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RESUMO

A producdo de hibridos é considerada um dos principais objetivos dos programas de
melhoramento de cebola. No entanto, o tempo necessario para se produzir hibridos a partir de
linhagens endogamicas por métodos convencionais € um fator limitante. Uma forma de superar
esse problema, de forma eficiente, tem sido realizado através da técnica de duplo-haploides
(DH). Os embrides hapldides regenerados por ginogénese, sdo convertidos em plantas duplo-
hapldides, e posteriormente, sdo cruzadas para producdo de hibridos. Assim, objetivou-se
induzir a formagdo de plantas hapldides in vitro de Allium cepa L. a partir ovarios ndo-
fertilizados. Inicialmente, ovarios ndo-fertilizados da cultivar IPA-12 foram inoculados em
meio de cultura BDS (Dunstan e Short, 1977), suplementado com 100 g.L™? de sacarose, 200
mg.L™* de prolina, 500 mg.L™ de mioinositol, 10 mg.L™* de sulfato de adenina e vitaminas B5,
e sob diferentes combinacdes de reguladores de crescimento 2,4-D (0, 1,0 e 2,0 mg.L™) e BAP
(0, 1,0 e 2,0 mg.L™?). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da adic&o de 6 g.L™ de agar, em
seguida, autoclavado por 15 minutos a 121°C. Foram inoculados 20 ovéarios ndo-fertilizados
em cada placa de Petri, e os calos e embries formados foram coletados e transferidos para meio
MS meia forca, suplementado com 1,0 mg.L™ de AIB + 1,0 mg.L™ de KIN. Apds 3-4 semanas,
as plantulas foram transferidas para substrato comercial PlantMax® para aclimatizagdo. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 32,
0s tratamentos consistiram na combinacdo de doses de 2,4-D e BAP, com 9 tratamentos e 25
repeticdes cada. As variaveis analisadas foram nimero de explantes que formaram calos;
porcentagem de formacdo de calos (%); numero de explantes que formaram embrides e
porcentagem de formacao de embrides (%). Os dados foram submetidos a anélise de variancia
e quando houve diferencas significativas as médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. A producéo de calos foi observada a partir da quarta semana da
inoculacdo dos ovarios. Ao todo foram formados 411 calos e 69 embrides, correspondendo a
22,83% e 5,4%, respectivamente. Maior numero de plantulas hapléides foram obtidas em meio
BDS livre de regulador de crescimento, enquanto a maior porcentagem de calos foi obtida
quando o meio BDS foi suplementado com 1,0 mg.L™? de 2,4-D + 2,0 mg.L? de BAP. O
genotipo IPA-12 apresenta alta capacidade ginogénica, ndo sendo necessario 0 uso de
reguladores de crescimento na inducdo de haploides. O nivel de ploidia sera determinado por
citometria de fluxo.

Palavras-Chave: Cebola. Ginogénese. Hibridos.



ABSTRACT

Hybrid production is considered one of the main objectives of onion breeding programs.
However, the time required to produce hybrids from inbred lines by conventional methods is a
limiting factor. One way to overcome this problem, efficiently, has been done using the double-
haploid (DH) technique. The haploid embryos regenerated by gynogenesis, are converted into
double-haploid plants, and later, are crossed to produce hybrids. Thus, the objective was to
induce the formation of haploid plants in vitro of Allium cepa L. from unfertilized ovaries.
Initially, unfertilized ovaries of the IPA-12 cultivar were inoculated in BDS culture medium
(Dunstan and Short, 1977), supplemented with 100 gL-1 of sucrose, 200 mg.L-1 of proline, 500
mg.L-1 of myoinositol, 10 mg.L-1 of adenine sulfate and vitamins B5, and under different
combinations of growth regulators 2,4-D (0, 1,0 and 2,0 mg.L-1) and BAP (0, 1.0 and 2.0
mg.L-1). The pH of the medium was adjusted to 5.8 before adding 6 g.L-1 of agar, then
autoclaved for 15 minutes at 121 ° C. Twenty unfertilized ovaries were inoculated into each
Petri dish, and the calluses and embryos formed were collected and transferred to medium
strength MS medium, supplemented with 1.0 mg.L-1 of IBA + 1.0 mg.L-1 of KIN. After 3-4
weeks, the seedlings were transferred to commercial PlantMax® substrate for acclimatization.
The experiment was conducted in a completely randomized design, in a factorial scheme 32,
the treatments consisted of the combination of doses of 2,4-D and BAP, with 9 treatments and
25 repetitions each. The variables analyzed were the number of explants that formed calluses;
percentage of callus formation (%); number of explants that formed embryos and percentage of
embryo formation (%). The data were subjected to analysis of variance and when there were
significant differences, the means were compared by the Tukey test at the level of 5%
probability. Callus production was observed from the fourth week of ovary inoculation.
Altogether 411 calli and 69 embryos were formed, corresponding to 22.83% and 5.4%,
respectively. Higher number of haploid seedlings were obtained in BDS medium free of growth
regulator, while the highest percentage of calluses was obtained when the BDS medium was
supplemented with 1.0 mg.L-1 of 2.4-D + 2.0 mg .L-1 of BAP. The IPA-12 genotype has a high
gynogenic capacity, and it is not necessary to use growth regulators to induce haploids. The
ploidy level will be determined by flow cytometry.

Keywords: Onion. Gynogenesis. Hybrids.
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1 INTRODUCAO

A cebola comum (Allium cepa L.), é uma espécie originaria da Asia, pertence a familia
Alliaceae e apresenta 2n = 2x = 16 cromossomos. E uma hortalica amplamente cultivada e
consumida no mundo. Além de ser um excelente condimento, apresenta propriedades
medicinais e, devido as propriedades antioxidantes e anticancerigenas, é considerado um
alimento funcional (RODRIGUES et al., 2011). As plantas dessa espécie sdo consideradas
bianuais, apresentam folhas cilindricas e fistulosas, com 0,30 a 0,50 m de altura e coloragéo
verde-escura.

A demanda por variedades especificas adaptadas as condi¢cdes locais é de grande
interesse em funcdo de ser uma planta sensivel ao fotoperiodo e s6 formar bulbos quando
submetido a condi¢cbes ambientais especiais, ou seja, baixas temperaturas e fotoperiodismo
curtos (DONG et al., 2013).

No Brasil, ha dois tipos de variedades produzidas, hibridos F1 e variedade de
polinizagdo aberta. A producéo de hibridos F1 é considerada um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento de cebola. Porém, a principal restricdo da producdo de sementes
de hibridos F1, refere-se ao tempo necessario para se produzir as linhagens endogamicas por
métodos convencionais (oito ciclos de autofecundacéo). Visto que a planta é alégama, os ciclos
de autofecundacao certamente levam a depressao por endogamia, pois as populacées de cebola
possuem alelos recessivos com efeitos deleterios (DHATT e THAKUR, 2014).

Em muitas outras espécies esse problema tem sido superado por produzir linhagens
geneticamente homozigotas por meio da técnica haplo-diploidizacéo, ou seja, produz as plantas
haploides e depois duplica-se 0 nimero de cromossomos usando agentes quimicos como
colchicina, orizalina ou trifluralina (BOHANEC, 2002).

As plantas haploides podem ser produzidas com o uso de cultura de anteras, 6vulos nao-
fertilizados, ovarios ou cultura de botbes florais. Dos diferentes métodos para producdo de
haploides de cebola in vitro, a ginogénese foi a Unica relatada como sendo bem-sucedida
(FAYOS, 2015). Geoffriau et al. (1997), relatou que a principal limitacdo da ginogénese em
cebola ¢ a baixa porcentagem de formacao de embrido hapldide e a duplicacdo de cromossomos
e sobrevivéncia de plantas da maioria dos materiais, no entanto, através de modificacdes nos
protocolos de inducdo de hapldides, como utilizacdo de diferentes meios de cultura, diferentes
concentracdes e tipos de reguladores de crescimento, e tamanho dos explantes, é possivel

reverter essa situagéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Induzir a formacdo de plantas haploides in vitro de Allium cepa L. a partir de ovarios
ndo-fertilizados submetidos a diferentes combinacGes de reguladores de crescimento de plantas

in vitro.

2.2 Especificos
Quantificar a porcentagem de explantes que formaram calos e embrides;

Identificar qual combinacg&o de reguladores de crescimento proporcionou maior nimero

de calos e embrides.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Classificacéao botéanica

Allium cepa L., conhecida popularmente por cebola, € uma espécie que apresenta a
seguinte classificagdo: Sub-divisdo — Angiospermae; Classe — Monocotiledoneae; Sub-classe —
Liliidae; Ordem — Liliales; Familia — Alliaceae; Género — Allium e Espécie - Allium cepa L.

A cebola € descrita como uma planta monocotiledénea herbacea de ciclo vegetativo
bienal, cuja parte comercial ¢ um bulbo tunicado, que apresenta variacdo em formato, cor,
pungéncia, tamanho e conservacao pés-colheita (EMBRAPA, 2007).

De acordo com Rahn (1998), o caule forma bulbo e rizomas tuberosos envolvidos por
bainha, com folhas basais que podem ser lineares, filiformes, lanceoladas ou ovaladas. Seu
sistema reprodutivo é formado por um conjunto de flores, inflorescéncia, a qual desenvolve-se
de forma esférica, em cimeira, as flores sdo hermafroditas e apresentam um odor peculiar

caracteristico da maioria dos representantes da familia (WASUM et al., 2007).

3.2 Importancia econdmica

A cebola esta entre as hortalicas de maior importancia econémica no mundo, devido
apresentarem uma variedade de usos, como na culinaria e na medicina e inddstria farmacéutica
(ARSHAD et al., 2017). No Brasil, essa cultura é a terceira em importancia econdmica, ficando
atras apenas da batata e do tomate (HUNGER et al., 2013).

Em 2019 a safra brasileira de cebola foi de 1.556.885 toneladas produzidas em 48.146
hectares, com produtividade média de 32,34 t.ha?, distribuida nas Regibes Sul (43,91%),
Sudeste (23,98%), Nordeste (20,24%), Centro-Oeste (11,82%) e Norte (0,05) (IBGE, 2019).
Oscilagbes na producdo entre anos ocorrem principalmente em funcdo de variacdes nas

condicdes climaticas e de estimulos de precos no ano anterior (EMBRAPA, 2014).

3.3 Inducéo de hapldides em cebola

Em cebola, cultivares hibridos sdo considerados superiores as variedades de polinizagédo
aberta, devido apresentarem maior uniformidade e heterose expressada (DHATT e THAKUR,
2014). No entanto, a producdo de hibridos F1 apresenta desafios, como a demanda de tempo e
trabalho intensivo pelo método convencional, o que requer autopolinizacdo manual essencial

para gerar linhas puras de genitores homozigotos. Desta forma, sdo necessarios oito ou mais
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ciclos de endogamia para estabelecer linhas regulares suficientes que possam ser aplicadas na
producédo de hibridos. Além disso, por ser uma planta de poliniza¢do cruzada a cebola sofre
depressdo endogamica severa quando se auto-polinizada por varias geracfes. Para superar esse
problema, um método alternativo é a duplo-haploidizacdo (BOHANEC, 2002). Essa técnica
consiste de duas etapas, obtencdo das plantas haploides e depois a duplicacdo de seus
cromossomos, tornando-a um duplo-hapléide (JAKSE e BOHANEC, 2003; CHEN et al.,
2014).

O emprego da cultura de células, tecidos e érgédos para obtencdo de plantas regeneradas
in vitro é uma das principais técnicas da biotecnologia vegetal aplicada na propagacdo e no
melhoramento genético de plantas (BOREM e MIRANDA, 2013).

A producdo de plantas hapldides pode ser obtida por meio de androgénese ou
ginogénese. A androgénese é o processo de regeneracdo de plantas haploides por meio de
cultura de anteras ou cultura de microsporos, enquanto a ginogénese se refere ao uso de
gametdfito feminino (6vulos, ovarios) ndo-fertilizados para o desenvolvimento de plantas
haploides (KHAR, 2019). As especies apresentam diferencas em sua capacidade de induzir
haploides via androgénese ou ginogénese, no entanto, a androgénese tem sido mais favoravel
(SEGUI-SIMARRO et al., 2011). Porém, foi observado que a cultura de anteras, apesar de ser
0 método mais bem-sucedido para o desenvolvimento de haploides, ndo obteve sucesso na
cultura da cebola, devido a recalcitrancia, a presenca de polen ou anteras defeituosas, e a
producdo de albinos durante a cultura (GUREL et al., 2008).

Ao longo desses 20 anos de aplicacdo da ginogénese na inducéo in vitro de haploides
de cebola, ja foram realizadas diversas melhorias na eficiéncia de sua producao, como o tipo de
explante, o tamanho ideal do explante, e o emprego de diferentes tipos de reguladores de
crescimento (auxina e citocinina) no meio de cultura, promovendo assim, melhores respostas
ginogénicas.

A inducdo de hapldides pela via ginogénica pode ser alcancada através do cultivo in
vitro de diferentes partes da flor ndo polinizada, como 6vulos, placenta com 6vulos anexados,
ovarios ou botdes de flores inteiros (DHATT e THAKUR, 2014). Atualmente, 0 método mais
eficiente para induzir plantas hapldides em cebola a partir do gametofito feminino € o cultivo
de flores de cebola inteiras, sem subcultivo (BOHANEC et al, 2003). De acordo com Alan et
al. (2004), o estagio ideal para cultivar as flores € entre 3 a 5 dias antes da antese, que

corresponde ao botdo da flor no tamanho de 3-5 mm de comprimento.
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O meio de cultura é outro importante fator no desenvolvimento de linhagens duplo-
hapldides a partir do cultivo in vitro de dvulos e ovarios ndo-fertilizados, os principais meios ja
utilizados foram MS (Murashige e Skoog, 1962), meio B5 (Gamborg et al., 1968), BDS (Dustan
e Short, 1977; Muren, 1989; Campion et al., 1992) e, depois 0 PGR (Michalik et al., 2000), o
que tornou o protocolo em um Unico passo, simplificando a inducdo dos embrides haploides.
Foi relatado que o emprego dos reguladores de crescimento &cido-2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e 6-benzilaminopurina (BAP) aumentam as respostas ginogénicas (BOHANEC E
JAKSE, 1999). Michalik et al. (2000), trabalhando com diferentes combinacdes de 2,4-D e BAP
em diferentes genotipos de cebola, relataram o maior rendimento de embrifes ginogénicos nos
meios B5 ou BDS suplementados com 2,0 mg.L™ de 2,4-D e 2,0 mg.L™ de BAP.

Apos a obtencdo de plantulas hapldides, é necessario realizar a duplicacdo do seu
material genético. A duplicacdo espontanea dos cromossomos foi descrita na ginogénese da
cebola, no entanto, abaixo de 10% na maioria dos casos (JAKSE et al., 2010). A duplicacdo dos
cromossomos pode ser induzida através da aplicacdo de agentes antimitoticos (colchicina,
orizalina e trifluralina) no meio de cultura, regenerando plantas duplo-haploides (DHs),
materiais homozigotos, com a fertilidade restaurada que pode ser usada em diferentes
estratégias de melhoramento porque todos os alelos das linhagens de DHs estdo fixos e ajudam

na eficiéncia da selecdo de caracteristicas quantitativas no melhoramento (BOHANEC, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal,
do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal da Paraiba (CCA-UFPB), localizado
no municipio de Areia-PB, que esta inserido na microrregido do Brejo Paraibano, caracterizada
por sua elevada pluviosidade, em torno de 1500 mm anuais, com umidade relativa do ar da
ordem de 85% e temperatura média anual de 22°C (ANTONINO et al., 2004).

4.2 Material vegetal

Bulbos da cultivar IPA-12 foram plantados em canteiros de tamanho 6 m x 1,2 m, o
material foi cedido pelo Instituto de Pesquisa Agropecuaria (IPA). Foi realizada adubacdo de
fundacdo, com base na andlise de solo e as recomendacdes para a cultura (EMBRAPA, 2007).
O manejo da cultura foi realizado diariamente.

Com a formacéo e posterior desenvolvimento das inflorescéncias (Figura 1), as umbelas
foram coletadas quando os botdes florais medindo de 3 a 5 mm. Os botdes florais foram
removidos individualmente das umbelas com auxilio de pincas, em seguida, foram submetidos
a desinfestacdo com alcool 70% por 3 minutos, e posteriormente, desinfestados com solugédo de
hipoclorito de sddio a 2,5% (NaClO) com trés gotas de Tween 20, por 20 minutos e enxaguados
quatro vezes com agua destilada, deionizada e autoclavada.

Figura 1. A- Plantio de bulbos de cebola da cultivar IPA-12. B- Plantas de cebola cultivar IPA-12 em fase de
florescimento.
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Figura 2. A- Umbela no momento da colheita. B- Explantes (bot6es florais) utilizados no cultivo in vitro. (Barra:
lcm)

4.3 Cultivo in vitro

Para a inducdo de embrides ginogénicos foi utilizado o protocolo conforme descrito por
Jakse e Bohanec (2003), botdes florais inteiros apds excisao da inflorescéncia, e desinfestacao,
foram inoculados em placa de Petri (90 mm x 15 mm) contendo meio BDS (Dunstan e Short,
1977) suplementado com 100 g.L! de sacarose, 200 mg.L? de prolina, 500 mg.L? de
mioinositol, 10 mg.L? de sulfato de adenina e vitaminas B5, e diferentes combinagdes dos
reguladores de crescimento 2,4-D (&cido-2,4-diclorofenoxiacético) e BAP (6-
benzilaminopurina): TO=0mg.L? de 2,4-D + 0 mg.L* de BAP; T1=0mg.L* de 2,4-D + 1,0
mg.L? de BAP; T2=0mg.L? de 2,4-D + 2,0 mg.L* de BAP; T3=1,0mg.L? de 2,4-D + 0
mg.L? de BAP; T4 = 1,0 mg.L? de 2,4-D + 1,0 mg.L* de BAP; T5=1,0 mg.L? de 2,4-D +
2,0 mg.L™" de BAP; T6 =2,0 mg.L™" de 2,4-D + 0 mg.L? de BAP; T7 =2,0 mg.L de 2,4-D +
1,0 mg.L* de BAP; T8 =2,0 mg.L™ de 2,4-D + 2,0 mg.L* de BAP, o pH foi ajustado para 5,8
antes da adicio de 6 g.L™ de &gar, em seguida, autoclavado por 15 minutos a 121°C.

Vinte botdes florais foram inoculados em cada placa de Petri e, posteriormente,
colocados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8h a 25°C, e irradiancia de 40
umol.m?.s, até a produgéo dos calos e/ou embrides.

Quando os botdes florais inoculados mudaram da cor verde para o0 amarelo os embrides
foram coletados e transferidos para meio MS (Murashige e Skoog, 1962) meia forca,
suplementados com 1,0 mg.L* de AIB (4cido indolbutirico) + 1,0 mg.L? de KIN (cinetina)

para inducédo de raizes e desenvolvimento de embrides.
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Figura 3. A- botoes florais inoculados em meio de cultura para indugdo de haploides. B- Plantulas hapldides in
vitro em meio de regeneracdo.

4.4 Aclimatizacdo das plantulas

Apds 3 a 4 semanas, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos de 7 cm?
contendo substrato PlantMax® e cobertos com sacos plasticos com pequeno orificio na parte
superior para que ocorresse as trocas gasosas e impedisse a desidratacdo das plantas. As plantas
foram mantidas por duas semanas, por duas semanas, diariamente foram feitos mais orificios

nos sacos plasticos, até que finalmente o saco foi retirado.

4.5 Avaliacdes

Foram contabilizados a porcentagem do nimero de explantes que formaram calos, a
taxa de formacédo de calos (%), o numero de explantes que formaram embrifes e a taxa de
formacdo de embrides (%).

As equac0es 1 e 2 foram utilizadas para calcular porcentagem de calos e embrides.
Inducdo de calos = (NUumero de calos regenerados/Numero de explantes inoculados)*100
1)

Inducdo de embrides = (NUmero de embrides regenerados/Numero de calos)*100 )

4.6 Analise estatistica
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 32. Os tratamentos consistiram na combinagdo de doses de 2,4-D e BAP, totalizando
assim 9 tratamentos, com 25 repeti¢des cada.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e quando houve diferencas
significativas, as médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Todas as analises foram realizadas usando o software Genes (CRUZ, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram inoculados 4.500 botdes florais, dos quais 2.100 foram descartados
devido contaminagdo por fungos ou bactérias, totalizando 2.400 botdes florais viaveis. O
intumescimento dos ovarios foi observado a partir de 6 a 8 dias da inoculacéo, e a producao de

calos com 4 a 5 semanas de cultura (Figura 3).

Figura 4. Diferentes estagios de desenvolvimento de calos e embrides em cultivar de cebola (IPA-12). A- Ovério
intumescido. B- Indugdo de calos. C- Indu¢do de embrido.

Dos 2.400 botdes florais viaveis, 411 formaram calos e 98 formaram plantulas, onde a
porcentagem obtida de calos foi de 22,83% e 5,44% de embrides (Tab. 1). Yarali e Yanmaz
(2017), trabalhando com a cultivar de cebola Yakut, conseguiu obter uma taxa de formacéo de

calo de 36,28%, a partir da cultura de botdes florais.

Tabela 1. Total de formacéo de calos e embribes in vitro em cebola (Allium cepa L.).

TOTAL
N° de calos N° de embrides %o de calos % de embrides
411 98 22,83 5,44

Houve interacdo significativa entre as doses de 2,4-D e de BAP no meio de inducéo
apenas para a formacdo de calos (Tabela 2). Também foram significativas quando os fatores
foram considerados isoladamente, ou seja, entre as doses de BAP para formacéo de calos e de

plantulas, enquanto para 2,4-D, apenas formacédo de calos foi significativa.



24

Tabela 2. Anélise de variancia da influéncia de diferentes concentragdes de BAP e 2,4-D sobre
a regeneracdo in vitro de calos e plantulas de Allium cepa L. via ginogénese.

QM
FV GL Calos Embrides
Doses de 2,4-D 2 93,41™ 7,54
Doses de BAP 2 124,21 17,217
Doses de 2,4-D x Doses de BAP 4 67,2 2,54
Residuo 81
Total 89

ns, *,**: N&o significativo e significativo a 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F.

Né&o foi observado diferenca no niimero de calos nos tratamentos com 0 mg.L™ de 2,4-
D combinados as diferentes doses de BAP (0, 1 e 2 mg.L™?). J& nos tratamentos com meio de
cultura suplementado com a dose 1 mg.L™ de 2,4-D combinado com diferentes concentracdes
de BAP (0, 1 e 2 mg.L?), o tratamento 1 mg.L™ de 2,4-D e 2 mg.L* de BAP apresentou 0 maior
nimero de calos. Enquanto que, o tratamento com 2,0 mg.L* de 2,4-D + 1,0 mg.L? de BAP
apresentou o maior nimero de calos em relacdo a mesma dose de 2,4-D mas combinada com
as demais concentracdes de BAP (0 mg.L? e 2 mg.L™) (Tabela 3).

O niimero de embrides nos tratamentos 0 mg.L* de 2,4-D + 0 mg.L* de BAP e 0 mg.L"
1 de 2,4-D + 1,0 mg.L™* de BAP foram semelhantes estatisticamente. Os tratamentos 1,0 mg.L"
1de2,4-D+0mg.L? de BAP e 1,0 mg.L? de 2,4-D + 1,0 mg.L* de BAP, ndo diferiram entre
si em relacdo ao numero de embrifes. Os tratamentos com meio de cultura suplementado com
2 mg.L-1 de 2,4-D em combinacdo com diferentes doses de BAP (0, 1 e 2 mg.L™) resultou em
namero de embrides igual para todos os tratamentos (Tabela 3).
Tabela 3. Comparag6es de médias da interacdo entre as diferentes doses de BAP e 2,4-D sobre

a regeneracdo de calos e plantulas de cebola (Allium cepa L.) pelo teste de Tukey ao nivel de a
5% de probabilidade.

Regeneracgao
Doses Calos Plantulas
2.4-D Doses BAP (mg.L™)
(mg.L™) 0 1 2 0 1 2
0 2,1 Aa 1,8 Ab 3,3Ab 2,3 Aa 2,2 Aba 1,2 Ba
1 2,2 Ca 6,7 Ba 10,5 Aa 1,7 Aab 1,2 Aa 0Bb
2 3,1 Ba 7,1 Aa 3,5Bb 0,7 Ab 0 Ab 0,5 Aab

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si.

A maior taxa de formacéo de calo foi obtida do meio suplementado com 1 mg.L* de
2,4-D e 2 mg.L? de BAP (52,5%), seguido pelo meio suplementado com 1,0 mg.L? de 2,4-D
+ 1,0 mg.L" de BAP (37,5%), e 2,0 mg.L ! de 2,4-D + 1,0 mg.L? de BAP (35,5%). A taxa de
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formacdo de embrides variou entre 0 e 11,5%. A maior taxa de formagdo de plantulas foi
observada em meio de inducdo livre de auxina e citocinina (0 mg.L™ de 2,4-D + 0 mg.L™ de
BAP) (Tabela 4). Yarali e Yanmaz (2017), trabalhando com inducéo de hapldides em cebola
via ginogénese, também observaram formagdo de brotos e raizes em meio livre de auxina e
citocinina, 11,02% no genoétipo “Bayram 17 e 37,23% no gendtipo “Yakut”.

Tabela 4. Porcentagem de calos e embrides de Allium cepa L. induzidos in vitro a partir de
diferentes concentracdes de 2,4-D e BAP.

Tratamentos % de calos % de embrides

0mg.L" de 2,4-D + 0 mg.L? de BAP 10,5 11,5
0mg.L" de 2,4-D + 1,0 mg.L™" de BAP 9 11
0mg.L" de 2,4-D + 2,0 mg.L™* de BAP 16,5 6
1,0 mg.L? de 2,4-D + 0 mg.L™* de BAP 11 8,5
1,0 mg.L? de 2,4-D + 1,0 mg.L* de BAP 37,5 6
1,0 mg.L? de 2,4-D + 2,0 mg.L* de BAP 52,5 0
2,0 mg.L™" de 2,4-D + 0 mg.L™ de BAP 15,5 3,5
2,0 mg.Lt de 2,4-D + 1,0 mg.L* de BAP 35,5 0
2,0 mg.Lt de 2,4-D + 2,0 mg.L ! de BAP 17,5 2,5

Os reguladores de crescimento de plantas adicionados ao meio de cultura tém efeito
significativo sobre a ginogénese (MUKHAMBETZHANOV, 1997; BOHANEC, 2009;
MUROVEC e BOHANEC, 2012). Estudos de inducdo de haploides em cebola pela via da
ginbgenese relataram o uso de diferentes doses de 2,4-D como auxina e BAP como citocinina
no meio de cultura (CAMPION et al., 1992; GEOFFRIAU et al., 1997; MARTINEZ et al.,
1997; ALAN et al., 2003, 2004; BEKHEET, 2004; MUSIAL et al.,, 2005; REED, 2005;
SULISTYANINGSIH et al., 2006; BOHANEC, 2009; FORODI et al., 2009; CHEN et al.,
2011; YARALI E YANMAZ, 2013).

No entanto, diferentes fatores, como fatores genéticos, incluindo cultivar, genotipo da
planta doadora e origem geografica sdo considerados 0s mais importantes para o sucesso de
inducdo de hapldides por via da ginogénese (CAMPION et al., 1992; BOHANEC e JAKSE,
1999; CHEN et al., 2011; ANANDHAN et al., 2014).

De um total de 19 plantulas que foram submetidas a aclimatizacdo, apenas 04
sobreviveram. A aclimatizacdo é uma fase critica na cultura de tecidos vegetais. Nesta etapa,
ocorre alteracdo do metabolismo heterotrofico para o autotréfico, e um grande nimero de

espécies é sensivel a essa modificacdo, levando as plantas a morte. Além dessa alteracdo, fatores



26

como genotipo, contaminagdo por patdgenos, e estresse luminoso e hidrico também influenciam

na sobrevivéncia das plantas durante a fase da aclimatizag&o.
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6 CONCLUSAO

Maior nimero de plantulas foram obtidas em meio BDS livre de regulador de
crescimento, enquanto a maior porcentagem de calos foi obtida quando o meio BDS foi
suplementado com 1,0 mg.L? de 2,4-D + 2,0 mg.L de BAP.

O genotipo IPA-12 apresenta alta capacidade ginogénica, ndo sendo necessario o uso de
reguladores de crescimento na inducdo de hapldides.

O nivel de ploidia ainda ndo foi determinado, sendo necessario a continuacdo desse
estudo.
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