





































UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA















DISSERTAÇÃO









INFLUÊNCIA DE ETIL METANO SULFONATO EM DIFERENTES
GENÓTIPOS DE PIMENTEIRAS ORNAMENTAIS








KALINE DA SILVA NASCIMENTO








2016























UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA
CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA







INFLUÊNCIA DE ETIL METANO SULFONATO EM DIFERENTES
GENÓTIPOS DE PIMENTEIRAS ORNAMENTAIS








KALINE DA SILVA NASCIMENTO





Sob a orientação do Professor
Mailson Monteiro do Rêgo



E co-orientação da Professora Elizanilda Ramalho do Rêgo















Dissertação	submetida	como

requisito para obtenção do grau de Mestre	em	Agronomia,	no
Programa  de  Pós-Graduação  em Agronomia.




Areia, PB
Fevereiro de 2016



1

















































Catalogação na publicação
 (
N244i Nascimento, Kaline da Silva.
Influência de etil metano sulfonato em diferentes
Genótipos de pimenteiras ornamentais / Kaline da Silva
Nascimento. – Areia - PB, 2016.
39 f.
Orientação: Mailson Rêgo.
Dissertação (Mestrado) - UFPB/CCA.
1. Mutagênico Q
uímico. 2. M
elhoramento de 
P
lantas. 3.
 
Capsicum. I. Rêgo, Mailson. II. Título.
UFPB/CCA-AREIA
)Seção de Catalogação

























UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA
CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA


CERTIFICADO DE APROVAÇÃO



TÍTULO: INFLUÊNCIA DE ETIL METANO SULFONATO EM DIFERENTES GENÓTIPOS DE PIMENTEIRAS ORNAMENTAIS

AUTOR: KALINE DA SILVA NASCIMENTO


Aprovado  como  parte  das  exigências para  obtenção  do  título  de  MESTRE  em
AGRONOMIA (Agricultura Tropical) pela comissão Examinadora:






Prof.° Mailson Monteiro do Rêgo, Ph.D
CCA/UFPB
Orientador

























Data da realização: 17 de fevereiro de 2016.





Presidente da Comissão Examinadora
Dr. Mailson Monteiro do Rêgo


2















RESUMO


NASCIMENTO, Kaline da Silva. Influência de EMS em diferentes genótipos de pimenteiras  ornamentais.  2016.  Universidade  Federal  da  Paraíba.  Orientador: Mailson Monteiro do Rêgo. Coorientadora: Elizanilda Ramalho do Rêgo.




As  pimenteiras  pertencentes  ao  gênero  Capsicum,  principalmente  a  espécie Capsicum annuum L. reúne uma diversidade de cores, formas e tamanho dos frutos que fazem com que estas se destaquem no mercado de ornamentais. Este fato impulsiona os programas  de  e  melhoramento  na  criação  de  novas  variedades  que  atendam  as necessidades e expectativas do mercado. A indução de mutação em genes surge como alternativa nesse contexto. Um agente mutagênico químico que merece destaque é o Etil-Metano-Sulfonato (EMS), por ser menos fitotóxico. Diante do exposto, objetivou- se neste trabalho avaliar o efeito do EMS na germinação e desenvolvimento de plântulas e plantas de diferentes genótipos de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.). Sementes  de  três  genótipos  de  C.  annuum  foram  embebidas  em  água  destilada, deionizada e autoclavada por 12 horas, em seguida foram submetidas aos diferentes tratamentos de Etil-Metano-Sulfonato (EMS), controle e cinco concentrações (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5%). Posteriormente, metade das sementes foram inoculadas in vitro enquanto  a  outra  metade  foi  semeada  em  bandeja  de  isopor  contendo  substrato comercial. Foram avaliados a porcentagem de germinação e o índice de velocidade de germinação  (IVG).  Posteriormente,  as  plântulas  e  plantas  foram  caracterizadas.  Os dados foram submetidos à análise de variância com posterior teste de comparação de médias. Observou-se que os diferentes ambientes influenciaram na germinação e IVG e os diferentes genótipos também comportaram-se de forma diferenciada, mas as doses do EMS não geraram variação detectável sobre essas características. Da mesma forma, as características  de  plântulas  também  variaram  quanto  aos  diferentes  ambientes  e genótipos, e o agente mutagênico foi responsável por variação apenas no comprimento e diâmetro do hipocótilo. Para as plantas, os três fatores (doses, ambientes e genótipos) foram	responsáveis	individualmente	por	variação	significativa	para	várias
características.  Os  três  fatores  (doses,  ambientes  e  genótipos)  foram  responsáveis individualmente por variação significativa para várias características. O EMS gerou variabilidade, porém novas doses do mutagênico devem ser testadas.


Palavras   chave:   mutagênico   químico,   melhoramento   de   plantas,	Capsicum
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ABSTRACT


NASCIMENTO, Kaline da Silva. Influência de EMS em diferentes genótipos de pimenteiras  ornamentais.  2016.  Universidade  Federal  da  Paraíba.  Orientador: Mailson Monteiro do Rêgo. Coorientadora: Elizanilda Ramalho do Rêgo.




The pepper of the genus Capsicum, especially aa species Capsicum annuum L. brings together a variety of attributes such as color, shape and size of the fruits that make these stand out in the ornamental market. This fact drives the breeding programs and the creation of new varieties that meet the needs and market expectations. The induced mutation in genes is an alternative in this context. A chemical mutagen worth mentioning is the ethyl-methane-sulfonate (EMS), to be less phytotoxic. Given the above, the aim of this study was to evaluate the effect of EMS on the germination and development  of  seedlings  and  plants  of  different  genotypes  of  ornamental  pepper (Capsicum annuum L.). Seeds three genotypes of C. annuum were soaked in distilled, deionized water and autoclaved for 12 hours, then were subjected to different treatments Ethyl-Methane-Sulphonate (EMS), control and five concentrations (0, 0.5, 1 0; 1.5; 2.0; 2.5%). Subsequently, half of the seeds were inoculated in vitro while the other half were sown  in  polystyrene  trays  containing  commercial  substrate.  They  evaluated  the percentage of germination and germination speed index (GSI). Subsequently, seedlings and plants have been characterized. Data were subjected to analysis of variance with subsequent  comparison  of  means  test.  It  was  observed  that  different  environments influence the germination and IVG and the different genotypes also behaved differently, but the EMS doses did not cause detectable variation on these characteristics. Likewise, the  seedlings  characteristics  also  varied  according  to  different  environments  and genotypes, and the mutagenic agent was responsible for variation only in hypocotyl length and diameter. For plants, the three factors (doses, environments and genotypes) were individually responsible for significant changes to various features. The three factors   (doses,   environments   and   genotypes)   were   individually  responsible   for significant  variation  in  various  characteristics.  EMS  generated  variability,  but  new mutagenic doses should be tested.

Keywords: chemical mutagen, plant breeding, Capsicum
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CAPÍTULO I



Efeitos de EMS na germinação e desenvolvimento de plântulas em

genótipos de Capsicum



Kaline da Silva Nascimento1,2, Mailson Monteiro do Rêgo1,3, Elizanilda Ramalho

do Rêgo1,3, Antônia Maira Marques do Nascimento1, Priscila Alves Barroso1.


¹Laboratório  de  Biotecnologia  Vegetal,  Centro  de  Ciências  Agrárias,  Universidade  Federal  da
Paraíba,	253	58397-000,	Areia,	Paraíba,	Brasil.	²Mestranda	em	Agronomia:
kaline_csr@@hotmail.com; ³Professor 254 Adjunto: mailson@cca.ufpb.br, elizanilda@cca.ufpb.br.


RESUMO

O   gênero   Capsicum   compreende   espécies   de   pimentas   economicamente importantes em todo o mundo. Dentre estas, a mais cultivada é Capsicum annuum L., que possui grande diversidade de formas, cores e tamanhos de folhas, flores e frutos, o que lhes confere grande potencial ornamental. Métodos complementares aos programas de melhoramento convencionais vêm sendo utilizados para criar novas variedades de plantas como a indução de mutação em genes. Dentre os agentes mutagênicos, o Etil- Metano-Sulfonato (EMS) tem sido utilizado, dentre outros aspectos por ser   menos fitotóxico e de alta eficiência. Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito do agente mutagênico EMS na germinação e desenvolvimento de plântulas em genótipos   de pimenteiras ornamentais (C. annuum L.). Sementes de três genótipos de C. annuum foram embebidas em água destilada, deionizada e autoclavada por 12 horas, em seguida foram submetidas aos diferentes tratamentos, o controle e cinco concentrações de EMS (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5%). Posteriormente, metade das sementes foi inoculada in vitro e a outra metade, foi semeada em substrato comercial. Foi avaliado a porcentagem de germinação (PG) e o índice de velocidade de germinação (IVG), e posteriormente as plântulas foram caracterizadas quanto ao comprimento da plântula (CP); comprimento do  hipocótilo  (CH);  comprimento  da  raiz  (CR);  diâmetro  do  hipocótilo  (DH); comprimento da folha cotiledonar (CFC); largura da folha cotiledonar (LFC) e número de folhas definitivas (NFD). O delineamento estatístico utilizado foi o inteiramente ao acaso, com esquema fatorial triplo 2(ambientes) x 3(genótipos) x 6(concentrações). Os dados foram submetidos à análise de variância com posterior teste de comparação de médias. Observou-se que os diferentes ambientes e genótipos influenciaram as variáveis germinação  e  IVG,  as  doses  do  agente  mutagênico  EMS,  entretanto,  não  geraram variação detectável sobre essas características. Da mesma forma, as características de plântulas também variaram quanto aos diferentes ambientes e genótipos, e o agente mutagênico  foi  responsável  por  variação  apenas  no  comprimento  e  diâmetro  do hipocótilo.  A  não  variação  em  plântulas  sugere  que  doses  diferentes  das  testadas deverão ser analisadas em próximo estudo, que podem resultar em um maior aumento na variabilidade genética; e identificação do nível tóxico desse mutagênico para C. annuum.

Palavras-chave: mutação, melhoramento, germinação, plântulas
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1.  INTRODUÇÃO


As pimenteiras pertencem ao gênero Capsicum da família Solanaceae. Existem

27 especies de Capsicum, mas apenas cinco foram domesticadas e são cultivadas: C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense Jac., C. frutescenes L. e C. pubescens (RÊGO et al., 2011).
O gênero Capsicum se expandiu com grande velocidade por outras partes do mundo  a  partir  do  século  XVI.  Atualmente,  as  espécies  desse  gênero  vêm  sendo utilizadas de diferentes formas por uma ampla gama de culturas humanas ao redor do planeta (BARBOSA et. al, 2002).
A versatilidade do uso das pimentas pode ser observada quanto a sua utilização na alimentação, na formulação de produtos farmacêuticos e cosméticos, como matéria- prima do spray de pimenta, usado como defesa pessoal, e arma de efeito moral e também são empregadas como plantas ornamentais (NEITZKE, 2016).
As plantas envasadas florescem continuamente, produzindo flores e frutos em diferentes épocas do ano. Plantas pequenas, compactas, que se comportam bem em vasos, com frutos de diferentes formas e cores, diferentes densidades de folhas e de altura limitada. As pimentas ornamentais têm se tornado cada vez mais populares, vindo a ser uma importante fonte alternativa de geração de renda para produtores (VIEIRA, 2002; BOSLAND et al., 1994; NEITZKE, 2016).   O aumento da produtividade no cultivo  desta  hortaliça  requer  trabalhos  de  melhoramento  vegetal  e  técnicas  de experimentação (RÊGO et al., 2009; SAPUCAY et al., 2009).
Os principais objetivos dos programas de melhoramento das plantas ornamentais são: propagar e melhorar atributos de qualidade das plantas, como tipo e cor de folha, cor e tamanho da flor, longevidade, arquitetura da planta; e a criação contínua de novas variedades (ROUT et al., 2006; STUMMEL e BOSLAND, 2007), tendo em vista que as plantas ornamentais são produzidas principalmente por seu valor estético.
Mesmo havendo ampla variabilidade genética nos bancos de germoplasma o grande desafio dos melhoristas de plantas ornamentais é desenvolver novas cultivares que atendam às necessidades do mercado consumidor (NEITZKE, 2016).
Neste  sentido,  surgiu  a  partir  de  2006,  o  Programa  de  Melhoramento  de Pimenteiras Ornamentais a partir de uma parceria entre as Universidade Federal da Paraíba (CCA/UFPB) e a Universidade Federal de Viçosa (UFV), visando melhorar
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atributos importantes ao mercado consumidor e aumentar a tolerância ou resistência a doenças  e  estresses  ambientais.  Essas  novas  cultivares  serão  disponibilizadas  aos agricultores a custo zero. Este programa vem estimulando interesse de estudantes e produtores  de  pimenteiras  ornamentais,  elevando  o  valor  e  a  importância  das pimenteiras como planta em vaso, as quais seriam vendidas no mercado o ano todo (RÊGO et al., 2011).
A   variabilidade   é   essencial   para   um   programa   de   melhoramento.   Essa variabilidade  é  obtida  através  de  mutações,  ou  pode  ser  ampliada  por  meio  de hibridações (JALATA, 2011).
A Mutação é definida como qualquer alteração herdável, que seja capaz de modificar a informação genética de um determinado organismo, podendo alterar todos os componentes primários do DNA (BERENSCHOT, 2008). Por isso, a mutação é conhecida  como  um  método  interessante  para  o  melhoramento  de  características economicamente  importantes  e/ou  eliminação  de  genes  indesejáveis  (JABEEN  e MIRZA, 2002). Segundo Carneiro et al. (1987), os efeitos dos agentes mutagênicos são ao acaso, podem induzir modificações em caracteres desejáveis mas também podem provocar outros efeitos colaterais negativos na planta.
A consequência biológica dos danos no genoma depende da natureza química da alteração na estrutura do DNA. As principais alterações herdáveis envolvem rearranjos nas sequências do DNA por inserção, deleção ou inversão de fragmentos, e alterações pontuais nas bases nitrogenadas (BERENSCHOT, 2008).
As classes de agentes mutagênicos existentes são os agentes físicos, biológicos e

químicos. Segundo Nodari et al (2008):

Os   agentes   mutagênicos   físicos   são   as   radiações   com   determinados comprimentos de onda e energia, que, por interações moleculares, induzem a ionização de  átomos  ou  moléculas  da  matéria  ao  atravessá-la,  são  chamadas  de  radiações ionizantes,  que  podem  ser  de  dois  tipos:  não-particulada,  como  os  raios-X,  ou particulada, como irradiações α (alfa), β (beta) e γ (gama). Os agentes mutagênicos biológicos  são  os  sistemas  biológicos  que  envolvem  a  transferência  de  material genético.   As   principais   classes   de   mutagênicos   biológicos   são   os   elementos transponíveis  e,  especificamente  em  plantas,  o  sistema  Agrobacterium.  Os  agentes mutagênicos  químicos  são  compostos  químicos  que  têm  a  capacidade  de  induzir mutação, entre os principais, temos: compostos de composição química semelhante às bases nitrogenadas do DNA, que induzem erros de pareamento; antibióticos que podem
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causar quebras cromossômicas. A azida sódica (NaN3) que inibe a respiração celular  e agentes  alquilantes  que  reagem  com  o  DNA,  como  o etil-metano-sulfonato  (EMS) (BERENSCHOT, 2008).
A  determinação  da  dosagem  ideal  de  mutagênico  é  fator  importante  nesse processo, pois um tratamento muito forte pode causar altas frequências de inviabilidade e esterilidade, enquanto que um tratamento brando pode provocar baixa densidade de mutações. Por isso, cada espécie vegetal tem sua dosagem adequada (HENIKOFF &
COMAI, 2003).

Ao  nível  de  laboratório,  um  agente  químico  muito  utilizado  para  induzir mutações é o etil-metano-sulfonato (EMS), reportado como de alta eficiência (CHEN, 2013; LUZ et al., 2016; JABEEN e MIRZA, 2002).
De maneira geral, o EMS induz um aumento na frequência de substituições de nucleotídeos, pela transferência de radicais alquil para as bases Guanina (G) no DNA, dando origem  à O6-metilguanina, que provoca erro no pareamento.  A presença do radical alquil induz o pareamento de G com Tiamina (T), resultando em mutações do tipo transição de G/C para A/T (BERENSCHOT, 2008).
As alterações na estrutura gênica promovida por um mutagênico pode resultar em  variabilidade  genética,  porém  os  mutagênicos  também  podem  provocar  outros efeitos colaterais negativos na planta como: redução de germinação, plantas débeis, clorose, esterilidade total ou parcial ou mesmo a letalidade, diminuindo a chance de conseguir genótipos de interesse para o melhorista (SILVA, 1998). Assim, torna-se necessário o estabelecimento de protocolos de uso desses mutagênicos, identificando qual a melhor concentração e tempo de exposição do explante ao mutagênico para que se obtenha variabilidade sem danos as plantas.
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2. OBJETIVOS


2.1 Objetivo Geral:

Avaliar  o  efeito  do  agente  mutagênico  etil-metano-sulfonato  (EMS)  em

sementes e plântulas de pimenteiras ornamentais (Capsicum spp).


2.2 Objetivos específicos:

Avaliar a influência do agente mutagênico etil-metano-sulfonato (EMS) em três

genótipos de Capsicum annuum;

Avaliar  a  influência  de  diferentes  concentrações  do  mutagênico  sobre  a porcentagem de germinação e o índice de velocidade de germinação das sementes dos genótipos de Capsicum;
Caracterizar plântulas de Capsicum provenientes de sementes cultivadas in vitro e em substrato submetidas a diferentes tratamentos com EMS;
Avaliar se há interação entre o mutagênico e os ambientes onde as sementes

foram semeadas;

Determinar   a  melhor   dose   sobre  a  indução   de  mutação  e  geração  de

variabilidade genética utilizando EMS em sementes de Capsicum.
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3. METODOLOGIA


3.1 Local do experimento

O presente trabalho foi realizado, no Laboratório de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal da Paraíba, Areia – PB. O Município  de  Areia  está  localizado  na  mesorregião  do  Agreste  Paraibano  e  na microrregião do Brejo Paraibano, na latitude 6°58’S e longitude 35°41’W, apresentando um clima tropical úmido, com verão seco, com estação chuvosa no período de outono- inverno com inicio em janeiro/fevereiro e término em setembro, podendo se adiantar até outubro. A temperatura  média é de 23º C, a  umidade relativa  média  de 80%  e a precipitação média anual de 1.400 mm (MASCARENHAS et al., 2005).


3.2 Material vegetal

Nesse trabalho foram utilizadas sementes de três genótipos de Capsicum UFPB

137; UFPB 77.3; e UFPB 342 pertencentes ao Banco de Germoplasma do CCA-UFPB.


3.3 Germinação de sementes

As sementes de Capsicum foram inicialmente desinfestadas em solução 1:1 de hipoclorito de sódio e água destilada, deionizada e autoclavada (DDA) durante 15 minutos, e posteriormente, lavadas em água DDA três vezes para retirada do excesso de hipoclorito.  Em  continuidade,  as  sementes  foram  pré-embebidas  em  água  destilada durante 12 horas. Após a embebição, as sementes ficaram submetidas aos diferentes tratamentos, o controle (0) e cinco concentrações de etil-metano-sulfonato (EMS)(0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5%) por três horas.
Em seguida 60 sementes de cada genótipo foram semeadas em bandejas de isopor contendo substrato comercial PlantMax, e outras 60 sementes de cada genótipo, foram individualmente inoculadas em tubos de ensaio (25 x 125 mm), contendo 10 ml de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), previamente esterilizado em autoclave a 120ºC, por 15 min e pH ajustado para 5.6, acrescido de 30 g.L-1 de sacarose e 8 g.L-1 de ágar (Sigma®) sem regulador de crescimento. A cultura foi mantida em sala de crescimento provida por lâmpadas fluorescentes brancas sob condição de temperatura de 25 ± 2°C por 45 dias.
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Avaliou-se a cada dois dias o número de sementes germinadas durante 50 dias nos  dois  ambientes  e  calculou-se  o  IVG  (Índice  de  velocidade  da  germinação  – Maguire, 1962) dessas sementes.


3.4 Caracterização de plântulas

Aos  50  dias   após   a   inoculação,   as   plântulas  foram   caracterizadas.   Na

caracterização	morfoagronômica	avaliou-se	comprimento	da	plântula	(CP);

comprimento do hipocótilo (CH); comprimento da raiz (CR); diâmetro do hipocótilo (DH); comprimento da folha cotiledonar (CFC); largura da folha cotiledonar (LFC) e número  de  folhas  definitivas  (NFD).  O  delineamento  estatístico  utilizado  foi  o inteiramente  ao  acaso,  com  esquema  fatorial  triplo  2(ambientes)  x  3(genótipos)  x 6(concentrações).  Os  dados  foram  submetidos  à  análise  de  variância  e  as  médias comparadas pelo teste de Tukey. As análises foram realizadas utilizando-se o programa computacional Genes (CRUZ, 2006).









































12















4. RESULTADOS E DISCUSSÃO


Não houve diferenças significativas entre os tratamentos com EMS (Tab. 1), indicando que o agente mutagênico não influenciou na porcentagem de germinação e nem a velocidade da germinação. Por outro lado, houve diferenças significativas para ambientes (in vitro e substrato) e genótipos, em relação as mesmas variáveis.
Alcântara et. al (1996) também trataram sementes de Capsicum com diferentes doses  de  EMS  e  observaram  que  não  houve  diferenças  significativas  quanto  à porcentagem de germinação entre os tratamentos. Em oposição, Jabeen e Mirza (2002) observaram um efeito adverso sobre a germinação das sementes, onde o aumento da concentração de EMS resultou em diminuição gradual da percentagem de germinação das sementes.
Quanto aos ambientes, onde as sementes foram semeadas, germinaram mais e em maior velocidade as cultivadas em substrato comercial (Tab. 2), o que pode ser justificado pela reposição diária de água nos substratos das células de isopor onde as sementes  foram  semeadas, considerando que  a  capacidade de retenção de água no substrato  aliada as  características  intrínsecas  que regulam o fluxo de água para as sementes, influenciaram na germinação (CASTRO, 2002). A presença de sais no meio, que  aumentam  o  potencial  osmótico,  também  podem  ter  influenciado  na  menor porcentagem e velocidade de germinação das sementes cultivadas in vitro.
Dentre os  diferentes  genótipos  avaliados,  o genótipo UFPB  77.3,  foi o  que apresentou a maior porcentagem de germinação, enquanto que UFPB 342, foi o que apresentou a menor velocidade de germinação (Tab. 3).


Tabela 1. Resumo da análise de variância para germinação e IVG de sementes de

Capsicum submetidas a diferentes doses de etil-metano-sulfonato (EMS)

QM

FV	GL	Germinação	IVG

Doses (D)	5	16,790ns	0,014ns

Ambientes (A)	1	130,230**	0,426**

Genótipos (G)	2	199,380**	0,042*

D x A	5	12,700ns	0,019ns

D x G	10	11,785ns	0,011ns

A x G	2	18,028ns	0,020ns

D x A x G	10	27,391ns	0,020ns

CV (%)	47,225	31,730

ns, *, ** = não significativo e significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Tabela 2. Comparação de médias entre as diferentes condições de germinação.




Diferentes ambientes

Médias das variáveis
Germinação	IVG

In vitro	7,43b	0,27b

Substrato	8,63a	0,34a

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si.




Tabela 3. Comparação de médias entre os diferentes genótipos




Diferentes Genótipos

Médias das variáveis
Germinação	IVG

UFPB 137	7,13b	0,32a

UFPB 77.3	9,51a	0,32a

UFPB 342	7,46b	0,29b

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si.


Para  as   características   de  plântulas,  as   diferentes  doses   do  mutagênico influenciaram  apenas  o  comprimento  da  plântula  (CP)  e  diâmetro  do  hipocótilo (DH)(Tab. 4). Onde as plântulas controle foram as que apresentaram maiores valores para essas características (Tab. 5). Berenschot (2008) reportou que a altura da plântula é negativamente afetada pelo tratamento com EMS, e alegou que ação do mutagênico pode estar associada a processos fisiológicos complexos e dependentes de elongação, como a altura de plântulas.


Tabela 4. Resumo da análise de variância para características de plântulas Capsicum
submetidas a diferentes doses de etil-metano-sulfonato (EMS)
QM

FV	GL	CP	CH	CR	DH	CFC	LFC	NFD

Doses (D)	5	9.10*	30.01ns	22.39ns	0.001*	0.27ns	0.03ns	2.47ns

Ambientes
(A)


1	124.48**   434.00**	0.81ns	0.005**   37.10**	2.70**	209.09**

Genótipos
(G)


2


91.65**	64.96ns	124.84**   0.005**   10.33**	0.44**	72.52**

D x A	5	5.57ns	35.19ns	14.40ns	0.000ns	0.41ns	0.03ns	5.33ns

D x G	10	2.24ns	24.37ns	28.04ns	0.000ns	0.58ns	0.05ns	2.60ns

A x G	2	13.43ns	52.17ns	2.72ns	0.004ns	0.73ns	0.05ns	0.41ns

D x A x G	10	4.44ns	21.52ns	21.26ns	0.000ns	0.69ns	0.08**	4.67ns

CV (%)	19.42	108.92	93.30	15.09	30.50	28.04	28.14

ns, **, * = não significativo e significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
CP: comprimento da plântula; CH: comprimento do hipocótilo; CR: comprimento da raiz; DH: diâmetro do hipocótilo; CFC: comprimento da folha cotiledonar; LFC: largura da folha cotiledonar; NFD: número de folhas definitivas.
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Tabela  5.  Comparação  das  médias  para  as  diferentes  doses  de  mutagênico  das
características de plântulas Capsicum


Doses


CP


CH


CR

Média das variáveis
DH	CFC


LFC


NFD

1	9,77a	4,38ª	5,23ª	0,12a	2,13ª	0,61ª	6,70ª

2	8,38b	4,23ª	4,10ª	0,11ab	1,97ª	0,59ª	6,97ª

3	8,50ab	4,19ª	4,15ª	0,11ab	1,99ª	0,60ª	6,97ª

4	8,56ab	4,08ª	4,29ª	0,10ab	2,21ª	0,56ª	6,43ª

5	9,36ab	6,62ª	6,34ª	0,10ab	2,16ª	0,66ª	6,33ª

6	8,98ab	4,05a	4,65a	0,09b	2,12a	0,61a	6,40ª

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si.
CP: comprimento da plântula; CH: comprimento do hipocótilo; CR: comprimento da raiz; DH: diâmetro do hipocótilo; CFC: comprimento da folha cotiledonar; LFC: largura da folha cotiledonar; NFD: número de folhas definitivas.


Os diferentes ambientes onde as sementes foram cultivadas foram responsáveis por variação significativa para o comprimento da plântula, comprimento e diâmetro do hipocótilo, comprimento e largura da folha cotiledonar e número de folhas definitivas. Os maiores valores para todas as características, exceto, o número de folhas definitivas, foram observadas nas plântulas do substrato comercial (Tab. 6).
Essa  variação  encontrada  nas  plântulas  para  os  diferentes  ambientes  e  os diferentes  genótipos  são  importantes  quanto  ao  conhecimento  do  comportamento  e desenvolvimento das plântulas de Capsicum, porém para esse estudo, o principal foco é para as variações encontradas nas plântulas causadas pelo mutagênico EMS.



Tabela  6.  Comparação  das  médias  das  diferentes  condições  de  germinação  das características de plântulas Capsicum submetidas a diferentes doses de etil- metano-sulfonato (EMS).


Diferentes ambientes


CP


CH


CR

Média das variáveis
DH	CFC


LFC


NFD

In vitro	8,10b	3,04b	4,73a	0,10b	1,64b	0,48b	7,71ª

Substrato	9,76a	6,14a	4,86a	0,11a	2,55a	0,73a	5,56b

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si.
CP: comprimento da plântula; CH: comprimento do hipocótilo; CR: comprimento da raiz; DH: diâmetro do hipocótilo; CFC: comprimento da folha cotiledonar; LFC: largura da folha cotiledonar; NFD: número de folhas definitivas.


Quanto  aos  diferentes  genótipos,  para  as  características  avaliadas,  exceto  o comprimento do hipocótilo não apresentou significância. Como podemos observar na Tab  7,  há  uma  considerável  diferença  entre  as  médias.  O  que  é  justificado  pelo comportamento  diferenciado  dos  genótipos  que  respondem  de  forma  particular  aos tratamentos recebidos.

15



















Tabela  7.  Comparação  das  médias  dos  diferentes  genótipos  das  características  de plântulas Capsicum submetidas a diferentes doses de etil metano sulfonato (EMS).


Diferentes genótipos


CP


CH


CR

Média das variáveis
DH	CFC


LFC


NFD

UFPB 137	10,2a	5,39ª	6,46ª	0,11ª	2,34a	0,69ª	7,65ª

UFPB 77.3	8,85b	4,97ab	3,93b	0,09c	2,33ª	0,52c	6,78b

UFPB 342	7,73c	3,41b	3,99b	0,10b	1,62b	0,60b	5,47c

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si.
CP: comprimento da plântula; CH: comprimento do hipocótilo; CR: comprimento da raiz; DH: diâmetro do hipocótilo; CFC: comprimento da folha cotiledonar; LFC: largura da folha cotiledonar; NFD: número de folhas definitivas.




5. CONCLUSÕES


Nas condições desse estudo, os diferentes ambientes e genótipos influencia na germinação e IVG, mas as doses do EMS não geram variação genética detectável sobre essas características avaliadas para os genótipos C. annuum L.
Da mesma forma as características de plântulas também variaram quanto aos diferentes ambientes e genótipos, e o mutagênico foi responsável por variação apenas no comprimento de plântula e diâmetro do hipocótilo dessas plântulas.
A não variação em plântulas sugere que doses diferentes das testadas deverão ser analisadas  em  próximo  estudo,  que  possam  resultar  em  um  maior  aumento  na variabilidade genética; e identificar o nível tóxico desse mutagênico para C. annuum, visto que o nível de concentração tóxica de EMS depende das condições experimentais e do genótipo.
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Efeitos de EMS na características morfológicas  de genótipos de Capsicum
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Resumo

O cultivo de pimenteiras é realizado em praticamente todas as regiões do Brasil e está em constante crescimento, recebendo atenção como planta ornamental. As estratégias melhoramento de plantas, geram novos produtos comerciais fazem uso da variabilidade existente. Nesse sentido,  a indução de mutação, pode gerar novas  possibilidades  e genótipos com características de interesse agronômico. Dentre os agentes mutagênicos usados o Etil-metano-sulfonato (EMS) se destaca por ser menos fitotóxico e de alta eficiência mutagênica. Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito  do  agente  mutagênico  EMS  em  pimenteiras  ornamentais  (Capsicum  spp). Sementes de três genótipos de Capsicum foram submetidas aos diferentes tratamentos de   etil-metano-sulfonato   (EMS)   (0;   0,5;   1,0;   1,5;   2,0;   2,5%)   por  três   horas, posteriormente foram plantadas em bandejas de isopor contendo substrato comercial PlantMax®, e outras inoculadas em tubos de ensaio contendo meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), suplementado com 30 g.L-1  de sacarose e 8 g.L-1  de ágar   sem regulador  de  crescimento.  Aos  50  dias  após  a  inoculação,  as  plântulas  foram transplantadas   para   vasos   e   quando   atingiram   a   maturação,   as   plantas   foram caracterizadas.  Foram  avaliados  dezessete  caracteres  de  plantas,  flores,  frutos  e sementes.  O  delineamento  estatístico  utilizado  foi  o  inteiramente  ao  acaso,  com esquema fatorial triplo 2(ambientes) x 3(genótipos) x 6(concentrações). Os três fatores (doses,  ambientes  e  genótipos)  foram  responsáveis  individualmente  por  variação significativa para várias características. A interação doses x genótipos foi a que mais apresentou  diferenças  significativas  para  os  caracteres  avaliados.  O  uso  de  EMS proporcionou alterações morfológicas nas plantas e novas doses do mutagênico devem ser testadas em próximos estudos


Palavras chave: EMS, pimenteira ornamental, planta
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1. INTRODUÇÃO


As pimenteiras do gênero Capsicum são originárias do continente americano, mas atualmente são cultivadas em todo o mundo. Aproximadamente 89% de toda área cultivada com pimentas está no continente asiático, com as principais áreas de cultivo localizadas na Índia, Coréia, Tailândia e China. Há outras regiões de grande área de cultivo como os Estados Unidos e o México; e os países da Europa, África e Oriente Médio (PINTO et al., 2010).
Estimam-se mais de 150 variedades de Capsicum catalogadas no mundo, todas derivadas  de  apenas  cinco  espécies  domesticadas.  Existem  também  as  silvestres, aproximadamente 40, usadas em cruzamentos para tornar os cultivos comerciais mais resistentes a doenças e pragas. E há também inúmeras outras variedades que ainda não foram descobertas, (REIFSCHNEIDER et al., 2000).
No Brasil, o cultivo de pimenta é realizado em praticamente todas as regiões, sendo a região Sudeste e Centro Oeste as principais. Os estados de Minas Gerais, Goiás, São Paulo, Ceará e Rio Grande do Sul são os principais produtores, com 75 mil hectares de área cultivada e produtividade de 10 ton/ha a 30 ton/ha, dependendo do tipo de pimenta (RUFINO e PENTEADO, 2006; REIFSCHNEIDER e RIBEIRO, 2008).
O  cultivo   de   pimenta   no   Brasil   está  em   crescimento,   devido   as   suas características e rentabilidade e por sua importância social, pela utilização de mão-de- obra. Além de permitir a fixação de pequenos produtores rurais e suas famílias no campo.  Segundo  Finger  et  al.  (2012),  a  agricultura  familiar  tem  sido  a  principal responsável, no Brasil, pela expansão da área cultivada de pimentas.
Atualmente, as pimentas estão sendo utilizadas na alimentação, em temperos, na medicina,  e  como  matéria-prima  para  as  indústrias  alimentícia,  farmacêutica  e cosmética (YAMAMOTO et al., 2005; SANTOS et al., 2010).  No mercado brasileiro, por exemplo, as pimenteiras recebem atenção como planta ornamental, sendo apreciadas pela grande variabilidade no formato, na pungência e na coloração dos frutos, pela folhagem variegada (MOREIRA et al., 2006; CARVALHO et. al, 2006; REGO et al, 2009) e, especialmente, pelo cultivo em vasos embora nos últimos  anos, tenha havido tendência à utilização como planta ornamental de corte, na   composição de arranjos florais diversos (WIEN e MAZOUREK, 2012).
O aumento da produtividade desta hortaliça requer trabalhos de melhoramento

vegetal e técnicas de experimentação agrícola. Há carência de variedades melhoradas
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com características de cor, aroma e pungência de fruto, que atendam às necessidades da indústria (RÊGO et. al, 2009; SAPUCAY et. al, 2009; BOSLAND e VOTAVA, 2000).
A variabilidade é o pre-requisito para o melhoramento genético vegetal.  Grande parte dessa diversidade existente nos organismos vivos deve-se, em última análise, à variabilidade existente nos genes, tanto nucleares quanto de organelas. Com recentes avanços  tecnológicos,  diversos  métodos  vêm  sendo  utilizados  para  um  melhor entendimento sobre a organização e o funcionamento destes genomas e para a geração de variabilidade (COSTA et al., 2011).
A principal fonte de geração de variabilidade é a mutação. A ocorrência de mutações serve como ferramenta aos programas de melhoramento genético, pois levam à  produção  de  novas  formas  alélicas,  que  podem  conferir  novas  características agronômicas de interesse, ampliando assim a base genética dos recursos disponíveis para o melhoramento (RAMALHO et al., 2012).
A  mutação  vem  auxiliar  os  programas  de  melhoramento  incrementando  a variabilidade com a obtenção de genótipos com características de interesse agronômico e adaptados a diferentes condições ambientais (SERRAT et al. 2014).
Como as taxas de mutação espontânea são muito baixas, mutações induzidas estão sendo utilizadas para aumentar a sua taxa e frequências. As mutações induzidas são definidas como as alterações hereditárias no DNA (ácido desoxirribonucleico), de ordem  qualitativa ou quantitativa, e não derivadas  de segregação ou recombinação genética (COIMBRA et al., 2004).
As mutações podem ser induzidas por tratamento com mutagênicos tanto físicos, como  radiações  ionizantes,  quanto  químicos,  como  substancias  alquilantes,  por exemplo, o etil-metano-sulfonato (EMS) (PREDIERI 2001; WU et al. 2005; TALEBI et al. 2012).
A  utilização  de  agentes  mutagênicos  físicos  e  químicos  podem  ser  de fundamental importância para criação e incorporação de novos genes e/ou alelos de interesse agronômico, podendo resultar em ideótipos (LUZ et al, 2016).
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2. OBJETIVOS


2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do agente mutagênico etil-metano-sulfonato (EMS) em plantas

de pimenteiras ornamentais (Capsicum spp).


2.2 Objetivos específicos

Caracterizar plantas de Capsicum provenientes de sementes cultivadas in vitro e

em substrato submetidas a diferentes tratamentos com EMS;

Avaliar  a  influência  de  diferentes  concentrações  do  agente  mutagênico  etil-

metano-sulfonato (EMS) sobre três genótipos de Capsicum;

Determinar as condições ótimas de tratamento para a indução de mutação e

geração de variabilidade genética utilizando EMS em sementes de Capsicum.
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3.  METODOLOGIA


3.1 Local do experimento

O presente trabalho foi realizado, no Laboratório de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal da Paraíba, Areia – PB. O Município  de  Areia  está  localizado  na  mesorregião  do  Agreste  Paraibano  e  na microrregião  do  Brejo  Paraibano,  na  latitude  6°58’  S  e  longitude  35°41’  W, apresentando  um  clima  tropical  úmido,  com  verão  seco,  com  estação  chuvosa  no período de outono-inverno com inicio em janeiro/fevereiro e término em setembro, podendo se adiantar até outubro. A temperatura média é de 23º C, a umidade relativa média de 80% e a precipitação média anual de 1.400 mm (MASCARENHAS et al., 2005).


3.2 Material vegetal

Foram utilizadas três genótipos de Capsicum UFPB 137; UFPB 77.3; e UFPB

342, pertencentes ao Banco de Germoplasma do CCA-UFPB.


3.3 Obtenção de plantas

Se sementes de Capsicum foram inicialmente desinfestadas, posteriormente pré- embebidas em água destilada durante 12 horas. Após a embebição, as sementes ficaram submetidas   aos   diferentes   tratamentos   de   etil-metano-sulfonato   (EMS)   de   seis concentrações (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5%) por três horas.
Em seguida, sementes de cada genótipo foram semeadas em bandejas de isopor contendo substrato comercial PlantMax®, e outras inoculadas em tubos de ensaio (25 x 125mm), contendo 10 ml de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), previamente esterilizado em autoclave a 120ºC, por 15 min e pH ajustado para 5.6, acrescido de 30 g.L-1 de sacarose e 8 g.L-1 de ágar (Sigma®) sem regulador de crescimento.
Após 50 dias, as plântulas foram transplantadas para vasos contendo substrato

comercial PlantMax e posteriormente transferidas para casa de vegetação.


3.4 Caracterização de plantas

Quando  as  plantas  atingiram  a  maturidade  foram  caracterizadas  conforme descritor de Capsicum  (IPGRI, 1995). Foram  avaliadas as  características:  altura da planta (cm); altura da primeira bifurcação (cm); diâmetro do caule (mm); comprimento
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e largura da folha (cm); comprimento da flor (mm); comprimento da antera (mm); comprimento do filete (mm); comprimento e diâmetro do fruto (cm); peso do fruto (g); comprimento do pedicelo (cm); espessura do pericarpo (cm); comprimento da placenta (cm);  matéria  fresca  (g);  número  de  sementes  e  matéria  seca  (g).  O  delineamento estatístico   utilizado   foi   o   inteiramente   ao   acaso,   com   esquema   fatorial   triplo 2(ambientes) x 3(genótipos) x 6(concentrações). Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey. As análises foram realizadas utilizando-se o programa computacional Genes (CRUZ, 2006).
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4.  RESULTADOS E DISCUSSÃO


Houve   diferenças   significativas   das   interações   triplas   para   7   das   17 características analisadas, demonstrando que as interações entre os fatores doses (D), ambientes (A) e genótipos (G) são complexas (Tab. 1).
As interações duplas entre D x A, D x G e A x G, também foram significativas em 5, 13 e 4 características, respectivamente, das 17 avaliadas. Porém, a de maior importância para este trabalho é D x G, onde 13 das 17 características, apresentaram diferenças significativas (Tab. 1).
Quando  analisamos  os  fatores  isoladamente,  observa-se  que  doses  (D)  do mutagênico apresentou diferenças significativas para nove (AB, CFl, CA, CFi, CFr, PFr, CP, CP1 e MF) das 17 caraterísticas avaliadas. Luz et al (2016), trabalhando com arroz  irrigado  submetido  a  tratamento  com  1,5%  de  EMS,  observaram  diferenças significativas para todas as variáveis analisadas.
Em relação aos ambientes (A), foi observado diferenças significativas em oito das 17 características avaliadas (DC, CFo, LFo, CFl, CFi, DFr, EP, NS e MS). Por outro lado, o fator genótipo (G) foi significativo para todos os caracteres analisados.
As plantas provenientes de sementes tratadas com a dose de 0,5% do agente mutagênico (EMS), promoveu os menores médias para as variáveis, altura da primeira bifurcação  (AB),  comprimento  da flor  (CFl), peso do  fruto  (PFr)  e  matéria  fresca (MF)(Tab. 2).
Para o comprimento da antera as doses de 1,0% e 1,5% foram responsáveis pelas menores anteras. O comprimento do filete foi maior para o tratamento controle e menor para a maior dose de mutagênico. As doses do mutagênico diminuíram o tamanho e o peso dos frutos tratados, bem como o comprimento da placenta e a matéria fresca (Tabela 2).
Para  o  fator  ambiente,  foram  significativas  as  características:  AP  (altura  da planta),  AB  (altura  de  primeira  bifurcação),  CA  (comprimento  da  antera),  CFr (comprimento  do  fruto),  PFr  (peso  do  fruto),  CP  (comprimento  do  pedicelo),  CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca) (Tab. 1). Em que os maiores valores de AP, AB e CA foram para as plantas provenientes de sementes semeadas em campo. Já as demais características, os maiores valores foram das plantas provenientes do cultivo in vitro (Tab. 3).
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Tabela  1. Resumo da análise de variância para características de plantas  Capsicum
submetidas a diferentes doses de etil metano sulfonato (EMS)


FV


GL


AP


AB

QM
DC


CFo


LFo


CFl

Doses (D)	5	18.59ns	49.95**	0.004ns	2.05ns	1.90ns	0.081**

Ambientes (A)	1	760.19**	866.37**	0.018ns	0.03ns	1.95ns	0.005ns

Genótipos (G)	2	1152.86**	1505.06**	0.056**	32.79**	12.23**	0.363**

D x A	5	38.34*	25.81ns	0.015ns	1.22ns	1.65ns	0.068**

D x G	10	55.85**	95.34**	0.030**	3.40ns	2.42ns	0.111**

A x G	2	31.65ns	98.99**	0.073**	2.12ns	1.55ns	0.020ns

D x A x G	10	60.83**	35.19**	0.016**	3.33ns	1.63ns	0.037*

CV (%)	12.26	27.48	10.19	24.28	79.95	10.65

FV	GL	CA	CFi	CFr   QM   DFr	PFr	CP

Doses (D)	5	0.001**	0.004**	0.30**	0.033ns	0.19**	0.37**

Ambientes (A)	1	0.001*	0.000ns	1.09**	0.006ns	0.41**	0.67**

Genótipos (G)	2	0.007**	0.282**	4.04**	6.743**	8.38**	1.50**

D x A	5	0.001ns	0.000ns	0.17ns	0.033ns	0.15**	0.09ns

D x G	10	0.001**	0.005**	0.28**	0.034*	0.16**	0.25*

A x G	2	0.000ns	0.004**	0.15ns	0.005ns	0.04ns	0.32*

D x A x G	10	0.000ns	0.000ns	0.13ns	0.022ns	0.08*	0.13ns

CV (%)	12.98	8.05	22.48	14.96	34.59	18.10


FV


GL


EP


CPl

QM
MF


NS


MS

Doses (D)	5	0.007ns	0.25**	0.14**	111.85ns	0.01ns

Ambientes (A)	1	0.005ns	0.64**	0.22**	551.25ns	0.05ns

Genótipos (G)	2	0.042*	2.16**	5.51**	7569.87**	0.17**

D x A	5	0.012ns	0.14**	0.11**	63.82ns	0.01ns

D x G	10	0.013ns	0.23**	0.10**	54.83ns	0.02*

A x G	2	0.007ns	0.06ns	0.02ns	88.27ns	0.00ns

D x A x G	10	0.012ns	0.11**	0.05**	78.24ns	0.02ns

CV (%)	145.76	18.70	33.24	34.23	119.49

ns, *, ** = não significativo e significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
AP (altura da planta), AB (altura de primeira bifurcação), DC (diâmetro do caule), CFo (comprimento da folha),  LFo  (largura  da  folha),  CFl  (comprimento  do  flor),  CA  (comprimento  da  antera),  CFi (comprimento do filete), CFr (comprimento do fruto), DFr (diâmetro do fruto), PFr (peso do fruto), CP (comprimento do pedicelo), EP (espessura do pericarpo), CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca), NS (número de sementes) e MS (matéria seca).
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Tabela 2. Comparação das médias para as diferentes doses do mutagênico em plantas
Capsicum

Doses de	Médias das variáveis

EMS	AP	AB	DC	CFo	LFo	CFl	CA	CFi	CFr

1	31,12 a	11,84 ab	0,62 a	5,77 a	1,65 a	1,36 a	0,14 a	0,43 a	1,45 a

2	31,69 a	10,92 b	0,64 a	5,26 a	1,49 a	1,20 b	0,13 ab	0,41 ab	1,22 b

3	31,66 a	12,73 ab	0,64 a	5,68 a	2,21 a	1,30 ab	0,12 b	0,41 ab	1,28 ab

4	31,08a	13,69 a	0,62 a	6,00 a	1,68 a	1,29 ab	0,12 b	0,41 ab	1,15 b

5	33,24 a	13,87 a	0,63 a	5,64 a	1,60 a	1,27 ab	0,13 ab	0,40 ab	1,15b

6	31,92 a	14,21 a	0,63 a	5,91 a	1,69 a	1,29 ab	0,14 a	0,39 b	1,25 ab

DFr	PFr	CP	EP	CPl	MF	NS	MS

1	0,90 a	0,68 a	1,87 ab	0,08 a	1,09 a	0,52 a	31,57 a	0,08 a

2	0,84 a	0,46 b	1,80 ab	0,08 a	0,92 b	0,33 b	27,67 a	0,07 a

3	0,87 a	0,57 ab	1,66 b	0,09 a	0,88 b	0,42 b	32,20 a	0,07 a

4	0,82 a	0,50 b	1,81 ab	2,06 a	0,82 b	0,36 b	32,70 a	0,10 a

5	0,81 a	0,49 b	1,78 ab	0,06 a	0,92 b	0,37 b	28,97 a	0,06 a

6	0,84 a	0,50 b	2,00 a	0,09 a	0,89 b	0,37 b	29,60 a	0,09 a

AP (altura da planta), AB (altura de primeira bifurcação), DC (diâmetro do caule), CFo (comprimento da folha),  LFo  (largura  da  folha),  CFl  (comprimento  do  flor),  CA  (comprimento  da  antera),  CFi (comprimento do filete), CFr (comprimento do fruto), DFr (diâmetro do fruto), PFr (peso do fruto), CP (comprimento do pedicelo), EP (espessura do pericarpo), CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca), NS (número de sementes) e MS (matéria seca).

Tabela 3. Comparação das médias para os diferentes ambientes de plantas Capsicum



Diferentes	Média das variáveis

Ambientes	AP	AB	DC	CFo	LFo	CFl	CA	CFi	CFr

In vitro	29,73 b	10,68 b	0,64 a	5,70 a	1,83 a	1,28 a	0,13 b	0,41 a	1,34 a

Substrato	33,84 a	15,07 a	0,62 a	5,73 a	1,62 a	1,29 a	0,14 a	0,41 a	1,18 b

DFr	PFr	CP	EP	CPl	MF	NS	MS

In vitro	0,85 a	0,58 a	1,88 a	0,08 a	0,98 a	0,43 a	32,03 a	0,09 a

Substrato	0,84 a	0,49 b	1,76 b	0,07 a	0,86 b	0,36 b	28, 53 b	0,06 b

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si.
AP (altura da planta), AB (altura de primeira bifurcação), DC (diâmetro do caule), CFo (comprimento da folha),  LFo  (largura  da  folha),  CFl  (comprimento  do  flor),  CA  (comprimento  da  antera),  CFi (comprimento do filete), CFr (comprimento do fruto), DFr (diâmetro do fruto), PFr (peso do fruto), CP (comprimento do pedicelo), EP (espessura do pericarpo), CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca), NS (número de sementes) e MS (matéria seca).

Tabela 4. Comparação das médias para os diferentes genótipos para as características de plantas Capsicum

Diferentes	Média das variáveis

genótipos	AP	AB	DC	CFo	LFo	CFl	CA	CFi	CFr

137	27,56 c	8,85 c	0,60 c	6,19 a	2,03 a	1,26 b	0,15 a	0,43 b	1,45 a

77.3	36,31 a	11,30 b	0,66 a	4,86 b	1,20 b	1,22 b	0,14 b	0,47 a	0,97 b

342	31,48 b	18,48 a	0,63 b	6,08 a	1,93 a	1,37 a	0,12 c	0,34 c	1,37 b

DFr	PFr	CP	EP	CPl	MF	NS	MS

137	0,73 b	0,47 b	1,99 a	0,09 ab	1,05 a	0,33 b	31,68 b	0,07 b

77.3	0,58 c	0,20 c	1,79 b	0,05 b	0,70 b	0,13 c	18,42 c	0,03 c

342	1,22 a	0,94 a	1,68 b	0,10 a	1,00 a	0,73 a	40,75 a	0,14 a

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical não diferem estatisticamente entre si.
AP (altura da planta), AB (altura de primeira bifurcação), DC (diâmetro do caule), CFo (comprimento da folha),  LFo  (largura  da  folha),  CFl  (comprimento  do  flor),  CA  (comprimento  da  antera),  CFi
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(comprimento do filete), CFr (comprimento do fruto), DFr (diâmetro do fruto), PFr (peso do fruto), CP (comprimento do pedicelo), EP (espessura do pericarpo), CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca), NS (número de sementes) e MS (matéria seca).


No fator genótipos pode-se observar variação para todas as características, o que é justificado por serem três genótipos diferentes com padrões de características distintas. (Tabs. 1 e 3).
Quanto a interação D x A (doses e ambientes) cinco características apresentaram diferenças significativas (Tab. 1). As plantas dentro dos ambientes apresentaram altura que não se diferenciaram entre si, porém as provenientes do cultivo in vitro para o tratamento  controle  e  as  doses  1,5%  e  2,0%,  apresentaram-se  menores  quando comparadas  as  plantas  submetidas  aos  mesmos  tratamentos,  mas  cultivadas  em substrato. O comprimento as flores entre os dois ambientes não apresentaram diferenças significativas. Porém, as flores das plantas cultivadas em substrato apresentaram-se menores quando submetidas ao mutagênico.
O peso do fruto também não foi diferente nos dois ambientes, mas nas plantas que vieram do cultivo in vitro o controle se diferenciou dos frutos da dosagem 0,5%, que apresentou média bem inferior. O comprimento da placenta e a matéria fresca também apresentaram diferenças para as plantas provenientes do cultivo in vitro. O tratamento com EMS reduziu o comprimento da placenta e a matéria fresca dos frutos (Tab. 5).
Na interação D x G (doses e genótipos) das dezessete características avaliadas treze apresentaram diferenças significativas. Indicando que os genótipos respondem de forma diferenciadas aos tratamentos (Tabela 14). Silva et al (1998) também observaram que genótipos diferentes respondem  de forma distinta aos tratamentos.
O genótipo UFPB 137, foi o que apresentou maior número de significância. Demonstrando sua maior susceptibilidade  ao mutagênico, enquanto  que o genótipo UFPB 77.3 apresentou menor número de características influenciadas pelas doses de EMS.
Na  interação  A  x  G  (ambientes  e  genótipos)  apenas  quatro  características apresentaram diferenças significativas: altura da primeira bifurcação, diâmetro do caule, comprimento do filete e comprimento da placenta.
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Arisha et al (2014) e Hwang et al (2014) em estudos com Capsicum e diferentes doses de mutagênico observou redução na altura das plantas tratadas com as maiores doses de EMS, com o desenvolvimento de plantas anãs, o que não ocorreu no presente estudo. A susceptibilidade dos genótipos estudados pelos autores foi bem maior.
Em trabalhos com mutagênicos poucas são as características avaliadas. Autores como Carneiro et al (1995), Jabeen e Mirza (2002), Arisha et al (2014), Hwang et al (2014) e Arisha et al (2015), preocupam-se mais com caracteres de porte, coloração e produção de frutos, visto que visam a produção dessas culturas e a área de ocupação dessas plantas.
Em  programas  de  melhoramento  utilizando-se  de  mutação,  é  necessário  a seleção  de  uma  condição  eficaz  e  uma  concentração  de  mutagênico  eficiente  para produzir uma alta frequência de mutações desejáveis sem que influencie na taxa de mortalidade das plantas (WANI , 2009; Arisha et al, 2014). Em estudo com Capsicum a dose de 0,6% causou letalidade em 50% de plantas (ARISHA et al, 2014).
Nesse trabalho as dosagens utilizadas não causaram mortalidade nas plantas e contribuíram com variação para algumas das características avaliadas. Novas doses podem	ser	testadas	no	objetivo	de	se	conseguir	maior	variabilidade.
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Tabela 5. Comparação de médias da interação Doses x Ambientes para os caracteres de planta de Capsicum  spp.

AP	AB	DC	CFo	LFo

Doses	A1	A2	A1	A2	A1	A2	A1	A2	A1	A2

1	28,49 Ba	33,74 Aa	9,14 1ba	14,54 Aa	0,62 Aa	0,61 Aa	6,08 Aa	5,47 Aa	1,73 Aa	1,58 Aa

2	31,07 Aa	32,30 Aa	9,63 Aa	12,21 Aa	0,67 Aa	0,61 Aa	5,19 Aa	5,33 Aa	1,44 Aa	1,54 Aa

3	30,24 Aa	33,09 Aa	10,60 Aa	14,86 Aa	0,68 Aa	0,60 Aa	5,56 Aa	5,81 Aa	2,78 Aa	1,64 Aa

4	27,35 Ba	34,80 Aa	10,53 Aa	14,84 Aa	0,63 Aa	0,62 Aa	5,81 Aa	6,19 Aa	1,65 Aa	1,71 Aa

5	30,64 Ba	35,83 Aa	10,21 Ba	17,52 Aa	0,63 Aa	0,62 Aa	5,48 Aa	5,80 Aa	1,60 Aa	1,61 Aa

6	30,58 Aa	33,26 Aa	11,97 Ba	16,44 Aa	0,61 Aa	0,66 Aa	6,07 Aa	5,74 Aa	1,75 Aa	1,62 Aa

Doses	A1	CFl	A2	A1	CA	A2	A1   CFi   A2	A1   CFr   A2	A1   DFr   A2

1	1,30 Aa	1,41 Aa	0,14 Aa	0,14 Aa	0,43 Aa	0,43 Aa	1,65 Aa	1,24 Ba	0,97 Aa	0,84 Aa

2	1,27 Aa	1,12 Ab	0,14 Aa	0,14 Aa	0,41 Aa	0,41 Aa	1,30 Aa	1,14 Aa	0,85 Aa	0,82 Aa

3	1,30 Aa	1,30 Aab	0,14 Aa	0,12 Aa	0,41 Aa	0,41 Aa	1,36 Aa	1,19 Aa	0,86 Aa	0,88 Aa

4	1,27 Aa	1,30 Aab	0,12 Aa	0,14 Aa	0,41 Aa	0,41 Aa	1,13 Aa	1,17 Aa	0,79 Aa	0,86 Aa

5	1,21 Aa	1,32 Aab	0,13 Aa	0,15 Aa	042 Aa	0,41 Aa	1,32 Aa	1,12 Aa	0,81 Aa	0,82 Aa

6	1,30 Aa	1,28 Aab	0,14 Aa	0,14 Aa	0,39 Aa	0,40 Aa	1,27 Aa	1,23 Aa	0,84 Aa	0,84 Aa

Doses	A1	PFr	A2	A1	CP	A2	A1	EP	A2	A1   CPl   A2	A1   MF   A2

1	0,87 Aa	0,50 Aa	1,90 Aa	1,83 Aa	0,07 Aa	0,09 Aa	1,27 Aa	0,90 Ba	0,67 Aa	0,37 Ba

2	0,51 Ab	0,42 Aa	1,92 Aa	1,67 Aa	0,06 Aa	0,09 Aa	0,98 Aab	0,86 Aa	0,36 Ab	0,30 Aa

3	0,58 Aab	0,56 Aa	1,72 Aa	1,61 Aa	0,12 Aa	0,06 Aa	0,93Ab	0,82 Aa	0,42 Ab	0,41 Aa

4	0,48 Aab	0,51 Aa	1,82 Aa	1,79 Aa	0,05 Aa	0,06 Aa	0,81 Ab	0,81 Aa	0,34 Ab	0,37 Aa

5	0,53 Aab	0,45 Aa	1,79 Aa	1,77 Aa	0,06 Aa	0,06 Aa	0,98 Aab	0,85 Aa	0,41 Ab	0,33 Aa

6	0,53 Aab	0,49 Aa	2,13 Aa	1,87 Aa	0,12 Aa	0,06 Aa	0,88 Ab	0,85 Aa	0,38 Ab	0,37 Aa


Doses

1 2 3 4 5 6

NS
A1	A2
30,47 Aa	30,67 Aa
31,20 Aa	24,13 Aa
34,07 Aa	30,33 Aa
35,53 Aa	29,87 Aa
31,20 Aa	26,73 Aa
23,73 Aa	29, 47 Aa


A1 0,10 Aa 0,09 Aa 0,07 Aa 0,13 Aa 0,06 Aa 0,11 Aa

MS


A2 0,06 Aa 0,05 Aa 0,06 Aa 0,07 Aa 0,06 Aa 0,07 Aa


Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem estatisticamente entre   si.   Médias   seguidas   pelas   mesmas   letras   minúsculas   na   vertical   não   diferem estatisticamente entre si.
AP  (altura  da  planta),  AB  (altura  de  primeira  bifurcação),  DC  (diâmetro  do  caule),  CFo (comprimento da folha), LFo (largura da folha), CFl (comprimento do flor), CA (comprimento da antera), CFi (comprimento do filete), CFr (comprimento do fruto), DFr (diâmetro do fruto), PFr  (peso  do  fruto),  CP  (comprimento  do  pedicelo),  EP  (espessura  do  pericarpo),  CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca), NS (número de sementes) e MS (matéria seca).
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Tabela 6. Comparação de médias da interação Doses x Genótipos para as características
de planta de Capsicum spp.


Doses


137

AP
77.3


342


137

AB
77.3


342

1	27.40Ba	36.75Aa	29.20Bb	9.15Ba	9.97Bab	16.40Aa

2	28.00Ba	36.26Aa	30.80ABab	11.43Ba	4.23Cb	17.10Aa

3	29.40Ba	36.58Aa	29.00Bb	10.29Aa	12.31Aa	15.60Aa

4	24.99Ba	37.43Aa	30.80Bab	7.20Ca	13.76Ba	20.10Aa

5	27.70Ba	34.41Aa	37.60Aa	6.94Ca	12.66Ba	22.00Aa

6	27.84Ba	36.42Aa	31.50ABab	8.06Ba	14.86Aa	19.70Aa






Doses


137

DC
77.3


342


137

CFo
77.3


342

1	0.60Aab	0.64Aa	0.60Aab	6.75Aa	4.52Ba	6.05ABa

2	0.64ABa	0.72Aa	0.57Bb	5.20Aa	5.20Aa	5.38Aa

3	0.65Aa	0.66Aa	0.61Aab	6.59Aa	4.97Aa	5.48Aa

4	0.52Bb	0.67Aa	0.68Aab	5.74Aa	5.10Aa	7.17Aa

5	0.61Aab	0.63Aa	0.64Aab	6.69Aa	4.48Aa	5.97Aa

6	0.56Bab	0.63ABa	0.71Aa	6.38Aa	4.90Aa	6.44Aa




Doses


137

LFo
77.3


342


137

CFl
77.3


342

1	1.78Aa	1.21Aa	1.98Aa	1.39Aa	1.14Bab	1.53Aa

2	1.54Aa	1.28Aa	1.65Aa	1.28Aa	1.04Bb	1.26Ab

3	3.65Aa	1.18Ba	1.81Aba	1.23Ba	1.22Bab	1.44Aab

4	1.69Aa	1.27Aa	2.09Aa	1.28Ba	1.27ABab	1.42Aab

5	1.79Aa	1.07Aa	1.95Aa	1.25Aa	1.31Aa	1.25Ab

6	1.74Aa	1.20Aa	2.11Aa	1.25Aa	1.32Aa	1.30Aab






Doses


137

CA
77.3


342


137

CFi
77.3


342

1	0.17Aa	0.14Ba	0.12Ba	0.48Aa	0.48Aa	0.33Ba

2	0.15Aab	0.14ABa	0.12Ba	0.42Aab	0.46Aa	0.35Ba

3	0.14Ab	0.14Aa	0.11Aa	0.43Aab	0.47Aa	0.33Ba

4	0.14Aab	0.14Aa	0.11Aa	0.45Aa	0.46Aa	0.33Ba

5	0.14Aab	0.13Aa	0.14Aa	0.45Aa	0.47Aa	0.33Ba

6	0.14Aab	0.15Aa	0.14Aa	0.37Bb	0.46Aa	0.35Ba






Doses


137

CFr
77.3


342


137

DFr
77.3


342

1	1.97Aa	1.06Ba	1.31Ba	0.85Ba	0.60Ca	1.25Aa

2	1.43Ab	0.94Ba	1.29ABa	0.78Ba	0.57Ca	1.17Aa

3	1.41Ab	0.97Ba	1.45Aa	0.68Ba	0.59Ba	1.35Aa

4	1.12ABb	0.94Ba	1.40Aa	0.66Ba	0.60Ba	1.21Aa

5	1.33Ab	0.96Aa	1.38Aa	0.71Ba	0.59Ba	1.15Aa

6	1.46Aab	0.92Ba	1.37Aa	0.74Ba	0.56Ba	1.22Aa


Doses


137

PFr
77.3


342


137

CP
77.3


342

1	0.87Aa	0.22Ba	0.96Aa	1.88Aa	1.96Aa	1.76Aa

2	0,37Bb	0.19Ba	0.81Aa	2.07Aa	1.81ABa	1.51Ba

3	0.38Bb	0.20Ba	1.12Aa	1.74Aa	1.69Aa	1.56Aa
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4	0.34Bb	0.19Ba	0.96Aa	1.82Aa	1.87Aa	1.74Aa

5	0.37Bb	0.22Ba	0.88Aa	2.16Aa	1.64Ba	1.54Ba

6	0.46Bb	0.17Ca	0.90Aa	2.27Aa	1.77Ba	1.97ABa






Doses


137

EP
77.3


342


137

CPl
77.3


342

1	0.11Aa	0.05Aa	0.09Aa	1.54Aa	0.74Ba	0.98Ba

2	0.10Aa	0.05Aa	0.08Aa	1.04Ab	0.70Ba	1.02Aa

3	0.05Aa	0.05Aa	0.18Aa	0.92ABb	0.70Ba	1.01Aa

4	0.05Aa	0.04Aa	0.08Aa	0.77Ab	0.74Aa	0.93Aa

5	0.05Aa	0.05Aa	0.08Aa	1.00Ab	0.70Ba	1.06Aa

6	0.15Aa	0.05Aa	0.08Aa	1.06Ab	0.62Ba	0.98Aa





MF	NS

Doses	137	77.3	342	137	77.3	342

1	0.66Aa	0.16Ba	0.75Aab	34.90Aa	17.80Ba	39.00Aa

2	0.27Bb	0.12Ba	0.61Ab	29.40ABa	17.40Ba	36.20Aa

3	0.25Bb	0.14Ba	0.86Aa	31.80ABa	19.90Ba	44.90Aa

4	0.20Bb	0.13Ba	0.75Aab	32.90ABa	21.70Ba	43.50Aa

5	0.27Bb	0.14Ba	0.70Aab	27.70ABa	18.70Ba	40.50Aa

6	0.31Bb	0.11Ba	0.69Aab	33.40Aa	15.00Ba	40.40Aa






Doses


137

MS
77.3


342

1	0.12Aa	0.03Aa	0.10Aa

2	0.11Aa	0.03Aa	0.08Aa

3	0.06Aa	0.03Aa	0.11Aa

4	0.04Ba	0.03Ba	0.24Aa

5	0.05Aa	0.03Aa	0.09Aa

6	0.06ABa	0.02Ba	0.20Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem estatisticamente entre si. Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na vertical não diferem estatisticamente entre si.
AP (altura da planta), AB (altura de primeira bifurcação), DC (diâmetro do caule), CFo (comprimento da folha),  LFo  (largura  da  folha),  CFl  (comprimento  do  flor),  CA  (comprimento  da  antera),  CFi (comprimento do filete), CFr (comprimento do fruto), DFr (diâmetro do fruto), PFr (peso do fruto), CP (comprimento do pedicelo), EP (espessura do pericarpo), CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca), NS (número de sementes) e MS (matéria seca).
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Tabela 7. Comparação de médias da interação Ambientes x Genótipos para as características de planta de Capsicum spp.



Ambiente	AP	AB	DC	CFo

137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342

I	25,07 Bb	33,85 Ab	30,27 ABa	5,80 Bb	8,48 Bb	17,77 Aa	0,61 Aa	0,70 Aa	0,70 Aa	6,12 Aa	5,06 Aa	5,91 Aa

S	30,05 Ba	38,77 Aa	32,70 Ba	11,84 Ba	14, 11 ABa	19,20 Aa	0,59 Aa	0,61 Ab	0,61 Ab	6,26 Aa	6,25 Aa	6,25 Aa

Ambiente	LFo	CFl	CA	CFi

137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342

I	2,31 Aa	1,25 Aa	1,91 Aa	1,24 Aa	1,24 Aa	1,37 Aa	0,15 Aa	0,14 Aa	0,12 Aa	0,44 Aa	0,46 Aa	0,34 Ba

S	1,75 Aa	1,16 Aa	1,95 Aa	1,29 Aa	1,29 Aa	1,37 Aa	0,15 Aa	0,14 Aa	0,13 Aa	0,43Ba	0,48 Aa	0,33 Ca

Ambiente	CFr	DFr	PFr	CP

137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342

I	1,59 Aa	1,01 Ba	1,42 ABa	0,73 Ba	0,60 Ba	1,23 Aa	0,55 Ba	0,23 Ca	0,97 Aa	2,00 Aa	1,93 Aa	1,70 Aa

S	1,32 Aa	0,92 Aa	1,32 Aa	0,74 Ba	0,57 Ba	1,22 Aa	0,39 Ba	0,17 Ba	0,91 Aa	1,97 Aa	1,64 Ab	1,65 Aa

Ambiente	EP	CPl	MF	NS

137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342	137	77.3	342

I	0,05 Aa	0,05 Aa	0,12 Aa	1,59 Aa	0,75 Ba	1,03 Ab	0,38 Ba	0,16 Ca	0,75 Aa	32,77 Ba	21,57Ba	41,77 Aa

S	0,09 Aa	0,05 Aa	0,08 Aa	0,97 Aa	0,65 Ba	0,23 Ba	0, 27 Ba	0,11 Ba	0,70 Aa	30,60 ABa	30,60 ABa	39,73 Aa

Ambiente	MS

137	77.3	342

I	0,09 Aa	0,04 Aa	0,15 Aa

S	0,05 Aa	0,02 Aa	0,12 Aa



Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem estatisticamente entre si. Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na vertical não diferem estatisticamente entre si.
AP (altura da planta), AB (altura de primeira bifurcação), DC (diâmetro do caule), CFo (comprimento da folha), LFo (largura da folha), CFl (comprimento do flor), CA (comprimento da antera), CFi (comprimento do filete), CFr (comprimento do fruto), DFr (diâmetro do fruto), PFr (peso do fruto), CP (comprimento do pedicel o), EP (espessura do pericarpo), CPl (comprimento da placenta), MF (matéria fresca), NS (número de sementes) e MS (matéria seca).
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5.  CONCLUSÃO


Os	três	fatores	(doses,	ambientes	e	genótipos)	foram	responsáveis

individualmente por variação significativa para várias características.

A interação doses x genótipos foi a que mais apresentou diferenças significativas

para as características.

Há  interações  triplas  complexas  entre  doses  do  agente  mutagênico  (EMS),

genótipos e ambientes na geração de variabilidade de pimenteiras ornamentais.

Pode-se  concluir  que  o  EMS  gerou  variabilidade  e  que  novas  doses  do

mutagênico devem ser testadas.
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