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RESUMO 

 

BATISTA, Diego Silva, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2012. 

Influência de trocas gasosas, do etileno e de poliaminas na morfogênese in vitro de 

pimenteira ornamental (Capsicum annuum L.). Orientador: Wagner Campos Otoni. 

Coorientadores: Leonardo Lucas Carnevalli Dias e Mailson Monteiro do Rêgo. 

 

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influência do etileno, das poliaminas e 

das trocas gasosas na morfogênese in vitro de pimenteira ornamental. Sementes de 

Capsicum annuum L. foram desinfestadas e inoculadas em meio MS suplementado com 

vitaminas B5, mio-inositol, sacarose e ágar. Para a organogênese, explantes 

cotiledonares e hipocotiledonares foram cultivados no meio descrito, porém adicionado 

de 6-benziladenina (BA) e ácido indolacético (AIA). O efeito das trocas gasosas foi 

avaliado utilizando três tipos de vedações dos frascos: tampas de polipropileno rígido 

sem membrana, com uma e com duas membranas (MilliSeal
®
 AVS-045 Air Vent). 

Análises histológicas, de pigmentos fotossintéticos e de características morfológicas 

foram realizadas. Também foram realizados tratamentos com inibidores 

(aminoetoxivinilglicina – AVG, tiossulfato de prata - STS), sequestrador (perclorato de 

mercúrio – PM) e promotor da produção de etileno (ácido 1-carboxílico 1-

aminociclopropano - ACC), além da adição de poliaminas (putrescina, espermidina e 

espermina) e de seu inibidor (metilglioxal-bis-guanil hidrazona – MGBG) ao meio de 

regeneração. Plântulas cultivadas em frascos com tampas com membranas apresentaram 

estruturas anatômicas diferenciadas e crescimento mais vigorosos comparados ao 

controle. Estes tratamentos resultaram em plântulas maiores, com folhas mais 

expandidas, maior número de folhas, maior massa fresca, maior teor de massa seca e 

maior quantidade de pigmentos fotossintéticos. Todavia, na indução de organogênese os 

tipos de vedação não foram significativos, tendo o tipo de explante sido mais 

determinante na formação de gemas e calos. AVG, STS e o PM induziram alta 
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frequência de regeneração. O ACC e o MGBG induziram menor taxa de regeneração, 

elevada calogênese e apresentaram níveis mais altos de etileno. Por outro lado, quando 

se adicionou as poliaminas ao meio de cultura, os níveis de etileno foram mais baixos 

que o controle e a frequência de regeneração foi mais alta. Os resultados deste estudo 

mostram que maiores trocas gasosas são benéficas no cultivo in vitro de Capsicum 

annuum L. e que os níveis endógenos de etileno e poliaminas interferem diretamente 

nas respostas morfogênicas durante a regeneração in vitro desta espécie. 
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ABSTRACT 

 

BATISTA, Diego Silva, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2012. 

Influence of gas exchange, ethylene and polyamines in morphogenesis in vitro of 

ornamental pepper (Capsicum annuum L.). Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-

Advisers: Leonardo Lucas Carnevalli Dias and Mailson Monteiro do Rêgo. 

 

The present study was conducted to evaluate the influence of ethylene, polyamines and 

gas exchange in in vitro morphogenesis of ornamental pepper. Seeds of Capsicum 

annuum L. were surface-sterilized and inoculated in MS medium supplemented with B5 

vitamins, myo-inositol, sucrose and agar. Benzyladenine and 3-indoleacetic acid were 

added to the medium to elicit organogenesis from cotyledon and hypocotyl segments. 

The effect of gas exchange was evaluated comparing three flask sealings: rigid 

polypropylene lid (PRV) without vents; PRV with one or two vents covered with a 

membrane (MilliSeal
® 

AVS-045 Air Vent). Photosynthetic pigments, morphologic 

characters and histological analyses from each treatment were performed. The effects of 

ethylene inhibitor, promoter and scavenger (aminoethoxyvinilglycine – AVG, silver 

tiosulfate – STS, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid – ACC, and mercury 

perchlorate- MP, respectively), polyamines (spermine, spermidine and putrescine) and 

its inhibitor (methylglyoxal-bis-guanylhydrazone - MGBG) were also analysed by the 

addition of these compounds into the regeneration medium. Plants maintained in glass 

flasks capped with vented lids showed more vigorous growth and differentiated 

anatomical structures  as compared to the control. These treatments resulted in higher 

plants, higher number and more expanded leaves, greater fresh and dry weights, and 

photosynthetic pigments. However, for adventitious shoot bud and calli induction, the 

explant source was more effective than flask sealing. AVG, STS and MP caused a 

greater regeneration frequency. ACC and MGBG induced a lower regeneration 

frequency, high callus formation and showed the higher levels of ethylene. On the other 
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hand, when the polyamines were added to the medium, ethylene levels were lower than 

control and regeneration frequency was higher. These results indicate that higher air 

exchange is beneficial for in vitro culture of Capsicum annuum L. and the endogenous 

levels of ethylene and polyamines interfere directly in morphogenic responses during in 

vitro regeneration of this species. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

As pimentas e pimentões do gênero Capsicum pertencentes à família Solanaceae 

são olerícolas comercializadas em todo o mundo (BUSO et al., 2001). Dezenas de 

espécies já foram encontradas e descritas entre domesticadas, semi-domesticadas e 

silvestres, sendo novas espécies descobertas e nomeadas à medida que expedições de 

coleta são realizadas (PICKERSGILL, 1971; BOSLAND, 1993). Das espécies de 

Capsicum existentes, apenas cinco foram domesticadas e são cultivadas atualmente: C. 

annuum Linné, C. baccatum Linné, C. chinense Jacquin, C. frutescens Linné, e C. 

pubescens Ruiz e Pavon (OCHOA-ALEJO e RAMÍREZ-MALAGÓN, 2001). 

As pimenteiras do gênero Capsicum estão intimamente relacionadas à riqueza 

cultural brasileira e são parte valiosa do patrimônio da biodiversidade, sendo cultivadas 

em imensa variedade de tipos, tamanhos, cores, sabores e pungências (PEREIRA e 

RODRIGUES, 2005). 

O gênero possui grande variabilidade genética sendo empregada para diferentes 

fins, com excelente potencial para comercialização como planta ornamental de vaso. A 

altura e forma de crescimento das plantas variam de acordo com a espécie e as 

condições de cultivo. As folhas apresentam tamanhos, colorações e formatos variáveis. 

O fruto destaca-se pelas múltiplas formas, tamanhos, colorações e pungências. A 

coloração dos frutos maduros, geralmente é vermelha, mas pode variar desde o amarelo-

leitoso, alaranjado, salmão, roxo até preto. O formato varia entre e intra-espécies, 

existindo frutos alongados, arredondados, triangulares ou cônicos, campanulados ou 

retangulares. A fácil propagação das sementes, o tempo relativamente curto de 

germinação, a tolerância ao calor e a harmonia de vaso, contribuem para o sucesso na 

utilização destas plantas como ornamentais (STOMMEL e BOSLAND, 2006). 

A espécie C. annuum compreende duas importantes olerícolas: os pimentões, 

que têm frutos grandes (40 a 150g), não apresentam pungência, i.e., são doces, e são 

consumidos in natura na forma de saladas, cozidos ou recheados; e as pimentas, que 

apresentam frutos pequenos (geralmente menores que 10g), são pungentes e utilizadas 

como condimento. Todavia, existem cultivares de pimentão de frutos pequenos, assim 

como mutantes de pimenta não-pungentes. A pungência, característica tão importante 

economicamente e taxonomicamente no gênero Capsicum, é resultante da ação da 

substância capsaicina (8-metil-N-vanilil 1-6-nonamida) (SUZUKI e IWAI, 1984). 
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O pimentão consumido in natura possui alto valor nutritivo, uma vez que 

apresenta vitaminas como A, B1, B2 e C. Essa última pode chegar a um teor de 342 

mg/100g de massa seca, valor muito superior ao encontrado em variedades de citros 

como, por exemplo, a Laranja-Natal (84,03 mg 100 mL
-1

) ou a Laranja-Bahia (80,03 mg 

100 mL
-1

) (COUTO e CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Além disso, apresenta outras 

vitaminas e sais minerais tais como niacina, cálcio, ferro e fósforo (INTERNATIONAL 

BOARD FOR PLANT GENETIC RESOURCES - IBPGR, 1983). 

A regeneração de plantas a partir da cultura de células, tecidos e órgãos in vitro é 

um processo fundamental para a aplicação da biotecnologia vegetal objetivando a 

propagação e o melhoramento genético de plantas. Apesar da importância econômica 

das pimenteiras, os sistemas de regeneração de espécies Capsicum não evoluíram tão 

rápido quanto os de algumas outras solanáceas (como fumo, tomate, batata e petúnia). 

As espécies de Capsicum têm apresentado dificuldades no que diz respeito à 

regeneração de plantas inteiras a partir de explantes, o que pode ser uma indicação clara 

de problemas de recalcitrância morfogênica (FÁRI e ANDRÁSFALVY, 1994; 

OCHOA-ALEJO e RAMÍREZ-MALAGÓN, 2001). 

A cultura de tecidos facilita a multiplicação rápida de clones superiores e é um 

pré-requisito para o melhoramento de plantas via engenharia genética. O cultivo in vitro 

tem explorado a criação de variabilidade genética por produzir haplóides, variantes 

somaclonais e gametoclonais, por meio dos quais as plantas podem ser melhoradas 

(KOTHARI et al., 2010).  

Em combinação com técnicas moleculares, a cultura de tecidos tem sido usada 

com sucesso para incorporar caracteres através da transferência de genes. A cultura de 

uma única célula e de meristemas pode ser efetivamente usada para erradicar patógenos 

de material cultivado e, portanto, aumentando significativamente a produção de 

cultivares estabelecidos. Com material selecionado tipicamente em laboratório, e 

posteriormente, introduzido nos programas de melhoramento clássicos, esta tecnologia 

vem contribuindo de forma impactante no melhoramento das espécies de pimenteiras 

cultivadas (KOTHARI et al., 2010). 

Gunay e Rao (1978) fizeram o primeiro relato da regeneração in vitro de plantas 

de C. annuum, onde conseguiram gemas, que se diferenciaram em brotações, a partir de 

segmentos de cotilédones e hipocótilos. Esses resultados foram reproduzidos por Fári e 

Czakó (1981), onde utilizando segmentos de hipocótilo de C. annuum cv. Hatvani, 

demonstraram a influência da posição do explante no hipocótilo na capacidade 
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morfogênica: os segmentos apicais produziram apenas gemas adventícias, os segmentos 

medianos formaram principalmente raízes enquanto os basais apresentaram calogênese. 

Já o primeiro relato de regeneração de plantas de pimentão a partir de cultura de 

protoplastos in vitro foi feito por Saxena et al. (1981) com plantas de C. annuum L. cv. 

California Wonder. 

Fári et al. (1984) realizaram trabalhos pioneiros em clonagem de populações 

híbridas de pimentões, onde a habilidade de clonagem da população híbrida em F2 (C. 

annuum cv. Hatvani X C. chinense No. 2) foi resgatada em algumas plantas, 

demonstrando que há uma base genética na capacidade de propagação in vitro de 

pimentão.  

Diversos autores realizaram trabalhos visando desenvolver a regeneração via 

organogênese de pimentão (C. annuum L.) (SRIPICHIT et al., 1987; AGRAWAL et al., 

1989; ALIBERT, 1990; EBIDA e HU, 1993; GATZ e ROGOZINSKA, 1994; BINZEL 

et al., 1996). No entanto, esta espécie (a mais importante do gênero Capsicum), é 

notadamente recalcitrante in vitro, o que dificulta a indução de respostas morfogênicas 

(WIJBRANDI e DE BOTH, 1993). 

Nas espécies de Capsicum, a morfogênese in vitro não têm sido bem sucedida 

devido à formação de gemas em rosetas. Por esta razão seria desejável estabelecer 

protocolos eficientes para a regeneração da planta inteira na multiplicação in vitro 

(SHARMA et al., 2008). 

Vários trabalhos têm verificado a influência das trocas gasosas na morfogênese 

in vitro de diversas espécies (PARK et al., 2004; RIBEIRO et al., 2009; YOON et al., 

2009; ARAGÓN et al., 2010; CHA-UM et al., 2010), inclusive do gênero Capsicum 

(SANTANA-BUZZY et al., 2005; MOHAMED e ALSADON, 2011). Outros trabalhos 

têm estabelecido uma relação entre a interferência em determinadas etapas da síntese do 

etileno e as respostas morfogênicas (SHARMA, 2008; SIDDIKEE et al., 2011). 

O etileno desempenha importantes funções na ativação de respostas de plantas a 

estresses diversos. Participa também das redes de sinalização de outros fitormônios 

como o ácido jasmônico, o ácido salicílico e o ácido abscísico, tendo assim uma 

influência direta no processo morfogênico (ADIE et al., 2007; KWON et al., 2009). 

Outras substâncias importantes na regulação da morfogênese em plantas são as 

poliaminas (KUMAR et al., 2009). Estas são aminas alifáticas carregadas 

positivamente, e, portanto, ligam-se a moléculas carregadas negativamente, como 

ácidos nucléicos, fosfolipídeos e proteínas. Atuam modulando a replicação, transcrição, 
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tradução, estabilização da membrana, divisão e expansão celular (KUZNETSOV et al., 

2006). 

Kumar et al. (2007) demonstraram a influência de poliaminas na morfogênese in 

vitro de pimenteira. 

Diversos experimentos utilizando inibidores têm sido realizados para modular o 

metabolismo endógeno de poliaminas a fim de estudar o papel destas em plantas (EL 

MESKAOUI e TREMBALY, 2009). Este fitormônio tem sido proposto como uma nova 

categoria de regulador de crescimento que está envolvido em diversos processos 

fisiológicos como embriogênese, divisão celular, morfogênese e desenvolvimento (LIU 

et al., 2006). Além disso, tem-se descoberto que as poliaminas atuam positivamente na 

longevidade e nos mecanismos de resposta ao estresse em vegetais (EISENBERG et al., 

2009; ALCÁZAR et al., 2006; MINOIS et al., 2011). 

Embora as poliaminas e o etileno possuam funções biológicas opostas, eles têm 

um precursor comum: S-adenosilmetionina (SAM). Apesar de ambas terem influência 

nas respostas morfogênicas, ainda não está totalmente esclarecido como ocorre essa 

interação (HU et al., 2006). 

Observada a importância da cultura de tecidos como ferramenta para o 

melhoramento de pimenteiras ornamentais do gênero Capsicum, a alta recalcitrância in 

vitro apresentada pelos representantes deste gênero e a influência de trocas gasosas, do 

etileno e de poliaminas em sua morfogênese, faz-se necessário um estudo do efeito 

destes fitormônios, assim como das trocas gasosas e de como estes fatores afetam o 

processo morfogênico in vitro destas pimenteiras. Desse modo, este trabalho tem como 

objetivo avaliar a influência do etileno, das poliaminas e das trocas gasosas na 

morfogênese in vitro de pimenteira ornamental (Capsicum annuum L.). 
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CAPÍTULO 1 

Influência das trocas gasosas e do tipo de explante na morfogênese in vitro de 

pimenteira ornamental (Capsicum annuum L.) 

 

 

RESUMO 

 

A influência das trocas gasosas na morfogênese in vitro de pimenteira 

ornamental foi avaliada. Sementes de Capsicum annuum L. foram desinfestadas e 

inoculadas em meio MS suplementado com vitaminas B5, mio-inositol, sacarose e ágar. 

Para a organogênese, explantes cotiledonares e hipocotiledonares foram cultivados no 

meio descrito, porém adicionado de ácido 3-indolacético e 6-benziladenina. O efeito das 

trocas gasosas foi avaliado utilizando três tipos de vedações dos frascos: tampas de 

propileno rígido sem membrana, com uma membrana de 0,45 μm (MilliSeal
®
 AVS-045 

Air Vent) e com duas membranas. Análises histológicas, de pigmentos fotossintéticos e 

de características morfológicas foram realizadas. Plântulas cultivadas em frascos com 

tampas com membranas apresentaram estruturas anatômicas diferenciadas e 

crescimento mais vigorosos comparados ao controle. Estes tratamentos resultaram em 

plântulas maiores, com folhas mais expandidas, maior número de folhas, maior massa 

fresca, maior teor de massa seca e maior quantidade de pigmentos fotossintéticos. 

Todavia, na indução de organogênese os tipos de vedação não foram significativos, 

tendo o tipo de explante sido mais determinante na formação de gemas e calos. Os 

resultados deste estudo indicam que frascos com membranas promovem trocas gasosas 

que são benéficas para a morfogênese in vitro de pimenteira ornamental. 

 

Palavras-chave: trocas gasosas, Capsicum annuum L., vedação, morfogênese. 
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ABSTRACT 

 

The influence of flask sealing on in vitro morphogenesis of pepper was 

evaluated. Seeds of Capsicum annuum L. were surface-sterilized and inoculated in MS 

medium supplemented with B5 vitamins, myo-inositol, sucrose and agar. 

Benzyladenine and 3-indoleacetic acid were added to the medium to elicit 

organogenesis from cotyledon and hypocotyl segments. The effect of gas exchange was 

evaluated comparing three flask sealings: rigid polypropylene lid (PRV) without vents; 

PRV with one vent (10 mm diameter) or two vents covered with a 0.45 μm size pore 

membrane (MilliSeal
® 

AVS-045 Air Vent). Photosynthetic pigments, morphologic 

characters and histological analyses from each treatment were performed. Plants 

maintained in glass flasks capped with vented lids showed more vigorous growth and 

differentiated anatomical structures as compared to the control. These treatments 

resulted in higher plants, higher number and more expanded leaves, greater fresh and 

dry weights, and photosynthetic pigments. However, for adventitious shoot bud and 

calli induction, the explant source was more effective than flask sealing. These results 

indicate that the flasks with vents provided air exchange beneficial for in vitro 

morphogenesis of ornamental pepper. 

 

Keywords: Air exchange, Capsicum annuum L., flask sealing, morphogenesis. 
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INTRODUÇÃO 

 

A aclimatização é um dos principais processos na produção de mudas saudáveis 

antes de seu transplantio para as condições ex vitro. No entanto, este processo é 

dificultado pelo fato do ambiente ex vitro ser, normalmente, bem diferente das 

condições in vitro, em termos de umidade relativa (UR), temperatura, ventilação de ar, 

níveis de nutrientes (CHA-UM et al., 2010), dentre outros. 

Os baixos níveis de CO2, a produção e acúmulo de etileno em recipientes 

fechados e a inibição de enzimas do ciclo de Calvin pela sacarose adicionada ao meio 

de cultura são fatores que podem interferir diretamente nas taxas fotossintéticas de 

plantas cultivadas in vitro e, consequentemente, em sua taxa de multiplicação e na 

sobrevivência durante o processo de aclimatização (TANAKA et al., 2005; ARAGÓN 

et al., 2010). Além disso, a UR no interior dos frascos pode causar anomalias 

anatômicas que, regra geral, reduzem as taxas de sobrevivência durante a transferência 

para o ambiente ex vitro. Portanto, vedações especiais que facilitem as trocas gasosas 

podem reduzir a umidade relativa no interior dos frascos e, conseqüentemente, melhorar 

o crescimento das plantas em casa-de-vegetação (HAZARIKA, 2006). 

Visando melhorar a ventilação de frascos de cultura in vitro, tampas com 

membranas que permitem trocas gasosas têm sido utilizadas, reduzindo assim a 

umidade relativa no interior do frasco de cultura e, consequentemente, aumentando a 

transpiração e a efetiva absorção de água e nutrientes pela planta (XIAO et al., 2011; 

KOZAI, 2010). Além disso, o uso de filmes permeáveis a gases atuam reduzindo a 

umidade relativa no interior dos frascos, possibilitando assim a redução da 

hiperhidricidade (KOZAI et al., 1997; IVANOVA e VAN STADEN, 2010). 

Diversas espécies já foram propagadas in vitro com sucesso usando membranas 

MilliSeal
®
 para melhorar as trocas gasosas do frasco de cultura in vitro, dentre essas: 

Azadirachta indica (RODRIGUES et al., 2011), Aloe polyphylla (IVANOVA e VAN 

STADEN, 2010), Solanum melongena (RIBEIRO et al., 2009), Uniola paniculata 

(VALERO-ARACAMA et al., 2007), Hypericum perforatum (COUCEIRO et al., 

2006), Alha gigraecorum (ZOBAYED et al., 2006), Eucalyptus tereticornis 

(SHAVALLI KHAN et al., 2002). A utilização de membranas que aumentam as trocas 

gasosas entre o espaço interno do frasco de cultura e o ambiente pode também ser 

importante para a produção de metabólitos secundários in vitro (RODRIGUES et al., 
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2011; TISSERAT et al., 2002; SRIVASTAVA e SRIVASTAVA, 2008; TISSERAT et 

al., 2009; XIAO et al., 2011). 

Yoon et al. (2009) demonstraram em seus estudos em micropropagação de 

orquídeas do gênero Phalaenopsis que plântulas cultivadas sob concentrações elevadas 

de CO2 desenvolveram aparatos fotossintéticos completamente viáveis e se mostraram 

prontas para serem transferidas para a condição ex vitro. Enquanto Cha-Um et al. 

(2010), demostraram que orquídeas desse gênero cultivadas in vitro sob baixas 

umidades relativas (60 ± 5% UR), foram bem adaptadas às condições in vivo, o que foi 

evidenciado por seus altos níveis de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b, clorofila 

total e carotenóides totais), maior fotossíntese líquida e baixas taxas de condutância 

estomática e transpiração, o que levou a um maior crescimento. 

Ao contrário de outros membros da família Solanaceae, cujos protocolos de 

morfogênese são facilmente reproduzidos, as pimentas e pimentões do gênero Capsicum 

mostram-se recalcitrantes in vitro. Todavia alguns protocolos para sua micropropagação 

têm sido estabelecidos (KOTHARI et al., 2010). 

Santana-Buzzy et al. (2005) relataram a alta sensibilidade das pimenteiras do 

gênero Capsicum ao etileno, onde observou-se clorose e abscisão das folhas no 

desenvolvimento dos primórdios foliares, juntamente com rápida perda de vigor. No 

entanto, quando esses explantes foram mantidos em recipientes com maiores trocas 

gasosas, a regeneração e o desenvolvimento das plântulas de pimenteira prosseguiram 

normalmente. 

Mohamed e Alsadon (2011), ao avaliar o efeito de trocas gasosas na 

micropropagação de Capsicum annuum, observaram que o tipo de frasco utilizado 

afetou a aparência morfogênica dos calos, a organogênese e o crescimento das plântulas 

in vitro. Neste experimento, notou-se que os frascos com uma membrana que permitiam 

trocas gasosas deram suporte a um cultivo mixotrófico e aumentaram as taxas de 

regeneração e crescimento das plântulas. Além disso, nos frascos que permitiam trocas 

gasosas houve maior massa seca e conteúdo de pigmentos fotossintéticos, o que 

facilitou a aclimatação ex vitro e o crescimento. 

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito das 

trocas gasosas e do tipo de explante na morfogênese in vitro de Capsicum annuum L. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Desinfestação e germinação in vitro 

 

Foram utilizadas sementes de um genótipo de Capsicum annuum L. (acesso 132) 

proveniente do Banco de Germoplasma de Hortaliças do Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal da Paraíba (BAGH-CCA/UFPB).  

Sob condições assépticas, a desinfestação das sementes consistiu da imersão 

inicial em álcool 70% (v/v) por 60 segundos, seguida pela imersão em solução de 

hipoclorito de sódio comercial a 5% (v/v) (Super Globo
®
, Brasil), por um período de 10 

min. Após esse período, foram realizados quatro enxágues com água desionisada e 

autoclavada. As sementes foram transferidas para frascos de vidro (250 mL de 

capacidade), contendo 50 mL de meio de cultura composto pelos de sais MS 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962), complexo vitamínico B5 (GAMBORG et al., 1968), 

30 g L
-1

 de sacarose e 100 mg L
-1

 de mio-inositol, 8 g L
-1

 de ágar, com pH ajustado para 

5,7 ± 0,1, sendo autoclavado a 120°C, 1,1 kfPa por 20 min. Foram inoculadas dez 

sementes por frasco com três tipos de vedações: tampas rígidas de polipropileno (TRP); 

tampas de polipropileno com um orifíio (10 mm) coberto com uma membrana de 0,45 

m (MilliSeal
®
 AVS-045 Air Vent), e TRP com dois orifícios cobertos com membranas 

(Figura 1), com dez repetições para cada tratamento. A germinação ocorreu em 

ambiente de sala de crescimento com regime luminoso de 16h, sob irradiância de 60 

μmol m
-2

 s
-1

 (2 lâmpadas fluorescentes, HO Sylvania T12 - 110 W) e temperatura de 25 

± 2°C. 

 

  
 

Figura 1 - A. tampa rígida de polipropileno (TRP); B. TRP com uma membrana de 0,45 m 

de póro (MilliSeal
®
 AVS-045 Air Vent); C. TRP com duas membranas. Barra = 1 cm. 
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Morfogênese in vitro 

  

Após a germinação, os explantes (segmentos de cotilédones e de hipocótilos) 

provenientes destas plântulas foram transferidos para meio de indução de morfogênese 

(MIM), constituído pelo meio MS adicionado de 22,2 µM de benziladenina (BA) e 5,71 

µM de ácido indolacético (AIA) (ARROYO e REVILLA, 1991), mantendo-se os 

mesmos níveis de trocas gasosas nos diferentes tratamentos.  

 

Avaliações de características de plântulas 

 

Durante todo o desenvolvimento in vitro foram avaliados os efeitos dos 

tratamentos nos eventos morfogênicos através dos caracteres: porcentagem de 

germinação (%), massa fresca (g), comprimento do hipocótilo (cm), comprimento da 

folha (mm), largura da folha (mm) e número de folhas por planta. 

 

Determinação do conteúdo de pigmentos fotossintéticos 

 

Após 30 dias de cultivo in vitro, foram retirados seis discos foliares (7 mm de 

diâmetro), da terceira folha expandida a partir do meristema apical, e incubados em 5 

mL de solução de DMSO (saturado com carbonato de cálcio) por 48 horas no escuro 

(SANTOS et al., 2008). A absorbância das amostras foi determinada em cubeta de 

quartzo de 10 mm de caminho ótico, em espectrofotômetro de duplo feixe (Modelo 

Hitachi U-2000). Os comprimentos de ondas (665, 649 e 480 nm) e as equações para o 

cálculo das concentrações de clorofilas a, b e carotenóides totais foram baseados no 

método descrito por Wellburn (1994). 

 

Análises histológicas 

 

Para a realização de análises histológicas, amostras foram retiradas do caule no 

terço médio da planta. Cortes transversais foram realizados em micrótomo de mesa 

(LPC, Rolemberg & Bohering, Comércio e Importação Ltda, Belo Horizonte, Brasil) e 

submetidos ao Floroglucinol (JOHANSEN, 1940) para evidenciar a presença de lignina. 
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As observações e registros fotográficos foram realizados em fotomicroscópio 

(AX70TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão) equipado com o sistema U-Photo. 

 

Avaliação da capacidade morfogênica 

 

Na fase de regeneração a capacidade morfogênica de cada fonte de explante 

(cotilédone e hipocótilo) foi comparada quanto ao número de ramos por explante, 

número de calos por explante, frequência média de regeneração, massa fresca e massa 

seca. 

 

Delineamento experimental 

 

Os experimentos foram constituídos por três tratamentos (frascos sem 

membrana, com uma e duas membranas) com 15 repetições cada em um delineamento 

inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e para a comparação entre as médias dos tratamentos foi realizado o teste de 

Tukey a 1% de significância para todos os experimentos. Todas as análises foram 

realizadas com o auxílio do programa GENES versão Windows/2004.2.1 (CRUZ, 

2006). 
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RESULTADOS 

 

Efeito das trocas gasosas nas características morfogênicas 

 

O presente estudo mostrou o efeito dos diferentes níveis de trocas gasosas nas 

seguintes características morfogênicas: porcentagem de germinação, massa fresca, 

massa seca, comprimento do hipocótilo, comprimento da folha, largura da folha, 

número de folhas por planta, clorofila a, clorofila b e carotenóides totais (Tabela 1). 

Para porcentagem de germinação, massa seca, comprimento do hipocótilo, comprimento 

e largura da folha e número de folhas por planta não houve diferença estatística entre os 

frascos com uma e duas membranas, porém as médias foram superiores aos frascos sem 

membranas (Tabela 2).  

 

 

Tabela 1 - Resumo da análise de variância das características observadas em plântulas 

de Capsicum annuum L., 30 dias após a germinação. 

 

Fonte de Variação GL   QM   

GERM MF MS NF/PL CHP 

Tipo de Vedação 2 5120** 244** 48,15** 24,08** 112,98** 

Resíduo 42 489,52 2,22 0,73 0,90 2,57 

Média Geral  66,67 12,52 1,58 3,46 8,86 

Coeficiente de Variação (%)  33,19 11,90 12,61 27,47 18,11 

  CFL LFL CLFA CLFB CRTN 

Tipo de Vedação 2 409** 89,4** 4287,8** 449,11** 114,05** 

Resíduo 42 18,45 9,20 9,01 0,69 0,10 

Média Geral  23,01 11,96 31,23 10,46 5,07 

Coeficiente de Variação (%)  18,66 25,35 9,61 7,95 6,24 
ns

 e ** = não significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. GERM = 

germinação (%); MF = massa fresca (g); MS = massa seca (g); NF/PL = número de folhas por plântula; CHP = 

comprimento do hipocótilo (cm); CFL = comprimento da folha (mm); LFL = largura da folha (mm); CLFA = 

clorofila a (µg/cm
2
); CLFB = clorofila b (µg/cm

2
); CRTN = carotenóides totais (µg/cm

2
). 

  

 

Com relação às características massa fresca, clorofila a, clorofila b e 

carotenóides totais, o tratamento no qual foram utilizados frascos com duas membranas 

foi superior aos demais. No entanto o tratamento com uma membrana se mostrou 

eficiente em aumentar estas variáveis em relação ao controle sem membrana (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Agrupamento de médias das características observadas em plântulas de 

Capsicum annuum L., 30 dias após a germinação. 

 

Tipo de Vedação GERM MF MS NF/PL CHP 

Sem membrana 45,33 b  8,06 c 0,56 b 2,12 b  5,69 b 

Uma membrana 77,33 a 13,60 b 2,73 a 3,63 a 10,47 a 

Duas membranas 77,33 a 15,91 a 3,83 a 4,63 a 10,42 a 

Tipo de Vedação CFL LFL CLFA CLFB CRTN 

Sem membrana 17,05 b  9,21 b 13,49 c  4,69 c 2,21 c 

Uma membrana 26,74 a 13,85 a  37,07 b 11,14 b  5,32 b 

Duas membranas 25,25 a 12,83 a  47,15 a 15,57 a  7,71 a 
Médias seguidas das mesmas letras não diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de 

probabilidade. GERM = germinação (%); MF = massa fresca (g); MS = massa seca (g); 

NF/PL = número de folhas por plântula; CHP = comprimento do hipocótilo (cm); CFL = 

comprimento da folha (mm); LFL = largura da folha (mm); CLFA = clorofila a (µg/cm
2
); 

CLFB = clorofila b (µg/cm
2
); CRTN = carotenóides totais (µg/cm

2
). 

 

 

O teste histoquímico com Floroglucinol evidenciou a presença de lignina nos 

tecidos vasculares (xilema) das seções transversais do caule de plântulas cultivadas em 

frascos com uma e duas membranas, tendo esta última apresentado maior lignificação 

(maior área corada) que a primeira (Figuras 3B e 3C). No entanto, em plântulas 

cultivadas em frascos com tampas sem membrana não se observou a coloração 

avermelhada típica da reação, o que mostra que não há presença de lignina suficiente 

para reagir com o Floroglucinol (Figura 3A), o que explica o fato destas plântulas terem 

se apresentado mais tenras em relação aos demais tratamentos. 

 

 

   
 

Figura 3 - Cortes transversais de caule de Capsicum annuum L., 30 dias após a germinação. 

A. plântulas cultivadas em frascos sem membrana; B. plântulas cultivadas em frascos com 

uma membrana; C. plântulas cultivadas em frascos com duas membranas. Barra = 100 µm 

(Reação positiva para lignina: coloração vermelha). 

 

A B C 



20 

 

Efeito das trocas gasosas e do tipo de explante na morfogênese 

 

Na fase de regeneração observou-se que houve influência tanto do tipo de 

vedação quanto da fonte de explante utilizada no MIM, sendo que a interação entre 

estes dois fatores não foi significativa (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3 - Resumo da análise de variância das características observadas no MIM em 

Capsicum annuum L. 

 

Fonte de Variação GL       QM  

NC/E NB/E MF TMS 

Tipo de Vedação 2 0,4283**              1,3350** 19,5522** 82,8322** 

Tipo de Explante 1 0,5635** 4,2389** 14,7500** 75,7667** 

Vedação x Explante 2 0,0092
ns

 0,0267
 ns

 0,0036
 ns

 2,9233
 ns

 

Resíduo 24 0,0458 0,5000 0,4434 3,2851 

Média Geral  0,5667 0,9500 0,4800 8,2870 

Coeficiente de Variação (%)  37,78 74,43 13,88 21,87 
ns

 e ** = não significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. NC/E = 

número de calos por explante; NB/E = número de brotações por explante; MF = massa fresca (g); TMS = 

teor de massa seca (%). 

 

 

Os tratamentos que utilizaram segmentos de hipocótilo como fonte de explantes 

foram os mais eficazes na calogênese e na formação de brotações, além de apresentarem 

maior massa fresca e massa seca (Tabela 4). 

Em relação à indução de brotações (organogênese de novo), os explantes 

cultivados em frascos com membranas mostraram-se mais eficazes. Por outro lado, os 

explantes cultivados em frascos com uma ou duas membranas apresentaram maiores 

freqüências de regeneração que aqueles cultivados em frascos sem membranas (Tabela 

4). 

Quando se avaliou a massa fresca e a massa seca, as maiores médias foram 

obtidas pelo tratamento sem membrana (1,3 g e 0,159 g, respectivamente) e as menores 

pelo tratamento com duas membranas (0,625 g e 0,049 g, respectivamente). O 

tratamento representado pelos frascos com uma membrana apresentou valores 

intermediários, não diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Influência do tipo de vedação e da fonte de explante sobre a indução de 

morfogênese em Capsicum annuum L., 30 dias após a germinação. 
 

Tipo de explante NC/E MF FMR MS 

Hipocótilo 0,81667 a 1,3 a 0,56 a 0,217 a 

Cotilédone 0,31667 b 0,6 b 0,39 b 0,057 b 

Tipo de Vedação NC/E MF FMR MS 

Sem membrana 0,625 a 1,300 a 0,26 b   0,159 a 

Uma membrana 0,600 a 0,925 ab 0,53 a   0,088 ab 

Duas membranas 0,575 a 0,625 b 0,63 a   0,049 b 
Médias seguidas das mesmas letras não diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de 

probabilidade. NC/E = número de calos por explante; MF = massa fresca (g); FMR 

= frequência média de regeneração (%); TMS = teor de massa seca (%). 
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DISCUSSÃO 

 

Vários trabalhos têm verificado a influência das trocas gasosas na morfogênese 

in vitro de diversas espécies (YOON et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009; ARAGÓN et 

al., 2010; CHA-UM et al., 2010), inclusive em Capsicum annuum L. (MOHAMED e 

ALSADON, 2011). 

No presente trabalho verificou-se que o incremento das trocas gasosas 

possibilitado pelo emprego das membranas influenciou no desenvolvimento 

morfogênico de C. annuum L. favorecendo as características de rusticidade e 

maturidade do material evidenciado pelo acréscimo nos valores de massas fresca e seca. 

Resultados semelhantes foram encontrados com orquídeas do gênero Phalaenopsis, em 

que houve um acréscimo na produção de biomassa quando as plântulas foram cultivadas 

em ambiente enriquecido com CO2 (YOON et al., 2009). 

No cultivo in vitro de plântulas de berinjela em frascos com tampas com 

membranas que permitem maiores trocas gasosas, relatou-se que estas mostraram-se 

mais vigorosas em relação àquelas cultivadas em frascos sem membranas, obtendo 

assim respostas morfogênicas similares às encontradas pelo presente estudo, como 

maiores massas fresca e seca e folhas mais expandidas (RIBEIRO et al., 2009). 

Neste trabalho se pode observar que plântulas cultivadas em frascos com 

membranas que incrementam as trocas gasosas apresentaram melhores características 

anatômicas, como sistema vascular mais desenvolvido. Resultados semelhantes foram 

encontrados em plântulas de Capsicum chinense Jacq. cultivadas em recipientes que 

proporcionam maiores trocas gasosas (SANTANA-BUZZY et al., 2005); estas 

apresentaram células epidérmicas mais espessas e tecidos vasculares mais diferenciados 

e com maiores calibres. Essas características são benéficas na micropropagação in vitro 

de pimenteira, uma vez que estas podem ter seu desenvolvimento comprometido ou até 

mesmo morrerem devido ao desenvolvimento de sistemas vasculares não-funcionais e 

deficientes conexões vasculares entre raiz e parte aérea (ESTRADA-LUNA et al., 

2001).  

Maiores trocas gasosas podem aumentar a qualidade das plantas produzidas in 

vitro, assim como influenciar positivamente diversos sistemas de cultura de tecidos, tais 

como cultura de raízes, suspensões celulares e calos indiferenciados. Rodrigues et al. 

(2011), ao avaliarem o efeito das trocas gasosas na propagação in vitro de nim 

(Azadirachta indica), propuseram que o uso de membranas que permitem maiores 
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trocas gasosas pode aumentar a qualidade das brotações, diminuindo a ocorrência de 

clorose e senescência foliar. Da mesma forma, neste experimento observou-se que as 

plântulas de C. annuum L. cultivadas em condições de maiores trocas gasosas 

apresentaram menor abscisão foliar, senescência mais lenta e menor incidência de 

clorose e hiperhidricidade. 

No presente estudo sugere-se que a umidade relativa no interior dos frascos sem 

membrana possivelmente foi mais alta do que naqueles com membranas, devido a 

formação de gotículas de água nas paredes dos frascos, fato este que também foi 

relatado por Mohamed e Alsadon (2011) em seu experimento com C. annuum L. 

A presença de maiores teores de pigmentos fotossintéticos como clorofilas e 

carotenóides, como foi observado nos tratamentos com plântulas cultivadas em frascos 

com membranas que permitem maiores trocas gasosas, tem uma importância ainda mais 

acentuada para C. annuum, uma vez que o acúmulo de carotenóides em Capsicum está 

diretamente relacionado com o valor nutricional do fruto. Estes pigmentos possuem 

algumas propriedades medicinais e são largamente utilizados na alimentação e em 

aplicações nutracêuticas (RODRIGUEZ-URIBE et al., 2011; JASWIR et al., 2011). 

Na indução de organogênese em C. annuum L. não se observou efeito positivo 

de uma maior aeração na indução de brotações, ao contrário do que foi obtido por 

Mohamed e Alsadon (2011) com esta mesma espécie, onde relataram que o aumento 

das trocas gasosas incrementou significativamente a porcentagem de explantes que 

desenvolveram brotações.   

Não se observou uma relação direta entre o desenvolvimento de calos e as trocas 

gasosas, visto que nesse estudo a calogênese foi mais influenciada pela fonte de 

explante, sendo os segmentos de hipocótilo mais eficientes que os segmentos de 

cotilédone na indução de calos. Estes resultados são contraditórios aos de Zobayed et al. 

(1999), onde foi mostrado uma correlação positiva entre o aumento das trocas gasosas e 

a calogênese. 

O presente estudo demonstrou que o tipo de vedação influenciou na resposta 

morfogênica, sugerindo que uma maior troca gasosa tem efeito positivo na produção de 

biomassa e aclimatização das plântulas. Contudo, na indução de organogênese o tipo de 

explante utilizado parece ter maior influência na formação de calos e brotações em C. 

annuum L. 
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CAPÍTULO 2 

Influência do etileno e de poliaminas na morfogênese in vitro de pimenteira 

ornamental (Capsicum annuum L.) 

 

 

RESUMO 

 

Poliaminas (PAs) e etileno (ET) desempenham importantes papéis na 

morfogênese in vitro de diversas espécies vegetais e a interação entre estas duas classes 

de fitormônios tem sido estudada devido ao fato de compartilharem um precursor 

comum: a S-adenosylmethionine (SAM). Com o objetivo de estudar a influência do ET 

e de PAs na morfogênese in vitro de pimenteira ornamental, compostos que atuam na 

biossíntese e ação do ET ou como sequestrador e PAs e seu inibidor foram adicionados 

ao meio de regeneração. Os tratamentos com os inibidores de ET, 

aminoetoxivinilglicina (AVG) e tiossulfato de prata (STS), apresentaram alta frequência 

de regeneração, assim como os tratamentos com o perclorato de mercúrio (PM), que foi 

eficaz no sequestro do ET produzido pelos explantes. O precursor ácido 1-

aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) induziu uma menor taxa de regeneração, 

elevada calogênese e apresentou os níveis mais altos de etileno, assim como o inibidor 

da síntese de PAs, metilglioxal-bis-guanilhidrazona (MGBG). Por outro lado, quando se 

adicionou as poliaminas putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm) ao meio 

de cultura, os níveis de etileno foram mais baixos que o controle e a frequência de 

regeneração e emissão de gemas adventícias foram mais altas. Esses resultados 

evidenciam que há uma inter-regulação entre os níveis endógenos de ET e PAs e que os 

níveis desses hormônios interferem diretamente nas respostas morfogênicas durante a 

regeneração in vitro em Capsicum annuum L. 

 

Palavras-chave: poliaminas, etileno, Capsicum annuum L., morfogênese. 
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ABSTRACT 

 

Polyamines (PAs) and ethylene (ET) play important roles in in vitro 

morphogenesis of several plant species, and the interaction between these two classes of 

hormones has been studied because they share a common precursor: S-

adenosylmethionine (SAM). Aiming to study the influence of ET and PAs in in vitro 

morphogenesis of ornamental pepper, compounds that act on ET biosynthesis and 

action, or as ethylene scavengers, and PAs and their inhibitor were added to the 

regeneration medium. Treatments with the ET inhibitors aminoethoxyvinylglycine 

(AVG) and silver thiosulfate (STS) caused a greater regeneration frequency, as well as 

treatments with mercury perchlorate (MP), which was effective in scavenging the ET 

produced by the explants. The ET precursor, 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 

(ACC) induced a lower regeneration frequency, high callus formation and showed the 

higher levels of ethylene, as for the PAs inhibitor methylglyoxal-bis-guanilhidrazona 

(MGBG). On the other hand, when the PAs putrescine (Put), spermidine (Spd) and 

spermine (Spm) were added to the medium, ethylene levels were lower than control and 

regeneration frequency and shoot bud formation were higher. These results show that 

there is an inter-regulation between the internal levels of ET and PAs and that the levels 

of these hormones interfere directly in morphogenic responses during in vitro 

regeneration of Capsicum annuum L. 

 

Keywords: polyamines, ethylene, Capsicum annuum L., morphogenesis.  
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INTRODUÇÃO 

 

O etileno é um hormônio vegetal gasoso simples que desencadeia ampla 

variedade de respostas fisiológicas e morfológicas nas plantas, tais como a inibição da 

expansão celular, a promoção de senescência em folhas e flores, a indução da maturação 

e abscisão dos frutos, a resistência a patógenos e ao ataque de insetos (BLEECKER e 

KENDE, 2000; AN et al., 2010). Todavia, diferentes tipos de estresses como inundação, 

injúrias mecânicas, danos causados por patógenos, déficit hídrico ou seca, toxicidade 

mineral e salinidade são conhecidos por causarem aumento dos níveis endógenos de 

etileno, os quais podem agravar os efeitos do estresse (MAYAK et al., 2004; 

SIDDIKEE et al., 2011). 

A produção de etileno nos vegetais é regulada por cascatas de sinalização da 

cinase da proteína ativada por mitose (MAPKs). Essa ativação se dá em resposta a 

diversos estímulos internos. O estresse salino, por exemplo, ativa a cascata de MAPK e 

induz a biossíntese de etileno em plantas (HAHN e MARCH, 2009).  

A biossíntese de etileno em plantas superiores se inicia com a conversão da 

metionina em S-adenosilmetionina (SAM), a qual é convertida em ácido 1-

aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) pela enzima sintase do ACC (ACS). O ACC é 

então convertido em etileno pela enzima oxidase do ACC (ACO). As enzimas ACS e 

ACO são codificadas por uma família multigênica onde cada gene é regulado 

independentemente por um estresse específico (BLEECKER e KENDE, 2000; GE et 

al., 2000; FENG et al., 2011; SIDDIKEE et al., 2011). 

Pouco se conhece sobre o efeito do etileno, juntamente com reguladores de 

crescimento no meio de cultura e suas influências sobre o crescimento de explantes 

(LIN et al., 2009). 

A inibição do etileno pode ser induzida em diferentes etapas em suas vias de 

biossíntese. A fim de estudar os efeitos do etileno liberado na morfogênese vegetal, os 

inibidores dos primeiros passos na via de biossíntese, tais como a SAM ou o ACC, têm 

sido amplamente utilizados. A inibição da atividade da ACC sintase usando aminoetóxi-

vinil-glicina (AVG) ou ácido amino-oxiacético (AOA), que impedem a formação de 

ACC, também pode ser extremamente útil no estudo dos efeitos do etileno (LIN et al., 

2009). 

Outras substâncias são utilizadas na inibição do etileno, como os íons de prata e 

o dióxido de carbono (CO2) (BARBOSA et al., 2001). O CO2 pode atuar acidificando o 
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meio celular, o que reduz a ação da enzima ACO, baixando assim os níveis de etileno 

(ARIGITA et al., 2005). O íon de prata, aplicado na forma de nitrato de prata (AgNO3) 

ou tiossulfato de prata (STS), é um potente inibidor da ação desse fitormônio devido à 

competição por sítios de ligação dos receptores do etileno que estão localizados 

predominantemente nas membranas (KUMAR et al., 2009). 

As poliaminas são compostos de natureza alifática que desempenham várias 

funções no crescimento e desenvolvimento das plantas (BREGOLI et al., 2006). Elas 

estão envolvidas em respostas de defesa, uma vez que em condições de estresse, os 

níveis de biossíntese de poliaminas são significativamente aumentados (FRANCHIN et 

al., 2007; DIAS et al., 2010).  

Estudos realizados por Bais e Ravishankar (2002) mostram que as poliaminas 

desempenham papel fundamental na morfogênese de plantas. Pua et al. (1996), 

demonstraram o envolvimento de poliaminas na regeneração de brotos de rabanete. 

Além disso, estes fitormônios também podem estar relacionados à indução de 

embriogênese (FEIRER et al., 1984; ROUSTAN et al., 1990), atuam influenciando os 

eventos organogênicos, tendem a reduzir a oxidação, promovendo diminuição na 

atividade da peroxidase (TANG et al., 2004) e auxiliam na modulação do aparato 

fotossintético em plantas superiores (IOANNIDIS et al., 2012). 

As poliaminas podem ser classificadas em duas categorias baseado em seu efeito 

biológico: o primeiro grupo compreende a putrescina e a cadaverina, que estimulam 

alongamento celular e formação de raízes. O segundo grupo é representado por 

espermidina e espermina, que controlam a divisão celular e organogênese 

(KUZNETSOV et al., 2002). 

Kumar et al. (2007) demonstraram que a incorporação de inibidores de 

poliaminas no meio de cultura inibiu completamente a indução de gemas em Capsicum 

frutescens var. KTOC, enquanto a incorporação de poliaminas melhorou a indução de 

brotação de gemas sob fotoperíodo de 24h.  

Apesar de etileno e poliaminas aparentemente possuírem funções biológicas 

opostas, existe uma relação entre a síntese destes dois fitormônios, uma vez que ambos 

utilizam o mesmo precursor (SAM) (DIAS et al., 2010). A produção de poliaminas pode 

desempenhar importante papel na regulação da regeneração in vitro, promovendo o 

alongamento e a divisão celular através da inibição da produção de etileno (HU et al., 

2006). 
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Estudando a consequência da inibição dos efeitos do etileno na morfogênese in 

vitro de pimenteiras do gênero Capsicum, Santana-Buzzy et al. (2006) evidenciaram o 

papel deste fitormônio como um importante fator que contribui para a recalcitrância 

morfogênica nesse gênero. Além disso, inferiram com seus resultados que essas 

pimenteiras estão entre as espécies vegetais mais sensíveis ao acúmulo de etileno 

durante o desenvolvimento in vitro. 

Baseado nas descrições dos efeitos do etileno e das poliaminas sobre o 

crescimento e desenvolvimento vegetal, o presente estudo se propôs a investigar a 

influência do etileno e das poliaminas na indução da morfogênese in vitro de pimenteira 

ornamental (Capsicum annuum L.). 



33 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Desinfestação e germinação in vitro 

 

Foram utilizadas sementes de um genótipo de Capsicum annuum L. (acesso 132) 

proveniente do Banco de Germoplasma de Hortaliças do Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal da Paraíba (BAGH-CCA/UFPB). 

Sob condições assépticas, a desinfestação das sementes consistiu da imersão 

inicial em álcool 70% (v/v) por 60 segundos, seguida pela imersão em solução de 

hipoclorito de sódio comercial a 5% (v/v) (Super Globo
®
, Brasil), por um período de 10 

min. Após esse período, foram realizados quatro enxágues com água desionisada e 

autoclavada. As sementes foram transferidas para frascos de vidro (250 mL de 

capacidade), contendo 50 mL de meio de cultura composto pelos de sais MS 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962), complexo vitamínico B5 (GAMBORG et al., 1968), 

30 g L
-1

 de sacarose e 100 mg L
-1

 de mio-inositol, 8 g L
-1

 de ágar, com pH ajustado para 

5,7 ± 0,1, sendo autoclavado a 120°C, 1,1 kfPa por 20 min. Foram inoculadas dez 

sementes por frasco com tampa de polipropileno com uma membrana 0,45 m 

(MilliSeal
®
 AVS-045 Air Vent) que permite trocas gasosas. A germinação ocorreu em 

ambiente de sala de crescimento com regime luminoso de 16h, sob irradiância de 60 

μmol m
-2

 s
-1

 (2 lâmpadas fluorescentes, HO Sylvania T12 - 110 W) e temperatura de 25 

± 2°C. 

 

Morfogênese in vitro 

 

Segmentos de hipocótilo (aproximadamente com 10 mm de comprimento) de 

plântulas de Capsicum annuum L. germinadas in vitro (Figura 1A), foram inoculados 

em meio de indução de morfogênese (MIM), suplementado com reguladores de 

crescimento BA (22,2 µM) + AIA (5,71 µM) (ARROYO e REVILLA, 1991). Foram 

utilizadas cinco repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída por um 

frasco de vidro (250 mL de capacidade), contendo cinco explantes cada. Estes frascos 

foram vedados com tampas de polipropileno, nas quais foram fixados septos de silicone 

para a retirada das amostras da atmosfera interna. 
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Para avaliar o efeito do precursor ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano 

(ACC) e dos inibidores aminoetoxivinilglicina (AVG) e tiossulfato de prata (STS), estes 

foram adicionados ao meio indutor de morfogênese (MIM), em alíquotas de soluções-

estoque filtro-estéreis, correspondentes às concentrações de 3 μM de ACC e AVG, e 10 

μM de STS (REIS et al., 2003), após autoclavagem. As soluções de ACC e AVG foram 

filtro-esterilizadas em membrana com poros de 0,22 μm e 2,5 cm de diâmetro (Millex-

GS, Millipore, EUA). O STS foi preparado vertendo-se solução de tiossulfato de sódio 

sobre cristais de nitrato de prata a uma proporção molar final de 4:1 (tiossulfato:prata) 

(REID et al., 1980). 

A solução de perclorato de mercúrio (PM) (250 mM) foi introduzida ao sistema 

por meio da fixação de um microtubo de 1,5 mL, previamente autoclavado, ao meio de 

cultura, sendo o volume de PM utilizado de 500 μL (DIAS et al., 2010). Dois 

tratamentos foram realizados utilizando o PM: um com este presente no meio de cultura 

em todo o período de subcultivo e outro com a retirada aos 10 dias de subcultivo. 

 As poliaminas: putrescina, espermidina e espermina, foram incorporadas ao 

meio de cultura na concentração de 1 mM, além do inibidor da síntese de poliaminas 

metilglioxal-bis-guanilhidrazona (MGBG) (Sigma Chemical Company, USA) na 

mesma concentração. Todas as soluções tiveram pH ajustado para 5,7 ± 0,1 e foram 

filtro-esterilizadas em filtro Millex-GS (Millipore, USA) com membrana de 0,22 μm de 

diâmetro de poro, sendo acrescidas ao meio de cultura durante o resfriamento, em 

câmara de fluxo laminar. 

Na Tabela 1, tem-se um resumo das substâncias e concentrações utilizadas nos 

tratamentos utilizados no experimento. 

 

Tabela 1 - Substâncias adicionadas ao meio de indução de morfogênese (MIM) em 

cada tratamento e suas concentrações. 

 

Tratamento Substância Concentração 

1 - Controle 
 ___

 
 ___ 

2 - PUT Putrescina 1 mM 

3 - SPD Espermidina 1 mM 

4 - SPM Espermina 1 mM 

5 - MGBG Metilglioxal-bis-guanilhidrazona 1 mM 

6 - ACC Ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano 3 µM 

7 - AVG Aminoetoxivinilglicina 3 µM 

8 - STS Tiossulfato de prata 10 µM 

9 - PM Perclorato de mercúrio 250 mM 

10 - PM* Perclorato de mercúrio* 250 mM 
* = Perclorato de mercúrio retirado aos 10 dias de subcultivo. 
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Avaliações 

 

A capacidade morfogênica do material vegetal foi avaliada através da frequência 

média de regeneração, número de ramos por explante (considerando apenas aqueles de 

comprimento maior que 2 mm) e número de calos por explante. 

Aos 6, 9, 12, 15, 18 e 30 dias de cultivo foram quantificados os níveis de 

produção de etileno e aos 9, 18 e 30 dias de cultivo os níveis de poliaminas livres nos 

tratamentos, baseado na metodologia proposta por Reis et al. (2003) e Silveira et al. 

(2004). 

A mensuração dos níveis de etileno foi realizada no Laboratório de Pós-Colheita 

do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa. Para tal, utilizou-se 

uma seringa esterilizada de 1cm
3
 para a coleta de amostras do ar contidas no interior dos 

recipientes. A concentração de etileno, expressa em μL L
-1

 C2H4 m
-2

 h
-1

 foi avaliada em 

cromatógrafo a gás Hewlett-Packard 5890, série II, com detector de ionização de chama 

(FID) a temperatura de 150ºC, injetor a 110ºC e coluna Porapak-N a temperatura de 

60ºC, usando como gás de arraste o dinitrogênio. 

A quantificação de poliaminas foi realizada no Laboratório de Biologia Celular 

(BIOCEL), do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo, de acordo com a 

metodologia descrita por Silveira et al. (2004). O fracionamento das poliaminas foi 

realizado em cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) em coluna C18 de 5 μm 

(Shimadzu Shin-pack CLC ODS), utilizando acetonitrila como fase móvel. O gradiente 

de acetonitrila absoluta foi programado para 65% nos primeiros 10 minutos, de 65 a 

100% entre 10 e 13 minutos e 100% entre 13 e 21 minutos. O fluxo de corrida foi de 1 

mL min
-1

 a 40°C, sendo o detector de fluorescência calibrado para 340 nm (excitação) e 

510 nm (emissão). 

 

Delineamento experimental  

 

Os experimentos foram constituídos por 10 tratamentos com 5 repetições cada 

em DIC. Os dados foram submetidos à ANOVA e para a comparação entre as médias 

dos tratamentos foi realizado o teste de Tukey a 5% de significância para todos os 

experimentos. Todas as análises foram realizadas com o auxílio do programa GENES 

versão Windows/2004.2.1 (CRUZ, 2006). 
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RESULTADOS 

 

Respostas morfogênicas 

 

Três diferentes tipos de respostas morfogênicas foram observados nos 

tratamentos: tratamentos que apresentaram calogênese e organogênese direta (Figura 

1B), organogênese direta com emissão de brotações adventícias (Figura 1C) e apenas 

calogênese (Figura 1D). 

 

 

 

 

Figura 1 - Cultivo in vitro de Capsicum annuum L. A. Plântulas aos 30 dias após 

germinação; B. Presença de brotações adventícias e calos em explantes 

hipocotiledonares após 30 dias de cultivo em meio de indução de morfogênese (MIM); 

C. Folhas expandidas após 30 dias de cultivo em MIM (organogênese direta); D. 

Calogênese em explantes hipocotiledonares após 30 dias de cultivo em MIM. (Barra: 

1,0 cm). 
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Houve correlação negativa entre o número médio de brotações e o número 

médio de calos nos tratamentos. O tratamento controle e os meios com adição de 

putrescina (Put), MGBG e ACC produziram maior calogênese, enquanto que os 

tratamentos com perclorato de mercúrio (PM) e perclorato de mercúrio retirado aos 10 

dias de cultivo (PM*) apresentaram as maiores médias de brotações por explante, 

seguidos pelos tratamentos acrescidos de AVG, espermidina (Spd), espermina (Spm) e 

tiossulfato de prata (STS) (Figura 2A). A maior frequência média de regeneração foi 

obtida pelo PM, o qual não diferiu estatisticamente do AVG e do PM*. Spm, Spd e STS 

apresentaram valores intermediários, ao passo que MGBG, ACC, Put e Controle 

tiveram as menores freqüências de regeneração (Figura 2B). 

 

Níveis de etileno 

 

Os níveis mais elevados de etileno (ET), durante os 30 dias de cultivo, foram 

observados, em ordem decrescente, nos tratamentos ACC, Put, MGBG e Controle. 

Sendo que nesses três primeiros, o valor máximo foi observado por volta do 15º dia, 

enquanto que no controle o valor máximo ocorreu próximo ao12º dia. Os tratamentos 

AVG, STS, PM*, Spd e Spm apresentaram valores nulos de ET até o 9º dia de cultivo, 

no entanto, passaram a apresentar ET a partir do 12º dia, tendo estes dois últimos 

voltado a apresentar valores nulos de ET ao 30º dia. O tratamento PM foi o único que 

não apresentou ET, em todos os dias de avaliação (Figura 3). 

Os tratamentos que apresentaram os maiores níveis de acúmulo de ET 

promoveram maior calejamento (Controle, MGBG, ACC e Put) (Figura 2C). Por outro 

lado, os tratamentos que apresentaram as maiores frequências de regeneração (PM, 

PM*, AVG, Spm, Spd e STS) coincidiram com os que tiveram os níveis mais baixos de 

acúmulo de ET (Figura 2B). 
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ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano; AVG = aminoetoxivinilglicina; STS = 

tiossulfato de prata; PM = perclorato de mercúrio; PM* = perclorato de mercúrio 
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Poliaminas endógenas 

 

Os níveis mais altos de putrescina (Put) foram observados no tratamento ao qual 

se adicionou esta poliamina ao meio de cultura; em seguida, ACC, Spm, Spd e o 

controle; logo após, o grupo com os inibidores PM, AVG e STS e, por fim, os menores 

teores endógenos de Put ocorreram nos explantes dos tratamentos MGBG e PM* 

(Figura 4A). 

Assim como aconteceu com a Put, os maiores teores de Spd e Spm ocorreram 

nos tratamentos aos quais se adicionaram estas PAs ao MIM (Figura 4B, C). PM, 

contudo, não diferiu estatisticamente da maior média e PM* apresentou níveis 

intermediários de espermidina (Figura 4B). 

Em relação às PAs totais, Put e Spm obtiveram as melhores médias. Inferiores a 

estas, porém superiores a PM e ao controle foram ACC e Spd. Os teores mais baixos de 

PAs totais ocorreram nos tratamentos AVG, STS, PM* e MGBG (Figura 5A). 
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 MF) em explantes de 
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-1

. 

Médias indicadas pelas mesmas letras minúsculas entre todos os tratamentos e 

maiúsculas dentro de um mesmo tratamento não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% 

de probabilidade.       9 dias       18 dias       30 dias 

 

As maiores razões putrescina / (espermidina + espermina) foram observadas nos 

tratamentos com adição de ACC e Put. Estes apresentaram médias superiores ao 

controle, que por sua vez foi superior aos demais tratamentos (Figura 5B). 

Em todos os tratamentos, tanto as PAs analisadas individualmente (putrescina, 

espermidina e espermina) quanto as PAs totais apresentaram teores mais altos no 18º 

que no 9º e 30º dias de análise (Figuras 4 e 5). 

 

A 

B 
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DISCUSSÃO 

 

Vários trabalhos têm relatado a influência do ET na morfogênese in vitro em 

diversas espécies (BARTLEY e ISHIDA, 2007; DIAS et al., 2010; LEON-REYES et 

al., 2010; MENDES et al., 2011). Dentre estas, as pimenteiras do gênero Capsicum 

destacam-se como uma das espécies cultivadas mais sensíveis ao ET durante seu 

desenvolvimento (SANTANA-BUZZY et al., 2005; SANTANA-BUZZY et al., 2006; 

NÚÑEZ-PASTRANA et al., 2011). 

Observou-se uma relação diretamente inversa entre a produção de ET e a 

frequência de regeneração, evidenciado pela inibição da emissão de brotações nos 

tratamentos que apresentaram maiores níveis de ET. Estes resultados são concordantes 

com os encontrados por Santana-Buzzy et al. (2006) na regeneração in vitro de 

Capsicum chinense, onde frascos que acumularam mais ET foram aqueles que 

apresentaram maior calogênese e menos brotações, demonstrando assim que o ET 

desempenha papel importante na formação de calos nas espécies deste gênero. 

Em concordância com os dados apresentados por Reis et al. (2003) e Dias et al. 

(2010) em trabalhos com o gênero Passiflora, os níveis mais elevados de ET durante 

todo o período de cultivo foram encontrados no tratamento que se adicionou ACC, o 

que mostra a eficácia do precursor na síntese deste fitormônio não só nos primeiros dias, 

mas em todo o período de cultivo, o que provavelmente se deve ao fato do ET liberado 

poder ativar ou inibir a sua produção autocataliticamente. Esta autorregulação ambígua 

sugere que o modo de ação do ET é modulado mais pela sua concentração do que 

simplesmente pela sua presença ou ausência no meio (PIERIK et al., 2006). 

Os inibidores AVG e STS foram eficazes na diminuição dos níveis de ET no 

interior dos frascos de cultura. Estes tratamentos tiveram uma frequência de regeneração 

mais alta que o tratamento controle e apresentaram baixa taxa de calogênese. De acordo 

com Gong et al. (2005), a introdução dos antagonistas do ET nos meios de cultura 

afetam o nível de ACC, que por sua vez afeta os níveis de ET. 

Quando o PM foi utilizado, obtiveram-se valores nulos de ET, o que mostra que 

este foi eficaz na captura do ET produzido, concordando assim com os resultados 

obtidos por Dias et al. (2010). Entretanto, no tratamento em que o PM foi retirado ao 

10º dia de cultivo, baixos níveis de ET foram identificados já ao 12º dia, quando já não 

estava mais havendo o sequestro do ET. 



43 

 

Put, Spd e Spm desempenham diferentes papéis na morfogênese de diferentes 

espécies vegetais (ZHU e CHEN, 2005). As PAs adicionadas ao meio de cultura têm 

sido amplamente utilizadas para o estudo da função deste fitormônio no crescimento e 

diferenciação celular (MARTIN-TANGUY, 2001). 

Neste estudo, Spm e Spd adicionadas exogenamente causaram aumento na 

frequência de regeneração e na emissão de brotações. Estas PAs causaram aumento na 

emissão de brotações em orquídeas do gênero Dendrobium (KUMARI e GEORGE, 

2011) e induziram maior resistência à salinidade em cultivares susceptíveis de arroz, 

restaurando características inibidas por este estresse como comprimento de raiz e 

comprimento de parte aérea, além de mostrarem-se imprescindíveis para a indução de 

gemas adventícias e altas taxas de regeneração (ROYCHOUDHURY et al., 2011). 

Resultados similares foram encontrados em pimenteiras da espécie Capsicum 

frutescens, onde a incorporação de poliaminas exógenas aumentou o número de 

brotações e a porcentagem de regeneração dos explantes (KUMAR et al., 2007). 

Observou-se neste estudo que Spd e Spm resultaram numa menor frequência de 

calejamento, baixa produção de ET e altos níveis de poliaminas totais, sugerindo que 

estas PAs atuem direcionando a SAM para a produção de SAM descarboxilada e, 

consequentemente, das demais PAs em detrimento da rota de produção do ET. 

Inversamente ao que ocorreu com Spd e Spm, quando se adicionou Put ao meio 

houve baixa frequência de regeneração, alta taxa de formação de calos e altos níveis de 

ET, o que possivelmente foi causado por uma indução de alta atividade da sintase do 

ACC devido a uma menor demanda desta enzima pela rota de síntese de poliaminas. 

Neste tratamento e no tratamento em que se adicionou ACC houve um acréscimo na 

razão Put / (Spd + Spm), o que corrobora com a relação antagônica existente entre estes 

grupos de PAs (SHOEB et al., 2001; ZHU e CHEN, 2005). 

A adição de MGBG ao meio causou baixos níveis de poliaminas e alta produção 

de ET, neste tratamento houve pouca indução de gemas adventícias e alta calogênese. 

Resultados semelhantes foram observados em Malus domestica Borkh. em que a 

aplicação de MGBG induziu a um acréscimo nos níveis e uma aceleração no acúmulo 

de ET e reduziu drasticamente os teores de Put, Spd e Spm, demonstrando que o MGBG 

pode ter importante influência na expressão de genes-chave envolvidos na síntese do ET 

(PANG et al., 2010). Resultados semelhantes foram obtidos em Passiflora sp., em que a 

inibição das PAs reduziu a taxa de diferenciação (DIAS et al., 2009). 
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Pode-se concluir que os níveis internos de ET e PAs são inter-regulados pelas 

concentrações destes próprios hormônios e interferem diretamente nos eventos 

morfogênicos em C. annuum L. Altas concentrações de ET promovem calogênese na 

fase de regeneração a partir de segmentos de hipocótilo. Maiores concentrações de PAs 

(Spd e Spm), por sua vez, inibem a produção de ET e induzem a formação de 

organogênese direta, aumentando a frequência de regeneração, o que pode ser uma 

importante ferramenta visando atenuar o problema da recalcitrância in vitro desta 

espécie. Entretanto, a maior frequência de regeneração ocorreu na condição de ausência 

de etileno na atmosfera do frasco de cultura. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

- As concentrações internas de CO2, O2 e etileno, alteradas de acordo com o tipo 

de vedação do frasco de cultura, afetaram diretamente o desenvolvimento morfogênico 

em Capsicum annuum L., onde maiores trocas gasosas proporcionaram plântulas com 

características morfológicas mais interessantes para a micropropagação. 

 

- Durante a indução de morfogênese em C. annuum L., frascos com membranas 

que permitem trocas gasosas possibilitaram uma maior frequência média de regeneração 

e explantes hipocotiledonares mostraram-se mais efetivos que explantes cotiledonares. 

 

- Os níveis de etileno acumulado no interior dos frascos de cultura mostraram-se 

diretamente relacionados com as diferentes vias de regeneração de C. annuum L., sendo 

que baixas concentrações de etileno ocorreram quando houve presença de gemas 

adventícias (organogênese direta), enquanto que altas concentrações ocorreram quando 

houve maior calogênese. 

 

- Os níveis endógenos de poliaminas interferiram diretamente na produção de 

etileno, indicando que a competição entre as duas rotas biossintéticas promove uma 

inter-regulação na produção destes dois fitormônios. 


