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RESUMO

MARTINS, Kellen Coutinho; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2014. Cruzabilidade, constituicio gendmica e
viabilidade polinica em Capsicum spp. Orientadora: Prof? Telma Nair Santana
Pereira. Conselheiros: Prof Rosana Rodrigues, Prof® Messias Gonzaga
Pereira.

Os obijetivos deste trabalho foram obter hibridos interespecificos entre espécies
de Capsicum e identificar a ocorréncia de barreiras de incongruidade; estimar o
tamanho do genoma das espécies e dos hibridos obtidos e determinar as
temperaturas minima, maxima e 6tima sobre a germinacdo dos graos de pdlen
para cada acesso analisado. Para a obtencdo dos hibridos interespecificos,
foram realizados cruzamentos manuais entre as espécies C. annuum var.
annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum var. pendulum e C. baccatum
var. baccatum. Posteriormente, foram registrados o nimero de cruzamentos
realizados e a presenca de frutos com e sem sementes. Apés a obtencédo das
plantas hibridas, foi avaliada a fertilidade do hibrido interespecifico via teste de
viabilidade polinica, com base na coloracdo, onde os graos de podlen viaveis
coram-se de vermelho e os inviaveis de verde. Por fim, foram, também,
observados a germinacéo e o crescimento do tubo polinico in vivo dos graos de
pélen nos acessos envolvidos nas combinacbes que ndo formaram frutos,
visando a identificacdo da ocorréncia de barreiras de pré-fertilizacdo. Algumas
combinagdes hibridas geraram frutos e plantas hibridas adultas, enquanto
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outras ndo geraram frutos ou, apesar de gerarem frutos, as sementes nao
deram origem a plantas. Observou-se a presenca de barreiras de fertilizacao
entre as espécies. As barreiras de pos-fertilizacao se caracterizaram pela morte
do embrido (sementes anormais), falta de vigor da planta hibrida e esterilidade
do hibrido. Barreira de pré-fertilizacdo foi observada entre C. frutescens e C.
baccatum, na qual os grdos de pdlen germinaram, mas nao alcancaram 0s
ovulos. Além disso, foi observada uma incompatibilidade unilateral entre essas
espécies, quando C. frutescens foi utilizada como genitor masculino. A
combinacgéo C. frutescens x C. chinense foi a de maior sucesso, confirmando a
estreita relacdo entre as duas espécies. Para a determinagéo do conteudo de
DNA, espécies domesticadas, semidomesticadas e silvestres do género
Capsicum, bem como os hibridos interespecificos obtidos entre algumas
dessas espécies foram analisados. Folhas jovens foram coletadas e
maceradas em tampdo de extracdo, visando a liberacdo dos nucleos que
foram, entdo, corados com o fluorocromo iodeto de propideo. O material foi
analisado para a quantificacdo da fluorescéncia com o uso do citbmetro de
fluxo Partec PA IlI, sendo utilizada, como padréo interno, a espécie Zea mays.
Os histogramas gerados apresentaram picos de nucleos em G1 com CV’s
médio de 2,94 % nas espécies de Capsicum e de 3,10% nos hibridos
interespecificos. Com base nesses picos, tanto do padrdo quanto das
amostras, determinou-se o tamanho do genoma das espécies, que variou de
3359 Mpb (6,87 pg) em C. frutescens a 5599 Mpb (11,45 pg) em C. parvifolium.
O conteudo de DNA dos hibridos foi intermediario ao dos parentais utilizados
nos cruzamentos ou mais relacionado ao do genitor com maior contetdo de
DNA, comprovando que 0s mesmos nhdo sao produtos de autofecundacéo.
Com base nos resultados, observou-se que a citometria de fluxo pode ser uma
ferramenta auxiliar na identificacdo de hibridos interespecificos de Capsicum.
Para a definicdo das temperaturas minima, maxima e 6tima para a germinacao
dos graos de pélen, foi, primeiramente, realizado um experimento para definir o
melhor meio de cultura com o uso de diferentes concentracbes de sacarose
(0;5;10 %) e acido borico (0; 7,5; 15; 30 ppm) para promover a germinacao e,
posteriormente, foi realizado outro experimento com o cultivo in vitro dos graos
de pélen em diferentes regimes de temperatura (15; 20; 25; 30; 35; 40°C). A
combinacdo sacarose (10%) x acido borico (30ppm) promoveu os melhores
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percentuais de germinacao in vitro dos graos de polen nos genadtipos testados,
sendo esse 0 meio utilizado para a definicAo das temperaturas cardinais
minima (Tmin), 6tima (Tom) € Maxima (Tmax). Os grdos de poélen foram, entéo,
distribuidos no meio de germinacdo e incubados, por cinco horas, em
diferentes temperaturas. As temperaturas otimas variaram de 22,57 a 27,63°C
nas espécies C. baccatum var. baccatum e C. annuum var. annuum,
respectivamente, mostrando uma resposta similar a temperatura nas diferentes
espécies. Foi possivel observar que existiu uma relacdo entre a germinacao e o
crescimento do tubo polinico, ocorrendo maior alongamento dos tubos nas
temperaturas que proporcionaram maiores percentagens de germinagéo (30 e
35°C em C. annuum var. annuum; 20 e 25°C em C. annuum var. glabriusculum;
20°C em C. baccatum var. pendulum, C. baccatum var. baccatum; 25 °C em C.

frutescens).
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ABSTRACT

MARTINS, Kellen Coutinho; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro.February , 2014. Crossability, Genome Constitution and Pollen
Viability in Capsicum spp. Adviser: Telma Nair Santana Pereira. Comitte
members: Rosana Rodrigues, Messias Gonzaga Pereira.

The aims of this study were the obtaining of interspecific hybrids between
Capsicum species and the identification of incongruity barriers; the size estimation
of the genome of the species and hybrids involved; and the determination of the
minimum temperature, maximum and optimum over pollen germination for each
accession regarding. The interspecific hybrids were obtained by manual crosses
between the species C. annuum var. annuum, C. chinense, C. frutescens, C.
baccatum var. pendulum and C. baccatum var. baccatum. The number of crosses
and the occurrence of fruits with and without seeds were registered. After the
development of hybrid plants, the interspecific hybrid was undergone to sterility
evaluation via pollinic viability test, based on staining, in which the viable pollen
grains become red and the unviable ones become green. Finally, it was observed
in vivo, the germination and the growth of the pollinic tube of the pollen grains of
the accessions involved in the crossings that have not formed fruits, aiming the
identification of the occurrence of barriers during pre-fertilization. Some hybrid
combinations have generated fruits and high adult plants, while others either have
not generated fruits or, despite of generating fruits, the seeds have not originated

plants. The presence of barriers against fertilization between species was
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observed. The post-fertilization barriers were characterized by the embryo’s death
(abnormal seeds), the lack of vigor of the hybrid plant and sterility of hybrids. The
pre-fertilization barrier was observed between C. frutescens e C. baccatum, whose
pollen grains germinate, but do not reach the ovules. Furthermore, there is
unilateral incompatibility between such species, when C. frutescens is used as
male genitor. The combination C. frutescens x C. chinense was the most
successful combination of all, confirming the straight relation between those
species. In order to determine the DNA content, domesticated species, semi-
domesticated and wild, all of them from Capsicum genus as well as the
interspecific hybrids obtained between some of those species were used. Young
leaves were collected and macerated into extraction buffer aiming the liberation of
nuclei that were, then, stained with fluorochrome propidium iodide. The material
was analyzed regarding to the quantification of the fluorescence by using the flow
cytometer Partec PA Il, which has used the species Zea mays as a pattern. The
histograms have presented peaks of nuclei in G1 with mean CV of 2.94% for
Capsicum species and 3.10% for interspecific hybrids. The genome size of the
species was determined based on the peaks of the pattern and of the samples,
which have ranged from 3359 Mbp (6.87pg) in C. frutescens to 5599 Mpb
(11.45pg) in C. parvifolium. The DNA content of hybrids was intermediate in
relation to that of the parentes used in the crosses or it was more related to the
genitor with greater DNA content, which has proved that the hybrids are not results
of self-pollination. The results show that the flow cytometry can be a tool for
identifying interspecific hybrids of Capsicum. Some experiments were developed
in order to define the minimum temperature, maximum and optimum for pollen
grains germination. Firstly, an experiment was conducted to determine the best
culture medium for germination with different contents of sucrose (0; 5; 10%) and
boric acid (0; 7.5; 15; 30 ppm). Another experiment involved the cultivation in vitro
of pollen grains using different temperature schemes (15; 20; 25; 30; 35; 40°C).
The combination of sucrose (10%) and boric acid (30ppm) has promoted the best
percentages of in vitro germination of pollen grains for the tested genotypes.
Moreover, such culture medium was used to determine the minimum cardinal
temperature (Tmin), maximum (Tmax) and optimum (Topt). The pollen grains were
distributed onto the germination medium and incubated for 5 hours at different

temperatures. The optimum temperatures varied from 22.57 to 27.63°C for the
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species C. baccatum var. baccatum e C. annuum var. annuum, respectively,
showing a similar response of the different species. It was possible to observe that
there was certain relation between germination and pollinic tube growth, occurring
a greater elongation of tubes at the temperatures that promoted greater
percentages of germination (30 and 35 °C for C. annuum var. annuum; 20 and 25
°C for C. annuum var. glabriusculum; 20°C for C. baccatum var. pendulum, C.

baccatum var. baccatum; 25 °C for C. frutescens).
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1. INTRODUCAO

Estima-se que o cultivo de hortalicas, no Brasil, ocupou, em 2011, uma
area de, aproximadamente, 809 mil hectares, que produziram cerca de 19 milhdes
de toneladas (Embrapa, 2012). Um importante segmento do setor de hortalicas
frescas e, também, de condimentos, temperos e conservas, em nivel mundial, é
constitudo pelas pimentas e pimentdes que pertencem ao género Capsicum
(Rufino e Penteado, 2006). A crescente demanda do mercado por pimentas tem
impulsionado o aumento da area cultivada e o estabelecimento de agroindustrias
em varias regifes do Brasil (Carvalho et al. 2005), sendo o Sudeste e o Centro-
oeste os principais produtores (Rufino e Penteado, 2006).

Apesar da importancia do género para a agricultura, ha varios problemas
gue o produtor tem que enfrentar no cultivo da sua lavoura. Um desses problemas
€ a suscetibilidade a doencas, que acaba causando problemas na producéo de
frutos. Uma das formas de se ajudar o homem do campo € o desenvolvimento de
cultivares resistentes via programas de melhoramento, usando a hibridacéo.

A hibridacdo interespecifica tem sido utilizada para transferir genes de
espécies silvestres e relacionadas, para espécies cultivadas em muitas
Solanaceas, principalmente em termos de resisténcia (Yoon et al., 2006; Hajjar e
Hodgkin, 2007), sendo a cruzabilidade definida como a capacidade que as
espécies tém de gerar progénies férteis. Sua estimativa é feita com base no
namero de polinizagbes controladas realizadas e no numero de hibridos obtidos;
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dificultando ou impedindo a transferéncia de genes (Singh, 2002). Hibridacdes
com progénies férteis podem ocorrer entre as espécies de Capsicum em graus
variados (Nwankiti, 1976; Kumar et al., 1987; Jarret e Dang, 2004; Panda et al.,
2004; Baral e Bosland, 2004).

Para o melhoramento das culturas e para o sucesso dos programas de
melhoramento, é essencial obter informacdes sobre a diversidade genética do
germoplasma disponivel e sobre as afinidades gendmicas entre 0s possiveis
doadores de alelos valiosos e a cultura a ser melhorada, uma vez que varios sao
os problemas quando se utiliza a hibridagdo interespecifica em funcdo das
barreiras de incongruidade, que fazem com que o melhorista desista desse tipo
de metodologia para desenvolver suas cultivares (Hajjar e Hodgkin, 2007).

Além do desenvolvimento de novas cultivares através da hibridacao
interespecifica, um novo desafio para o melhoramento é a atual preocupacédo com
0 aquecimento global e a obtencéo e identificacdo de cultivares tolerantes a altas
temperaturas. O quinto relatério do Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climéaticas (IPCC, 2013), com base na revisdo de milhares de pesquisas
realizadas nos ultimos cinco anos, mostra que a temperatura do planeta podera
aumentar até 4,8°C neste século, o que deve gerar grande impacto nos
ecossistemas de todo o planeta.

Alguns exemplos tém mostrado o efeito que o aquecimento global tem
sobre a produtividade de algumas culturas, e uma compreensdo completa das
respostas fisioldgicas das plantas a temperaturas elevadas, dos mecanismos de
tolerancia ao calor e possiveis estratégias para melhorar essa tolerancia é
imperativo (Wahid et al., 2007).

Pequenos aumentos na temperatura podem interferir na viabilidade
polinica, na capacidade germinativa e nas taxas de crescimento do tubo polinico
(Hedhly et al., 2008). Em Capsicum, a temperatura, além de interferir na
germinacao do pélen e no crescimento do tubo polinico (Reddy e Kakani, 2007;
Kafizadeh et al., 2008), também pode afetar as flores (Erickson e Marhart, 2002) e

os frutos (Pagamas e Nawata, 2008) das diferentes espécies.



2. OBJETIVOS

2.1. Os Objetivos dessa pesquisa foram:

i) Obter hibridos interespecificos (HI) em combinacdes envolvendo espécies de
Capsicum spp. e verificar a ocorréncia de barreiras de incongruidade na obtencao
dos HI,

i) Estimar o tamanho do genoma de espécies de Capsicum e de hibridos
interespecificos via citometria de fluxo;

iil) Avaliar o efeito da temperatura sobre a germinacdo dos graos de poélen e
crescimento do tubo polinico e estimar as temperaturas cardinais para a

germinacao dos graos de pdlen.



3. CAPITULOS

3.1. CRUZABILIDADE E AVALIACAO DAS BARREIRAS DE INCONGRUIDADE
EM CRUZAMENTOS ENTRE ESPECIES DE Capsicum

3.1.1. INTRODUCAO

Capsicum € um género economicamente importante da familia
Solanaceae, com varias espécies nativas das regides tropicais e temperadas das
Américas. Cinco espécies sdo consideradas domesticadas e utilizadas em todo o
globo, devido a seus valiosos frutos, que séo utilizados como especiarias e
vegetais (Andrews, 1995; Pickersgill, 1997).

Os cruzamentos interespecificos podem permitir o melhoramento de
cultivares pela introducdo de importantes alelos, tais como o0s de resisténcia a
patdogenos (Moscone et al., 2003). Entretanto, para que seja bem sucedida a
transferéncia de genes entre diferentes espécies, € necessario que as mesmas
sejam geneticamente préximas, ou seja, apresentem certa homologia
cromossOmica, minimizando os problemas de incongruidade e, desse modo,
viabilizando o hibrido. Além disso, é imprescindivel o conhecimento sobre a

direcdo do cruzamento, uma vez que, em algumas espécies, 0 cruzamento



interespecifico € efetivo e exclusivo de uma determinada direcdo (Prestes e
Goulart, 1995).

E sabido que as espécies de Capsicum s&o agrupadas em complexos
génicos com base na obtencdo de hibridos férteis. Existem barreiras de
incongruidade em cruzamentos interespecificos que podem se manifestar antes
da fertilizacdo, chamadas de barreiras pré-zigéticas, e as barreiras apos a
fertilizacdo conhecidas como barreiras pés-zigoticas. Dentre as primeiras, podem
ser citadas a falta de germinacdo dos graos de podlen no estigma da planta
receptora e o crescimento lento dos tubos polinicos em direcdo ao 6vulo. Ja entre
as barreiras pos-zigbticas, citam-se a morte do embrido causada pela
degeneracdo do endosperma, a falta de vigor e a esterilidade da planta hibrida
obtida (Pickersgill, 1991; 1992; 1997).

Em geral, quanto mais proximas geneticamente sdo as espécies
envolvidas no cruzamento, mais facil sera a obtencéo do hibrido e mais fértil sera
a progénie (Singh, 2002). Assim, a existéncia de barreiras em cruzamentos
interespecificos indica a distancia genética das espécies. A literatura reporta que
hibridos interespecificos podem ser obtidos entre as espécies domesticadas do
género Capsicum, porém 0s mesmos apresentam graus variados de fertilidade, o
gue pode ser devido a problemas de pareamento dos cromossomos no hibrido ou
devido a presenca de diferentes arranjos estruturais cromossémicos (Kumar et
al.,1987; Lanteri e Pickersgill, 1993).

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a cruzabilidade via
obtencdo de hibridos interespecificos e verificar a ocorréncia de barreiras de

incongruidade manifestadas na obtencao desses hibridos.

3.1.2 REVISAO

3.1.2.1. O género Capsicum

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae sendo representado

pelas pimentas e pimentdes (Eshbaugh, 1993). As espécies de Capsicum podem



ser separadas em trés categorias: domesticadas, as quais ja passaram por um
processo de selecdo e adaptacdo de certas caracteristicas, considerados Uteis
para suprir necessidades humanas, de tal modo que ndo sdo mais capazes de
sobreviver em condicBes naturais; semidomesticadas, aquelas selecionadas,
cultivadas, mas, ainda, ndo totalmente domesticadas e que n&o apresentam
diferencas morfolégicas significativas em relacdo as populacdes silvestres das
quais se originaram e silvestres, aquelas que podem ser exploradas pelo homem
no seu ambiente natural, ndo ocorrendo, normalmente, em ambientes alterados
(Reifschneider, 2000).

O centro de origem do género Capsicum € a regido tropical do Continente
Americano, podendo ter sido simultaneamente domesticado em varias partes da
América do Sul e Central (Pickersgill, 1991). A origem do género é controversa:
alguns indicam, como centro primério de diversidade, o México/América Central,
sendo o Brasil um centro secundario; enquanto outros propdem, como centro de
origem, o Brasil e a Bolivia, com dispersao posterior para os Andes e a América
Central (Prince et al., 1995).

O centro primério de diversidade da espécie C. annuum var. annuum esta
localizado no México e na Ameérica Central, com centros secundarios no sudeste
e centro da Europa, na Africa, na Asia e em partes da América Latina. A
ocorréncia de C. baccatum var. pendulum abrange o noroeste da América do Sul,
incluindo Colébmbia, Equador, Peru e Bolivia e 0 sul e o sudeste do Brasil. C.
chinense tem a Amazoénia como area de maior diversidade, sendo considerada a
mais brasileira de todas as pimentas. C. frutescens se distribui desde as terras
baixas do sudeste brasileiro até a América Central e as Antilhas, no Caribe, sendo
muito cultivada no sudeste dos Estados Unidos. Ja C. pubescens €&, notamente,
uma espécie de terras altas, adaptadas a temperaturas baixas, tendo como centro
de diversidade a Bolivia (Carvalho e Bianchetti, 2008). O Brasil é considerado
como um importante centro secundario de varias espécies como C. annuum var.
annuum, C. baccatum var. pendulum, C. frutescens e C. chinense, este ultimo
tendo a bacia amazbnica como éarea de maior diversidade. As espécies
semidomesticadas e silvestres, por sua vez, restringem-se a regidao andina e a
regido litoranea brasileira (Reifschneider, 2000).

Dentre as 30 espécies ja identificadas (Moscone et al., 2007), cinco delas

sao cultivadas e utilizadas pelo homem: C. annuum var. annuum; C. baccatum



var. baccatum; C. chinense; C. frutescens e C. pubescens (Pickersgill, 1991;
Belletti et al., 1998). Representantes silvestres de todas essas espécies sao
conhecidos, com excecao de Capsicum pubescens (Paran et al., 1998), que, por
sua vez, é a Unica nédo cultivada no Brasil (Casali e Couto, 1984).

As espécies de Capsicum também podem ser diferenciadas tomando por
base a coloracao das flores, sendo divididas em dois grupos: o grupo das flores
brancas e o grupo das flores purpuras. No grupo das flores brancas, estdo as
espécies cultivadas C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum e as
espécies semidomesticadas C. praetermissum, C. chacoense e C. galapagoense.
O grupo de flores purpuras inclui as espécies C. pubescens, C. eximium, C.
cardenasii e C. tovarii (Pickersgill, 1991).

Os caracteres reprodutivos tipicos do género Capsicum sdo as flores
hermafroditas, com cinco anteras e um Unico estigma, com algumas cultivares de
pimentdo podendo apresentar seis anteras. O comprimento do estilete varia entre
as espeécies, e 0 estigma ja esta receptivo na fase de botdo, assim como duas a
trés horas apos a abertura da flor (Casali e Couto, 1984). Nas espécies
cultivadas, o estigma encontra-se na mesma altura das anteras, 0 que aumenta a
chance de autopolinizacdo e, como consequéncia, diminui a taxa de fecundacao
cruzada (Pickersgill, 1991).

A diversidade encontrada em Capsicum é ampla, com grande variedade
de formatos, tamanhos, cores e sabores de fruto, e, também, com diferentes
pungéncias, arquitetura de planta e composi¢cdo nutricional (Bosland e Votava,
2000). Caracteristicas, como a coloracdo e o numero de flores por nd, a
coloracdo, posicdo e o formato dos frutos (Teixeira, 1996), além das
caracteristicas bioquimicas e citolégicas, tém permitido a distincdo entre
diferentes espécies (McLeod et al., 1983).

No género Capsicum, sdo encontradas espécies dipléides com numero de
2n=2x=24 e 2n=2x=26 cromossomos (Pozzobon et al., 2006; Moscone et al.,
2007). Segundo Moscone et al., (2007), n=12 corresponde a condi¢cdo ancestral
em Capsicum, enquanto n=13 teria surgido depois, na evolucdo do género,
provavelmente devido a uma fissdo céntrica. Ja Pozzobon et al., (2006) sugerem
que a direcéao filogenética do nimero basico de cromossomos de Capsicum teria
sido de n=13 para n=12 cromossomos devido a perda de um par de

Cromossomeos.



As espécies domesticadas sdao autégamas (Reifschneider, 2000) com
taxa de polinizacdo cruzada, que pode ser tdo baixa quanto 2%; porém, em
espécies silvestres, € possivel obter-se taxa de cruzamento de 90% (Pickersgill,
1997) devido, por exemplo, a presenca de estilete mais comprido ultrapassando a
altura das anteras, o que dificulta a autopolinizagcdo e aumenta a possibilidade da
ocorréncia de polinizacéo cruzada (Nascimento et al., 2006).

Uma caracteristica exclusiva do género Capsicum é a pungéncia atribuida
a presenca de capsaicinoides. Tais alcaldéides acumulam-se na superficie da
placenta e séo liberados quando o fruto sofre qualquer dano fisico (Carvalho et
al.,, 2003). Dentre os capsaicinoides, o componente mais importante é a
capsaicina (cerca de 70%), seguido da dihidrocapsaicina (cerca de 20%) e de
outros componentes em menor ndamero, como a hordihidrocapsaicina, a

homocapsaicina e a homodihidrocapsaicina (Lopes, 2008).

3.1.2.2. Complexos génicos

Tomando por base a facilidade de cruzamento entre as espécies e a
fertilidade do hibrido, Harlan e De Wet (1971) propuseram os complexo génicos,
que, dependendo da facilidade ou dificuldade em obter hibridos, podem ser: 1-
complexo génico primario, em que o germoplasma pode ser cruzado
facilmente, resultando em hibridos com alta fertilidade e, consequentemente,
assegurando a transferéncia do gene; 2- complexo génico secundéario, no qual
o cruzamento e a transferéncia génica sdo mais dificeis, requerendo técnicas
mais elaboradas. Hibridos entre elementos do complexo génico secundario e a
espécie ou cultura em questdo sédo, de algum modo, debilitados ou estéreis; 3-
complexo génico terciario, em que, embora cruzamentos possam ser feitos com
grandes dificuldades, o hibrido resultante é estéril ou inviavel.

Capsicum é classificado em trés complexos génicos: 1) Complexo C.
annuum: compreende as espécies C. annuum (variedades annuum e
glabriusculum), C. frutescens, C. chinense, C. chacoense e C. galapagoense
(Pickersgill, 1971; Zijlstra et al., 1991); 2) Complexo C. baccatum: espécies C.
baccatum (variedades baccatum, pendulum e praetermissum) (Pickersgill, 1991,
Zijlstra et al., 1991) e C. tovarii (Tong e Bosland, 1999); e 3) Complexo C.



pubescens: C. cardenasii, C. eximium e C. pubescens (Pickersgill, 1991; Zijlstra
et al., 1991).

Esses complexos foram formados de acordo com a estrutura dos
cromossomos, bandeamento isoenzimatico e polimorfismo de DNA
cloroplastidico. O cruzamento interespecifico entre espécies de um mesmo
complexo é tido como possivel, 0 mesmo ndo acontecendo para cruzamento
entre espécies de complexos diferentes em que podem ocorrer barreiras de pré e
pos-fertilizacao.

Cruzamentos interespecificos entre espécies de um mesmo complexo sao
relativamente faceis de serem realizados (Choong, 1998), e, embora as barreiras
entre os complexos génicos possam ser quebradas, raramente iSSO ocorre na
natureza (Eshbaugh, 1993).

3.1.2.2.1. O Complexo annuum

Com base na cruzabilidade, o complexo annuum € formado pelas
espécies domesticadas C. annuum, C. chinense e C. frutescens (Pickersgill,
1991). As espécies do complexo annuum sdo as mais cultivadas, tanto nas
Américas como em todo o mundo (Pickersgill, 1997). Todos o0s acessos
apresentam flores brancas ou branco-esverdeadas, além da capacidade de se
intercruzarem, embora a fertilidade de alguns hibridos seja comprometida (Smith
e Heiser, 1957). As espécies mais proximas entre si, dentro do complexo, sédo C.
chinense e C. frutescens (Pickersgill, 1991). Segundo o IPGRI (1995), a principal
diferenca entre elas é a presenca de uma constricdo anular no célice,
caracteristica da espécie C. chinense.

Capsicum annuum €é a espécie mais cultivada e economicamente
importante do género (Heiser Jr., 1976), sendo considerada a espécie
domesticada mais conhecida no mundo (Eshbaugh, 1993). Isso se deve, em
parte, ao fato de ter sido a primeira pimenta descoberta por Colombo (Paran et
al., 1998) e, logo em seguida, ter sido dispersada para outros paises (Eshbaugh,
1993). Essa espécie possui duas formas botanicas: C. annuum var. annuum
(pimentdo e pimentas) e C. annuum var. glabriusculum (pimenta ornamental)
(Vifals et al., 1996).
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Pertencem a espécie C. annuum as variedades mais comuns do género
Capsicum, como pimentbes doces, pimentas doces para paprica, pimenta
“‘jalapeno” e algumas poucas cultivares ornamentais (Reifschneider, 2000). Essa
espécie ndo é bem adaptada as planicies umidas dos trépicos, onde, pelo menos
na América Latina, é substituida por C. frutescens e C. chinense (Pickersqill,
1997).

Capsicum chinense é a espécie de pimenta mais difundida na América
tropical, sendo encontrada na regido Amazonica (Bosland, 1992), seu provavel
centro de diversidade (Reifscheneider, 2000). Algumas variedades dessa espécie,
encontradas em cultivo na Africa, sdo reportadas como as mais pungentes de
todas as pimentas (Heiser Jr., 1976). E, também, muito cultivada nas indias
Ocidentais, norte da América do Sul, na Bacia Amazbnica, Peru e Bolivia
(Pickersgill, 1971). Segundo Eshbaugh (1993), a expansao global mais limitada
da espécie C. chinense se deve, mais provavelmente, a sua descoberta na
América do Sul, depois de C. annuum ja ter sido estabelecida no Continente
Europeu.

C. frutescens tem ampla distribuicAo nos tropicos, sdo pimentas
extremamente pungentes (Heiser Jr., 1976), que, aparentemente, possuem uma
Gnica forma domesticada, popularmente chamada de “tabasco”. Foi sugerido que
C. frutescens, em sua forma primitiva, possa ser ancestral de C. chinense, visto
que as mesmas sao muito proximas e, no passado, ja foram consideradas como a

mesma espécie (Heiser Jr, 1976; Reifschneider, 2000).

3.1.2.2.2. O Complexo baccatum

Dentro do complexo baccatum, encontram-se as espécies C. baccatum
(Pickersgill, 1991) e C. tovarii (Tong e Bosland, 1999). A espécie C. baccatum é
comumente cultivada na América do Sul, onde, também, é chamada de “aji”
(Bosland, 1996). No entanto, essa espécie é pouco conhecida fora do continente
sul-americano (Heiser Jr., 1976), apesar de ser, também, encontrada no México,
na india e no Hawai (Eshbaugh, 1993).

O nome “baccatum” significa fruto igual a baga, fruto pequeno, pois os
frutos dessa espécie de pimenta sdo bem pequenos, arredondados ou ovalados.

Existem, dentro desse grupo, cultivares considerados doces (Reifschneider,
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2000), além das pimentas mais picantes (tanto frescas quanto secas) dos paises
andinos (Pickersgill, 1997).

Dentro de C. baccatum, existem as variedades botéanicas C. baccatum
var. pendulum, C. baccatum var. baccatum (DeWitt e Bosland 1993) e C.
baccatum var. praetermissum. C. baccatum var. pendulum é representada, no
Brasil, pelas pimentas “Dedo-de-mog¢a” e “Cambuci” ou “Chapéu-de-frade”, sendo,
preferencialmente, encontrada na Regido Sul, mas também tendo boa
representatividade na Regido Sudeste (Carvalho e Bianchetti, 2008).

C. baccatum var. baccatum, também conhecida como “Cumari
verdadeira” ou “Pimenta de passarinho” (Carvalho e Bianchetti, 2008), é tida como
provavel ancestral da variedade cultivada Capsicum baccatum var. pendulum
(Moscone et al.,, 1996). Ja C. baccatum var. praetermissum é conhecida pelas
mesmas denominagcfes das pimentas variedade baccatum. Sua ocorréncia €
restrita ao Brasil, sendo encontrada, principalmente, na Regido Centro-Oeste e,
de forma significativa, também na Regido Sudeste. Os frutos de ambas as
variedades semidomesticadas de C. baccatum possuem aroma suave e

pungéncia elevada, sendo utilizados em conserva (Carvalho e Bianchetti, 2008).

3.1.2.3. Hibridacdao Interespecifica no género Capsicum

A hibridacgéo interespecifica permite a transferéncia de genes de interesse
agronébmico entre espécies diferentes, principalmente aqueles envolvidos na
resisténcia a doencas (Bosland e Votava, 2000), permitindo ao melhorista
desenvolver materiais geneticamente superiores.

Um fluxo génico pode ser mantido entre as espécies melhoradas do
género Capsicum e seus parentes domesticados, semi-domesticadas e silvestres,
que sao portadores de genes de interesse agrondmico como resisténcia a pragas
e doencas, entre outros (Nass et al., 2001). A introducdo de genes que conferem
resisténcia a doencas em C. annuum, a partir de outras espécies do género, &
uma das mais bem sucedidas aplicacdes da hibridacéo interespecifica dentro do
género para o melhoramento da cultura (Russo, 2012). Por exemplo, a
introgressao de genes de resisténcia ao virus TMV de C. chinense e C.
chacoense em C. annuum (Pickersgill, 1997).
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Dentro do género Capsicum, o cruzamento entre espécies diferentes tem
sido realizado com graus de sucesso variados (Nwankiti, 1976; Kumar et al.,
1987; Jarret e Dang, 2004; Panda et al., 2004; Baral e Bosland, 2004). Limita¢des
ocorrem devido a problemas como incompatibilidade unilateral e aborto das
sementes (Pickersgill, 1997). A incompatibilidade unilateral ocorre quando, em um
cruzamento reciproco, o tubo polinico atinge e fertiliza o 6vulo em uma dire¢éo do
cruzamento, mas € inibido no estigma, estilete ou ovario na outra direcdo. Esse
tipo de barreira ocorre no género Capsicum entre o complexo C. pubescens e
todas as demais espécies do género. Como resultado, os tubos polinicos das
espécies do complexo C. pubescens crescem, normalmente, através do estigma e
estilete de outras espécies, mas o pistilo das espécies, no complexo C.
pubescens, inibe o crescimento do tubo polinico de todas as outras espécies
(Onus e Pickersgill, 2004).

Frutos obtidos via hibridagbes interespecificas podem apresentar
sementes inviaveis, porque a fertilizacdo ndo ocorreu ou porque as sementes
abortaram apos a fertilizacédo (Pickersgill, 1991). No caso do aborto da semente, o
endosperma se desenvolve de forma lenta, retardando o desenvolvimento do
embrido. Como consequéncia, cerca de duas semanas depois, 0 saco

embrionario colapsa (Pickersgill, 1997).

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Material Genético e Condi¢cdes de Cultivo

Foram utilizados a variedade Casca Dura lkeda (C. annuum) e mais
quatro acessos do género Capsicum, que fazem parte da colecdo de
germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF): UENF 1785 (C. chinense), UENF 1636 (C. frutescens), UENF 1495 (C.
baccatum var. baccatum) e UENF 1624 (C. baccatum var. pendulum).

As sementes foram, inicialmente, colocadas para germinar em B.O.D. a

27,5°C, em 8 horas de luz e 16 horas de escuro e, posteriormente, plantadas em
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casa de vegetacdo em bandejas de isopor com substrato vegetal Vivatto®, sendo
dez plantas por espécie. Cerca de dois meses ap0s a germinacgdo, as plantulas
foram transferidas para vasos plasticos com capacidade de 5L, utilizando-se o
mesmo tipo de substrato vegetal. As adubacBes de cobertura e defensivos
agricolas para controle de pragas e doencas foram empregados de acordo com
as recomendacg0es para a cultura (Filgueira, 2000).

O presente trabalho foi conduzido na Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP)
da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), e todas as
andlises foram realizadas no Setor de Citogenética Vegetal do Laboratorio de
Melhoramento Genético Vegetal da UENF.

3.1.3.2. Métodos

3.1.3.2.1. Obtencéao dos hibridos interespecificos

Os hibridos interespecificos foram obtidos a partir de cruzamentos
manuais e controlados entre espécies pertencentes ao complexo annuum e ao
complexo baccatum. Foram realizados 314 cruzamentos entre novembro de 2012
e julho de 2013, sempre no horario entre 05h30min e 7h30min.

Para isso, genotipos que foram utilizados como doadores de pélen
tiveram flores em antese identificadas, coletadas pela manha e colocadas para
secar com o auxilio de lampadas incandescentes, visando a deiscéncia das
anteras. Os grdos de pdlen foram, entdo, retirados, colocados em capsulas, e
conservados em geladeira.

Nas plantas receptoras de grdos de polen, foram identificadas flores em
antese, que foram emasculadas com o auxilio de uma ping¢a, anteriormente a
polinizacdo. Com o auxilio de um palito de madeira, os grdos de pélen foram,
entdo, transferidos para o estigma da planta receptora. Apds esse procedimento,
as flores foram protegidas por um saco de papel para evitar a contaminagdo com
polen dos demais genitores, e os cruzamentos foram identificados com o uso de

etiquetas e las coloridas (Figura 1).
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Figura 1. Etapa dos cruzamentos entre genitores do género Capsicum: A)
Identificacdo da flor; B) Retirada das pétalas; C) Retirada das anteras; D) Botéo
floral emasculado; E) Polinizacéo; F) Botao floral polinizado e protegido.

3.1.3.2.2. Frutos sem sementes e/ou com sementes anormais (chochas)

Para avaliar a ocorréncia de barreira de pés-fertilizacéo, foram registrados
0 numero de cruzamentos realizados em ambas as dire¢des, e, 48 horas apos a
polinizacdo, os cruzamentos foram observados para verificar o pegamento dos
frutos, sendo registrado posteriormente, o nimero de frutos com e sem sementes.
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Os frutos procedentes dos cruzamentos manuais foram colhidos maduros e as
sementes hibridas foram extraidas manualmente, secas a temperatura ambiente
e conservadas em geladeira para posterior semeadura. Os hibridos que atingiram
a fase adulta de planta foram caracterizados de acordo com os descritores do
IPGRI (1995). Foi, também, registrado o numero de frutos em cruzamentos
reciprocos para verificar se ha a manifestacdo de incompatibilidade unilateral na

combinacéo e verificar em qual direcdo se obtém mais sucesso.

3.1.3.2.3. Viabilidade/Fertilidade do hibrido interespecifico

A esterilidade masculina das plantas hibridas foi avaliada via teste de
viabilidade polinica. Para tal, botbes florais na antese foram coletados pela
manha, fixados em etanol 70% e armazenados em freezer (-10 °C), até o
momento do preparo das laminas.

A viabilidade foi estimada via coloracéo tripla de Alexander, e, para o
preparo das laminas, as anteras foram cortadas transversalmente com o auxilio
de um bisturi e, em seguida, maceradas com um escalpelo, visando a liberacao
dos gréos de poélen sobre 10uL do corante Alexander (Alexander, 1969). Apds a
retirada dos debris, o material foi coberto com uma laminula e observado ao
microscopio.

A fim de se obter uma amostragem ao acaso dos gréos de pélen corados,
foi utilizado o método de varredura, e, para cada combinacao hibrida, foram feitas
oito laminas, sendo contados 250 graos de pélen/lamina, perfazendo um total de
2000 graos de pdlen por combinacdo hibrida. Grédos de pdlen viaveis foram
detectados pela presenca de cor vermelha ou purpura no protoplasto, enquanto
que os grdos de podlen inviaveis foram identificados pela coloracdo verde, com
auséncia de citoplasma ou com citoplasma contraido ou enrugado.

As preparacdes foram analisadas ao microscépio 6tico BX60, e as
imagens digitalizadas foram capturadas, utilizando-se o Image-Pro Plus Software

(verséo 5.1, Media Cybenertics).

3.1.3.2.4. Barreiras de preé-fertilizacdo: Germinagdo e crescimento do tubo

polinico in vivo



16

Uma das primeiras barreiras de pré-fertilizacdo ocorre na germinagéo dos
grdos de polen e crescimento do tubo polinico. Assim, para observamos a
ocorréncia desta barreira, foram realizadas polinizagbes cruzadas e
autofecundacfes controladas nos acessos envolvidos nas combinacdes que nao
formaram frutos: C. annuum x C. baccatum var. pendulum; C. baccatum var.
baccatum x C. frutescens; C. baccatum var. pendulum x C. frutescens.

Apos as polinizacfes, os estigmas foram tratados conforme Dafni (1992).
Assim, os botdes florais foram coletados 24, 48 e 72 horas ap0s a realizacdo das
polinizacbes e os pistilos fixados em FAA (Formalina 37%, Acido acético e Alcool
70%) na proporcéo de 5:5:90 por 24 horas. Foram coletados cinco botdes florais
por horéario para cada acesso e cada combinacéo hibrida, totalizando 15 botdes
para cada parental e combinacéao hibrida.

Posteriormente, os pistilos polinizados foram lavados trés vezes em agua
destilada e conservados em alcool 70%. ApOs essa etapa, 0 estigma, estilete e
ovario foram amaciados em hidréxido de sédio 8N, por 8 horas; novamente
lavados em agua destilada por cinco vezes, com duracdo de cinco minutos cada
lavagem e corados em solugdo de anilina azul 0,1% diluida em acetato de
potassio (0,1 M), durante 4 horas.

Os tecidos corados foram separados em duas partes, a primeira
constando do estigma e estilete e a segunda do ovario, sendo feitas 10 laminas
por horario testado, por combinagdo. Os pistilos foram observados em
microscoépio 6ptico de fluorescéncia Olympus BX 60. A avaliagcdoh consistiu na
observacdo dos graos de polen germinados no estigma e na presenca de tubos

polinicos no estilete e no ovario.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Obtencéo dos hibridos interespecificos

De 314 polinizagbes manuais realizadas entre as diferentes espécies de

Capsicum, foram obtidos 63 frutos com sementes, o que corresponde a 20,06%
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de sucesso na obtencéo de frutos (Tabela 1; Figura 2 e 3).

P1 P>

FCS

Figura 2. Frutos dos genitores e frutos com sementes F; obtidos apos os
cruzamentos entre espécies de diferentes complexos génicos: A) UENF 1495 (C.
baccatum var. baccatum) x ‘Casca Dura lkeda’ (C. annuum var. annuum); B)
UENF 1636 (C. frutescens) x UENF 1495 (C. baccatum var. baccatum); C) UENF
1785 (C. chinense) x UENF 1495 (C. baccatum var. baccatum); D) UENF 1624 (C.
baccatum var. pendulum) X ‘Casca Dura lkeda’ (C. annuum var. annuum); E)
UENF 1624 (C. baccatum var. pendulum) x UENF 1785 (C. chinense). P;=Genitor
feminino; P,=Genitor masculino; FCS=Fruto com semente F;.
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Figura 3. Frutos dos genitores e frutos com sementes F; obtidos ap6s os
cruzamentos entre espécies do complexo annuum: A) UENF 1785 (C. chinense) x
‘Casca Dura lkeda’ (C. annuum var. annuum); B) ‘Casca Dura lkeda’ (C. annuum
var. annuum) x UENF 1636 (C. frutescens); C) UENF 1785 (C. chinense) x UENF
1636 (C. frutescens); D) UENF 1636 (C. frutescens) x UENF 1785 (C. chinense).
Pi=Genitor feminino; P,=Genitor masculino; FCS=Fruto com semente F;.
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A literatura reporta que a obtencdo de hibridos interespecificos entre as
espécies que compdem o Complexo annuum com as do Complexo baccatum é
dificil, sendo essa transferéncia de gene bastante prejudicada em funcdo das
barreiras de fertilizacdo entre as espécies (Yoon e Park, 2005; Yoon et al., 2006).
Entretanto, apesar dessa incongruidade entre as espécies, foi possivel a
obtencdo de hibridos (Tabela 1). Observa-se que, em algumas combinacdes,
houve a producédo de frutos, mas ndo de plantas, combinacdes que geraram
frutos e plantas e combinacdes que ndo geraram frutos e, consequentemente,

nem plantas.



Tabela 1. Namero de flores polinizadas (NFP), numero de frutos com sementes F; (NFCS) e nimero de plantas adultas (NPA)
obtidas nos diferentes cruzamentos entre as espécies de Capsicum

Complexos Genitor feminino Genitor masculino NFP NFCS NPA

C. baccatum var. baccatum C. annuum var. annuum 31 02 00
Complexo annuum C. baccatum var. baccatum C. chinense 16 00 00
N C. baccatum var. baccatum C. frutescens 23 00 00
Complexo baccatum C. annuum var. annuum C. baccatum var. baccatum 07 03 01
C. frutescens C. baccatum var. baccatum 04 01 01
C. chinense C. baccatum var. baccatum 09 05 00

Subtotal 1 90 11 02 (2,2%)*
C. baccatum var. pendulum C. annuum var. annuum 29 03 00
Complexo annuum C. baccatum var. pendulum C. chinense 07 01 00
% C. baccatum var. pendulum C. frutescens 25 00 00
Complexo annuum C. frut_escens C. baccatum var. pendulum 06 06 04
C. chinense C. baccatum var. pendulum 06 03 00
C. annuum var. annuum C. baccatum var. pendulum 35 00 00

Subtotal 2 108 13 04 (3,7%)*
C. annuum var. annuum C. chinense 06 01 01
Complexo annuum C. chinense C. annuum var. annuum 19 14 01
N C. annuum var. annuum C. frutescens 27 05 00
Complexo annuum C. frut_escens C. annuum var. annuum 23 05 00
C. chinense C. frutescens 21 04 00
C. frutescens C. chinense 20 10 15

Subtotal 3 116 39 17 (14,65%)*

Total Geral 314 63 23

1/ Taxa de cruzabilidade

0¢
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Complexo annuum versus Complexo baccatum

A taxa de cruzabilidade entre espécies do Complexo annuum e do
Complexo baccatum variou de 2,2% a 3,7% (Tabela 1). Observa-se que, nos
cruzamentos envolvendo C. baccatum var. baccatum, como receptor de polen,
com o0s acessos das espécies do complexo annuum, foram obtidos dois frutos (C.
baccatum var baccatum x C. annuum var. annuum), porém 0S mesmos nao
resultaram em plantas adultas. Na direcdo inversa, obtiveram-se nove frutos,
sendo que, no final, apenas duas plantas hibridas atingiram a fase adulta (C.
annuum var. annuum x C. baccatum var. baccatum; C. frutescens x C. baccatum
var. baccatum). Nas combinagdes envolvendo C. baccatum var. pendulum, foram
realizadas 108 polinizacbes controladas, tendo sido obtidos 13 frutos, que
resultaram em 04 plantas. Nascimento et al.,, (2012), ao avaliarem a
compatibilidade de cruzamentos entre algumas espécies de Capsicum,
observaram que a combinacdo C. baccatum x C. chinense ndo foi compativel,
apresentando 0% de pegamento dos frutos. JA o cruzamento reciproco mostrou
50% de pegamento.

Uma das barreiras mais presentes nos cruzamentos foi a formacao de
frutos com sementes anormais, de tamanho diferente da dos genitores e de
coloracéo escura, indicando degeneracdo e morte das mesmas (Figura 4).

Apesar de algumas das sementes provenientes da combinacdo C.
chinense x C. baccatum (ambas as variedades) serem, morfologicamente,
normais, nenhuma delas germinou, enquanto que, nNnos cruzamentos entre as
espécies C. annuum e C. baccatum, apenas uma semente germinou e culminou
com a obtencdo de uma planta adulta (C. annuum var. annuum x C. baccatum
var. baccatum).

O fruto formado na combinacdo C. frutescens x C. baccatum var.
baccatum apresentou apenas 13 sementes, sendo que sete delas germinaram,
mas apenas uma deu origem a uma planta. As demais plantulas néo
sobreviveram. Os seis frutos do cruzamento C. frutescens x C. baccatum var.
pendulum deram origem a 99 sementes. Dessas, 12 sementes germinaram e

guatro plantas foram obtidas.
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Figura 4. Sementes dos frutos provenientes da autofecundacdo das espécies
genitoras e sementes F;: A) C. chinense; B) C. baccatum var. pendulum; C) C.
baccatum var. pendulum x C. chinense; D) C. baccatum var baccatum; E) C.
chinense x C. baccatum var. pendulum; F) C. chinense x C. baccatum var.
baccatum.
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Segundo Pickersgill (1991), o aborto do embrido € uma caracteristica
comum em cruzamentos interespecificos em Capsicum. O endosperma se
desenvolve, anormalmente, devagar, levando a diminuicdo do desenvolvimento
embrido, e, depois de cerca de duas semanas, 0 saco embrionario colapsa
(Pickersgill 1997). Sementes chochas ou degeneradas sdo consideradas como
barreiras de pds-fertilizacdo na maioria dos cruzamentos (Jansky, 2006), podendo
ocorrer a degeneracdo do endosperma e posterior morte do embrido
(Rodrangboon et al.,, 2002). Campos (2006) ndo conseguiu resultados
satisfatorios na hibridacdo entre C. baccatum e C. chinense, obtendo apenas sete
frutos com sementes com caracteristicas morfolégicas normais e 32 frutos
hibridos sem sementes ou com sementes inviaveis, sendo obtidas, ao final,
apenas duas plantas de uma mesma combinagdo. As sementes inviaveis
resultantes de frutos dos cruzamentos apresentaram, como principal
caracteristica, tamanho reduzido em relacdo as sementes dos genitores e formato
atipico.

Algumas vezes, frutos com sementes sao obtidos, porém a germinacéo e
0 vigor das plantas sdo muito baixos, ndo permitindo que essas sementes

cheguem a representar plantas. Nascimento et al., (2011), avaliando o vigor e a
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germinacdo de sementes hibridas de pimenteiras ornamentais de Capsicum,
observaram uma variacéo de vigor de 0 a 100%, sendo observado 0% de vigor
entre C. baccatum x C. chinense. J& o cruzamento reciproco obteve valor de vigor
e de germinacao de 80% e 70% respectivamente.

Cheng et al., (2007), realizando cruzamentos entre as cinco espécies de
Capsicum domesticadas, observaram que, nos cruzamentos envolvendo as
espécies C. chinense e C. baccatum, as sementes obtidas ndo germinavam
quando C. baccatum era utilizado como doador de pdlen. No cruzamento
reciproco, as sementes obtidas germinavam parcialmente, mas as plantas nao
sobreviviam ou apresentavam um crescimento anormal. Ja& Yoon e Park (2005)
obtiveram uma alta compatibilidade quando C. baccatum foi utilizado como genitor
feminino; no entanto, o cruzamento reciproco nao foi testado no trabalho.

Pickersgill (1971) observou que o cruzamento entre C. annuum e C.
baccatum também resultou em sementes F; inviaveis. Segundo Yoon et al.,
(2006), em cruzamentos entre C. annuum x C. baccatum, o aborto do embrido
ocorre 15 dias ap0s a polinizacdo, sendo essa a primeira barreira genética na
hibridacdo entre as espécies. Eles conseguiram plantas hibridas, fazendo o
resgate de embrido e, depois, utilizaram as plantas como receptoras de pélen em
retrocruzamentos, obtendo, assim, as geracfes necessarias.

Outra anormalidade observada foi o secamento de frutos polinizados
ainda na planta mae; essa anormalidade foi observada no cruzamento C.
baccatum var. pendulum x C. annuum, sendo que, dos oito frutos obtidos, quatro
secaram, ainda, na planta mae antes do inicio da maturacdo e ndo apresentavam
sementes (Figura 5). O outro fruto resultante do cruzamento foi perdido ainda

verde, mas 0 mesmo possuia uma aparéncia normal (Figura 5).

Figura 5. Frutos obtidos apds o cruzamento C. baccatum var. pendulum x C.
annuum: A) Frutos secos; B) Frutos seco e imaturo; C) Fruto de aparéncia normal.
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Outra barreira de pos-fertilizacdo, relatada em varias espécies, € a
fraqueza do hibrido (hybrid weakness) ou necrose do hibrido (hybrid necrosis).
Essa anomalia € definida como uma série de caracteristicas fenotipicas que sao
similares aquelas associadas com resposta ao estresse ambiental, incluindo
ataque de patdégenos e doencas virais (Bomblies e Weigel, 2007). Esse tipo de
manifestacéo foi observado na combinacgédo C. frutescens x C. baccatum (Figura
6); além disso, algumas plantulas obtidas nos cruzamentos entre C. frutescens e
C. baccatum, mas que nao chegaram a se desenvolver, morrendo ainda jovens,
apresentavam as folhas cotiledonares deformadas, com baixo desenvolvimento.
Segundo Yazawa et al.,, (1989), hibridos com crescimento anormal e o
encolhimento das folhas sdo caracteristicas, tipicamente, encontradas em
cruzamentos envolvendo essas duas espécies.

Essa anormalidade, também, ja foi relatada em combinac¢des hibridas de
C. annuum x C. baccatum e, de acordo com o0s autores, € devido a influéncia
citoplasmatica (Pickersgill, 1971). De acordo com Csilléery (2013), plantas
mutantes surgem espontaneamente, devido a um possivel efeito mutagénico da
hibridacdo interespecifica, porém o ambiente, também, pode contribuir para o
surgimento dessa anomalia.

Observou-se, também, que, em apenas uma direcdo, foi que se obteve
sucesso. Quando C. frutescens foi utilizada como genitor feminino, a maioria das
polinizagBes resultaram em fruto, porém, na direcao contraria, ndo se obteve fruto
(Tabela 1). Esse comportamento pode ser considerado como uma
incompatibilidade unilateral. A incompatibilidade unilateral ocorre quando os tubos
polinicos alcancam e fertilizam os évulos em um cruzamento feito em uma
direcdo, mas sao inibidos no estigma, estilete ou ovario no cruzamento reciproco,
fazendo com que as polinizacdes entre as espécies ocorram com Sucesso,
apenas, em uma direcao (Onus e Pickersgill, 2004).

Bapa Rao et al, (1992) obtiveram trés combinagbes hibridas nos
cruzamentos envolvendo C. baccatum e C. frutescens, também observando uma
incompatibilidade unilateral, s6 que, nesse caso, hibridos entre as espécies foram
obtidos, apenas, quando a espécie C. baccatum foi utilizada como genitor

feminino.
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Figura 6. Aspecto anormal das plantas hibridas obtidas dos cruzamentos C.
frutescens x C. baccatum var. pendulum (A-H) e C. frutescens x C. baccatum var.
baccatum (I-L).

Complexo annuum versus Complexo annuum

A taxa de cruzabilidade dentro do Complexo annuum foi de 14,65%,
sendo realizadas 116 polinizagdes controladas, obtidos 39 frutos e 17 plantas;
dessas, 15 foram obtidas entre C. chinense x C. frutescens (Tabela 1).
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C. annuum x C. chinense

Apesar de ter sido obtido um numero razoavel de frutos nos cruzamentos
envolvendo as espécies C. annuum var. annuum e C. chinense, s6 duas plantas
adultas foram obtidas (Tabela 1), visto que a maioria das sementes possuiam
formato e coloracdo anormais, ndo germinando. As demais sementes que
germinaram nao chegaram a emitir folhas definitivas e ndo sobreviveram. Em
ambas as combinacdes, todos os frutos possuiam coloracdo vermelha,
independente da direcdo de cruzamento, mostrando que a cor vermelha de C.
annuum var. annuum predominou sobre a cor alaranjada de C. chinense (Figura
7).

Figura 7. Frutos provenientes da autofecundacdo das espécies genitoras e frutos
provenientes dos hibridos Fi: A) C. annuum var. annuum; B) C. chinense; C) C.
annuum var. annuum x C. chinense; D) C. chinense x C. annuum var. annuum.

Costa et al., (2009) avaliaram a compatibilidade do cruzamento entre C.
chinense e C. annuum e o vigor e a germinacdo das sementes dos hibridos
interespecificos. Os autores observaram que todos o0s cruzamentos
interespecificos realizados produziram frutos com taxas de pegamento variando
de 8,9 % a 40,0 % e a germinagdo das sementes variou de 0,0 % a 87,5 %. Taxas
de pegamento elevadas foram, também, obtidas por Ribeiro e Melo (2005) que
observaram valores de 73,5 a 100%, usando C. chinense como genitor feminino e
87,5a91,5 % com C. chinense como doador de poélen.

Casali (1970) observou valores mais baixos, com a germinagao variando
de 0% a 6,6% quando C. chinense foi o genitor feminino e de 0% a 47% no
cruzamento reciproco. Segundo Kumar et al., (1987), apesar de cruzamentos
reciprocos entre essas duas espécies produzirem sementes viaveis, hibridos F;
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viaveis somente podem ser obtidos no cruzamento C. annuum x C. chinense. As
sementes do cruzamento reciproco ou ndo germinaram, ou morreram apos alguns
dias.

Subramanya (1982), ao realizar cruzamentos entre C. annuum e C.
chinense, observou uma baixa germinacdo das sementes em ambos 0s
cruzamentos reciprocos, sendo obtidas plantulas com folhas malformadas e
crescimento limitado quando C. chinense foi utilizado como genitor feminino,
enquanto, no cruzamento reciproco, as plantulas eram, morfologicamente,
normais. Zewdie e Bosland (2000) também se depararam com problemas como
esterilidade, baixo nimero de sementes e pouca germinagdo das mesmas.

Cruzamentos interespecificos entre essas duas espécies foram realizados
por Yoon e Park (2005), visando a superagdo da barreira genética entre C.
annuum e C. baccatum através da obtencdo do cruzamento triplo [(C. annuum X
C. chinense) x C. baccatum]. Esses cruzamentos foram determinados com base
em resultados de cruzamentos preliminares que mostraram que quase todos 0s
cruzamentos entre C. baccatum e C. annuum foram incompativeis e todos os
cruzamentos entre C. baccatum e C. chinense foram compativeis. Os autores
obtiveram muitas plantas hibridas, entre C. annuum e C. chinense, mostrando
crescimento normal.

Estudos realizados por Debbrama et al., (2013) mostraram que 0sS
cruzamentos foram muito mais faceis quando C. annuum foi utilizado como
genitor feminino. Variacdo de 0 a 29% de pegamento dos frutos e vigor variando
de 0 a 100%, este ultimo dependendo da direcdo do cruzamento entre C.
chinense e C. annuum, tém sido reportados na literatura (Nascimento et al., 2011;
Nascimento et al., 2012). Cheng et al., (2007), por sua vez, obtiveram frutos sem
sementes (C. chinense x C. annnuum) e sementes F; com germinacdo parcial e

crescimento anormal das plantulas.

C. chinense x C. frutescens

Das 21 flores de C. chinense polinizadas com o pélen de C. frutescens,
12 frutos foram obtidos, no entanto apenas quatro deles atingiram a maturacao e
apresentaram sementes (Tabela 1). Das 125 sementes obtidas, apenas seis

germinaram, mas nao atingiram a fase adulta. Muitas das sementes geradas, a
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semelhanca do ocorrido em cruzamentos envolvendo C. baccatum, apresentavam

formato irregular e coloragao escura quando comparado aos pais (Figura 8).

t'{f? 3
k..

Figura 8. Sementes dos frutos provenientes da autofecundacdo das espécies
genitoras e sementes F; A) C. chinense; B) C. frutescens; C) Combinacéo hibrida
C. chinense x C. frutescens.

Quando C. frutescens foi utilizada como genitor feminino, 20 flores foram
polinizadas, sendo obtidos 10 frutos maduros. Os demais foram perdidos ainda no
campo. Ao total, foram obtidas 48 sementes que, ao final, resultaram em 15
plantas adultas. O cruzamento entre as espécies C. chinense e C. frutescens é
tido como possivel, uma vez que pertencem ao mesmo complexo génico e, dentro
do Complexo C. annuum, sdo as espécies mais proximas (Pickersgill, 1991).
Apesar das perdas no campo, observa-se uma alta taxa de pegamento dos frutos
e um numero razoavel de sementes hibridas obtidas, mostrando a proximidade
entre as espécies.

Egawa e Tanaka (1984), estudando as relacfes citogenéticas entre C.
chinense e C. frutescens, observaram que os seus hibridos apresentaram 12
bivalentes na meiose, sugerindo uma alta homologia entre elas e que as mesmas
nao sdo duas espécies distintas, mas sim uma Unica espécie envolvendo duas
variedades. No entanto, Baral e Bosland (2004), estudando a relacdo entre as
espécies de C. chinense e C. frutescens, através de diferencas morfologicas,
moleculares e de hibridacdo, concluiram que as duas sédo espécies distintas. Os
autores observaram que as duas espécies sdo, reprodutivamente, isoladas,
devido a parcial esterilidade das progénies hibridas, além da baixa frutificacao.
Foi possivel observar, também, o aborto do embrido, além de frutos sem
sementes.

Melo et al., (2010), ao realizarem cruzamentos entre dois acessos de C.

chinense, como genitores masculinos, e um acesso de C. frutescens, alcancaram
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uma taxa de pegamento de 64 e 69% para cada um dos cruzamentos, com
médias de 6,41 e 6,30 de sementes por fruto e taxa de germinacdo de 58 e 62%
respectivamente. Apesar da facilidade de cruzamento entre as espécies,
Olszewska et al.,, (2011) obtiveram hibridos com plantas ands e folhas
deformadas na combinacéo C. frutescens x C. chinense.

Exemplos de hibridacdo artificial e natural entre C. chinense e C.
frutescens tém sido reportados. A cultivar Greenleaf Tabasco foi desenvolvida por
hibridacdo interespecifica entre essas duas espécies, seguida de repetidos
retrocruzamentos com C. frutescens (Greenleaf et al., 1970). Ja Bosland e Baral
(2007) reportaram que a “Bhut Jolokia”, a pimenta mais quente do mundo com um
nivel de calor 1.001.304 SHU, é um hibrido interespecifico natural entre C.
chinense e C. frutescens.

As 15 plantas hibridas, obtidas na combinacdo C. frutescens x C.
chinense, apresentaram caracteristicas intermediarias entre 0s genitores, como
cor das anteras, massa, comprimento, largura e espessura do fruto, apesar do
formato do fruto ser semelhante ao do genitor feminino. Em relacéo a coloracéo,
os frutos possuiam cor vermelha, o que comprova a dominancia da cor vermelha
de C. frutescens em relacdo a alaranjada de C. chinense. Para a caracteristica
namero de sementes, a média de 10 frutos por planta revelou que os valores
médios foram, sempre, menores que os valores médios dos pais, o que pode ser
atribuido a menor percentagem de viabilidade polinica em comparacao com a dos
genitores. J4 em relacdo a altura e largura das plantas hibridas, as mesmas

mostraram-se, sempre, superiores aos genitores (Tabela 2; Figura 9).

Figura 9. Frutos provenientes da autofecundacdo das espécies genitoras e frutos
provenientes dos hibridos F; entre C. frutescens e C. chinense.



Tabela 2. Caracterizagdo morfoagrondbmica dos acessos representantes das espécies C. frutescens e C. chinense e das plantas

hibridas F; (C. frutescens x C. chinense) obtidas

Caracteristicas C. frutescens C. chinense Hibrido
Caracteristicas Sementes

Numero de sementes por fruto 252 347 95

Cor da semente Amarelo escuro Amarelo escuro Amarelo escuro
Massa de 100 sementes 0,6 1,48g 0,79
Caracteristicas Flores

Dias para florescimento 67 60 63
Numero de flores por axila Muitas 4 3
Posicéo da Flor Ereta Pendente Ereta

Cor da corola Branca Branca Branca
Comprimento da corola (mm) 7,05 8,31 7,02

Cor das anteras Azul Pélido Roxa Roxo claro
Caracteristicas Plantas

Cor da haste Verde Verde com listras roxas Verde com listras roxas
Antocianina nodal (em plantas maduras) Verde Roxo escuro Roxo claro
Altura de planta (cm) 66-85 66-85 <85
Largura da planta (cm) 65,2 73,2 84,7

0€



Tabela 2, Cont.

Habito de crescimento Ereto Intermediario Ereto
Cor do caule Verde Verde com estrias roxas Verde com estrias roxas
Cor da folha Verde-escuro Verde Verde
Caracteristicas Frutos

Constricao anular do calice Ausente Presente Ausente
Posicéo do fruto Intermediario Declinado Intermediario
Coloracédo do fruto no estadio intermediario Alaranjado Verde Vermelho
Coloracédo do fruto no estadio maduro Vermelho Amarelo-Laranja Vermelho
Forma do fruto Alongado Quadrado Alongado
Epiderme do fruto Liso Semi-rugoso Rugoso
Comprimento do fruto (mm) 25,58 47,96 29,39
Largura do fruto (mm) 5,91 28,871 9,996
Massa média do fruto (g) 0,52 11,57 1,14
Espessura da parede do fruto (mm) 0,578 2,822 1,242

T€
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C. annuum x C. frutescens

No cruzamento entre C. annuum e C. frutescens, 50 polinizagbes foram
realizadas, originando 18 frutos. Desses, 10 atingiram a maturacédo, sendo cinco
frutos provenientes de cada dire¢do de cruzamento; no entanto, nenhuma das
368 sementes obtidas no cruzamento C. annuum x C. frutescens germinou.

A presenca de sementes inviaveis caracteriza a presenca de barreiras de
pos-fertilizacdo, podendo, nesse caso, ocorrer degeneracdo do endosperma com
posterior morte do embrido, comumente observadas em alguns cruzamentos
interespecificos (Rodrangboon et al., 2002).

Cheng et al., (2007), também observaram, em ambas as dire¢Bes de
cruzamento entre C. annuum e C. frutescens, frutos com sementes, mas as
mesmas eram inviaveis. Sementes inviaveis, também, foram observadas por
Campos (2006). Smith e Heiser (1951) verificaram que, quando C. frutescens foi
empregado como genitor feminino, a porcentagem de germinacdo das sementes
desse cruzamento foi muito baixa e, quando C. annuum foi utilizado como genitor
feminino, as sementes nao germinaram.

Charlo et al., (2009) também observaram baixa producdo de sementes,
bem como baixa taxa de germinacédo quando se utilizou C. annuum como genitor
feminino. O cruzamento reciproco apresentou maior nimero de sementes, mas as

mesmas ndo germinaram.

3.1.4.2. Viabilidade/Fertilidade do hibrido interespecifico

A fertilidade dos hibridos interespecificos foi avaliada em funcdo da baixa,
ou mesmo auséncia, de frutificacdo de alguns desses hibridos (Tabela 3). Gréos
de pélen inviaveis apresentaram cor verde em funcdo da auséncia de citoplasma
e presenca da parede do grdo de pdlen, e os viaveis coloriram de purpura por
apresentarem citoplasma, e esse reagir com o corante especifico para DNA
(Figura 10).
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Figura 10. A) Graos de pélen inviaveis do hibrido F; ‘Casca Dura Ikeda’ x UENF
1495; B) Gréos de pdlen viaveis do hibrido F; UENF 1636 x UENF 1785.

Em todas as combinacdes estudadas, com excecado de C. frutescens x C.
chinense, foi observada uma baixa viabilidade polinica (Tabela 3), sendo a
combinacado C. annuum x C. baccatum var. baccatum completamente estéril (0%),
e as demais combinacdes com percentual baixo (11,35 e 12,20) podem ser
consideradas quase estéreis. Esses resultados indicam que, possivelmente, a ndo
formacdo de frutos ou a formacédo de poucos frutos nos hibridos podem estar
diretamente relacionadas a viabilidade do gametofito masculino. A barreira gerada
pela infertilidade dos hibridos é devido ao desenvolvimento anormal do gametofito

masculino, provocando, assim, o aborto do pélen (Yoon e Park, 2005).

Tabela 3. Média da viabilidade dos hibridos F; obtidos entre C. annuum x C.
baccatum var. baccatum (‘Casca Dura lkeda’ x UENF 1495), C. annuum var.
annuum x C. chinense (‘Casca Dura lkeda’ x UENF 1785), C. chinense x C.
annuum var. annuum (UENF 1785 x ‘Casca Dura lkeda’), C. frutescens x C.
chinense (UENF 1636 x UENF 1785)

Combinacdes % de Graos de Pdlen Viaveis
C. annuum x C. baccatum var. baccatum 0
C. annuum x C. chinense 11,35
C. chinense x C. annuum 12,2

C. frutescens x C. chinense 72,5
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N&o foi possivel a observagdo de grdos de pdlen viaveis no cruzamento
envolvendo a espécies C. annuum e C. baccatum (‘Casca Dura lkeda’ x UENF
1495) (Figura 10). Como pertencem a complexos diferentes (Pickersgill, 1991),
qguando hibridos sdo obtidos entre essas espécies, 0 mesmo apresenta certo grau
de esterilidade. No entanto, segundo Monteiro et al., (2011), hibridos férteis entre
C. annuum var glabriusculum e C. baccatum var. pendulum foram obtidos, com
viabilidade polinica superior a 90%. Por outro lado, a viabilidade polinica dos
hibridos resultantes dos cruzamentos reciprocos foi baixa, ao redor de 35 %, o
mesmo ocorrendo nas combinacgdes hibridas entre C. baccatum var. baccatum e
C. annuum var. annuum.

Segundo Egawa e Tanaka (1986), C. annuum e C. baccatum diferem por,
ao menos, trés translocacbes reciprocas, o que foi determinante para a
esterilidade do hibrido F;, que apresentou uma viabilidade polinica média de
6,5%. Kumar et al., (1987) também observaram hibridos parcialmente estéreis
entre C. annuum e C. baccatum var. pendulum com meiose irregular, o que
indicou que as duas espécies diferem por duas translocacdes, uma inversao e
outras pequenas alteracdes estruturais. Segundo Yoon et al., (2009), hibridos
entre essas duas espécies sdo muito dificeis de se obter, devido a barreiras

genéticas como a esterilidade do hibrido.

Varias anomalias meiéticas foram observadas por Yoon e Park (2005),
como a formacéo de univalentes, quadrivalentes e hexavalentes nas células méae
de grdo de podlen dos hibridos. Além disso, disjuncéo irregular e cromossomos
retardatarios, indicando que a causa direta da macho-esterilidade sdo as
anormalidades meidticas encontradas nos hibridos F;. Em adicdo a essas
irregularidades, os autores também observaram uma degeneracédo das células do
tapete durante o desenvolvimento da parede da antera.

A combinacdo hibrida entre C. annuum var. annuum Xx C. chinense
apresentou uma viabilidade polinica média de 11,35%, sugerindo ser essa planta
estéril ou de ter pouquissimos grdos de podlen viaveis. Monteiro et al., (2011)
também observaram uma viabilidade polinica baixa em hibridos de Capsicum,
porém a combinacdo C. annuum x C. chinense teve 56% de viabilidade polinica,
sugerindo uma esterilidade parcial do hibrido. Valores baixos como os observados

nesse estudo ndo eram esperados, uma vez que ambas as espécies pertencem
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ao mesmo complexo génico; no entanto, entre C. annuum e C. chinense, séo
encontradas translocagcbes espontdneas, que podem gerar gametas
desbalanceados e, consequentemente, inviaveis (Moscone, 1990).

Hibridos entre essas duas espécies, com baixa viabilidade polinica,
também tém sido relatados na literatura, com valores variando de 13 a 16%
(Lanteri e Pickersgill, 1993), 12% (Tanksley e Iglesias-Olivas, 1984) e 42%
(Kumar et al., 1987). Segundo Kumar et al.,(1987), o genoma de C. annuum difere
de C. chinense por duas translocacdes. Hibridos entre C. annuum e C. chinense
apresentaram hexavalentes em 18% das células mae de grdos de pdlen, o que
mostra que 0s acessos usados diferem por duas translocagbes (Lanteri e
Pickersgill, 1993).

A viabilidade polinica dos parentais UENF 1495, UENF 1636 e UENF
1785 foi observada, previamente, por Martins (2010) com a utilizacdo de quatro
diferentes corantes: alexander, lugol, carmim acético e azul de Tripano.
Independente do corante utilizado, verificaram-se altas porcentagens de gréos de
polen viaveis, com média geral acima de 90% de viabilidade.

Em relacdo ao cruzamento entre as espécies C. chinense e C. frutescens,
valores satisfatorios foram obtidos, indicando que esses genétipos apresentam
uma divisdo celular normal, que resulta em grdos de podlen viaveis, portanto
capazes de germinar no estigma da flor, fertilizar e gerar frutos viaveis. A
esterilidade do po6len ou mesmo a baixa fertilidade dos individuos utilizados sao
fatores extremamente negativos quando se pretende utilizar programas de
hibridacao artificial ou autofecundacdes (Manara, 1974).

Com base nos resultados aqui apresentados, a esterilidade dos grdos de
polen pode ser considerada como uma segunda barreira de pés-fertilizacdo

observada em Capsicum.

3.1.4.3. Barreiras de pré-fertilizacdo: germinacdo e crescimento do tubo

polinico in vivo

Levando-se em conta a ndo obtencdo de frutos, com ou sem sementes,
nos cruzamentos C. annuum x C. baccatum var. pendulum, C. baccatum var.
baccatum x C. frutescens e C. baccatum var. pendulum x C. frutescens,

procedeu-se a observacdo do crescimento do tubo polinico nos cruzamentos
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mencionados anteriormente e em C. annuum e C. baccatum var. pendulum, que
funcionaram como controle.

Nas plantas de C. annuum var. annuum testadas, com 24 horas apoés a
polinizacdo, os graos de polen ja tinham germinado no estigma e se encontravam
no final do estilete, alcangcando os 6vulos apés 48 horas. Quando as plantas de C.
baccatum var. pendulum foram analisadas, podde-se perceber que, em
comparacdo com C. annuum var. annuum, os graos de pélen demoraram mais
para completar a fertilizacdo, visto que, 24 horas apos a polinizacdo, os graos de
pélen, ainda, ndo tinham germinado sobre a superficie do estigma e, 48 horas
apos, os mesmos encontravam-se no final do estilete, ja alcancando o ovario,
mas sem, ainda, atingir os 6vulos. Apesar da diferenca de tempo, em nenhum dos
acessos, foi encontrado algum tipo de autoincompatibilidade, mostrando que néo
existe nenhuma barreira para que os grdos de pdélen germinem e os tubos
polpinicos alcancem os Gvulos para que ocorra a fecundagéo (Figura 11).

De forma semelhante aos resultados obtidos aqui, Ofosu-Anim et al.,
(2006), analisando o crescimento do tubo polinico em C. annuum, observaram
que os tubos somente alcancaram o ovario 36 horas apds a polinizacdo, e a
presenca dos tubos nos 6vulos foi constatada apos 48 horas.

Cruz e Campos (2007), estudando a polinizacdo em pimenta malagueta
(C. frutescens), observaram que, cerca de 24 horas apés a polinizacao, os tubos
polinicos ja haviam chegado ao ovario e alcancado os 6vulos, sugerindo que a
fertilizacdo, nessa espécie, ocorre um dia apds a polinizacao.

Nas trés cruzamentos testados, foi possivel observar os graos de pélen
germinando na superficie do estigma. No cruzamento envolvendo as espécies C.
annuum var. annuum x C. baccatum var. pendulum, de forma semelhante a
autofecundacdo de C. annuum var. annuum, os tubos polinicos germinados
puderam ser vistos atingindo os Ovulos 48 horas ap0s a polinizacdo (Figura 11),
mostrando que ndo existe nenhum tipo de incompatibilidade que impeca o
crescimento do tubo polinico, sendo provavel que o insucesso do cruzamento
entre essas duas espécies seja devido a barreiras de pos-fertilizacao.

Yoon et al., (2006) também ndo observaram nenhuma barreira para
germinacdo dos grdos de podlen no estigma ou para o crescimento do tubo
polinico no estilete em todas as combinacgdes interespecificas entre os acessos

de C. annuum e C. baccatum testadas por eles. De forma semelhante, Zijlstra et
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al., (1991) também nao observaram qualquer barreira a penetracdo do tubo
polinico na células ovo, em ambas as dire¢fes de cruzamentos envolvendo essas
espécies.

Nos cruzamentos envolvendo as espécies C. frutescens e C. baccatum,
ndo foi possivel a observacdo dos tubos polinicos, alcancando os évulos da
espécie utilizada como genitor feminino. Em ambos os cruzamentos, 24 horas
apos a polinizacéo, ja era possivel observar os graos de poélen germinando e, 48
horas apds, era possivel observar os tubos polinicos no estilete. No entanto, 72
horas apds a realizacdo dos cruzamentos, os tubos polinicos permaneciam no
estilete, ndo alcancando o ovério (Figura 11). Barreiras, prevenindo o crescimento
dos tubos polinicos, indicam que, no cruzamento entre as duas espécies
envolvidas, € improvavel que sejam produzidas sementes viaveis (Zijlstra et al.,
1991), no entanto algumas alternativas podem ser testadas, visando a superacao
dessas barreiras, como a polinizacao in vitro.

O sucesso da hibridacdo envolve uma série de eventos, incluindo a
germinacdo do polen, o crescimento do tubo polinico, a fertilizacdo, o
desenvolvimento do embrido e do endosperma e a maturagdo da semente
(Debbrama et al., 2013) Segundo Pickersgill (1993), as fertilizacbes
interespecificas, frequentemente, falham porque o0s tubos polinicos séo
incompativeis com o pistilo e param de crescer antes de atingirem os évulos.
Esse parece ser o caso de C. baccatum var. pendulum e C. baccatum var.
baccatum quando os mesmos sdo utilizados como genitores femininos em
cruzamentos com C. frutescens, indicando que o insucesso pode ser devido a

barreira de pré-fertilizacao na etapa de germinac¢éo do tubo polinico



Figura 11: Germinacao do tubo polinico in vivo em C. annuum var. annuum (A;B),
C. baccatum var. baccatum (C;D), C. annuum var. annuum x C. baccatum var.
pendulum (E,F), C. baccatum var. baccatum x C. frutescens (G,H,l), C. baccatum
var. pendulum x C. frutescens (J,K,L): A) Tubo polinico no final do estilete ap6s
24 horas; B) Alcancando os oOvulos apds 48 horas; C) Sem germinar apés 24
horas; D) No final do estilete, ap6s 48 horas.; E) Tubos polinicos no estilete 24
horas apods a polinizacdo; F) Alcancando os 6vulos 48 horas ap0s a polinizagéo;
G) Tubos polinicos germinando no estigma apos 24 horas; (H,I) No estilete ap6s
48 e 72 horas; J) Tubos polinicos germinando no estigma apoés 24 horas; (K,L) No
estilete 48 e 72 horas ap0s a polinizacdo. Barra = 40 microns.
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3.1.5. CONCLUSOES

v' Existe mais de uma barreira de pés-fertilizacdo. A primeira delas se
manifesta no desenvolvimento do zigoto, causando a morte do embrido (semente
anormal/chocha). As outras sao a falta de vigor da planta hibrida e a esterilidade
do hibrido.

v" Incompatibilidade unilateral existe entre os acessos estudados
representantes das variedades de C. baccatum e a espécie C. frutescens, quando
esta Ultima é utilizada como genitor masculino.

v' Ha barreira de pré-fertilizacdo na combinacdo C. frutescens x C.
baccatum ja que os grdos de pdllen germinaram, mas ndo foram capazes de
alcancar os 6vulos para que ocorresse a fecundacao.

v' O insucesso dos cruzamentos C. annuum var. annuum x C.
baccatum var. pendulum ndo é devido a inibicdo do crescimento do tubo polinico.
E provavel que seja devido a barreiras de pos-fertilizagéo, visto que, em todos os
cruzamentos, o tubo polinico alcang¢ou, com sucesso, 0s évulos.

v A combinagé&o de maior sucesso foi C. frutescens x C. chinense com a qual
foi possivel obter 15 plantas hibridas, confirmando a estreita relacdo entre essas

duas espécies.
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3.2. TAMANHO DO GENOMA NUCLEAR EM ACESSOS E HIBRIDOS
INTERESPECIFICOS DE Capsicum VIA CITOMETRIA DE FLUXO

3.2.1. INTRODUCAO

Cada espécie tem um numero caracteristico de pares de base em seu
ndcleo, conhecido como tamanho do genoma ou conteudo de DNA nuclear. O
tamanho do genoma em plantas pode ser estimado por alguns métodos, sendo a
citometria de fluxo um dos mais utilizados (Heslop-Harrison e Schwarzacher,
2011).

A citometria de fluxo é uma técnica rapida, que permite a determinacao do
conteudo de DNA nuclear. Essa técnica é baseada no uso de fluorocromos e na
andlise da intensidade da fluorescéncia emitida pelos ndcleos corados. Para
determinar o conteldo de DNA, a intensidade de fluorescéncia dos nucleos é
comparada com a intensidade de fluorescéncia dos ndcleos isolados de espécies
com tamanho do genoma nuclear conhecido (Dolezel et al., 1994).

Dentre as varias aplica¢cdes do uso da citometria de fluxo, podemos citar a
confirmacgéo da natureza hibrida de materiais resultantes de cruzamentos tanto
intra como interespecifico (Dolezel, 1997a). A producdo de hibridos
interespecificos é utili ndo somente na producdo de novas cultivares com
caracteristicas intermediarias entre as espécies parentais, mas também para

induzir a introgressao de genes uteis de uma espécie parental a outra. Apés a
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obtencdo desses hibridos, a andlise do contetdo de DNA, através da citometria
de fluxo, € um meio facil e rapido de se confirmar o sucesso da ocorréncia da
hibridacao (Kato e Mii, 2012).

Trabalhos, visando a identificacdo de hibridos, usando a citometria de
fluxo, tém sido realizados em varios géneros como Eucalyptus (Grattapaglia e
Bradshaw, 1994), Elytrigia (Mahelka et al., 2005), Brassica (Sabharwal e Dolezel,
1993), Cucurbita (Sisko et al., 2003), Allium (Keller et al., 1996), Cirsium (Bures et
al., 2004), Zea (Rayburn et al., 1993), Alstroemeria (Buitendijk et al., 1997),
Actinidia (Hirsch et al., 2001) e Solanum (Dolnicar e Bohanec, 2000;
Szczerbakowa et al., 2003; Trabelsi et al., 2005).

As espécies do género Capsicum, junto com a maioria das espécies
dipléides de Nicotiana, apresentam o segundo maior genoma na familia
Solanaceae, ficando atras, apenas, de Cyphomandra (Moscone et al., 2003;
Bennett e Leitch, 2012). No entanto, diferentes resultados tém sido observados na
determinacdo do conteudo de DNA dentro do género. Essas diferencas podem
ser atribuidas as diferentes metodologias, padrdes, tampdes e fluorocromos
utilizados, bem como a cultivar analisada (Abreu et al., 2008). Até 0 momento,
nao foi realizado nenhum estudo de determinacdo do conteiudo de DNA nuclear
de hibridos interespecificos obtidos entre espécies de Capsicum.

O objetivo do presente trabalho foi determinar o contetdo de DNA nuclear
de espécies domesticadas, semidomesticadas e silvestres do género Capsicum,

bem como de seus hibridos interespecificos via citometria de fluxo.

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi desenvolvida no final dos anos 50 para a
contagem e analise de células sanguineas (Corte-Real et al., 2002), sendo, a

partir dos anos 1980, adaptada para células vegetais (Dolezel, 1997a) e
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introduzida como método de avaliacdo de ploidia e de quantificagdo de DNA, com
alta resolucéo, em diferentes espécies de plantas (Tiersch et al., 1989).

Em linhas gerais, na citometria de fluxo, as particulas fluem em direcéo a
uma camara de fluxo que se encontra preenchida por um fluido envolvente de
velocidade superior a da suspensdo liquida. Por causa da diferenca de
velocidade, as particulas a serem analisadas sdo forcadas a moverem-se,
individualmente, no centro do fluxo (Dolezel, 1997b). Essas particulas passam por
um feixe de iluminagdo proveniente de fontes como lasers e/ou lampada de vapor
de mercurio e ocorre, entdo, um processo de dispersao fotonica e/ou emisséo de
fluorescéncia (Corte-Real et al., 2002).

Os pulsos da dispersdo de luz e da fluorescéncia sdo coletados e
convertidos em pulsos de corrente elétrica por sensores 6pticos, sendo, entéo,
classificados (Dolezel e Bartos, 2005). A dispersdo da luz fornece dados
quantitativos relativos ao tamanho e complexidade das particulas que estdo a ser
analisadas, enquanto, através da fluorescéncia, pode-se quantificar qualquer
composto celular que apresente autofluorescéncia ou que tenha sido,
previamente, marcado com corantes fluorescentes (Robinson e Grégori, 2007).

A fluorescéncia é separada pela utilizacdo de uma série de espelhos
dicroicos, filtros e fotomultiplicadores (Eeckhaut et al., 2005), e os circuitos, dentro
do aparelho, convertem esses sinais fluorescentes em valores digitais, que séo
armazenados e exibidos na forma de histogramas (Dolezel et al., 2007; Ochatt,
2011). Esses histogramas séo, entdo, visualizados e interpretados com auxilio de
programas especificos (Robinson e Grégori, 2007).

Vérias sdo as aplicacbes da citometria de fluxo no melhoramento de
plantas, entre as quais podemos citar o controle da estabilidade do nivel de
ploidia, a identificacdo de hapléides e duplohaploides em cultura de anteras e
ovarios, a verificagdo dos niveis de ploidia em resultados de cruzamentos, a
deteccdo de aneupléides no estudo da apomixia, a identificacdo de hibridos e do
produto de fusdo de protoplastos, entre outras (Dolezel, 1997a).

Nas plantas superiores, assim como em outros eucariotas, o0 crescimento
e divisdo celular € um processo ciclico. No modelo de ciclo celular apresentado
por Howard e Pelc, o tempo entre cada mitose encontra-se dividido em trés fases:
G1, S e G2. Durante o periodo de crescimento celular (fase G1), uma célula

diploide apresenta um conteudo 2C (C — conteudo de um conjunto haploide de
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Cromossomos), ou seja, possui duas copias de cada gene. Durante a fase S,
ocorre a duplicagcdo do genoma nuclear e, na fase seguinte (fase G2), ocorre o
segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o conteaddo em DNA
nuclear € mantido no nivel 4C. Posteriormente, ocorre a mitose (fase M), durante
a qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com um
contetdo 2C de DNA (Loureiro e Santos, 2004).

Nas analises de citometria de fluxo, normalmente, sdo verificados dois
picos de fluorescéncia, aquele dos nucleos 2C, que correspondem as células em
G1 e aquele dos nucleos 4C, que correspondem as células em G2 e mitose
(Figura 1). Os nucleos de alguns tecidos apresentam, apenas, um unico pico, por
exemplo, nucleos que nao estdo se dividindo e que formam um pico referente ao
valor 2C de DNA (Bennett e Leitch, 1995).
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Figura 1. Distribuicdo do conteaddo em DNA nuclear numa populacédo de células,
evidenciando os picos G1 e G2 (Adaptado de Loureiro e Santos, 2004).

A estimacdo do contetdo de DNA, fazendo uso da citometria de fluxo,
pode ser resumida em trés etapas: (1) os nucleos sédo isolados das plantas,
utilizando-se, geralmente, o tecido foliar através de maceracao, sendo necessario,
em média, 10000 nucleos, o que pode ser obtido a partir de 50 mg de tecido; (2)
0s nucleos isolados séo, entdo, marcados com um fluorocromo e (3), ao passar
pelo citobmetro, a fluorescéncia emitida de cada nudcleo, que é proporcional ao
conteudo de DNA, é medida e analisada (Bennett e Leitch, 1995). Isso é possivel

uma vez que a coloragdo da amostra com corantes especificos para o DNA
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(DAPI, iodeto de propideo, brometo de etideo) permite ao aparelho estimar a
quantidade de material genético — DNA (Loureiro e Santos, 2004).

Os fluorocromos usados para estimar o conteudo de DNA podem ser
divididos em dois grupos: (1) aqueles que se intercalam com os acidos nucleicos,
como o brometo de etideo e o iodeto de propideo e (2) aqueles que apresentam
preferéncia por base, como o Hoechst 33258 (H33258), o DAPI, mitramicina (Ml),
cromomicina A3 (Dolezel et al., 1992) (Tabela 1)

Tabela 1. Fluorocromos usados em Citometria de Fluxo para estimar o conteddo
de DNA nuclear (Adaptada de Pasqual et al., 2012)

Comprimento de Onda

Fluorocromos Tipo de Coloragéo : :
Excitacao Emisséo
lodeto de propideo Intercalante 525 (Azul-Verde) 605 (Vermelho)
Brometo de Etideo Intercalante 535 (Azul-Verde) 602 (Vermelho)
DAPI Especifico base AT 354 (UV) 460 (Azul)
Hoechst 33258 Especifico base AT 360 (UV) 460 (Azul)

Mitramicina (MI) Especifico base CG 445 (Violeta-Azul) 575 (Verde)
Cromomicina A3 Especifico base CG 445 (Violeta-Azul) 520 (Verde)

Os corantes intercalares, como o brometo de etideo e o iodeto de
propideo, também se ligam ao RNA, portanto, quando se utilizam esses corantes,
€ necessario o uso de RNases para que ocorra a destruicdo do RNA (Prince e
Johnston, 1996). As regidbes do DNA ricas em AT do DNA sé&o ligadas,
preferencialmente, pelo Hoechst e pelo DAPI (Portugal e Waring, 1988), enquanto
gue a cromomicina A3 e a mitramicina se ligam, preferencialmente, as regides
ricas em GC (Van Dyke e Dervan, 1983).

Como o citbmetro de fluxo fornece, apenas, valores relativos, a
comparacdo com um padréo de referéncia, que possui um conteiddo de DNA
especifico, é necessaria para determinar a quantidade em picogramas do DNA da
espécie em estudo (Dolezel et al. 1992; Dolezel e Bartos, 2005; Dolezel e
Greilhuber, 2010).

Existem dois tipos de padrdo, o padrdo externo, que € processado e

analisado separadamente da amostra e o0 interno, que € analisado,
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simultaneamente, & amostra a ser testada (Motley et al., 2000). E recomendado o
uso do padréo interno, onde os nucleos do padrdo e da amostra sdo isolados,
corados e analisados simultaneamente. No caso do uso do padrdo externo,
mesmo que as configuracdes do aparelho continuem sendo as mesmas, a analise
pode ser comprometida, por exemplo, pela variagdo no preparo da amostra e
coloracdo (Dolezel e Bartos, 2005). O Flower database, desenvolvido por Loureiro
et al., (2008), apresenta uma lista com os padrdes de referéncia que podem ser
usados para determinar o tamanho do genoma em plantas, usando-se a
citometria de fluxo.

Recomenda-se que o padrdo a ser utilizado tenha quantidade de DNA
préxima, mas ndo sobreposta aos picos 2C e 4C das espécies que estdo sendo
estudadas (Prince e Johnston, 1996) e que sejam analisados, em cada amostra,
cerca de 5000 a 20000 nucleos (Galbraith et al., 1998).

A mensuracao dos conteudos de DNA é mais apurada quando o padréo e
a amostra possuem conteudo de DNA de tamanho similar, visto que diferencas no
tamanho nuclear e na quantidade de heterocromatina influenciam as propriedades
de dispersdo da luz do objeto mensurado e, portanto, a determinagdo do
conteddo de DNA em si. Se o padrdo e a amostra tiverem propriedades similares
de cromatina, essa fonte de erro &, entdo, minimizada (Johnston et al., 1999).

Nas analises envolvendo o uso da citometria de fluxo, deve-se levar em
consideracao o coeficiente de variacdo (CV). Segundo Marie e Brown (1993), CV,
variando entre 1 e 2%, classifica as analises como de alta qualidade, enquanto
que o CV de 3% pode ser considerado para analises de rotina. JA Bennet e
Leitch, (1995) e Dolezel e Bastos (2005) classificam CV menores que 5% como
aceitaveis, visto que tal precisdo é dificil de ser conseguida em algumas espécies
vegetais. Segundo Bennet e Leitch (1995), picos estreitos e CVs baixos indicam
que os nucleos foram isolados de forma limpa e que ndo sofreram danos
significativos ou avaria durante a coloracdo e analise.

A determinacdo da quantidade de DNA nuclear pode substituir a
contagem do numero de cromossomos, especialmente quando esta envolvido um
grande numero de individuos, como é o caso de bancos de germoplasma.
Conhecer o numero cromossémico ou o nivel de ploidia € importante para
caracterizagdo do germoplasma e para a realizagdo de cruzamentos em

programas de melhoramento. A determinacdo do nimero de cromossomo requer
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tempo e o uso de técnicas que dao resultados semelhantes, ou seja, que
identifiquem o nivel de ploidia, 0 que pode agilizar os trabalhos (Schifino-
Wittmann, 2001).

3.2.2.2. Quantidade de DNA no género Capsicum

O conteudo de DNA no género Capsicum tem sido quantificado por
alguns trabalhos, usando-se citometria de fluxo (Galbraith et al., 1983;
Arumuganathan e Earle, 1991; Belletti et al., 1998; Moscone et al., 2003; Abreu et
al., 2008), no entanto alguns valores 2C obtidos tém sido diferentes.

Moscone et al., (2003) usando brometo de etideo e analisando 25
acessos pertencentes a nove espécies de Capsicum e quatro variedades,
observaram um conteddo de DNA 1C médio para o género de 3,94 pg, enquanto
Belletti et al., (1998), fazendo uso do iodeto de propideo e analisando nove
espécies e duas subespécies, observaram um valor 1C de 4,21 pg. Em ambos os
trabalhos, foi possivel separar as espécies de acordo com 0s seus complexos
génicos, sendo que C. annuum, C. chinense e C. frutescens apresentaram
conteudo de DNA muito préximos, enquanto C. baccatum e C. pubescens ficaram
em grupos distantes.

Segundo Belletti et al., (1998), no geral, as espécies de flores brancas
possuem menor contetdo de DNA, com excec¢ao de C. praetermissum (2C = 9,23
pg). Além disso, C. tovarii e C. eximium, embora possuam flores purpuras,
apresentam conteudo de DNA similar as espécies com flores brancas.

A espécie C. annuum tem sido uma das mais trabalhadas, e o valor
atribuido ao seu conteddo de DNA tem sido conflitante. Moscone et al., (2003)
encontraram valores variando de 3,32 a 3,45 pg, valores esses proximos ao
encontrado por Abreu et al., (2008) ao estimar o conteido de DNA de C. annuum
var. annuum cv. New Mexican. No entanto, conteddos menores e maiores tém
sido reportados na literatura. Bennett e Leitch (1995) estimaram o conteudo de
DNA 1C, variando de 2,8 a 3,8 pg, enquanto Belletti et al., (1998) estimaram o
conteudo de DNA 1C em 3,83 pg, resultado esse quase 15% maior que nos
trabalhos anteriores.

Trabalhos, usando a metodologia de citometria de imagem com Feulgen,

também foram realizados no género Capsicum, para as espécies C. annuum
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forma silvestre e domesticada (1C = 4,00 e 5,4 pg), C. baccatum forma silvestre e
domesticada (1C = 4,9 e 6,4 pg), C. chinense (1C = 5,9 pg) e C. frutescens (1C =
6,0 pg) (Bennett e Smith 1976). Mukherjee e Sharma (1990) calcularam o valor de
5,7 pg para C. annuum enquanto Moscone et al., (2003) observaram 3,16 pg para
mesma espécie, fazendo uso do mesmo padréao Allium cepa (1C =16,75 pQ).

Belletti et al., (1998), observaram um conteddo de DNA, no minimo, cerca
de um terco menor do que o encontrado por Bennett e Smith (1976) para as
espécies C. chinense (1C =5,9 pg), C. frutescens (1C = 6,0 pg), C. eximium (1C =
6,1 pg) e C. pubescens (1C = 6,4 pg). Os resultados encontrados por Bennett e
Smith (1976) foram, também, maiores do que os encontrados por Moscone et al.,
(2003), com uma discrepancia de, no minimo, 40% a mais para algumas espécies
como C. annuum (1C = 4,70 pg), C. frutescens e C. chinense.

Segundo Belletti et al., (1998), a diferenca observada pode ser devido ao
padrdo usado por Bennett e Smith (1976), Allium cepa, cujo contetdo de DNA (2C
= 33,5 pg) difere, radicalmente, do encontrado para o género. No entanto, o
contetdo observado por Moscone et al., (2003), usando esse mesmo padréo, foi,
praticamente, o mesmo obtido através da citometria de fluxo, com o uso de
Hordeum vulgare “Ditta”, que possui valor 1C de 5,063 pg. Segundo Moscone et

al., (2003), essas diferencas ndo podem ser explicadas.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Material Genético e Condi¢cdes de Cultivo

Foram utilizadas folhas jovens dos hibridos interespecificos obtidos
anteriormente, dos seus genitores e de outras espécies do género Capsicum
(Tabela 2).

Sementes desses acessos foram, inicialmente, colocadas para germinar
em B.O.D. a 27,5°C, em 8 horas de luz e 16 horas de escuro e, posteriormente,
plantadas em casa de vegetacdo em bandejas de isopor com substrato vegetal
Vivatto®, sendo cinco plantas por espécies, com excecdo dos hibridos



interespecificos que tiveram numero variavel de plantulas.
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Cerca de dois meses ap0s a germinacao, as plantulas foram transferidas

para vasos plasticos com capacidade de 5 L, utilizando-se o mesmo tipo de

substrato vegetal. As adubacfes de cobertura e defensivos agricolas para

controle de pragas e doengcas foram empregados de acordo com as

recomendacdes para a cultura (Filgueira, 2000).

Tabela 2. Niamero de plantas utilizadas para determinacdo do conteado de DNA

nuclear em espécies e hibridos de Capsicum

NUumero de Plantas

Espécies _
Analisadas
C. annuum var. annuum 05
C. annuum var. glabriusculum 05
C. chinense 05
C. frutescens 05
C. baccatum var. pendulum 05
C. baccatum var. baccatum 05
C. parvifolium 05
C. chacoense 05
C. frutescens x C. chinense 05
C. frutescens x C. baccatum var. pendulum 03
C. frutescens x C. baccatum var. baccatum 01
C. annuum var. annuum x C. chinense 01
C. chinense x C. annuum var. annuum 01
C. annuum var. annuum x C. baccatum var. o1

baccatum

O presente trabalho foi conduzido na unidade de apoio a pesquisa (UAP)

da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), e todas as

analises foram realizadas no Setor de Citogenética Vegetal do Laboratério de

Melhoramento Genético Vegetal da UENF.
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3.2.3.2. Métodos

Visando a liberacdo dos nucleos, tecidos foliares jovens foram macerados
com auxilio de uma lamina em uma placa de Petri, contendo 500ul de tamp&o de
extracdo (KIT Partec) por, no maximo, um minuto em temperatura ambiente. O
material foi, entdo, filtrado em telas de 50um. Posteriormente, as suspensoes
foram coradas com 2 ml da solucéo de coloracdo do mesmo Kkit, contendo iodeto
de propideo como fluorocromo e RNase por, pelo menos, meia hora em ambiente
protegido da incidéncia de luz.

Para cada acesso e combinagdo hibrida, foram realizadas cinco
repeticdes e, pelo menos, 10.000 nucleos foram analisados para a quantificacéo
da emisséo da fluorescéncia com o uso do citbmetro de fluxo Partec PA 1. Como
padrdo interno, foi utilizada a espécie Zea mays com conteudo de DNA 2C =
5.43pg (Lysak e Dolezel, 1998). Os histogramas foram analisados pelo programa
Flow Max software (Partec), e o conteudo de DNA foi calculado de acordo com a

seguinte férmula proposta por Dolezel e Bartos (2005):

Conteudo de 2C de DNA da amostra =
[(média do pico G1 da amostra) / (média do pico G1 do padréo)] x Conteudo
2C de DNA do padréo (pg DNA)

O tamanho do genoma foi determinado com a conversao de picogramas de
DNA em pares de nucleotideos com base na seguinte formula proposta por
Dolezel et al., (2003):

Tamanho do genoma (pares de base) = (0.978 x 10%) x Contetido de DNA (C)

em picogramas

Para o agrupamento das médias das espécies de Capsicum, foi utilizado
o teste de Scott-Knott, e para as combina¢des hibridas, foi utilizado o teste
Tuckey a 5% de probabilidade com o auxilio do programa Genes (Cruz, 2006).
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3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises simultdneas das espécies de Capsicum e do padrdo interno
Zea mays resultaram na observacdo de dois picos, correspondendo ao pico G1
de cada espécie (Figura 2) e coeficiente de variacdo (CV%) médio de 2,9%
(Tabela 3).

O CV expressa as variacOes observadas nas medicdes do conteudo de
DNA, que séo influenciadas pelas metodologias de isolamento dos nucleos e tipo
de fluorocromos usados, além da leitura no citbmetro de fluxo (Marie e Brown,
1993). Para Marie e Brown (1993), valores entre 1 e 2 % sdo aceitos para
andlises de alta qualidade e 3 % como um valor de rotina. J& para Galbraith et al.,

(2002), valores de CV <5 % sao considerados aceitos.
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Figura 2. Histogramas gerados pela analise do conteido de DNA nuclear das
espécies de Capsicum estudadas: A) C. parvifolium; B) C. baccatum var.
pendulum; C) C. baccatum var. baccatum; D) C. annuum var. annuum, E) C.
chacoense; F) C. annuum var. glabriusculum; G) C. chinense; H) C. frutescens.



52

Os resultados das analises do conteudo de DNA nuclear 2C nas espécies

de Capsicum encontram-se sumarizados na tabela 3.

Tabela 3: Conteudo de DNA, tamanho do genoma em mega pares de base (Mpb)
e coeficientes de variacdo (CVs) observados nas espécies de Capsicum
analisadas via citometria de fluxo

AcESSOS Conteudo 2C Tamanho do CVs

(P9) Genoma (Mpb) (%)

C. parvifolium 11,45 a 5599 2,91

C. baccatum var. pendulum 7,66 Db 3745 2,71
C. baccatum var. baccatum 7,64Db 3735 2,7
C. annuum var. annuum 7,16 c 3501 3,14
C. chacoense 7,10 c 3472 3,38

C. annuum var. glabriusculum 7,04 c 3443 2,95
C. chinense 6,99d 3418 2,84

C. frutescens 6,87 e 3359 2,91

Média 7,74 3784 2,94

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

Os histogramas gerados pela citometria de fluxo permitiram determinar o
conteddo de DNA nuclear médio do género em 7,74 pg (3785 Mpb) com
conteudos 2C de DNA variando de 6,87 pg (3359 Mpb) em C. frutescens a 11,45
pg (5599 Mpb) em C. parvifolium.

O teste Scott-Knott, utilizado para o agrupamento de médias, revelou que
h& diferencas significativas entre o conteido de DNA dos genotipos estudados,
sendo possivel reunir os genoétipos semelhantes em cinco grupos, sendo que o
primeiro deles foi formado, apenas, pela espécie C. parvifolium com contetdo 2C
meédio de DNA de 11,45 pg. Das espécies estudadas por Moscone et al., (2003),
C. parvifolium foi, também, a que apresentou maior genoma (11,54 pg), sendo
agrupada com C. campylopodium (11,48 pg) (Tabela 4).

Valores muito préximos foram obtidos entre as duas variedades botéanicas
de C. baccatum, que, juntas, formaram o grupo com o0 segundo maior genoma

entre as espécies estudadas. Resultados mostrando valores de conteudo de DNA
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proximos entre essas duas espécies foram, também, obtidos por Belletti et al.,
(1998) e Moscone et al., (2003) (Tabela 4). Essa estreita relacdo era esperada,
uma vez que C. baccatum var. baccatum e C. baccatum var. pendulum séo
formas botanicas de uma mesma espécie e possuem perfis flavonoides (Ballard et
al., 1970) e isoenzimaticos quase idénticos (McLeod et al., 1979, 1983). Outra
caracteristica que mostra a estreita relacdo entre as variedades de C. baccatum é
o indice de sucesso obtido nos cruzamentos entre elas, com progénies exibindo
viabilidade de 50 a 89% (Pickersgill, 1971; McLeod et al., 1979).

O terceiro grupo foi formado pelos acessos representantes das espécies
C. annuum var. annuum, C. chacoense e C. annuum var. glabriusculum. O
tamanho do genoma da espécie C. annuum tem sido o mais estudado; no
entanto, valores discordantes, variando de 5,52 (Galbraith et al., 1983) até 7,65 pg
(Belletti et al., 1998), tém sido observados com o uso da citometria de fluxo. Os
resultados, apresentados aqui, foram cerca de 5,8% e 3,8% maiores do que o
encontrado para C. annuum var. annuum por Moscone et al., (2003) e Abreu et
al., (2008), respectivamente e cerca de 6% maior e 7,8% menor do que o
encontrado para C. chacoense por Moscone et al., (2003) e Belletti et al., (1998)
respectivamente (tabela 4).

Diferencas nessa magnitude podem ser explicadas por diferencas na
metodologia como o uso de diferentes corantes e padrBes utilizados pelos
autores. Assim como no presente trabalho, os trabalhos citados acima utilizaram o
mesmo fluorocromo (lodeto de propideo), no entanto os padrbes internos foram
diferentes, sendo utilizadas as espécies Hordeum vulgare (Moscone et al., 2003)
e Pisum sativum (Belletti et al., 1998; Abreu et al., 2008). Segundo observado por
Dolezel et al., (1998), o uso de diferentes padrbes dédo origem a diferentes
estimativas de contetdo de DNA.

C. chacoense tem sido considerada como a espécie mais primitiva do
género Capsicum por meio de estudos isoenzimaticos (McLeod et al., 1982;
Eshbaugh et al., 1983) e citogenéticos (Moscone et al., 2007), e, em concordancia
com os resultados encontrados na presente pesquisa, estudos sobre conteudo de
DNA tém mostrado a semelhanca dessa espécie com C. annuum (Moscone et al.,
2003; Belletti et al., 1998) (tabela 4).

Segundo Moscone et al., (1995, 2003, 2007), aléem de possuirem menor

conteado de DNA, as espécies em questdo sao relacionadas, pois possuem
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pouca heterocromatina do tipo rico em GC e uma ou duas regides organizadoras
de nucléolo por conjunto cromossdmico. No entanto, apesar dos resultados
citogenéticos mostrarem a estreita relacdo entre C. chacoense e C. annuum,
estudos de perfis isoenzimaticos e sequéncias de DNA tém sugerido uma maior
aproximacéo de C. chacoense com C. baccatum e suas variedades (McLeod et
al., 1983; Walsh e Hoot, 2001).

As especies C. chinense e C. frutescens foram as que apresentaram
menor tamanho do genoma, 3418 e 3359 Mpb, respectivamente. Os resultados
obtidos para quantidade de DNA, no presente trabalho, foram, apenas, cerca de
2,2% e 0,4% maiores do que os valores observados por Moscone et al., (2003)
para C. chinense e C. frutescens respectivamente (tabela 4).

Essas duas espécies sdo, morfologicamente, semelhantes, sendo a
principal diferenca entre elas a presenca de uma constricdo anular no calice,
caracteristica da espécie C. chinense (IPGRI, 1995). Apesar de trabalhos de
andlise morfologica (Pickersgill et al., 1979), enzimética (Jensen et al., 1979) e
citogenética (Egawa e Tanaka, 1984) ndo permitirem a determinacdo de C.
chinense e C. frutescens como espécies distintas, Baral e Bosland (2004),
investigando a morfologia, cruzabilidade e o polimorfismo do DNA de acessos
dessas duas espécies, concluiram que elas representam duas espécies distintas.
De forma semelhante, a estimacdo do conteiddo de DNA do presente trabalho
também foi capaz de separar as espécies em grupos distintos.

As espécies C. annuum e C. baccatum pertencem a complexos génicos
diferentes, e, segundo Casali (1970), Kumar et al., (1987), Pickersgill (1991) e
Zijlstra et al., (1991), hd uma evidente distancia genética entre essas espécies,
que, quando em cruzamento, resulta em uma reduzida viabilidade dos grédos de
pélen e, consequentemente, em baixo percentual na formacdo de sementes. No
presente trabalho as espécies ficaram em grupos diferentes sendo possivel o

agrupamento delas conforme a classificagdo em complexo annuum e baccatum.



Tabela 4. Contetudo de DNA nuclear 2C (pg) relatados para algumas espécies de Capsicum via citometria de fluxo

Bennett e Belletti et

. Galbraith et  Arumuganathan . Moscone et Abreu et .
Espécies Leitch al., Martins (2014)
al., (1983) e Earle (1991) al., (2003) al., (2008)
(1995) (1998)
7,16
(domesticada);
C. annuum 5,52 6,72 -7,51 56-75 7,65 6,76 6,90
7,04
(semidomesticada)
C. frutescens - - - 7,94 6,80 - 6,87
C. chinense - - - 8,04 6,84 - 6,99
C. baccatum var. 7,64
- - - 8,43 7,42 -
baccatum
C. baccatum var. 7,66
- - - 8,4 7,4 -
pendulum
C. chacoense - - - 7,7 6,7 - 7,10
C. parvifolium - - - - 11,54 - 11,45

GS
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O conteudo 2C de DNA nuclear médio dos parentais e dos respectivos

hibridos interespecificos encontra-se sumarizado na Figura 3. A média dos

coeficientes de variacdo observados nos histogramas variou de 2,68 % (C.

frutescens x C. baccatum var. baccatum) a 3,39 % (C. frutescens x C. chinense)
(Figura 4).
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Figura 3: Valores médios do contedo de DNA nuclear observados nos parentais
e hibridos interespecificos. Letras iguais nas colunas indicam auséncia de
diferenca pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 4: Histogramas gerados pela analise do conteido de DNA nuclear dos
hibridos F; obtidos entre espécies de Capsicum: A) C. annuum var. annuum X C.
baccatum var. baccatum; B) C. frutescens x C. baccatum var. pendulum; C) C.
frutescens x C. baccatum var. baccatum; D) C. annuum var. annuum X C.
chinense; E) C. chinense x C. annuum var. annuum; F) C. frutescens x C.
chinense.

Nos cruzamentos C. frutescens x C. baccatum var. pendulum e C.
frutescens x C. baccatum var. baccatum, trés grupos significativamente diferentes
foram formados (C. frutescens, hibridos interespecificos, C. baccatum) (Figura 3).
Percebe-se que, em ambos 0s cruzamentos, o tamanho do genoma das
combinacgdes hibridas diferiram em relacdo aos parentais, mostrando a utilidade
da aplicacdo da citometria de fluxo na identificacdo de possiveis hibridos

formados entre as espécies estudadas.
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Na combinacdo C. annuum var. annuum x C. baccatum var. baccatum,
pode-se observar que o hibrido interespecifico obteve um contetdo de DNA (7,55
pg), que nao diferiu, estatisticamente, da espécie C. baccatum var. baccatum,
usada como genitor masculino e que possuia o conteido de DNA mais elevado.
Ao contrario do observado nessa combinacdo hibrida, Bures et al., (2004),
estimando a variacdo do genoma em espécies de Cirsium da Europa Central,
observaram que o conteudo de DNA dos hibridos, geralmente, ficava mais
préximo das espécies com 0 menor genoma.

O hibrido resultante do cruzamento C. annuum var. annuum Xx C.
baccatum var. baccatum, além de possuir conteddo de DNA estatisticamente
igual ao do genitor masculino, também apresentava corola branca com manchas
esverdeadas como o genitor masculino, o que confirma a natureza hibrida da

planta (Figura 5)

Figura 5: Cor da corola nos genitores e hibrido F;: A) Corola branca em C.
annuum var. annuum (genitor feminino); B) Corola com manchas em C. baccatum
var. baccatum (genitor masculino); C) Corola com manchas no hibrido F; C.
annuum var. annuum x C. baccatum var. baccatum.

Nos cruzamentos reciprocos entre C. chinense e C. annuum var. annuum,
os hibridos interespecificos obtidos também apresentaram conteddo de DNA com
valores que nao diferiam, significativamente, de um dos parentais. Na combinacgéo
C. annuum var. annuum x C. chinense, o hibrido resultante possuia tamanho do
genoma maior do que a meédia dos pais, sendo agrupado com o genitor de maior
conteudo de DNA. No cruzamento reciproco, o hibrido obtido possuia tamanho de
genoma menor do que a média do contetdo de DNA dos pais, no entanto, apesar
de nao diferir, estatisticamente, da planta méae, o hibrido, morfologicamente,

apresentou diferengcas em relagdo a mesma, como a cor vermelha dos frutos,
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caracteristica do genitor masculino, indicando que o0 mesmo nao é proveniente de
uma autofecundacgéo.

Por fim, na ultima combinacéo hibrida, pode-se observar que, de forma
semelhante a maioria dos outros cruzamentos, o hibrido possuia tamanho do
genoma que nao diferia, significativamente, do genitor com maior contetudo de
DNA. No entanto, de acordo com as caracteristicas morfoagrondmicas, 0s
hibridos em gquestdo possuiam caracteristicas intermediarias aos dos genitores,

como cor das anteras, peso, comprimento, largura e espessura do fruto.

3.2.5. CONCLUSOES

v' O tamanho do genoma das espécies estudadas é, em média, de
3784 Mpb, variando de 3359 Mpb em C. frutescens a 5599 Mpb em C.
parvifolium;

v" O tamanho do genoma dos hibridos foi variavel conforme as
espécies genitoras que os compdem, sendo que o hibrido com menor contetdo
foi proveniente da combinacdo C. frutescens x C. chinense, e o0 de maior
contetdo 2C de DNA foi C. annuum var. annuum x C. baccatum var. baccatum.

v' Para o tamanho do genoma ser um identificador de hibrido, é
necessario que 0s genitores sejam contrastantes em relacdo ao contetdo de
DNA.
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3.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA VIABILIDADE POLINICA DE ESPECIES
DE Capsicum COM BASE NA GERMINACAO DE GRAOS DE POLEN in vitro

3.3.1. INTRODUCAO

O quinto relatério do Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climéticas (IPCC, 2013), com base na revisdo de milhares de pesquisas
realizadas nos ultimos cinco anos, mostra que a temperatura do planeta podera
aumentar até 4,8°C neste século, o que deve gerar grande impacto nos
ecossistemas de todo o planeta.

Em 2013, o Painel Brasileiro de Mudancas Climaticas (PBMC) divulgou
0 sumario executivo de seu primeiro Relatério de Avaliagcdo Nacional (RAN1). O
documento, feito nos mesmos moldes do relatério do IPCC, indica que, no Brasil,
0 aumento de temperatura, até 2100, sera entre 1°C e 6°C, em comparacao a
registrada no fim do século 20. Como consequéncia, devera diminuir,
significativamente, a ocorréncia de chuvas em grande parte das regides central,
norte e nordeste do pais (Fapesp, 2013).

As ultimas trés décadas tém sido, sucessivamente, mais quentes (IPCC,
2013), e o estresse térmico gerado pelo aumento da temperatura € um problema
agricola em muitas areas do mundo. Altas temperaturas causam uma variedade
de mudancas morfo-anatdbmicas, fisiolégicas e bioquimicas nas plantas, que
afetam o crescimento e desenvolvimento vegetal e podem levar & redugéo

dréstica na producdo econémica (Wabhid et al., 2007).
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A temperatura constitui importante fator abidtico determinante da
distribuicdo, da adaptabilidade e da produtividade das plantas (Larcher, 2003). As
altas temperaturas ndo s6 provocam uma perda excessiva de agua, como
também inativam enzimas indispensaveis para a manutencdo da vida (Taiz,
2004), além de provocar mudancas na fluidez das membranas, na estrutura dos
acidos nucleicos, assim como nas concentracdes de metabdlitos (Wang et al.,
2003 a; Howarth, 2005; Chinnusamy et al., 2007). Em temperaturas altas, lesdes
celulares graves e, até mesmo, a morte celular pode ocorrer em questbes de
minutos (Schoffl et al., 1999).

Alguns exemplos tém mostrado o efeito que o aguecimento global exerce
sobre a produtividade de algumas culturas. O milho e a soja, no centro-oeste dos
Estados Unidos, por exemplo, tiveram uma queda de 17% na producao de graos
(Lobell e Asner, 2003), enquanto o arroz teve uma reducao de 15%, nas Filipinas,
para cada aumento de 1°C na temperatura, durante a estacdo de crescimento
(Peng, 2004).

Os dados indicam que o estresse da temperatura, sofrido durante o
desenvolvimento do gameta, a fase entre a polinizagdo e o desenvolvimento do
zigoto e a fase do desenvolvimento do embrido, reduz a frutificagdo e o nimero
de sementes (Hedhly et al., 2008).

Durante o processo reprodutivo, cada condicdo climéatica desfavoravel
impde um limite sobre 0o niumero de gametas que participam do processo de
fertilizacdo (Srinivasan et al., 1999). Em especial, o desenvolvimento reprodutivo
masculino é muito sensivel a estresses abioticos; em particular, estresses
ocasionados por altas e baixas temperaturas resultam em uma menor producao
de sementes devido a esterilidade em muitas culturas (Endo et al., 2009)

Os efeitos adversos causados pelo estresse da temperatura podem ser
atenuados através do desenvolvimento de cultivares com melhor tolerancia ao
calor, usando varias abordagens genéticas. No entanto, para isso, uma
compreensao completa das respostas fisiolégicas das plantas a temperaturas
elevadas, dos mecanismos de tolerancia ao calor e possiveis estratégias para
melhorar essa tolerancia € imperativo (Wahid et al., 2007).

Diferentes ferramentas estdo disponiveis e esses estudos, incluem a
avaliacdo do estigma e a receptividade do 6vulo, bem como a germinacdo do

polen e o comportamento do tubo polinico e sua influéncia sobre a subsequente
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frutificacdo (Hedhly et al., 2008).

Devido ao seu papel fundamental no processo de fertilizagdo, o tubo
polinico tem sido objeto de varios estudos com o objetivo de estudar o efeito da
temperatura sobre seu crescimento e germinacao. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi estudar o efeito da temperatura sobre a germinacdo do gréo de polen
e o crescimento do tubo polinico, bem como determinar as temperaturas maxima,

minima e 6tima para as espécies estudadas.

3.3.2. REVISAO

3.3.2.1. O grao de polen

O grao de pdlen é um corpusculo que abriga o gametéfito masculino tanto
de angiospermas quanto das gimnospermas (Moore e Webb, 1978), constituindo-
se em um elo entre cada geracdo e estando, portanto, envolvido com a
reproducdo e perpetuacdo das espécies. A reproducdo sexual das plantas com
flores comeca com a entrega do nucleo espermatico ao 6vulo. Esse processo tem
inicio com a deposicado do grao de poélen, seja por insetos, vento ou outros meios,
no estigma da planta (Krichevsky et al., 2007).

A formacdo do gréo de pdlen ocorre dentro das anteras e compreende
dois eventos: a microsporogénese e a microgametogénese (Mascarenhas, 1992;
Horner e Palmer, 1995). Durante esses dois processos independentes, a célula-
mae do grdo de pdlen ou microsporécito presente nos sacos polinicos sofre
meiose apds a citocinese, dando origem a quatro micrésporos ou aos graos de
pélen jovens (microsporogénese) (Rodrigues et al., 2004). O micrésporo sofre,
entdo, uma divisdo mitética, resultando em dois nucleos, o reprodutivo e o
germinativo. Posteriormente, ocorre a segunda divisdo mitética, que envolve,
apenas, o nucleo germinativo. Essa divisdo da origem a duas células alongadas
e em forma de meia-lua, denominadas células espermaticas
(microgametogénese) (Santos e Zanettini, 2002).

De acordo com Mascarenhas (1992) e Horner e Palmer (1995), a
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literatura relata varios genes que atuam durante a pré-meiose, a meiose e a pos-
meiose, e qualquer anormalidade, durante o processo de formag&o dos gréos de
polen, pode resultar no surgimento de pélens anormais ou inviaveis.

Existem dois tipos de grdos de pdlen, os binucleados e os trinucleados.
Gréos de pdlen binucleados contém uma célula generativa e uma vegetativa, e,
nesse caso, a célula generativa se divide durante o crescimento do tubo polinico,
dando origem a dois gametas masculinos. O gréo de pélen trinucleado é formado
quando a divisdo da célula generativa ocorre antes do crescimento do tubo
polinico (Brewbaker, 1957).

O tubo polinico é um prolongamento celular do grdo de pdélen formado
apos a germinacdo, no estigma da flor. A funcdo do tubo polinico é transmitir os
gametas do pdllen até o ovario, permitindo que isso ocorra a longas distancias,
varios centimetros em alguns casos (Cresti et al., 1992).

Em 70% das familias de plantas, como € o caso da familia Solanacea, a
segunda divisdo mitdtica da célula generativa, que da origem a duas células
espermaticas, ocorre quando o tubo polinico cresce através do pistilo feminino
(McCormick, 1993).

3.3.2.2. Viabilidade polinica

A germinacao e viabilidade do grdo de pdlen tém recebido consideravel
atencdo devido a sua aplicacdo no melhoramento de plantas, na conservacao e
no entendimento da resposta fisiolégica durante a fertilizacdo (Khan e Perveen,
2006). Os programas de melhoramento genético vegetal estdo fundamentados na
obtencéo de cultivares superiores, a partir da manipulacdo genética existente no
germoplasma de determinada espécie, e dentre os fatores responsaveis pelo
sucesso desses programas, destacam-se a selecdo de gendtipos e o0s
cruzamentos cuja eficacia depende, diretamente, da viabilidade do pdélen (Techio
et al., 2006).

A capacidade de germinacdo do polen pode interferir na taxa de
frutificacdo (Mondal e Ghanta, 2012), visto que qualquer falha do grdo de pdlen
para germinar e, posteriormente, para fertilizar um 6évulo significa um resultado
mal sucedido de um evento de polinizagdo (Dafni, 1992). Assim, a viabilidade

polinica é, geralmente, considerada como indicativo da capacidade do grédo de
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pélen de realizar sua fungcdo de liberar as células espermaticas no saco
embrionario, permitindo que ocorra a fertilizacdo (Shivanna et al., 1991)

Considerando-se a funcdo do grdo de pdlen no ciclo de vida de uma
planta, uma maneira de testar a viabilidade polinica seria realizar a polinizacédo e,
posteriormente, analisar a frutificagdo. No entanto, devido ao tempo que essa
atividade leva, outros métodos sao, frequentemente, usados (Karakaya, 2011).
Existe uma grande variedade de técnicas que podem ser usadas para a avaliacao
da viabilidade do gréo de pélen (Oliveira et al., 2001). Os métodos diretos incluem
a inducao da germinacéo do pélen in vivo ou in vitro, e os indiretos sdo baseados
em parametros citolégicos, como a reacdo a corantes e fluorocromos (Shivanna e
Johri, 1989; Dafni, 1992; Shivanna e Rangaswamy, 1992, Kearns e Inouye, 1993).

Os métodos colorimétricos utilizam corantes quimicos especificos, que
reagem com componentes celulares presentes no grao de pélen maduro. Dentre
esses testes, destacam-se os testes com lugol, carmim acético e a solucao tripla
de Alexander (Pagliarini e Pozzobon, 2004). O uso de corantes € um método mais
rapido e, geralmente, mais utilizado pelos pesquisadores. Entretanto, nesse
método, a viabilidade pode ser superestimada, pois, algumas vezes, grdos de
pélen inviaveis podem ser corados, devido a presenca suficiente de enzimas,
amido ou outras substancias (Rodriguez-Riano e Dafni, 2000).

Apesar dos testes de coloracdo serem procedimentos simples, eles néo
fornecem informacdes sobre a capacidade germinativa do pdélen, o que pode ser
avaliado através de testes de germinacao in vitro (Techio et al., 2006). Esse tipo
de teste é considerado um dos melhores como indicativo da viabilidade (Shivanna
et al., 1991) e consiste em fazer germinar uma amostra de p6len em um meio de
cultivo e observar, ao microscépio, a percentagem de graos que originam tubos
polinicos (Stanley e Linskens, 1974). Os testes de germinacdo séo considerados
métodos seguros, pois partem do pressuposto de que o grao de pdlen é capaz de

germinar e produzir um tubo polinico in vitro e fertilizar o évulo (Dafni, 1992).
3.3.2.3. Germinacao in vitro
O teste de germinacdo in vitro tem, por principio, a reproducdo das

condicdes naturais do estigma e estilete, nas quais o pélen germina, visto que, em

condicbes naturais, o estilete supre o grdo de polen com agua, acucares e
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aminoacidos, promovendo a germinagdo do tubo polinico (Kearns e Inouve 1993).

Os meétodos de germinacdo in vitro sdo uteis em estudos sobre a
fisiologia, bioquimica da germinacdo dos graos de polen, programas de
melhoramento e armazenamento do pélen (Mercado et al., 1994). No entanto, a
taxa de germinacédo do pélen in vitro depende da determinagdo de um meio 6timo,
gue deve ser considerado como critério para viabilidade (Heslop-Harrison et al.,
1987).

Existe uma correlacdo entre a citologia do pélen e a perda da sua
viabilidade (Brewbaker, 1957). Os grdos de pélen trinucleados perdem a
viabilidade rapidamente e, dificilmente, germinam em meio artificial, ao contrario
dos gréos de polen binucleados.

Alguns fatores podem afetar a manutencdo da capacidade germinativa do
gréo de polen, como a umidade relativa, a temperatura ambiente (King, 1961; Gill
et al., 1992; Shivanna e Rangaswamy, 1992), o vigor e o estadio fisiolégico da
planta e a idade da flor (Johri e Vasil, 1961; Shivanna e Johri, 1989). Em muitas
espécies, baixas temperaturas e baixa umidade sdo favoraveis para a
longevidade do poélen (Adhikari e Campbell, 1998).

Os gréos de pdélen de algumas espécies podem germinar em agua ou
solu¢cBes aquosas sem aditivos (Gudadhe e Fhoran, 2012), no entanto diferentes
espécies requerem uma variedade de meios de crescimento (Dafni, 1992), como
agua, acucar, sais inorganicos e vitaminas para uma germinacdo bem sucedida
(Stanley e Linskens, 1974).

Segundo Mercado et al., (1994), apesar da grande utilidade do método
de germinacao in vitro dos graos de polen, em Capsicum, ndo tém sido feitos
muitos esforcos nessa direcdo, a despeito de problemas, tais como baixa
frutificacdo devido a um efeito negativo das baixas temperaturas sobre a
fertilidade do pdlen. Os métodos de germinacdo in vitro possuem grande
importancia; no entanto, o desenvolvimento desse método sofre influéncia de
varios fatores, entre eles os constituintes utilizados no meio de cultura (Camolesi
et al, 2010). Acucares, elementos nutrientes e algumas substancias de
crescimento e vitaminas tém sido usados para germinagao do poélen de diferentes
espécies vegetais (Gudadhe e Dhoran, 2012).

Os graos de podlen das angiospermas precisam de uma fonte de carbono,

de boro e de outros nutrientes para germinar (Galleta, 1983), sendo a sacarose e
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0 acido bdrico os constituintes basicos utilizados (Miranda e Clement, 1990).

Os carboidratos sdo o0s principais nutrientes que suportam o
desenvolvimento do podlen (Pacini, 1996), enquanto a germinacdo requer
acucares simples como suas principais substancias metabdlicas (Stanley, 1971).
Segundo Stanley e Linskens (1974), o acUcar promove o equilibrio osmético entre
o pbélen e o meio de germinagcdo, além de fornecer energia para o
desenvolvimento do tubo polinico.

A sacarose constitui-se na melhor fonte de carboidrato para germinacéo e
crescimento do tubo polinico para a maioria das espécies vegetais estudadas,
podendo ser usada na avaliagdo da taxa de germinacdo do grdo de pdélen, como
um indicativo da viabilidade polinica (Tupy, 1960 e Hrabetova e Tupy, 1964).

O papel do boro consiste no estimulo do crescimento do tubo polinico e
na diminuigcdo da probabilidade de rompimento dos mesmos (Franzon e Raseira,
2006). A adicao do boro aumenta a eficiéncia da sacarose na germinagdo e no
crescimento do tubo polinico (Almeida et al.,, 1987), formando um complexo
ionizavel acucar-borato, que reage de maneira mais rapida com as membranas
celulares (Askin et al., 1990).Segundo Brewbaker e Kwack (1963), juntamente
com o célcio, o boro € elemento essencial para o inicio do prolongamento da
intina e formagdo do tubo polinico in vitro. Varios trabalhos realizados em
diferentes culturas tém mostrado que a adicdo de boro ao meio tem melhorado a

germinacao dos graos de polen.

3.3.2.4. Temperatura e a reproducao sexual

As mudancas climaticas, especialmente o aumento na concentracao de
diéxido de carbono (CO2) e os aumentos de temperatura associados, terdo um
significante impacto sobre a producéo das culturas (Prasad et al., 2006).

Como um organismo séssil, as plantas estao, frequentemente, a mercé de
fatores ambientais, como seca, frio, salinidade e altas temperaturas, que podem
afetar, significativamente, o sucesso dos processos de reproduc¢ao (Giorno et al.,
2013). Em relacdo ao aquecimento global, efeitos imediatos ja sdo observaveis,
tanto em populagdes naturais como nos sistemas agricolas (Hedhly et al., 2008),
sendo o desenvolvimento reprodutivo mais afetado do que o vegetativo (Sato et

al., 2006). Esses efeitos dizem respeito, principalmente, ao inicio precoce do
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desenvolvimento sexual reprodutivo, dependendo das regides e espécies em
estudo, a expansédo das plantas cultivadas e mudancas na distribuicdo geografica
de populac¢des naturais para latitudes mais altas (Hedhly et al., 2008).

Dados recentes de processos fisioldgicos que sao afetados pelo aumento
das temperaturas parecem reforcar a susceptibilidade do processo de reproducao
a mudancas climaticas (Hedhly et al.,, 2008), e consequéncias diretas das
mudancas de temperatura sobre a reproducdo tém sido documentadas (Porter,
2005).

As altas temperaturas podem ocasionar desnaturacdo protéica, aumento
da fluidez dos lipideos da membrana, inativacdo das enzimas dos cloroplastos e
mitocdndrias, inibicdo da sintese protéica e perda da integridade das membranas
(Howarth, 2005). Além disso, o estresse, por altas ou baixas temperaturas, pode
inibir a fotossintese através de danos no fotossistema Il (Zinn et al., 2010) e a
inducdo da producao de espécies reativas de oxigénio que, em niveis elevados,
resultam em danos oxidativos e consequente morte celular (Apel e Hirt, 2004).

Os o6rgdos reprodutivos das plantas sdo mais vulneraveis a altas
temperaturas antes e durante a época de floracdo (Reddy e Kakani, 2007). Essa
sensibilidade é dependente do estaddio do crescimento da flor e do gendtipo
utilizado (Kafizadeh et al., 2008) e, quando ocorre durante o desenvolvimento dos
gametas, feminino e masculino, afeta a reproducdo das plantas a curto e longo
prazo (Hedhly et al., 2008).

O estresse gerado por altas e baixas temperaturas pode ter varios efeitos
sobre os tecidos reprodutivos, que acabam por contribuir com a baixa producédo
de sementes. Entre essas consequéncias, estdo: (1) o florescimento tardio ou
precoce; assincronismo no desenvolvimento reprodutivo masculino e feminino; (2)
defeitos nos tecidos parentais (corolas, carpelos e estames), como deformidades
e reducdo de numeros e tamanho dos érgaos florais; (3) defeitos nos gametas
masculinos e femininos, como esterilidade, deformidade nos ovarios e reducéo do
namero de ovulos (Zinn et al., 2010).

Como a maior parte da nossa alimentacdo € resultante da reproducao
sexual das plantas com flores, a compreensdao de como as diferentes espécies
lidam com o estresse durante seus estadio reprodutivo é fundamental para o
futuro da produtividade agricola (Zinn et al., 2010).

Aumentos na temperatura podem acelerar o florescimento, o que pode
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fazer com que ocorra a reproducdo antes que as plantas acumulem recursos
adequados como a biomassa para destinar ao desenvolvimento das sementes
(Zinn et al.,, 2010). Além disso, durante a germinacdo das sementes, altas
temperaturas podem retardar ou inibir, totalmente, a germinacéo, dependendo da
espécie e da intensidade do estresse (Wahid et al., 2007), e um curto periodo de
temperaturas elevadas, durante o estadio reprodutivo, pode levar ao aborto dos
botdes florais (Guilioni et al., 1997).

Devido a essa importancia da temperatura sobre a reproducao sexuada e
a observacdo de que o desenvolvimento do pdlen possa ser 0 processo
reprodutivo mais termossensivel (Hedhly et al., 2008; Zinn et al., 2010), varios
estudos tém investigado a resposta, ao estresse de temperatura, da germinacgao e
do crescimento do tubo polinico como as temperaturas cardinais (maxima, 6tima e
minima) em varias culturas (Sukhvibul et al., 2000; Prasad et al., 2011; Sakata et
al., 2000; Reddy e Kakani, 2007; Peet et al., 1998; Sorkheh et al., 2011) e, em
menor escala, sobre o desenvolvimento reprodutor feminino (Saini et al., 1983;
Whittle et al., 2009; Srinivasan et al., 1999).

A reproducdo sexual em espécies do género Capsicum, também, é
suscetivel aos estresses ambientais, sendo a temperatura o principal fator
ambiental, influenciando a frutificacdo em pimentas, uma vez que condi¢cdes de
altas temperaturas, geralmente, causam abscisdo das flores e aborto das

sementes devido a falhas de polinizacéo (Wien, 1997; Aloni et al., 2001).

3.3.2.5. Efeito da temperatura nos graos de polen

A fase reprodutiva das plantas € altamente sensivel tanto ao calor quanto
ao frio. Apenas um Unico dia muito quente ou uma Unica noite muito fria podem
ser fatais para o sucesso do processo reprodutivo (Zinn et al., 2010). Dados
indicam que o estresse da temperatura, sofrido durante o desenvolvimento do
gameta, a fase entre a polinizacdo e o desenvolvimento do zigoto e a fase de
desenvolvimento do embrido, reduz a frutificacdo e o numero de sementes
(Hedhly et al., 2008).

Alguns processos sao afetados, negativamente, pelas altas temperaturas

como: a meiose; o desenvolvimento do endotécio na antera, resultando na
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reducdo da deiscéncia da antera e liberagcdo do pdlen; o nimero de grédos de
pélen retidos no estigma; a germinacao do pélen; o crescimento do tubo polinico;
a viabilidade do 6vulo; o processo de fertilizacdo e pos-fertilizacdo; e o
crescimento do endosperma e o do embrido (Kinet e Peet, 1997), sendo alguns
estagios mais sensiveis do que outros (Giorno et al., 2013)

O desenvolvimento reprodutivo masculino é altamente organizado e mais
sensivel a varios estresses ambientais, incluindo altas temperaturas (Endo et al.,
2009). Trabalhos abordando o efeito da temperatura sobre a morfologia dos gréos
de podlens, deiscéncias das anteras (Koti et al., 2005), composi¢cdo quimica e
metabolismo do gréo de polen (Aloni et al., 2001) tém sido realizados. Além disso,
testes de viabilidade em plantas expostas a estresse de temperatura podem ser
usados para uma triagem de tolerancia ao calor, permitindo uma diferenciacéo
entre plantas suscetiveis e tolerantes ao calor (Gaur et al., 2013).

Young et al.,, (2004) demonstraram a maior suscetibilidade do pdlen a
altas temperaturas, em relacdo aos 6rgaos reprodutivos femininos, ao realizar
cruzamentos reciprocos em Brassica napus. Os autores observaram que a
frutificacdo foi reduzida em 88% quando as plantas doadoras de pdlen foram
submetidas a altas temperaturas, enquanto que a reducgao foi, apenas, de 37%
guando as plantas receptoras foram tratadas com altas temperaturas.

Um dos mais suscetiveis estadios fenoldgicos a altas temperaturas € o
estadio de polinizacdo (Hatfield, 2013), visto que, embora diferentes genétipos
nao respondam de forma igual a esse estresse, trabalhos tém demonstrado que a
falta de viabilidade do pdlen é o principal fator para a nao frutificacdo (Kafizadeh
et al., 2008).

Em geral, as altas temperaturas causam macho-esterilidade em muitas
espécies de plantas (Sakata e Higashitani, 2008). Em arroz (Oryza sativa L.), a
viabilidade polinica e a producédo declinam quando a temperatura maxima do dia
excede 33 °C e vai a zero quando exposto a temperaturas acima de 40°C (Kim et
al., 1996), ja tomates, sob estresse de temperatura, sdo incapazes de produzir
pélens viaveis, o que reduz a frutificacdo (Sato et al., 2000). Kumar et al., (2013),
trabalhando com gréo de bico, observaram um declinio na viabilidade polinica, na
germinacdo do polen, no crescimento do tubo polinico e na receptividade do
estigma com o aumento da temperatura.

As falhas na produgéo de frutos tém, principalmente, sido atribuidas a alta
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sensibilidade do desenvolvimento das anteras e do grdo de polen em certas fases
do desenvolvimento (Giorno et al., 2013). As células esporogénicas se
diferenciam em células mae de graos de podlen e entram em meiose. Enquanto
isso, as células da parede da antera sdo degradadas durante a maturacdo do
pélen, e, apds sua deiscéncia, o polen maduro é liberado (Sakata e Higashitani,
2008).

Endo et al., (2009) testando o efeito de altas temperaturas em plantas de
arroz, obtiveram resultados que sugerem que nem todos os genes do tapete sdo
inibidos com temperaturas elevadas e que nem o préprio tapete é degradado; no
entanto, as altas temperaturas podem interromper algumas das suas func¢des que
sao requeridas para adesao do pdlen e germinacao sobre o estigma.

Em trigo, o estresse pelo calor pode induzir a degradacdo do tapete,
tecido que nutre as células maes de gréo de pélen durante a microsporogénese, e
isso pode levar a esterilidade do podlen (Sakata et al., 2000), j& que o0s
micrésporos ndo podem completar a primeira mitose ou, em alguns casos,
mesmo completando a mitose |, ndo conseguem se dividir novamente (Saini et al.,
1984). J& em tomate e arroz, altas temperaturas causam ma deiscéncia das
anteras, reduzindo a dispersao de gréos de poélen (Matsui e Omasa, 2002; Sato et
al., 2002).

Alguns trabalhos, comparando genétipos com diferente tolerancia ao
estresse térmico, tém sido realizados (Craufurd et al., 2003; Reddy e Kakani,
2007; Acar e Kakani, 2010). Nesses trabalhos, as temperaturas cardinais
(temperatura minima, 6tima e maxima) tém sido determinadas. A temperatura
limite de uma espécie se refere a um valor de temperatura média diaria, na qual
comeca uma reducao detectavel do crescimento. A temperatura minima é aquela
na qual, abaixo dela, o crescimento ou desenvolvimento da planta é interrompido,
ja a temperatura maxima é aquela acima da qual o crescimento é interrompido
(Wahid et al., 2007).

3.3.2.6. O género Capsicum e o efeito da temperatura
Devido a maior sensibilidade do gametdéfito masculino e ao fato de que o

efeito da temperatura sobre a germinacdo do grdo de polen é variavel e

dependente da espécie ou cultivar estudada (Sukhvibul et al., 2000), Reddy e
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Kakani (2007) buscaram determinar o efeito da temperatura sobre a germinacéao
do gréao de pdlen e identificar diferencas entre espécies/gendétipos em Capsicum.
Para isso, os autores determinaram as temperaturas cardinais dos genotipos
estudados e diferenciaram aqueles tolerantes (C. annuum-— México),
intermediarios (C. chacoense - Argentina e Guatemala) e sensiveis (C. frutescens
- China, C. annuum - Corea do Sul, e C. pubescens - Guatemala) a altas
temperaturas. Os gendétipos tolerantes poderdo ser utilizados em programas de
melhoramento, visando ao desenvolvimento de novos genoétipos que sejam
capazes de suportar condi¢cdes de altas temperaturas.

Kafizadeh et al., (2008) estudaram o efeito do calor sobre os gréos de
pélen de C. annuum. Flores foram retiradas e colocadas a 38°C (tratamento) e
25°C (controle), por 8 horas, e, posteriormente, foram observados a viabilidade
polinica, o crescimento do tubo polinico e o crescimento dentro do estilete. Os
autores observaram que tanto a viabilidade quanto o crescimento do tubo polinico
foram, consideravelmente, reduzidos a 38°C.

Gajanayake et al., (2011) analisaram parametros polinicos e fisiol6gicos,
visando observar a tolerancia de pimentas ornamentais (C. annuum) a altas e
baixas temperaturas. A germinacdo do pdlen in vitro e o crescimento do tubo
polinico de 12 cultivares foram mensurados em diferentes temperaturas (10 a
45°C), sendo estimadas as temperaturas cardinais (maxima, 6tima e minima). Foi,
também, mensurado, durante o florescimento a termo-estabilidade da membrana,
o indice de estabilidade da clorofila e a viabilidade do polen. Os autores
observaram que existiu uma diferenca significativa entre as cultivares em todos os
parametros analisados, sendo distinguidas cultivares com alta sensibilidade,
intermediarias e tolerantes a altas temperaturas. Além disso, as cultivares foram
classificadas em sensiveis e moderadamente sensiveis ao frio e tolerantes e
moderadamente tolerantes ao frio. A identificacdo de cultivares tolerantes ao frio e
ao calor sdo potenciais candidatas em programas de melhoramento, visando ao
desenvolvimento de novos gendétipos para tolerancia ao frio e ao calor.

Além de afetar a germinacéo do pdlen, o crescimento do tubo polinico e a
fertilizacdo, as altas temperaturas, durante a época de florescimento, também
afetam as flores e os frutos de pimentas. Alguns trabalhos, envolvendo a
observacdo da producédo de pimentas em ambientes de campo e controlados,

mostram que ocorre aborto dos botdes florais quando as temperaturas do dia séo
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maiores que 34°C ou as temperaturas noturnas sdo maiores que 21°C por longos
periodos de tempo (Erickson e Marhart, 2002).

Erickson e Marhart (2002) submeteram botbes florais de pimentédo (C.
annuum var. annuum) em quatro diferentes estadios de desenvolvimento (pré-
meiose até meiose das células mae de grdo de pdlen; formacao e dissolucao da
tétrade; micrésporos jovens; microsporos maduros) a temperatura de 33°C por 6,
48 ou 120 horas, sendo o controle mantido a temperatura de 25/21°C (dia e noite).
Como resultado, os autores observaram que o primeiro e Ultimo estadio,
submetidos a 33°C, reduziram a frutificagdo, mostrando que o piment&o é sensivel
a exposicdo de temperatura durante a microsporogénese e antese. O exame
morfolégico mostrou que os meidcitos iniciaram a formacdo das tétrades, mas,
apos a dissolucdo, 0os microsporos permaneceram pequenos e agregados sem
uma exina espessa.

O desenvolvimento e germinacdo polinica dependem da captacdo e
metabolismo de acucar do polen (Karni e Aloni, 2002). Pensando nisso, Aloni et
al., (2001) investigaram a forma como as altas temperaturas afetam as mudancgas
no conteddo de carboidratos nos pélens de pimentdo (C. annuum). Nesse
trabalho, a germinacéo in vitro dos gréos de polen das plantas submetidas a alta
temperatura (32/26°C) foi muito reduzida. No entanto, quando essas plantas
foram submetidas a concentracdo de CO, elevada, ocorreu uma restauracdo da
germinacao, o que ndo ocorreu com as plantas nao tratadas.

Nos graos de polen submetidos ao estresse da temperatura, ocorreu um
aumento na concentracdo de sacarose e amido quando comparado as plantas
nao tratadas. Isso sugere que, sob condicdes de estresse térmico, existiu uma
reducdo na utilizacdo de sacarose e amido nos grados de pélen, resultando em
concentracbes mais altas, possibilidade que é suportada pelo fato de que as
concentragcdes foram menores em plantas submetidas ao estresse e CO, do que
em plantas, apenas, submetidas ao calor. A concentracdo elevada de CO,
diminuiu a inibicdo do metabolismo, aumentando a utilizacdo do amido e da
sacarose para germinacdo do polen sob condi¢cdes de estresse de temperatura
(Aloni et al., 2001).

Karni e Aloni (2002) investigaram as mudangas na atividade da
frutoquinase (FK) e hexoquinase (HK) em flores de pimentdo, durante seu

desenvolvimento e estudaram o possivel papel dessas enzimas na determinagao
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da capacidade de germinacao sob altas temperaturas e concentracdes de CO, A
sacarose acumulada durante o desenvolvimento do grdo de polen (Aloni et al.,
2001) é hidrolisada, liberando frutose e glicose que sao, rapidamente,
metabolizadas no inicio da germinacéo, iniciando com a sua fosforilacdo pelas FK
e HK (Karni e Aloni, 2002).

Os resultados de Karni e Aloni (2002) mostraram o efeito da elevacéo da
temperatura sobre essas duas enzimas, uma vez que promoveu a atividade da FK
no polen maduro. Ja com altas concentracdes de CO2, a atividade da FK foi
elevada. Isso sugere que a FK possa ter um papel na regulagdo da germinacao
do polen, visto que, com altas temperaturas, a germinacdo foi reduzida. E
possivel que a FK forneca frutose-6-fostato para glicélise ou participe da
conversdo UDP-glicose para suportar a biossintese do material da parede celular
para o crescimento do tubo polinico. A atividade da HK ndo mudou durante o
desenvolvimento do pdlen (Karni e Aloni, 2002).

O efeito das altas temperaturas, em frutos de pimenta (C. annuum), foi
investigado por Pagamas e Nawata (2008). Plantas foram submetidas a
temperaturas de 38/30°C (dia/noite), durante diferentes periodos de
desenvolvimento, ap0s a antese. Esse estresse por calor afetou, negativamente,
o crescimento dos frutos e a producéo e qualidade das sementes. Entre os dados
gerados, pode-se citar uma reducdo no periodo de crescimento, na largura, na
massa e comprimento dos frutos, além da reducédo na producdo de sementes.
Ocorreu, também, um aumento na propor¢cdo de sementes anormais por frutos,
além da inibicdo do acumulo de carboidratos, afetando a germinacdo e o vigor
das sementes.

Segundo os autores, uma redu¢do no numero de sementes por fruto pode
ter sido, parcialmente, responséavel por uma reducéo no tamanho dos frutos. Além
disso, a literatura reporta que altas temperaturas promovem um amadurecimento
mais rapido dos frutos como um mecanismo de adaptacdo a condicbes de
estresse, permitindo que as plantas dispersem suas sementes mais rapido
(Pagamas e Nawata, 2008). Os resultados mostraram que as altas temperaturas,
na fase de pos-antese, causam efeitos adversos no desenvolvimento do fruto e da
semente. Além disso, o0 estadio de desenvolvimento exposto a esse estresse €
importante para o crescimento dos frutos e das sementes (Pagamas e Nawata,
2008).
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Além das altas temperaturas, também tem sido reportado que o frio
produz efeitos sobre a morfologia e funcéo das flores em pimentas (Shaked et al.,
2004), causando danos a polinizacdo e a fertilizacdo, levando a reducdo do
namero e da viabilidade de grédos de podlen (Pressman et al., 1998) e a formacao
de frutos partenocarpicos que tendem a abscisdo (Usman et al., 1999).

Shaked et al., (2004) submeteram quatro cultivares de pimentas a baixas
temperaturas noturnas (10 + 2 °C) e a temperaturas diurnas que nao excederam
24°C. Essas condi¢cdes causaram um decréscimo no numero de gréos de polen e
uma reducdo na sua germinacdo, em comparacdo com plantas controles.
Analises dos conteudos de carboidratos, nos ultimos estadios de desenvolvimento
do pdlen, mostraram gque ocorreu uma reducdo na concentracdo de amido, antes
da antese e uma diminuicdo na concentracdo de sacarose e da glicose e frutose
na antese. Isso sugere que temperaturas baixas impedem o funcionamento do
pélen em pimentas ao interferir no acimulo de amido, diminuindo, assim, a
concentracdo de acUcar solivel nos polens maduros. Além disso, os autores
observaram a presenca de frutos menores, sem sementes e disformes.

Pressman et al., (2006) observaram que plantas de duas cultivares de
pimenta (C. annuum), quando submetidas a baixas temperaturas noturnas (10°C)
e moderada temperatura diurna (25°C), exibiram crescimento retardado, reducao
do namero de folhas e frutos deformados com pouca ou nenhuma semente. Além
disso, ocorreu uma reducdo no numero e qualidade dos graos de pdlen, esta
ltima caracteristica associada a reducao do acumulo de amido e decréscimo de
mais do que duas vezes no total de acucares soluveis nos polens maduros. No
entanto, os autores observaram que todos esses sintomas ndo ocorreram com a

exposicao das plantas a altas temperaturas (36°C) durante o dia.

3.3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.3.1. Materiais

No presente estudo, foram utilizadas amostras de grdos de pdlen da
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variedade Casca Dura lkeda (C. annuum) e de mais trés acessos do género
Capsicum, que fazem parte da colecdo de germoplasma da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF): UENF 1559 (C. annuum
var. glabriusculum), UENF 1636 (C. frutescens), UENF 1495 (C. baccatum var.
baccatum) e UENF 1624 (C. baccatum var. pendulum).

Os genotipos foram, inicialmente, colocados para germinar em B.O.D., a
27,5°C, em 8 horas de luz e 16 horas de escuro e, posteriormente, cultivados em
vasos de cinco litros, sendo dez plantas por espécie.

Os testes de germinacgdo foram todos realizados no setor de Citogenética
do laboratério de melhoramento genético vegetal da UENF.

3.3.3.2. Métodos

3.3.3.2.1. Determinacao de meio de cultura adequado para germinacao dos

graos de polen

Foram testadas trés concentracbes de sacarose (0, 5, 10%) e quatro de
acido bdrico (0; 7,5; 15ppm; 30 ppm), em arranjo fatorial com 12 tratamentos
(3x4) e duas repeticOes. Flores recém-abertas foram coletadas pela manha, entre
08 e 09 horas, e suas anteras foram misturadas e colocadas sob lampadas
incandescentes, visando a deiscéncia das mesmas. No momento do preparo das
laminas, os gréos de poélen foram distribuidos sobre laminas, contendo 100 pl das
diferentes concentracfes testadas, e as mesmas foram colocadas em camara
Umida e deixadas a temperatura ambiente (~25° C).

As avaliacBes de germinacao do polen foram realizadas cinco horas apos
sua distribuicdo nas laminas, através da razdo entre o numero de pdlens
germinados e o numero total de pélens observados, ao acaso, na lamina. Foram
feitas duas laminas por tratamento, sendo contabilizados 150 graos de pélen por
lamina, perfazendo um total de 300 graos de pdlen por gendtipo, por tratamento.
Foram considerados germinados os graos de polen cujo comprimento do tubo
polinico foi superior ao diametro do gréo de pdlen.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram
comparadas via teste Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do programa

Genes (Cruz, 2006) e analise de regressao com auxilio do programa SigmaPlot.
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Para a realizacdo desse experimento, as espécies utilizadas foram C.
annuum var. annuum (‘Casca Dura lkeda’), C. frutescens (UENF 1636) e C.
baccatum var. baccatum (UENF 1495). As demais espécies ndo chegaram a ser
testadas para a determinacdo do melhor meio de cultura, visto que o meio que
proporcionou maior percentagem de germinacao dos graos de pdélen foi 0 mesmo
para as trés espécies. Portanto, esse meio de cultura foi, também, utilizado no
estudo do efeito da temperatura sobre a germinacdo dos graos de pdélen nos
demais acessos. Os graos de polen do acesso UENF 1785 (C. chinense) nédo
germinaram com nenhum dos meios de cultura, ndo sedo, portanto, utilizados nos

atuais experimentos.
3.3.3.2.2. Efeito da temperatura sobre a germinacado dos graos de polen

Flores foram coletadas pela manha, e, apos a deiscéncia das anteras, 0s
graos de podlen foram distribuidos sobre laminas, contendo 100ul do meio de
germinacao determinado no experimento anterior (10% de sacarose e 30 ppm de
acido borico). As laminas foram, entdo, colocadas em camaras Umidas e
submetidas a temperaturas controladas de 15 a 40°C, em intervalos de 5°C.

Em cada genotipo, foram feitas cinco laminas por tratamento, sendo
contabilizados 500 graos de pélen por lamina, perfazendo um total de 2500 gréos
de pdlen por tratamento.

Os dados de germinacdo in vitro, em resposta a temperatura, foram
submetidos a analise de regressdo. O ajuste de cada equacdo de regressao,
descrevendo a resposta da germinacdo do pélen a temperatura, foi comparado
pela variacdo explicada pelo coeficiente de determinacéo (R?) e pelo erro padréo.
O mais alto R e 0 menor erro padrdo foram utilizados para selecionar o modelo
de regressédo mais adequado aos dados.

As temperaturas cardinais minima (Tmin), 0tima (Tom) € maxima (Tmax)
foram estimadas de acordo com o modelo de regressdo. Como o modelo que
mais se ajustou aos dados foi o quadratico, o mesmo foi transformado em uma
equacao de segundo grau, onde foram obtidas duas raizes, a raiz de menor valor
indicou a temperatura minima de germinacdo e a raiz de maior valor, a
temperatura maxima. A temperatura 6tima foi determinada através da estimativa

do vértice da parabola, o qual indica, exatamente, onde a curva deixa de ser
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cOncava e passa a ser convexa.

Germinacéo do grdo de pélen= a+ bx+ cx*=0

-b
Tujtimﬂ: E
b ++/b*-4ac
Tml'nima: 2C
_b-+/b*-4ac
Tmﬂxima: T

3.3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.4.1. Determinacdo de meio de cultura adequado para germinacdo dos

graos de polen

O teste de normalidade realizado com os dados de germinagéo indicaram
gue os resultados seguem uma distribuicdo normal (dados ndo mostrados). De
acordo com os resultados observados para os trés acessos, houve efeito
significativo para &cido boérico e para interacdo entre os fatores estudados
(sacarose x acido boérico) (Tabelas 1, 2 e 3), indicando que o efeito do acido
bérico, na presenca ou auséncia da sacarose, €, significativamente, distinto do
seu efeito isolado. J& na espécie C. baccatum var. baccatum (UENF 1495), houve
efeito significativo, também, para sacarose.

O acucar promove o equilibrio osmotico entre o pdlen e o meio de
germinacao, além de fornecer energia para o desenvolvimento do tubo polinico
(Stanley e Linskens, 1974). Os gréos de pdélen das pimentas acumulam sacarose
durante sua maturacdo e apés sua hidrolise, a glicose e a frutose liberadas séo,
rapidamente, metabolizadas no inicio da germinacdo (Karni e Aloni, 2002). O

papel do boro consiste no estimulo do crescimento do tubo polinico, uma vez que,
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na auséncia de uma fonte de boro, ocorre a inibicdo do crescimento do tubo,
podendo, também, ocorrer ruptura do mesmo (Wang et al., 2003 b). Segundo
Almeida et al., (1987), a combinacdo do boro com a sacarose aumenta a
eficiéncia desta dltima em promover a germinacdo e o crescimento do tubo

polinico

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para germinacdo dos gréos de polen
de C. frutescens (UENF1636) submetidos a diferentes concentracfes de sacarose
e acido borico

Causas de Variagéo Gl Quadrado Médio (%) F

Acido Bérico 3 3032,0205 10,14946*

Sacarose 2 743,07334 2,48738
Sacarose x Acido Bérico 6 298,73717 7,08368*
Residuo 12 42,1726
Total 23

Média Geral 27

C.V (%) 24,05

*Significativo a 5% de probabilidade

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para germinacéo dos gréos de poélen
de C. annuum var annuum (‘Casca Dura lkeda’) submetidos a diferentes
concentracdes de sacarose e acido borico

Causas de Variagao Gl Quadrado Médio (%) F
Acido Bérico 3 6072,04112 92,06584*
Sacarose 2 70,07696 1,06252
Sacarose x Acido Borico 6 65,95325 12,49377*
Residuo 12 5,27889
Total 23
Média Geral 40,9

C.V (%) 5,61
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Tabela 3. Resumo da andlise de variancia para germinacédo dos graos de pélen
de C. baccatum var. baccatum (UENF 1495) submetidos a diferentes
concentracdes de sacarose e acido bérico

Causas de Variacéao Gl Quadrado Médio (%) F

Acido Bérico 3 4265,4593 39,33*
Sacarose 2 754,2712 6,95*
Sacarose x Acido Borico 6 108,4355 11,20*

Residuo 12 9,6814

Total 23
Média Geral 34,36
C.V (%) 9,05

*Significativo a 5% de probabilidade

Nas Tabelas 4, 5 e 6, estdo apresentadas as médias da percentagem de
germinacao dos grédos de polen de C. frutescens (UENF 1636), C. annuum var.
annuum (‘Casca Dura lkeda’) e C. baccatum var. baccatum (UENF 1495),
respectivamente, submetidos a diferentes concentracdes de sacarose e &cido
bdrico. Nas condicdes testadas, foram encontradas diferengas significativas na
germinacdo dos graos de pélen entre as combina¢des, dentro de cada acesso
trabalhado.

O percentual de germinacdo em C. frutescens (UENF1636) variou de 0%
no tratamento com 5 ou 10 % de sacarose e Oppm de acido borico, a 78,66%, na

combinacéo 10% de sacarose e 30 ppm de acido borico (Tabela 4 e Figura 1).

Tabela 4. Porcentagem de germinacdo dos grdos de pdlen de C. frutescens
(UENF1636) em diferentes concentracdes de sacarose e acido borico

Percentagem de Germinacgéo (%)

Sacarose (%) Acido Borico (ppm)
0 7,5 15 30
0,33 Ab 5,67 Bb 33,33 Aa 29 Ca
5 0 Ac 20 Ab 39,67 Aa 50,66 Ba
10 0 Ac 33 Ab 33,66 Ab 78,66 Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a nivel de 5% de
probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras minldsculas na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a
nivel de 5% de probabilidade.
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O percentual de germinacdo em C. annuum var. annuum (‘Casca Dura
Ikeda’) variou de 0% no tratamento com 0 ou 5 % de sacarose e Oppm de &cido
borico, a 75,33%, na combinacdo 10% de sacarose e 30 ppm de acido bdrico
(Tabela 5 e Figura 1).

Tabela 5. Porcentagem de germinagdo dos grdos de pélen de C. annuum var.
annuum (‘Casca Dura lkeda’) em diferentes concentracfes de sacarose e acido
borico

Percentagem de Germinacgéo (%)

Sacarose (%) Acido Bérico (ppm)
0 7,5 15 30
0 0 Ad 33,33 Ac 51,67 Bb 67 Ba
5 0 Ac 29,33 Ab 69,33 Aa 64,66 Ba
10 0,33 Ad 31,67 Ac 68,33 Ab 75,33 Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a nivel de 5% de
probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a
nivel de 5% de probabilidade.

Em C. baccatum var. baccatum (UENF 1495), a percentagem de gréos de
pélen germinados variou de 0% nos tratamentos com 0, 5 e 10% de sacarose e
Oppm de acido bdrico, a 69,67%, na combinacado 10% de sacarose e 30 ppm de

acido borico (Tabela 6 e Figura 1).

Tabela 6. Porcentagem de germinacdo dos grdos de pdélen de C. baccatum var
baccatum (UENF 1495) em diferentes concentracfes de sacarose e acido bérico

Percentagem de Germinacgéo (%)

Sacarose (%) Acido Bérico (ppm)
0 7,5 15 30
0 0,00Ab 8,33Bb 43,00Ca 45,33Ca
5 0,00Ac 33,00Ab 54,33Ba 54,33Ba
10 0,00Ac 38,33Ab 66,00Aa 69,67Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a nivel de 5% de
probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na horizontal n&o diferem entre si pelo teste de Tuckey a
nivel de 5% de probabilidade.
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tro de gréos de pdlen e crescimento dos tubos polinicos

submetidos a diferentes concentracdes de sacarose (S) e acido boérico (AB): A) C.

Figura 1. Germinacéo in vi
annuum var. annuum (0%

annuum (10% S;

S; Oppm AB); B) C. annuum var.

C) C. frutescens (0% S; Oppm AB); D) C. frutescens (10% S; 30 ppm

AB); E) C. baccatum var. baccatum (0% S; O ppm AB); F) C. baccatum var.

baccatum (10% S; 30 ppm AB).

30ppm AB;
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Devido ao efeito significativo do acido borico nos trés genétipos estudados,
foi observado seu efeito isolado através da andlise de regressdo. Também foi
observado o efeito isolado da sacarose em C. baccatum var. baccatum (UENF
1495) (Figura 2). Pode-se observar que, com a elevacdo na concentracdo do
acido badrico, houve um aumento na percentagem de gréos de polen germinados
em todos os gendtipos; no entanto, em C. annuum var. annuum e C. baccatum
var. baccatum (UENF 1495), o aumento na concentracdo de 15ppm de acido
borico para 30ppm ndo aumentou a germinacdo de forma expressiva (Figura 2).
Segundo Brewbaker e Kwack (1963), juntamente com o calcio, o boro é elemento

essencial para o inicio do prolongamento da intina e formacao do tubo polinico in

vitro.
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Figura 2. Porcentagem de grdos de pdlen germinados in vitro em diferentes
concentracbes de sacarose e acido boérico em C. annuum var. annuum (‘Casca
Dura lkeda’) (A), C. frutescens (UENF 1636) (C) e C. baccatum var. baccatum
(UENF 1495) (C,D) .

Varios trabalhos realizados em diferentes culturas tém mostrado que a
adicdo de boro ao meio tem melhorado a germinacdo dos graos de poélen.
Mercado et al., (1994), ao observar a germinacao in vitro dos graos de polen em
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C. annuum, observaram que a adicdo de acido borico ao meio foi essencial para
promover a germinagdo do polen, mostrando-se como o componente mais eficaz
na promoc¢ao da germinacdo, enquanto que, em contrapartida, os gréos de pdlen
foram capazes de germinar mesmo em meio sem sacarose.

Em C. baccatum var. baccatum (UENF 1495), observa-se que, na
auséncia do &cido bdrico, o percentual de germinacdo foi aumentado
gradativamente, a medida que a concentracdo de sacarose foi sendo elevada,
mostrando que a concentracdo de 10% de sacarose foi a que propiciou 0 maior
namero de gréos de polen germinados. De acordo com Mondal e Ghanta (2012),
0 suprimento extra de sacarose mantém a pressdo osmoética e atua como um
substrato para o metabolismo do gréo de polen.

Assim, o0 meio que possibilitou maior indice de germinacdo foi o
constituido por 10% de sacarose e 30 ppm de acido boérico para ambas as
espécies.

3.3.4.2. Efeito da temperatura sobre a germinacao dos graos polens

A maxima percentagem de germinacéao foi de 87,4% em C. annuum var.
annuum a 30°C; 39,64% em C. annuum var. glabriusculum a 20°C; 42,76% em C.
baccatum var. pendulum a 20°C; 68,64% em C. baccatum var. baccatum a 20°C;
e 96,08% em C. frutescens a 25°C (Tabela 7). Em todos os gendtipos, a média de
germinacdo, na temperatura de 40°C, foi bastante reduzida, sendo quase nula
para a maioria dos genoétipos, com excecdo de C. frutescens, que apresentou o
maior valor (16,48%). JA& na menor temperatura testada (15°C), a resposta dos
gendtipos foi muito diversificada, com média de percentagem de germinacao

variando de 5,88% (C. annuum var. annuum) a 61,48% (C. frutescens).
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Tabela 7. Médias da percentagem de germinacdo dos grdos de podlen dos
genadtipos de Capsicum submetidos a diferentes temperaturas

Temperaturas
Genotipos
15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
C. annuum var. annuum 5,88 67,56 69,4 87,4 78,48 0,32
C. annuum var.
_ 30,8 39,64 3544 34,92 8,52 0,00
glabriusculum
C. baccatum var.
30,52 42,76 35,08 29,2 29,08 1,00
pendulum
C. baccatum var.
40,08 68,64 50,76 39,12 19,68 8,04
baccatum
C. frutescens 61,48 66,92 96,08 49,84 31,44 16,48

O estudo da germinacéo in vitro, usando modelos de regressdo como o

quadratico, tem sido realizado, visando a determinacdo das temperaturas

cardinais minima, 6tima e maxima de germinacao (Acar e Kakani et al., 2010;

Salem et al., 2007). No presente trabalho, o modelo quadratico se ajustou bem

aos dados de germinacdo do grdo pélen das espécies de Capsicum, com R?

variando de 0,77 a 0,92. As temperaturas cardinais (Tmin, Totm € Tmax) €ncontram-

se na tabela 8.

Tabela 8. Temperaturas cardinais das diferentes espécies de Capsicum

Gendtipos Tem?eraturas

Minima Otima Méaxima
C. annuum var. annuum 14,58 27,63 40,63
C. annuum var. glabriusculum 4,41 22,83 41,25
C. baccatum var. pendulum 5,00 23,41 41,82
C. baccatum var. baccatum 2,21 22,57 42,92
C. frutescens 3,42 23,3 43,17
Média 5,29 23,94 41,95

O efeito que a temperatura e o clima tém sobre o cultivo das diferentes

espécies de Capsicum € de grande importancia. De acordo com Vifals et al.,
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(1996), a distribuicdo geografica do género Capsicum ocorreu em concordancia
com os trés complexos génicos formados de acordo com a cruzabilidade entre as
espécies. Essa distribuicdo esta associada as condi¢Bes climaticas favoraveis a
cada um dos complexos génicos. O complexo C. annuum, possivelmente,
originou-se nas regides tropicais baixas da Ameérica do Sul e Central, devido a sua
afinidade com os ambientes mais Uumidos. O complexo C. baccatum possui
caracteristicas relacionadas a ambientes secos e, por isso, pode ter se originado
na regido Centro-sul da Bolivia, enquanto as espécies de C. pubescens
encontram-se nas regides altas dos Andes, estendendo-se pelo Norte da América
Central e pelo México.

A temperatura Otima para germinacdo dos grdos de podlen variou de
22,57°C em C. baccatum var. baccatum (UENF 1495) a 27,63°C em C. annuum
var. annuum (‘Casca Dura lkeda’), sendo a média encontrada de 23,9 °C. As
pimentas evoluiram em regides da Ameérica do Sul e Central e, por isso, requerem
climas tropicais e subtropicais para se desenvolver. Altas temperaturas sao
necessarias para o seu desenvolvimento inicial, durante a germinacdo. Em
plantas jovens antes da floracdo, a temperatura diurna étima € entre 24 e 29°C,
com uma temperatura noturna de 10 a 16°C. J4& no momento em que as plantas
comecam a florescer, a melhor temperatura para a frutificacdo é entre 18 e 27°C.
A frutificacdo ndo ocorre em periodos de tempo quente prolongado (McCormack,
2005).

Mudancas na temperatura podem afetar uma grande variedade de
funcdes fisioldgicas e o desenvolvimento morfolégico (Mateos et al., 2013). Além
de afetar a germinacédo do podlen, o crescimento do tubo polinico e a fertilizacéo,
as altas temperaturas, durante a época de florescimento, também afetam as flores
e os frutos de pimentas (Erickson e Marhart, 2002; Pagamas e Nawata, 2008;
Polowick e Sawheney, 1985).

A figura 3 mostra a variagcdo da germinacao dos grdos de polen de C.
annuum var. annuum (‘Casca Dura lkeda’) e C. annuum var. glabriusculum (UENF

1559) em resposta as diferentes temperaturas testadas.
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Figura 3. Porcentagem de germinacdo dos grdos de podlen em resposta a
variacbes de temperatura em C. annuum var. annuum (A) e C. annuum var.
glabriusculum (B).

Em C. annuum var. annuum (‘Casca Dura lkeda’), observa-se um
aumento no percentual de germinacdo até por volta de 30°C; apOs essa
temperatura, o indice de germinacdo decresceu. Com o resultado das
temperaturas cardinais, a temperatura minima obtida foi de 14,58°C, enquanto a
temperatura maxima foi de 40,63°C.. Isso mostra que, abaixo de 14,58°C e acima
de 40,63°C, a germinacdo dos grdos de polen pode ndo ocorrer, enquanto, na
temperatura de 27,63°C, o grao de pdélen atinge o maximo de germinacao.

Resultados semelhantes foram obtidos por Reddy e Kakani (2007), que,
observando a resposta da germinacdo e do crescimento do tubo polinico de
diferentes espécies de Capsicum a variagdo da temperatura, obtiveram valores de
temperatura minima para C. annuum de 14,8°C, temperatura 6tima de 30,8 e
29,1°C e temperatura maxima de 40,0 e 43,7 para dois genotipos.

Mercado et al., (1997), estudando o efeito das baixas temperaturas sobre
a morfologia e fertilidade do pélen de pimentdo (C. annuum var. annuum),
observaram que temperaturas noturnas de 10 a 15°C diminuiram a viabilidade
polinica, estimada por germinagdo in vitro, coloragdo com carmim acético e pelo
decréscimo no numero de sementes por fruto. Além disso, gréos de pdlen que se
desenvolveram em baixas temperaturas (25/14°C, dia/noite) mostraram-se
menores e com uma exina diferente, que era mais fina que a dos gréos de pdlen
desenvolvidos no regime de temperatura de 30/20°C.
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Aloni et al., (2001) observaram que, em plantas submetidas a
temperaturas diurnas e noturnas de 32°C e 26°C, respectivamente, a germinacéo
do podlen in vitro foi muito reduzida. Resultados semelhantes foram obtidos por
Kafizadeh et al., (2008), que observaram uma reducdo drastica na germinacao
polinica em plantas cultivadas a temperatura de 38°C em comparagdo com as
plantas crescidas a 25°C. Efeitos negativos, também, tém sido reportados em
plantas de pimentdo submetidas a baixas temperaturas. Polowick e Sawhney
(1985) relataram que plantas submetidas a condi¢cdes de baixas temperaturas
(18°C de dia e 15°C a noite) produziram poélen inviaveis.

Para a espécie C. annuum var. glabriusculum (UENF 1559), uma pimenta
ornamental, os valores obtidos de temperatura minima, 6tima e maxima foram de
4,41°C, 22,83°C e 41,25°C, respectivamente. Pode-se perceber que a variacao de
temperatura suportada por esse genotipo (Tmax — Tmin= 36.84°C) foi maior que a
observada em C. annuum var. annuum (Tmax — Tmin= 26.05°C), mostrando uma
maior adaptabilidade a variacbes climaticas. Segundo Stummel e Bosland (2007),
as pimentas ornamentais (C. annuum) além de serem tolerantes ao calor, a
medida que crescem, passam a suportar baixas temperaturas.

Nos gendtipos de C. baccatum var. pendulum (UENF 1624) e C.
baccatum var. baccatum (UENF 1495), entre as temperaturas testadas, a maior
percentagem de germinacdo ocorreu com 20°C (Tabela 7). Nas temperaturas de
15, 25, 30 35 e 40°C, a germinagdo diminuiu em ambos os genotipos. A
temperatura 6tima encontrada foi de 23,41°C para C. baccatum var. pendulum
(UENF 1624) e 22,57°C para C. baccatum var. baccatum (UENF 1495); no
entanto, pode-se perceber que os acessos possuem uma ampla variacdo de
temperatura (36,82°C para C. baccatum var. pendulum e 40,71 para C. baccatum
var. baccatum), na qual os grdos de pdlen, ainda, podem germinar (Figura 4 e
Tabela 8).
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Figura 4. Porcentagem de germinacdo dos grdos de pdlen em resposta a
variacbes de temperatura em C. baccatum var. pendulum (UENF 1624) (B) e C.
baccatum var. baccatum (UENF 1495) (B).

A espécie C. baccatum possui uma ampla distribuicdo geogréafica na
América do Sul, indo desde a costa leste a costa oeste da Coldmbia no norte, ao
Chile no sul, tendo se tornado a pimenta de escolha na Bolivia, Equador, Peru e
Chile (Bosland e Votava, 2000).

Albrecht et al., (2012), estudando a diversidade genética da colecdo de
germoplasma de C. baccatum da USDA, utlizando dados de distribuigéo
geografica, morfolégicos e de DNA, observaram que os acessos de C. baccatum
cobrem uma ampla &rea geografica e sdo adaptados a condicbes ecoldgicas
divergentes na América do Sul, que vao desde as éareas frias dos Andes até a
floresta tropical Amazbnica. Segundo 0s autores, existem acessos que Sao
nativos de regides com temperaturas médias anuais, variando de 5°C a 27°C,
com uma média de 20°C para formas domesticadas e silvestres.

Em C. frutescens (UENF 1636), a percentagem de germinacdo dos graos
de pdlen aumentou conforme a elevacdo das temperaturas utilizadas, sendo o
maior niumero de grdos de pdlen germinados obtido na temperatura de 25°C
(Tabela 7 e Figura 5). Com respeito as temperaturas cardinais, a temperatura
otima foi de 23,3°C (Tabela 8), e, dos acessos estudados, UENF 1636 foi o que
apresentou a maior percentagem de germinacao na temperatura de 40°C, tendo
sido obtida temperatura maxima de 43,17°C, o que mostra uma maior tolerancia a
temperaturas elevadas. Isso pode estar relacionado com sua distribuicao
geogréfica, ja que Capsicum frutescens, dentro do territério brasileiro, é mais

encontrada na regido Norte, sendo também encontrada nas regiées Centro-Oeste
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e Nordeste (Carvalho e Bianchetti, 2008). A cultivar Tabasco é a Unica
representante dessa espécie, comumente cultivada fora dos trépicos (Heiser Jr.,
1976).

C. frutescens
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Figura 5. Porcentagem de germinacdo dos graos de pdlen de C. frutescens
(UENF 1636) em resposta a variacdes de temperatura.

A semelhanca do que foi observado por Reddy e Kakani (2007), a
resposta da germinagdo in vitro apresentada pelos diferentes acessos de
Capsicum foi semelhante, com temperaturas 6timas variando de 22,57 a 23,41,
com excecdo de C. annuum var. annuum (‘Casca Dura lkeda’), que apresentou
temperatura 6tima de 27,63°C. Essa resposta similar dos genoétipos pode estar
correlacionada a sua origem, ja que, com excec¢do do acesso C. frutescens
(UENF 1636), que € proveniente do Estado do Mato Grosso, todos os demais
acessos, sao provenientes do Estado do Rio de Janeiro.

Temperaturas elevadas, além de afetar a germinacdo do pélen, podem
afetar o crescimento do tubo polinico, sendo esses 0s principais fatores
apontados para a baixa frutificacdo em diferentes culturas com o aumento da
temperatura (Wahid et al., 2007; Zinn et al., 2010; Hedhly et al., 2008).

Pode-se perceber, pela figura 6, que mostra os grdos de podlen de C.
annuum var. annuum (‘Casca Dura lkeda’) submetidos a diferentes temperaturas,
gue, na menor (15°C) e na maior (40°C) temperaturas testadas, o comprimento do
tubo polinico foi muito reduzido em relacdo aos graos de polen crescidos nas
demais temperaturas. Em C. annuum var. glabriusculum (UENF 1559), o
comprimento dos tubos polinicos foram maiores nas temperaturas de 25 e 30°C.
A partir dessa temperatura, ocorreu uma diminuigdo visivel no crescimento dos

tubos polinicos, até que, em 40°C, nenhum tubo polinico foi observado.
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Figura 6. Efeito da temperatura na germinacgao in vitro de gréos de pdlen de C.
annuum var. annuum (‘Casca Dura Ikeda’) (A-F) e C. annuum var. glabriusculum
(UENF 1559) (G-L). A) Graos de pélen incubados a 15°C, B) Graos de pélen
incubados a 20°C, C) Graos de polen incubados a 25°C, D) Grdos de pdlen
incubados a 30°C, E) Grdos de podlen incubados a 35°C, F) Graos de pdlen
incubados a 40°C, G) Gréos de pdlen incubados a 15°C, H) Grdos de pdlen
incubados a 20°C, |) Graos de pdlen incubados a 25°C, J) Graos de pdlen
incubados a 30°C, K) Graos de pdlen incubados a 35°C, L) Graos de pdlen
incubados a 40°C. Barra = 40 microns.
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Em C. frutescens (UENF 1636), assim como a germinacdo dos graos de
pélen, o alongamento dos tubos polinicos foi afetado pelas diferencas nas
temperaturas, ocorrendo um aumento no crescimento até 25°C e uma diminuicéo

em temperaturas mais elevadas (Figura 7).

Figura 7: Efeito da temperatura na germinacdo in vitro de graos de pélen de C.
frutescens (UENF 1636): A) Gréos de polen incubados a 15°C, B) Gréos de poélen
incubados a 20°C, C) Grédos de pdlen incubados a 25°C, D) Graos de pdlen
incubados a 30°C, E) Graos de polen incubados a 35°C, F) Graos de pdlen
incubados a 40°C. Barra = 40 microns.

J4 em ambos 0s acessos representantes cas espécies de C. baccatum,
tubos polinicos mais desenvolvidos foram observados nas temperaturas de 20 e
25°C. Nas demais temperaturas testadas, ocorreu uma grande diminuicdo no

alongamento desses tubos (Figura 8).
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Figura 8: Efeito da temperatura na germinacédo in vitro de graos de pélen de C.
baccatum var. pendulum (UENF 1624) (A-F) e C. baccatum var. baccatum (UENF
1495) (G-L). A) Gréos de pdlen incubados a 15°C, B) Graos de poélen incubados a
20°C, C) Gréos de pdlen incubados a 25°C, D) Gréaos de pdélen incubados a 30°C,
E) Gréaos de pélen incubados a 35°C, F) Grdos de pdlen incubados a 40°C, G)
Graos de polen incubados a 15°C, H) Gréaos de podlen incubados a 20°C, |) Graos
de pdlen incubados a 25°C, J) Grdos de pdlen incubados a 30°C, K) Graos de
polen incubados a 35°C, L) Grdos de pdlen incubados a 40°C. Barra = 40
microns.
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Observa-se que, em todas as espécies estudadas, as temperaturas que
proporcionaram menores percentagens de germinagéo, também, promoveram um
menor crescimento dos tubos polinicos. Trabalhos na literatura tém mostrado
resultados semelhantes, pontuando a estreita relacdo entre germinacdo e
crescimento do tubo polinico. Reddy e Kakani (2007) observaram valores médios
de temperatura Otima semelhantes para ambos, germinagcdo (30,7°C) e
crescimento do tubo polinico (31,2°C). O mesmo foi, também, observado por
Gajanayake et al., 2011, trabalhando com pimentas ornamentais.

Kafizadeh et al., (2008) estudando o efeito de temperaturas elevadas
sobre o grédos de pélen de pimentas, observaram que temperatura de 38°C, além
de diminuir a germinacdo, também reduziu o crescimento do tubo polinico e
afetou sua estrutura. Segundo os autores, temperaturas acima de 34°C, durante a
germinacao do pdlen, resultam em uma reducdo na percentagem de germinacao
e no crescimento do tubo polinico, sendo esse dano significante quando os gréos

de pdlen séo obtidos de flores que cresceram sob altas temperaturas.

3.3.5. CONCLUSOES:

v O melhor meio de germinacao foi o constituido por 10% de sacarose
e 30 ppm de &cido bdrico para ambas as espécies. O acido borico teve um papel
fundamental na germinagdo, uma vez que, com 0 aumento gradativo na sua
concentracdo, aumentou-se o niumero de gréos de pélen germinados em todos os
gendtipos.

v/ Baixas temperaturas ndo apresentam efeito negativo a germinacao
dos gréos de pélen de Capsicum. Em contrapartida, temperaturas acima de 40°C
sao limitantes para a germinagao das espécies.

v/ Existiu uma relacdo entre a germinacdo e o crescimento do tubo
polinico, ocorrendo um maior alongamento dos tubos nas temperaturas que
proporcionaram maiores percentagens de germinacdo. Isso indica que a
temperatura afeta tanto a germinacédo quanto o desempenho dos tubos polinicos

em Capsicum.
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v' As temperaturas cardinais (Tmin, Totm, Tmax) Obtidas foram de 14,58,
27,63 e 40,63°C para C. annuum var. annuum, 4,41, 22,83 e 41,25°C para C.
annuum var. glabriusculum; 5,00, 23,41 e 41,82°C para C. baccatum var.
pendulum; 2,21, 22,57 e 42,92°C para C. baccatum var. baccatum e; 3,42, 23,3,
43,17°C para C. frutescens, sendo C. annuum var. annum a espécie mais
sensivel a variacdo de temperatura (Tmax — Tmin = 26,05°C) e C. baccatum var.

baccatum a mais sensivel (Tmax — Tmin = 40,71°C).
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