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BIOLOGIA REPRODUTIVA, EMBRIOGENESE GAMETICA E SOMATICA EM
CULTIVARES DE AMARILIS (Hippeastrum sp. Herb.)

Autor: NAIARA VALLADO DE ALMEIDA
Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

RESUMO

O género Hippeastrum sp. é conhecido popularmente como amarilis e sua
producgéo destina-se ao mercado de flores em vaso. Com uma grande variedade de
hibridos, sua propagacédo é feita a partir de bulbos. Contudo, ha grandes entraves
fitossanitarios na sua producdo devido a esse tipo de propagacdo. Para tanto, os
objetivos do presente trabalho foram: caracterizar e avaliar a viabilidade polinica de
diferentes cultivares de amarilis; obter embrides haploides e/ou duplo-haploides
através da embriogénese gamética, visando o melhoramento genético e desenvolver
um protocolo de propagacdo in vitro, por meio de técnicas de embriogénese
somatica. Para a caracterizacdo, foram avaliados o comprimento da inflorescéncia, o
namero de botdes florais por inflorescéncia, o didmetro de abertura floral e a
coloracdo. A conservacdo da viabilidade polinica foi avaliada em diferentes
temperaturas (-20, 8 e 25°C) por 245 dias. Na embriogénese gameética, foram
utilizadas técnicas de cultura de anteras em cinco cultivares: ‘Apple Blossom’, ‘Bull’,
‘Olaf’, ‘Super Star’ e ‘“Tos’; na cultura de ovarios, as cultivares foram: ‘Intokazie’,
‘Olaf’, ‘Orange Souvereign’ e ‘Super Star’. Na ginogénese in situ foram testadas
diferentes doses de irradiacdo (0, 40, 80, 120, 160 e 200 Grays) nas cultivares
‘Intokazie’, ‘Olaf’, ‘Orange Souvereign’ e 'Pink Panther. Para a inducdo da
embriogénese somatica, foram utilizados segmentos de pétalas de cinco cultivares de
amarilis e inoculados em meio de cultura MS %2 contendo diferentes combinacdes de
2,4-D e TDZ. A caracterizacdo das cultivares mostrou diferenca entre florescimento e
principalmente em relacdo a coloragdo. A temperatura de -20°C foi que a melhor
manteve a manutencao da viabilidade polinica das cultivares. Tanto para a cultura de
anteras quanto para a cultura de ovarios, ndo houve resposta do material para a
formacdo de calos ou embrides. As plantulas obtidas foram avaliadas por meio da
citometria de fluxo. Verificou-se que a doses de irradiacdo a 40 e 80 Grays foram as
que apresentaram melhor inducdo de haploidia. A cultivar ‘Bin’ apresentou as
maiores taxas de inducdo de calos (48%) na concentracdo 0,5 mg L*de 2,4-D e 1,0
mg L de TDZ. As demais cultivares apresentaram melhores taxas de inducdo de
embrides somaticos na concentracdo 0,5 mg L de 2,4-D e TDZ. Para todos os
experimentos, o gendtipo foi o fato de maior influéncia.

Palavras-chave: viabilidade polinica, pdlen irradiado, segmento de pétalas.
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REPRODUCTIVE BIOLOGY, GAMETIC AND SOMATIC EMBRYOGENESIS IN
CULTIVARS OF AMARYLLIS (Hippeastrum sp. Herb)

Author: NAIARA VALLADO DE ALMEIDA
Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

ABSTRACT

The genus Hippeastrum sp. is popularly known as amaryllis and its production
is intended for the market of potted flowers. With a wide variety of hybrids, its spread
is made from bulbs. Nevertheless, there are major phytosanitary barriers to its
production due to this type of propagation. Therefore, the objectives of the present
work were: to characterize and evaluate the pollen viability of different cultivars of
amaryllis; to obtain haploid and / or double-haploid embryos through gametic
embryogenesis, aim at genetic improvement and developing an in vitro propagation
protocol through somatic embryogenesis techniques. For the characterization, the
length of the inflorescence, the number of flower buds per inflorescence, the floral
opening diameter and the coloration were evaluated. The conservation of pollen
viability was evaluated at different temperatures (-20, 8 and 25 ° C) for 245 days. In
the gametic embryogenesis, anther culture techniques were used in five cultivars:
'‘Apple Blossom', 'Bull’, 'Olaf', 'Super Star' and 'Cough’; in ovary culture, the cultivars
were: 'Intokazie’, 'Olaf', 'Orange Souvereign' and 'Super Star'. In the gynogenesisi in
situ, different irradiation doses (0, 40, 80, 120, 160 and 200 Grays) were tested in the
cultivars' Intokazie ', Olaf ',' Orange Souvereign 'and'Pink Panther'. For the induction
of somatic embryogenesis, petal segments of five cultivars of amaryllis and
inoculated in MS ¥ culture medium containing different combinations of 2,4-D and
TDZ were used. The characterization of the cultivars showed difference between
flowering and mainly in relation to coloration. The temperature of -20°C was that the
best kept the pollen viability of the cultivars. For both anther culture and ovary
culture, there was no response of the material to the formation of callus or embryo.
The obtained seedlings were evaluated by means of flow cytometry. It was found that
irradiation doses at 40 and 80 Grays were the ones that presented better induction of
haploidy. The 'Bin' cultivar presented the highest induction rates (48%) in the
concentration of 0.5 mg L-1 of 2,4-D and 1,0 mg L-1 of TDZ. The other cultivars had
the best rates of induction of somatic embryos in the concentration of 0.5 mg L-1 of
2,4-D and TDZ. For all experiments, the genotype was the most influential fact.

Keywords: pollen viability, irradiated pollen, petal segment.



INTRODUCAO

A floricultura atualmente caracteriza-se por ser um dos mais dinamicos e
promissores segmentos do agronegocio, englobando diversos paises produtores e
consumidores, além de apresentar uma enorme variedade de produtos. No Brasil, a
atividade se concentra na regido Sudeste, e teve seu inicio com 0s imigrantes
holandeses na década de 1950 (SEBRAE, 2014) e é dividido em diferentes
segmentos: o mercado de flores de vaso, de flores de corte, de paisagismo e o de
mudas de flores, folhas verdes e suculentas.

As chamadas flores de ‘bulbos’ sdo aquelas produzidas para diferentes
finalidades, vaso, corte ou mesmo paisagismo, no qual o érgdo propagativo utilizado
€ uma tubera com diferentes origens de formacédo, sendo uma delas o bulbo
verdadeiro.

Dentre as flores de ‘bulbos’, destacam-se os gladiolos (Gladiolus sp.), as
amarilis (Hippeastrum sp.), os lirios (Lilium sp.), dentre muitas outras espécies com
essas caracteristicas. A amarilis (género Hippeastrum, familia Amarilidaceae) possui
aproximadamente 40 espécies nativas do Brasil.

No entanto, a producdo comercial para este exigente mercado € basicamente
composta por seus hibridos, pois esses apresentam como vantagens maior
uniformidade de producao e variedade de cores (Mll, 2012). Sua principal forma
comercial de progagcdo € vegetativa, no entanto, a produgdo encontra alguns



entraves, como a presenca de viroses que afetam negativamente na qualidade das
flores (ALEXANDRE et al., 2011).

O desenvolvimento de novos materiais nacionais buscando atributos
ornamentais diferenciados e com alta qualidade fitossanitaria pode ser uma
alternativa viavel para reduzir esses entraves, e promover a competitividade destes
materiais no mercado nacional e internacional, além de incentivar a independéncia
tecnolégica do pais em relacdo a outros (VEIGA et al.,, 2003). Dessa forma, o
desenvolvimento de programas nacionais de melhoramento genético visa também a
autossuficiéncia da floricultura nacional em relagédo ao desenvolvimento de novas
cultivares (CARDOSO, 2013).

Além das técnicas convencionais envolvendo cruzamentos entre genotipos
superiores, seguido da selecéo de hibridos de interesse, um dos principais métodos
utilizados no melhoramento de diferentes espécies de flores (CARDOSO et al.,
2013), é necesséario também a utilizacdo de ferramentas biotecnolégicas em
consorciacdo as técnicas convencionais, visando ampliar as tecnologias disponiveis
e utilizadas no melhoramento, buscando a obtencédo de diferentes caracteristicas,
tanto ornamentais como horticulturais, de forma a trazer melhorias a producdo de
flores.

Dentre essas tecnologias, pode-se citar a embriogénese gamética, que tem
como principais objetivos a obtencéo de plantas haploides e/ou duplo-haploides, que
podem ser utilizadas no melhoramento genético como linhagens homozigotas
visando & obtencdo de hibridos (GERMANA, 2011), similar ao que ocorre com
outras hortalicas que se utilizam da técnica de hibridacéo para o desenvolvimento de
novas cultivares.

Outro problema associado ao plantio de flores de bulbos estd na alta
guantidade de viroses, associada e disseminada pela propagacéo vegetativa. Para
tanto, compreender aspectos da biologia reprodutiva para o melhoramento genético
e combina-los com ferramentas da biotecnologia podem contribuir tanto para a
obtencdo de novas cultivares, bem como na obtencdo de plantas elite livres de
doencas, por meio de técnicas como a embriogénese somatica (GAMBINO et al.,
2007), a multiplicacdo em alta escala com a micropropagacdo in vitro (JUNG;
MULLER, 2009). Portanto, sdo necessarios novos estudos que combinem diferentes
ferramentas da biotecnologia que auxiliem a cultura na obtencdo dessas plantas

elites.



OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo caracterizar diferentes cultivares de amarilis
disponiveis no mercado, desenvolver protocolos de cultivo in vitro visando a
obtencdo de embrides somaticos como técnica de propagacdo clonal para
eliminacdo de viroses, e obter embrides de origem gamética, visando 0 uso no

melhoramento genético de amarilis.

Objetivos especificos

I) Avaliar a viabilidade polinica de diferentes cultivares de amarilis, bem como a
melhor temperatura durante o armazenamento;

II) Avaliar diferentes técnicas visando a embriogénese gamética em amarilis, a citar,
a cultura de anteras, a partenogénese in vitro e a ginogénese in situ;

[II) Avaliar os efeitos da irradiacdo dos grdos de pdélen, bem como de diferentes
doses de irradiacao, na obtencao de frutos, sementes e plantulas de amarilis;

IV) Avaliar se a técnica de irradiacdo dos graos de pdélem pode ser uma ferramenta
na obtencao de plantas homozigotas de amarilis;

VI) Avaliar a utilizacdo de segmentos provenientes de 6rgéos florais como potenciais

para uso na embriogénese somatica de amarilis.



REVISAO DA LITERATURA

1. Importancia da floricultura e espécies de ‘bulbos’ utilizadas como flores

A floricultura vem apresentando, ao longo dos ultimos anos, um notéavel
desenvolvimento, e ja se consolidou como um dos mais promissores segmentos do
agronegocio brasileiro e com desempenho percentual de indicadores posicionados
acima da média obtida por outros setores da producao rural recente (JUNQUEIRA;
PEETZ, 2018).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Floricultura (IBRAFLOR, 2015), houve
um crescimento de 9,0% e um faturamento de cerca de 7,3 bilhdes de reais no ano
de 2017; isto representa um aumento de 8% em relacao ao ano anterior e esta entre
0os 15 maiores produtores do mundo. A floricultura comercial praticada no Brasil é
concentrada no Estado de S&o Paulo (48,9%), particularmente as regides
geograficas em torno dos municipios de Atibaia (Atibaia, Mogi das Cruzes, Suzano e
outros) e Holambra (Holambra, Santo Anténio de Posse, Campinas e outros)
(JUNQUEIRA, PEETZ; 2018).

Kiyuna et al. (2004) ressaltam que a variedade climatica e de solos brasileira
favorece o cultivo de iniumeras espécies de flores e plantas ornamentais, cujo
potencial de produgdo beneficia a competitividade do pais no mercado nacional e

internacional. Paises em condi¢cdes parecidas com as do Brasil conquistaram seu



espaco no comércio internacional da floricultura, como india, Uganda, Costa Rica,
Colombia e Equador.

A atividade € dividida entre o cultivo de flores e folhagens para corte, flores e
plantas verdes de vaso, e plantas ornamentais para o paisagismo. No Brasil, o
segmento de flores e plantas envasadas € destacado principalmente pela producéo
de orquideas, no entanto os produtores buscam frequentemente introduzir no
mercado cada vez mais novidades em espécies e cultivares (SEBRAE, 2014).

Dentre as principais flores de corte comercializadas estao as rosas, crisantemos,
astromélias, lirios e lisantos. Em relacdo as plantas em vasos, encontram-se as
orquideas, principalmente as do género Phalenopsis, kalanchoe, crisantemos e
antarios. Na producdo de bulbosas ornamentais, o cultivo destina-se tanto para o
consumo de corte, como para vasos e paisagismo e as espécies que se destacam sao:
o lirio (Lilium spp.), gladiolo (Gladiolus spp.), amarilis (Hippeastrum spp.), caladium
(Caladium spp.) (TOMBOLATO et al., 2010; IBRAFLOR, 2015).

Neste contexto, vem aumentando a producao do cultivo de bulbos, tubérculos
e rizomas focados para o mercado internacional, e estes correspondem a cerca de
60% dos produtos para exportacdo, evoluindo de US$ 749 milhdes em 1999 para
US$ 1,862 bilhdo em 2013 (NEVES; PINTO, 2015). As importacdes nacionais séo,
em esséncia, centradas em produtos para a propagacao vegetativa, pois tem por
objetivo a reproducdo e reexportacdo de matrizes, especialmente para empresas
holandesas (SEBRAE, 2014).

2. Hippeastrum sp.

A familia Amaryllidaceae tem seu centro de origem na regido sul da Africa e
na América do Sul, e € amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais
(DAHLGRE; CLIFFORD, 1982); compreende cerca de 72 géneros e 1.450 espécies
(DUTILH et al., 2005). Possui géneros de grande importancia econémica, como o
Allium, que integra o alho, a cebola, alho-poro, etc; além da importancia alimentar, a
familia abrange plantas de interesse ornamental, tais como as do género
Hippeastrum, objetivo deste estudo.

Comumente podemos encontrar o género Amaryllis citado como Hippeastrum,
iSSo ocorre porque com 0 vasto nimero de espécies, as diferencas taxonémicas
entre os dois géneros nao foram claramente delimitadas (DUTILH, 1986). Para
Herbert (1821), Amaryllis € um género africano, portanto criou o género Hippeastrum



para referenciar espécies de origem americana. De acordo com Amaral (2007), o
primeiro hibrido comercial foi obtido na Holanda em 1799, a partir de duas espécies
brasileiras Hippeastrum reginae e Hippeastrum vitattum.

Popularmente conhecidas como acucena, flor-da-imperatriz ou amarilis, sao
plantas, normalmente al6gamas, as quais sdo polinizadas por beija-flores ou insetos,
tais como borboletas e mamangavas (DUTILH, 1996). Este género tem como
caracteristicas flores grandes e de coloracdo variada. Atualmente existem diversos
hibridos disponiveis no mercado e sua comercializacdo destina-se para o mercado
de flores em vasos (SILBERBUSH et al., 2003).

Pode ser propagado de quatro maneiras diferentes: sementes, brotacdes
laterais, pela técnica denominada ‘escamas duplas’ (twin scales, inglés) e cultura de
tecidos (KHARRAZI et al., 2017). As sementes sdo geralmente usadas para
desenvolver novos materiais devido a grande variagdo nas caracteristicas do tipo de
planta e tempo de floracdo (ZHANG et al., 2013). A propagacdo por brotacbes
laterais de hibridos € um processo lento, sazonal e variavel e, geralmente, uma
planta produz de 2-3 bulbos em um ano de crescimento (DOHARE, 1989).

Os hibridos podem ser propagados através da escamacdo dos bulbos
(‘escamas duplas’) onde se separa as sec¢des ainda ligadas a uma parte da placa
basal e, posteriormente, colocados em substrato dando origem aos bulbinhos
(EPHRATH et al., 2001). Essa técnica ainda € muito utilizada em paises produtores
de amarilis, entretanto h& grande entraves fitossanitarios, como o ataque de fungos
que promovem a deterioracdo das escamas, além de problemas com as viroses do
tipo mosaico, afetando o desenvolvimento das plantas e a qualidade dos bulbos
(TOMBOLATO, 2001).

Como uma alternativa provavel para a propagacao e multiplicacao rapida dos
bulbilhos, 0 uso de ferramentas da biotecnologia para o melhoramento genético e
produgdo se tornam cada vez mais viaveis. A biotecnologia € composta por um
complexo conjunto de técnicas como processos enzimaticos, clonagem, transgenia,

métodos de fecundacao, cultura de tecidos, entre outros (CARVALHO et al., 2012).

3. Melhoramento genético de flores
Ao longo dos anos, o melhoramento genético se concentrava apenas em
culturas de interesse econdmico alimentar, buscando alta produtividade; com os

avancos da biotecnologia e a crescente demanda do mercado de flores, a industria



passou a dar maior atencéo aos atributos comerciais exigidos desse setor (NOMAN
et al., 2017; PARISI; VIGANI, RODRIGUEZ-CEREZO, 2015).

Com o crescente consumo da floricultura no mundo, a industria de plantas
ornamentais requer novas variedades de plantas com caracteristicas florais
aprimoradas, tais como cor floral, resisténcia a pragas e doencas (BIRKETT,
PICKETT, 2014; VIEIRA et al.,, 2015; JIANG et al.,, 2016; BYRNE et al., 2018;),
fragrancia (SAXENA et al., 2007; DUDAREVA, PICHERSKY, 2008; zZVI et al., 2012;
OLIVA et al., 2015;) e maior durabilidade pos-colheita (NOMAN et al., 2017). Esses
atributos podem ser alcancados com o apoio do melhoramento e manipulagéao
genética.

Para alcancar essas qualidades, a industria buscou na biotecnologia
ferramentas que pudessem produzir plantas com caracteristicas genéticas
inovadoras e que nao sao normalmente encontradas na natureza (NOMAN et al.,
2017); isto porque com as técnicas tradicionais do melhoramento genético
convencional podem levar cerca de 8 a 10 anos se para conseguir um novo cultivar
comercial (AZADI et al., 2016).

Dentre essas ferramentas estdo a transformacéo genética por meio de
Agrobacterium, cultura de tecidos, engenharia genética (HOSSAIN et al., 2013). O
uso de transformacdo genética por meio de Agrobacterium ja foi descrito na
literatura para diversos tipos de flores, como em rosa (FIROOZABADY et al., 1994),
visando caracteristicas nha mudanca de coloracdo (KATSUMOTO et al., 2007),
tolerancia ao frio (CHEN et al., 2014). Em crisantemo, foi utilizada para aumentar o
tempo de prateleira (NARUMI et al., 2005), mudanca de coloracdo (OHMIYA et al.,
2006), resisténcia a salinidade (LI et al., 2015), dentre outras. Para o lirio, foi
utilizada para inducéo de resisténcia ao Cucumber mosaic virus (CMV) (AZADI et al.,
2011) e ao Botrytis cinerea (DE CACERES GONZALEZ et al., 2015). O emprego de
técnicas da engenharia genética possibilitou a mudanca de coloracdo em algumas
espécies ornamentais como lirios (KAMIISHI et al., 2012), petunia (TSUDA et al.,
2004) e gérbera (LAITINEN et al., 2008).

4. Cultura de tecidos e propagacao in vitro
A cultura de tecidos baseia-se no cultivo de uma parte da planta, seja 6rgéao,

tecido ou células inseridas em um meio de cultivo com nutrientes apropriados e um



ambiente estéril, com condi¢bes controladas de temperatura, fotoperiodo, umidade e
densidade de fluxo de fétons (FUZITANI; NOMURA, 2004).

As técnicas de cultura de tecidos vegetais sdo possiveis devido ao processo
conhecido como totipoténcia celular. De acordo com Teixeira (1983), qualquer célula
do organismo vegetal é capaz de dentro do seu nucleo, processar toda a informacéao
genética para promover a regeneracao de uma planta, e assim, dar origem a uma
nova planta quando exposta as condicfes ideais. Esta técnica proporciona varios
beneficios para a producdo, como a geracao de plantas sadias, livres de patdgenos,
0 emprego em escala comercial e com espa¢co moderadamente limitado (SILVA et
al., 2009).

Dentro das técnicas de cultura de tecidos vegetais, a micropropagacao
permite a partir de um Unico explante inicial se obter véarias plantas em escala
comercial, utilizando-se condi¢Bes climaticas controladas. Tem como vantagens a
reducdo do tempo e do espaco necessario para a producdo de mudas, bem como a
reproducdo de um genotipo da planta matriz, normalmente, com fidelidade durante
toda a multiplicacao e, também, como uma alternativa de propagacéao vegetativa de
espécies dificeis de serem propagadas por outras técnicas convencionais (ERIG;
SCHUCH, 2005).

O primeiro relato de sucesso utilizando a micropropagacao comercial foi feita
por Morel em 1960 com a multiplicacdo de orquideas, utilizando o apice caulinar
como explante. Desde entdo, vem sendo realizada com outras culturas agricolas,
como no caso da batata (SALEM; HASSANEIN, 2017) e da cana-de- agucar (LEE,
1987), de espécies frutiferas como banana (KACAR; FABER, 2012) e abacaxi
(SONEJI; RAO; MHATRE, 2002); e de ampla aplicagdo em espécies ornamentais,
como gérberas (CARDOSO, SILVA; 2013), orquideas (YAM; ARDITTI, 2018),

anturios (THOKCHOM et al., 2017), entre outras de importancia comercial.

5. Utilizag&o da biotecnologia na floricultura
5.1. Embriogénese somatica

Existem diferentes técnicas de micropropagacdo, como a embriogénese
somatica, a qual € uma via de formacédo de embrides que ocorre a partir de células
somaticas, e pode ser de forma direta, sem o desenvolvimento de calos, ou indireta,
com a formacdo dos calos, sendo necessario um determinado tempo para a
diferenciacdo (MANTELL et al., 1994).



A embriogénese somatica € considerada uma forma de grande potencial para
a multiplicagéo clonal (ROUT; MOHAPATRA; JAIN, 2006) e pode ser descrita como
crescimento de estruturas similares a embrides formados a partir de tecidos
somaticos e desenvolvidos em uma planta inteira, ou seja, é a capacidade de uma
célula somatica se desdiferenciar e reprogramar o seu material genético para se
tornar uma nova planta (GERMANA; LAMBARDI, 2016).

Com condi¢cbes controladas, os embrides somaticos germinam de forma
similar a planta matriz e apresentam diversas vantagens sobre a micropropagacao
convencional, pois permite um grande numero de embrides capazes de serem
regenerados, concomitante com crescimento de raizes e brotos, eliminando a fase
de inducdo de sistema radicular e, encurtando o tempo de desenvolvimento
(BHATIA, 2015).

Do ponto de vista das limitacbes, os embrides somaticos tendem a néo
estarem todos no mesmo estagio de desenvolvimento; outro fator limitante é o
periodo de tempo em que as células entram ou completam a embriogénese,
diminuindo com o tempo a regeneracdo. Tais fatores limitantes da regeneracao
tendem a favorecer mutagdes (BHATIA, 2015).

Em plantas ornamentais, existem diversos relatos de sucesso tais como em
crisantemo (Chrysanthemum cv. Marigold) (GHOSH et al., 2018), ciclame (Cyclamen
persicum) (TAGIPUR et al., 2016), rosa (Rosa hybrid) (SILVA et al., 2016), begbnia
(Begonia gracilis) (KAVIANI et al., 2015).

Outra rota da embriogénese bastante estudada é a embriogénese gamética,
que consiste na capacidade dos gametdfitos, sejam eles masculinos (androgénese)
ou femininos (ginogénese), mudarem sua via gametofitica para uma via de
desenvolvimento esporofitica, resultando em plantas haploides (MORRISON;
EVANS, 1987).

5.2. Embriogénese gamética

A embriogénese gamética quando comparada a outras formas de se obter
linhagens homozigoticas, se torna muito vantajosa ja que permite produzir tais
linhagens em um espacgo de tempo reduzido e permitindo o desenvolvimento em
uma Uunica etapa de linhas completamente homozigoticas oriunda de progénies
originalmente heterozigoética, sendo de grande valor em especial para espécies com
endogamia intensificada (GERMANA, 2011).
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Diferentemente, a ginogénese é uma técnica que utiliza 6vulos, ovarios ou
botdes florais ndo polinizados como fonte de explante, para a inducdo de plantas
haploides. Apesar de sua baixa eficiéncia, ainda € muito utilizada em determinadas
culturas de interesse agronémico e que ndo respondem de forma efetiva a outros
métodos (FORSTER et al., 2007), como cebola (BOHANEC et al., 2003) e abobrinha
(SHALABY, 2007).

Outro método que se utiliza de gametas femininos é a partenogénese, a qual
para sua obtencdo, ndo necessita da fertilizacdo dos évulos ou apés a fertilizacéo,
0S cromossomos de origem paterna sdo eliminados (ZIMMERMAN, 1993). Na
ginogénese, esse processo indutivo € normalmente realizado pela polinizagdo dos
pistilos com gréos de podlen de espécies distantes (BERZONSKY et al., 2003), gréos
de pélen irradiados (NITSCH; NITSCH, 1969) ou utilizando uma linhagem indutora
de haploides (SILVA et al., 2009).

A microesporogénese, também chamada de androgénese, de acordo com
Reynolds (1997) é considerada um dos exemplos mais importantes de totipoténcia
celular, pois individuos completos podem ser obtidos de um Unico micrésporo
(origem unicelular). Muitas vezes utilizada para a producéo de haploides e duplo
haploides devido a sua simplicidade de execucéo, além do uso em larga escala em
uma maior gama de espécies e genotipos (SOPORY; MUNSHI, 1996).

O primeiro relato de obtencdo de embribes a partir de micrésporos ocorreu
quando Guha e Maheshwari (1964) inocularam anteras da espécie Datura innoxia
em meio de cultura, verificaram que alguns dos micrésporos sofreram, de forma
sucessiva, divisdbes mitéticas e tornaram-se multicelulares. Observaram ainda, que
houve a ruptura da camada externa do grdo de polen, e a liberacdo de massa
celular, gerando o que chamaram de embrioide. Uma andalise citoldgica foi realizada
e constatou-se o numero haploide de cromossomos (n=12) nesse embrioide. A esse
processo atribui-se o nome de “embriogénese do pdlen”, “androgénese” ou
“embriogénese haploide” (RAGHAVAN, 1987).

As divisGes sofridas pelo grao de pdélen podem seguir por dois caminhos
diferentes: a formacdo do embrido do tipo globular, o qual passara pelas fases
normais da embriogénese pos-globular ou, se proliferar formando um calo, o qual
mais tardiamente ira se diferenciar em novas plantulas, via organogénese ou
embriogénese (BHOJWANI; RAZDAN, 1983).
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Apesar das rotas de divisdo assimétrica terem sido descritas, existem relatos
que comprovam a divisdo simétrica; os primeiros estudos comprovaram dentro uma
amostra de graos de pdlen de uma antera, que um pequeno numero possuia dois
ndcleos idénticos, resultado da divisdo simétrica, possivelmente embriogénico
(NORREEL, 1970). Desde entdo, tem se observado a relacdo entre a divisao
simétrica e o desenvolvimento de embrides haploides, sugerindo que estas divisdes
seriam um sinal para as células reativarem o programa esporofitico (GRANDO;
MORAES-FERNANDES, 1997).

A regeneracao dos gametas masculinos ja foi relatada anteriormente em mais
de 200 espécies pertencentes as familias Cruciferae, Gramineae, Solanaceae,
(DUNWELL 1986; HU; YANG, 1986). Ainda assim, existem diversos fatores internos
e externos que podem influenciar na resposta embriogénica na cultura de anteras,
dentre eles: efeito do genotipo, a fisiologia e as condigcbes de crescimento das
plantas matrizes, o estagio de desenvolvimento dos micrésporos, o pré-tratamento
das flores ou anteras, bem como o meio e as condigbes de cultura in vitro
(GERMANA, 2010).

O gendtipo tem um papel fundamental na embriogénese dos micrésporos, isto
porque diferentes cultivares de uma Unica espécie podem apresentar respostas
variadas; Cardoso et al. (2012) mostraram esse comportamento em Citrus, no qual
foi possivel a obtencéo de calos homozigotos, somente no gendtipo contendo genes
de Citrus clementina.

De acordo com Heberle-Bors (1985), a formacdo dos microsporos passiveis
de sofrerem embriogénese, é uma caracteristica resultante da interacdo entre genes
nucleares e citoplasmaticos, modificados pelo meio ambiente; e Dunwell (2010),
afrmou que a porcentagem de anteras capazes de produzir embrides de
micrésporos e o numero de embrides regenerados por antera, sdo determinados de
forma independentes.

A fisiologia da planta matriz pode afetar o sucesso da técnica, alguns dos
efeitos negativos podem ser reflexo dos niveis de horménios, estado nutricional,
variacbes sazonais, fotoperiodo e intensidade de luz em que se encontram
(SUNDERLAND et al., 1980).

Alguns tipos de pré-tratamento utilizados podem favorecer a inducdo da via
esporofitica, impedindo o desenvolvimento do micrésporo fértil. Esses tratamentos

podem ser com altas temperaturas, alta umidade, estresse hidrico, condicdes
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anaerobicas, efeito do pH, entre outros. O tratamento descrito como mais eficaz para
a inducdo da embriogénese a partir de micrésporos, € o choque de temperatura,
sendo sua escala e duracdo de exposicdo variaveis entre genétipos (GERMANA,
2011).

O estagio de desenvolvimento do microsporo e a sua Vviabilidade
embriogénica varia de acordo com as espécies, porém normalmente o periodo
proximo a primeira mitose € 0 mais sensivel e responsivo aos tratamentos; esse
periodo se encontra entre o micrésporo vacuolado e o pdolen precoce (TOURAEV et
al., 2001), isto porque este momento € o de transicdo entre a fase ainda proliferativa
e a nao totalmente diferenciada (MALIK et al., 2007). Apés o inicio da formacao de
reservas de armazenamento, como o amido, eles geralmente perdem a capacidade
embriogénica (HEBERLE-BORS, 1989; RAGHAVAN, 1990).

Apesar de relatos anteriores do uso das técnicas descritas em outras culturas,
em amarilis 0 uso de ferramentas da biotecnologia teve seu inicio com Bell (1972), o
qual cultivou embrides imaturos de hibridos. A partir deste ponto, varias partes da
planta de Hippeastrum foram testadas como explantes, a exemplo Mll et al. (1974)
que retiraram tecidos das escamas dos bulbos e conseguiram o desenvolvimento de
raizes, cultivados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
diferentes concentragfes de acido naftaleno acético (ANA) e cinetina (KIN).

O desenvolvimento de um protocolo utilizando segmentos de escamas e da
regido basal e raizes foi elaborado por Castro e Matthes (1987), em meio MS
suplementado com ANA e 6-benzilaminopurina (BAP). Os segmentos de raizes
utilizados foram descartados, uma vez que 0s autores constataram altas taxas de
contaminacgdo; jA os explantes da regido basal e as escamas se mostraram mais
adequados a micropropagacdo. Em 1992, De Bruyn e colaboradores, a partir de
Amaryllis beladona, desenvolveram uma técnica de propagacao in vitro titulada de
“‘escamas gémeas”, no qual a obtencéo do explante € a partir do corte do bulbo e a
aplicacao de ANA e BAP.
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CAPITULO 1. Caracterizacdo de cultivares e armazenamento de grdos de pélen
de cultivares de amarilis (Hippeastrum sp.)

1. Resumo

A floricultura representa um setor de alto valor agregado com a busca por novidades
comerciais, como novas coloracdes de flores obtidas pelo melhoramento genético. A
determinacdo da viabilidade polinica e a conservacdo de graos de pédlens séo
ferramentas Uteis para trabalhos de melhoramento genético, em especial, quando a
sincronizacdo do florescimento ndo ocorre de forma natural entre plantas que se
deseja realizar o cruzamento. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi caracterizar
morfologicamente a floragdo e avaliar a conservagdo e manutencdo da viabilidade
de graos de polen em cultivares de amarilis (Hippeastrum sp.) sob trés temperaturas
de armazenamento. Para tanto, foram coletadas anteras de flores com 12 a 24 horas
apds a antese, provenientes de cinco cultivares de amarilis: ‘Bolero’, ‘Red Bull’,
‘Intokazie’ ‘Olaf’ e ‘Pink Panther’. Uma parte das anteras foi imediatamente utilizada
para as avaliacOes de viabilidade dos grédos de polen por meio da germinacao in
vitro e a outra parte foi armazenada nas temperaturas de 25, 8 e -20 °C. A
germinacao in vitro dos gréos de pdélen em meio de cultura foi avaliada aos 0, 20, 75,
125, 165, 205 e 245 dias apds o armazenamento. Foram considerados germinados

0s graos de pdlen que apresentaram emissao do tubo polinico, e que apresentavam
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didmetro maior ou igual ao proprio grao de polen. Foram contabilizados 90 gréos de
pélen por repeticdo, sendo utilizadas quatro repeticbes. Todas as cultivares de
amarilis demonstraram acelerada perda da viabilidade na temperatura de 25°C. A
cultivar ‘Red Bull’ demonstrou maior recalcitrancia ao armazenamento em todas as
temperaturas testadas, enquanto as cultivares ‘Intokazie’ e ‘Pink Panther
apresentaram maior capacidade de conservagdo. A temperatura de -20°C
apresentou as melhores respostas para a manutencdo da integridade e conservagao

da viabilidade dos graos de polen de diferentes cultivares de amarilis.

Palavras-chave: viabilidade polinica, conservacao, baixa temperatura

2. Introducao

A conservacdo de um pélen pode ser entendida como a manutencédo da sua
viabilidade apo6s longos periodos de armazenamento (VAKNIN; EISIKOWITCH,
2000) e este é um procedimento muito importante para 0s programas de
melhoramento de plantas, pois facilita o intercambio de germoplasma e a
conservacao de recursos genéticos, além de permitir o cruzamento entre espécies
ou cultivares com diferentes sincronias de floracdo, possibilitando a exploracdo de
novas combinacdes genéticas e desenvolvimento de novas cultivares (CONNOR;
TOWILL, 1993), com caracteristicas distintas daquelas existentes. Na literatura, o
uso dessa ferramenta de conservacgdo visando o melhoramento genético foi descrita
em muitas culturas de interesse econdmico como no tomateiro (SACKS; ST CLAIR,
1996), mamoeiro (JUNIOR, 2015), milho (DAVIDE, 2009), bromélia (PARTON et al.,
2002), rosa (GIOVANNINI et al., 2017).

A conservacao eficiente da viabilidade dos gréos de polen depende de muitos
fatores intrinsecos e extrinsecos, como o estado fisiolégico da planta doadora, a
umidade relativa do ar, o teor de umidade do pélen e a temperatura de
armazenamento, em especial porque a sua longevidade € reduzida rapidamente
quando mantida em temperatura ambiente (STANLEY, LINSKENS; 1974,
GIOVANNINI et al., 2017; MACOVEI et al., 2016).

Essa ferramenta de conservacéo pode ser utilizada em diferentes aplicacoes,

sendo que a sua aplicacdo no melhoramento genético de plantas cultivadas € de
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grande relevancia na obtencdo de caracteristicas mistas provenientes da hibridacéo
entre dois gendtipos e/ou espécies, do qual a floragdo natural seja de dificil
sincronizacdo. Na floricultura isso € especialmente interessante, pelos seguintes
motivos: a obtencdo de novas cultivares € baseada no uso de técnicas de
hibridacdo, com cruzamentos entre gendtipos superiores, seguido de avaliagdo das
progénies (CARDOSO, 2012; CARDOSO et al, 2017) e a realizagdo de
cruzamentos entre espécies com épocas de floracdo distintas, pode resultar em
hibridos F1 com producdo de natural de flores em mais de uma época por ano, ou
mesmo, fora da época de florescimento de seus parentais (GOMES et al., 2003,
GIOVANINNI et al., 2013).

Existem diferentes formas de armazenamento para a conservagdo da
viabilidade polinica, diminuindo a possibilidade de perdas significativas na
germinacdo como, por exemplo, a criopreservacao em nitrogénio liquido (-196°C)
descrito por Partonet al. (2002), no qual os autores armazenaram graos de pélen de
diferentes espécies de bromélias (Aechmea spp. e Pitcairnia spp.). Outra forma de
armazenamento € pela utilizacdo de ultrafreezer (-80°C), onde Wang et al. (2015),
conseguiram uma taxa de conservacdo dos graos de polen de 70% em lichia (Litchi
chinensis Sonn) apds dois anos de armazenamento.

Esses métodos visam principalmente a conservacdo de grdos de pdlen por
longos periodos de armazenamento e em geral possuem maior custo, em especial
para aquisicdo dos equipamentos e materiais de conservacdo (FAGUNDES, 2017).

Outros métodos de aplicacdo simplificada, porém com potencial de uso para
conservacdo dos grdos de pélen por curtos periodos de armazenamento (dias,
semanas, meses) incluem a conservacao em freezer (-10°C) e refrigerador (8°C), ja
relatados em laranjas-doces (PIO et al.,, 2007), mamona (VARGAS et al., 2009),
oliveiras (ZAMBON et al, 2018), rosas (GIOVANNINI et al., 2015), kiwi
(BORGHEZAN et al., 2011).

E importante frisar que em muitos programas de melhoramento genético, o
principal objetivo é o cruzamento entre espécies com floragées em épocas distintas,
no qual as técnicas de armazenamento em refrigerador ou freezer, atendem as
demandas dos melhoristas (ZAMBOM et al.,, 2018), pois nesse caso ambos o0s
parentais ttm ao menos um florescimento ao longo do ano.

A verificagdo da viabilidade polinica pode ser determinada com o uso de

técnicas de coloracdo, nas quais corantes nucleares tais como carmim acético
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colorem os graos de pélen viaveis (COLAS, MERCIER, 2000). Ainda que de f4cil
aplicacao e baixo custo, pode néo refletir na capacidade real de germinacdo, como
em grdos de podlen que se colorem mesmo incapazes de germinacdo, devido a
problemas no tubo polinico (GALLETA, 1983). Outra forma de verificacdo € por meio
da germinacédo in vitro (PIO et al.,, 2007) onde as condicbes do estigma sao
simuladas, induzindo a germinag&o do tubo polinico. Esta consiste em germinar uma
pequena amostra em um meio de cultura apropriado, com visualizacdo em
microscopio optico (ALMEIDA et al., 2011).

A germinacdo in vitro de grdos de polen € o método mais conveniente e
seguro usado para se testar a viabilidade dos graos de pélen (FRAZON; RASEIRA,;
JUNIOR, 2015). Para Marcellan e Camadro (1996) esse método revela o verdadeiro
estado das reservas, a condi¢cdo das membranas e a conversdo das reservas para o
grao de pdélen germinar. A germinacao in vitro de gréos de polen é influenciada por
diferentes fatores, dentre eles a espécie, o meio de cultura, a temperatura e o tempo
de incubacao, o estadio de desenvolvimento da flor quando na coleta do pdlen, além
das condicdes de armazenamento (STANLEY; LINSKENS, 1974; SHARAFI, 2011).

Em amarilis (Hippeastrum sp.), uma espécie ornamental e da qual o Brasil
produz bulbos visando a exportacdo, uma das dificuldades no melhoramento
genético tem sido sincronizar o florescimento de duas variedades para a realizacéo
de cruzamentos, pois embora o florescimento seja obtido apds a bulbificacdo, a
baixa durabilidade das flores e os diferentes tempos para emissdo das flores de
cada cultivar, dificultam a realizacao de alguns cruzamentos especificos.

No amarilis o registro de trabalhos de viabilidade polinica, bem como de
conservacdo de grdos de polen é praticamente inexistente, o que dificulta a
compreensao sobre a taxa de sucesso em cruzamentos entre diferentes hibridos ou
especies, bem como a melhor técnica de armazenamento dos gréos de podlen,
visando a sua utilizagdo em cruzamentos interespecificos. No presente trabalho, os
objetivos foram caracterizar a floragdo de cinco cultivares de amarilis e avaliar a
viabilidade e o armazenamento em diferentes temperaturas de graos de pdlen

coletados dessas cultivares.
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3. Material e Métodos

Bulbos previamente induzidos a floracdo e provenientes de diferentes
cultivares de amarilis foram fornecidos pela empresa Terra Viva (Holambra, SP). Os
mesmos foram plantados em potes plasticos numero 15 (1,4 L capacidade)
contendo substrato a base de turfa (Pindstrup, Danmark) e areia lavada 2:1 (v/v). O
cultivo foi realizado em casa de vegetacdo coberta na face superior com plastico
agricola difusor de 150 micras e nas laterais com tela anti- afideo branca, e irrigados
por microaspersdo, com quantidade de agua aplicada de aproximadamente 5
mm/dia. As plantas foram cultivadas até o momento da floracdo, quando as anteras
foram coletadas e utilizadas para o experimento. Foi realizada uma Unica adubacéo
no momento do plantio com o fertilizante comercial PlantProd® 20-20-20 na

quantidade de 1,0 g L.

3.1 Caracteristicas das flores e inflorescéncias das cultivares utilizadas na
conservacao dos graos de pdélen

Foi realizada a caracterizacdo morfolégica das flores e inflorescéncias de
cada uma das cultivares utilizadas, devido ao seu uso ornamental.

As descri¢des dos orgaos florais foram realizadas nas cultivares ‘Bolero’, 'Red
Bull’, ‘Intokazie’ ‘Olaf’ e ‘Pink Panther’. Foram mensurados o didmetro de abertura
horizontal e vertical das flores, altura da primeira inflorescéncia emitida e nimero de
botdes florais por inflorescéncia.

Para as medicdes foram utilizadas fita métrica e paquimetro, sendo
mensuradas aleatoriamente quatro flores por cultivar (repetigcdes), provenientes de
quatro plantas de cada cultivar. Foi também feita uma descricdo morfologica das

inflorescéncias e das flores desse grupo ornamental.

3.2 Experimento de conservacgao da viabilidade de gréos de polen armazenados em
diferentes temperaturas

Para o experimento foram utilizadas anteras coletadas de flores com idade
de 12 a 24 horas apos a antese, das mesmas cinco cultivares de amarilis
(Hippeastrum sp.): ‘Bolero’, 'Red Bull’, ‘Intokazie’ ‘Olaf’ e ‘Pink Panther’. As
anteras foram coletadas e identificadas de acordo com a cultivar e,

posteriormente, distribuidas em placas de Petri contendo papel filtro e mantidas
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em temperatura ambiente (25 £1°C) por 24 horas com o0 objetivo de diminuir a
umidade da antera, o que promove a abertura e liberacdo dos graos de pélen das
anteras.

Antes de iniciar o armazenamento em diferentes temperaturas, a viabilidade

dos grédos de pdlen de cada cultivar foi testada utilizando-se a metodologia de
germinacao in vitro dos graos de pdlen em meio de cultura contendo 800 mg L1 de

Ca(NOs)2, 200 mg L-1de HsBOs, 10% de sacarose e 3 g L1 de gelrite, sendo o pH
ajustado para 6,5 antes da adicao do gelrite (BREWBAKER; KWACK, 1963). Apés a
dissolucdo do gelrite, 0 meio de cultura foi vertido em placas de Petri plasticas
descartaveis e mantido em temperatura ambiente até adquirir a consisténcia semi-
solida.

Os graos de polen foram entédo distribuidos sobre o meio de cultura com o
auxilio de uma pinca. As placas contendo o meio de cultura e os graos de pdlen
foram tampadas e colocadas em ambiente com temperatura de 25 £ 2°C por um
periodo de quatro horas.

Outra parte dos graos de polen foram acondicionados em Eppendorf® de 1,5
mL e armazenados nas seguintes temperaturas: 25°C (sala de crescimento), 8°C
(refrigerador) e -20°C (freezer), sendo que cada temperatura foi considerada um
tratamento.

A germinacéo in vitro dos graos de polen em meio de cultura foi avaliada em
diferentes periodos de armazenamento, aos 0 (viabilidade inicial), 20, 75, 125, 165,
205 e 245 dias.

Para avaliagcdo da germinacao in vitro, correspondente a viabilidade dos graos
de pdlen, foram contabilizados ao total 90 graos de pdlen por repeticdo, utilizando
multiplos campos de visdo. Foram consideradas quatro repeticbes totalizando a
contagem de 360 graos de pdlen por tratamento.

Todas as visualiza¢des foram feitas com o auxilio de um microscoépio Optico
Nikon Eclipse 201, no aumento 40X, realizada apés quatro horas de inoculacéo.
Foram considerados para a contabilizacdo os grdos de pdélen germinados que
apresentaram emisséo do tubo polinico de comprimento maior ou igual ao diametro
do préprio grao de pélen (DAFNI; FIRMAGE et al., 2000). Os gréos de pdélen sem a
presenca de tubos polinicos foram contabilizados como néo viaveis.

Os valores obtidos da contagem de grdos de pédlen viaveis, em cada
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repeticdo, foram transformados em porcentagem, sendo obtido a porcentagem de
grdos de polen germinados de cada cultivar em diferentes temperaturas de
armazenamento.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, constituido em
fatorial 5 x 3, com cinco cultivares e trés temperaturas de armazenamento.

Os dados, expressos em porcentagem de germinacdo dos gréos de polen,
foram transformados em arcseno da raiz quadrada de X/100, previamente a
realizacdo da andlise de variancia e do teste de comparacdo de médias de Tukey, a
5% de probabilidade. Para as analises estatisticas foi utilizado o software AgroEstat
(BARBOSA; JUNIOR, 2009). Para a contabilizacdo da germinacdo de grdos de
polen sob diferentes temperaturas, avaliados no tempo, foi utilizada a regresséo

exponencial com representacdo grafica.

4. Resultados e Discussao
4.1 Caracteristicas das flores e inflorescéncias das cultivares utilizadas na
conservacao dos gréos de polen

As cultivares apresentaram diferencas visuais pelas caracteristicas de suas
flores e inflorescéncias, com medidas da haste principal variando entre 12,5 cm a
39,9 cm, sendo as menores observadas na cultivar ‘Red Bull’ e as maiores na
cultivar ‘Pink Panther’ (Tabela 1).

Todas as cultivares apresentaram botdes florais protegidos durante o
desenvolvimento inicial por bracteas grandes de coloracao verde clara. Ao final do
desenvolvimento das inflorescéncias e com o aumento de tamanho dos botbes
florais, esses sdo emitidos para fora das bracteas, consistindo de quatro a cinco
flores grandes alocadas na porcéo terminal das inflorescéncias (Tabela 1). Dessas,
uma das flores permanece com desenvolvimento limitado, enquanto as demais tém
alongamento mais rapido e que culminam na antese. A flor com desenvolvimento
mais limitado é a Ultima a apresentar a antese, sendo algumas vezes notada a
senescéncia das flores mais desenvolvidas no momento em que essa flor ainda se

encontra ativa na inflorescéncia.
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As flores sdo consistidas de seis tépalas, com trés sépalas e trés pétalas
muito similares em formato, tamanho e coloragéo, ovarios inferos, e apresentam seis
estames contendo cada um uma antera, sendo todas viaveis e com producédo de
gréos de podlen. A abertura das anteras, inicialmente grandes e vistosas, se inicia
nas primeiras horas logo apos a antese, expondo uma grande quantidade de graos
de pdlen de coloracdo amarelo clara. A medida que as anteras abrem, elas
murcham, reduzindo seu tamanho consideravelmente e expondo cada vez mais 0s
graos de polen, que comecam a se desprender, por vezes ‘sujando’ as tépalas
inferiores da flor (Figura 2). Essa caracteristica por vezes é considerada ruim para a
comercializacdo desse tipo de flor, devido ao impacto visual. O estilete é
normalmente mais alongado que os estames e, o0 estigma trifido, apresenta
maturacdo mais tardia que os graos de pélen, tornando-se aberto e mucilaginoso 3-4
dias apds a antese dos botdes florais.

As flores, 6rgdo de maior impacto visual para sua utilizacdo como ornamental,
principalmente pela sua coloracdo e tamanho (Figura 1), sdo semi-tubulares, com
grau de abertura das flores que permite a exposicdo parcial das tépalas, mantendo
uma parte aberta (porcao distal) e uma parte tubular com exposicao parcial (porcéo
proximal). Para todas as cultivares, a porcentagem de abertura da porgéo das flores
foi proxima a 50% do comprimento total das pétalas, ndo apresentando variacdes
entre as cultivares (Tabela 1). Outra caracteristica das flores € que as mesmas
adquirem aproximadamente 90-110° de inclinacdo em relacdo a direcao vertical de
crescimento da inflorescéncia, mantendo as flores com melhor impacto visual para
sua comercializagao.

Para o tamanho das flores foram mensurados os didmetros verticais e
horizontais, sendo que a cultivar “Red Bull” apresentou as menores médias, com
botbes florais de medidas de diametro equatorial de 9,8 cm e didmetro polar de 8,7
cm. As maiores médias foram observadas na cultivar ‘Bolero’ (11,7 cm e 13,0 cm,
equatorial e polar, respectivamente). Em média as cultivares apresentaram de

quatro a cinco botdes florais por inflorescéncia (Tabela 1).
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Figura 2. Abertura das anteras na cultivar ‘Red Bull'. A: Anteras ainda fechadas. B:
Posicdo do pistilo em relacéo as anteras. C: Antera totalmente aberta com 24 horas apés
antese.
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Tabela 1- Caracteristicas morfoldgicas de cultivares de amarilis (Hippeastrum sp.)
guanto ao florescimento.

. NUmero de
, Comprimento. botdes florais/ Diametro da flor Cor
Cultivar Da inflorescéncia inflorescéncia
(cm) Polar Equatorial
Bolero 33.3 4 12.9 11.7 Rosa claro
Red Bull 12.5 4 9.8 8.7 Vermelho
escuro
Intokazie 38.7 4 11.1 11.1 Branco
Olaf 36.5 4 12.7 10.1 Vermelho
Pink Panther 39.9 5 11.4 10.7 Rosa
CV (%) 11.2 - 1.8 1.4
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4.2 Experimento de conservacao da viabilidade de graos de pdlen armazenados em
diferentes temperaturas

O meio de cultura utilizado para a germinagéo in vitro mostrou-se viavel para os
graos de pdlen de diferentes cultivares de Hippeastrum. Isso pode ser demonstrado
pela alta porcentagem de gréos de pdlen germinados nessas condigfes, sendo em
média, quantificada uma porcentagem de germinacéo de 50 a 70% dos graos de pdlen,
dependendo da cultivar utilizada, logo apos a coleta e cultivo in vitro nesse meio de
cultura (Figura 3). Em protocolo para otimizacdo da germinacéo de graos de pélen de
lirio oriental, Jin-Ping e Jin-Gang (2003) obtiveram o meio de cultura com 13% de
sacarose, acrescido de 143 mg de &cido borico e solidificado com 1% de Agar, sendo
gue o trabalho atual com cultivares de Hippeastrum utilizou o meio de cultura contendo
10% de sacarose, 200 mg L-1 de &cido bdrico, com o acréscimo de 800 mg L de
nitrato de calcio.

As avalia¢des periodicas demonstraram perda de viabilidade dos gréos de pdlen
ao longo do tempo de armazenamento, com reducao da porcentagem de germinacao in
vitro em todas as cultivares avaliadas. A maior e mais rapida perda da viabilidade
ocorreu na temperatura de 25°C.

A cultivar ‘Red Bull’ apresentou perda total da viabilidade dos graos de pdlen de
forma acelerada, aos 75 dias de armazenamento, mesmo quando armazenada a baixas
temperaturas, enquanto a cultivar ‘Intokazie’ manteve viabilidade de 46-47% no mesmo
periodo de armazenamento, utilizando baixas temperaturas (8 ou -20°C) (Figura 1). As
cultivares ‘Pink Panther’, ‘Olaf’ e ‘Bolero’ apresentaram perda acentuada da viabilidade

no intervalo entre 75 e 125 dias de armazenamento a baixas temperaturas.
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Figura 3. Analise de regressao para o periodo de armazenamento e germinacéo in vitro de
grdos de polen de diferentes cultivares de amarilis submetidas a diferentes temperaturas

para preservacao da viabilidade.
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4.2.1 Efeitos da temperatura de armazenamento

As melhores temperaturas de armazenamento foram de 8°C (refrigerador) e -
20°C (freezer) para todas as cultivares de amarilis (Figura 3). A temperatura de 25°C
afetou consideravelmente a capacidade de armazenamento dos graos de polen de
Hippeastrum, sendo ineficiente para o armazenamento de diferentes cultivares de
Hippeastrum sp. testadas.

Resultados similares foram obtidos por YUNWEI et al. (2007) no qual a
utilizacdo de baixas temperaturas (-20 e -80°C) resultaram em conservacao da
viabilidade dos gréos de pdélen acima de 40% de lirios asiaticos cv. Prato e Polyana,
enquanto a temperatura de 25°C resultou em r4pida perda da viabilidade. Rhee et al.
(2005) também observaram que a temperatura de -20°C foi aquela que proporcionou
efetivamente a manutencédo da viabilidade polinica durante o armazenamento.

De acordo com Almeida et al. (2011) e Pio et al. (2007), altas temperaturas
levam a desidratacdo e aceleram o metabolismo do grdo de pdélen, bem como o
aumento da taxa de respiracdo e conversao dos acucares em acidos organicos, e 0
acumulo de produtos metabdlicos secundarios ocasionam a perda da viabilidade
polinica mais rapidamente (LINSKENS, STANLEY, 1974).

O efeito das baixas temperaturas na conservacéo da viabilidade polinica esta
ligado a reducdo do metabolismo celular, resultando em uma maior longevidade
(CUCHIARA et al., 2015; ALOISI et al., 2016).

4.2.2 Efeitos da interacdo entre a cultivar e a temperatura de armazenamento
Pode-se verificar que em todas as temperaturas de armazenamento, a
viabilidade polinica sofreu reducées com o tempo. No entanto, foram observadas
reducbes distintas conforme a cultivar avaliada (Tabela 2). Nos periodos de
armazenamento de 75 a 125 dias foi possivel observar interacdo para os fatores

cultivar x temperatura de armazenamento dos graos de polen (Figura 3).
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Tabela 2. Germinacgéo in vitro de gréos de podlen (viabilidade) de diferentes cultivares
de Hippeastrum sp., aos 0, 75 e 125 dias, em diferentes temperaturas de
armazenamento.

Hippeastrum 0Odia 75 dias 125 dias
Cultivar 25°C 8°C -20°C  25°C 8°C -20°C
Bolero 69,9a 0aB 32,7bA 383bA 0aB 299bA  33,9bA
Red Bull 62,1b 0aA 4,6 dA 00cA 0aA 0,0dA 0,0 cA
Intokazie 55,0d 0aB 46,4aA 47,0aA O0aB 49,0aA 44,2aA
Olaf 515e O0aC 283cB  399bA 0aC 222cB 36,0 bA
Pink Panther 56,1c 0aB 45,4 abA  454bA 0aB 43,1aA 39,4 abA
F cultivar 118,25 133,01
F temperatura ns 451,57 452,49
F interacdo ns 31,27 47,52
CV (%) 7,79 18,24 18,23

Médias seguidas por letras iguais ente colunas e linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras
mindsculas referem-se a comparagdes entre genétipos e letras mailsculas referem-se a comparagdes entre
temperatura.

A cultivar ‘Bolero’ foi aquela com maior porcentagem de grdos de podlen
viaveis (69.9%), seguido pela cultivar ‘Red Bull’ (62.1%), ‘Pink Panther (56.1%),
‘Intokazie’ (55%) e ‘Olaf’ (51.5%). No entanto ndo foi possivel observar uma
correlacdo entre a viabilidade inicial e a capacidade de armazenamento dos gréos
de pdélen. Como exemplo, pode-se citar a cultivar ‘Bolero’ a qual sofreu redugao para
46.8% e 54,8% da sua capacidade germinativa inicial aos 75 dias de
armazenamento nas temperaturas de 8 e -20°C.

Ja a cultivar ‘Olaf’, que apresentou a menor viabilidade inicial, mostrou
reducdo para 55 e 77.5% da sua capacidade germinativa inicial aos 75 dias de
armazenamento nas temperaturas de 8 e -20°C, ou seja, perdas menores que
aguelas com capacidade germinativa inicial mais alta. Da mesma forma, a cultivar
‘Red Bull' que apresentou a segunda maior porcentagem de germinagao inicial teve
sua viabilidade comprometida em todas as temperaturas, perdendo a viabilidade por
completo nos primeiros 75 dias de armazenamento (Tabela 2, Figura 3).

As cultivares com maior longevidade dos grdos de pélen e menor recalcitrancia
para o armazenamento foram ‘Bolero’, ‘Pink Panther e ‘Intokazie’, sendo as duas
primeiras com flores de colorag&o rosa e a ultima com flores brancas. Similar a cultivar
‘Red Bull’, a cultivar ‘Olaf, ambas com flores vermelhas, foram aquelas com menor

longevidade e mais recalcitrantes para o armazenamento (Tabela 2, Figura 3).
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No atual trabalho observou-se que algumas cultivares de amarilis apresentam
capacidade de conservacdo de pélen limitada, como é o caso da cv.‘Red Bull'. Em
um unico trabalho sobre conservacéo de graos de polen de Hippeastrum Jirakiattikul
(1999) avaliou trés acessos de Hippeastrum sp. e verificou uma alta viabilidade
polinica in vitro em dois acessos, durante 104 semanas quando foram armazenadas
nas temperaturas de -18 e -80°C com porcentagem de viabilidade acima de 50%,
porém em um dos acessos ocorreu a diminui¢cao drastica da viabilidade logo apds 64
semanas na temperatura de 2°C, e as 104 semanas havia perdido total capacidade
germinacao.

Em tomateiro (Lycopersicum esculentum), o armazenamento de grdos de
polen por longos periodos resultou em perda da capacidade desses polens para
sintetizar proteinas, enzimas biossintéticas de poliaminas e teores de poliaminas em
graos de polen, resultando em baixas taxas de germinacdo. As adi¢cbes de 1mM de
poliaminas putreschine, espermina ou espermidina restauraram a capacidade de
germinacao e capacidade de fertilizacdo (SONG; TACHIBANA, 2007). No entanto,
nao encontramos nenhum artigo relacionado, as diferencas de longevidade para
armazenamento de poélen em baixas temperaturas e que podem ser uma
consequéncia da variedade dos grdos de pdlen para produzir naturalmente estas
poliaminas, apds o armazenamento a baixa temperatura.

O armazenamento a baixas temperaturas de graos de pélen é uma estratégia
importante e que auxilia melhoristas a desenvolverem novas cultivares por meio da
hibridacdo, em especial naquelas espécies na qual a durabilidade das flores é
reduzida e a sincronizacdo do florescimento é dificil (GIOVANNINi et al., 2017,
ZAMBON et al., 2018).

Esse é 0 caso das cultivares de amarilis avaliadas, no qual a durabilidade das
flores € relativamente curta, ao redor de 5-10 dias da antese ao inicio da
senescéncia das flores, bem como o inicio do desenvolvimento da haste floral é
afetado por diferentes fatores de cultivo, como a presenca de doencas no bulbo, o
tamanho do bulbo e as condi¢cdes e tempo de armazenamento. Esses fatores
dificultam a sincronizacdo exata da floracédo visando a realizacdo dos cruzamentos
controlados.

Nessa direcao, avaliar a capacidade de armazenamento de gréos de poélen a
baixas temperaturas € uma solucdo viavel e barata para aplicagdo no melhoramento

genético desse grupo ornamental, visando a utilizacdo de cruzamentos controlados
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no qual a sincronizagdo da floracdo € bastante dificil. A manutencdo de boa
capacidade germinativa por 125 dias das cultivares ‘Intokazie’ e ‘Pink Panther’ (43-
49% germinacao) e ‘Olaf’ e ‘Bolero’ (34-39%) sdo um periodo suficiente para permitir
a realizacdo de cruzamentos com espécies ou mesmo entre outras cultivares,
considerando o uso de bulbos pré-induzidos a floracdo, o principal método
comercialmente utilizado para indugdo de flores visando a comercializacdo e a
realizacdo de cruzamentos controlados.

Dessas, a cultivar ‘Red Bull’ requer estudos sobre a acelerada e intensa perda
da viabilidade polinica durante o armazenamento, bem como devem ser priorizados
estudos para entender a maior perda de viabilidade em cultivares de flores

vermelhas, como observado em nosso estudo.

5. Conclusdes

- As diferentes cultivares demonstram diferencas no florescimento, especialmente
em relacdo a coloracdo e tamanho das flores e inflorescéncias,

- A conservacao dos graos de pélen de amarilis em baixas temperaturas prolongou a
vida til dos gréos de pélen,

- O armazenamento a baixas temperaturas pode ser utilizado como ferramenta em

programas de melhoramento genético dessa importante espécie ornamental.
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CAPITULO 2. Embriogénese gamética em cultivares de Hippeastrum sp.

1. Resumo

O amarilis (Hippeastrum sp.) € uma espécie de importancia econdmica na
floricultura, do qual a maior parte do desenvolvimento de novas cultivares é obtido
por cruzamentos controlados utilizando técnicas convencionais. No entanto, a
floricultura atual requer a utilizacéo de ferramentas biotecnolégicas no melhoramento
genético de plantas, visando atender as demandas tecnolOgicas atuais. Essas
ferramentas sdo importantes tanto em conjunto ao melhoramento convencional,
como na geracdo direta de novas cultivares. Entre essas técnicas esta a
embriogénese gamética a qual é utilizada como uma ferramenta para muitas
espécies visando a obtencdo de homozigotas. O objetivo desse estudo foi
desenvolver protocolos de cultivo in vitro para a obtencdo de embrides de origem
gameética visando avaliar sua aplicacdo no melhoramento genético de amarilis. A
cultura de anteras foi testada em cinco cultivares de amarilis (‘Apple Blossom’, ‘Bull’,
‘Olaf’, ‘Super Star’ e ‘Tosca’) e para a cultura de ovarios quatro cultivares (‘Intokazie’,
‘Olaf’, ‘Orange Souvereign’ e ‘Super Star’). Visando a ginogénese in situ foram

utilizadas diferentes doses de irradiacéo aplicadas em anteras (0, 40, 80, 120, 160 e
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200 Grays) em cinco cultivares (‘Intokazie’, ‘Apple Blossom’, ‘Pink Panther’, ‘Orange
Souvereign’ e ‘Red Knight’). Para a cultura de anteras e de ovérios, verificou-se
100% do material sem resposta a formagao de calos ou embrides. Na ginogénese in
situ foram testadas diferentes doses de irradiagéo (0, 40, 80, 120, 160 e 200 Grays)
visando a inducao de homozigose. As plantulas obtidas foram avaliadas por meio da
citometria de fluxo. Verificou-se que a doses de irradiacéo a 40 e 80 Grays foram as

que apresentaram inducao de homozigose.

Palavras-chave: cultura de anteras, cultura de ovarios, pélen irradiado

2. Introducéo

A busca pelo desenvolvimento de cultivares novas e atraentes € necessaria
para um maior crescimento do mercado de flores e plantas ornamentais
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2017). Os programas de melhoramento genético de plantas
ornamentais buscam aprimorar cada vez mais as caracteristicas como a cor e
tamanho da flor, rapido florescimento, durabilidade da flor, facilidade de cultivo e
propagacao, além da resisténcia a doencas e pragas (CARDOSO, 2010).

Contudo, apesar dos avancos do melhoramento classico para o
desenvolvimento de novas cultivares que atendam estas demandas, estes
apresentam limitacdes e desvantagens como 0 tempo necessario para se obter um
novo material vegetal (DA SILVA et al., 2011). Em um programa de melhoramento
convencional, linhas puras sao desenvolvidas apds varias geracbes de
autofecundacéo e ainda podem nédo ser 100% homozigotas. Logo, os avangos na
biotecnologia representam uma ferramenta valiosa para aumentar a eficiéncia e
encurtar esse tempo necessarios para desenvolver novos materiais (GERMANA,
2011).

O desenvolvimento e a adaptacdo de novos métodos de melhoramento
genético, apoiados nos avancos da biotecnologia representam uma ferramenta
valiosa para aumentar a eficiéncia e encurtar o tempo necessario para atingir os
objetivos de um programa de melhoramento (GERMANA, 2011).

Dentre esses métodos, a cultura de tecidos e, particularmente, a tecnologia

de haploides e duplo-haploides, através da embriogénese gameética, representam
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um meétodo biotecnoldgico particularmente atraente para acelerar o melhoramento
de plantas (ABDIN, 2017).

Esta técnica tem sido bastante estudada e permite obter plantas haploides
e/ou duplo-haploides em um unico ciclo de cultivo, sendo essa uma vantagem
gquando comparada ao melhoramento convencional, que pode levar cerca de 10
anos para a obtencdo de linhagens homozigéticas (ARCHIPIANO et al.,, 2015;
ETIENNE et al., 2016).

A embriogénese gameética consiste na capacidade dos gametdfitos, sejam
eles masculinos (androgénese) ou femininos (ginogénese), mudarem sua via
gametofitica para uma via de desenvolvimento esporofitica, resultando em plantas
haploides (MORRISON, EVANS, 1988; SEGUI-SIMARRO; NUEZ, 2008). A
androgénese é o processo pelo qual a regeneracdo de uma planta haploide ocorre
através da cultura de anteras ou micrésporos, enquanto a ginogénese refere-se ao
uso de gametofitos femininos ndo fecundados, como ovérios ou 6vulos, para o
desenvolvimento haploide (KHAR et al., 2018).

Entretanto, diversos fatores podem afetar o sucesso dessas técnicas tais
como a utilizacdo de genoétipos mais responsivos (CARDOSO et al., 2014), o estado
fisiolégico das plantas e dos 6érgéos utilizados no inicio do cultivo, o0 meio de cultura,
as condicdes do cultivo in vitro (GILLES et al., 2017), a dose da irradiacéo escolhida,
a fase de desenvolvimento dos embrides no momento do desenvolvimento da
cultura, o meio de cultura (GERMANA, 2011).

O gendtipo tem sido o fator de maior influencia para a obtencdo da
embriogénese gamética, sendo que as diferentes respostas a embriogénese podem
ser observadas entre espécies similares, ou mesmo entre cultivares de uma mesma
espécie (KARASAWA et al, 2016) sendo algumas espécies fortemente
recalcitrantes a determinadas técnicas como a cultura de anteras (CARDOSO et al.,
2014).

Contudo algumas dificuldades sé@o encontradas, como a busca a técnica mais
adequada para determinada cultura (ARCHIPIANO et al., 2015). Podemos citar
como exemplo, a cultura de anteras a qual ndo teve sucesso em cebola, apesar de
varias tentativas descritas na literatura (KELLER; KORZUN, 1996; CAMPION, 1984;
KELLER, 1990). No entanto a obtencéo de haploides em cebola foi possivel através
da cultura de ovarios, a qual é bastante utilizada em diversos programas de
melhoramento (KHAR et al., 2019; IBRAHIM et al., 2016).
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A obtencéo de plantas haploides pode auxiliar na floricultura uma vez que o0s
hibridos F1 sdo obtidos a partir de cruzamentos entre duas linhagens puras
(POEHLMAN; SLEPER, 1995). Apesar desse interesse, poucos tem sido o0s
trabalhos com inducdo de linhagens homozigotas a partir de técnicas de
embriogénese gamética in vitro. As técnicas biotecnologicas como a embriogénese
gamética podem resultar em linhagens, mas também em outros tipos de materiais
genéticos de interesse para a floricultura.

Nesse contexto, encontra-se o géneroO Hippeastrum sp., que tem atraido
grande atencdo do mercado de plantas ornamentais devido a sua variacdo no
tamanho e coloragéo das flores, e sdo reconhecidas centenas de cultivares (JAMIL
et al., 2016) obtidas em quase sua totalidade pelo uso do melhoramento
convencional com uso de cruzamentos e selecdo de progénies de interesse. Dessa
forma, em espécies com pouca tradicao e registros sobre a embriogénese gamética
e somatica, como € o caso do género Hippeastrum, torna-se necessario testes
visando o desenvolvimento de protocolos baseados em diferentes gendtipos, na
busca de gendétipos mais responsivos a embriogénese in vitro, bem como do uso de
diferentes técnicas visando a obtencdo de sucesso na inducdo e regeneracdo de
plantas de origem gamética.

O objetivo do trabalho foi testar diferentes técnicas, visando o
desenvolvimento deum protocolo de cultivo in vitro, para a obtencdo de plantas
haploides/ duplo haploides visando a sua aplicacdo no melhoramento genético de

amarilis, através das técnicas de embriogénese gamética.

3. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de
Tecidos, do Departamento de Biotecnologia e Produgéo Vegetal e Animal do Centro
de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Sdo Carlos, campus Araras, SP.
Bulbos previamente induzidos a floracao e provenientes de diferentes cultivares de
amarilis foram fornecidos pela empresa Terra Viva (Holambra, SP). Os mesmos
foram plantados em potes plasticos nimero 15 (1,4 L capacidade) contendo
substrato a base de turfa (Pindstrup, Danmark) e areia lavada 2:1 (v/v).

O cultivo foi realizado em casa de vegetacdo coberta na face superior com
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plastico agricola difusor de 150 micras e nas laterais com tela anti- afideo branca, e
irrigados por microaspersao, com quantidade de 4gua aplicada de aproximadamente
5 mm/dia. Foi realizada uma Unica adubacdo no momento do plantio com o

fertilizante comercial PlantProd® 20-20-20 na quantidade de 1,0 g L.

3.1 Cultura de anteras

As cultivares utilizadas de amarilis utilizadas para a cultura de anteras foram:
‘Apple Blossom’, ‘Bull’, ‘Olaf’, ‘Super Star’ e ‘Tosca’. Suas flores consistem em seis
tépalas, trés sépalas e trés pétalas, com tamanho, formato e coloracéo similares,
ovarios inferos e apresentam seis estames contendo cada um uma antera, sendo
todas viaveis e com producao de graos de pélen. As cultivares diferem na coloracéo,
sendo a ‘Apple Blossom’ predominantemente branca com nuances rosa claro, as
demais variam em tons de vermelho: a ‘Bull’ apresenta um tom de vermelho mais
escuro, enquanto a ‘Olaf’, ‘Tosca’ e ‘Super Star’ sdo vermelhos carmesin.

Foram realizados pré-testes visando a determinacdo do estadio
uninucleado dos micrésporos, sendo esse aquele com maiores respostas a
embriogénese gamética em diferentes espécies vegetais (SAENSEE et al., 2018;
AHMADI, et al., 2018; ATA, et al., 2019) (Figura 1). Para tanto foram feitas
observagdes em cinco anteras da cultivar ‘Olaf’ oriundas de botdes florais com
tamanhos diferentes, levemente maceradas sobre laminas de vidro acrescido de
aproximadamente 50 pL de carmim acético e cobertas com laminulas de vidro,

seguida das observag¢des em microscopio éptico.

‘i’ i
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Figura 1. Microsporos no estadio uninucleado de Hippeastrum sp. cultivar ‘Olaf’.
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As anteras foram coletadas de botdes florais entre 3 a 6 cm de comprimento,

entre os meses de maio a agosto, e levados ao laboratério, onde a assepsia foi
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realizada pela imerséo dos botdes florais em alcool 70% por 30 segundos, seguido
por imersdo em solugdo de hipoclorito de sodio (NaClO) comercial (2% de cloro
ativo) contendo cinco gotas de detergente neutro, e mantidas por 10 minutos. Em
seguida, os botdes florais foram lavados em agua destilada autoclavada por dois
minutos, por trés vezes consecutivas.

Apés a assepsia dos botdes florais, as pétalas foram removidas com auxilio
de uma pinca e bisturi. As anteras foram expostas e seccionadas em trés partes
visando colocar em contato os micrésporos (células haploides) com o meio de
cultura, e em seguida inoculadas em placas de Petri descartaveis contendo
diferentes meios de cultura, utilizados como tratamentos:

T1: Meio de cultura B5 (GAMBORG et al., 1968) suplementado com 80 g L™
de sacarose, 0,5 mg L* de Acido 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D) e 1,0 mg L de
cinetina (KIN) (FAN et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

T2: Meio de cultura contendo sais de N6 (CHU et al., 1978) e vitaminas de NN
(NITSCH; NITSCH, 1969), acrescido de 36 g L de lactose. Suplementado com os
seguintes reguladores vegetais: 0,5 mg L de 2,4-D; 0,5 mg L* de cinetina; 0,5mgL™*
de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,1 mg L! de thidiazuron (TDZ) e 0,5 mg L de &acido
giberélico (GAs) (adaptado de CARDOSO, 2012).

O pH foi ajustado para 5,8 e os meios solidificados com 6,4 g L agar e
autoclavado a 120°C, 1 kgf/cm2, por 20 minutos. ApOs a inoculacdo das anteras
seccionadas, as placas de Petri foram mantidas em sala de crescimento em
condi¢cdes de escuro por 30 dias e apds foram transferidas para a iluminacao
artificial composta por lampadas fluorescentes brancas, com um fotoperiodo de 16
horas e temperatura controlada de 25 + 2 °C por mais noventa dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e cada tratamento
foi composto por seis repeticdes (placas de Petri) contendo cada uma, 4 anteras
seccionadas, totalizando 12 explantes inoculados por placa. O experimento foi
conduzido em esquema fatorial 5 x 2 (cultivares x meios de cultura), sendo repetido
trés vezes. Foram observadas a porcentagem de anteras intumescidas e com

escurecimento dos tecidos, e com producéo de calos.

3.2 Cultura de ovarios

Os botdes florais das cultivares ‘Intokazie’, ‘Olaf’, ‘Orange Souvereign’ e
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'Super Star’ foram coletados em diferentes estadios: da pré-antese até 12 horas
apos a antese, momento ao qual as anteras ainda ndo estavam abertas, evitando
contaminacao do estigma com graos de pélen ndo desejados.

Os botdes florais foram levados ao laboratério, onde os ovarios foram
isolados do restante da flor e submetidos a assepsia com lavagem em agua corrente
e detergente, e posteriormente em imersdo em alcool 70% por trés minutos, seguido
pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) comercial (2% de cloro
ativo) por 20 minutos e lavado por trés vezes em agua destilada autoclavada.

ApGs a assepsia, 0s ovarios contendo os Ovulos foram seccionados
transversalmente, originando seis pequenos segmentos que serviram de explantes
para inoculagcdo no meio de cultura. As segmentacdes dos ovarios tiveram como
finalidade a exposicdo dos Ovulos para melhor contato com o meio de cultura,
visando a inducdo da divisao celular dos 6vulos, sem a ocorréncia da poliniza¢éo ou
qualquer outro tipo de estimulo reprodutivo. Os ovarios seccionados foram
inoculados em frascos de vidro de 250 mL contendo 30 mL de cada meio de cultura.

Os tratamentos foram compostos por dois meios de cultura, sendo eles: T1:
Meio de cultura com sais de B5 (GAMBORG et al.,, 1968) e T2: Meio de cultura
contendo sais de N6 (CHU et al., 1978) e vitaminas de NN (NITSCH; NITSCH,
1969). Ambos os meios foram acrescidos de 36 g L de lactose e suplementados
com 0s seguintes reguladores vegetais: 0,5 mg L de 2,4-D; 0,5 mg L de cinetina;
0,5mg L' de BAP, 0,1 mg L' de TDZ e 0,5 mg L de GAs (adaptado de CARDOSO,
2012). O pH foi ajustado para 5,8 e os meios solidificados com 6,4 g L agar e
autoclavado a 120°C, 1 kgf/cm?, por 20 minutos.

Apés a inoculagdo dos ovarios, os frascos foram mantidos em sala de
crescimento em condi¢bes de escuro por 30 dias e apos, foram passados para a
iluminacao artificial composta por lampadas fluorescentes brancas com fotoperiodo
de 16 horas e temperatura controlada em 25 = 2° C, por aproximadamente mais
quatro meses.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e cada
tratamento foi composto por seis repeticdes (frascos), contendo cada um seis
segmentos de ovarios, em esquema fatorial 4 x 2 (gendtipos x meios de cultura),
sendo este experimento repetido em trés oportunidades. Foi avaliado o numero de

ovarios intumescidos e com escurecimento dos tecidos.
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3.3 Ginogénese in situ utilizando poélens tratados com diferentes doses de irradiacao

Os botdes florais recém-abertos das cultivares: ‘Intokazie’, ‘Apple Blossom’,
‘Pink Panther’, ‘Orange Souvereign’, ‘Red Knight’ foram coletados e as anteras
contendo os gréos de polen foram retiradas e secas a temperatura ambiente por 24
horas em papel filtro. Posteriormente foram mantidas em tubos Eppendorf e
divididas em cinco porcbes, as quais foram submetidas a diferentes doses de
irradiagao: 0 (controle), 40, 80, 120, 160 e 200 Grays. Foi utilizado o irradiador
Gamma-Cell® (Cobalto 60), CENA — USP, localizado em Piracicaba, SP.

Os graos de polen tratados com as diferentes doses de irradiacdo e o controle
(pdlen nédo irradiado) foram utilizados para a polinizacdo das flores, que foram
emasculadas em fase pré-antese, para evitar possiveis contaminacées com graos
de podlen indesejados.

Para verificar o efeito da radiacdo nos grdos de polens foram realizados
testes de germinacéo in vitro em meio de cultura contendo 800 mg L de nitrato de
calcio, 200 mg L de acido boérico, 10 % de sacarose e 3 g L de gelrite (PIO et al.,
2007). Esse meio foi previamente utilizado em diferentes cultivares de amarilis,
provando sua eficiéncia para germinacao dos graos de poélen desse género (Capitulo
1).

Trinta dias apés a polinizacao, os frutos obtidos foram colhidos, as sementes
retiradas e separadas por dose de irradiacdo e cruzamentos realizados. As
sementes foram colocadas para germinar em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) com metade da concentragdo dos macronutrientes (MSY2)
contendo 0,1 g L de inositol, 1 g L** de peptona e 6,4 g L! de agar. O pH foi
ajustado para 5,7 * 0,05 e autoclavado a 120 kgf/cm? por 20 minutos. Foram
utilizados tubos de ensaio de vidro contendo 12 mL de meio.

As sementes foram mantidas no escuro por 30 dias e, posteriormente,
transportadas para iluminacdo artificial de com lampadas fluorescentes em
fotoperiodo de 16 horas com temperatura controlada de 25 £ 2 °C por mais 60 dias.

Cada dose de irradiacdo foi considerada um tratamento, sendo avaliada a
porcentagem de frutos pegos e o nimero de sementes obtidas. Este experimento foi
conduzido em esquema fatorial 6 x 5 (doses de irradiacdo x cultivares), com quatro

repeticbes cada (numero de flores polinizadas). Posteriormente, para avaliar a
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porcentagem de germinacao, foram realizadas 10 repeticbes (tubos) com uma
semente cada, e contabilizados o nimero de plantulas obtidas.

3.3.1 Anélises de citometria

A origem da ploidia das plantas regeneradas foi estimada através da
avaliacdo das plantas por citometria de fluxo utilizando o equipamento BD Accuri™
C5. Cada amostra foi composta por suspensdes nucleares isoladas de folhas
frescas oriundas de plantas in vitro a partir de segmentos de folha com tamanho
aproximado de 0,25 cm 2,

Os ndcleos das células foram expostos com o auxilio do tampé&o de extracao
Sysmex CyStain® Pl absolute P e maceradas com lamina de bisturi, filtradas através
de filtros de 40 um e coradas com solucéo de iodeto de propidio (BD Pharmigen™),
de acordo com as recomendacgOes do fabricante. Os histogramas obtidos foram
analisados pelo Software BD Accuri C6 e a ploidia de cada amostra foi comparada

com amostras das folhas da planta matriz.

3.3.2 Analises moleculares

Visando a determinacao da origem das plantas regeneradas, foram extraidos
o DNA da planta matriz e das plantulas DNA. Para tanto, foram coletados segmentos
de folhas frescas pesando aproximadamente 50 mg e a extragcao foi baseada no uso
do tampao de extracdo CTAB (brometo de cetiltrimetilamoénio). Posteriormente a
quatificacdo do DNA foi verificada por Nanodrop®.

Foram testados diferentes primers de microssatélites, descritos por Wang et
al. (2018). As reacoes de amplificacdo foram preparadas para o volume de 15 pL,
contendo 3,0 uL de DNA, 0,3 pL de Tag DNA polimerase, 0,3 pL de primer forward e
primer reverse, 1,2 yuL de dNTP, 1,5 pL de buffer e 8,4 yuL de agua Mili-Q
autoclavada. A reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) foi realizada em
termociclador Eppendorf e a o programa utilizado foi especifico para os primers
descritos por Wang et al. (2018). Foi realizada a eletroforese em gel de agarose a

3%, corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta.



50

3.3.3 Analises estatisticas

Os dados expressos em porcentagem foram transformados pela equacgéo
arcseno da raiz quadrada de X/100, previamente a realizacdo da analise de
variancia e do teste de comparacdo de médias de Tukey, a 5% de probabilidade.
Para as analises estatisticas foi utilizado o software AgroEstat (BARBOSA; JUNIOR,
2009). Para a contabilizacdo da porcentagem de frutos pegos, nimero de sementes
obtidas e germinacédo das sementes, avaliados em funcédo das doses de irradiacéo,

foi utilizada andlise de regressdo com representacao grafica.

4. Resultados e Discusséao

4.1 Cultura de anteras

A partir dos pré-testes realizados, determinou-se que o estadio uninucleado
do micrésporo ocorre quando os botdes florais se encontram com tamanhos entre
3-6 cm de comprimento. Na literatura, a relagdo do tamanho dos botdes florais e 0
estadio uninucleado do micrésporo é descrito como um fator de grande importancia
para o sucesso da a técnica de inducdo de embriogénese gamética. Em plantas de
lirio, Arzate-Fernandez et al. (1997) verificaram que o0 estadio uninucleado dos
micrésporos ocorreu entre 2,5 e 5,5 cm.

Para os dois meios de cultura, B5 (GAMBORG et al., 968) e o contendo sais
de N6 (CHU, 1978) e vitaminas de NN (NITSCH; NITSCH, 1969) observou-se 100%
das anteras escurecidas e ressecadas e, posteriormente, gerou um escurecimento
do meio de cultura e morte do material vegetal (Figura 2). Para Pan e Staden (1998),
esse escurecimento do explante em estagios iniciais e eventual morte, € frequente e
pode ser decorrente a produgcédo excessiva de polifendis. Embora muitas espécies
respondam a técnica, de forma positiva, alta taxa de oxidacdo € um problema
frequente e pode estar ligada diretamente ao efeito de gendétipos mais responsivos
(FOSTER et al., 2007).
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Figura 2. Segmento de anteras de Hippeastrum oxidado apds 30 dias no escuro.

No presente trabalho foram avaliados cinco cultivares de amarilis, no entanto
nenhum apresentou formacéo de calos. QU et al. (1988) também utilizaram a técnica
de cultura de anteras em Lillium longiflorum, testando 108 cultivares em meio de
cultura N6 (CHU, 1978), e desses apenas 28 apresentaram a formacdo de calo.
Diversos fatores podem interferir diretamente na resposta embriogénica, tais como
condicbes de crescimento da planta doadora, meio de cultura e o gendétipo
(KURTAR, 2017).

Dentre esses fatores, 0 genétipo é considerado um dos mais importantes.
Neste sentido, diferentes cultivares dentro de uma mesma espécie podem requerer

condi¢Bes especificas para o desenvolvimento (GERMANA, 2010).
4.2 Cultura de ovarios

Para todos os tratamentos utilizados verificou-se intumescimento do ovario
apo6s 30 dias no escuro e quando transferidos para a luz por mais 30 dias,
apresentou 100% de explantes oxidados (Figura 3). Essa oxidacdo dos explantes
apresentada posteriormente a transferéncia para a luz, pode ser devido a atividade
de enzimas no que diz respeito a biossintese de fendis, a qual € aumentada na
presenca de luz (ALAN et al., 2016). O intumescimento dos ovarios observado no
presente trabalho foi descrito em outras culturas bulbosas, como por exemplo, a
cebola, onde resposta semelhante foi verificada em diferentes cultivares estudados
por Longo (2009). Esse intumescimento € decorrente da proliferacdo celular dos
tecidos somaticos em volta do gametéfito feminino, mas ndo ha resposta do saco

embrionario.
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Figura 3. Inoculacéo dos ovérios de Hippeastrum sp. cultivar ‘Olaf. A: No momento da
inocucdo. B: Intumescimento dos ovarios apés 30 dias no escuro. C. Oxidacdo dos ovarios
apos 30 dias na luz.

Apesar de ser uma técnica eficiente para outras culturas como em crisantemo
(MILER; MUSZCZYK, 2013), hibisco (IBRAHIM, 2015), para Chen et al. (2011) s&o
diversos os fatores podem afetar a regeneracdo bem-sucedida haploides e duplo-
haploides por cultura de ovarios, como o gendétipo, o estagio de desenvolvimento do
gametofito feminino e o meio de cultura.

O genotipo € o principal deles. Em estudos realizados por Fayos et al. (2015)
demonstraram diferentes respostas em trés cultivares de cebola espanhola com
taxas de regeneracdo variando entre 0,25% a 2,09% quando submetidas as
mesmas condi¢cbes de cultivo, demonstrando o efeito do gendtipo em resposta a
cultura de ovérios. No trabalho atual, ndo foram verificadas diferencas entre os
genotipos quanto ao intumescimento ou a inducdo de calos; todos apresentaram
100 % de oxidacgdo.

4.3 Ginogénese in situ utilizando graos de pdlen tratados com diferentes doses de

irradiacéo

Foram realizados trés experimentos ao longo de um ano nos meses de
janeiro, maio e junho com diferentes cruzamentos entre as cultivares: ‘Intokazie’,
‘Pink Panther’, ‘Orange Souvereign’ e ‘Olaf’, variando estas entre os experimentos.
ApoOs os graos de poélen receberem as doses de irradiacdo, a germinacao in vitro foi
avaliada para cada tratamente utilizado. Em todos os experimentos realizados, apos
os graos de pdlen receberem as doses de irradiacdo, foram testadas a sua
germinacao in vitro. Na verificacdo da germinacao in vitro, foi possivel observar que

todos os tratramentos utilizados apresentaram acima de 60% (Tabela 1).
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Tabelal. Germinacéo in vitro dos grdos de polen de cultivares de Hippeastrum em
funcdo das doses de irradiacdo em diferentes periodos do ano.

Tratamento

(Grays) 0 40 80 120 160 200
(Pianagiir:?h ey 864 73,2 75,6 74,4 65,6 64.8
(PinkMPa;gth ey 787 . 88,7 58,5 67,5 85

(In‘]tchJEQ;ie) 55 64 55 86,5 82 86

Diversos sdo os fatores que podem influenciar na viabilidade do grédo de
pélen, sdo sendo dependente apenas do fator gendétipo. Fatores ambientais, teores
de umidade e as condic¢des internas do gréo de pdélen podem reduzir sua viabliade.
A exposicao dos graos de pdlen a diferentes doses de irradiacdo pode influenciar na
reducdo dos teores de agua, o que reduz a capacidade desses pélens de converter
as reservas de carboidratos e, por consequéncia, uma reducédo na sua viabilidade
polinica (KUNDU et al., 2016).

Em janeiro foram realizadas polinizagdes nas cultivares ‘Intokazie’ e ‘Orange
Souvereign’, as quais serviram de planta mae, utilizando pdlen irradiado da cultivar
‘Pink Panther’ (pai) nas doses de 0, 40, 80, 120, 160 e 200 Grays.

Verificou-se que na polinizacdo entre ‘Orange Souvereign’ e ‘Pink Panther’,
independente da dose utilizada nos tratamentos, todos os frutos foram abortados
(Figura 4). Nessa polinizacdo ndo houve o efeito da irradiacdo, e sim uma possivel
incompatibilidade genética entre as cultivares avaliadas, isto porque mesmo nho
tratamento com o pélen sem irradiacdo, as plantas foram abortadas.

Diferentemente, na polinizacdo entre ‘Intokazie’ e ‘Pink Panther, no
tratamento controle (sem irradiagcdo) houve 50% de pegamento dos frutos, com dois
frutos obtidos, e no tratamento na dose de 80 Grays, apresentou 25% de pegamento
dos frutos e 1 fruto obtido. A reducéo da porcentagem de pegamento dos frutos na
polinizacdo ‘Intokazie’ e ‘Pink Panther quando comparado o tratamento controle
com as demais doses de irradiacdo aplicadas, indica que o efeito da irradiagao
induziu um aborto dos embrides nas doses de 40, 120, 160 e 200 Grays.

As sementes dos frutos obtidos foram contabilizadas, totalizando 156
sementes do fruto oriundo do tratamento controle e 114 do tratamento na dose de 80
Grays e verificou-se que a porcentagem de germinacdo das sementes foi de 50%
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para ambos os tratamentos, ou seja, foram obtidas cinco plantulas por tratamento.

Nos experimentos realizados em maio, foram utilizadas as cultivares
‘Intokazie’, ‘Olaf’ e ‘Pink Panther’ (m&e) e a cultivar ‘Pink Panther’ (pai). As doses de
irradiacaoutilizadas foram: 0 (controle), 80, 120,160 e 200 Grays.

Para a porcentagem de frutos pegos, utilizando como progenitor materno
‘Intokazie’ apresentou 25% no tratamento controle, e 50% e 25% nas doses de
irradiacdo 80 e 120 Grays, respectivamente. Utilizando o progenitor materno ‘Olaf’, a
porcentagem de pegamento de frutos foi de 75% no tratamento controle e 25% na
dose de 80 Grays. Ja no caso da autofecundacao cruzamento de ‘Pink Panther’, a
porcentagem de frutos pegos foi de 75% no tratamento controle e 50% na dose de
80 Grays (Figura 7).
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Figura 4. Porcentagem de pegamento de frutos nas cultivares ‘Intokazie’, ‘Olaf’ e
‘Pink Panther’ em funcédo das doses de irradiacao.

Verificou-se o efeito das doses de irradiacdo no nimero de sementes obtidas,
sendo que na polinizacdo com ‘Olaf apresentou 149 sementes no tratamento controle,
enquanto na dose de 80 Grays, foram obtidas apenas 57 sementes. Ja na polinizacao
com ‘Intokazie’ e ‘Pink Panther’, no tratamento controle obteve-se 170 e 121 sementes, e

160 e 106 sementes na dose de 80 Grays, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Nomero de sementes obtidas em diferentes cultivares de Hippeastrum sp.
em funcéo das doses de irradiagao.

Na germinacdo das sementes, a polinizacdo com a cultivar ‘Intokazie’ apresentou
30% de germinacao no tratamento controle e 40% nto na dose de 80 Grays. Enquanto a
polinizagdo com as cultivares ‘Olaf’ e ‘Pink Panther’, no tratamento controle apenas 10%
das sementes germinaram, ao passo que na dose de 80 Grays, apenas a cultivar ‘Pink

Panther’ apresentou 30% de germinacéo (Tabela 2).

Tabela 2. Germinacdo de sementes, em porcentagem, nas cultivares ‘Intokazie’,
‘Olaf’ e ‘Pink Panther’ de acordo com as doses de irradiacao.

Tratamento (Grays) 0 80
Intokazie 30 40
Olaf 10 0
Pink Panther 10 30

Nos experimentos realizados em junho, também foram utilizadas as cultivares
‘Intokazie’, ‘Olaf’ e ‘Pink Panther’ como plantas genitoras mée e a planta genitora pai
utilizada foi a cultivar ‘Intokazie’. As doses de irradiacdo utilizadas foram: O
(controle), 40, 80, 120, 160 e 200 Grays. Apoés receber as doses de irradiacdo, na
verificagdo da germinagéo in vitro, os tratamentos nas doses de 120 e 200 Grays
apresentaram as maiores porcentagens de germinacao (Tabela 1).

O pegamento de frutos obtidos foi de 100% na polinizacdo com a cultivar
‘Intokazie’ no tratamento controle e na dose de 80 Grays. Nas doses de 40, 120 e
160 Grays, verificou-se 50, 75 e 25% de pegamento dos frutos, respectivamente. Na
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dose de 200 Grays nenhum fruto foi obtido. Ja a cultivar ‘Olaf’ apresentou 75% de
pegamento de frutos nos tratamentos controle e na dose de 120 Grays. Nas doses
de 40 e 80 Grays houve 50% de pegamento. Verificou-se o efeito da irradiacdo na
dose de 200 Grays para esta cultivar também, pois nao foi obtido nenhum fruto. Na
polinizagdo com a cultivar ‘Pink Panther’, foi obtido 25% de pegamento dos frutos
dose de 80 Grays, enquanto todoas as demais polinizagdes foram abortadas (Tabela
3).

Tabela 3. Porcentagem de pegamento de frutos nas cultivares ‘Intokazie’, ‘Olaf’,
‘Pink Panther’ de acordo com as doses de irradiacao.

Tratamentos (Grays) 0 40 80 120 160 200

Intokazie 100 50 100 75 25 0
Olaf 75 50 50 75 25 0
Pink Panther 0 0 25 0 0 0

Os numeros de sementes variaram de acordo com os tratamentos, sendo que
a polinizacdo com a cultivar ‘Intokazie’ apresentou um incremento no numero de
sementes na dose de 80 Grays, com 261 sementes. O tratamento controle e a dose
de 40 Grays apresentaram um alto nUmero de sementes também, com 251 e 255
sementes, respectivamente. J& nas doses de 120 e 160 Grays verificou-se um
declinio, com 121 e 104 sementes (Tabela 4).

O cruzamento com a cultivar ‘Olaf’ apresentou 144 sementes no tratamento
controle; este foi o maior numero de sementes obtidas nesta cultivar. Nos
tratamentos 40, 80, 120 e 160 Grays verificou-se 43, 59, 52 e 41 sementes,
respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Numero de sementes obtidas em funcdo das doses de irradiagdo com as
cultivares ‘Intokazie, ‘Olaf’, ‘Pink Panther’ e em fungéo das doses de irradiacao.

Tratamento (Grays) O 40 80 120 160 200

Intokazie 251 255 261 121 104 O
Olaf 144 43 59 52 41 O
Pink Panther 0 0 32 0 0 0

Na germinacdo das sementes, verificou-se que para a cultivar ‘Intokazie’ a

dose 40 Grays apresentou as melhores porcentagens de germinagcdo com 60%,
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seguido de 50% na dose 160 Grays, 41 e 21% nos tratamentos a 80 Grays e
controle, respectivamente. Contudo, na dose de 120 Grays, nenhuma semente

germinou (Tabela 5).

Tabela 5. Germinacido das sementes das cultivares ‘Intokazie’, ‘Olaf’, ‘Pink Panther’
de acordo com cada tratamento.

Tratamento (Grays) 0 40 80 120 160 200

Intokazie 20 60 40 O 0 0
Olaf 70 60 80 30 40 O
Pink Panther 0 0 50 O 0 0

A polinizacdo com polen irradiado afetou tanto o pegamento dos frutos, o
namero de sementes e teores de sementes em todos em todas as cultivares
testadas; a extensdo das influéncias foi geralmente acentuada com o aumento da
dosagem de irradiagao.

Em nosso trabalho, observou-se que quanto maior a dose de irradiacao
utilizada, menor o nimero de frutos obtidos e, consequentemente, menor o nimero
de sementes; os menores numeros de sementes foram nas doses de 120 e 160
Grays. A irradiacdo provoca a diminuicdo do numero de sementes, principalmente
devido as sementes abortadas, pois correspondem as sementes vazias, ou seja,
sem o embrido (BLASCO et al., 2016). Em algumas culturas, como o caso da
abobora, ealizados com abdbora, doses acima de 200 Gy ndo apresentaram a
formacao de sementes (KURTAR, BALKAYA; 2010).

Essa diminuicdo no nimero de sementes e na sua germinacdo demonstram
uma sensibilidade do Hippeastrum quanto a radiacdo; essa sensibilidade também foi
verificada pelos autores Grouth et al. (2015) em plantas de iris, as quais se
mostraram sensiveis a doses mais altas de irradiacdo na dose de 400 Grays com
cerca de 27% de germinacdo quando comparadas ao tratamento de 100 Grays,
onde obtiveram 65% de germinacao.

Os resultados também mostraram no progenitor masculino, na capacidade de
induzir a partenogénese, sendo que a cultivar ‘Intokazie’ foi a mais eficiente e
compativel entre os cruzamentos realizados. De acordo com Todorova et al. (1997),

a influéncia do polen da cultivar doadora € um importante fator sobre a eficacia do
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método, sendo afetado pela interacdo com as doses de irradiacdo e o gendétipo da

planta pai.

4.3.1 Anélises de citometria

O nivel de ploidia das plantas foi estimado através de citometria de fluxo e
foram realizadas nas plantas oriundas das polinizagbes com as cultivares ‘Olaf’ e
‘Intokazie’. As analises de citometria de fluxo evidenciaram diferentes concentragfes
de DNA em fungé&o das doses de irradiagdo utilizada.

As principais variacdes na ploidia das plantas foram observadas nas plantulas
oriundas de pélens que receberam as doses de irradiacdo de 40 e 80 Grays. Nestes
tratamentos verificamos que trés plantulas no tratamento de 40 Grays e duas
plantulas no tratamento de 80 Grays apresentaram ploidia reduzida pela metade (1x)

guando comparadas com as plantas controles (2x) e ao parental materno (Figura 6).
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Figura 6. Representacao grafica de haploidia de Hippeastrum em funcéo da dose de

irradiacdo utilizada. (R = repeticd0). Médias seguidas pelas mesmas letras n&o diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Contudo, houve uma variagdo na inducdo entre as amostras dentro da
mesma dose, e essa discrepancia entre o tamanho dos genomas pode ser atribuida
a escalas evolutivas dessas espécies, principalmente as que apresentam os maiores
e menores valores de DNA. Entretanto, outras variacbes podem ndo estar
relacionadas apenas com a aparente complexidade dos genomas, mas sim com a
existéncia de sequéncias repetitivas de DNA (CECCARELLI et al., 1995).

A dose de irradiacdo no grdo de podlen que pode induzir a homozigose é
variavel entre as espécies, sendo que em trabalhos realizados com a planta lIris
pseudacorus determinaram que a melhor dose foi de 300 ou 400 Grays (GROUH et
al., 2015) ao passo que Sato et al. (2000) relataram que em cravo a melhor dose foi
de 200 Grays.

4.3.2 Analises moleculares

Foram extraidos o DNA das plantas oriundas dos cruzamentos ‘Olaf com
‘Intokazie’ nas doses 0, 40, 80 e 120 Gy. Os pares de primers testados foram ‘PF
259, ‘FP220° e ‘FP116’ descritos na literatura por Wang et al. (2018) para
Hippeastrum sp., contudo estes ndo se mostraram eficientes para as analises de

microssatélites, ndo sendo possivel observar a amplificacdo das bandas.

5. Conclusdes

- Nao foi possivel a obtencdo de calos ou plantulas das cultivares de amarilis
avaliadas, por meio da técnica de cultura de anteras e cultura de ovarios;

- O uso de gréaos de polen irradiados para a polinizacdo pode ser utilizado como
uma ferramenta visando a inducdo de plantulas homozigotas nas cultivares de

amarilis oriundas da polinizacao entre ‘Olaf’ e ‘Intokazie’;
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CAPITULO 3. Embriogénese somatica em segmentos de pétalas de cultivares
de Hippeastrum sp.

1. Resumo

O género Hippeastrum sp. é popularmente conhecido como amarilis e suas
cultivares destinam-se ao mercado de plantas ornamentais, devido a intensidade e
diversidade de cores de suas flores. Sua propagacédo pode ser feita por meio de
brotagdes laterais do bulbo e pela técnica de ‘escamas duplas’. No entanto, essas
praticas sdo lentas e sujeitas a problemas fitossanitarios, em especial as viroses do
tipo mosaico, as quais comprometem a qualidade do bulbo. Neste sentido, a técnica
de embriogénese somatica (ES) permite, a partir de células somaticas, produzir
grande quantidade de individuos idénticos a planta mae e livres de doencas. O
presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de ES e avaliar o
efeito dos reguladores vegetais 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e thidiazuron
(TDZ) na inducéo de brotacdes de segmentos de pétalas de amarilis nas cultivares
‘Bingo’, ‘Ferrari’, ‘Minerva’, ‘Orange Souverign’ e ‘Red Knight’. Pétalas provenientes
de botbes florais em pré-antese foram seccionadas em segmentos de 1 cm?, 0s
quais serviram de explantes para inducédo da ES. Estes foram inoculados em meio
de cultura MS %2 contendo 2,4-D e TDZ nas concentragdes de 0; 0,5; 1,0e 2,0 mg L~
! e suas combinacdes. Apés 30 dias no escuro, os tratamentos que mostraram

maiores porcentagens de calos foram transferidos para a luz e em um novo meio de
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cultura MS % contendo 1 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP). Os resultados
obtidos demonstraram que o regulador 2,4-D foi o principal responsavel pela inducao
de embrides somaticos. A cultivar ‘Bin’ apresentou as maiores taxas de inducédo da
ES (48%) na concentracdo 0,5 mg L' de 2,4-D e 1,0 mg L' de TDZ. Para as
cultivares Ferrari’, ‘Minerva’, ‘Orange Souverign’ e ‘Red Knight, a melhor
concentracdo utilizada foi de 0,5 mg L de 2,4-D e TDZ, com taxas de ES de 7,25 %

para ‘Ferrari’ e ‘Minerva’ e 19,25 % para ‘Orange Souvereign’ e ‘Red Knight'.

Palavras-chave: 2,4-D, TDZ, ES

2. Introducéo

O amarilis (Hippeastrum sp.) € uma planta perene, com uma fase de
desenvolvimento intermediaria entre a vegetacdo e a floracdo, no qual ha a
formacdo do bulbo. E explorada comercialmente como ornamental e suas
cultivares hibridas tem ganhado cada vez mais o mercado de flores,
principalmente em épocas natalinas e para importa¢cdes, devido principalmente a
suas flores grandes e coloridas, variando entre o branco, vermelho, vinho, rosa e
outras conforme a cultivar (TOMBOLATO; MATTHES,; 1996; SUTLANA et al.,
2011).

As cultivares hibridas dominam o mercado de flores de amarilis,
normalmente duas hastes, em especial pelo colorido mais intenso e maior
tamanho das flores, essa Ultima ocorrida provavelmente pela poliploidizacao
(BRANDHAM; LINEBERGER, 1991; POGGIO et al., 2014), comum no género
Hippeastrum, levando ao aumento do tamanho de diferentes érgdos da planta,
incluindo as suas flores. Por esse motivo, as cultivares hibridas, obtidas de
cruzamentos interespecificos e mesmo entre hibridos, seguido pela selegcéo
massal, é a técnica atualmente utilizada na obtencdo de novas cultivares
(MEEROW, 2009).

A propagacao dessas cultivares hibridas pode ser feita por meio de
sementes, brotagbes laterais e pela técnica denominada ‘escamas duplas’ (no
inglés, ‘twin scales’). No entanto, estas praticas apresentam alguns entraves a
producdo como, por exemplo, a propagacao através de sementes, que resulta em

grandes variacOes entre as progénies, como coloracdo e tamanho das flores,
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altura de planta e tempo de floragdo. As sementes tém sido limitadas ao uso em
programas de melhoramento genético para o desenvolvimento de novas
cultivares (EPHRATH et al., 2001a).

A multiplicacdo por meio das brotacbes laterais, embora resulte na
producdo de plantas clonais, € um processo lento e sazonal, uma vez que a
planta produz 2-3 bulbos por ano (DOHARE, 1989; SMITH; BURROW,; KURTEN,
1999). Outra técnica de propagacao vegetativa, denominada ‘escama dupla’,
ainda é muito utilizada e baseia-se na separacdo de seccOes das escamas do
bulbo unidas ainda a uma parte da placa basal (prato do bulbo) e colocadas em
substrato comercial para o desenvolvimento de novos pequenos bulbinhos
(TOMBOLATO et al., 2001), permitindo a obtencdo de 60 a 70 bulbinhos a partir
de apenas um bulbo.

A exposicdo dos tecidos devido ao corte no bulbo, associados as
condi¢cOes de cultivo com altas temperaturas e umidade proporcionam condi¢cbes
favoraveis para o ataque de fungos, os quais levam a podriddo das escamas;
outro problema fitossanitario bastante enfrentado é o aparecimento de viroses do
tipo mosaico, que geralmente ndo matam a planta, porém reduzem o seu valor de
mercado j4 que afetam a qualidade das folhas e florescimento (ALEXANDRE,
2011). J& foram descritos na literatura mais de sete viroses diferentes que afetam
o desenvolvimento da cultura, dentre essas viroses podemos citar como as
principais causadores de perdas: virus nerine (Nerine latente virus), vira-cabeca
do tomate, causado pelos tospovirus (Tomato spotted wilt virus — TSWV).

Esses métodos tradicionais de propagacdo nem sempre suprem mais as
crescentes demandas tecnolégicas do mercado de flores. Em muitas espécies
utilizadas na floricultura, a micropropagacao, baseada no cultivo in vitro e em
técnicas de cultura de tecidos € considerada um método mais eficiente de
propagacdo de plantas (MUJIB, 2016), em especial naquelas plantas de
propagacao vegetativa com limitagdes reprodutivas, doencas de grande impacto
econdmico na cultura principal, e do qual a propagacéo vegetativa convencional

nao é capaz de suprir a demanda (CARDOSO et al., 2018).
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Para tanto, a propagacdo de amarilis (Hippeastrum sp.), utilizando
ferramentas da cultura de tecidos vegetais pode ser uma alternativa viavel para a
multiplicacdo clonal de hibridos elite, por meio de técnicas de cultura de tecidos
vegetais, como a micropropagacdo ou a embriogénese somatica ja utilizadas em
culturas similares como é o caso do lirio (MIR et al., 2012).

Das técnicas de cultura de tecidos aplicadas a propagacao de plantas, a
embriogénese somatica é uma técnica in vitro, similar a micropropagacao, em
que células somaticas passam por diferentes estadios embriogénicos até se
desenvolver em uma planta idéntica a planta mae (GUERRA et al., 1999;
PINHEIRO et al., 2014) e uma das suas vantagens é a reproducdo em massa de
plantas superiores geneticamente uniformes, em um tempo relativamente curto e
a um preco competitivo (MAXIMOVA et al., 2002; KULUS, 2014). Contudo,
levando-se em consideracdo a necessidade de producdo de plantas sadias, o
desenvolvimento in vitro de células e tecidos depende da combinacéo de fatores
como o0 genétipo, o tipo de explante, reguladores vegetais, entre outros
(PINHEIRO et al., 2014) que afetam a capacidade de inducdo e obtencdo dos
embrides somaticos.

Desses fatores, os reguladores vegetais desempenham um importante
papel na embriogénese somatica; 0s principais grupos sao as auxinas,
citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno. As auxinas e as citocininas séo
consideradas fatores importantes na determinacédo da resposta embriogénica, isto
porque participam na regulacéo do ciclo e divisdo celular. Dentro da classe das
auxinas, os mais utilizados séo 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), ANA (acido
naftaleno acético), Picloram e Dicamba (FEHER et al., 2003). E das citocininas,
as mais utilizadas na cultura de tecidos sdo a 6-benzilaminopurina (BAP) e o
Thidiazuron (TDZ) (LAKSHMANAN; TAJI, 2000).

O uso da técnica de embriogénese somatica para a reproducdo de plantas
ornamentais ja foi relatado em outras culturas como em anturio (Anthurium sp.)
(BHATTACHARYA et al., 2016), ciclamen (Cyclamen sp.) (TAGIPUR et al., 2016),
orquidea Phalaenopsis amabilis (MOSE et al, 2017) e crisantemo
(Chrysanthemum sp.) (MITIOUCHKNA et al., 2018).

Em amarilis ja foram descritos trabalhos com o uso da técnica de
embriogénese somatica. No entanto, os explantes utilizados foram segmentos de

escamas do bulbo os quais apresentam uma taxa de regeneracdo mais lenta e
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que pela nossa experiéncia € um tecido de dificil assepsia visando a obtencao de
segmentos livres de microrganismos. Dessa forma, a utilizagcdo de tecidos mais
jovens pode ser uma alternativa viavel, na obtencdo de menores taxas de
contaminacao, regeneracdo mais rapida, maior nimero de embrides obtidos e
menor instabilidade genética.

Sendo assim, no presente trabalho o objetivo foi avaliar o efeito dos
reguladores vegetais acido 2,4-diclotofenoxiacético (2,4-D) e Thidiazuron (TDZ)
na inducdo de embriogénese somatica a partir de segmentos de pétalas de cinco

cultivares de amatrilis.

3. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura
de Tecidos, do Departamento de Biotecnologia e Producdo Vegetal e Animal do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos, campus
Araras, SP.

Bulbos previamente induzidos a floracdo e provenientes de diferentes
cultivares de amarilis foram fornecidos pela empresa Terra Viva (Holambra, SP).
Os mesmos foram plantados em potes plasticos numero 15 (1,4 L capacidade)
contendo substrato a base de turfa (Pindstrup®, Danmark) e areia lavada 2:1
(VIv).

O cultivo foi realizado em casa de vegetacdo coberta na face superior com
plastico agricola difusor de 150 micras e nas laterais com tela anti-afideo branca,
e irrigados por microaspersdo, com quantidade de &gua aplicada de
aproximadamente 5 mm/dia. As plantas foram cultivadas até o momento da
floragdo, quando os botdes florais em pré-antese foram coletados e utilizados
para o experimento. Foi realizada uma uUnica adubacdo no momento do plantio
com o fertilizante comercial PlantProd® 20-20-20 na concentracédo de 1,0 g L.

Ao total foram realizados dois experimentos. O primeiro teve como objetivo
testar os efeitos de reguladores vegetais Thidiazuron (TDZ) e Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) em diferentes combinacbes e concentracfes na
embriogénese somatica de Hippeastrum cv. Bingo. Foram totalizados 16

tratamentos com reguladores vegetais 2,4-D e TDZ a 0; 0,5;1,0e 2,0 mg L.
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O segundo experimento foi realizado posteriormente e utilizou os dados
coletados do primeiro, sendo que as combina¢cdes de reguladores vegetais que
apresentaram as melhores porcentagens de segmentos com embribes foram
utilizadas, sendo essas 0,5 mg L* de 2,4-D combinado com 0,5, 1.0 e 2,0 mg L de
TDZ.

No segundo experimento o objetivo foi avaliar o efeito do gendtipo na
embriogénese somatica de amarilis. Para tanto foram utilizadas quatro cultivares
‘Ferrari’, ‘Minerva’, ‘Red Knight’ e ‘Orange Souvereign’. Todas as plantas foram
selecionadas a partir de plantas com sintomas caracteristicos de mosaico,
causado por viroses, de forma que outro objetivo desse experimento foi obter
embrifes somaticos, para futuros testes de limpeza clonal a partir da ES.

Para ambos os experimentos foram utilizados para a assepsia botdes florais
em fase de pré-antese e submetidos a assepsia por imersdo em éalcool 70% por 30
segundos, seguido de imersao em solucédo de hipoclorito de sédio comercial a 2,0-
2,5% por 15 minutos; ap6s assepsia esses foram lavados por trés vezes em agua
destilada autoclavada.

ApOs a assepsia, as trés petalas mais internas da flor foram retiradas e

seccionadas em segmentos de lcm’ cada, os quais serviram de explantes para
inoculacdo no meio de cultura e indugéo da ES. Estes foram inoculados em frascos
de vidro de 250 mL contendo 30 mL meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) com metade da concentracdo dos macronutrientes (MS%2), suplementado com
30 g L de sacarose, 0,1 g L de inositol. O pH foi ajustado para 5,7 € 0 meio
solidificado com 6,4 g L* de Agar, antes de ser autoclavado a 120°C e 1 Kgf cm
durante 20 minutos.

Apbs a inoculagdo dos segmentos de pétalas, os frascos foram mantidos em
sala de crescimento em condi¢cfes de escuro por 30 dias e apos foram transferidos
para a iluminacdo artificial composta por lampadas fluorescentes brancas,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura controlada em 25 + 2° C por mais 30 dias.
Apés os 30 dias na luz, os segmentos que apresentaram formacdo de embrides
foram transferidos para o meio de cultura MS % contendo 1 mg L! de 6-
benzilaminopurina (BAP), 30 g L de sacarose e 0,1 g L de inositol.

Para ambos os experimentos, o delineamento foi inteiramente casualizado e

cada tratamento foi composto por quatro repeticdes (frascos) contendo cada um,
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quatro segmentos de pétalas. Os experimentos foram conduzidos em esquema
fatorial, sendo o primeiro com concentracdes dos reguladores 4 x 4 (2,4-D x TDZ), e
0 segundo 4 x 4 (cultivares x meios de cultura).

Dados expressos em porcentagem foram transformados em arcseno da raiz
quadrada de X+1/100, previamente a realizacdo da ANOVA e do teste de
comparacdo de medias de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as analises
estatisticas foi utilizado o software AgroEstat (BARBOSA; JUNIOR, 2009).

4. Resultados e Discusséao

Experimentos com segmentos de pétalas de amarilis na cultivar ‘Bingo’

Para a inducao de embrides de amarilis na cultivar ‘Bingo’ os tratamentos
com maior porcentagem de segmentos de pétalas induzidos a ES foram obtidos em
meio de cultura contendo 0,5 mg L de 2,4-D acrescido das combinacdes de 0; 0,5;
1,0; ou 2,0 mg L* de TDZ (Tabela 1) (Figura 1). A adicdo do regulador vegetal 2,4-D
foi essencial para a inducdo de calogénese e obtencdo da ES, sendo que os
embrides somaticos foram induzidos pela via indireta de regeneragdo, a qual
envolveu a producao prévia de calos. A utilizacdo de concentrac6es maiores de 2,4-
D resultaram em reducao da porcentagem de segmentos de pétalas induzidos a ES
(1,0 mg L!) ou mesmo néo inducéo da ES (2,0 mg L).

A utilizac&o isolada do TDZ no meio de cultura, até a concentracao de 2,0 mg
L, ndo resultou na inducdo da ES em explantes de segmento de pétalas de amarilis
(Tabela 1). Segundo Kanwar e Kumar (2010), o TDZ pode induzir a embriogénese
somatica em algumas espécies quando utilizado isoladamente. Contudo, no
presente estudo com amarilis verificou-se que quando acrescido somente o TDZ,
em todas as concentracdes testadas, ndo houve a inducdo de embrides somaticos
em amarilis, resultando em escurecimento e morte dos tecidos do segmento de
pétalas.

Chung et al. (2007) estudando ES em Dendrobium na condicdo de uso
isolado de TDZ na concentracdo de 1,0 mg L verificou que a presenca de luz nos
30 dias iniciais resultou em uma maior porcentagem (10%) de indugcéo de embrides

guando comparado na mesma concentracdo de TDZ, mas em condicdo de escuro
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(0%). Em nosso trabalho com amarilis, os segmentos de pétalas foram mantidos por
30 dias no escuro antes de serem submetidos a luz.

E possivel que a ndo resposta dos segmentos de pétalas ao TDZ esteja
relacionada a auséncia de luz, pois é conhecido que a presenca de luz ativa a
sinalizagdo a citocininas em plantas (DOBISOVA et al., 2017), sendo necessarios
estudos que demonstrem o efeito do TDZ em explantes mantidos na presenca de luz
desde o inicio do cultivo in vitro. Diferentemente, as auxinas como o Acido
Naftalenoacético e o 2,4-D, parecem ndo ter uma resposta luz-dependente,
resultando em calos e ES tanto na presenca quanto na auséncia de luz
(PELKONEN; KAUPPI, 1999).

Tabela 1. Porcentagem de segmentos de pétalas de amarilis cv. ‘Bingo’ induzidas a
embriogénese somética em diferentes concentracdes e combinacdes de 2,4-D e
TDZ no meio de cultura.

Tratamento E A NUumero de embrides Numero de plantas
1 mbriogénese Lo .
(mg L) somatica (%) somaticos por germinadas por
2,4-D TDZ segmento segmento

0 0 Oc Ob 0

0 0,5 Oc Ob 0

0 1,0 Oc Ob 0

0 2,0 Oc Ob 0

0,5 0 32a 7a 2

0,5 0,5 36 a 8a 2

0,5 1,0 48 a 12 a 4

0,5 2,0 40 a 10 a 2

1,0 0 20 b 5b 1

1,0 0,5 32b 5b 1

1,0 1.0 36 b 6b 0

1,0 2,0 Oc Ob 0

2,0 0 Oc Ob 0

2,0 0,5 Oc Ob 0

2,0 1,0 Oc Ob 0

2,0 2,0 Oc Ob 0
CV (%) 80,95 23,96 -
2,4-D (F1) 22,47 13,13* -
TDZ (F2) 1,49 ns 1,10 ns
F1xF2 1,01 ns 0,80 ns -

Medias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a
5%de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. NS — ndo significativo.

A combinacédo do 2,4-D a 0,5 mg L e do TDZ a 1,0 ou 2,0 mg L proporcionou
incrementos na porcentagem de ES (até 48% ES), comparado ao uso isolado do 2,4-D
na mesma concentracdo (32% ES), embora estatisticamente n&o tenha sido observado

efeito do TDZ ou da interacéo 2,4-D x TDZ (Tabela 1). Apesar de existirem relatos de que
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0 Uso de uma auxina juntamente com uma citocinina podem ser mais eficazes na inducao
de SE (JIMENEZ, 2005), em lirio (Liium regale), foi observada inducdo da ES
independentemente da adicéo de citocininas (PELKONEN; KAUPPI, 1999), similar aos
resultados obtidos em nosso estudo com o amarilis. No entanto, Nhut et al. (2002)
verificou que em lirio (Lilium longiflorum) a utilizac&o de baixas concentracdes (0,06 mg L
1) de TDZ favoreceu maiores porcentagens (60%) na inducédo de SE, quando combinado
com a auxina ANA (0,9 mg L) do que quando utilizado apenas ANA no meio de cultura
(40%).

A concentracdo de 2,4-D a 0,5 mg L* foi aquela que apresentou as maiores
porcentagens de segmentos de pétalas contendo ES e niUmero de embrides, sendo que
concentracdes maiores diminuiram (1,0 mg L) ou inibiram completamente (2,0 mg L) a
ES em amarilis. Contudo, o uso de concentracdes mais altas foi descrita por Huang et al.
(2005), no qual observaram que a melhor concentracdo para a indugéo de explantes de
segmento de bulbo a ES (100%) em amarilis ‘Hermitage’ foi de 5 mg L de 2,4-D e 2 mg
L't de TDZ. Também, em Narcissus pseudonarcissus cvs. Golden (Amaryllidaceae),
Sage et al. (2000) verificou que a adicdo de 2,4-D a 0,5, 5 ou 10 mg L foi fundamental
para a inducéo de SE em explantes oriundos das escamas de bulbo e folhas.

Figura 1. Embriogénese somatica a partir de segmentos de pétalas de Hippeastrum cv.
Bingo. A: segmentos verdes com 30 dias de cultivo no escuro. B: EmbriGes somaticos nos
segmentos apos 30 dias de exposicdo a luz. C: Germinagao e desenvolvimento da plantula.

Estudos comprovam a evidéncia de que os reguladores vegetais atuam como
sinais centrais para reprogramar as células para rotas da ES, sendo as auxinas, em

especial o 2,4-D, associadas a inducdo e as citocininas ao desenvolvimento dos
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embrides (FEHER, 2003). Além dos reguladores vegetais, varios outros fatores
afetam diretamente a embriogénese somatica em plantas como o tipo de
explante, a idade e a qualidade fitossanitaria da planta matriz (MUJIB et al.,
2016).

Efeito de diferentes gendétipos e meios de cultura na inducdo da ES

Nesse experimento foram utilizados os meios de cultura com melhores
respostas em relagdo a indugdo da ES na cultivar ‘Bingo’, realizado
anteriormente.

Para a inducdo da ES em amarilis nas quatro cultivares avaliadas: ‘Ferrari’;
‘Minerva’, ‘Orange Souvereign’ e ‘Red Knight’, houve diferenca estatistica entre
as cultivares avaliadas, sendo que o tratamento com maior porcentagem de
segmento de pétalas induzidas a ES foram os que continham as concentracdes
de 0,5 mg Lt de 2,4-D e 0,5 mg L! de TDZ (Tabela 2). Neste experimento,
também foi observada a inducdo de calogénese e obtencdo da ES a partir dos
calos inicialmente obtidos. Nado foram observados efeitos de interacdo entre os
genadtipos avaliados e os reguladores vegetais utilizados.

O desenvolvimento de um protocolo visando a ES, como o obtido nesse
estudo com amarilis, pode também ser testada como uma ferramenta na
obtencéo de plantas livres de virus. Embora estudos sobre a eficiéncia da ES na
eliminacéo de viroses em amarilis ainda néo tenha sido realizada, relatos sobre a
eficiéncia da técnica de ES na obtencdo de plantas livres de virus ja foram
obtidos com videiras (GAMBINO et al., 2006), em trés espécies de citros
(D’ONGHIA et al., 2001), em cacau (QUAINOO et al., 2008) e cana-de-agucar
(PARMESSUR et al., 2002).

No entanto, a regeneracado de embrides saudaveis esta relacionada ao tipo de
virus e envolve mecanismos do movimento do virus nos tecidos. Virus limitados ao
floema possuem menores chances de infec¢cdo aos embrides, isto porque ndo ha
ligacdo vascular entre os embrides somaticos (NEWTON; GOUSSARD, 1990). Em
amarilis, as viroses mais relatadas na literatura sdo do tipo mosaico, causadas por
virus do tipo Y (potyvirus) (TOMBOLATO et al., 2001). Tais virus caracterizam-se por
movimentos do tipo célula a célula (URCUQUI-INCHIMA, 2001), o que pode implicar
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em maiores chances de se obter embrides somaticos ndo infectados ou com

menores concentragdes virais.



Tabela 2. Porcentagem de segmentos de pétalas de amarilis de diferentes cultivares induzidas a embriogénese somatica em
diferentes concentracdes e combinacgdes de 2,4-D e TDZ no meio de cultura.

Meio de

‘Ferrari’ ‘Minerva’ ‘Orange Souvereign’ ‘Red Knight’
cultura
2,4-D + TDZ N° de N° de N" de Ne de N de N° de N® de N° de
L embrides L embribes L embrides S embrides
(mg L-l) Embriogénese Aticos/ plantas/ Embriogénese sticos/ plantas/ Embriogénese sticos/ plantas/ Embriogénese sticos/ plantas/
somatica (%) ss(;ma Icos segmento somatica (%) somaticos, segmento somatica (%) somaticos segmento somatica (%) somaticos, segmento
gmento segmento segmento segmento
05+0,0 0Ob 0Ob 0 Ob Ob 0 7,25b 3a 0 Ob Ob 0
05+0,5 7,25 a 3a 0 7,25 a 2a 1 19,25 a 3a 2 19,75 a 3a 2
05+10 13,50 b 2b 0 7,25Db 3b 2 Ob Ob 0 19,75 b 3b 0
05+2,0 0b 0b 0 13,25 b 2a 0 7,25b 1b 0 13,50 b 2b 0
CV (%) 96,01 54,42 - 96,01 54,42 - 96,01 54,42 - 96,01 54,42 -
Meio de
Cultura (F1) 2,68* 7,96* - 2,68* 7,96* - 2,68* 7,96* - 2,68* 7,96* -
Cultivar (F2) 0,79 ns 1,41 ns 0,79 ns 1,41 ns 0,79 ns 1,41 ns 0,79 ns 1,41 ns
F1xF2 0,90 ns 1,78 ns 0,90 ns 1,78 ns 0,90 ns 1,78 ns 0,90 ns 1,78 ns

Médias seguidas por letras iguais entre coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. NS — nao significativo.

eL
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5. Conclusdes

- Foi possivel estabelecer um protocolo para obtencdo de embrides somaticos
provenientes de segmentos de pétalas em amarilis

- O 2,4-D na concentracdo de 0,5 mg L foi essencial para a inducdo de embriGes
somaticos em diferentes cultivares de Hippeastrum sp.

- O TDZ, combinado ao 2,4-D, aumentou a freqiéncia de segmentos de pétalas
induzidos a embriogénese somatica das cultivares ‘Ferrari’, ‘Minerva’, ‘Orange
Souvereign’ e ‘Red Knight'.

- Sao0 necessérias analises de estabilidade genética e avaliacdo de eliminacdo de

viroses das plantulas provenientes da ES.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que a técnica para a conservacao de graos de polen ainda nao
foi relatada na literatura para Hippeastrum sp., 0s resultados obtidos foram
satisfatorios.

A temperatura de -20°C foi eficiente por até 125 dias na manutencdo da
integridade e viabilidade polinica das cultivares ‘Intokazie’ e ‘Pink Panther. As
cultivares ‘Bolero’ e ‘Olaf’ apresentaram declinio aos 125 dias, e a cultivar ‘Bull’
apresentou maior recalcitrancia e sensibilidade ao armazenamento, perdendo sua
viabilidade aos 75 dias.

Como ferramenta para o melhoramento genético, a embriogénese gamética
pode ser utilizada para a indugcdo de plantas homozigoticas, contudo por meio da
cultura de anteras e ovarios nao foi possivel a obtencdo de embrides nas cultivares
avaliadas. No entanto, a ginogénese in situ se mostrou eficiente para a inducao de
homozigose quando utilizadas as doses de irradiacdo de 40 e 80 Grays na
polinizacdo entre ‘Olaf’ e ‘Intokazie’.

A embriogénese soméatica se apresenta como uma alternativa para a
propagacdo de Hippeastrum sp., sendo neste trabalho obtido um protocolo a partir
de segmentos de pétalas para as cultivares avaliadas. Contudo, é necessario 0 uso

conjunto de 2,4-D e TDZ, pois quando avaliados de forma independente, ndo houve
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inducédo de embries sométicos. Para a cultivar ‘Bingo’ foi possivel obter até quatro

plantulas por segmento de pétala.



