A CULTURA DE ANTERA DE PESSEGUEIRO (Prunus persica L. Batsch)

/
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RESUMO - Com o objetivo de se chegar rapidamente a obtencao de cultivares homozi-
goticas, fontes de conhecimentos novos de hereditariedade de certos caracteres a
serem utilizados como base para programas de melhoramento, foi proposta a técni-
ca de cultura de anteras de pessegueiro. Tal técnica se baseia em modificar,
através de cultura in vitro, o processo normal de evolugdo do grdo de polen para
a formacdo de macicos celulares, mais ou menos organizados, suscetiveis de for-
mar posteriormente a planta hapldide, primeira etapa visando a homozigose. Os
resultados obtidos permitem as conclusoes resumidas a seguir: - ocorreu a forma-
cao de raizes sobre diferentes meios de cultura com ou sem repicagem; - obteve-
-se a formagdo de estruturas do tipo 'embrionario' diretamente relacionadas com

o periodo de inducdo e o meio de regeneracao.
THE PEACH ANTHER CULTURE

ABSTRACT - With the objective of quickly obtaining homozigous cultivars, 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 <n vitro culture; the normal process of evolution of
pollen grain, forming relatively organized callus which later on will form a
haployd plant, the first stage to obtain homozigous plant. In some results that
we obtained, so far, there was: - root formation in different culture media with
or without transfer. - there was formation of embryo structures directly relat-
ed to the period of induction and the regenerativy medium.

INTRODUCAO

O pessegueiro € cultivado nas mais variadas condicdes de clima. Pode-
-se encontrar cultivares com pouca exigencia em frio hibernal, perfeitamente
adaptadas a climas tropical e subtropical como também cultivares que sG se desen
volvem bem em climas frios. A existencia desta variabilidade de comportamento em
relacao ao fator climatico permitiu a realizacdo de um trabalho de criacdo e se-
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lecao de cultivares extremamente produtivo.

As novas cultivares sao oriundas, seguidamente, de programas de hibri
dacdo estabelecidos sobre bases ainda muito empiricas, pois os genitores sao es
colhidos essencialmente pelas suas caracteristicas fenotipicas onde a maioria
das cultivares apresenta um nivel de heterogeneidade elevada. Este método per-
mitiu um progresso muito grande durante os Ultimos anos, mas uma renovacao de me
todologia aparece, atualmente, como necessaria a todos os especialistas do me-
lhoramento genético.

Entre os caminhos possiveis para acelerar o processo de criacao de no
vas cultivares de pessegueiro, a procura de tipos homozigoticos diploidisados
abre perspectivas que ja foram sucesso no melhoramento de cereais autdgamos.

Com o objetivo de se chegar rapidamente a obtencdo de cultivares homo
zigoticos, fontes de conhecimentos novos de hereditariedade de certos caracte-
res a serem utilizados como base para programas de melhoramento, se propos a
utilizacdo da técnica de cultura de antera. Tal técnica se baseia em modificar
o processo normal de evolucdo do grao de polen para a formacao de macicos celu-
lares mais ou menos organizados, suscetiveis de formar posteriormente a planta
haploide in vitro. A cultura de anteras teve seu primeiro sucesso com os traba
1hos de producido de plantas hapléides de Datura spp, desenvolvido por GUHA &
MAHESWARI (1964). Apos, inumeros trabalhos foram realizados, principalmente na
Franca e Japao, sobre duas grandes culturas: o tabaco € o arroz. A mesma tecni
ca foi aplicada a inlmeras outras espécies de grande interesse economico, como
trigo, tomate e batata.

Os trabalhos publicados reunidos por ACHARYA & RAMJT (1977), REINERT &
RAJAJ (1977a), PIERIK (1979) e SUNDERLAND (1980) fornecem indicacoes segundo as
quais a androgenese foi introduzida em cerca de uma centena de espécies. Refe-
rindo-se a plantas lenhosas, no entanto, poucos trabalhos foram publicados.
SHARP et alii (1973) obtiveram o desenvolvimento de embrices e de tecidos ha-
ploides de Coffea arabica; MICHELON et alii (1974) obtiveram calos de Prunus
persica e P. amygdalus; KUBICKI et alii (1975) isolaram embrioides de Malus
domestica; MILEWSKA-PAWLICZUK & KUBICKI (1977) obtiveram emb-'ioides emestado de
torpedo de Malus domestica; CHEN CHENG-HUA et alii (1978) regeneraram plantas
de Hevea brasiliensis e, mais recentemente, SEIRLIS et alii (1978) obtiveram
uma planta de Prunus cerasifera, cultivar 'Ferracida''.

Outros aspectos sao também importantes, como no caso de determinados
tipos homozigdticos que poderao apresentar grande interesse como porta-enxerto.
Para as condicées de solo adequadas, se poderia cultivar o pessegueiro  sobre
suas proprias raizes, sendo a propagacao das cultivares feita através de semen-
tes, sem recorrer ao processo de enxertia,

Estas consideracbes sao a origem do presente trabalho, fundamentado
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sobre a pesquisa de um método particular de androgenese in vitro, aplicado ao
pessegueiro, em via da obtencdo de haploides, primeira etapa objetivando a homo

zigose.
MATERIAL E METODOS

Foram usadas anteras das cultivares Springtime e Nectared IV. A desin
festacao do material foi efetuada por imersdo de pedacos de ramos contendo 2a 4
gemas de flor sem etanol a 700, durante quinze minutos. Imediatamente apGs, os
fragmentos foram imersos em uma solucao de hipoclorito de calcio (90 g/£) duran
te quinze minutos. Um agente molhante, o Twen 20, foi adicionado ao hipoclori-
to. Apos, o material vegetal foi lavada trés vezes com agua esterilizada.

A separacao das anteras das flores (ainda pouco desenvolvidas) foi efe
tuada em condicoes de assepcia (capela com fluxo de ar filtrado) com o auxilio
de uma lupa binocular.

Diversas solucoes minerais, MURASHIGE & SKOOG (1962), MILLER  (1965),
NITSCH & NITSCH (1969), MARGARA - N 45 K (1978), foram usadas com ou sem modifi
cacoes. O pH do meio foi ajustado a 5,6 (com KOH ou HCZ antes da esterilizacdo

(110°C durante 20 minutos) e solidificado com agar agar (0,8%).
RESULTADOS E DISCUSSAO

a) Origem dos calos

Observacoes histologicas indicam que os microsporos de pessegueiro
se dividem no interior dos sacos polinicos para dar origem a ''formacées' que
saem para fora da antera, mais freqllentemente pela fenda de deiscéncia. Mas os
calos podem se originar igualmente da proliferacdo de outras células, além dos
microsporos, como € o caso dos tecidos da antera. Os tecidos diploides do file
te, do conetivo e do interior da antera, podem proliferar para formar calos.

b} Influencia do estado de evolucdo dos microsporos

Para determinar o estado de desenvolvimento mais favoravel dos mi-
crosporos, utilizou-se como referencia da evolucdo da gema a escala proposta
por FLECKINGER (1948).

Assim, paraoestado A, correspondente a gemas pouco desenvolvidas, o
exame microscopico mostrou que durante sua existéncia, que se prolonga por va-
rias semanas, ocorre a meiose das c€lulas-mdes do grao de polen. Pode-se en-
contrar células-mae diploides, antes da meiose, e grdos de pélen hapléides uni-
nucleados, apos a meiose.

No estado B, gema inchada, pode-se encontrar nos sacos polinicos dois

tipos de graos de pdlen: uns uninucleados e outros binucleados, onde ocorreu a
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primeira mitose polinica.

No estado C, quando o cadlice torna-se visivel, pode-se encontrar graos
de poOlen binucleados e grdaos de podlen mais evoluidos, de forma triangular. A
partir deste estado, o grao se apresenta bastante diferenciado e continua sua
evolugdo, até a deiscéncia da antera, que ocorre no estado F.

A partir destas observacoes, as gemas de flor da cultivar Springtime
foram selecionadas nos diferentes estados fenologicos A, B e C. Para cada esta
do, 320 anteras foram 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/2). Apds o cultivo, os frascos foram colocados na obscuridade e a 25°C
 1°0).

Na TABELA 1, sdo apresentados os resultados relativos a indicacaode ca
los que saiam pela fenda de deiscéncia das anteras.

A observacao da TABELA 1 permite constatar que a maior formacao de ca-
los foi obtida quando se cultiva as anteras de gemas de flor no estado B. Apos
estas observacgdes, baseadas no estado fenologico das gemas de flor, somente as
anteras das gemas no estado B foram utilizadas, a fim de definir o estado mais

favoravel de evolucdo dos MiCTOSpOTOS.

TABELA 1 ~ Influéncia do estado femologico da gema, sobre a formagao de calo (da

dos levantados 49 dias apos o cultivo)

ESTADO FENOLOGICO NO DE ANTERAS NO DE CALOS FOR- % DE FORMACAO
DA GEMA DA FLOR CULTIVADAS MADOS DE CALOS
A 320 5 1,6 b*
B 320 38 11,8 a
C 320 9 2,8 b

* - - .. . 2
Tratamentos com letras comuns nao sao estatisticamente diferentes (teste X7).

Cingllenta gemas de flor da cultivar Nectared IV no estado fenoldgico B
foram selecionadas para o cultivo. De cada flor, 20 anteras foram postasemcul
tivo, nas mesmas condigoes precedentes. As outras  anteras foram fixadas
(em CRAF) para observacdes microscopicas ulteriores. Apds cingllenta dias de cul
tivo, observou-se dois tipos de repostas: as anteras de algumas flores formaram
calos, enquanto outras, retiradas de flores diferentes, nao manifestaram nenhu-
ma calogénese. As anteras que foram fixadas correspondentes a estes dois tipos
de respostas foram entdo observadas ao microscopio. O exame dos microsporos
das anteras sem capacidade de formar calo revelou que eles se apresentavam uni-
nucleados no momento do cultivo. Nas anteras que produziram calos, pode-se ob-

servar uma mistura de microsporos uninucleados e de microsporos binucleados, on
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de havia ocorrido a primeira mitose polinica.

Em cultura de antera, a determinacao da fase de diferenciacdo dos mi-
crosporos, que fornece as melhores respostas, € fundamental, ainda mais se for
possivel coincidir o estado favoravel com certas caracteristicas morfoldgicas
da gema de flor, pois as operacdes de cultivo serao grandemente facilitadas.Em
tal caso, as observacGes microscOpicas prévias ndo serao necessarias para cada
gema de flor.

Para as cultivares de pessegueiro estudadas, o periodo Gtimo engloba o
momento da primeira mitose polinica. Os resultados apresentados estdo de acor-
do com os apresentados por MICHELON et alii (1974), mas diferem das observacoes
citadas por SEIRLIS et alii (1979) que utilizou anteras cujos microsporos se
apresentavam no estado tétrade ou uninucleados. No caso de algumas espécies de
Nicotiana, o estado da primeira mitose polinica representa oestado OGtimo(SUNDER
LAND 1974).

Para as cultivares estudadas, a mitose ocorre no estado B, segundo a
escala de FLECKINGER (1948). Observou-se uma relacao estreita entre as caracte
risticas da gema de flor, a evolugdo dos microsporos e a resposta ao cultivo.Es
tas relacOes permitem realizar o cultivo das anteras guiando-se simplesmente pe
lo aspecto da gema de flor. E possivel que, em funcdo das diferentes necessida
des de frio das cultivares e de condicOes climaticas, modificacoes possam ser
observadas na relacao entre as caracteristicas da gema de flor e o estadode evo
lucdo dos microsporos mais favoravel a calogenese.

c) Influéncia do meio de cultura

Em uma primeira etapa, foram utilizados os meios de cultura preconi
zados por MILLER (1965) e MURASHIGE & SKOOG (1962). A analise destes ensaios
preliminares mostrou que os dois meios forneciam respostas similares. A seguir
foram feitas comparacoes entre os macro e micro-elementos de MILLER (1965), MAR
GARA (1978) e de NITSCH (1969) mantendo constante os cemponentes seguintes (re
presentados por K na TABELA 2): inositol 100 mg/£, acido nicotinico 0,1 mg /£,
piridoxina-HCZ 1,0 mg/{, tiamina-HCZ 0,Zmg/f e sacarose 30 g/£. Aomeio de Miller,
adicionado dos componentes K, foi acrescidoo carvaoativo (Merck 2186 - 10 g/£).

A estes quatro meios de base foram adicionadas nove combinacoes de au-
xinas (2,4 D e AIA) e citocininas (BAP e Kin) nas concentracoes apresenzadas na
TABELA 2, Os 36 meios tiveram seus pH corrigidos para 5,6 e foram solidifica-
dos com agar-agar (8 g/¢). Apds o cultivo, os frascos foram colocados no escu-
ro a 25°C (¥ 1°0). Quarenta anteras da cultivar Springtime,no estado B,foram cul
tivadas sobre cada um destes meios com oito repetigcoes de cada.

Os resultados obtidos sao apresentados na TABELA 2 onde os valores re-
presentam o nimero de calos formados para as 320 anteras cultivadas sobre cada
meio.
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TABELA 2 - Influencia de diferentes meios de cultura sobre a formagdo de calo

“ECUT.ADORES DE CRESCIMENTO

AUXINAS

MEIO DE CULTURA ng/ CITOCININAS EM mg/£ TOTAL
BAP (1,0)  KIN (0,2) BAP + KIN

Miller + X 2,4 D (1,0) 2% 30 43 100

AIA (0,1) 0 0 0 0

2,4 D + AIA 54 23 56 133

TOTAL 82 53 98 233

Margara N 45 K 2,4D (1,0 44 13 47 104

+ K AIA (0,1) 0 0 0 0

2,4 D + AIA 73 10 52 135

TOTAL 117 23 99 239

Nitsch + K 2,4 D (1,0 18 20 41 79

AIA (0,1) 0 0 0 0

2,4 D + AIA 21 29 38 88

TOTAL 39 49 79 167

TOTAL GERAL 238 125 276 639

a/

Cada valor representa o numero de calos formados a partir de 320 anteras cul-
tivadas em cada tratamento.
NOTA: Sobre o meio de Miller adicionado de carvao ativo Merck 2186 a 1% nao foi

induzida a formacao de calo.

O exame dos resultados permite fazer as observacoes seguintes:
- Efeito de macro e micro-elementos
Para comparar os efeitos dos macro e micro-elementos, os resultados
foram agrupados na TABELA 3, onde K € a parte constante, H corresponde as nove
combinacbes de auxinas e citocininas.
Pode-se constatar que niao existe diferenca estatistica quanto i for-
macao de calo. quando as solucGes minerais empregadas sdo aquelas propostas por
MILLER e MARGARA. A solucao de Nitsch propicia a menor producao de calo que di

fere estatisticamente das outras duas.
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TABELA 3 - Efeito de macro e micro-elementos sobre a formagao de calos

MEIOS NO DE ANTERAS CULTIVADAS N9 DE CALOS FORMADOS
Miller + K + H 2.880 233 a*
Margara N 45K + K + H 2.880 239 a
Nitsch + K + H 2.880 167 b

*Tratamentos com letras diferentes sao estatisticamente diferentes ao nivel de
5 (teste de X%).

- Efeito de auxinas
Constatou-se que as anteras cultivadas sobre meios adicionados de AIA
(0,1 mg/£), mas sem 2,4 D, nao formam calos, mesmo em presenca de citocininas.
0 efeito do 2,4 D (1 mg/£) sG ou associado ao ATA (0,1 mg/£) € apre-
sentado na TABELA 4.

TABELA 4 - Efeito de 2,4 D so ou combinado ao AIA, na formagdo de calo

NO DE ANTERAS N© DE CALOS FOR- 2
MEIOS AUXINAS CULTIVADAS MADOS TESTE X
Miller + K 2,4 D 960 100
+ citocininas* 2,4 D + AIA 960 133 S 5%**
Margara + K 2,4 D 960 104
+ citocininas 2,4 D + AIA 960 135 S 5%
Nitsch + K 2,4 D 960 79
+ citocininas 2,4 D + AIA 960 88 n.s.

* Citocininas: BAP (1,0mg/2), Kin (0,2mg/£) ou BAP + Kin (mesmas concentracdes).
**3 5% - diferencas significativas ao nivel de 5%.

n.s. - nao significativo (teste XZ).

A observacao dos dados mostra que a adicao de AIA (0,1 mg/£) ao meio,
contendo 2,4 D (1,0 mg/£) melhora as respostas para as composicoes dos meios de
Miller & Margara. Para o meio de Nitsch ndo se observam diferencas estatisti-
cas entre o efeito do 2,4 D (1,0 mg/£) sO ou combinado com AIA (0,1 mg/£).

- Efeito de citocininas

Os resultados sao apresentados na TABELA 5.
O exame da TABELA 5 permite as seguintes consideragoes:

- Para o meio de Miller, o melhor resultado (98 calos sobre 640 ante-
ras cultivadas) € obtido em presenca de uma associacao BAP (1,0 mg/f) + Kin
(0,2 mg/€). Esta combinacao € mais eficiente que a Kinetina (0,2 mg/f) isolada,
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mas seu efeito & estatisticamente idéntico aquele da BAP (1,0 mg/£). A utiliza-
cao de BAP (1,0 mg/f) fornece uma resposta superior e estatisticamente diferen
te (nivel de 1%) a utilizacdo so de Kinetina.

TABELA 5 - Efeito de citocininas na formagdo de calos (BAP 1,0 mg/f e Kinetina

0,2 mg/t)
NQ DE ANTERAS N9 DE CALOS AMALISE ES-
MEIOS CITOCININAS CULTIVADAS FORMADOS TATTSTICA
Miller + K + BAP 640 82
Auxinas ~ Kin 640 53 S 1%*
BAP 640 82
BAP + Kin 640 98 n.s.
Kin 640 53
BAP + Kin 640 98 S 1%
Margara + K + BAP 640 117
Auxinas Kin 640 23 S 1%
BAP 640 117
BAP + Kin 640 99 n.s.
Kin 640 33
BAP + Kin 640 99 S 1%
Nitsch + K + BAP 640 39
Auxinas Kin 640 49 n.s.
BAP 640 39
BAP + Kin 640 79 S 1%
Kin 640 49
BAP + Kin 640 79 S 1%

*S 1% = Diferencas significativas ao nivel de 1%.
n.s. = Diferencas ndo significativas ao nivel de 5% (Teste Xz) .

- Para o meio de Margara (N45K), a BAP (1,0 mg/£) origina a melhor res
posta (117 calos sobre 640 anteras cultivadas) s6 ou associada a Kinetina. A ki

netina isolada tem um efeito menos marcado.
- Para o meio de Nitsch a melhor resposta (79 calos sobre 640 anteras

cultivadas) & obtida com uma combinacdo de BAP (1,0 mg/£) e Kinetina(0,2 mg/£).
Esta associacdo origina um efeito melhor do que os efeitos das duas substancias
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empregadas isoladamente.

- Com relacdo ao carvdo ativado, os resultados mostraram que a adigao
do produto na presenca das nove combinacoes de auxinas e citocininas inibe a for
macao de calo.

08 ensaios mostraram que para certas combinagdes de macro e micro-ele
mentos, as respostas sdo semelhantes quando se utilizam as mesmas associacoes
de auxinas e citocininas.

0 meio de Miller foi escolhido como meio de base em fungdo das respos-
tas obtidas durante os ensaios preliminares que confirmaram os dados bibliogra-
ficos de MICHELON et alii (1974) e SEIRLIS et alii (1979).

As anteras de certas espécies podem ser cultivadas sobre meios sem au-
xinas ou em concentracdes pequenas de ANA, (0,1 mg/£) como € o caso de algumas
solanaceas. No caso de gramineas, ao contrario, para a iniciagao das primeiras
divisbes da androgénese, as anteras necessitam concentracoes elevadas de auxi-
nas ativas, tais como o 2,4 D a 1,0 mg/£. A adicao de 2,4 D parece indispensa-
vel no caso do pessegueiro.

Se o AIA é a Unica auxina associada as misturas de citocininas os ca
los nao se formam.

Em relacdo as comparacdes possiveis entre os efeitos das citocininas
utilizadas, a BAP (1,0 mg/f) originou as melhores respostas dentro de certos 11
mites de concentracio em macro e micro-elementos dos meios utilizados soO ou as-
sociada € Kinetina (0,2 mg/{).

De maneira geral, para o pessegueiro, a BAP apresenta uma acao favora-
vel mais marcada que a Kinetina, a Adenina ou a Zeatina o que & confirmado pe-
las observacoes de SEIRLIS et alii (1979).

Com relacao ao carvao ativado, os resultados sao seguidamente contradi
torios. Segundo REINERT & BAJAJ (1977b) a adicao de carvao ativado aumenta a
percentagem de anteras que formam plantas de Nicotiana tabacum (41% para teste-
munha e 91% para o meio contendo 2% de carvao ativado). Ao contrario, tal pro-
duto manifesta um efeito inibidor (FRIDBORG & ERIKSSON 1975; CONSTANTIN et alii
1977; FRIDBORG et alii 1978). Sua acdo é favoravel quando o carvdo ativado €
capaz de adsorver substancias inibidoras, como no caso do tabaco onde, segundo
REINERT & BAJAJ (1977b) € a adsorcao de tais substancias que favorece o desen-
volvimento dos microsporos. A acdo & desfavoravel quando ocorre a adsorcdo de
auxinas e citocininas (WEATHERHEAD et alii 1978) ou de outras substancias, como
a tiamina e o acido nicotinico (WEATHERHEAD et alii 1979). A presenca de auxi-
nas e citocininas € necessaria a obtencdo de calos a partir de anteras de pesse
gueiro. A adigao de carvao ativado devera, neste caso, adsorver estes regulado
res de crescimento, o que pode, entdo, explicar as respostas negativas observa:
das nos experimentos.
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d) Influéncia da luz e temperatura

Entre os fatores que interferem nos resultados obtidos, apds o cul-
tivo das anteras, a luz e a temperatura sao muito importantes. Para verificar
a influencia destes fatores, as anteras da cultivar Nectared IV foram cultiva-
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 entao colocados em diferentes condic¢oes. Foram com
paradas as temperaturas de 15°C, 25°C (¥ 1°9) e variavel de laboratdrio. Com re-
lagdo a luz, foram comparados: sem iluminacdo, luminosidade de 1.500 luz (foto-
periodo de dezesseis horas de luz e oito de escuro) e condicbes de iluminacdo
de laboratorio variaveis.

Os resultados dos levantamentos feitos aos 35 e 63 dias de cultivo

sao apresentados na TABELA 6.

TABELA 6 - Efeito da luz e da temperatura, na formagdo de calos a partir de an-

teras de pessegueiro

N9 DE CALOS FORMADOS % DE FORMACAO DE CALOS

NO DE

TRATAMENTO e o APOS 35 APOS 63 APGS 35  APOS 63
(dias)  (dias) (dias)  (dias)

15°C - Escuro 400 0 43 0,0 10,7
1.500 lux 400 0 0 0,0 0,0

25°C - Escuro 400 97 101 24,3 25,2
1.500 1lux 400 38 38 9,5 9,5
Variavel - escuro 400 31 103 8,0 25,7
* - luz va 400 2 12 0,5 3,0

riavel

*Condigdes de temperatura e luminosidade de laboratdrio variaveis.

Na primeira avaliacao (35 dias de cultivo), a temperatura de 25°%

(* 1°C) ocasionou os melhores resultados em relacdo as temperaturas variaveis

do laboratdrio e a temperatura de 15°C. As anteras colocadas no escuro apresen

tam as respostas mais favoraveis. Com relagdo ao efeito combinado da temperatu

ra e luz ou temperatura e escuro, as condigoes de escuro e 25°C (f IOC) propi-
ciou os melhores resultados.

Na segunda avaliacdo (63 dias de cultivo) € ainda a temperaturade 25°C

e condicGes de escuro que se observa o maior numero de calos; no entanto, em au

séncia de luz o mesmo resultado foi obtido em condicdes de temperaturas varia-

veis de laboratorio.
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Com relacdo ao efeito desses dois fatores externos, as referéncias bi
bliograficas mostram respostas bastante diversas. Bons resultados foram obti-
dos com:

- luz continua entre 100 lux e 2.500 lux;

- escuro durante o periodo inicial de cultivo;
fotoperiodo variadvel (dezesseis horas de luz e oito de escuroou, do

ze horas de luz e doze de escuro), com diferentes intensidades de luz.

Respostas diferentes foram obtidas em funcao da qualidade da luz (luz
azul e vermelha, particularmente).

No que se refere ao efeito das temperaturas, aquelas compreendidas en
tre 25°C e 28°C fornecem os melhores resultados para um grande nimero de espé-
cles vegetais.

No caso do pessegueiro, observou-se que as anteras colocadas no escu-
ro a 25°C iniciaram a formacio de um maior nimero de calos. A luz intensa ao
contrario, acelerou o envelhecimento dos tecidos da antera. Observacao semelhan
te foi descrita por PELLETIER & LLAMI (1972) na cultura de antera de tabaco.

e) Influencia da densidade de cultivo

As anteras das gemas no estado B da 'Springtime' foram cultivadas
sobre o meio de Miller (mesma composicao do ensaio anterior)-de duas maneiras:
bem proximas, procurando-se encostar uma as outras, e espacadas de 0,5 cm. Para
cada repeticdo, 30 anteras foram utilizadas (quinze bem proximas e quinze espa-
cadas). 34 repeticoes de um frasco foram usadas formando um total de 510 ante-
ras para cada tratamento. Apos cultivo, os frascos foram colocados no escuro a
25°C (£ 1°c). 0s dados levantados 46 dias apos cultivo sdo apresentados na TA-
BELA 7.

TABELA 7 - Influencia de densidade de cultivo das anteras de pessegueiro sobre a

formagao de calo

N¢ DE ANTERAS N9 DE CALOS FOR % DE FORMACAO

TRATAMENTO CULTIVADAS MADOS DE CALOS
Anteras bem proximas 510 103 20,2
Anteras espacadas de 0,5 cm 510 86 16,9
TOTAL 1.020 189 18,5

Os dados da TABELA 7 permitem constatar que um maior nimero de calos
sao formados quando as anteras sdo cultivadas bem proximas uma das outras, embo
ra as diferencas nao sejam significativas estatisticamente (teste XZ).

A tendéncia observada esta de acordo com o conceito de que existe um

fator bioquimico que se difunde a partir das anteras e que poderia ser o Tespon
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savel pela proliferacdo dos microsporos em anteras proximas.

Este conceito foi estabelecido por PELLETIR & LLAMI (1972) que mostra
ram que o condicionamento das anteras se estabelecida nos primeiros dias de cul
tura e permanecia constante em seguida. No caso de arroz, FOULETIER (1974) con
clui que a percentagem de calo aumentou em funcdo da quantidade de anteras cul
tivadas numa mesma placa de Petri. Os resultados obtidos com anteras de pesse-
gueiro, nao diferentes estatisticamente, podem ser atribuidos a escolha do espa
camento entre as anteras. A distancia empregada (0,5 cm), a difusdo de substan
cia estimulantes, embora pequena, poderia ainda se realizar.

f) Grau de ploidia dos calos formados

Varios métodos sdo indicados para a contagem de cromossomos e nor-
malmente estas observacoes sao efetuadas sobre folhas jovens, extremidades de ra
mos em crescimento e/ou extremidades de raiz. Para a contagem de cromossomos
das c€lulas de calo de pessegueiro, os melhores resultados foram obtidos utili-
zando-se a metodologia preconizada por SALESSES (1967, 1970) e LESPINASSE &
SALESSES (1973).

As contagens cromossomicas revelaram a presenca de ceélulas diploides
(2 n = 16), triploides (3 n = 24) e tetrapléides (4 n = 32). Atéo presenté nio
foi possivel encontrar placas hapléides (n = 8) sobre o material observado.

Segundo MICHELON et alii (1974), a contagem cromossomica reveloua pre
senca de células haploides, dipldoides e tripldides a partir de tecidos obtidos
por cultura de antera da cultivar Nectared IV. SEIRLIS et alii (1979) obser-
vou em pessegueiro, que o calo se forma igualmente a partir dos tecidos mais pro
fundos da antera mas, sua origem e grau de ploidia nao pode ser precisado pelos
autores.

O fato de nao terem sido encontradas placas hapléides pode ser expli-
cado da maneira seguinte:

~ Uma possivel competicdo entre o desenvolvimento dos tecidos diploi-
des da parede e do tecido haploide formado a partir dos microsporos, em favor
dos primeiros, pode diminuir as chances de detectar as c€lulas haploides.

- As células diploides tém como origem os microsporos mas um calo di-
ploide se forma a partir de células onde se produziu a fusdo dos dois nicleos
identicos apds a primeira mitose polinica.

- As células diploides podem se formar em funcdo da evolucdo de graos
de polen diploides.

- A endopoliploidizacdo natural das células do calo formado a partir
dos microsporos pode ser igualmente responsavel pelas variacGes do grau de ploi
dia.

- Existem ainda outras possibilidades. Assim, segundo SUNDERLAND &
DUNWELL (1974) a formacdo de c€lulas a 2 n, 3 n e 4 n seria devido, em Datura
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innoxia, a fenomenos de endopoliploidia ao nivel do nidcleo reprodutor seguido
de fusao nuclear.

g) Obtencao de raizes

As anteras cultivadas sobre o meio de Miller com diversas associa-
coes de reguladores de crescimento, na auséncia de luz e a 25°¢ 2 1°C) forma-
ram raizes 30 a 50 dias apos cultivo. Observaram-se raizes nas seguintes combi
nagoes: -2,4 D (1,0 mg/&) + kinetina (0,2 mg/£) - um calo com raiz, -2,4 D
(1,0 mg/€) + AIA (0,1 mg/£) + BAP (0,2 mg/£) + kinetina (0,2 mg/£) - trés calos
com uma raiz em cdda -2,4 D (1,0 mg/€) + AIA (0,1 mg/£) + Kin (0,2 mg/£) - dez
calos com uma raiz em cada.

Os outros calos formados, apds varias repicagens sobre diferentes com
binacbes de reguladores de crescimento, ndo mostraram nenhuma evolugdo no senti
do da organogénese.

h) Obtengdo de estruturas do tipo 'embrionaria"

Para certas condigoes houve a formagdo de estruturas que evoluiram
a um estado intermediario entre o estado "'coracdo' e estado'torpedo'.

Estas estruturas se formaram realizando as seguintes manipulacoes:

Durante 30 dias as anteras foram cultivadas sobre o meio de Miller
adicionado de inositol (100 mg/£), tiamina - HCZ (0,2 mg/£), piridoxina - HCL
(1,0 mg/2), acido nicotinico (1,0 mg/€), 2,4 D (1,0 mg/L), BAP (1,0 mg/&), AIA
(0,1 mg/£) e Kinetina (0,2 mg/£).

As anteras em cultivo foram colocadas no escuro e a 25°C (- IOC).

Apds este periodo, as anteras foram repicadas sobre o mesmo meio
com as modificacGes seguintes: 2,4 D (0,5 mg/£) + kinetina (1,0 mg/£). Desde a
repicagem, as anteras foram expostas a uma luminosidade de cerca de 800 lux (fo
toperiodo de dezesseis horas de luz e oito de escuro) a temperatura de 25°C
(X 1°C). Dezessete dias apos a repicagem, observou-se a formacdo de estruturas

do tipo "embrionaria" que salam pela fenda de deiscéncia das anteras.
CONCLUSOES

Dos trabalhos conduzidos, pode-se concluir que:

1 - 0 periodo otimo de cultivo das anteras engloba a primeira mitose
polinica. Este estado pode ser identificado observando-se as caracteristicas
morfologicas das gemas de flor., Os melhores resultados foram obtidos efetuando
o cultivo de anteras retiradas de gemas de flor no estado B.

2 - 0 meio de Miller (1965), acrescido de sacarose (3%) e de inositol
(100 mg/£), acido nicotinico (0,1 mg/£), piridoxina-HCZ (1,0 mg/f) e tiamina-
-HC¢ (0,2 mg/4) origina respostas semelhantes aquelas obtidas com as solugdes
propostas por MURASHIGE & SKOOG (1962) e MARGARA (1978) mantendo-se o0s outros

1.075



componentes constantes.

3 - Entre as auxinas utilizadas, a mais eficiente foi a 2,4 D, indis-
pensavel em concentracdes de 1,0 mg/f.

4 - A combinacao 2,4 D e AIA manifesta um fendmeno de sinergismo nas
concentracoes utilizadas (1,0 mg/£, respectivamente) pois propicia melhores re-
sultados que no caso de emprego destas auxinas isoladamente.

5 - A BAP produz efeitos mais significativos do que a kinetina.

6 - O carvao ativado (Merck 2186) inibiu a formacdo de calo.

7 - Aluz e a temperatura sao fatores importantes. FE em condigdes de
escuro e a temperatura de 25°¢C que as anteras fornecem a maior quantidade de ca
lo.

8 - As anteras cultivadas mais proximas umas das outras propiciam me-
lhores resultados.

9 - Os calos formados, com diferentes graus de ploidia (2 n, 3 ne4 n)
podem ter diversas origens. Certas observacdes indicam que os microsporos do
pessegueiro se dividem no interior das lojas polinicas apds o cultivo invitro .
Assim, a formacao de dois nicleos idénticos € considerada, em geral, como o co-
meco da evolucao dos microsporos para a formacao de tecidos hapléides. Do mes-
mo modo, as diferencas de tamanho dos microsporos encontradas nas observacoes
realizadas aos dez dias ap6s cultivo e a estrutura particular de certos micros
poros, que nao sao obrigatoriamente relacionados a uma forte acumulacdo de ami-
do, vém reforcar esta afirmacdo.

10 - As anteras cultivadas em determinadas condicoes iniciam a forma-
cao de raizes.

11 - Foram encontradas estruturas semelhantes a certas etapas de evolu-
cdo embrionaria. Estas formacoes estdo na dependéncia de condicdes muito preci
sas de inducdo e meio de regeneracao. A luz que inibe a formagdo de raizes pa-

rece ter grande importancia na formacdo de tais estruturas.
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