  que  já  foram  sucesso  no  meihoramento  de  cereais  autógamos.

Com  o  objetivo  de  se  chegar  rapidamente  à  obtenção  de  cuitivares  homg
zigóticos ,  fontes  de  conhecimentos  novos  de  hereditariedade  de  certos    caracte-
res  a  serem  utilizados  como  base  para  programas   de   melhoramento,   se   propôs    a
utilização  da  técnica  de  cuitura  de  antera.    Tai  técnica  se  baseia  em modificar

o  processo  normal  de  evolução  do  grão  de  p61en  para  a  fomação  de  maciços  celu-
lares  mais  ou  menos  organizados ,  suscetíveis  de  fomar  posterionnente  a    planta
haplóide  Zz  t)étr]c).     A  cultura  de  anteras  teve  seu  primeiro  sucesso  com  os  trab±
ihos  de  produção  de  plantas  haplóides  de  Z)czt%z.cí  spp,   desenvolvido  por       GUHA    &

MAmswARI   (1964).     Ap6s ,   inúneros  trabalhos  foram  realizados ,  principalmente  na

França  e  Japão,  sobre  duas  grandes  cuituras:   o  tabaco  e  o  arroz.    A mesma  técni
ca  foi  apiicada  a  inúneras  outras  espécies  de  grande  interesse  econômico,    como
trigo,  tomate  e  batata.

Os   trabalhos  publicados   remidos  por  ACIIARYA  &   RAMJI   (1977), REINERT   &

RAJAJ   (1977a) ,   PIERIK   (1979)   e   SUNDERljAND   (1980)   fomecem  indicações   segundo   as

quais  a  androgenese  foi  introduzida  em  cerca  de  ima  centena  de  espécies.     Refe-
rindo-se  a  plantas  lenhosas,  no  entanto,    poucos    trabalhos    foram   publicados.
SI+ARI'  et  alii   (1973)   obtiveram  o  desenvolvimento   de embriões  e  de    tecidos    ha-

plõides   de   C'offecz  cz2.czZ>Zccz,.     MICHLON  et   alii   (1974)      obtiveram  calos    de    Z}w7?2Ás

pez.séccz   e  P.   czm#gdczz,zús,.      KUBICKl   et   alii   (1975)      isolaram  embri6ides    de      MczZ,ws

c!c)mesttc%   MILEWSKA`PAWLICZUK  &   KUBICKI    (1977)   obtiveram  emb-.i6ides   emestado de

torpedo  de  MczZ,2#  czomestéc?cz,.   CmN  CliENG-IiuA  et  alii   (1978)     regeneraram    plantas

de  j?et)ecz  ór.czséz.ée7tsés   e,  mais   recentemente,   SEIRLIS     et     alii   (1978)     obtiveram

imia  planta  de  P2.2Á732Ás   c3er.czszfer.cz,   cultivar   "Ferracida".

mtros  aspectos  são  também  i"iortantes,  como  no  caso   de     deteminados
tipos  homozigõticos  que  poderão  apresentar  grande  interesse  como  porta-enxerto.
Para  as  condições  de  solo  adequadas,  se  poderia  cultivar   o   pessegueiro      sobre
suas  pr6prias  raízes,  sendo  a  propagação  das  cultivares  feita  através  de  semen-
tes,  sem  recorrer  ao  processo  de  enxertia`

Estas  considerações  são  a  origem   do   presente   trabaiho,      fundamentado
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sobre  a  pesquisa  de  m método  particuiar  de  androgenese  £n  tjttz.o,   apiicado      ao

pessegueiro,  em  via  da  obtenção  de  haplóides,  primeira  etapa  objetivando  a  homo
zigose .

mTERIAL  E  MÉTODos

Foram  usadas  anteras  das  cultivares  Springtime  e  Nectared  IV.    A  desin
festação  do  material  foi  efetuada  por  imersão  de  pedaços  de  ramos  contendo  2 a 4

gemas  de  flor  sem  etanol  a  70°,  durante  quinze  minutos.     Imediatamente  ap6s,  os
fragmentos  foram  imersos  em  una  soiução  de  hipociorito  de  cãicio   (90  g/€)   duran
te  quinze  minutos.     Ih  agente  molhante,  o  Twen  20,  foi  adicionado  ao  hipoclori-
to.    Ap6s,  o  materiai  vegetai  foi  ia.vada  três  vezes  com  água  esteriiizada.

A  separação  das  anteras  das  flores   (ainda  pouco  desenvolvidas)   foi  efe
tuada  em  condições  de  assepcia  (capela  com  fluxo  de  ar  filtrado)  com  o  auxílio
de  una  lipa  binocular.

Diversas   soluções  minerais,   MURASHIGE   &   SKOOG   (1962) ,  MILLER        (19Ó5) ,

NITSCH  &  NITsffl   (1969) ,  MARGARA  -  N  45   K   (1978) ,   foram  usadas   com  ou  sem  modifi

cações.     0  pH  do  meio  foi  ajustado  a  5,6   (com  KOH  ou  HC£  antes  da  esterilização

(ii0°C  durante  20  minutos)   e  solidificado  com  agar  agar   (0,8%).

RESULTADOS   E  DISCUSSÃO

a)  Origem  dos  calos

Observações  histol6gicas  indicam  que  os  microsporos  de  pessegueiro
se  dividem  no  interior  dos  sacos  polínicos  para  dar  origem  a  "formações"        que
saem  para  fora  da  antera,  mais  freqüentemente  peia  fenda  de  deiscência.    nhs  os
caios  podem  se  originar  iguaimente  da  proliferação  de  outras  céiuias,  aiém    dos
microsporos,  como  é  o  caso  dos  tecidos  da  antera.    os  tecidos  dipióides  do  fiie
te,  do  conetivo  e  do  interior  da  antera,  podem proliferar  para  for]mar  calos.

b)   Infiuência  do  estado  de  evoiução  dos  microsporos
Para  deteminar  o  estado  de  desenvoivimento  mais  favorávei  dos    mi-

crosporos,  utiiizou-se  como  referência  da  evoiução  da  gema  a  escala        proi)osta

por   FLECKINGER   (1948).

Assim,  para o estado  A,   correspondente a gemas  pouco  desenvolvidas ,  o
exame  microsc6pico  mostrou  que  durante  sua  existência,  que  se  proionga  por    va--
rias  semanas,  ocorre  a  meiose  das  células-mães  do  grão  de  p6ien.     Pode-se      en-

contrar  céluias-mãe  dipi6ides,  antes  da  meiose,  e  grãos  de  póien  hapi6ides  uni-
nucleados,  após  a  meiose.

No  estado  8, gema inchada,  pode-se  encontrarnos sacos  polínicos  dois
tipos  de  grãos  de  pólen:  uns  uninucieados  e  outros  binucieados,  onde    ocorreu  a
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primeira mitose  polínica.
No  estado  C,  quando  o  cálice  toma-se  visível,  pode-se  encontrar  grãos

de  p61en  binucleados  e  grãos  de  po-1en  inais  evoluídos ,  de  foima  triangular.        A

partir  deste  estado,  o  grão  se  apresenta  bastante  diferenciado    e    contínua  sua
evolução,  até  a  deiscência  da  antera,  que  ocorre  no  estado  F.

A partir  destas  observações,  as  gemas  de  flor  da  cultivar      Springtime
foram  selecionadas  nos  diferentes  estados  fenol6gicos  A,  8  e  C.    Para  cada  esta
do,   320  anteras  forain  cultivadas  sobre  o  meio  de  MILLER  (1965)   adicionado  de  au
xinas   (2,4  D    1,0  mg/£  e  AIA  0,1  mg/£)  e citocininas   (BAP  1,0  mg/£     e     kinetina

0,2  mg/£).     Ap6s  o  cultivo,  os  frascos  foram  colocados  na  obscuridade  e  a    25°C

(=   10c) .

Na  TABEI.A  1,  são  apresentados  os  resuitados  reiativos  à  indicaçãode ca
ios  que  sai`am pela  fenda  de  deiscência  das  anteras.

A  observação  da  TABEiA  i  pemite  constatar  que  a  maior  fomação  de  ca-
1os  foi  obtida  quando  se  cultiva  as  anteras  de  gemas  de  flor  no  estado  8.    Ap6s
estas  observações,  baseadas  no  estado  fenol6gico  das  gemas  de  flor,  somente    as
anteras  das  geinas  no  estado  8  foram  utilizadas,  a  fím  de  definir  o  estado    mais
favorávei  de  evoiução  dos  microsporos.

T+ABELA.1 -Inf z,uêncí,a  do   estado   f erioLógLco  da  gema,   sobr.e  a  for.mação  de  calÁ)   Gda_

dos   Z,evantados   49 `dóas  após  o  cuZ,tóvo)

ESTAD0  FENOLÓGlco              }\'9  DE  Ar\rrERAs
DA  GE`A  DA   FLOR                     CULTIVADAS

Nçt  DE  tALns  F0R-
)í/ms

%   DE   FofwíAÇÃO
DE   CALOS

*Tratamentos  com  letras  comuns  não  são  estatisticainente  diferentes   (teste  X2) .

Cinqüenta  gemas  de  flor  da  cultivar  Nectared  IV no  estado  fenolõgico  8
foram  selecionadas  para  o  cultivo.    De  cada  flor,  20  anteras  foram postas emcul
tivo,  nas  mesmas  condições  precedentes.    As  outras      anteras         forc"`      fixadas
(em  CRAF)  para  observações  microsc6picas  ulteriorcs.  Ap6s  cinqüenta  dias  de  cul
tivo,  observou-se  dois  tipos  de  repostas:  as  anteras  de  algumas  flores  fomaram
calos,  enquanto  outras,  retiradas  de  fiores  diferentes ,  não  manifestaraJn nenhu-
ma  calogênese.    As  anteras  que  foram  fixadas  correspondentes  a  estes  dois  tipos
de  respostas  foram  então  observadas  ao  microsc6iiio.     o  exame     dos     microsporos

das  anteras  sem  capacidade  de  fomar  calo  revelou  que  eles  se  apresentavam  uni-
nucleados  no  momento  do  cultivo.     Nas  anteras  que  produziram  calos,  pôde-se  ob-
servar  uma  mistura  de  microsporos  uninucleados  e  de  microsporos  binucleados ,  on
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de  havia  ocorrido  a primeira.  mitose  polínica.
Em  cuitura  de  antera,  a  deteminação  da  fase  de  diferenciação  dos    mi-

crosporos,  que  fomece  as  meihores  respostas,  é  fi.mdamentai,  ainda mais  se    for

possívei  coincidir  o  estado  favorávei  com certas  características      morfoiõgicas
da  gema  de  fior,  pois  as  operações  de  cuitivo  serão    grandemente  faciiitadas.En
tai  caso,  as  observações  inicroscõpicas  prévias  não  serão  necessárias  para    cada

gema  de  flor.
Para  as  cultivares  de  pessegueiro  estudadas,  o  período  6timo  engloba  o

momento  da  primeira  mitose  polínica.    Os  resultados  apresentados  estão  de  acor-
do  com  os  apresentados  por  MICHELON  et  alii   (1974) ,  mas  diferem  das  observações

citadas  por  SEIRLIS  et  alii   (1979)  que  utilizou  anteras  cujos    microsporos      se
apresentavam no  estado  tétrade  ou  uninucieados.    No  caso  de  aigimas  espécies  de
Nicotiana,  o  estado  da  primeira  mitose  polínica  representa o estcido  6timo(SUNDER
I.AND   1974)  .

Para  as  cultivares  estudadas,  a  mitose  ocorre  no  estado  8,    segundo    a
escala  de  FLECKINGER   (1948) .     Observou-se  ima  relação  estreita  entre  as  caracte
rísticas  da  gema  de  fior,  a  evolução  dos  microsporos  e  a  resposta  ao  cultivo.Es
tas  relações  pemitem  realizar  o  cultivo  das  anteras  guiandç)-se  si]nplesmente  i)Ê
lo  a.specto  da  gema  de  flor.     É  possível  que,  em  função  das  diferentes  necessida
des  de  frio  das  cultivares  e  de  condições  cliina-ticas,  modificações    possam    ser
observa.das  na relação   entre  as  características  da  gema  de  flor  e  o  estadode evo
lução  dos  microsporos  mais    fa.vorável  à  calogênese.

c)   Infiuência  do meio  de  cuitura
m ima  primeira  etapa,  foram utilizados  os  meios  de  cultura  preconi

zados  por  MiLLER   (i965)   e  MURASHiGE  &  Si(OoG   (ig62).     A  anáiise  destes       ensaios

preliminares  mostrou  que  os  dois  meios  fomeciam  respostas  similares.    A  seguir
foram  feitas  conparações  entre  os  macro  e  micro-elementos  de  MILLER  (1965) ,  MAR

GARA  (1978)  €   de   NITScli   (1969)  mantendo  constante  os  coiiponentes  seguintes   (re

presentados  por  K  na  TABEiA  2) :   inositoi  ioo  mg/£,  ácido  nicothico    O,i   mg /£,

piridoxina-HC{  1,0  mg/{,   tiamina-Hce  0 ,2 mg/{ e sacarose 30 g/£. Ao meio de  Milier,
adicionado dos coiTponentes  K, foi acrescido o carvão ativo  (Merck  2i86 -io  g/£) .

A  estes  quatro  meios  de  base  foram  adicionadas  nove  combinações  de  aii-
xinas   (2,4  D  e  AIA)   e  citocininas   (BAP  e  Kin)  nas  concentrações  apresenT,adas  m
TABEIA  2.     Os  36  meios  tiveram  seus  pH  corrigidos  para  5,6  e  fora]n    solidifica-
dos  com  agar-agar   (8  g/€).    Ap6s  o  cultivo,  os  frascos  foram  colocados  no  escu-
ro  a  25°C   (±  1°C).Quarenta  anteras  da  cultivar  Springtime,no  estado  B,foram  cul
tivadas  sobre  cada  im  destes  meios  com  oito  repetições  de  cada.

Os  resultados  obtidos  são  apresentados  na  TABEiA  2  onde  os  valores  re-

presentam  o  nthero  de  calos  fomados  pa.ra  as  320  anteras  cultivadas  sobre    cada
meio.
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TABEIA 2  -  Infl,uénci,a  de  di,fer'entes  metos  de  cuZ,tur.a  sobr'e  a  f.orq'nação  de  cato

MEI0 DE  CULTURA
AuxnLAs

mg/{

lJj=Cl|IIL\}joREs   DE   cREscnflr\rro

CITOCININAS  "  mg/£                         TOTAL

BAP    (1,0)            KIN   (0,2)         BAP   +KIN

Miller   +   1(                          2,4   D   (1,0)

AIA   (0,1)

2'4   D   +   AIA

TOTAL

Margara  N  45   K
+K

2,4   D    (1,0)

AIA   (0,1)

2,4   D   +   AIA

TOTAL

Nitsch   +   K                          2,4   D   (1,0)

AIA   (0,1)

2,4   D   +   AIA

TOTAL

TOTAL   GERAL 276                       639

a/Cada  valor  representa  o  rihero  de  calos  fomados  a  partir  de  320  anteras  cul-

tivadas  em  cada  tratamento.
NOTA:   Sobre  o  meio  de  Milier  adicionado  de  carvão  ativo  Merck  2186  a  1%  não  foi

induzida  a  fomação  de  calo.

0  exame  dos  resultados  pemite  fazer  as  observações  seguintes :
-  Efeíto  de  macro  e  micro-elementos

Para  comparar  os  efeitos  dos  macro  e  micro-elementos,  os    resultados
foram  agmpados  na  TABEiA  3,  onde  K  é  a  parte  constante,  H  corresponde  às    nove
combinações  de  auxinas  e  citocininas.

Pode-se  constatar  aue  não  existe  diferença  estatística  quanto  à  for-
mação  de  calo.  quando  as  soluções  minerais  eirpregadas  são  aquelas  propostas  por
MILLER  e  MARGARA.     A  soiução  de  Nitsch  propicia  a  menor  produção  de  calo  que  di

fere  estatisticamente  das  outras  duas.
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TAB;EIA  3  -  Ef`eóto  de  rnacr.o  e  rri,er.o-eLemer[±os   sobr.e  a  fo]írriação  de  caLos

NEI0S                                                                       Nç'   DE  ANTERAS   CULTIVADAS              N9   DE   CALOS   FORMAIX)S

Miller   +  K  +  H

Margara  N  45K   +  K   +  H

Nitsch   +  K  +  H

*Tratamentos  com  ietras  diferentes  são  estatisticamente  diferentes  ao  nívei    de

1%   (teste  de  x2).

-  Efeito  de  auxinas

Constatou-se  que  as  anteras  cultivadas  sobre  meios adicionados  de AIA
(0,i  mg/£) ,  mas  sem  2,4  D,  não  fonnam  calos,  mesmo  em  presença  de  citocininas.

o  efeito  do  2,4  D  (i  mg/£)   sõ ou  associado  ao  AiA  (0,i  mg/£)   é  apre-
sentado  na  TABEIA  4.

TAB;EIA  4   -Efei,to   de  2.4   D   só  ou  combi,nado   ac)   AIA,   rLa   f.or.'maçõo   de  calÁ)

MEios                                  AL,x[NAs                 Ngc3:T#AD¥      NO  DE;Íâ!£s  FOR-TESTE  x2

Miller   +  K                       2,4   D

+  citocininas*            2,4  D  +  AIA

Margara   +   K                    2,4   D

+  citocininas              2,4  D  t  AIA

Nitsch   +   K                       2,4   D

+  citocininas              2,4  D  +  AIA

100

133                               S   5?**

104

135                                  S   59o

79

88                            n.s.

*   Citocininas:   BAP   (1,Omg/{) ,  Kin   (0,2mg/{)  ou  BAP+ Kin   (mesrnas  concentrações) .

**S  59o  -diferenças  significativas  ao  nível  de  590.

n.s.   -não  significativo   (teste  X2).

A  observação  dos  dados  mostra  que  a  adição  de  AIA  (0,1  mg/£)   ao    meio,
contendo  2,4  D   (1,0  mg/t)  melhora  as  respostas  para  as  composições  dos  meios  de

Miller  &  l`hrgara.     Para  o  meio  de  Nitsch  não  se  observam  diferenças    estatísti-
cas  entre  o  efeito  do  2,4  D   (1,0  mg/{)   s6  ou  combinado  com  AIA   (0,1  mg/£) .

-  Efeito  de  citocininas

os  resuitados  são  apresentados  na  TABEIA  5.

0  exame  da  TABELA  5  pemite  as  seguintes  considerações:
-Para  o  meio  de  Miller,  o  melhor  resultado   (98  calos  sobre  640    ante-

ras  cuitivadas)  é  obtido  em  presença  de  ima  associação  BAP  (1,0  mg/£)     +         Kin

(0,2  mg/£) .   Esta  combinação  é  mais  eficiente  que  a  Kinetina   (0,2  mg/£)   isoiada,
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mas  seu  efeito  é  estatisticamente  idêntico  àqueie  da  BAP  (1,0  ng/t) .  A utiiiza-
ção  de  BAP  (1,0  mg/t)  fomece  ima  resposta  superior  e   estatisticamente  diferen
te  (nívei  de  i%)  ã  utiiização  sõ  de  Kínetina.

TAB;EIA S  -Efeí,to  de  eÉtocÉrinas  na  formação  de  caLos   CBAP  1.0  rng/L   e   Ki.riet±m

0 ,2  mg / r)

MEIOS CITOCININAS
N9  DE  ANTERAS

CULTIVADAS
N9   DE  CALOS

FORMAIX)S
AülsE  ES-

TATrsTICA

Miller  +  K  +                        BAP

Aux ina s                                Kin

BAP

BAP  +  Kin                         640

Kin                              640

BAP  +  Kin                         640

hhrgara  +  K.+                      BAP

Aux inas                               Kin

BAP                                  640

BAP  +  Kin                         640

Kin                              640

BAP  +  Kin                         640

Nitsch  +   K  +                         BAP

Aux ina s                                Kin

BAP                                  640

BAP  +  Kin                         640

Kin                              640

BAP  +  Kin                         640

82

53

82

98

53

98

117

23

117

99

33

99

39

49

39

79

49

79

S1?*

n.S,

S190

S1%

n,S.

S1?

n.S.

S1%

S1%

*S  19o    =  Diferenças  significativas  ao  nível  de  1%.

n.s.       =  Diferenças  não  significativas  ao  nívei  de  5°Õ   (Teste  X2).

-Para  o  meio  de  Mrgara   (N45K) ,  a  BAP  (1,0  mg/£)  origina  a  "31hor  reí

posta  (ii7  caios  sobre  640  anteras  cuitivadas)  sõ  ou  associada  ã  Kinetina.  A k±
netína  isolada  tem un efeito menos  marcado.

-  Para  o  meio  de  Nitsch  a  melhor  resposta  (79  calos  sobre  640    anteras

cuitivadas)   é  obtida  com  ima  combinação  de  BAP   (i,O  mg/£)   e  Kínetina(0,2  mg/£) .
Esta  associação  origina `m efeito melhor  do  que  os  efeitos  das  duas  substâncias
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eiipregadas  isoladamente.
-Com relação  ao  cawão  atívado,  os  resultados  nDstraram que   a   adição

do  produto  m  presença  das  nove  canbinações  de  aiKinas  e  citcx:ininas  inibe a foE
inação  de  calo.

OS    ensaios    inostraram que  para  certas  conbinações  de  macro e mícro-elÊ
imtos,  as  respostas  são  semeihantes  quando  se  utilizain  as  "3smas      associações
de  auxinas  e  citocininas.

0 rieio  de  Milier  foi  escoihido  cano meio  de  base  em  fuição  das  respos-
tas  obtidas  durante  os  ensaios  preiiminares  que  ccmfimaram os  dados  bibiiográ-
ficos  de  MICIELON  et  alii   (1974)   e  SEIRLIS  et  alii   (1979).

As  anteras  de  certas  espe-cies  podem ser  cultivadas  sobre meios  sem au-
xinas  ou  em  concentrações  pequenas  de  ANA,   (0,i  mg/t)  ccm  é  o  caso   de   aigimas
soianáceas.    No  caso  de  graml-neas,  ao  contrário,  para  a  iniciação  das  primeiras
divisões  da  androgênese,  as  anteras  necessitam concentrações  eievadas  de    auxi-
nas  ativas,  tais  como  o  2,4  D  a  i,O  mg/£.    A  adição  de  2,4  D  parece  indispensã-
vel  no  caso  do  pessegueiro.

Se  o AIA é  a  única  auxina  associada  às  misturas  de  citocininas    os    ca
los  não  se  fonnam.

En  reiação  ãs  coriparações  possíveis  entre  os  efeitQs    das    citocininas
utilizadas,  a  BAP  (1,0  mg/{)  originou  as  melhores  respostas  dentro  de  certos  li
mites  de  concentração  em macro  e  micro-elementos  dos  meios  utiiizados  s6  ou  as-
sociada  é  Kinetina   (0,2  mg/£) .

De  maneira  gerai,  para  o  pessegueiro,  a  BAP  apresenta  uma  ação  favorá-
vei  nuis  inarcada  que  a  Kinetina,  a  Adenina  ou  a  Zeatina  o  que  é  confimado    pe-
las  observações  de  SEIRLIS  et  alii   (1979).

Com  relação  ao  carvão  ativado,  os  resultados  são  seguidamente  contradi
t6rios.     Segmdo  REINERT  &  BAJAJ   (i977b)   a  adição  de  cawão  ativado    aimenta    a

percenta.gem  de  anteras  que  fomam  plantas  de  Wécotécr72cz  tczbczc"m   (419o  para  teste-
munha  e  gigo  para  o  meio  contendo  2%  de  carvão  ativado) .    Ao  contrário,  tal  pro-
duto  Tnmifesta  m  efeito  inibidor   (FRIDB0RG  &  ERIKSSON  1975 ;   CONSTANTIN  et  alii

i977;  FRiDBORG  et  aiii  i978).     Sua  ação  é  favorávei  quando  o  cawão  ativado      é
capaz  de  adsorver  substâncias  inibidoras,  como  no  caso  do  tabaco  onde,    segmdo
REINERT  &  BAJAJ   (1977b)   é  a  adsorção  de  tais  substâncias  que  favorece   o   desen-

voivimento  dos  microsporos.    A  ação  é  desfàvorávei  quando  ocorre  a  adsorção    de
at"inas  e  citocininas   (WEATIERiHAD  et  aiii  1978)  ou  de  outras  substãncias ,  como
a  tiamina  e  o  ácido  nicotínico   CWEATmRmAD  et  aiii  ig79) .    A presença  de  auxi-
nas  e  citocininas  é necessária  à  obtenção  de  caios  a  partir  de  anteras  de  pesse

gueiro.    A  adição  de  carvão  ativado  deverá,  neste  caso,  adsorver  estes  reguladg
res  de  crescimento,  o  que  pode,  então,  explicar  as  respostas  negativas  observa-
das  nos  experimentos.
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d)   Infiuência  da  luz  e  temperatura
Entre  os  fatores  que  interferem nos  resultados  obtidos,  ap6s  o  cul-

tivo  das  anteras,  a  luz  e  a  tenperatura  são muito    inportantes.    Para verificar
a  infiuência  destes  fatores,  as  anteras  da  cuitivar  Nectared    iv  foram cuitiva-
das  sobre  meio  de  Miller  adicionado    de     2,4  D   (1,0  mg/£)     +    AIA     (0,1  mg/£)   +

BAP   (1,0  mg/£)      +     Kin   (0,2  mg/£).

Os  frascos  foram  então  colocados  em  diferentes  condições.   Foram  com

paradas  as  tenperaturas  de  i5°C,  25°C   (±  i°)  e  variávei  de  iaboratõrio.   Com  re-
1ação  à  luz,  foram  co[rparados:   sem  iluninação,1uminosidade  de  1.500  luz   (foto-

período  de  dezesseis  horas  de  luz  e  oito  de  escuro)  e  condições    de    iliminação
de  iaborat6rio  variáveis.

Os  resultados  dos  levantamentos  feitos  aos  35  e  63  dias  de    cultivo
são  apresentados  na  TABELA  6.

TAB;EIA  6  -Ef.eÉto  da  Z,uz  e  da  terrrperatura,  ri.a  forrmaç:ão  áe  caz,os  a  par.tór.  de  ari-

ter.as  áe  pessegueór.o

N9DE
TRATAp,ENro                         ANiEFAS

CULTIVADAS

N9   DE   CALOS   FOR`vlADOS               %   DE   FORMAÇÃO   DE   CALOS

APÕS   35        APÓS   63                        APÕS   35        APÓS   63
(diàs)          (dias)                      (dias)          (dias)

i5°C  -Escuro                     400

1.500   lux               400

25°C  -Escuro                      400

1.5001ux               400

Variável -escuro             400
*         -1uz  va               400

riáveT

043

00

97                       101

3838

31                      103

?12

0,0                   10'7

0,0                     0'0

24,3                    25,2

9'5                      9,5

8'0                    25'7

0,5                        3,0

*CoTi^dições  de  teT`.peratura  e  im.inosidade  de  iaboratõrio  variáveis.

Na  primeira  avaliação   (35  dias  de  cuitivo),  a  tenperatura        de      25°C

(±  i°C)  ocasionou  os  meihores  resuitados  em  reiação    ãs    teirperaturas  variáveis
do  iaborat6rio  e  à  tenperatura  de  i5°C.    As  anteras  coiocadas  no  escuro  apr`eseE
tam  as  respostas  mais  favoráveis.     Com  reiação  ao  efeito  combinado  da  temperat±
ra  e  luz  ou  tenperatura  e  escuro,  as  condições  de  escuro  e  25°C  (±  1°C)    propi-
ciou  os  melhores  resultados.

Na  segunda  avaliação   (63  dias  de  cuitivo)  é  ainda  a  tenperaturade 25°C
e  condições  de  escuro  que  se  observa  o  maior  núnero  de  calos;  no  entanto,  em  au
sência  de  iuz  o  mesmo  resuita.do  foi  obtido  em  condições  de  teiiperaturas    variá-
veis  de  laboratório.
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Com  relação  ao  efeito  desses  dois  fatores  extemos,  as  referências  bi
biiográficas  mostram  respostas  bastante  diversas.    Bons  resuitados  foram    obti-
dos   com:

-1uz  contínua  entre  1001ux  e  2.5001ux;

-escuro  durante  o  período  inicial  de  cultivo;
-fotoperíodo  variávei   (dezesseis  horas  de  iuz  e  oito  de  escuroou, do

ze  horas  de  luz  e  doze  de  escuro) ,  com  diferentes  intensidades  de  luz.
Respostas  diferentes  foram  obtidas  em  função  da  qualidade  da  luz   (1uz

azul  e  vemelha,  particulamente) .
No  que  se  refere  ao  efeito  das  temperaturas,  aquelas  compreendidas  en

tre  25°C  e  28°C  fomecem  os  meihores  resuitados  para  im  grande  núnero  de    espé-
cies  vegetais.

No  caso  do  pessegueiro,  observou-se  que  as  anteras  colocadas  no  escu-
ro  a  25°C  iniciaram  a  fonnação  de  im maior  núnero  de  calos.    A  luz  intensa      ao
contrãrio,  aceierou  o  enveihecimento  dos  tecidos  da  antera.  Observação  semeihan
te  foi  descrita  por  PELLETIER  &  LI.AMI   (1972)  na  cultura  de  antera  de  tabaco.

e)   infiuência  da  densidade  de  cuitivo
As  anteras  das  gemas  no  estado  8  da   'Springtime'  foram    cultivadas

sobre  o  meio  de  Miller   (mesma  composição  do  ensaio  anterior)' de  duas    maneiras:
bem  pr6ximas,  procurando-se  encostar  ima  às  outras,  e  espaçadas  de  0,5  cm.   Para
cada  repetição,  30  anteras  foram  utilizadas   (quinze  bem  pr6xims  e  quinze  espa-

çadas).     34  repetições  de  imi  frasco  foram  usadas  fomando  im  total  de  510  ante-
ras  para  cada  tratamento.    Apõs  cultivo,  os  frascos  foram  colocados  no  escuro  a
25°C   (±  i°C).     os  dados  ievantados  46  dias  após  cuitivo  são  apresentados  na  TA-

BEIA   7.

TAB:E:lA 7   -  Infz,uêncLa  de  densi,áade  de  ouZ,ti,vo  das  anterias  de  pessegueór.o sobr.e a

fomaçõo  de  caz,o

TiuTANENTo                                     N9cE:TÊy##       N9  DE #§  F°R     "DEE F&#sÇÃ°

Anteras  bem  pr6ximas                                     510

Anteras  espaçadas  de  0,5  cm                     510

TOTAL                                                                                   1.020                                           189                                   18,5

Os  dados  da  TABEIA  7  pemitem  constatar  que  im  maior  núnero   de   calos
são  fomados  quando  a.s  anteras  são  cultivadas  bem prõxims  una  das  outras,  embo
ra  as  diferenças  não  sejam  significativas  estatisticamente   (teste  X2) .

A  tendência  observada  está  de  acordo  com  o  conceito  de  que  existe    im
fator  bioquhico  que  se  difunde  a  partir  das  anteras  e  que  poderia  ser  o  respon
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sávei  peia  proiiferação  dos  microsporos  em  anteras  pr6ximas.
Este  conceito  foi  estabelecido  por  PELLETIR  &  LI.AMI   (1972)   que  mostra

ram  que  o  condicionamento  das  anteras  se  estabelecida  nos  primeiros  dias  de  cul
tura  e  pemanecia  constante  em  seguida.     No  caso  de  arroz,  FOULETIER   (1974)   con

clui  que  a  percentagem    de  calo  aimentou  em  função  da  quantidade  de  anteras  cul
tivadas  "na  mesma  placa  de  Petri.    Os  resultados  obtidos  com  anteras  de  pesse-

gueiro,  não  díferentes  estatisticamente,  podem  ser  atribuídos  à  escolha  do  esp±
Çamento  entre  as  anteras.     A  distãncia  eiTpregada   (0,5  cm) ,  a  difusão  de  substãn
cia  estimulantes,  embora pequena,  poderia  ainda  se  realizar.

f)  Gra.u  de  ploidia  dos  calos  fomados
Vários  métodos  são  indicados  para  a  contagem  de  cromossomos  e  nor-

malmente  estas  observações  são  efetuadas  sobre  folhas  jovens ,  extremidades de ra
mos  em  crescimento  e/ou  extremidades  de  raiz.     Para  a  contagem    de    cromossomos
das  céiuias  de  caio  de  pessegueiro,  os  meihores  resuitados  foram  obtidos  utiii-
zando-se  a  metodologia     preconizada  por  SALESSES   (1967,     1970)   e  LESPINASSE       &

SALESSES   (1973).

As  contagens  cromossômicas  reveiaram  a  presença  de  céiuias    dipiõides
(2  n  =  16),  triplõides   (3  n  =  24)   e  tetrapl6ides   (4  n  =  32).    Atéopresenté  não
foi  possível  encontrar  placas  hapl6ides   (n  =  8)  sobre  o  material  observado.

Segundo  MICHELON  et  alii   (1974) ,   a  contagem  cromossômica  reveloua pre

sença  de  céiuias  hapi6ides,  dipi6ides  e  trípi6ides  a  partir  de  tecidos    obtidos

por  cultura    de  antera  da  cultivar  Necta.red  IV.     SEIRLIS  et  alii   (1979)     obser-
vou  em pessegueiro,  que  o  calo  se  foma  igualmente  a  partir dos tecidos  mais  pro
fundos  da  antera  mas,  sua  origem  e  grau  de  ploidia  não  pode  ser  precisado  pelos
autores .

0  fato  de  não  terem  sido  encontradas  placas  hapl6ides  pode  ser  expli-
cado  da  maneira  seguinte:

-  tha  possível  conpetição  entre  o  desenvolvimento  dos  tecidos  dipl6i-
des  da  parede  e  do  tecido  haplõide  fomado  a  partir  dos  microsporos,    em    favor
dos  primeiros,  pode  diminuir  as  chances  de  detectar  as  céiuias  hapióides.

-  As  céluias  dipióides  têm  como  origem  os  microsporos  mas  im  caio  di-

piõide  se  fonna  à  partir  de  céiuias  onde  se  produziu  a  fusão    dos    dois  núcieos
idênticos  ap6s  a  primeira mitose  poiínica.

-  As  células  dipi6ides  podem  se  fonnar  em  função  da  evoiução  de  grãos

de  p61en  diplóides.
-  A  endopoliploidização  naturai  das  céiuias  do  calo  foimado   a   partir

dos  microsporos  pode  ser  iguaimente  responsávei  peias  variações  do  grau  de  pioi
dia,

-Existem  ainda  outras  possibilidades.     Assim,  segundo  SUNDERI.AND       &

DUNWELL   (i974)   a  fomação  de  céiuias  a  2  n,   3  n  e  4  n  seria  devido,     em    Z)cztzÁ2rcz
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é72nc>#écz,   a  fenômenos  de  endopoliploidia  ao  nível  do  núcleo  reprodutor       seguido
de  fusão  nuclear.

g)  Obtenção  de  raízes
As  anteras  cultivadas  sobre  o  meio  de  Miller  com  diversas  associa-

ções  de  reguiadores  de  crescimento,  na  ausência  de  iuz  e  a  25°C   (±  i°C)     fom'ia-
ram  raízes  30  a  50  dias  ai)6s  cultivo.     Observaram-se  raízes  nas  seguintes  combi
nações:   -2,4  D   (1,0  mg/€)   +  kinetina   (0,2  mg/£)   -um  calo       con.     raiz,        -2,4  D

(1,0  mg/£)   +  AiA   (0,i  mg/{)   +  BAP   (0,2  mg/£)   +  kinetina   (0,2  mg/£)   -três  caios
com  ima  raiz  em  cáda  -2,4  D   (1,0  mg/£)   +  AIA   (0,1  mg/£)   +  Kin   (0,2  mg/£)   -     dez

calos  com  inim  raiz  em  cada.

Os  outros  caios  fonTiados ,  ap6s  várias  repicagens  sobre  diferentes  com
binações  de  reguiadores  de  crescimento,  não  mostraram  nenhuna  evolução  no  senti
do  da  organogênese.

h)  Obtenção de estnituras  do  tipo  "embrionária"
Para  certas  condições  houve  a  fomação  de  estruturas  que  evoluíram

a  im  estado  intemediário  entre  o  estado  "coração"  e  estado"torpedo".
Estas  estruturas  se  fomaram  realizando  as  seguintes  manipulações :
Durante  30  dias  as  anteras  foram  cultivadas  sobre  o  meio  de  Miller

adicionado  de  inositol   (100  mg/£),  tiamina  -HC£   (0,2  mg/£),.      piridoxim  -HC£

(i,O  mg/£),   ácido  nicotínico   (i,O  mg/£),   2,4  D   (i,O  mg/{),   BAP   (i,o  mg/{),     AiA

(0,1  mg/£)   e  Kinetina   (0,2  mg/£).

As  anteras  em  cultivo  foram  colocadas  no  escuro  e  a  25°C   (_  i°C).
Apõs  este  período,  as  anteras  foram  repicadas  sobre  o  mesmo      meio

com  as  modificações  seguintes:   2,4  D   (0,5  mg/£)   +  kini;>tim   (1,0  mg/£).   Desde    a

repicagem,  as  anteras  foram  expostas  a  uma  liminosidade  de  cerca  de  800  1ux   (fo
toperíodo  de  dezesseis  horas  de  iuz  e  oito  de  escuro)  à  tenperatura       de      25°C

(±  i°C).     Dezessete  dias  após  a  repicagem,  observou-se  a  fomação  de  estruturas
do  tipo  "embrionária"  que  saíam peia  fenda  de  deiscência  das  anteras.

CONCLUSOES

Dos  trabalhos  conduzidos ,  pode-se  concluir  que:
1  -  0  período  õtimo  de  cultivo  das  anteras  engloba  a  primeira    mitose

polínica.    Este  estado  pode  ser  identificado  observando-se    as    características
morfolõgicas  das  gemas  de  flor.     Os  melhores  resultados  foram  obtidos  efetuando
o  cultivo  de  anteras  retiradas  de  gemas  de  flor  no  estado  8.

2  -  0  meio  de  Miller   (1965) ,   acrescido  de  sacarose   (39o)   e  de  inositol

(ioo  mg/£),  ácido  nicothico   (0,i  mg/t),  piridoxina-HC{  (i,O  mg/£)     e    tiamina-
-HC£   (o,2  mg/{)   origina  respostas  semeihantes  ãqueias  obtidas  com    as    soiuções

propostas  por  MIJR,\SIIIGE   &   SK00G   (1962)   e  MARGARA   (1978)   rimitendo-se     os     outros
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coirponentes  constantes.
3  -Entre  as  auxinas  utilizadas,  a mais  eficiente  foi  a  2.4  D,    indis-

pensávei  em  concentrações  de  i ,O  mg/£.
4  -A  combinação  2,4  D  e  AIA manifesta  un  fenômeno  de  sinergismo      nas

concentrações  utilizadas   (1,0  mg/£,  respectivamente)  pois  propicia inelhores  re-
sultados  que  no  caso  de  e]Tprego  destas  auxinas  isoladarnente.

5  -  A  BAP  produz  efeitos  mais  significativos  do  que  a  kinetina.
6  -0  carvão  ativado  (Merck  2186)   inibiu  a  fomação  de  calo.
7  -A  luz  e  a  teirperatura  são  fatores  inportantes.    É  em    condições  de

escuro  e  à  tenperatura  de  25°C  que  as  anteras  fomecem  a  maior  quantidade  de  ca
10.

8  -  As  anteras  cultivadas  inais  próxims  imas  das  outras  propiciam   me-
1hores  resultados.

9  -Os  calos  fomados,  com  diferentes  graus  de  ploidia  (2  n,  3  ne 4  n)

podem  ter  diversas  origens.     Certas  observações  indicam  que  os  microsporos      do
pessegueiro  se  dividem no  interior  das  lojas  polhicas  após  o  cultivo   Z72 Üttz'c>  .
Assim,  a  fonnação  de  dois  núcleos  idênticos  é  considerada,  em  gerai,  como  o  co-
meço  da  evolução  dos  microsporos  para  a  foimação  de  tecidos  hapl6ides.    Do  mes-
mo  modo,  as  diferenças  de  tamanho  dos  microsporos  encontradas     nas   observações
realizadas  aos  dez  dias  após  cultivo  e  a  estrutura  particular  de  certos    micros

poros,  que  não  são  obrigatoriamente  relacionados  a  ima  forte  acimulação  de  ami-
do,  vêm  reforçar  esta  afiimação.

10  -  As  anteras  cultivadas  em  deteminadas  condições  iniciam    a    forma-
ção  de  raízes.

11  -  Foram  encontradas  estruturas  semelhantes  a  certas  etapas  de  evolu-
Ção  embrionária.     Estas  foimações  estão  na  dependência  de  condições  muito  preci
sas  de  indução  e  meio  de  regeneração.    A  luz  que  inibe  a  fomação  de  raízes  pa-
rece  ter  grande  i]nportância  na  fomação  de  tais  estruturas.
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