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RESUMO GERAL

BARROSO, Priscila Alves. Cultura de anteras e de embrides zigdticos imaturos no
melhoramento de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.). 2016. 83f.
Universidade Federal da Paraiba. Orientador: Mailson Monteiro do Régo. Coorientadora:
Elizanilda Ramalho do Régo.

As pimenteiras cultivadas em vaso tém se destacado no mercado de ornamentais
por suas caracteristicas estéticas que envolvem, entre outros atributos, a colora¢do do
frutos e folhas e harmonia com o vaso. O melhoramento de pimenteiras ornamentais tem
sido realizado a longo prazo, envolvendo varios ciclos de autofecundacgdo. Técnicas
biotecnologicas, como a cultura de anteras e de embrides zigoticos imaturos, podem
auxiliar os programas de melhoramento reduzindo o tempo para o langamento das novas
cultivares. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi induzir embrides androgénicos a
partir de anteras de diferentes gen6tipos de pimenteiras ornamentais e regenerar plantas
viaveis a partir do cultivo in vitro de embrides zigoticos imaturos nos diferentes genotipos
de pimenterias ornamentais (Capsicum annuum L.). Para a técnica de cultura de anteras,
foram utilizadas anteras de nove genitores e cinco hibridos. Estas, foram mantidas a 4°C
por 3 dias e posteriormente cultivadas em meio dupla camada, com e sem regulador de
crescimento e mantidas em B.O.D. a 9°C por uma semana e posteriormente a 28°C na
auséncia de luz. No cultivo de embrides zigéticos, foram coletados frutos de trés
gendtipos com 20, 25, 30 e 35 dias apo6s a autofecundacdo (DAA). Os frutos foram
caraterizados e determinados o estidio de desenvolvimento do embrido. Os embrides
foram inoculados em discos de Petri contendo os meios: MS % e MS forca total. Foi
determinado o nimero de embrides germinados e as perdas durante a aclimatizacdo e
transplantio, realizada também a caracterizacdo das plantulas e das plantas em casa de
vegetacdo. Além disso, foi determinado o ciclo de melhoramento das plantas obtidas por
embrides imaturos e pelo método convencional. Houve influéncia dos meios e genétipos
na inducdo de embrifes androgénicos. Embrides totalmente desenvolvidos foram
observados nos genotipos UFPB 001, UFPB 004 e UFPB 099 porém, uma grande
quantidade de embrifes anormais foi observada. Embribes zig6ticos em diferentes
estadios de desenvolvimento podem ser encontrados no mesmo fruto, caracterizando o
desenvovlimento assincronico. Menores taxas de germinacdo e desenvolvimento das
plantulas foram observadas em frutos mais precoces, sendo observada também influéncia
do gendtipo. A interacdo entre os periodos, genotipos e meios influenciaram a
caracterizacdo morfoldgica das plantas em casa de vegetacdo. Foi observada uma reducédo
de em média 30% no ciclo de melhoramento, nos trés gendtipos. Estudos mais
aprofundados devem ser realizados buscando aumentar a conversdo em embrides
androgénicos normais e no caso dos embrides zigoticos, aumentar as taxas de germinacao
nos periodos de 20 e 25 DAA e reduzir as perdas durante a aclimatizacgdo e transplantio.
Ainda assim, uma reducdo consideravel no ciclo de melhoramento foi conseguida, como
também a identificacdo de gendtipos responsivos a cultura de anteras. Sendo assim, sera
uma ferramenta valiosa para o programa de melhoramento de ornamentais.

Palavras-chave: Capsicum annuum, Cultura de tecidos, Androgénese, Embriogénese
zigotica, Melhoramento de ornamentais
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ABSTRACT

BARROSO, Priscila Alves. Anther culture and immature zygotic embryos in the
breeding of ornamental pepper (Capsicum annuum L.). 2016 83F.Universidade
Federal da Paraiba. Orientador: Mailson Monteiro do Rego. Coorientador(a): Elizanilda
Ramalho do Rego.

The pepper cultivates in pots have stood out in the ornamental market for its
aesthetic features that include, among other attributes, the fruits and leaves color and
harmony with the pots. The ornamental pepper breeding has been carried out over the
long-term, involving multiple cycles of selfing. Biotechnological techniques, such as the
culture of anther and immature zygotic embryos, can assist breeding programs reducing
the time for the release of new cultivars. Thus, the objective was to induce androgenics
embryos from anthers of different genotypes of ornamental pepper and regenerate viable
plants from in vitro culture of immature zygotic embryos in different genotypes of
ornamental pepper (Capsicum annuum L.). For anther culture technique were used anther
of nine parents and five hybrids. These were maintained at 4°C for 3 days and
subsequently cultured in double layer, with and without growth regulator and maintained
in B.O.D. at 9 ° C for one week and then at 28° C in the absence of light. The cultivation
of zygotic embryos, fruit of three genotypes were collected 20, 25, 30 and 35 days after
selfing (DAA). Fruits were characterized and determined the embryo stage of
development. The embryos were inoculated in the petri dishes containing the media: %
MS and MS overall strength. It was recorded the number of embryos germinated and
losses during acclimatization and transplantation, also the characterization of seedlings
and plants in a greenhouse. In addition, it was determined breeding cycle plant of
immature embryos and by the conventional method. There was influence of the media
and genotypes in the induction of androgenic embryos. Fully developed embryos were
observed in genotypes UFPB 001, UFPB 004 and UFPB 099 but a lot of abnormal
embryos was recorded. Zygotic embryos at different developmental stages can be found
in the same fruit characterizing the asynchronous development. Lower rates of
germination and development of seedlings were observed in earlier fruit, being observed
also influences the genotype. The interaction between the periods, genotypes and media
influenced the morphological characterization of the plants in the greenhouse. On average
a reduction of 30% was observed in the breeding cycle in the three genotypes. Further
studies should be conducted to increase the conversion of normal androgenic embryos
and in the case of zygotic embryos, increase germination rates in periods of 20 and 25
DAA and reduce losses during acclimatization and transplantation. Still, a considerable
reduction in cycle improvement was achieved as well as the identification of genotypes
responsive to anther culture. Thus, it will be a valuable tool for ornamental breeding
program.

Keywords: Capsicum annuum, Tissue culture, Androgenesis, Zygotic embryogenesis,
Ornamental breeding
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INTRODUCAO GERAL

Dentre os segmentos produtivos agroindustriais, a floricultura tem se destacado,
de forma crescente, nos cenarios nacional e internacional, mostrando-se como um dos
mais dindmicos e promissores (Lirio et al., 2015). Segundo dados do Instituto Brasileiro
de Floricultura, em 2014, o mercado de flores e plantas ornamentais no Brasil, obteve o
faturamento anual de US$ 5,7 bilhdes, com perspectiva de crescimento de 8% no ano de
2015 (Ibraflor, 2015). Esta atividade € desenvolvida, na maioria das vezes, por pequenos
e microempresarios que empregam quantidade expressiva de trabalhadores, contribuindo
para o desenvolvimento de pequenas areas de producgdo, associada a geracao de empregos
diretos e indiretos, minimizacdo da evasao no setor agrario e melhoria da qualidade de
vida do trabalhador rural (Lirio et al., 2015).

O setor de floricultura € muito diversificado, engloba a producdo de plantas de
corte (flores e folhagens), plantas ornamentais em vaso, plantas para paisagismo e
jardinagem, além da producéo de sementes e bulbos (Landgraf e Paiva, 2009). Dentre as
plantas ornamentais cultivadas em vaso, as pimenteiras (Capsicum spp.) tém se destacado
pela crescente e continua aceitacdo pelo mercado consumidor (Junqueira e Peetz, 2011;
Régo et al., 2011).

O género Capsicum, pertence a familia Solanaceae e compreende cinco espécies
domesticadas de pimentas que sdo comercializadas em todo 0 mundo: Capsicum annuum
L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum frutescens L., Capsicum baccatum L. e Capsicum
pubescens R. & P. (Bosland, 1994). As pimentas deste género apresentam ampla
diversidade genética e grande versatilidade de uso além da alimentacdo (Neitzke et al.,
2016). Fazem parte da formulacdo de produtos farmacéuticos, cosméticos e na industria
bélica, devido principalmente ao valor agregado ao fruto que contém alto teor de
capsaicina, matéria seca, vitaminas A, C e do complexo B, minerais, 6leos essenciais,
carotenoides, entre outros. Além disso, sdo empregadas como plantas ornamentais devido
as caracteristicas estéticas que apresentam (Bosland, 1993; Irikova et al., 2011; Régo et
al., 2012a; Régo et al., 2015; Neitzke et al., 2016).

As caracteristicas estéticas sao principalmente a varia¢éo na cor e forma dos frutos
e folhas, que despertou o interesse das pimenteiras como planta ornamental de vaso e
jardim. Segundo Stummel e Bosland (2006), um pequeno grupo de pimenteiras, porém

importante, pode ser classificado como plantas ornamentais, principalmente as



pimenteiras da espécie Capsicum annuum, que apresentam grande diversidade para estes
atributos. O mérito da pimenteira ornamental no vaso inclui também a facil propagacédo
por semente, harmonia com o vaso, tempo de cultivo relativamente curto e tolerancia ao
calor e a seca (Stummel e Bosland, 2006; Régo et al., 2011), aspectos que contribuem
para melhor rentabilidade do agronegdcio.

Ainda assim, h& apenas algumas opc¢des de cultivares disponiveis para uso
ornamental (Finger et al., 2015). Em geral, as sementes de variedades de pimenteiras
ornamentais disponiveis no mercado sdo hibridos ou cultivares incluindo 'Gion
Vermelho', 'Pirdmide’, 'Espaguetinno Ornamental " e 'Grisu F1' (Fabri, 2008). Até o
momento, os esfor¢cos para melhoramento do género, para o uso ornamental, foram
limitados (Régo et al., 2015). O grande desafio dos melhoristas de plantas ornamentais €
desenvolver novas cultivares que atendam as necessidades do mercado da floricultura,
sempre em busca de novidades (Neitzke et al., 2016).

O programa de melhoramento de pimenteiras ornamentais da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) em parceria com a Universidade Federal de Vigosa (UFV),
ha duas décadas, vém avaliando e selecionando linhagens, assim como, promovendo a
hibridacdo entre as linhas selecionadas e distribuindo para pequenos agricultores (Régo
et al., 2015). Hoje em dia, conta com dois novos cultivares a “Elizas Rainbow” ¢ a
cultivar “Ouro Negro”. Régo et al., 2012b; 2015) demonstraram que a producao de novas
variedades de pimenteiras ornamentais permitiu o incremento na renda de agricultoras
familiares do Estado da Paraiba, propiciando a geracdo de novos empregos e a fixacdo
dessas agricultoras rurais e de suas familias, no campo.

Assim, o melhoramento de pimenteiras ornamentais tem sido realizado
principalmente a partir de ciclos de selecdo massal em racas crioulas ou a partir de
hibridacdo e posterior conducdo de populacdes segregantes (Régo et al., 2011; Régo et
al., 2015), objetivando principalmente, a obtencdo de linhagens puras para a producéo de
hibridos (Segui-Simarro, 2016).

A obtencdo de linhagens homozigoéticas, pode durar de 7 a 8 ciclos em plantas
autdgamas (Segui-Simarro, 2010) a exemplo das pimenteiras. O ciclo de melhoramento
das mesmas, ou seja, desde o cruzamento ou autofecundacdo até a colheita de sementes
no fruto maduro, é considerado relativamente longo quando comparado a outras
solanéceas como tomate e berinjela, geralmente superior a 200 dias (Manzur et al. 2013).
Dependendo também, do gendtipo e das condigdes climaticas locais (Bosland e Votava,

2000; Manzur et al. 2014). Além do tempo, as pimenteiras apresentam altas taxas de



fecundacdo cruzada, que pode variar entre 2 a 90% (Tanksley, 1984; Pickergsgill, 1997).
Por este motivo, precaucdes durante o melhoramento a fim de prevenir a polinizagdo
cruzada ndo controlada, devem ser tomadas, como a cobertura de plantas individuais com
organza (Régo et al., 2011), o que deixa 0 processo mais trabalhoso e oneroso.

No entanto, nos ultimos anos, a biotecnologia tem sido uma ferramenta suporte
aos programas de melhoramento. Duas técnicas podem ser utilizadas no processo de
desenvolvimento de novas cultivares: a producdo de duplo-haploides e a cultura de
embrides zigoticos in vitro (Thomas et al., 2003; Dunwell, 1986).

Utilizando as condicdes adequadas, € possivel regenerar plantas haploides (n) a
partir de cultura de anteras, cultura de microsporos e de Ovulos ndo fertilizados
(Maraschin et al., 2005; Germana, 2011; Irikova et al., 2011). Os haploides sdo
importantes na producéo de duplo-haploides (DH), extremamente Gteis nos programas de
melhoramento (Segui-Simarro, 2010), dentre outros aspectos, por reduzir o tempo para
obtencédo de linhagens homozigoticas para 1 a 2 anos (Taskin et al., 2011) e apresentar
plantas com todos os loci em homozigose (Segui- Simarro, 2010). Atualmente, a cultura
de anteras tem sido a técnica mais empregada para a obtencdo de haploides androgénicos
devido a simplicidade, a gama de gendtipos que pode ser aplicada e ao “fator parede”,
que atua como uma barreira contra elementos toxicos do meio (Pelletier e llami, 1972;
Kupper et al., 2000; Pulido et al., 2005; Germana, 2011).

A segunda técnica que pode auxiliar os programas de melhoramento € a cultura
de embrides zigoticos. Tem sido Util, entre outras estratégias, para acelerar os ciclos de
melhoramento e permitir a regeneracdo de hibridos interespecificos (Bhojwani e Dantu,
2013).

A fase mais longa do ciclo reprodutivo de pimenteiras engloba o crescimento da
planta até a maturacdo do fruto e consequentemente extracdo das sementes para
estabelecer o novo ciclo (Manzur et al., 2013). O uso de sementes imaturas em
pimenteiras ndo é viavel, pois apresenta taxas muito baixas ou nulas de germinagdo
(Sanchez et al. 1993; Nuez et al. 2003). A partir do isolamento e crescimento do embrido
zig6tigo in vitro, em estadio muito precoce, em condic¢des estéreis e em meio nutritivo
adequado € possivel obter uma planta viavel em menor tempo (Bridgen, 1994).

O estabelecimento e o uso eficiente das duas técnicas envolve uma gama de fatores
como: genotipo, meios de cultura, estadio de desenvolvimento do micrésporo para a
primeira técnica e do embrido imaturo, para a segunda técnica, entre outros, devendo estes

serem estudados para o uso eficiente no melhoramento de pimenteiras ornamentais.
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RESUMO

A tecnologia duplo-haploide é uma ferramenta importante no melhoramento de plantas
para reduzir o tempo e 0s custos necessarios para producéo de linhas puras. A inducgéo de
embrides androgénicos haploides, a partir da cultura de anteras, é o principal fator
limitante para a aplicacdo desta tecnologia. Assim, o objetivo deste trabalho foi induzir
embrides androgénicos a partir de anteras de diferentes gendtipos de pimenteiras
ornamentais (Capsicum annuum L.). Foram utilizadas anteras de 9 genitores e 5 hibridos
de pimenteiras ornamentais pertencentes ao banco de germoplasma de Capsicum da
UFPB. As anteras foram mantidas a 4 °C por 3 dias e, posteriormente, cultivadas em meio
dupla camada, sem e com regulador de crescimento (M1 e M2, respectivamente) e
mantidas em BOD a 9 °C por uma semana e depois a 28 °C sempre na auséncia de luz.
Em um segundo experimento, trés genotipos foram incubados a 9 °C por uma semana, 28
°C por trés semanas e posteriormente mantidas a 21 °C até a obtencdo dos embrides.
Foram observados embrides androgénicos nos gendtipos UFPB 001, UFPB 004, UFPB
099 e nos hibridos UFPB 001 x UFPB 099, UFPB 004 x UFPB 390 e UFPB 134 x UFPB
004. O gendtipo UFPB 004 foi o mais responsivo, induzindo um maior nimero de
embribes, quando cultivado no meio M2. O gendtipo UFPB 099 apresentou um maior
numero de embrides no meio M1, na auséncia de reguladores de crescimento, e também
foi o0 que apresentou resposta mais tardia. Uma grande quantidade de embrifes anormais
foi observada em todos os gendtipos. Ao alterar a temperatura de incubacdo foi possivel
a diferenciacdo de embrides cotiledonares nos genotipos UFPB 001, UFPB 004 e UFPB
099. Apesar do grande numero de embrides anormais, foi possivel identificar genotipos
responsivos para as condicbes testadas, necessitando de estudos posteriores para
otimizacdo das condicdes de cultivo.

Palavras-chave: Androgénese, Cultura de anteras, Melhoramento
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1. INTRODUCAO

O mercado consumidor de pimenteiras (Capsicum spp.) tem registrado grande
crescimento em funcdo da versatilidade de aplicagdes e formas de uso, dentre eles, 0 uso
como planta ornamental (Régo et al. 2012a; Santos et al. 2013). O comércio de plantas
ornamentais em vasos esta crescendo em taxas mais elevadas quando comparado ao
mercado de flores de corte (Régo et al. 2015). Entre as plantas ornamentais em vasos, as
pimenteiras encontram-se entre as mais populares para os mercados de varejo, por agregar
beleza, diferentes formas e cores de frutos e folhas, arquitetura adequada e longevidade
no vaso (Stommel e Bosland, 2006; Régo et al. 2012a). Ainda assim, ha apenas algumas
opcdes de cultivares disponiveis para uso ornamental (Finger et al. 2015), dando aporte a
programas de melhoramento para este fim.

O melhoramento de pimenteiras ornamentais tem sido realizado principalmente a
partir de ciclos de selecdo massal ou a partir de hibridacdo e posterior conducao de
populacdes segregantes (Régo et al. 2011; Régo et al. 2015), objetivando principalmente,
a obtencdo de linhagens puras para a producdo de hibridos (Segui-Simarro, 2016).
Ferramentas biotecnolégicas, como a producdo de duplo-hapléides (DH), apresentam
potencial para auxiliar o processo de desenvolvimento de novas cultivares (Thomas et al.,
2003).

Em comparacdo aos métodos convencionais, 0s DH apresentam a vantagem de
reduzir o tempo e 0s custos para obtencdo de linhagens homozigotas, por reduzir o
namero de geracdes de autofecundacdo necessarias, além de obter todos os locos em
homozigose (Segui-Simarro, 2010). No caso particular das pimenteiras, além do tempo,
outro grande problema para obtencdo de linhagens homozigéticas pelo melhoramento
convencional é a alta taxa de fecundacdo cruzada observada na espécie, que pode variar
entre 2 a 90% (Tanksley, 1984; Pickergsgill, 1997), tornando o trabalho durante os ciclos
de autofecundacdo mais oneroso e cuidadoso devido a necessidade de prevenir a
polinizagdo cruzada ndo controlada. Ainda dentro do contexto do melhoramento, as linhas
DH podem ser utilizadas no mapeamento genético, na obtencdo de transgénicos, entre
outros (Segui-Simarro e Nuez, 2008;. Supena et al, 2008, Segui-Simarro, 2010; Germana,
2011).

Mesmo com todas as vantagens, a tecnologia DH esté longe de ser utilizada, para

a grande maioria das espécies, como rotina nos laboratorios (Salas et al. 2012). Trés



fatores principais podem ser considerados chave neste processo: o genétipo, o estadio de
desenvolvimento do microsporo e as condicdes de cultivo.

Desde que a competéncia androgénica estd sob controle genético (Beckert 1998;
Rudolf et al. 1999), algumas espécies respondem melhor do que outras, ou mesmo existe
resposta diferencial entre genotipos da mesma espécie. Muitos genotipos de pimenteiras
sdo recalcitrantes para a androgénese e regeneracdo de haploides (Irikova et al. 2011a).
Neste sentido, muitos trabalhos buscam identificar genotipos responsivos a androgénese
(Rodeva et al. 2004, 2006; Koleva-Gudeva et al. 2007; Irikova et al. 2011b; Cheng et al.
2013; Olszewska et al. 2014; Barroso et al. 2015). Em relagéo ao segundo fator, estadio
de desenvolvimento do micrdsporo, é consenso que a melhor fase é aquela em que o
microsporo foi recém liberado da tétrade meidtica até, no maximo, o inicio do estadio
binucleado (Mityko e Fari 1997; Lantos et al. 2009; Régo et al., 2012b). Barroso et al.
(2015), tentaram estabelecer uma medida de correlacao entre o tamanho do botéo floral,
dividido em classes, e o estadio de desenvovlimento do micrésporo em pimenteiras
ornamentais. Como ndo foi observada correlacdo, foi possivel determinar, para 0s
gendtipos utilizados, o tamanho do botdo ideal para encontrar a maior quantidade de
micrdsporos no estadio uninucleado, utilizando como padrdo para determinacéo da classe,
pétalas e sépalas com tamanho, aproximados. Por fim, as condi¢des de cultivo, que
envolvem, a composicdo do meio de cultura, os reguladores de crescimento, temperatura
e fotoperiodo sdo fatores primordiais que determinam a regeneracdo de embrides
haploides (Nowaczyk e Kisiala 2006; Irikova et al., 2011a)

Dentro deste contexto, o objetivo do trabalho foi induzir embries androgénicos a
partir de anteras de diferentes gen6tipos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L..).

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal localizado
no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
Areia-PB.

2.2.Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de nove acessos e cinco hibridos de pimenteiras

ornamentais, totalizando quatorze genétipos (Tabela 1), todos pertencentes ao Banco de
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Germoplasma de Capsicum localizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal
(CCA/UFPB). Estes acessos e hibridos foram testados previamente para o potencial
ornamental a partir de uma analise dialélica (Pessoa, 2015 — dados néo publicados;
Nascimento, 2015).

Tabela 1. Descricao basica de gen6tipos de pimenteira ornamental pertencentes ao banco

de germoplasma de Capsicum (CCA-UFPB) utilizados no experimento (Pessoa, 2016).

Gendtipo Espécie Cor do fruto Cor da folha
maduro
UFPB 001 Capsicum annuum Amarelo Verde
UFPB 004 Capsicum annuum Vermelho escuro Verde
UFPB 045 Capsicum annuum Vermelho escuro Jaspeada
UFPB 77.3 Capsicum annuum Vermelho escuro Jaspeada
UFPB 099 Capsicum annuum Laranja Verde
UFPB 132 Capsicum annuum Vermelho escuro Verde
UFPB134 Capsicum annuum Laranja Verde Claro
UFPB 137 Capsicum annuum Laranja Verde
UFPB 390 Capsicum annuum Vermelho Verde Claro
UFPB 001x UFPB 099  C. annuum x C. annuum Amarelo claro Verde escuro
UFPB 001 x UFPB 390  C. annuum x C. annuum Vermelho escuro Verde Claro
UFPB 004 x UFPB 390  C. annuum x C. annuum Vermelho escuro Verde Claro
UFPB 099 x UFPB 77.3  C. annuum x C. annuum Vermelho escuro Verde
UFPB 134 x UFPB 004  C. annuum x C. annuum Vermelho escuro Verde

As sementes foram semeadas em bandejas de isopor com 200 células utilizando

substrato Plantmax®. Posteriormente, 10 plantulas de cada gendtipo, com 6 folhas
definitivas foram transplantadas para vasos de 900 ml também contendo o substrato
comercial Plantmax® e mantidas em casa de vegetacao até o periodo de floracdo em que

foram coletados os botdes florais para execucao do experimento.

2.3.Cultura de anteras

Desinfestacao

Na inducéo dos embrides hapldides, foram coletados botdes florais com tamanho
de pétalas iguais ou ligeiramente superior ao tamanho das sépalas, que contém a maioria
dos micrésporos no estadio uninucleado (Kim et al. 2004; Lantos et al. 2009, Irikova et

al. 2011a, Régo et al. 2012b; Barroso et al. 2015). No laboratorio, em camara de fluxo
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laminar, os bot@es florais foram desinfestados em 100 mL solucéo de hipoclorito de sédio
(2% de cloro ativo) adicionando-se 3 gotas de Tween 20, permanecendo imersos nesta
solugdo por 10 min. Posteriormente, os botbes foram lavados trés vezes em agua

destilada, deionizada e autoclavada (DDA).

Pré-tratamento
Devidamente desinfestados os botdes foram acondicionados em discos de Petri
devidamente esterilizados contendo um papel de filtro autoclavado e levados para o

freezer com temperatura de 4°C por 3 dias.

Obtencéao de embrides

Apds o pré-tratamento, sob microscépio estereoscopico com aumento de 10x, as
anteras foram retiradas cuidadosamente dos botdes florais com o auxilio de pingas
previamente autoclavadas, e posteriormente, inoculadas em placas de Petri descartaveis
de 60x15mm contendo 10 ml do meio de cultura dupla camada, seguindo a metodologia
de Supena et al., (2006) com modificacdes.

O meio foi composto de uma dupla camada, em que a fase inferior é semi-sélida
e a superior liquida. Ambas as camadas foram constituidas dos componentes do meio N
(Nitsch e Nitsch, 1969), com pH ajustado para 5,8 (Tabela 2). Os meios diferem quanto

a presenca dos reguladores de crescimento AlA (acido indolacético) e Cinetina.

Tabela 2. Composicdo dos meios de cultura utilizados na inducdo de embrides

androgénicos em pimenteiras ornamentais (C. annuum L)

Meio 1 (M1) Meio 2 (M2)
Meio N* + 2% de maltose  Meio N + 2% de maltose +
Camada inferior + 1% de carvao ativado + 1% de carvao ativado +
0.6% Agar 0.6% Agar
Meio N + 2% de maltose +
Camada superior Meio N + 2% de maltose ~ 5uM de &cido indolacético

(AIA) + 2,5uM de cinetina

* Meio N (Nitsch e Nitsch, 1969)

Os meios foram esterilizados em autoclave a temperatura de 120° por 15 minutos.
Os reguladores de crescimento foram filtro-esterilizados em filtros Millex (Millipore) de

0,22 uM e acrescidos ao meio apos a autoclavagem.
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As culturas foram colocadas em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) com
temperatura de 9 °C durante 1 semana, apos este periodo a temperatura foi alterada para
28°C até o surgimento dos embrifes. Todo o periodo de inducéo ocorreu na auséncia de
luz.

Foi determinado o nimero de dias para o surgimento dos embrides e a presenca
de anteras deiscentes, atribuindo 0 para ausente ou 1 para presente, e apds sete semanas
determinou-se o ndmero de embries globulares, cordiformes, torpedo e cotiledonar,
além do numero de embrides anormais.

Realizada esta primeira etapa, os gendtipos UFPB 001, UFPB 004 e UPPB 099
foram novamente inoculados somente no meio M2, da mesma forma descrita
anteriormente, constituindo a segunda parte do experimento. Porém, estas placas foram
colocadas em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) com temperatura de 9°C durante 1
semana, apos este periodo, a temperatura foi alterada para 28°C por 3 semanas e, por fim,
para 21°C até o surgimento dos embrides, conforme alteraces recomendadas por Supena
e Custers, (2011). Todo o periodo de indugdo também ocorreu na auséncia de luz. Apos
8 semanas, foi quantificado o numero total de embriGes, nimero de embrides

cotiledonares e nUmero de embriGes anormais.

2.4.Andlise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 15 (meios x genotipos). Em cada placa foram inoculadas 10 anteras,
em um total de 5 placas por genotipo, o que constituiu uma repeticdo. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia, quando detectadas diferencas significativas aplicou-se
o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade

A segunda parte do experimento, foi realizada em delineamento inteiramente
casualizado, constituido de trés tratamentos e 10 repeticGes, cada repeti¢do constituiu-se
de uma placa contendo 10 anteras. Os dados foram submetidos a uma analise de variancia
e, posteriormente, as médias foram separadas pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa computacional Genes
(Cruz, 2006).
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3. RESULTADOS

De acordo com os dados da Tabela 3, pode-se observar diferencas significativas,
pelo teste F, a 1% de probabilidade, para todas as varidveis estudadas. Com excecao de
Dias para o surgimento de embrides (DSE), foi observada interagdo entre gendtipos x
meios nutritivos significativa (p<0.01), indicando o efeito adicional devido a agado
conjunta dos dois fatores. Para a variavel DSE, foi observada diferenca apenas entre os

gendtipos (p<0.01).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para inducdo de embriGes androgénicos em
pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L).

Q.M.
FV GL PAD TE DSE NG NC NT NA
Gendtipo 13 1.23362**  242.67** 206499 ** 68.48** 655* 0.79** 17.42 **
Meio 1 0.35ns 231.42 ns 404.6 ns 89.6** 345ns 2.06 ** 6.01 ns
GxM 13 0.38077**  254.93**  620.81ns 73.96** 794* 0.81** 17.80 **
C.V (%) 72.81 270.99 182.68 31151 468.66 326.11 310.11

PAD: presenca de anteras deiscentes; TE: Total de embrides; DSE: dias para o surgimento de embrides;
NG: nimero de embrides globulares; NC: nimero de embribes cordiformes; NT: ndmero de embrides
torpedos; NA: nimero de embrides anormais. *, **: siginificativo a 5 e 1% respectivamente.

Com a inoculacdo no meio de dupla camada, as anteras permaneceram flutuando
sobre a superficie da camada liquida, até que foi observada, ap6s algumas semanas de
cultivo, uma deiscéncia das anteras (Fig. 1B). Com este rompimento, 0S microsporos
foram liberados no meio de cultura culminando no desenvolvimento dos embrides (Fig.
1A). Entretanto, foi observado também, o desenvolvimento de alguns embrides em

anteras que nao se romperam, porém foi bem menos comum (Fig. 1C).

Flgura 1. Inducéo de embrloes androgénicos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.).
A) Embrides dispersos na placa contendo meio dupla camada. B)
Caracteristicas de anteras deiscentes e uma antera que nao houve rompimento.
C) Embrido se desenvolvendo a partir de antera ndo deiscente. Barras = 1mm.
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Ao analisar a presenca de anteras deiscentes (Tabela 4) pode-se observar que
houve diferenca entre os meios estudados para os gendtipos UFPB 004, UFPB 045, e 0
hibrido UFPB 004 x UFPB 390. Para o genotipo UFPB 045, anteras deiscentes foram
observadas apenas no meio M1. Por outro lado, nos gen6tipos UFPB 004 e no hibrido
UFPB 004 x UFPB 390 foram observados a presenca de anteras deiscentes em ambos 0s
meios, porém no meio M2, ocorreu em maior quantidade. Dentro do M1, apenas 0s
hibridos UFPB 001 x UFPB 390 e UFPB 099 x UFPB 77.3 ndo apresentaram deiscéncia
de anteras, ndo diferindo, porém, dos genotipos UFPB 004, UFPB 77.3, UFPB 132, UFPB
134, e UFPB 004 x UFPB 390. Os geno6tipos UFPB 045, UFPB 77.3, UFPB 134, UFPB
001 x UFPB 390 e UFPB 099 x UFPB 77.3 ndo apresentaram anteras deiscentes no meio
M2. Os gen6tipos UFPB 001, UFPB 004, UFPB 137, UFPB 390 e o hibrido UFPB 004
x UFPB 390 apresentaram 100% de deiscéncia de suas anteras quando inoculadas no
meio M2.

Tabela 4. Médias para inducdo de embrifes androgénicos em pimenteiras ornamentais
(C.annuum L).

Meios PAD NTE NEG NEC NET NEA
Gendtipos | M1 [ M2 M1 M2 ML | M2 M1 [ M2 M1 [ M2 ML | M2
001 0.80Aa 1Aa 42Aa | 82Ab | 04Ba 52Ab |18Aa O0Ab | 0.2Aa 04Ab | 1.8Ab 26 Ab
004 0.2Bb 1 Aa 0.2Ba | 35.8Aa | OBa 19.40Aa | 0Ba 6Aa 0Ba 2Aa | 0.2Bb 8.4 Aa
099 0.6Aa 0.2 Ab | 10.8Aa 0Bb |4.2Aa 0ADb 14Aa 0Ab | 0.2Aa O0Ac 5 Aa 0Bb
45 0.6Aa 0Bb 0Aa 0Ab 0 Aa 0ADb 0Aa O0Ab 0 Aa 0Ac 0Ab 0Ab
77,3 0.2Ab  0Ab 0Aa 0Ab 0 Aa 0Ab 0OAa 0ADb 0 Aa 0Ac 0Ab 0Ab
132 0.2Ab 0.40Ab| OAa 0Ab 0 Aa 0Ab 0Aa 0 Ab 0 Aa 0 Ac 0Ab 0Ab
134 0.2Ab  0Ab 0Aa 0Ab 0 Aa 0Ab 0OAa 0Ab 0 Aa 0Ac 0Ab 0Ab
137 0.80Aa 1Aa 0Aa 0Ab 0 Aa 0Ab 0Aa 0 Ab 0 Aa 0 Ac 0Ab 0Ab
390 0.80Aa 1Aa 0Aa 0Ab 0 Aa 0Ab 0Aa 0 Ab 0 Aa 0 Ac 0Ab 0Ab
001x099 | 0.80Aa 1Aa 0.6Aa 2.6Ab |0.2Aa 0.6Ab 0OAa 12Ab| 0Aa 0.6Ab| 0.40Ab 0.2Ab
001x390 0Ab 0 Ab 0Aa 0Ab 0 Aa 0 Ab 0Aa 0 Ab 0 Aa 0AcC 0Ab 0 Ab
004x390 0.2Bb 1 Aa 0Aa 2Ab 0 Aa 0.2Ab 0OAa 0.2Ab| 0Ba 0.8Ab 0Ab 0.80Ab
099x77.3 0 Ab 0 Ab 0Aa 0Ab 0 Aa 0 Ab 0Aa 0 Ab 0 Aa 0 Ac 0Ab 0Ab
134x004 | 0.6 Aa 0.80Aa| 0.6Aa | 3.8Ab | 0Aa 1.8Ab | 0.2Aa 04 Ab| 0Aa 0Ac | 0.40Ab 1.6 Ab

PAD: presenca de anteras deiscentes; NTE: numero total de embrides; NG: nimero de embrides globulares; NC:
numero de embrides cordiformes; NT: nimero de embrides torpedos; NA: nimero de embrides anormais

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula no horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade.

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott
a 5% de probabilidade.

A presenga de anteras deiscentes ndo indica, necessariamente, a diferenciagéo em
embrides. Como pode ser observado na Tabela 4, genétipos como UFPB 45, UFPB 77.3,
UFPB 132, UFPB 134, UFPB 137e UFPB 390 que apresentaram deiscéncia de anteras,
porém nao formaram de embrides, independente do meio utilizado. Os hibridos UFPB

001 x UFPB 390 e UFPB 099 x UFPB 77.3 também néo apresentaram embrides. N&o

houve diferencas entre os genotipos para o nimero total de embrides quando cultivados
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no M1. No meio M2, maior nimero de embrides foi observado no genétipo UFPB 004,
com média de 35.8 embrides/placa.

Os primeiros embrides foram observados, aos 12 dias ap6s a inoculagdo, porém
esse periodo pode se estender até aos 43 dias, a depender do gendtipo utilizado (Tabela
5). Os gendtipos UFPB 004, UFPB 099 e os hibridos UFPB 001 x UFPB 099, UFPB 004
x UFPB 390 e UFPB 134 x UFPB 004 foram mais precoces. O genotipo UFPB 001 foi
considerado, o mais tardio, uma vez que os embribes s6 foram observados 43 dias apds a

inoculacdo. Para os demais gendtipos, ndo foi observada a formacao de embrides.

Tabela 5. Agrupamento de médias para a variavel dias para o surgimento de embrides
entre os diferentes gendtipos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L).

Genotipo Dias para o surgimento dos embrides
UFPB001 43.1a
UFPB004 29.3b
UFPB 99 17.8b
UFPB 45 Oc
UFPB 77,3 Oc
UFPB132 Oc
UFPB 134 Oc
UFPB 137 Oc
UFPB 390 Oc
UFPB001 x UFPB 099 25.3b
UFPB 001 x UFPB390 Oc
UFPB 004 x UFPB 390 12.5b
UFPB 099 x UFPB 77.3 Oc
UFPB 134 x UFPB 004 21b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Embrides globulares (Fig. 2A) foram observados em ambos 0s meios no gendtipo
UFPB 001 e no hibrido UFPB 001 x UFPB 099. Quando o genétipo UFPB 001, foi
inoculado no meio M2, foram observados maior nimero de embriées. Comportamentos
similares também foram observados nos genétipos UFPB 004 e nos hibridos UFPB 004
x UFPB 390 e UFPB 134 x UFPB 004, quando cultivados nesse mesmo meio, enquanto
que no hibrido UFPB 001 x UFPB 099, ndo houve diferencas significativas entre os meios
utilizados. Por outro lado, no meio M1 surgiu maior nimero de embrides apenas no
gendtipo UFPB 099. Desta forma, para a maior parte dos genotipos testados, o M2 foi
mais eficiente. Dentro do M2 o genétipo UFPB 004, produziu maior nimero de embrides

globulares (19,4 embrides/placa).
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G

Figura 2. Embrides androgénicos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.) A)
Embrides globulares; B) Embrido cordiforme; C) Embrido em estadio de
torpedo; D), E), F) e G) Embribes anormais, Barras = 0.5mm

16



Embrides em estadio cordiforme e torpedo foram encontrados nos genotipos
UFPB 001, UFPB 004 e UFPB 099 e nos hibridos UFPB 001 x UFPB 099, UFPB 004 x
UFPB 390 e UFPB 134 x UFPB 004 (Fig. 2B e C). Dentre os gendtipos citados, apenas
0 genotipo UFPB 004 comportou-se de modo diferente entre os meios utilizados, para o
numero de embrides cordiformes (NEC). Em relacdo ao numero de embrides em estadio
de torpedo (NET), além do UFPB 004 o hibrido UFPB 004 x UFPB 390, também
diferiram entre os meios. Em ambos os casos, maior quantidade de embrides foi
observada, quando cultivados no M2.

Dentro do M1, ndo houve diferenca entre os gendtipos para o numero de embrifes
em estadios cordiforme e torpedo. No gen6tipo UFPB 004, novamente, foi observado
uma maior quantidade de embrides cordiformes e torpedo, quando cultivado no M2.

No primeiro experimento, ndo foram encontrados nenhum embrido no estadio
cotiledonar, em nenhum dos genotipos e meios utilizados. Por outro lado, foi observada
grande quantidade de embriGes anormais (Tabela 4). As principais anormalidades
encontradas foram a auséncia de um ou dos dois cotilédones, a fusdo de varios embrides,
impedindo o desenvolvimento normal ou apenas a presenca de radicula (Fig. 2D-G).

Em todos os gendtipos responsivos (UFPB 001, UFPB 004 e UFPB 099, UFPB
001 x UFPB 099, UFPB 004 x UFPB 390 e UFPB134 x UFPB 004) foram encontrados
embrides anormais. Maior nimero de embrides anormais forma encontrados nos
gendtipos UFPB 099 e UFPB 004, quando cultivados nos meios M1 e M2,
respectivamente. Uma média de 5 embrides anormais/placa foram encontrados no
genotipo UFPB 099, quando cultivados no M1, os demais gendtipos ndo diferiram
estatisticamente entre si neste M1. No M2, o maior nimero de embrides anormais, foi
observado no gendétipo UFPB 004 (8 embribes/placa).

No segundo experimento, observa-se diferencas significativas a partir da analise
de variancia (p<0.01) entre os gendtipos testados em todas as varidveis analisadas (Tabela
6).

Tabela 6. Resumo da analise de variancia para inducdo de embrides androgénicos em

pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L).

Q.M.
RV GL NTE NEC NEA
Gen6tipo 2 2715.6* 13.73* 1771.6%*
C.V (%) 79 148 84

NTE: numero total de embrides; NEC: nimero de embrides cotiledonar; NEA: nimero de embrifes
anormais. *, **: siginificativo a 5 e 1% respectivamente.
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Quando comparado ao primeiro experimento, foi observado um aumento no
nimero de embriGes totais ao utilizar a temperatura de 21 °C no periodo de
desenvolvimento dos embrides (Tabela 7). O nimero total de embrides variou, em média,
de 15,4 a 47,2 embrides/placa. Esta alteragdo na temperatura também proporcionou a
diferenciacdo de embries cotiledonares (Fig. 3), ndo observado anteriormente. O
genétipo UFPB 004, apresentou maior nimero de embrides cotiledonares, quando
comparado aos gendtipos UFPB 001 e UFPB 099.

Tabela 7. Médias para inducdo de embrides a partir de anteras de pimenteiras
ornamentais (C. annuum L.), utilizando alternancia de temperatura (9 - 28 -

21°C).
Gendtipo NTE NEC NEA
UFPB 001 154 b 0.7b 85b
UFPB 004 47.2 a 25a 339a
UFPB 099 23.8b 0.3b 14.3b

NTE: ndmero total de embrides; NEC: nimero de embrides cotiledonar; NEA: nimero de embrides
anormais. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott
a 5% de probabilidade.

O numero de embrides em estadio cotiledonar (NEC) ainda foi muito pequeno,
quando comparado ao nimero de embrides anormais (NEA), que também ocorreu em
maior quantidade, quando comparado ao experimento anterior. Maior nimero de

embrides com anormalidades, novamente, foi observado no genétipo UFPB 004.

Figura 3. EmbriGes cotiledonares induzidos a partir de anteras dos genétipos UFPB 001,
UFPB 004 e UFPB 099 de pimenteiras ornamentais (C. annuum). Barras =
0.5mm.
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4. DISCUSSAO

A interacdo significativa entre os fatores estudados (genoétipos e 0s meios),
confirma que a resposta androgénica depende de varios fatores e também da interacdo
entre eles.

A primeira resposta observada neste experimento, foi a deiscéncia das anteras,
uma caracteristica especifica do protocolo utilizado. O rompimento da antera leva a
liberacdo dos micrdsporos por um meio ndo-mecanico (Segui-Simarro, 2016), como foi
observado neste experimento para quase totalidade dos genotipos estudados em ambos 0s
meios. A deiscéncia das anteras foi descrita, justificada pelo fato de haver um acimulo
de amido no ndcleo dos espordfitos, o que leva a um rompimento da parede da antera e a
dispersdo das células no meio de cultura liquido, de média a alta osmolaridade, composto
geralmente por maltose ou manitol (Ziauddin et al. 1990; Supena et al. 2006; Germana,
2011; Segui-Simarro, 2016).

Os primeiros embrides foram observados ap6s algumas semanas de cultivo. O
tempo para a obtencdo destes foi em funcao apenas dos gendtipos. Germana (2011) relata
que os diversos genotipos mostram comportamento diferencial, a depender do meio basal
uilizado, para induzir a formacdo de embrides e plantas derivadas de polen. Este
comportamento diferencial pdde ser observado neste experimento para as demais
caracteristicas. Entretanto, em alguns casos, a otimizacéo das condi¢Ges de crescimento
para um dado gendtipo ndo é suficiente para ultrapassar as barreiras impostas por ele
mesmo (Kristiansen e Andersen, 1993). Por este motivo, o genétipo da planta doadora é
considerado o fator chave para resposta androgénica (Kristiansen and Andersen 1993;
Mityko et al. 1995; Germana, 2011; Irikova et al. 2011a).

Apos as 7 semanas de cultivo, desconsiderando os meios, foram observadas no
gend6tipo UFPB 001, UFPB 004, UFPB 099 e nos hibridos UFPB 001 x UFPB 099, UFPB
004 x UFPB390 e UFPB 134 x UFPB 004 embrides globulares, cordiformes e torpedo, o
que demonstra o desenvolvimento assincrénico do grao de polen (Kim et al. 2004; Régo
et al. 2012b). E importante destacar, que os hibridos UFPB 004 x UFPB 390 e UFPB 134
x UFPB 004, envolveram dois genitores que ndo foram responsivos, o UFPB 390 e o
UFPB 134, que quando cruzados com o gendtipo responsivo UFPB 004, apresentaram
embrides. Isto é um indicativo que a caracteristica pode ser herdada pelos descendentes,

podendo ser introduzida por meio de cruzamentos em outras linhagens ndo responsivas
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(Beckert, 1998; Rudolf et al. 1999). A heranca da resposta androgénica deve ser objeto
de estudos posteriores em pimenteiras ornamentais.

A interacdo significativa entre gendtipos e meios para 0 nimero de embrides
globulares, cordiformes e torpedo, torna possivel identificar o melhor meio para cada
gendtipo. Para o gendtipo 004, por exemplo, maior numero de embribes foram
observados no meio M2, que é composto de 5uM de &cido indolacético (AlA) + 2,5uM
de cinetina, enquanto que o geno6tipo 001, foi responsivo em meio livre de reguladores, o
meio M1. A androgénese sem a presenca de reguladores de crescimento ja foi relatada
em pimentas e pimentdo (Supena et al. 2006; Kim et al. 2008; Lantos et al. 2012). No
entanto, acredita-se que estes reguladores séo essenciais para sustentar o crescimento e
promover a diferenciacdo, qualidade e quantidade de estruturas derivadas de micrdsporos
(Lantos et al. 2012). A resposta androgénica €, portanto, dependente da predeterminacao
genética do gendtipo utilizado e a razdo entre os teores enddgenos e exodgenos de
reguladores de crescimento (Irikova et al. 2011a).

O protocolo utilizado neste trabalho, "shed-microspore”, tem sido utilizado com
éxito para a androgénese em algumas cultivares de trigo, tabaco, pimenta e pimentdo
(Touraev et al. 1997; Dunwell 1985; Supena et al. 2006, Supena e Custers, 2011; Parra-
Vega et al. 2013). Neste experimento, embrides derivados de microsporos foram
observados em 5 dos 14 gendtipos testados, porém, foi observada uma grande quantidade
de embrides globulares que ndo seguiram a ontogénese normal do embrido e ndo foi
observada a conversdo em embrides cotiledonares. Barany et al. (2005) também
descreveram a formacdo de embrifes derivados de micrésporos em pimenta, porém, o
desenvolvimento embrionério para além da fase de embrido globular ndo pode ser
promovido. Da mesma forma, Barroso et al. (2015) trabalhando com anteras de
pimenteiras ornamentais, conseguiram induzir embridides sob a superficie de calos
embriogénicos, porém estes ndo se desenvolveram.

O desenvolvimento e a germinacdo de embrido haploide tem sido citado como o
inconveniente principal para a producao eficiente de duplo-hapldides em pimenta (Segui-
Simarro, 2016). Para a grande maioria dos métodos publicados, uma quantidade
significativa de embrifes derivados de micrésporos sdo perdidos durante a transi¢ao do
embrido ainda em estadio embrionério indiferenciado em globular, ou de globular para a
forma de coracdo (Segui-Simarro et al. 2011). Fato que foi observado para todos 0s

gendtipos responsivos utilizados neste experimento.
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Um embrido é considerado normal e completo, quando € constituido por radicula,
hipocdtilo e cotilédones. Muitos embriGes anormais foram observados nos genotipos
responsivos neste experimento, em que a formacg&o anormal dos cotilédones foi 0 maior
deles. Problemas na formacao do meristema apical e nos cotilédones, por vezes, limitam
uma germinacéo adequada do embrido, acredita-se que a liberacdo de toxinas durante a
cultura microsporo pode inibir a indugdo e o desenvolvimento do embrido (Huang et al.
1990). O uso do carvdo ativado também pode estar relacionado com a presenca de
embrides anormais. Substancias organicas e 0os hormonios presentes no meio podem ser
adsorvidos pelo carvao e ficar indisponivel para a cultura (Vagera 1990, Jonhansson et
al. 1990; Dolcet Sanjuan, 1997). Supena et al. (2006) relataram que em pimenta apenas
20% dos embrides tinham aparéncia normal, aproximadamente 30% dos embrides néo
apresentaram cotilédones e, aparentemente, ndo tem um meristema apical, e 0s restantes
50% pareciam consistir de apenas uma unica radicula. Kim et al. (2008), utilizando
cultura de microsporos de pimenteiras também relataram uma baixa qualidade dos
embribes gerados. Desta forma, este parece ser a principal limitagdo na androgénese em
pimenteiras.

Por este motivo, Supena e Custers (2011) tentaram otimizar o protocolo de dupla
camada e conseguiram incrementos superiores a 50% no numero de embrides normais
enriquecendo o meio liquido da camada superior com 2,5 UM de Zeatinae 5 UM de AIA,
e reduzindo a temperatura de incubacdo de 28°C para 21°C, apds 3 semanas de cultura. O
efeito da reducdo da temperatura foi favoravel a inducao de maior nimero de embrides e
a diferenciacdo de embriGes cotiledonares, nos trés gendtipos testados neste experimento.
Rokka et al. (1996) também relataram o efeito benéfico na indugdo de embrides normais
com a reducdo da temperatura de incubacdo na cultura de anteras em batata (Solanum
tuberosum).

Segundo Maraschin et al. (2005), a androgénese pode ser dividida em trés fases:
(i) aquisicao do potencial embriogénico; (ii) primeiras divisoes celulares e (iii) liberacdo
da estrutura pré-embrionaria da parede da exina e desenvolvimento do embrido. Sinais
especificos em cada fase seriam necessarios para o desenvolvimento normal do embrido:
por exemplo, fatores de transcricdo que desempenham fungdo chave reguladoras na
morfogénese e nas fases de maturacdo da embriogénese sdo observados apos as primeiras
divisbes celulares (Harada,2001). Por este motivo, seria necessario um conhecimento
mais profundo das exigéncias destes embrides, especialmente em fases para além

globular, quando inicia a diferenciacdo de tecidos em paralelo ao alongamento e
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maturacdo do embrido (Segui-Simarro et al. 2011). A reducdo da temperatura apos
algumas semanas de cultivo pode esta relacionada com a regulacéo de genes especificos
durante este processo, demandando estudos mais aprofundados.

Com este trabalho, foi possivel identificar genotipos responsivos para as
condicdes experimentais testadas, apesar do grande numero de embrifes anormais. Uma
vez que a resposta é gendtipo-dependente, esfor¢os devem ser concentrados para otimizar
0 protocolo, buscando o desenvolvimento normal dos embrides androgénicos e,
consequentemente, a reducdo do nimero de embrides anormais, para que desta forma, a
tecnologia DH possa ser utilizada futuramente no programa de melhoramento de

pimenteiras ornamentais.

5. CONCLUSAO

A resposta androgénica é dependente da interacdo entre os gendtipos e as condicoes
de cultivo;

Os gendtipos UFPB 001, UFPB 004, UFPB 099 e os hibridos UFPB 001 x UFPB 099,
UFPB 004 x UFPB390 e UFPB 134 x UFPB 004 foram responsivos nos meios testados;

Os reguladores de crescimento ndo séo essenciais para indugdo de embrides em todos
0S genotipos; e

A reducdo da temperatura no periodo de incubacdo promove a diferenciacdo de
embrides cotiledonares nos genétipos UFPB 001, UFPB 004 e UFPB 099 quando
cultivados no meio M2.
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RESUMO

O melhoramento de pimenteiras ornamentais (Capsicum spp.) pode ser auxiliado
por ferramentas biotecnoldgicas. O cultivo in vitro de embrides zig6ticos imaturos,
representa uma alternativa viavel para reduzir o tempo de obtencdo de novas cultivares.
Assim, 0 objetivo deste trabalho, foi avaliar a influéncia do genétipo, do estadio de
desenvolvimento do fruto imaturo no momento da coleta e do meio de cultura sobre a
germinagdo e o desenvolvimento de embrifes zigéticos imaturos de pimenteiras
ornamentais. Foram coletados frutos com 20, 25, 30 e 35 dias apds a autofecundagédo
(DAA), de trés gendtipos de pimenteira ornamental: UFPB-001, UFPB-004 e UFPB-099.
Os frutos foram caraterizados e determinados os estadios de desenvolvimento do embriéo.
Os embrides imaturos foram inoculados em discos de Petri contendo dois meios de
cultura: Murashige & Skoog com metade dos sais basais (MS ¥z forca) e MS forca total.
Foi quantificado o nimero de embrifes germinados e caracterizado o desenvolvimento
das plantulas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0.05). EmbriGes em dois e até trés estadios de desenvolvimento
dentro do mesmo fruto, caracterizando um desenvolvimento assincronico. Embrides
globulares foram encontrados aos 20 e 25 DAA. Aos 35DAA todos os embrides ja se
encontram em estadio cotiledonar. Os geno6tipos diferiram entre si apenas aos 20 DAA,
apenas o gendtipo 001 apresentou embrides germinados. Aos 25, 30 e 35 DAA o0s
embribes ndo diferiram estatisticamente para germinacdo e desenvolvimento das
plantulas. Plantulas obtidas de embriGes aos 20 DAA no gen6tipo 001 foram menos
desenvolvidas em relagdo as obtidas nos demais periodos. Os meios de cultura ndo
influenciaram significativamente as variaveis estudadas neste experimento. A tecnica de
cultivo de embrides zigbticos imaturos apresenta potencial para ser utilizado no
melhoramento de pimenteiras ornamentais, porém outros fatores como outros genotipos,
aclimatizacdo e desenvolvimento das plantas no campo devem ainda ser estudados.

Palavras-chave: Capsicum annuum, cultura de tecidos, embriogénese zigotica,
melhoramento de ornamentais
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1. INTRODUCAO

A pimenteira (Capsicum spp.) é uma das hortalicas mais importantes cultivadas
em todo 0 mundo (Bosland e Votava, 2000), estima-se que sejam plantados em torno de
3,91 milhdes de hectares (FAO, 2013). As pimenteiras desempenham papel importante
nas industrias alimenticias, farmacéutica e cosmética (Bosland e Votava, 2000;
Yamamoto e Nawata, 2005). Sdo caracterizadas por seus altos niveis de capsaicina,
vitamina C (&cido ascérbico), provitamina A (caroteno) e célcio, também s&o ricas em
compostos antioxidantes e de a¢do anticancerigena (Régo et al. 2012a; Mateos et al. 2013;
Shetty et al. 2013).

A variacao na cor e forma dos frutos e folhas das pimenteiras despertou o interesse
destas como planta ornamental de vaso e jardim (Régo et al. 2009; Finger et al. 2012).
Segundo Stummel e Bosland (2006), um pequeno grupo de pimenteiras, porém
importante, pode ser classificado como plantas ornamentais, principalmente as
pimenteiras da espécie C. annuum, que apresentam grande diversidade para estes
atributos. A procura por pimenteiras ornamentais em vasos tem apresentado um grande
crescimento, em ambos 0s mercados: brasileiro e internacional, e mesmo assim, ha apenas
algumas poucas opg¢des de cultivares disponiveis para fins ornamentais (Neitzke et al.
2010; Régo et al. 2015; Finger et al. 2015), justificando o surgimento de programas de
melhoramento com este fim.

O desenvolvimento de linhas puras para a producdo de hibridos tem sido um dos
principais alvos no melhoramento de pimenteriras ornamentais (Régo et al. 2011; Régo
et al. 2015). Este processo requer varios ciclos de autofecundacédo, demandando tempo e
custos. Manzur et al. (2013), relatam que o ciclo de melhoramento de Capsicum, ou seja,
desde o cruzamento ou autofecundacdo até a obtencdo de novas flores para nova
polinizacdo, € relativamente longo quando comparado a culturas como tomate, berinjela
e pepino. Desta forma, qualquer procedimento que venha a reduzir o tempo para obtencéo
das novas cultivares no melhoramento trard grandes vantagens em relacdo ao tempo e
custos.

A cultura de embrides zig6ticos imaturos é uma das principais técnicas de cultura
in vitro aplicadas a problemas praticos no melhoramento vegetal (Dunwell, 1986). Tem
sido util para acelerar os ciclos de melhoramento, permitir a regeneracdo de hibridos
interespecificos, obtencdo de materiais haploides, superacdo de dorméncia de sementes,

na micropropagacao, entre outras estratégias (Tukey, 1933; Randolph, 1945; Chen e
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Adachi, 1996; Acebedo et al. 1997; Lofti et al. 2003; Leng e Yamamura, 2006; Yoon et
al. 2006; Tamaki et al. 2011; Tang et al., 2011; Manzur et al. 2013).

Para um sistema eficiente de regeneracdo é preciso considerar, dentre outros
fatores, o meio de cultura, o estadio de desenvolvimento do embrido e o genotipo. O meio
de cultura utilizado deve sustentar o crescimento e desenvolvimento do embrido in vitro,
e esta composicao, estd diretamente relacionada com o estadio de desenvolvimento do
embrido. Embrides em estadios de desenvolvimento globular e cordiforme, por exemplo,
sdo mais exigentes em relacdo ao meio de cultivo, pois quanto mais jovens os embrides,
mais dificil é o cultivo in vitro, devido ao seu pequeno tamanho, danos durante a excisao
e, mais complexas sdo suas exigéncias nutricionais pela dependéncia do endosperma
(Hossain, 2003; Raghavan 2003; Yoon et al., 2006; Bhojwani e Dantu, 2013). Além
destes fatores, existem diferencas entre gendtipos para uma mesma espécie na cultura in
vitro de embrides (Pierik, 1997), e estes gendtipos ainda podem interagir com 0s meios
de cultura utilizados (Hossain et al. 2003; Yoon et al. 2006).

Ainda nédo foram realizados estudos para o uso efetivo do cultivo de embrides
zigoticos imaturos no melhoramento de pimenteiras ornamentais. Diante disso, como
estudo inicial, o objetivo deste trabalho foi primeiramente caracterizar os frutos imaturos
e determinar o estadio de desenvolvimento de embrides em diferentes periodos de coleta
de frutos em gendtipos de pimenteiras ornamentais. O segundo objetivo foi estudar o
efeito do meio de cultura, genétipos e periodos de coleta de fruto apds a autofecundacgéo
na germinacdo e no desenvolvimento in vitro de embribes zigo6ticos imaturos de

pimenteiras ornamentais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal localizado
no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
Areia-PB.

2.2.Material Vegetal

Foram utilizados trés acessos de pimenteiras ornamentais: UFPB-001, UFPB-004

e UFPB-099, pertencentes ao Banco de Germoplasma de Capsicum, localizado no
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Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (CCA/UFPB). Estes acessos foram testados
previamente para o potencial ornamental a partir de uma analise dialélica (Pessoa, 2015
— dados ndo publicados; Nascimento, 2015) e estdo sendo testados para capacidade
androgénica in vitro (Barroso et al. 2016, dados ndo publicados

Semeou-se, em bandejas de isopor contendo 200 células preenchidas com
substrato Basaplant®, 20 sementes de cada acesso. Posteriormente, uma média de 10
plantulas de cada acesso, com 6 folhas definitivas, foram transplantadas para vasos de
900 ml contendo 0 mesmo substrato e mantidas em casa de vegetacao até o periodo da

floracéo.

2.3.0btencéo e cultura dos embrides in vitro

No momento da floracéo, foram escolhidos botes florais em estadio de balo para
realizacdo da autofecundacéo utilizando metodologia proposta por Régo et al., (2012b).
Os botdes autofecundados foram marcados e identificados com o respectivo dia em que
foi realizada a autofecundacdo. Foram coletados frutos com 20, 25, 30 e 35 dias apds a
autofecundacdo (DAA), que constituiram os tratamentos.

No laboratdrio trés frutos de cada periodo foram caracterizados quanto ao peso do
fruto (PF), comprimento do fruto (CF), maior diametro do fruto (MDF) e menor diametro
do fruto (MEDF). Logo ap0s, foram desinfestados em camara de fluxo laminar utilizando
100 mL de solucdo de hipoclorito de sddio (2%) e agua destilada na proporcéo de 1:1
(v/v), acrescida de 5 gotas de Tween 20. Apds 10 minutos, os frutos foram enxaguados
em agua destilada, deionizada e autoclavada por trés vezes. Os frutos foram seccionados
e determinou-se o nimero de sementes/fruto (NS). Sob microscopio estereoscopico, 12
sementes de cada fruto foram retiradas da porcéo inicial, mediana e terminal do fruto, e
os embrides foram classificados quanto ao estaddio de desenvolvimento em globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar.

Posteriormente, os embrides foram inoculados em discos de Petri (60x15mm)
contendo 0 meio MS (Murashige & Skoog, 1962) em que, o M1: MS com 1/2 da
concentragdo dos nutrientes e M2: MS forga total. Ambos os meios foram acrescidos de
40g/L de sacarose + 8g/L de agar + 0,01 mg/L de &acido indol-3-acético (AlA) e 0,01
mg/L de &cido giberélico (GAs) e pH ajustado para 5.7 (Manzur et al. 2013). O meio foi
previamente autoclavado a 121°C por 15 minutos, e os reguladores de crescimento foram

filtro-esterilizados em filtros Millex (Millipore) de 0,22 uM e acrescidos ao meio apos a
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autoclavagem. As placas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
controlada de 24°C+1°C sob luz fluorescente com fotoperiodo de 16h de luz.

Foi determinado o percentual de embrides germinados, estes, foram considerados
germinados, quando apresentaram raiz e parte aérea desenvolvidas. Quando as plantulas
atingiram a parte superior da placa, foram transferidas para potes de vidro contendo meio
MS (1/2) por mais 7 dias. Apoés este periodo, as plantulas foram caracterizadas quanto ao
comprimento da plantula em cm (CPL), didmetro da plantula em cm (DPL), comprimento
da folha cotiledonar em c¢cm (CFC); largura da folha cotiledonar em cm (LFC),

comprimento da raiz em cm (CR) e nimero de raizes (NR).

2.4.Andlise estatistica

Para andlise dos dados de caracterizacdo dos frutos e determinacdo dos estadios
do embrido, seguiu-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcela
subdividida no tempo (3x4). Em que foram 3 genotipos (UFPB-001, UFPB-004 e UFPB-
099) e 4 periodos de coleta de frutos (20, 25, 30 e 35 DAA). Foi realizada analise de
variancia (p<0,01) e quando detectado diferencas significativas as médias foram
submetidas ao teste de Tukey (p<0,05). Foram caracterizados trés frutos e 12 sementes
de cada fruto.

A analise de germinacao dos embrides e desenvolvimento das plantulas também
foi realizada em delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcela
subdividida no tempo (2x3x4). Em que foram 2 meios (M1 e M2), 3 genétipos (UFPB-
001, UFPB-004 e UFPB-099) e 4 periodos de coleta de frutos (20, 25, 30 e 35 DAA).
Cada placa foi considerada uma repeticéo, totalizando 3 repeticGes, contendo 6 embrides
cada.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa

computacional Genes (Cruz, 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Caracterizacao dos frutos imaturos e determinacéo do estadio de
desenvolvimento do embrido

Foi observada interacdo significativa pelo teste F, a 5% de probabilidade, entre os

gendtipos e os dias apés a autofecundacdo (DAA) para a variavel nimero de embrides
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em estadio cotiledonar. Os gendtipos diferiram significativamente (p<0.05) para as
variaveis peso do fruto, comprimento de fruto e o menor didmetro do fruto. Foi detectada
diferenca significativa ainda, entre os periodos de coleta dos frutos (20, 25, 30 e 35 DAA)
para as variaveis comprimento do fruto, maior diametro do fruto, nimero de embribes
globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Tabela 1).

O numero de sementes ndo diferiu entre os tratamentos (Tabela 1), assim, pode-
se coletar a mesma quantidade de explantes para o cultivo de embrides imaturos em
qualquer um dos genotipos utilizados, independentemente do periodo de coleta, visto que

0s embrides sdo extraidos das sementes.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para caracterizacdo dos frutos aos 20, 25, 30 e
35 DAA em trés gendtipos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L)

M
F.VvV GL Q

PF CF MDF MEDF NS GLOB CORD TORP CoT

Genotipo (G) 2 32.04** 533* 049ns 0.27* 375.86ns 3.08ns 6.75ns  36.11ns  16.44ns
DAA (D) 3 10.62ns 0.72* 0.47** 0.055ns 509.66ns 82.1** 39.21* 102.76** 310.81**
GxD 6 6.32ns 0.07ns 0.18ns 0.051ns 1314.52ns 3.6ns 4.7lns 11.96ns  13.48*

PF: peso do fruto; CF: comprimento do fruto, MDF: maior didmetro do fruto, MEDF: menor didmetro do
fruto, NS: nimero de sementes/fruto; GLOB: nimero de embrides globulares, CORD: nimero de embrides
em estadio cordiforme, TORP: nimero de embrifes em estadio de torpedo, COT: nimero de embriGes em
estadio cotiledonar. ns: ndo significativo; *, **: significativo a 5 e 1% respectivamente.

Os dados morfoldgicos dos frutos imaturos diferiram apenas para os fatores
isolados (Tabela 2). O gendtipo UFPB-004 apresenta frutos mais pesados e as maiores
médias para 0 menor didmetro do fruto quando comparados aos genotipos UFPB-001 e
UFPB-099. As maiores médias para comprimento do fruto foram observadas nos
gendtipos UFPB-004 e UFPB-099. Nascimento (2015) , estudando a diversidade genética
entre acessos de pimenteiras ornamentais, também observaram, que quando maduros, 0s
frutos do acesso UFPB-001 sdo menores e menos pesados, quando comparado ao acesso
UFPB-099. Possivelmente esta seja uma caracteristica inerente do proprio genétipo, uma
vez que os valores estimados de herdabilidade para estas caracteristicas, citados neste
trabalho, foram acima de 90%.

Os frutos com 20 DAA foram menores quando comparados aos frutos com 25, 30
e 35 DAA. Frutos mais jovens com 20 e 25 DAA apresentam também as menores médias
para 0 maior diametro do fruto, 1.57 e 1.72 cm, respectivamente. Esta diferenca é

esperada decorrente do desenvolvimento normal do fruto, que inclui, entre outras, a fase
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de incremento exponencial da taxa de crescimento (Rasthore, 1976; Chitarra e Chitarra,
2005).

Tabela 2. Médias para caracteres morfologicos de frutos imaturos de pimenteiras
ornamentais (C. annuum L.)

Genotipo PF CF MEDF
001 2.69b 2.49Db 1.08b
004 587 a 3.76 a 131a
099 36D 3.46 a 1.03b

DAA CF MDF
20 294 Db 157b
25 3.07ab 1.72b
30 3.57a 211a
35 3.37 ab 1.90 ab

PF: peso do fruto; CF: comprimento do fruto, MDF: maior didmetro do fruto, MEDF: menor didmetro do
fruto. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Ao analisar o estadio de desenvolvimento do embrido, foi possivel encontrar
embrides em dois e até trés estagios de desenvolvimento dentro do mesmo fruto (Fig. 1),
evidenciando uma assincronia no desenvolvimento, ja descrito em algumas solanaceas
como o tomate (Berry and Bewley, 1992) e em pimentas e pimentdes (Manzur et al.
2013).

Pode-se observar que o maior nimero de embrides globulares foi encontrado em
frutos com 20 DAA, uma média de 6,11 embrides (Fig. 1A, 2A). Aos 20 DAA foi
observado algumas “sementes vazias”, cujos os embrides ainda ndo haviam se
desenvolvido (dados ndo mostrados). Acebedo et al. (1997), também descreveram a
presenga de “sementes vazias” em frutos imaturos de diferentes genotipos de oliveira
(Olea europaea). Este fato, além de outros aspectos, pode limitar o uso de frutos muitos
jovens para a extracdo dos embrides. Embrides em estadio cordiforme foram presentes
nos frutos por um maior periodo de tempo, desde os 20 até 30 DAA, porém, o maior
namero foi encontrado aos 20 e 25 DAA (Fig. 1B e 2B). Embribes em estadio de torpedo
podem ser observados as 25, 30 e 35 DAA, ndo diferindo estatisticamente aos 25 e 30
DAA em que sdo mais frequentes (Fig. 1C e 2C).

O ndmero de embrides cotiledonares diferiu em relagéo aos dias e aos genotipos.
Aos 20 e 25 DAA ndo foram encontrados embrides cotiledonares em nenhum dos
gendtipos estudados (Fig. 1D). Aos 30 DAA os genétipos UFPB-001 e UFPB-099

apresentaram o maior numero de embriGes em estadio cotiledonar (Fig. 2D), 8 e 12
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embrides, respetivamente, demostrando o desenvolvimento mais precoce do embrido em
relacdo ao gendtipo UFPB-004, que ndo apresentou diferenca estatistica entre os frutos
coletados aos 20, 25 e 30 DAA. N&o foi observada diferengas entre os genétipos aos 35

DAA, gue apresentaram a totalidade de embribes em estadio cotiledonar.
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Figura 1. Numero de embrides em cada estadio de desenvolvimento encontrados em
frutos com 20, 25, 30 e 35 dias ap6s a autofecundacdo (DAA). A) embriGes em
estadio globular; B) embrides em estadio cordiforme; C) embriGes em estadio
de torpedo, e D) embrides em estadio cotiledonar. Médias seguidas pela mesma
letra mindscula e maiuscula, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade entre os gen6tipos e periodos, respectivamente.

A associacdo das caracteristicas morfologicas dos frutos autofecundados nos
diferentes periodos (20, 25, 30 e 35 DAA) com os estadios dos embrides permitira definir
a melhor época de coleta de frutos caracteristicos com embrides viadveis para o cultivo de
in vitro de embrides imaturos, que devera ser utilizado como padrdo para 0 melhoramento
de pimenteiras utilizando os genotipos estudados. Para Manzur et al. (2013), o estadio do
embrido deve ser utilizado como o padrdo no cultivo in vitro de embrides imaturos ao
invés do periodo de coleta dos frutos, diferentemente do descrito por Hossain et al. (2003)
que utilizaram dias apds a antese. Porém, acredita-se que devido o desenvolvimento
assincronico dos embrides na semente, o isolamento de embrides todos no mesmo estadio

de desenvolvimento pode tornar o processo oneroso. De qualquer forma, a associagdo

34



entre os periodos e as fases de desenvolvimento do embrido realizadas neste estudo é

essencial, uma vez que ndo encontra-se na literatura relatos sobre o uso da técnica em

pimenteiras ornamentais nas condigdes climaticas brasileiras.

Figura 2. Embrides em cada estadio de desenvolvimento encontrados em frutos de
pimenteira ornamental A) embrides em estadio globular; B) embrides em estadio
cordiforme; C) embribes em estadio de torpedo; D) embribes em estadio
cotiledonar — barra: Imm.

3.2.Germinacao e desenvolvimento in vitro de embrides imaturos

Apbs a caracterizacdo e determinacdo dos estadios de desenvolvimento dos
embrides nos diferentes DAA e genotipos, foi avaliada a germinacéo e o desenvolvimento
in vitro dos mesmos em dois meios de cultura. Pode-se observar na Tabela 3, que os
periodos de coleta dos frutos imaturos influenciaram significativamente (p<0.05) todas
as caracteristicas estudadas, diferentemente dos meios de cultura utilizados, que nao
apresentaram diferencas significativas. Houve diferencas significativas entre os genotipos
para as variaveis comprimento da plantula, didmetro da plantula e diametro da folha
cotiledonar. Em relagé@o ao efeito das interacGes, entre os fatores acima mencionados,
apenas a interagdo DAA x Gendtipos contribuiu significativamente para a germinacéo in
vitro dos embriBes, comprimento da plantula, diametro da plantula, comprimento e

largura da folha cotiledonar e nimero de raizes.
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Tabela 3. Resumo da anélise de variancia para germinagao in vitro de embrifes zigoticos
imaturos e desenvolvimento de plantulas de pimenteiras ornamentais
(Capsicum annuum L).

QM
F.V L

G GER CPL DPL CFC LFC CR NR
DAA (D) 23333.41** 8.08** 21.64** 6.65%* 0.30** 52.03** 285.25%*

3
Meio (M) 1 138.88ns 0.08ns 0.18ns  0.05ns 0.0lns 0.1ns 0.61ns
Genotipos (G) 2 304.31ns 0.61* 1.08* 0.17ns 0.02* 6.9ns 15.75ns
DxM 3 107.51ns 0.32ns 0.38ns  0.03ns  0.1ns 2.40ns 8.08ns

6

2

6

DxG 870.13* 1.17** 1.06* 0.33** 0.05** 2,75ns 36.78**
MxG 936.87ns 0.60ns 0.52ns 0.40ns  0.2ns 7.89ns 17.62ns
DxMxG 103.54ns 0.14ns 0.2 ns 0.16ns 0.1* 1.74ns 4.35ns

CV (%) 28.5 27.22 22.33 2459 2227 39.41 33.55

GER: germinacdo, CPL: comprimento da plantula, DPL: diametro da plantula, CFC: comprimento da folha
cotiledonar, LFC: largura da folha cotiledonar, CR: comprimento da raiz e NR: nimero de raizes. ns: ndo
significativo; *, **: significativo a 5 e 1% respectivamente.

Para a varidvel porcentagem de germinacdo, observa-se que 0s genotipos
diferiram entre si apenas aos 20 DAA. Neste periodo, ndo foram observados embrides
germinados para os acessos UFPB-004 e UFPB-099, enquanto o acesso UFPB-001
apresentou, em média, 30,53% dos embriGes germinados (Tabela 4). Aos 20 DAA foram
encontrados embrides em estadio globular, conforme visto na Fig. 1. Estes embrides ainda
sdo dependentes do endosperma e dos tecidos maternos circundantes, e desta forma, séo
mais exigentes quando cultivados in vitro, exigindo meios de cultura mais complexos e
com elevada pressdo osmotica, suplementados com combinagdes de vitaminas, amino
acidos, hormonios de crescimento, e, em alguns casos, extratos naturais (Brindgen 1994;
Raghavan et al. 2003; Bhojwani, e Dantu, 2013). Nos gen6tipos UFPB-004 e UFPB-099
foram observados alguns embrides globulares com germinacdo anormal (Fig. 3C), que
pode ter sido influenciada, além dos fatores ja mencionados, pela dificuldade de excisao
destes embrides causando danos fisicos.

Dentro de cada um dos genétipos, ndo existiu diferenca nos percentuais de
germinacao observados aos 25, 30 e 35 DDA (Fig. 3A e 3B). Isto indica que desde os 25
DAA ja se encontram embrides vidveis para germinacdo in vitro, com médias de 77 a
80% no gendtipo UFPB-001, 72 a 94% do gendtipo UFPB-004 e 61 a 91% no genotipo
UFPB-099. Utilizando os métodos convencionais de germinacao de sementes, Pereira et
al. (2014), estudaram a germinacdo de sementes imaturas de pimenta dedo de moca (C.
baccatum) em gerbox seguindo as Regras de Analise de Sementes (Brasil, 2009). As
sementes coletadas de frutos com 20 e 25 dias apds a antese, apresentaram germinacgéo
nula, enquanto que a germinacao das sementes de 35 e 45 dias ndo ultrapassaram os 40%.

Demir e Ellis (1992), também n&o observaram a germinagdo de sementes imaturas de
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frutos de pimenta (C. annuum) com 20, 30 e 40 dias, germinacdo acima de 50% so¢ foi
observada aproximadamente 60 dias apds a antese. Em pimentdo (C. annuum) sementes
coletadas de frutos com 20, 30 e 40 dias apds a antese, também ndo apresentaram
germinacdo (Sanchez, et al. 1993; Vidigal et al. 2011). Desta forma, a germinacgéo de
embrides imaturos in vitro pode ser considerada uma técnica vantajosa para inducdo de
germinacao precoce quando comparado ao periodo necessario para maturacao fisiologica
das sementes de Capsicum, necessario para uma germinacao satisfatoria pelos métodos
convencionais.

Estes resultados podem ser explicados, nesses periodos, predominantemente, 0s
embrides encontram-se em estadio de torpedo e/ou cotiledonar (Fig. 1), ou seja, estadios
mais avancados de desenvolvimento, sendo os ideais para o resgate in vitro. Manzur et
al. (2013) ja relataram que a eficiéncia do cultivo in vitro de embrides imaturos de
pimenteira cresce gradualmente com estadio de desenvolvimento do embrido, com taxas
variando de 5% (globular) a 70% (cotiledonar). Nesta fase, mais tardia, 0 embrido é
metabolicamente capaz de sintetizar substancias necessarias para 0 seu crescimento a
partir de sais e acucares disponiveis no meio de cultura, podendo germinar e crescer em
um meio de cultura simples, suplementado com uma fonte de carbono (Brindgen 1994;
Bhojwani, e Dantu, 2013). Neste experimento, a sacarose e o meio MS, independente da
concentracéo dos sais, foi eficiente para germinagdo dos embrides.

Tabela 4. Desdobramento da interacdo DAA x G para as variaveis (GER) germinacao,
(CPL) comprimento da plantula, (DPL) didametro da plantula, (CFC)
comprimento da folha cotiledonar, largura da folha cotiledonar (LFC) e (NR)
namero de raizes no cultivo in vitro de embrifes zigo6ticos imaturos de
pimenteiras ornamentais (C. annuum L).

GER CPL DPL
DAA 001 004 099 001 004 099 001 004 099
20 30.53Ab 0Bb 0Bb 1.4Aa  O0Bb 0Bb 1.25Ab  0Bb 0Bb
25 77.75Aa 72.18Aa 61.08Aa 2.0Aa 2.08Aa 1.90Aa 293Aa 245Aa 2.52Aa
30 7496Aa 88.86Aa 83.3Aa 1.57Aa 1.71Aa 1.65Aa 2.48Aa 2.48Aa 2.68Aa
35 80.53Aa 94.43Aa 91.65Aa 1.51Aa 1.77Aa 1.71Aa  2.42Aa 2.46Aa 3.02Aa
CFC LFC NR
DAA 001 004 099 001 004 099 001 004 099
20 0.62Ab 0Bb 0Bb 0.29Aa  0Bb 0Bb 255Aa  0Ab 0Ab
25 1.17Aab 1.23Aa 1.20Aa 0.33Aa 0.35Aa 0.34Aa  4.29Aa 3.96Aa 3.46Aa
30 1.25Aa 1.22Aa 1.66Aa 0.33Aa 0.38Aa 0.4Aa 445Aa 4.18Aa 4.51Aa
35 1.64Aa 153Aa 1.54Aa 0.34Aa 0.32Aa 0.35Aa  4.65Aa 4.54Aa 3.92Aa

*Médias seguidas pela mesma letra maidscula no horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
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Para as caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento das plantulas (Fig. 3D):
comprimento e diametro das plantulas, comprimento e largura da folha cotiledonar e
numero de raizes (Tabela 4), foi observado o mesmo comportamento descrito para a
variavel germinacdo. Os gendtipos diferiram entre si apenas aos 20 DAA, uma vez que,
foi observada germinacéo apenas no genétipo UFPB-001. E importante ressaltar, que
mesmo muito jovens, os embrides aos 20 DAA germinaram e conseguiram desenvolver-
se em plantulas normais (Fig. 1E), porém menos desenvolvidas em relacdo ao diametro
da plantula (1.25cm) e comprimento da folha cotiledonar (0.62cm), quando comparada
as plantulas obtidas de embrides aos 25, 30 e 35 DAA no genotipo UFPB-001 (Fig. 1F),
que apresentaram medias variando de 2,42 -2,43cm e 1,17 -1,64cm, para didmetro da
plantula e comprimento da folha cotiledonar, respectivamente. Para os demais genotipos,
ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as plantulas obtidas aos 25, 30 e 35
DAA. A obtencéo de plantulas bem desenvolvidas in vitro € de extrema importancia para
0 sucesso na aclimatacdo. Alguns autores relatam que esta fase é dependente da
quantidade de material armazenado nos seus tecidos, ou seja, a biomassa (raiz e parte
aérea), que serve como fonte de carbono a ser consumido no inicio do processo de
aclimatacao, até a emergéncia de novas folhas (Grout e Millan, 1985; Desjardins et al.
1987). Desta forma, plantulas viaveis podem ser obtidas desde os 25 DAA em todos 0s
genotipos estudados.
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Figura 3. Germinagdo e desenvolvimento in vitro de embrides zigoticos imaturos de
pimenteiras ornamentais (C. annuum L.). A) e B) Embrides germinados; -
barra: 1mm. C) Embrido de 20 DAA ndo desenvolvido, genétipo UFPB-099;
— barra: Imm D) Plantulas desenvolvidas; — barra: 1 cm. E) Plantula obtida de
embrides com 20 DAA, gen6tipo UFPB-001 — barra:1cm; e F) Plantula obtidas
de embrides com 30 DAA, gend6tipo UFPB-001. Barra:1cm.

A variavel comprimento da raiz ndo foi influenciada por nenhuma das interacoes,
entdo considerou-se o efeito significativo do fator isolado DAA. Como pode ser
observado na tabela 5, os comprimentos das raizes variam de 0,84 — 4,37cm. A menor
média foi observada aos 20DAA (0,84cm). Néo foi observada diferencas significativas
entre os periodos de 25, 30 e 35 DAA. Barroso et al. (2015), estudando a germinacdo em
familia de pimenteiras ornamentais, obteveram plantulas oriundas de sementes, com

comprimento de raiz variando de 0,87-3,28cm. Estes resultados sdo semelhantes aos
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encontrados neste experimento com plantulas derivadas de embrides zigdticos imaturos,
demostrando a eficiéncia da técnica. A formacdo de um sistema radicular funcional e
bem desenvolvido in vitro é importante para sobrevivéncia das plantulas durante as fases

de aclimatizacdo (Hazarika, 2003).

Tabela 5. Influéncia do periodo de coleta de frutos (20, 25, 30 e 35 DAA) no
comprimento das raizes de plantulas oriundas do cultivo in vitro de embrides
zigoticos imaturos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.)

DAA Comprimento da Raiz
20 0.84b
25 3.9a
30 4.38a
35 4.37a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Embora ndo tenha sido observada diferencas estatisticas entre a germinacéo e
desenvolvimento das plantulas obtidas com embrifes aos 25, 30 e 35 DAA, os frutos aos
25 DAA apresentaram ainda uma quantidade significativa de embriGes em estadio
globular levando a uma germinacéo reduzida (Fig. 1B), além disso, o isolamento destes
embrides é mais dificil pelo seu tamanho, sendo mais suscetiveis a ferimentos e
desidratacdo, exigindo do técnico maior habilidade, tempo e atencdo (Rangan 1984 e
Bridgen 1994). Desta forma, recomenda-se a coletada de frutos aos 30 DAA ou 35 DAA,
nos quais encontram-se, predomintantemente, embriGes em estddio de torpedo e
cotiledonar, garantindo altas taxas de germinacdo e desenvolvimento das plantulas.
Estudos mais aprofundados devem ser realizados com embrides mais jovens em
pimenteiras ornamentais.

Este estudo é, portanto, o ponto de partida para implementacdo da técnica de
cultivo de embrides zigébticos imaturos no melhoramento de pimenterias ornamentais. O
uso eficiente desta técnica depende ainda do processo de aclimatacdo, do
desenvolvimento das plantulas no vaso e da expansao do estudo para outros genétipos de

interesse no programa de melhoramento.

4. CONCLUSAO

Os gendtipos e os dias de coleta, isoladamente e em conjunto sdo fatores
determinantes na regeneracdo dos embrides imaturos;

O meio de cultura ndo influencia significativamente a germinacdo e o
desenvolvimento dos embrides in vitro;
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Né&o ha diferenca na germinacdo de embribes e no desenvolvimento das plantulas
aos 25, 30 e 35 Dias Apds a Autofecundagdo em todos os gendtipos estudados

Frutos com 30 ou 35 Dias Apos a Autofecundagdo devem ser utilizados para o
cultivo de embribes imaturos em pimenteiras ornamentais.
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RESUMO

O cultivo in vitro de embriBes zigoticos imaturos, representa uma alternativa
viavel para reduzir o tempo de obtencdo de novas cultivares e pode ser utilizado no
melhoramento de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.). O objetivo do
presente trabalho foi comparar os sistemas de cultivo de embribes zig6ticos imaturos
(EZ1) e o cultivo convencional (SCC), como uma alternativa para redugdo do ciclo de
melhoramento de pimenteiras ornamentais. No sistema de cultivo EZI foram coletados
frutos com 20, 25, 30 e 35 dias ap6s a autofecundacdo (DAA), de trés gendtipos de
pimenteiras ornamentais: UFPB-001, UFPB-004 e UFPB-099. Os embrides zigoticos
imaturos foram inoculados em discos de Petri contendo dois meios de cultura: Murashige
& Skoog com metade dos sais basais (MS % forca) e MS forca total. Neste sistema foram
avaliados a porcentagem de embrides germinados e a porcentagem de plantulas perdidas.
As plantas regeneradas foram caracterizadas utilizando os descritores do IPGRI. Foram
comparados os ciclos de melhoramento das plantas obtidas in vitro e método
convencional (SCC). Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05). Os gendtipos diferiram entre si apenas aos 20
DAA, apenas o gendtipo 001 apresentou embrides germinados. Aos 25, 30 e 35 DAA 0s
embribes ndo diferiram estatisticamente para germinacdo. Todasas plantas regeneradas
aos 20 DAA no gen6tipo UFPB 001 foram perdidas durante aclimatizacao e transplantio.
As menores perdas foram observadas aos 30 DAA e 35 DAA. As caracteristicas
morfolégicas foram influenciadas por todas as fontes de variacdo, com excecdo da
espessura da parede do fruto Plantas menos desenvolvidas foram observadas aos 25 DAA.
Dentro dos meios M1 e M2, os gendtipos ndo diferiram apenas para as variaveis altura da
primeira bifurcacdo, nimero de frutos por planta, peso do fruto e nimero de sementes.
Foi observada uma reducdo de em média 30% no ciclo de melhoramento, nos trés
gendtipos. As fases I e Il correspondem aquelas em que ocorre a maior reducéo de tempo.
Estudos mais aprofundados devem ser realizados buscando aumentar as taxas de
germinacdo nos periodos de 20 e 25 DAA, e reduzir as perdas durante a aclimatizagdo e
transplantio, ainda assim, reducdo consideravel no ciclo de melhoramento foram
conseguidos. Sendo assim, sera uma ferramenta valiosa para o programa de
melhoramento de ornamentais.

Palavras-chave: Capsicum annuum, cultura de tecidos, embriogénese zigdtica, sistema
convencional,melhoramento de ornamentais
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1. INTRODUCAO

As pimenteiras do género Capsicum spp. sdo amplamente cultivadas em regides
temperadas e tropicais de todo o mundo, devido principalmente ao valor agregado ao
fruto, caracterizando-se pelo alto teor de capsaicina, matéria seca, vitaminas A, C e do
complexo B, minerais, 6leos essenciais, carotendides, entre outros. Podem ser utilizadas
de varias formas: na culinaria, na industria farmacéutica, cosmética e 0 uso ornamental
(Stommel e Bosland 2006; Régo et al., 2012; Mateos et al. 2013).

As espécies de Capsicum apresentam flores perfeitas e reproduzem-se
preferencialmente por autofecundacdo espontanea (Bosland, 1996). Um programa de
melhoramento de pimenteiras ornamentais envolve varios ciclos de reproducéo, seja a
partir de selecdo massal em racas crioulas ou no melhoramento através da hibridacéo e
conducéo de populagdes segregantes (Régo et al. 2011; Régo et al. 2015).

Considera-se que o ciclo de melhoramento de Capsicum pelo sistema
convencional (SCC), ou seja, desde o cruzamento ou autofecundacdo até a colheita de
sementes no fruto maduro, é relativamente longo, quando comparado a outras solanaceas
como tomate e berinjela (Manzur et al. 2013). Vale ressaltar, que este periodo é
dependente do gendtipo e das condicdes climaticas locais (Bosland e Votava, 2000;
Manzur et al. 2014).

A fase mais longa do ciclo reprodutivo de pimenteiras engloba o crescimento da
planta até e o desenvolvimento do fruto. Para o melhoramento, é necessario que os frutos
estejam completamente maduros ao final do ciclo, uma vez que neles encontram-se as
sementes para a proxima geracao, garantindo assim a viabilidade das sementes (Manzur
et al. 2014). O uso de sementes imaturas em pimenteiras ndo € viavel, ja foi demonstrado
que sementes de frutos verdes mostram taxas muito baixas ou nulas de germinagéo
(Sanchez et al, 1993; Nuez et al, 2003). Desta forma, qualquer técnica que venha a reduzir
o ciclo de melhoramento trara duas vantagens: acelerar o programa de melhoramento para
o langamento de cultivares e a reducdo dos custos (Manzur et al. 2014). O cultivo in vitro
de embribes zigoticos imaturos (EZI), pode auxiliar na reducdo dos ciclos de
melhoramento. A técnica de cultura de embrides envolve o isolamento e crescimento do
embrido zigotico, em estadio imaturo ou mesmo maturo, em condi¢des estéreis e em meio
nutritivo adequado com o objetivo de se obter uma planta vidvel (Bridgen, 1994).
Utilizando esta técnica, ja foi descrita a reducdo do ciclo de melhoramento em girassol
(Jambhulkar, 1995; Torresan et al., 1996; Dagustu et al. 2012), trigo (Sharma e Gill,
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1982), orquidea (Yeung et al. 1981), oliveira (Acebedo et al. 1997); azaleia (Michishita
et al. 2001); tomate (Gebololu et al. 2011) pimenta e pimentdo (Manzur et al. 2014).
Além da reducéo do ciclo de melhoramento, a cultura de embrides tem sido utilizada para
recuperar hibridos interespecificos, superacdo de dorméncia de sementes, recuperacao de
materiais haploides e na micropropagacéo (Tukey, 1933; Randolph, 1945; Chen e Adachi,
1996; Acebedo et al. 1997; Lofti et al. 2003; Leng e Yamamura, 2006; Yoon et al. 2006;
Tamaki et al. 2011; Tang et al., 2011; Manzur et al. 2013).

O Unico estudo em pimentas e pimentbes (C. annuum) foi realizado por Manzur
etal. (2013; 2014). Os autores, trabalhando com cinco genotipos de pimentas e pimentdes
nas condic¢des climaticas da costa mediterranea da Espanha, conseguiram a reducdo do
ciclo reprodutivo de 148-184 dias no método convencional para 93-133 dias, dependendo
do genotipo, com a cultura de embrides. A cultura de embrides também ja foi utilizada
em pimenteiras para recuperar hibridos interespecificos entre C. annuum e C. frutescens
(Hossain, 2003) e entre C. annuum e C. baccatum (Yoon et al. 2006).

O uso eficiente da técnica de cultivo de embriGes zigoticos no melhoramento de
pimenteiras dependera do gendtipo, do estadio de desenvolvimento dos embribes, do
meio de cultura utilizado e também da aclimatizacéo e crescimento normal destas plantas
no vaso. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a germinacdo e o
desenvolvimento de plantas oriundas do cultivo de embribes zigoticos imaturos (EZI) e
comparar os sistemas EZI e (SCC), como uma alternativa para reducdo do ciclo de

melhoramento de pimenteiras ornamentais (C. annuum).

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal localizado
no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
Areia-PB.

2.2.Material Vegetal
Foram utilizados trés acessos de pimenteira ornamental: UFPB 001, UFPB 004 e

UFPB 099, pertencentes ao Banco de Germoplasma de Capsicum, localizado no
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (CCA/UFPB). Estes acessos foram testados

previamente para o potencial ornamental a partir de uma analise dialélica (Pessoa, 2015;
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Nascimento, 2015) e estdo sendo testados para capacidade androgénica in vitro (Barroso
et al. 2016).

Semeou-se, em bandejas de isopor contendo 200 células preenchidas com
substrato Basaplant®, 20 sementes de cada acesso. Posteriormente, uma media de 10
plantulas de cada acesso, com 6 folhas definitivas, foram transplantadas para vasos de
900 ml contendo 0o mesmo substrato e, mantidas em casa de vegetacdo, até o periodo de
floracéo.

2.3.0btencdo e cultura dos embrides zigdticos imaturos in vitro (EZI)

No momento da floracdo, foram escolhidos botdes florais em estadio de balao para
realizacdo da autofecundacéo utilizando metodologia proposta por Régo et al., (2012b).
Os botdes autofecundados foram marcados e identificados com o respectivo dia em que
foi realizada a autofecundagdo. Foram coletados frutos com 20, 25, 30 e 35 dias ap0s a
autofecundacdo (DAA), que constituiram os tratamentos.

No laboratorio, os frutos foram desinfestados em camara de fluxo laminar
utilizando 100 mL de solucgéo de hipoclorito de sddio (2%), e agua destilada na propor¢édo
de 1:1 (v/v), acrescida de 5 gotas de Tween 20. Ap6s 10 minutos, os frutos foram
enxaguados em agua destilada, deionizada e autoclavada, por trés vezes. Os frutos foram
seccionados, sob microscopio estereoscopico, 12 sementes de cada fruto foram retiradas
da porcéo inicial, mediana e terminal do fruto.

Posteriormente, os embrides foram inoculados em discos de Petri (60 x 15mm)
contendo 0 meio MS (Murashige and Skoog, 1962) em que, 0 meio M1: MS com 1/2 da
concentracdo dos nutrientes e M2: MS forca total. Ambos os meios foram acrescidos de
40g/L de sacarose + 8g/L de agar + 0,01 mg/L de &cido indol-3-acético (AlIA) e 0,01
mg/L de &cido giberélico (GAs) e pH ajustado para 5.7 (Manzur et al. 2013). O meio foi
previamente autoclavado a 121°C por 15 minutos, e os reguladores de crescimento foram
filtro-esterilizados em filtros Millex (Millipore) de 0,22 uM e acrescidos ao meio apos a
autoclavagem. As placas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
controlada de 24°C + 1°C, sob luz fluorescente com fotoperiodo de 16h de luz.

O percentual de embrides germinados foi avaliado, sendoconsiderados
germinados, quando apresentaram raiz e parte aérea desenvolvidas. Quando as plantulas
atingiram a parte superior da placa, foram transferidas para potes de vidro contendo meio
MS (1/2) por mais 7 dias até 0 momento da aclimatacéo.
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2.4. Aclimatizaacao e caracterizacdo das plantas

Todas as plantulas germinadas foram aclimatizadas. As plantulas foram retiradas
dos potes de vidro, lavadas com agua DDA para retirar o excesso de meio de cultura e
transferidas para copos pléasticos contendo &gua DDA. Os recipientes foram cobertos com
sacos pléasticos fixados com um elastico de borracha, e mantidos no laboratdrio a 26°+
1°C. Apos 24hrs, a agua foi retirada e os recipientes preenchidos com substrato comercial
Plantmax®, e novamente recobertos com saco plastico. Apos 48 horas, 0s sacos plasticos
foram retirados, e as plantulas mantidas em laboratério. Quando as plantulas
apresentaram 4 folhas definitivas, foram transferidas para vasos plésticos contendo 900
ml de substrato comercial. Os vasos foram mantidos na sombra por 3 dias e,
posteriormente, transferidos para casa de vegetacdo. Foi avaliado o percentual de
plantulas mortas durante a aclimatizacgéo e no vaso.

No momento em que o primeiro fruto amadureceu, foi realizada a caracterizagéo
morfoldgica das plantas utilizando descritores quantitativos propostos pelo International
Plant Genetic Resources Institute - IPGRI (1995).

Na caracterizacdo morfologica das plantas foram utilizados seis descritores
quantitativos, sendo eles: AP = altura da planta (cm), APB = altura da primeira bifurcagéo
(cm), LDC = largura da copa (cm), DCL = diametro do caule (cm), CDF = comprimento
da folha com peciolo (cm) e LDF = largura da folha (cm). Os descritores de flor foram:
NP = namero de pétalas; NE = NUmero de estames; CDC = Comprimento da Corola (cm)
e LDP = Largura da pétala (cm). Para fruto: PF = peso do fruto (g); CF = comprimento
do fruto (cm); DF = diametro do fruto (cm); CDP = comprimento do peddnculo (cm);
EPF = espessura da parede do fruto (cm); CP = comprimento da placenta (cm); NSF =
namero de sementes por fruto (NSF) e TMS = teor de matéria seca (%).

Além dos descritores sugeridos pelo IPGRI, foi avaliada a quantidade de clorofila
A e clorofila B, utilizando o equipamento clorofiLOG 1030 da Falker®.

2.5.Determinacéo do ciclo de melhoramento

O ciclo de desenvolvimento foi dividido nas seguintes fases como sugerido por
Manzur et al. (2014): Fase I. da autofecundacéo até a obtencdo das sementes (metodo
convencional) ou, alternativamente, para até o isolamento e cultura de embrides (método
in vitro), a Fase Il: a partir de semeadura das sementes ou dos embrides até 0 momento

do transplantio, Fase Ill, a partir da fase de transplantio até a iniciacdo da antese
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(registrado na antese das trés primeiras flores), a qual foi considerada a fase em que os
melhoristas poderiam realizar autofecundacGes para uma nova geracao. Além destas trés
fases, foi acrescentada a Fase 1V (iv): da antese das trés primeiras flores a maturacao dos
trés primeiros frutos, justificada pelo fato que os caracteres relacionados aos frutos sdo
utilizados na selecao de pimenteiras ornamentais (Régo et al. 2009; Régo et al.,2011b).
A determinagdo do ciclo de melhoramento foi realizada também para os trés
genotipos utilizando-se o método convencional (SCC), ou seja, extraindo-se as sementes
dos frutos maduros. Estas sementes foram postas para germinar em bandejas de isopor
contendo 200 células preenchidas com substrato Basaplant®. Posteriormente, uma média
de 10 pléntulas de cada acesso, com 6 folhas definitivas, foram transplantadas para vasos
de 900 ml contendo 0 mesmo substrato e mantidas em casa de vegetacgdo até o periodo de

floracdo e frutificacéo.

2.6.Analise estatistica

A andlise de germinagdo dos embrifes, as perdas na aclimatizacéo e no vaso e a
caracterizagdo das plantas foram realizadas em delineamento inteiramente casualizado
em esquema de parcela subdividida no tempo (2 x 3 x 4). Em que foram 2 meios (M1 e
M2), 3 gendtipos (UFPB 001, UFPB 004 e UFPB 099) e 4 periodos de coleta de frutos
(20, 25, 30 e 35 DAA). Cada placa foi considerada uma repeticdo, totalizando 3
repeticdes, contendo 6 embrides cada. Todas as plantas obtidas foram aclimatadas. No
campo, foram caracterizadas 4 plantas de cada tratamento, em que cada planta foi
considerada uma repeticéo.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
computacional Genes (Cruz, 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Germinacéo e perdas na aclimatizagao no sistema EZI

A analise de variancia para o DAA foi significativa (p<0.01) para as trés variaveis
analisadas, enquanto que o efeito isolado do meio e dos genoétipos ndo foi significativo
(Tabela 1). O efeito da interacdo D x M e M x G também n&o foi significativo. A interacdo
D x G influenciou significativamente as variaveis germinacao, porcentagem de perdas na

aclimatizacéo e no vaso (p<0.05 e p<0.01).
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Tabela 1. Resumo da anélise de variancia para germinacao in vitro de embrides zigoéticos
imaturos e porcentagem de perdas durante a aclimatizacdo transplantio em
plantulas de pimenteiras ornamentais (C. annuum L).

QM
RV GL GER PAC PVA

DAA (D) 3 23333.41 ** 3668.37 ** 15094.96 **

Meio (M) 1 138.88ns 466.65 ns 265.65 ns

Gendtipos (G) 2 304.31ns  619.29ns  132.74ns

DxM 3 107.51ns  83253ns  690.06 ns

DxG 6 870.13*  1645.73**  1260.11 *

Mx G 2 936.87ns  880.09ns  926.30 ns

6

DxMxG 103.54 ns 781.63 ns 503.45 ns

CV (%) 28.5 114.69 109.03

GER: germinagdo, PAC: porcentagem de perdas na aclimatacdo. PVA: porcentagem de perdas no vaso.
ns: ndo significativo; *, **: significativo a 5 e 1% respectivamente.

Ao desdobrar a interagdo D x G, pode-se observar que a variavel germinacéo (Tab.
2), os genotipos diferiram estatisticamente entre si (p<0.05) apenas aos 20DAA. O
gendtipo UFPB 001 apresentou 30.53% dos embrifes germinados, enquanto que nédo foi
observada germinacdo nos genotipos UFPB 004 e UFPB 099, no mesmo periodo. Dentro
de cada um dos gendtipos, ndo existiu diferenca nos percentuais de germinagdo
observados aos 25, 30 e 35 DDA (Figs. 1A e 1B). As médias variaram de 77- 80% no
gendtipo UFPB 001, 72-94% do genotipo UFPB 004 e 61-92% no gendtipo UFPB 099.
Estas taxas podem ser consideradas altas quando comparadas a germinacao de sementes
imaturas em pimentas e pimentdes, pelo método convencional, que ndo ultrapassa 40%
até os 45 dias (Denir e Ellis, 1992; Sanchez et al. 1993; Vidigal et al. 2011; Pereira et al.
2014). De modo geral, o percentual de germinacdo aumenta a medida que os embrides
sdo mais tardios, estes resultados sdo concordantes aos observados em outras solanéceas

como o tomate (Gebololu et al. 2011) pimentas e pimentdes (Manzur et al. 2013).

Tabela 2. Desdobramento da interagdo D x G para as variaveis (GER) germinagéo, (PAC)
e porcentagem de perdas na aclimatizacdo no cultivo in vitro de embrides
zig6ticos imaturos de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L).

GER PAC PVA
DAA 001 004 099 001 004 099 001 004 099
20 30.53 Ab 0 Ab 0Ab 45Aa 0Bb OBa 100Aa 0Bb 0Bb

25 77.75Aa 7218 Aa 61.08 Aa 22.5Aa 49.16Aa 39Aa 51.66Aa 100Aa 66.66Aa
30 7496 Aa 88.86 Aa 83.3 Aa 13.6Aa 2.76Ab  15.83Aa  19.43Aab 9.43Ab 14.98Aab
35 80.53 Aa 94.43 Aa 91.65 Aa 8.88Aa 0Ab 3.33Aa 2.16Ab 2.76Ab  6.93Ab

GER: germinacdo, PAC: porcentagem de perdas na aclimatacdo. PVA: porcentagem de perdas no vaso.
*Médias seguidas pela mesma letra maitscula no horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

51


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0304423893900877

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Novamente, para a varidvel perdas na aclimatizacdo, apenas aos 20DAA foi
observada diferenca entre os gendtipos testados (Tab. 2). Os genétipos UFPB 004 e UFPB
099 ndo apresentaram germinacdo aos 20DAA e, consequentemente, ndo obtiveram
perdas. Em média, 45% das plantulas obtidas dos embriGes regenerados no gendtipo
UFPB 001 aos 20 DAA foram perdidos durante a aclimatizacéo (Figs. 1C e 1D). Para os
gendtipos UFPB 001 e UFPB 099 ndo houve diferencas entre as perdas aos 25, 30 e 35
DAA, o percentual de perdas neste periodo ndo superou os 40%. Dentro do gend6tipo 004,
as maiores perdas ocorreram aos 25 DAA (49%), enquanto que aos 30 DAA e 35 DAA
foi praticamente zero. Yeung e Sussex (1979) relatam que embrides imaturos excisados
de varias espécies de plantas, podem ignorar uma fase caracteristica do desenvolvimento
normal do embrido, em que ocorre um acumulo de nutrientes, evoluindo rapidamente para
mudas geralmente fracas. Este fato pode esta relacionado as maiores perdas observadas
nos embrides excisados precocemente aos 20DAA e 25DAA. Segundo Raghavan (1966),
0s embrides mais tardios ja apresentam uma capacidade autotréfica mais elevada,
apresentando plantulas mais desenvolvidas e resistentes a aclimatagéo, podendo ser uma
explicacdo para as menores perdas observadas aos 30 e 35DAA.

As plantulas sobreviventes na aclimatizacdo foram transferidas para o vaso, nesta
ocasido, pode-se observar para o gen6tipo UFPB 001 aos 20DAA, que 100% das plantulas
foram perdidas (Tab. 2). Desta forma, nenhuma planta oriunda de embrides aos 20DDA
conseguiu chegar a casa de vegetacao. Perdas acima de 50% foram observadas para todos
0s genotipos aos 25DAA, que ndo diferiram estatisticamente entre si. Para o gendtipo
UFPB 004, no entanto, estas perdas chegaram a 100%, ndo apresentando plantas na casa
de vegetacdo, evidenciando as altas perdas nesta fase. Em girarasol, a partir de 100
embrides zigo6ticos imaturos apenas uma média de 40-45 plantas sdo regeneradas
(Dagustu et al. 2012). As necessidades nutricionais de embrides zigdticos muito jovens
ainda permanecem indefinidos, nesta fase os tecidos circundantes, especialmente o
endosperma, controlam o padrdo pré-determinado de desenvolvimento do embrido,
assim, qualquer alteracdo pode provocar anomalias morfologicas e fisiologicas, levando
a morte das plantulas (Bhojwani e Dantu, 2013). Esta resposta parece ainda esta
relacionada as diferencas genotipicas, observadas para as variaveis analisadas. As
menores perdas, foram obtidas das plantulas originarias de embrides aos 30 e 35DAA,
em todos 0s genotipos testados, inferiores a 20%.
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A aclimatizacdo das plantas e o transplantio, ainda é um dos principais entraves
da cultura de tecidos, pois um numero expressivo de espécies vegetais cultivadas in vitro
ndo sobrevive quando transferidas das condigdes in vitro para ambiente de casa de
vegetacdo ou campo (Chandra et al. 2010; Hazarika, 2003; Coner e Thomas 1982). Varios
fatores estdo envolvidos com a adaptacdo das plantas as condi¢des ex vitro, como as
concentracgdes de sacarose e CO> no interior do recipiente e a intensidade luminosa (Kozai
et al. 1988; Kozai et al. 1991; Hazarika, 2003).

Altas concentracfes de sacarose tém sido associadas a baixa capacidade
fotoautrotofica e a alteracBes anatbmicas nas folhas e raizes, causando a morte das
plantulas durante a fase de aclimatizacdo (George e Sherrington, 1984; Kozai, 1991)
Langford e Wainwright, 1987; Wainwright, e Marsh, 1989). Este pode ter sido um dos
motivos para os altos percentuais de perdas observados, uma vez que a concentracdo de
sacarose utilizada neste experimento foi 40g/L, superior ao normalmente utilizado de 20-
30g/L. Desta forma, apesar de bem desenvolvidas, as plantulas poderiam apresentar baixa
capacidade fotoautotréfica e possiveis alteracdes anatdmicas. Por outro lado, altas
concentracdes de sacarose Sdo necessarias para manter o potencial osmotico no cultivo
dos embrides imaturos (Bhojwani e Dantu, 2013).

Na condicéo in vitro, as plantulas estdo sob baixa intensidade de luz (lux 1.200-
3,.00) e temperatura (25 + 2 ° C), as transferéncias destas para a condi¢do externa com
amplo espectro de luz variando de 4.000-12.000 lux e temperatura (26-36°C), dependo
do ambiente, pode causar carbonizacdo de folhas e murcha das plantulas (Chandra et al.
2010). Estas caracteristicas se assemelham as observadas neste experimento, mesmo
passando por um periodo de aclimatizacdo (Figs. 2C e 2D). Além disso, a transferéncia
das plantulas in vitro para a condicdo ex vitro pode levar a uma reducdo transitoria nos
parametros fotossintéticos (Chandra et al. 2010). Uma reducdo na taxa fotossintética
liguida em Solanum tuberosum foi relatada na primeira semana apds o transplantio
(Pospillova et al. 1999). Esta alteracdo, pode ser letal a plantula.

Desta forma, como relatado por Mathur et al., (2008), afim de aumentar o
crescimento e reduzir a mortalidade em plantulas na fase de aclimatacdo, é necessario
uma investigagdo mais aprofundada das condi¢cbes ambientais, tanto fisicas quanto
quimicas. Como este é o primeiro relato do uso da técnica em pimenteiras ornamentais,
os fatores descritos devem ser estudados e aprimorados buscando reduzir estas perdas e

aumentar a taxa de germinagdo em embriGes mais precoces.
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Figura 1. Germinacdo, desenvolvimentos (A e B) e perdas durante aclimatizacdo e
transplantio (C e D) em cultura in vitro de embriGes zigoticos imaturos de
pimenteiras ornamentais (C. annuum L.). Barra: 5 mm

3.2.Caracterizacao morfoldgica das plantas

As caracteristicas morfolégicas das plantas obtidas do cultivo in vitro foram
altamente influenciadas por todos os fatores estudados: Dias ap6s a autofecundagédo
(DAA), Genotipos (G) e Meios (M). Efeito significativo foi observado por meio da
analise de variancia (p<0.01) para todas as interagoes DAA X M, DAAXGeMx G
(Anexo 1). Apenas a variavel espessura da parede do fruto ndo foi influenciada
significativa por nenhum dos fatores e interagdes estudadas.

No desdobramento da interacdo DAA x M (Tab. 3), pode-se observar que aos 25
DAA os meios diferiram entre si para todas as variaveis com excec¢do do nimero de
anteras e numero de pétalas. Em todos os caracteres, as plantas germinadas no meio M1
apresentaram as maiores médias. Aos 30 DAA a influéncia dos meios foi menos
expressiva, influenciando apenas a variavel diametro do caule. Novamente, no meio M1
foram observadas plantas de caule mais desenvolvido (0,66 cm), enquanto no meio M2
as plantas apresentaram em média 0,58 cm. Aos 35 DAA, ndo houve diferencas entre os

meios, para todas as variaveis.
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1  Tabela 3. Desdobramento da interacdo DAA x M para caracteres morfoldgicos de plantas de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.) obtidas do

2 cultivo in vitro de embrides zigéticos imaturos.

AP APB LDC DCL CDF LDF

DAA M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

20 0 Ac 0AcC 0AcC 0Ab 0AC 0AC 0AC 0AC 0AC 0AC 0AC 0AC

25 9Ab  4.16Bb 2.33Ab 0.79Bb 13.08Ab 6.45Bb 0.38Ab 0.18Bb 3.45Ab 1.44Bb 1.23Ab 0.57Bb

30 15.62Aa 1458Aa 3.37Aab 3.25Aa 21.95Aa 22.35Aa 0.66Aa 0.58Ba 7.25Aa 7.07Aa 2.3Aa 2.17Aa

35 16.95Aa 15.50Aa 436Aa 4.55Aa 23.37Aa 20.14Ba 0.62Aa 0.60Aa 7.44Aa 7.35Aa 2.25Aa 2.23Aa
CLA CLB NA NP CDC LPT

DAA M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

20 0Ac 0AcC 0AcC 0AcC 0AcC 0AcC 0AcC 0AcC 0 Ac 0AcC 0 Ac 0Ac

25 32.58Ab 15.13Bb 12.78Aa 5.8Bb 4Ab 4.88Ab 4ADb 4ADb 1.13Ab 0.6Bb 0.31Ab 0.17Bb

30 42.11Aa 43.18Aa 16.96Aa 17.01Aa 5.83Aa 5.69Aa 5.83Aa 5.7Aa 1.93Aa 1.86Aa 0.54Aa 0.49Aa

35 44.23Aa 46.7Aa 16.04Aa 19.25Aa 5.8Aa 5.52Aa 5.81Aa 5.53Aa 1.92Aa 1.86Aa 0.51Aa 0.52Aa
NFP PF MDF MEDF CDP NS TMS

DAA M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

20 0 Ab 0Ab 0Ac 0Ab 0Ac 0ACc 0Ac 0ACc 0 Ab 0AC 0Ab 0Ab 0Ac 0Ab

25 155Aa 5.91Bb 2.62Ab 1.1Bb 1.18Ab 0.61Bb 0.78Ab 0.37Bb 1.61Aa 0.79Bb  43.76Aa 13.57Bb 7.59Ab  3.41Bb

30 23.33Aa 24Aa 4.24Aa 4.11Aa 2Aa 1.91Aa 1.05Aa 1.02Aa 1.44Aa 1.5Aa 40.86Aa 41.55Aa 13.93Aa 14.73Aa

35 18.16Aa 18.83Aa 4.24Aa 4.28Aa 1.95Aa 1.99Aa 1.08Aa 1.03Aa 1.59Aa 1.39Aa 42.86Aa 43.91 Aa 12.14Aa 13.88Aa

Noupb~bw

AP = altura da planta (cm), APB = altura da primeira bifurca¢do (cm), LDC = largura da copa (cm), DCL = didmetro do caule (cm), CDF = comprimento da folha com peciolo
(cm) e LDF = largura da folha (cm). Os descritores de flor foram: NP = nimero de pétalas; NE = NUmero de estames; CDC = Comprimento da Corola e LDP = Largura da
pétala. Para fruto: PF = peso do fruto (g); CF = comprimento do fruto (cm); DF = diametro do fruto (cm); CDP = comprimento do pedinculo (cm); EPF = espessura da parede
do fruto (cm); CP = comprimento da placenta (cm); NSF = nimero de sementes por fruto (un) e TMS = teor de matéria seca (%).
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Dentro do M1, ndo houve diferengas entre a maior parte das varidveis entre os 30
e 35DAA. Apenas as variaveis CLB, NFP, CDP e NS ndo diferiram estatisticamente entre
as plantas aos 25, 30 e 35 DAA. Dentro do meio M2, ndo houve diferenca entre os 30 e
35 DAA. Estatisticamente, foi observado uma diferenca entre o porte das plantas obtidas
aos 30 DAA e 35 DDA em comparagdo com as plantas obtidas aos 25 DAA, em ambos
0s meios, esta diferenca é bem evidente como mostra a Fig. 2A. A altura das plantas aos
30 e 35 DAA no M1, por exemplo, foram 15,62cm e 16,95cm, respectivamente, plantas
de em média 9 cm foram observados aos 20 DAA.

A interacdo DAA x G (Tab. 4) evidenciou diferencas genotipicas aos 25 DAA
para todas as variéveis, devido ao fato do gendtipo UFPB 004 n&o ter apresentado plantas
regeneradas neste periodo, uma vez que, as plantas foram perdidas na aclimatizacéo (Tab.
2). Entre os gendétipos UFPB 001 e UFPB 099 foram observadas diferencas significativas
para a maioria das variaveis, com excecdo da APB, NFP, CF e NS. O gen6tipo UFPB 001
apresentou maior porte, flores e frutos maiores e mais vistosos em relagcdo ao genotipo
UFPB 099.

Aos 30 DAA, os gendtipos diferiram entre si apenas para AP, DCL, CF, LF, LPT,
e PF. O gend6tipo UFPB 001 apresentou as menores médias para AP e LF, 13,56 cm e
2,17 cm, respectivamente. O gen6tipo UFPB 099 apresentou a maior média para DCL,
enguanto que os gendtipos UFPB 001 e UFPB 004 nao diferiram estatisticamente entre
si. O genotipo UFPB 004 por sua vez, foi superior para o CF, LF, LPT e PF. No periodo
de 35 DDA, as diferencas entre os genotipos também foi menos evidente, influenciando
significativamente apenas as varidveis DCL, PF e MDF. Nos trés casos, o genétipo UFPB
004, apresentou as maiores médias, 0 que representa uma caracteristica inerente do
préprio genotipo.

A interacdo M x G também evidenciou o comportamento diferencial dos
genotipos nos meios testados (Tab. 5). Dentro dos meios M1 e M2, os gen6tipos nao
diferiram apenas para as varidveis APB, NFP, PF e NS. Para as demais caracteristicas
pelo menos um dos genotipos diferiu entre si. Os gendtipos UFPB 001 e UFPB 099 se
comportaram igualmente tanto dentro do meio M1 quanto do meio M2, nas variaveis DC,
CLA, CLB e CDC, apresentando sempre as maiores médias em relacéo ao genotipo 004.
Dentro dos genotipos, apenas o genotipo UFPB 099 sofreu influéncia do meio de cultura,
para grande parte das variaveis com excecdo PF e TMS, em todos 0s casos 0 maior

desenvolvimento foi observado no M1.
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41  Tabela 4. Desdobramento da interacdo DAA x G para caracteres morfolégicos de plantas de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.) obtidas do
42 cultivo in vitro de embrides zigéticos imaturos.
AP APB LDC DCL CDF LDF CLA
DAA 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099
20 OAc 0Ab 0AC 0Ac 0Ab  0Ac 0Ab  0Ab  OAc 0Ab  0Ab  OAc 0Ac 0Ab 0Ac 0AC 0AC 0Ac 0Ab 0Ab 0Ac
25 1225Ab  OCb  7.5Bb 2.68Ab  0Bb  2Ab 19.06Aa 0Cb 10.25Bb ~ 0.56Aa 0OCb 028Bb  425Ab  OCb  3.08Bb 17Ab  0Cc  1.01Bb 4865MAa  0OCb  22.93Bb
30 1356Bb 15.68Aa 16.06Aa  297Aab 3.62Aa 3.35Aab  204Aa 22.5Aa 2356Aa  058Ba 0.59Ba 0.68Aa  7.1ABa 7.54Aa 6.84Ba 217Ba 2.53Aa  199Ca 44.58Ma 42.45Aa 40.91Aa
35 1593Aa 16.31Aa 16.43Aa 44Aa  435Aa 4.62Aa  21.8lAa 20.5Aa 22.96Aa  0.58Ba 0.58Ba 0.67Aa  7.45Aa  7.18Ma  7.55Aa 2.3Aa 2.26Ab  2.17Aa 44.35Aa 46.91Aa 45.15Aa
CLB NA NP CcDC LPT NFP PF
DAA _ 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099
20 O0Ab 0Ab 0Ac 0Ab 0Ab  OAc 0Ab  0Ab  OAc 0Ab  0Ab  0Ac 0Ab 0Ab 0Ac 0Ab 0Ab 0AC 0Ab 0Ab 0AC
25 18.05Aa OCb  9.83Bb 583Aa 0Cb  3Bb 583Aa 0Cb  3Bb 171Aa 0Cb 0.89Bb  049Aa 0Cb  0.23Bb 16.62Aa 0Bb  155Ab 354Aa  0Cb  2.06Bb
30 17.53Aa 17.67Aa 15.75Aa 587Aa 5.62Aa 5.79Aa 587Aa 5.62Aa 5.79Aa 1.86Aa 1.98Aa 1.84Aa  049Ba 055Aa 050ABa  23.12Aa 22.75Aa 25.12Aa 3.34Ba 543Aa 3.77Ba
35 18.22Aa 17.45Aa 17.27Aa 5.87Aa  554Aa 5.58Aa 5.87Aa 5.54Aa  5.58Aa 1.88Aa 1.88Aa 1.93Aa  0.49Aa  0.53Aa  0.53Aa 18Aa  18.62Aa 18.87Aab  4.11ABa 4.91Aa 3.74Ba
CF MDF MEDF CDP NS T™MS
DAA _ 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099
20 0Ab 0Ab 0Ab 0Ab 0Ab  OAc 0Ab  0Ab  OAc 0Ac  0Ab  0Ab 0Ab 0Ab 0Ab 0Ab 0Ab 0AC
25 282Aa 0Bb  1.98Aa 1.90Aa  0Cb  0.80Bb 1.07Aa  0Cb  0.67Bb 23Aa  0Cb 131Ba  4836Aa O0Bb  37.65Aa 11.01Aa 0Cb 5.48Bb
30 3.85Aa 3.80Aa 3.31Aa 187Aa 211Aa 1.88Aa 0.96Aa 1.15Aa 0.99Aa  126Ab 155Aa 1.60Aa  42.12Aa 43.33Aa 38.16Aa 13.97Aa 13.62Aa 15.39Aa
35  3.05Aa  341Aa  342Aa  197ABa 2.13Aa 1.80Ba 112Aa  1.11Aa 094Aa  1.32Ab 1.49Aa 1.66Aa 41Aa 46.83Ma_ 42.33Aa 12.61Aa 13.38Aa 13.05Aa
43 AP =altura da planta (cm), APB = altura da primeira bifurcacdo (cm), LDC = largura da copa (cm), DCL = didmetro do caule (cm), CDF = comprimento da folha com peciolo
44  (cm) e LDF = largura da folha (cm). Os descritores de flor foram: NP = nlimero de pétalas; NE = NUmero de estames; CDC = Comprimento da Corola e LDP = Largura da
45 pétala. Para fruto: PF = peso do fruto (g); CF = comprimento do fruto (cm); DF = didametro do fruto (cm); CDP = comprimento do pedinculo (cm); EPF = espessura da parede
46  do fruto (cm); CP = comprimento da placenta (cm); NSF = nimero de sementes por fruto (un) e TMS = teor de matéria seca (%).
47
48
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Tabela 5. Desdobramento da interagdo M x G para caracteres morfoldgicos de plantas de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.) obtidas

do cultivo in vitro de embribes zig6ticos imaturos

AP APB LDC DCL CDF

Meio 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099

M1 10.45ABa 8.53Ba 12.09Aa 2.53Aa 1.95Aa 3.07Aa  15.84Aa 11.07Ba 16.89Aa  0.45Aa 0.30Ba 0.49Aa 4.63Aa 3.74Ba 5.23Aa
M2 10.31Aa 7.46Ba 7.90Bb 2.5Aa 2.03Aa 1.91Ab  14.79Aa 10.42Ba 11.5ABb  0.41Aa 0.28Ba 0.33Bb  4.77Aa 3.62Ba  3.5Bb

LDF CLA CLB NA NP

Meio 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099

M1 152Aa 1.24Ba 1.57Aa 35.35Aa 21.39Ba 32.45Aa 13.19Aa 8.39Ba 12.75ABa 4.5Aa 2.89Ba 4.33Aa 45Aa 2.89Ba 4.34 Aa
M2 156Aa 1.15Ba 1.01Bb 33.44Aa 23.28Ba 22.04Ba  13.71Aa 9.16Ba  8.67Bb 4.29Aa 2.68Ba 2.84Bb 4.37Aa 2.68 Ba 2.85Bb

Meio CDC LPT NFP PF MDF

DAA 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099

M1 1.36Aa 0.99Ba 1.39Aa 0.36Aa 0.27Ba 0.38Aa  12.43Aa 11.25Aa 19.06Aa  2.77Aa 2.73Aa 2.83Aa 1.43Aa 1.08Ba 1.33ABa
M2 1.36Aa 0.93Ba 0.94Ab 0.37Aa 0.27Ba 0.24Bb  16.43Aa 9.43Aa 10.68Ab 2.72Aa 2.44Aa 1.95Aa 1.44Aa 1.03Ba 0.90Bb

Meio MEDF CDP NS TMS

DAA 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099
M1 0.77ABa 0.56Ba 0.85Aa  1.17ABa 0.83Ba 1.48Aa  30.75Aa 24.77Aa 40.09Aa 8;87Aa 6.71Aa 9.66Aa
M2 0.80Aa 0.56Ba 0.45Bb 1.27Aa 0.69Ba 0.80Bb  34.99Aa 20.31Aa 18.97Ab 9.92Aa 6.79Aa 7.29Aa

AP = altura da planta (cm), APB = altura da primeira bifurcacdo (cm), LDC = largura da copa (cm), DCL = didmetro do caule (cm), CDF = comprimento da folha com
peciolo (cm) e LDF = largura da folha (cm). Os descritores de flor foram: NP = nimero de pétalas; NE = NUmero de estames; CDC = Comprimento da Corola e LDP = Largura
da pétala. Para fruto: PF = peso do fruto (g); CF = comprimento do fruto (cm); DF = diametro do fruto (cm); CDP = comprimento do pedunculo (cm); EPF = espessura da
parede do fruto (cm); CP = comprimento da placenta (cm); NSF = nimero de sementes por fruto (un) e TMS = teor de matéria seca (%).
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De um modo geral, a partir da analise das interagdes, pode-se perceber que as
diferengas entre os meios de cultura foram mais evidentes aos 25 DAA, fase em que se
encontram embrifes mais jovens e, portanto, mais exigentes quanto aos constituintes do
meio (Brindgen 1994; Raghavan et al. 2003; Bhojwani e Dantu, 2013). O M1 propiciou
0 maior desenvolvimento das plantas neste periodo. Ainda em relacdo aos meios, a
interacdo destes com o0s geno6tipos revelou que apenas o genotipo 099 sofreu influéncia
das diferentes concentracdes de sais. Novamente, as plantas mais desenvolvidas foram
observadas no M1 (Fig. 2B). O meio M1, foi constituido por metade dos sais do meio
MS, este ndo influenciou significativamente a germinacdo e as perdas durante a
aclimatizagdo como pode ser visto na Tabela 1. Porém, com a reducéo dos sais, a planta
pode ter desenvolvido mecanismos, ainda ndo totalmente elucidados, que envolvem o
balanco dos sais e 0s demais constituintes do meio como sacarose e reguladores de
crescimento, que propiciaram o maior ou menor desenvolvimento das plantas (Gerorge
et al. 2008). A utilizacdo de diluigbes dos macro-nutrientes do meio MS tem propiciado
0 desenvolvimento satisfatorio na germinacdo e micropropagacdo em diferentes
gendtipos de pimenteiras (Ezura et al. 1993; Christopher e Rajam, 1994; Mahmood et al.
1995)

Entre os gendtipos, dentro dos meios testados, o genétipo UFPB 004 (Fig. 2C)
apresentou sempre as menores meédias. Plantas mais desenvolvidas foram também
observadas aos 30 e 35 DAA em todos 0s genotipos.

Quando se trata de pimenteiras ornamentais cultivadas em vaso, os caracteres
relacionados ao desenvolvimento da planta, mais precisamente relacionadas ao porte
como a altura da planta, altura da primeira bifurcacdo e diametro da copa sdo de grande
importancia, pois sdo determinantes na harmonia da planta com o vaso (Régo et al. 2011a)
A partir de uma analise geral, de todas as interacdes, foi possivel observar uma reducédo
para estes caracteres quando comparado aos dados obtidos por Nascimento (2015),
utilizando os mesmos genoétipos. Neste experimento, por exemplo, foram observadas
plantas com média de no minimo 4 cm até aproximadamente 17 cm, considerando as
interacbes especificas. As menores plantas, como relatado anteriormente, foram
encontradas principalmente aos 25 DDA quando os genotipos foram cultivados no M2.
Em girassol, todos os caracteres agrondmicos estudados (altura da planta, diametro da
flor, namero de folhas, didmetro do caule e nimero de sementes por flor) em plantas
regeneradas de embrides imaturos in vitro diminuiram em comparacdo com plantas que

cresceram no campo (Dagustu et al. 2012). Gopalakrishnan et al., (1993) descrevem que
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a fase vegetativa de plantas derivadas de embrides é relativamente curta resultando em
plantas pequenas com florescimento precoce, fato também observado neste experimento
(Fig. 2D). Assim, uma inibicdo fisiologica do desenvolvimento do embrido é
propavavelmente responsavel por esta reducédo, principalmente em embrides jovens que
séo dependentes do endosperma da sementes ou de outros tecidos circundantes (Acebedo
et al. 1997). Experimentos futuros devem ser realizados buscando comparar as
caracteristicas morfoldgicas das plantas obtidas pelos sistemas EZI e SCC, buscando
esclarecer se estas diferencas sao significativas.

Ainda em relacdo ao porte das pimenteiras cultivadas em vaso, sugere-se que 0
diametro da copa e a altura da planta sejam de 1,5 a 2 vezes maior que o tamanho do vaso
(Barbosa, 2003), buscando manter uma relacdo harménica. Neste caso, para 0 vaso
tradicionalmente utilizado de 13 cm, em nenhuma das interacGes foram observadas, o
porte adequado, segundo estes critérios. Este fato, mostra a possibilidade de estudos
utilizando outros tamanhos de vaso, buscando manter esta harmonia e abrindo a
possibilidade de atender desta forma, outros nichos de mercado. Segundo o padrdo de
qualidade utilizado pela cooperativa Veiling Holambra (2015) para pimenteiras
ornamentais, no vaso n° 13 sdo permitidas altura de plantas entre no minimo 12 cm e no
maximo 38.5, podendo ainda ser utilizado o tamanho padréo de vaso.

Considerando a interacdo entre 0s genOtipos e 0s periodos estudados a
caracteristica que sofreu maior variacdo foi o DCL e PF. Estas diferencas foram mais
marcantes entre 0s gendtipos, no periodo de 25 DAA, periodo também que sofreu mais
influéncia dos meios utilizados. Nascimento (2015) observou em experimento com 0S
genotipos UFPB 099 e UFPB 001, DCL’s de 0, 90 e 0,84 e PF’s de 5,09 e 3.77, estes
valores sdo inferiores aos observados neste trabalho para todas as interacGes estudadas.
Para o melhoramento de pimenteiras com finalidade ornamental, ndo € de interesse a
selecdo de plantas com menor didmetro do caule, pois estas podem acamar no vaso,
podendo perder o valor comercial (Silva Neto et al., 2014). Porém, como também foi
observada uma reducdo do porte, a reducdo do didmetro do caule foi proporcional, ndo
sendo observados danos as plantas.

Em menor magnitude as variaveis AP, CDF, LDF, E MDF também foram
influenciadas pela interacdo D x G. As folhas possuem um importante papel estético
importante no preenchimento dos espacos entre 0s ramos na cobertura dos vasos, dando
uma aparéncia de copa mais compacta, sendo um dos critérios de controle de qualidade

observados na Cooperativa Veiling Holambra (2015). O comprimento e largura das folhas

60



125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157

observadas neste experimento foram maiores do que os observados em outros genétipos
de pimenteiras ornamentais (Pessoa et al. 2015; Nascimento, 2015 Silva Neto et al. 2014;
Barroso et al. 2012). Este tamanho de folha fornece um equilibrio com o tamanho dos
frutos encontrados nos genotipos estudados.

Recentemente as pimenteiras ornamentais passaram também a ser conhecidas
como “pimenteiras ornamentais comestiveis”, por possuir dupla finalidade, ou seja, além
de seu uso na decoracdo de ambientes internos e jardins, seus frutos podem ser
consumidos in natura ou utilizados na confeccéo de chas ou temperos caseiros (Finger et
al. 2012; Régo et al. 2012a). Por este motivo, é importante em um programa de
melhoramento a avaliagdo dos frutos. Os caracteres relacionados a qualidade dos frutos
foram principalmente influenciados pelos meios aos 25 DAA, apresentando frutos
menores quando comparado aos 30 DAA e 35 DAA, novamente no M2, foram
observados os menores valores. O tamanho do fruto engloba os caracteres CF, MDF e
MEDF. O comprimento do fruto foi influenciado apenas pela interacdo DAA x G,
considerando os valores observados neste experimento os frutos sdo considerados grande,
com comprimento variando entre 1,98 — 3,85 cm. A maioria das ornamentais apresentam
frutos menores, como observado por Santos et al. (2014) e Melo et al. (2014) em acessos
de C. annuum. Ndo descaracterizando, porém, o uso como ornamental, uma vez que este
esta relacionado com o gosto do consumidor. A relacdo entre MDF e MEDF faz referéncia
a um formato triangular do fruto, muito apreciado em pimenteiras ornamentais. Quando
comparado aas médias obtidas por Nascimento (2015), utilizando os mesmos genétipos,
os caracteres relacionados ao tamanho do fruto sdo semelhantes aos observados neste
experimento, ndo sendo, portanto, influenciado pela técnica de cultivo de embrides
imaturos.

Ainda em relacdo aos frutos, o NFP, é um dos caracteres que conferem valor
estetico as pimenteiras, sendo utilizado como padrdo de comercializacdo plantas com
mais de 10 frutos/planta (Veiling Holambra, 2015). As plantas obtidas no M2 aos 25
DAA, ndo atendem este padrdo de qualidade, foram observados uma média de 6
frutos/planta. O genétipo UFPB 004 quando cultivado no meio M2 também néo atingiu
esta media (M x G).

A caracterizacdo morfologica revela que as plantas obtidas a partir de embrides
imaturos apresentaram desenvolvimento normal e mantém as caracteristicas necessarias

para 0 uso como pimenteiras ornamentais. Algumas alteracdes foram observadas
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principalmente em relacdo ao porte, que aparentemente, foi reduzido, quando utilizados

embrides muito jovens e meio com a maior concentragéo de sais.

I

4
Y\
N
UFPB- 004
M2

Figura 2. Pimenteiras ornamentais (C. annuum L.) obtidas do cultivo in vitro de embrides
zigbticos imaturos. A) Diferencas no porte e desenvolvimento dos frutos aos 30 e 25
DAA; B) Influéncia dos meios nutritivos M1 e M2 sobre o desenvolvimento do
genotipo UFPB 099; C) Gendtipo UFPB 004; D) Plantas de porte reduzido em
floracao.
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3.3.Determinagéo do ciclo de melhoramento nos sistemas EZI e SCC

O grande objetivo deste trabalho é demonstrar a magnitude da reducéo no ciclo
de melhoramento de pimenteiras. Diferengas estatisticas foram observadas entre os
gendtipos, pelo método convencional (SCC), apenas na fase | (Anexo 2), correspondente
ao periodo entre a autofecundacéo até a obtencdo das sementes (Tab. 6). O gendtipo 004
diferiu estatisticamente do gen6tipo 099, necessitando de um maior periodo para obtencéo
das sementes, aproximadamente 69 dias, contra 63 dias observados no gendétipo 099. O
gendtipo 001 apresentou comportamento intermediario, as sementes foram obtidas em
média 66 dias apos a autofecundacdo. A fase Il, correspondeu a um periodo de 47,6 a
51,8 dias. Apoés o transplantio até o inicio da antese (Fase Il1), foram necessarios, em
média, 50 dias. A fase IV, durou de 47 a 51 dias. Por fim, o ciclo total desde a
autofecundacdo até a obtencdo de frutos maduros variou de 211.8 (UFPB 099) a 216.6
(UFPB 001) dias, ndo havendo diferencas entre os genotipos.

O ciclo de melhoramento considerado por Manzur et al. (2014) é estabelecido até
o periodo da antese (Fase Ill), considerando este critério, o ciclo em pimenteiras
ornamentais durou em média 163, 168,2 e 164,8 dias, para os genétipos UFPB 001, UFPB
004 e UFPB 099, respectivamente. Estes valores estdo dentro dos observados por Manzur
et al. (2014), para pimentas e pimentdes. Ao testar 5 gendtipos, os autores observaram
ciclos variando de 148 a 184 dias, ainda assim, uma diferenca de aproximadamente 15
dias foi observada entre os genotipos mais tardios nos dois experimentos, evidenciando
as diferencas genotipicas e climaticas.

Utilizando a técnica de cultura de embrides zigdticos imaturos (EZI) foi detectada
a influéncia significativa (p<0.01), através da analise de variancia (dados n&o
apresentados), dos DAA e da interacdo D x G para todas as fases. O genétipo influenciou
significativamente as fases Ill, IV e total. A fase I, correspondente ao periodo da
autofecundacdo até a obtencdo dos embrides, ndo foi submetida a analise estatistica por
corresponder a um periodo fixo pré-determinado, porém, foi utilizado para o calculo do
total de dias necessarios para o fechamento do ciclo de melhoramento. Da mesma
maneira, 0 periodo de 20DAA, ndo apresentou plantas regeneradas e nao submetido a
analise.

Ao desdobrar o efeito da interagdo entre os DAA x G (Tab. 7), pode-se observar
que os gendtipos diferiram entre si aos 25DAA, nas Fases Ill, IV e total e aos 30 DAA

para a fase Ill. O gendtipo UFPB 004 ndo completou o ciclo de melhoramento,
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totalizando apenas 61,22 dias. Como foi visto na Tabela 2, 100% das plantulas obtidas
aos 25 DAA foram perdidas durante a aclimatizagéo e transplantio, ndo sendo avaliados
nas fases seguintes (111 e V). Aos 30DAA, o gendtipo UFPB 001, foi mais precoce que
0s demais, o tempo decorrido desde o transplantio até a antese (fase Ill) foi de
aproximadamente 45 dias, nos gen6tipos UFPB 004 e UFPB 099, foram necessarios 51 e
53 dias, respectivamente, evidenciando diferencas entre os gendtipos. Tais diferencas
genotipicas para o periodo necessario até a antese foram também registradas em culturas
como algodao, tomate, pimentas e pimentdes (Gebologlu et al. 2011; Wang et al. 2011;
Manzur et al. 2014).

Considerando o efeito dos DDA em cada geno6tipo, pode-se observar que para 0s
gendtipos UFPB 001 e UFPB 099 o menor periodo para completar a fase 1l foi observado
aos 30 e 35DDA, diferindo estatisticamente dos 25 DAA. Dentro do genétipo UFPB 004,
apenas 22.66 dias foram necessarios da inoculacdo ao transplantio (Fase 11) aos 35 DAA,
diferindo estatisticamente de 30 DDA em que foram necessarios em média 28 dias. Estas
diferencas devem estar relacionadas as fases de desenvolvimento dos embrides
encontrados em cada periodo, provavelmente por serem mais tardios e apresentarem todas
as estruturas morfoldgicas diferenciadas (radicula, hipocétilo e cotilédones) os embrides
desenvolvem-se rapidamente em plantulas.

A fase Ill, que corresponde ao periodo do transplantio até a antese, diferiu
estatisticamente apenas dentro do gendétipo UFPB 001, em que as plantas oriundas de
embrides aos 30 DAA foram mais precoces (44.83 dias) quando comparado aos periodos
de 25 DAA (54 dias) e 35 DAA (53.16 dias), estes ultimos ndo diferiram estaticamente
entre si. No gendtipo UFPB 004, foram necessarios em média 50 a 51.33 dias, e para o
gendtipo UFPB 099, 51.83 a 52.83 dias para completar a Fase I1l. As plantas oriundas de
embrides aos 30 e 35 DAA também foram mais precoces em todos 0s genotipos para Fase
IV, variando de 45.33 a 47 dias no gen6tipo UFPB 001, 44.66 a 48.5 dias para o gendtipo
UFPB 004 e 44.5 a 45 no gen6tipo UFPB 099.

O ciclo total de melhoramento, desde a autofecundacéo até o amadurecimento do
fruto, diferiu dentro dos genotipos UFPB 001 e UFPB 099. A maior reducéo foi observada
para o genétipo UFPB 001 aos 30 DAA, em que foram necessarios em média 148.5 dias.
O maior periodo foi observado nas plantas oriundas de embrides aos 25 DDA, totalizando
171 dias. Dentro do gendtipo UFPB 099, ndo houve diferenca estatistica entre a duracao
total do ciclo aos 30 e 35 DAA, variando de 153.66 a 156.16 dias. Aos 25 DAA, foram

necessarios aproximadamente 169 dias até o amadurecimento dos frutos. No gendtipo
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UFPB 004 o ciclo observado variou de 154 a 156.16 dias. Uma vez que, para a maioria
das fases nédo ocorreu diferencas significativas entre os 30 e 35 DAA, apresentando
sempre periodos mais curtos em relacao as plantas obtidas de embrides aos 25 DAA, além
de apresentar as menores perdas durante a aclimatizacao e transplantio, recomenda-se
utilizar o periodo de 30 DAA (Fig. 3).

Figura 3. Ciclo de melhoramento de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.) a
partir do cultivo in vitro de embrides zigdticos imaturos. A) Flor
autofecundada- barra: 1cm B) Fruto imaturo — barra:1cm C) Embrido isolado
aos 30DAA — barra:Imm D) Embrides inoculados em discos de Petri — barra:
2 cm; E) Embrides germinados — barra: 5mm F e G) Plantulas regeneradas —
barra:2cm; H e 1) Aclimatizacdo — barra:3cm; J) Plantulas transplantas na casa
de vegetacdo — barra:10cm K) Antese — barra:4cm; L) Maturacéo dos frutos —
barra:10cm
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Tabela 6. Ciclo de melhoramento convencional (SCC) de trés gen6tipos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.).

Genotipo Fase | Fase 11 Fase 111 Fase IV Total
001 65.8ab 47.6a 49.6a 5la 214a
004 69.2a 49.a 49.6a 48.4a 216.6a
099 62.8b 51.8a 50.2a 47a 211.8a

Fase I: da autofecundacéo até a obtencdo das sementes (método convencional); Fase I1: a partir de semeadura das sementes até 0 momento do transplantio, Fase I11: a partir
do transplantio até o inicio da antese, Fase 1V: da antese a maturacgéo dos trés primeiros frutos. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 7. Ciclo de melhoramento de trés genotipos de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.) oriundos de embrides zigoticos imaturos (EZI).

Fase | Fase Il Fase 111 Fase IV TOTAL

DAA 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099 001 004 099

25 25 25 25 35.66Aa 36.33Aa 35.66Aa 54Aa 0Bb 52.83Aa 56.33Aa 0Bb  55.16Aa 171Aa 61.22Bb 168.66Aa
30 30 30 30 26.66Ab 28Ab  26.33Ab  44.83Bb 51.33Aa 52.83Aa 47Ab  44.66Aa 44.5Ab 148.5Ac  154Aa 153.66Ab
35 3 3 35 24.66Ab 22.66Ac 24.33Ab  53.16Aa 50Aa 51.83Aa 45.33Ab 48.50Aa 45Ab 158.16Ab 156.16Aa 156.16Ab

Fase I: da autofecundacgdo até a obtencdo dos embrides imaturos; Fase I1: a partir da inoculagéo in vitro até 0 momento do transplantio, Fase I11: a partir do transplantio até o
inicio da antese; Fase 1V: da antese a maturacéo dos trés primeiros frutos.

*Meédias seguidas pela mesma letra mailscula no horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quando comparado ao sistema SCC, considerando os valores obtidos aos 30DAA,
pode-se observar uma reducdo de aproximadamente 65 dias no gen6tipo UFPB 001, 63
dias para o gendtipo UFPB 004 e 58.14 dias para o gendtipo 099 utilizando o sistema
EZI. Uma reducéo de, em média, 30% no ciclo de melhoramento. Se for comparado o
ciclo de melhoramento segundo o critério utilizado por Manzur et al. (2014) a reducéo foi
de, em média, 35%.

Manzur et al. (2014), determinaram o ciclo de melhoramento convencional em 5
gendtipos de pimentas e pimentdes, e obtiveram uma variacdo de 148 a 184 dias (até a
antese). A partir do cultivo de embrides imaturos, este periodo foi reduzido para 93-133
dias. A maior reducéo foi obtida na cultivar de pimentdo Califérnia Wonder, de 60 a 70
dias a menos que o método convencional, correspondendo a 35-40% de reducdo. Em
girassol a partir do cultivo in vitro de embrides com 10 dias de idade, Serieys (1992),
reduziu o ciclo de melhoramento pela metade, ainda com girassol, Dagustu et al. (2012)
observaram uma varia¢ao de 106- 160 dias no ciclo de melhoramento convencional em
11 gendtipos, observando uma redugdo para 85-95 dias com 0s mesmos genétipos
cultivados in vitro, utilizando embrides com 12 dias.

E importante ressaltar que as fases | e 11 correspondem aquelas em que ocorre a
maior reducdo de tempo em relacdo ao método convencional e, consequentemente,
levando a reducdo do ciclo de melhoramento. As fases Il e IV apresentam duragéo, em
dias, semelhantes entre os dois métodos, em meédia, 50 dias cada fase. Manzur et al.
(2014) sugerem que a germinacdo de embries imaturos ndo afeta o posterior desenvolvimento
de plantulas e mudas.

Desta forma, uma reducéo significativa no ciclo de melhoramento pode ser obtida
ao cultivar embrides imaturos com 30 DDA para 0s genotipos estudados. Uma reducéo
de, em média, 60 dias a cada geracao, alterarando a obtencéo de linhagen homozigotas,
obtidas convencionalmente ap6s 7 a 8 geraces em autdgamas (Segui-Simarro, 2010), de
aproximadamente 5 anos, para pouco menos de 3 anos e meio, por exemplo. Sendo assim,

uma ferramenta valiosa para o programa de melhoramento de ornamentais.

4. CONCLUSAO

O meio de cultura ndo influenciou significativamente a germinacdo e o
desenvolvimento dos embrides in vitro;
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N&o houve diferenca na germinagdo de embrides aos 25, 30 e 35 DAA em todos
0s gendtipos estudados

Maiores perdas durante a aclimatizacéo e o transplantio foram observadas aos 20
e 25 DAA.

As plantas originarias do sistema EZI apresentaram aspectos morfologicos

satisfatorios para o uso como ornamental

Uma reducdo de 30% no ciclo de melhoramento foi observado no sistema EZI

quando comparado ao sistema SCC
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274 ANEXOS
275
276  Anexo 1. Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas morfologica de plantas de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.) oriundas
277 do cultivo in vitro de embribes zig6ticos imaturos.
F.vV GL QM
AP APB LDC DCL CF LF CLA CLB NA NP CDC
DAA(D) 3 140354**  92.16** 271437** 215** 318.06** 28.83** 10567.44** 1631.60** 178.74** 17818 **  20.14 **
Meio(M) 1 80.66** 3.26*  13419**  0.12*  7.77**  100**  290.16 ** 20.84 ns 9.58 ** 8.76%** 0.66 **
Genotipos(G) 2 54.04** 2.78*  18145**  0.17**  864**  1.02**  1176.20**  176.35**  20.58** = 21.77** 1.27 **
DxM 3 2625**  376**  6421**  0.04* 556* 057**  52698**  111.21** 591 ** 5.27 ** 0.36 **
DxG 6  88.73**  460*  193.17** 0.17**  10.42** 1.83**  1201.45**  162.95**  1596** 16,90 ** 1.55 **
Mx G 2 3457** 3.89** 5524 **  0.04**  823** (0.75*%  317.18** 59.63 * 4,30 ** 4.60 ** 0.48 **
DxMxG 6  47.72**  253*  81.63**  005*  6.43** 0.78**  323.35** 64.62 ** 6.22 ** 6.54 ** 0.64 **
CV (%) 13.04 33.92 15.15 12.87 9.44 7.85 12.45 23.44 7.18 6.87 9.11
F.V GL QM
LPT NFP PF CF MDF  MEDF CDP EPF NS TM™MS
DAA (D) 3 1.50 ** 254470 ** 100.46 **  68.05** 2158** 595 ** 12.03 ** 0.86ns  9562.60 ** 1082.65 **
Meio (M) 1 0.04**  102.09ns  3.88**  651**  057* 0.35** 1.36 ** 0.32ns  1213.39* 4.05ns
Genotipos (G) 2 0.07**  199.90**  1.01ns 320*%*  1.31**  0.40** 1.93 ** 0.36 ns 889.45 * 57.84 **
DxM 3 0.02**  151.42**  3.35** 2.74ns  047**  022** 0.97 ** 0.50ns  1421.80 ** 40.88 **
DxG 6 0.14**  168.43**  1229**  489**  211**  (.70** 3.08 ** 0.42ns  1468.44 ** 64.30 **
M x G 2 0.05**  306.65**  1.45** 1.53ns  0.46**  0.44** 1.26 ** 0.32ns  13.28.50 ** 24,89 **
DxMxG 6 0.03**  183.40**  3.94**  447*  041*  0.29** 1.38 ** 0.43ns  913.60 ** 20.77 **
CV (%) 10.59 37.15 26.72 49.42 12.51 18.02 21.11 357.96 38.24 23.04

278 AP =altura da planta (cm), APB = altura da primeira bifurcagdo (cm), LDC = largura da copa (cm), DCL = diametro do caule (cm), CDF = comprimento da folha com peciolo
279  (cm) e LDF = largura da folha (cm). Os descritores de flor foram: NP = nimero de pétalas; NE = Namero de estames; CDC = Comprimento da Corola e LDP = Largura da
280 pétala. Para fruto: PF = peso do fruto (g); CF = comprimento do fruto (cm); DF = didmetro do fruto (cm); CDP = comprimento do peddnculo (cm); EPF = espessura da parede
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do fruto (cm); CP = comprimento da placenta (cm); NSF = nimero de sementes por fruto (un) e TMS = teor de matéria seca (%). . ns: ndo significativo; *, **: significativo a 5
e 1% respectivamente

Anexo 2. Resumo da analise de variancia para o ciclo de melhoramento de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L) a partir do cultivo in
vitro de embrides zigéticos.

QM
FV GL Fase 11 Fase 111 Fase IV Total
DAA (D) 2 698.07** 1378.01 ** 454,22 ** 2693.01 **
Meio (M) 1 0ns 0.01ns 8.16ns 7.40 ns
Genotipos (G) 2 0.29 ns 1917.35** 1916.16 ** 7573.68 **
DxM 2 0ns 2.24 ns 20.22 ns 34.68 ns
DxG 4 6.07 ** 1957.51 ** 2168.05 ** 8022.01 **
Mx G 2 0ns 0.57 ns 13.72 ns 10.24 ns
DxMxG 4 Ons 8.12 ns 8.61 ns 4,18 ns
CV (%) 3.42 5.21 6.58 2.83

Fase I: da autofecundacdo até a obtencdo das sementes (método convencional); Fase I1: a partir de semeadura das sementes até 0 momento do transplantio, Fase I11: a partir
do transplantio até o inicio da antese, Fase 1V: da antese a maturagdo dos trés primeiros frutos. ns: ndo significativo; *, **: significativo a 5 e 1% respectivamente

Anexo 3. Resumo da anélise de variancia para o ciclo de melhoramento convencional em pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L)

M
F.Vv GL Q
Fase | Fase Il Fase 111 Fase IV Total
Genotipos 2 51.26 ** 22.06 ns 0.86 ns 18.57 ns 28.86 ns
CV(%) 3.87 5.36 10.72 6.67 3.69

Fase I: da autofecundacdo até a obtencdo das sementes (método convencional); Fase I1: a partir de semeadura das sementes até 0 momento do transplantio, Fase I11: a partir
do transplantio até o inicio da antese, Fase 1V: da antese a maturagdo dos trés primeiros frutos. ns: ndo significativo; *, **: significativo a 5 e 1% respectivamente





