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RESUMO GERAL

As pimenteiras do género Capsicum tem grande importancia alimentar, econdmica,
cultural e ornamental em todo o mundo. O presente trabalho investigou os potenciais
efeitos fitotoxicos de agentes indutores de poliploidia em plantas (trifluralina e
orizalina)sobre a emergéncia de quatro gendtipos de pimenteiras (Capsicum spp.) e
analisou a indugdo de polipldides de C. annuum e das diferencas morfoanatdmicas
produzidas em relacdo aos controles diploides quando submetidas a concentracdes e
tempos de exposicaodistintos. Os dois capitulos resultaram da realizacdo de dois
experimentos com adocdo doesquema fatorial triplo em delineamento inteiramente
casualizado. Em ordem, os trés fatores, compreenderam genétipos, concentracbes
de antimit6ticos e tempos de exposi¢ao. A Unica diferenca entre os dois experimentos,
foi o agente indutor de poliploidia utilizado, orizalina no primeiro e trifluralina no
segundo. No capitulo I, foramobtidas plantulas a partir dos tratamentos com os dois
agentes antimitéticos. A trifluralinae orizalina foram fitotéxicos e causaram uma
reducdo acentuada sobre a emergéncia de plantas para todos os genotipos em
relacéo ao controle, sendo a trifluralina, maisfitotoxica. A velocidade de emergéncia é
inversamente proporcional a concentracdo dos agentes antimitdticos. Doses
superiores a 0,4% produziram poucas plantulas com menortempo de emergéncia,
possivelmente, seja um mecanismo de sobrevivéncia a toxidez dos agentes
antimitéticos ou um indicativo de que ocorreu a inducao de polipldides. No capitulo
II, houveram interacdes significativas entre os fatores em estudo para sobrevivéncia
de plantulas ao nivel de 1% de probabilidade nos dois experimentos. Foraminduzidas
duas plantas tetraploides e uma tripldide de C. annuum com 0 uso da orizalinacomo
agente indutor, enquanto a trifluralina mostrou-se ineficiente na inducéo de poliploides
em pimenteiras nas condi¢des experimentais testadas. Os poliploides apresentaram
area estomatica (um?), comprimento e largura dos estdmatos (Um) maioresque 0s
dipléides correspondentes, e por conseguinte, menor densidade estomatica. O
aumento na espessura da foliar (um) e no numero de cloroplastos por célula-guarda
sdo marcadores da inducao de poliploidizacdo em C. annuum. A orizalina mostrou-se
eficiente na inducéo de poliploides em C. annuum quando suas sementes séo imersas
em solugbes de 0,1% por 48 e 72 horas (h) para UFPB-001 e UFPB-004,
respectivamente, ea 0,2% por 48h na cultivar Floribela.

Palavras-chave: orizalina; trifluralina; fitotoxicidade; inducéo de poliploides.



GENERAL ABSTRACT

Peppers (Capsicum spp.) have great food, economic, cultural and ornamental importance
worldwide. The present work investigated the potential phytotoxic effects of plantpolyploidy-
inducing agents (trifluralin and oryzalin) on the emergence of four pepper genotypes
(Capsicum spp.) and analyzed the induction of Capsicum annuum polyploids and the
morphoanatomical differences produced in relation to the diploid controls subjected to different
concentrations and exposure times. In the two chapters, twoexperiments were carried out with
the adoption of a triple factorial scheme in a completelyrandomized design. The first factor
studied were the genotypes, the second the concentrations of antimitotics (%) and the third
the exposure times (hours). The only difference between the two experiments was the
polyploidy-inducing agent used, oryzalinin the first and trifluralin in the second. In Chapter |,
seedlings were obtained from treatments with the two antimitotic agents. Trifluralin and oryzalin
showed a phytotoxic effect and caused a marked reduction in plant emergence for all
genotypes compared to the control, however, trifluralin is more phytotoxic. Cultivar Floribela is
more tolerant tothe toxic effect of oryzalin when compared to the other genotypes, however, it
was moresensitive to trifluralin in this comparison. The emergence speed was reduced as the
agentconcentration increased. Higher doses (0.4%) produce few seedlings, but these emerge
infewer days as a dispersion mechanism of oryzalin and trifluralin toxicity. In chapter Il, there
were significant interactions between the factors under study for seedling survival at the 1%
probability level in both experiments. Two tetraploids and one triploid of C. annuum were
formed with the use of oryzalin as inducing agent, however, there was no polyploidization from
trifluralin in the experimental conditions tested. The polyploids presented a stomatal area
(um2), length and width of the stomata (um) greater than the corresponding diploids,
consequently, they presented a lower stomatal density. The increase in leaf thickness (um)
and the number of chromosomes per guard cell is a goodindicator of polyploidization in C.
annuum. Oryzalin is an effective polyploidy inducer from C. annuum seeds immersed in 0.1%
solutions for 48 and 72 hours (h) for UFPB-001and UFPB-004, respectively, and 0.2% for 48h
in the Floribela cultivar.

Keywords: oryzalin; trifluralin; phytotoxicity; polyploid induction.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.10RIGEM E DIVERSIDADE DE PIMENTEIRAS
As pimenteiras (Capsicum spp.) s@o originarias da América Central e do Sul, e

pertencem a familia botanica das Solanaceas (Heiser 1979; Grubben & EI Tabhir,
2004). Existem 38 espécies que compdem o0 género Capsicum segundo a Rede de
Informacdo de Recursos de Germoplasma (GRIN, 2023), contudo, apenas cinco
espécies sdo domesticadas: C. annuum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., C.
pubescens Ruiz & Pav. e C. baccatum L. (Dagnoko et al., 2013). Existe uma grande
diversidade genética dogénero Capsicum e isto se reflete em uma abundante variacéo
fenotipica entre os acessos de pimenteiras existentes (Zonneveld et al., 2015;
Fortunato et al., 2019).

Ha no Brasil uma grande diversidade genética de pimenteiras, entre genétipos
introduzidos, desenvolvidos e plantas silvestres. Em virtude da grande variabilidade
existente sdo necessarios mais estudos focados na compreensdo das exigéncias
culturaisdesses genotipos e seus ciclos de crescimento. Assim, o desenvolvimento de
cultivares mais tolerantes a diversos tipos de estresses bidticos e abidticos facilita o
manejo e impulsiona a aquisicdo de novos cultivares pelo mercado consumidor
(Grossi et al., 2003).

As pimenteiras, ao serem introduzidas na Europa no século XV, tinham como
principal aptiddo seu uso como plantas ornamentais e sua utilizagdo como fonte de
alimento era uma aptiddo secundaria (Stommel e Griesbach, 2005). As pimenteiras
foramconhecidas por muito tempo como pimentas de Natal, pois eram um presente
comum noperiodo natalino até a década de 60, aproveitando a atratividade do formato
e cores dos seus frutos (Hammer, 1980). Atualmente se destacam pelo uso
paisagistico e produtivo das cultivares existentes com uma acentuada ascensdo no
mercado de plantas ornamentaisno Brasil e no Mundo (Ari et al., 2016).

A compreensdo do controle genético das caracteristicas morfologicas é
imprescindivel para o sucesso dos programas de melhoramento genético de
pimenteiras,em funcdo da variabilidade fenotipica existente e da ampla versatilidade
de usos das espécies e cultivares disponiveis, visando atender as preferéncias dos
consumidores (Pessoa et al, 2019). As pimenteiras com potencial ornamental
possuem alto valor agregado, em funcéo de apresentar dupla finalidade de uso: a
primeira esta relacionada asua utilizagdo como planta ornamental e, a segunda, ao seu

rendimento e consumo (Fingeret al., 2012; Régo e Régo, 2016).
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1.2 POLIPLOIDIA ARTIFICIAL
A poliploidia € um dos principais mecanismos que influenciam no processo

evolutivo de plantas, atuando na formac&do de novas espécies e na ampliacdo da
variabilidade existente, através do imediato isolamento reprodutivo entre genitores via
poliploidizacdo (SILVEIRA, 2014). Etimologicamente, a palavra poliploide, significa
individuo que possui varios conjuntos cromossémicos, isto €, a presenca de trés ou
maisconjuntos hapléides no mesmo nucleo (Buggs et al., 2011).

Os polipléides sao divididos em eupléides e aneupldides. Os euploides séo
classificados em autopoliploides, alopoliploides e segmentares. O primeiro tipo sdo
ospolipléidesproduzidos pela duplicacdo do préprio genoma do
individuo (autopoliploides). A segunda forma (alopoliploides) é possibilitada pela
duplicacdo degenomas distintos contidos em hibridos interespecificos (Schifino-
Wittman, 2004). Ospolipléides segmentares sdo aqueles originados pela duplicacédo
gendmica dos conjuntoscromossémicos préximos o suficiente para permitir algum
pareamento, seja ele de maiorou menor nivel (Stebbins, 1971). Os anepldides sao
caracterizados por apresentaralteracfes cromossdmicas numeéricas, havendo um
maior ou menor numero decromossomos em comparacao com o cariétipo base da
espécie (Pringle & Murray, 1992).

A formacdo de polipléides ocorre naturalmente em virtude da formagédo de
gametas nao reduzidos (2n) na gametogénese, entretanto, faz-se necessario o uso
deprodutos quimicos que impedem o0 processo mitotico em diversos explantes
(células,tecidos, sementes, entre outros) para aumentar a eficacia desta técnica em
programas demelhoramento genético. Os agentes antimitéticos impedem a formacao
das fibras de fuso ao interferir na polimerizacdo da tubulina necessaria para a
separacdo dos cromossomoshomoélogos duplicados durante a interfase, e assim,
impede o processo mitético e, porconseguinte, a formacgao de células com o nimero
de cromossomos duplicados (Eeckhaut et al., 2018).

A producdo de polipléides é uma estratégia de grande importancia para o
melhoramento genético de plantas, pois geralmente a poliploidizacdo aumenta a
tolerancia de plantas a ambientes adversos e produz diversas variagcdes morfoldgicas,
gue podem ser benéficas ou ndo (Wang et al., 2020). O uso de sementes como
material vegetal para a inducado artificial de polipldides € utilizada em espécies do
género Capsicum desde o inicio do século 20 (Pal &Ramanujam, 1939) e ainda hoje

apresenta uma elevada taxa de sucesso, principalmente por possibilitar a formacéo
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de muitos gendtipos autopolipléides com grande heterozigosidade de locos génicos
gue leva a novas variacdes fenotipicas (Bingham et al. 1994; ElidSova et al., 2014; Pozo
e Ramirez-Parra 2014; Bharadwaj, 2015; Wang et al., 2020).

Um dos problemas ao usar sementes como explantes é o efeito fitotoxico dos
agentes antimitoticos sobre os parametros de vigor das sementes, dentre eles o teste
de emergéncia (Mo et al., 2020), o qual € realizado a partir da contagem das sementes
emergidas diariamente, e esses dados coletados permitem a estimativa da
porcentagem de plantas emergidas, do indice de velocidade de emergéncia (Maguire,
1962) e do tempomédio de emergéncia. Ainda assim, varios outros indices podem ser
estimados a partir dessas informacfes, e isso possibilita a realizacdo de novas
inferéncias sobre a emergéncia de plantas (Silva, Medeiros & Oliveira, 2019).

Ha alguns relatos na literatura sobre a inducdo de polipléides no género
Capsicum,particularmente em C. annuum usando colchicina (Kulkarni & Borse, 2010;
Selvakumaret al., 2022), porém usando orizalina e trifluralina, sdo inexistentes. A
colchicina € um agente antimitético muito utilizado na inducdo de poliploidia em
diversas espécies da familia solanacea como a Solanum lycopersicum (Cola et al.,
2014), C. frutescens (Pliankong et al., 2017) C. annuum (Selvakumar et al., 2022),
contudo, a elevada toxidezaos explantes, ao meio ambiente, aos seres humanos e
outros animais tem levado a uma procura por substancias alternativas de menor
potencial toxico e de maior eficacia, dentre as alternativas, ja foram reportadas a
orizalina e a trifluralina (Mir et al., 2021).

A utilizacdo de produtos antimitoticos como indutores de poliploidizacao também
ja foram reportados em mais de 70 espécies de interesse comercial (Touchell et al.,
2020), dentre elas, Passiflora edulis Sims. (Régo et al., 2011), Cannabis sativa
(Parsons et al., 2019), Bletilla striata (Pan-pan et al., 2018), Populus hopeiensis
(2020). A eficiéncia naduplicagdo cromossdmica usando ﬁgentes despolimerizantes
de -tubulina dependem dealguns fatores, tais como o tipo de agente indutor, sua
concentracdo, tempo de exposicédo,tipo explante e espécie utilizada (Dhooghe et al.,
2011; Eeckhaut et al., 2018, Touchell etal., 2020).

Estudos demonstram que orizalina e trifluralina possuem uma menor
toxicidade, maior afinidade com as tubulinas vegetais e eficacia superior na inducéo
de polipldides com o uso de menores doses em comparacdo com a colchicina
(Touchell et al., 2020), tornando-as mais viaveis economicamente do que a colchicina
(Ahmadi & Ebrahimzadeh, 2020).



12

Esta tese é composta de dois capitulos. No primeiro capitulo, foram avaliados
osefeitos fitotoxicos da orizalina e trifluralina sobre a emergéncia de plantulas de
guatro genotipos de pimenteiras e, no segundo capitulo, foram avaliadas as
caracteristicas morfo-anatébmicas e citogenéticas de Capsicum annuum obtidas a
partir dos tratamentos, objetivando recomendar o melhor protocolo para inducédo de

poliploides em C. annuum e de comparar as caracteristicas de individuos dipléides
com as dos poliploides.
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3 ARTIGO 1

INFLUENCIA DE ORIZALINA E TRIFLURALINA SOBRE A EMERGENCIA DE
PIMENTEIRAS (Capsicum spp.)

Resumo

Pimenteiras (Capsicum spp.) tem grande importancia alimentar, econémica e cultural
em varios paises. Este trabalho investigou os efeitos fitotoxicos de agentes indutores
de poliploidia (trifluralina e orizalina) sobre a emergéncia de plantulas em pimenteiras
de quatro gendtipos: UFPB-001, UFPB-004, Floribela e Biquinho. As sementes foram
submetidas a cinco concentrac¢des (0.00, 0.05, 0.10, 0.20 e 0.40%) de cada agente
antimitético em quatro tempos de exposicao (24, 48, 72 e 96 horas). Foram obtidas
plantulas a partir dos tratamentos com os dois agentes antimitéticos. A trifluralina e
orizalina apresentaram efeitos fitotoxicos e causaram reducdo acentuada da
emergéncia de plantas nos quatro genétipos avaliados, quando comparados ao
controle, com toxicidez superior da trifluralina. A cultivar ‘Floribela’ € mais tolerante ao
efeito toxico da orizalina e mais sensivel a trifluralina, guando comparada aos demais
genotipos. A velocidade de emergéncia é inversamente proporcional a concentracao
dos agentes antimitticos. O niumero de plantulas produzidas foi inferior na dosagem
de 0,4% para os dois agentes antimitéticos utilizados, acompanhado da reducao no
tempo de emergéncia, como possivel estratégia de sobrevivéncia da planta quando
submetida a toxicidade destes agentes.

Palavras-Chave: pimenteira; agente antimitotico; fitotoxidez.

Abstract

Pepper plants (Capsicum spp.) are of great food, economic and cultural importance in
several countries. This study investigated the phytotoxic effects of polyploidy-inducing
agents (trifluralin and orizalin) on the emergence of seedlings in pepper plants of four
genotypes: UFPB-001, UFPB-004, Floribela and Biquinho. The seeds were subjected
to five concentrations (0.00, 0.05, 0.10, 0.20 and 0.40%) of each antimitotic agent and
four exposure times (24, 48, 72 and 96 hours). Seedlings were obtained from the
treatments with the two antimitotic agents. Trifluralin and orizalin showed phytotoxic
effects and caused a marked reduction in plant emergence in the four genotypes
evaluated, when compared to the control, with trifluralin being more toxic. The cultivar
'Floribela’ is more tolerant to the toxic effect of orizalin and more sensitive to trifluralin
when compared to the other genotypes. The speed of emergence is inversely
proportional to the concentration of the antimitotic agents. The number of seedlings
produced was lower at the 0.4% dosage for the two antimitotic agents used,
accompanied by a reduction in emergence time, as a possible survival strategy for the
plant when subjected to the toxicity of these agents.

Keywords: pepper plants; antimitotic agent; phytotoxicity.
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4 INTRODUCAO

As diversas espécies de pimenteiras existentes tém como centro de origem a
América Central e do Sul, e todas pertencem ao género Capsicum e a familia botanica
Solanaceae. Atualmente existem 38 espécies catalogadas deste género, as
domesticadas, sao: C. annuum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., C. pubescens
Ruiz & Pav. e C. baccatum L. (Heiser, 1979; Grubben & EIl Tahir, 2004; Dagnoko et
al.,, 2013; Cansian Junior et al., 2021). As pimenteiras possuem uma ampla
variabilidade fenotipica para os seus caracteres morfoagrondmicos, principalmente
em relagédo aos frutos (cor, forma e tamanho)(Bianchi et al., 2016), a arquitetura da
planta (porte, habito de crescimento e formato da copa) e a folhagem (tonalidade,
forma e textura) (Stummel & Bosland, 2007; Melo et al.,, 2014), e isso demonstra
aptidao para o desenvolvimento de novas cultivares de producdo e/ou ornamentais.

A ampliacdo da variabilidade disponivel, € um dos objetivos recorrentes nos
diversos programas de melhoramento de espécies de plantas (Xia et al., 2020, Tracy
et al., 2020, Rodrigues et al., 2023), assim, algumas substancias, dentre elas, os
herbicidas sdo eventualmente usados para este fim. Os herbicidas sdo produtos
guimicos que possuem uma toxidez capaz de eliminar plantas daninhas das lavouras,
no entanto, alguns destes produtos, como a orizalina e a trifluralina, pertencem ao
grupo das dinitroanilinas, e atuam como inibidores da formacdo de microtibulos
durante a mitose (Chen et al., 2021), e por este motivo, sdo utilizados como agentes
indutores de poliploidia em diversas espécies de plantas (Trojak-Goluch, Kawka-
Lipinska, Wielgusz & Praczyk, 2021).

Os agentes indutores de poliploidia possuem uma toxidez variavel sobre as
células, tecidos e processos metabodlicos de plantas, e esse efeito toxico depende de
alguns fatores, por exemplo, o tipo de antimitético utilizado, sua concentracdo, tempo
de exposicéo, tipo de explante e o gendtipo (Dhooghe, Laere, Eeckhaut, Leus &
Huylenbroeck, 2011; Eeckhaut et al., 2018), essa combinacdo ndo pode ser letal para
permitir a obtencdo de individuos polipléides. Diferentes tipos de explantes ja foram
utilizados na inducédo de poliploides in vitro, dentre eles citam-se: segmentos de
hipocétilo em Passiflora edulis Sims (Rego, Rego, Bruckner, Finger & Otoni, 2011),
pequenos brotos nodais em Pfaffia glomerata (Gomes et al., 2014), meristema apical
em Agastache foeniculum L. (Talebi, Saharkhiz, Kermani, Sharafi, & Fard, 2017), e
sementes de Taraxacum kok-saghyz (Luo, laffaldano & Cornish, 2018).

Existem varios outros estudos empregando a colchicina como agente indutor
de poliploidia a partir de sementes em C. annuum na cultivar (cv.) Chilli (Pal &
Ramanujam, 1939), na cv. Cerasiformies (Rao & Kumar, 1981; Panda, Kumar & Rao,
1984) e cv. Katokkon (Tammu, Nuringtyas & Daryono, 2021), em C. frutescens cv.
Cayenne (Amanah, Arumingtyas & Indriyani, 2016) e cv. Lion trademark (Pliankong,
Suksa-Ard & Wannakrairoj, 2017), contudo, sédo escassos 0s estudos sobre o uso de
agentes indutores de poliploidia em plantas do género Capsicum com outros agentes
indutores de poliploidia sobre os efeitos toxicos desses produtos em sementes.

Um dos problemas ao usar sementes como explantes é o efeito fitotoxico dos
agentes antimitéticos sobre os parametros de vigor das sementes, dentre eles o teste
de emergéncia (Mo et al., 2020). Ainda assim, varios outros indices podem ser
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estimados a partir dessas informacodes, e isso possibilita a realizacdo de novas
inferéncias sobre a emergéncia de plantulas (Silva, Medeiros & Oliveira, 2019).
Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de agentes
antimitéticos, doses e tempos de exposicao sobre parametros de emergéncia de
sementes em espécies de Capsicum.

5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido setor de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal
do Centro de Ciéncias Agréarias (CCA), Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
localizada na Cidade de Areia — PB (6°57'42” S, 35°41°43” W, 573 metros de altitude),
Brasil. Foram utilizados quatro genoétipos de duas espécies do género Capsicum. Os
acessos UFPB-001, UFPB-004 do Banco de Germoplasma da UFPB e a cultivar
comercial Floribela da Feltrin® pertencentes a espécie C. annuum, e a cultivar
Biquinho da Feltrin® é da espécie C. chinense.

Foram realizados dois experimentos, no primeiro experimento utilizou-se a
orizalina e, no segundo, a trifluralina como agente antimitético. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial triplo
4x5x4, totalizando 80 tratamentos com 5 repeticdes e 400 parcelas experimentais. O
primeiro fator foram os genotipos (UFPB-001, UFPB-004, cultivar (cv) Floribela e cv
Biquinho), o segundo as concentragbes (0.0%, 0.05%, 0.1%, 0.2% e 0.4% de
orizalina) e o terceiro os tempos de exposi¢cao ao agente anti-mitotico (24, 48, 72 e 96
horas).

As sementes foram imersas em microtubos Eppendorff de 2mL contendo
1000pL de cada tratamento (Figura 1). Ao atingir o tempo de exposicao respectivo, as
sementes foram retiradas das solugbes, secas em papel toalha e em seguida
semeadas em bandejas de poliestireno de 200 células com substrato Plantmax®. As
bandejas foram regadas diariamente, no periodo matinal, com a saturacdo do solo
para manutencdo da umidade adequada a emergéncia das plantulas. As contagens
de emergéncia diaria foram iniciadas no sétimo dia ap6s a semeadura (DAS) e
finalizada no vigésimo primeiro dia.

Figura 1: Exposicdo das sementes de Capsicum ssp. aos agentes antimitoticos.
(A) Orizalina e (B) Trifluralina.

A emergéncia de plantulas (EP, em %) foi estimada pela seguinte equacéo
(ISTA, 2015):

EP = (%) x 100
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onde: n é o numero de sementes emergidas, € N € o numero total de sementes.
O indice de velocidade de emergéncia (IVE, admenssional) foi estimado
conforme Maguire (1962):

k
IVE = ) (ni/ti)
2

onde: ni é o nimero de sementes emergidas em cada dia de contagem diaria até a
ultima contagem, e ti € o numero de dias ap0s o inicio do teste em cada contagem.

O tempo médio de emergéncia (TME, e dias) foi estimado pela equacédo
proposta por Labouriau (1983):

K k
TME =Znixti/ Zni
i=1 i=1

onde: ni € o numero de sementes emergidas por dia (ndo o numero acumulado, mas
0 numero correspondente a i-ésima observacao), e ti € o tempo desde o inicio do teste
de emergéncia até a i-ésima observacao.

Os dados foram submetidos a transformacdo de (x + 0,5)2 e analisados
estatisticamente com software R Studio® e o pacote “ExpDes.pt” para a analise de
variancia, teste de média de Scott-Knott e andlise de regressao ao nivel de 5% de
probabilidade. Os gréaficos foram elaborados no Excel 2021® e no SigmaPlot 10.0®.

6 RESULTADOS

A trifluralina reduziu a emergéncia de plantulas quando comparada ao controle
para todos os genotipos avaliados (Figura 2). As médias de plantas emergidas foram
de 78,75%, 36,56% e 15,68% para o controle, a orizalina e a trifluralina,
respectivamente, revelando queda acentuada da emergéncia quando se compara o
controle aos agentes indutores de poliploidia. Na comparacdo com o controle, a
trifluralina foi altamente prejudicial a emergéncia de plantulas para todos os genaétipos,
enguanto a orizalina reduziu drasticamente a emergéncia de plantulas dos genoétipos
UFPB-001 e UFPB-004. Dessa forma, as cultivares comerciais Floribela (C. annuum)
e Biquinho (C. chinense) foram mais tolerantes aos efeitos fitotoxicos da orizalina.

Na figura 2, observa-se que a emergéncia variou de 70% a 95% no controle
para 0s quatro genotipos avaliados, contudo, apenas a cultivar Floribela diferiu
estatisticamente dos demais gendtipos, apresentando a maior emergéncia de
plantulas (%). O genoétipo mais sensivel a fitotoxidez por orizalina foi o UFPB-004
seguido do UFPB-001, enquanto, a trifluralina ocasionou uma inibicho de mesma
ordem sobre a emergéncia plantulas em todos os genétipos (Figura 2). Com base no
desvio padrédo, apenas o acesso UFPB-004 néo diferiu estatisticamente no seu
comparativo entre orizalina e trifluralina, ou seja, este genatipo foi afetado em mesmo
nivel para os dois antimitéticos, contudo, o gendtipo UFPB-001, e as cultivares
Floribela e Biguinho foram mais sensiveis a toxidez por trifluralina (Figura 2).
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Na figura 2 fica evidente que a orizalina e trifluralina foram prejudiciais a
emergéncia de de plantulas de pimenteiras (Capsicum spp.), entretanto, a trifluralina
apresentou efeito fitotoxico superior a orizalina neste comparativo.

100 1

80
i

40 1

Porcentagem de emergéncia (%)

20 A

Controle (C) Orizalina (O)

[ UFPB-001
I UFPB-004
I FLORIBELA
I BIQUINHO

Trifluralina (T)

Agentes indutores de poliploidia

Figura 2: Efeito fitotéxico de trifluralina e orizalina quando comparados ao
controle sobre a porcentagem de plantas emergidas de quatro genotipos de
duas espécies de pimenteiras.

6.1 EXPERIMENTO I

N&o houve interacdo tripla significativa entre genotipos, concentracfes e
tempos de exposi¢cdo, quando se usou orizalina (Tabela 1). Por outro lado, houve
interacdo dupla entre gendtipos e concentracdes de orizalina para a emergéncia de
plantulas (EP) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Tab. 1).

Tabela 1. Analise de variancia para emergéncia de plantulas (EP), indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de emergéncia (TME) de quatro

genotipos de pimenteiras submetidos a orizalina.

FV GL EP IVE TME
Gendtipo (G) 3 0,73 0,10 8,52
Concentragéo (C) 4 157" 0,227 17,34"
Tempo de o . "
Exposicao (T) 3 0317 0,03 573
GxC 12 0,09° 0,02 1,55"s
GxT 9 0,03" 0,01 1,20"s
CxT 12 0,07™ 0,01"s 1,15"
GxCxT 36 0,04"s 0,01 1,19"s
Residuo 320 0,04 0,01 0,99
Total 399 - - -
CV (%) 21,94 12,30 62,32
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Legenda: "Significancia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade, “Significancia
estatistica ao nivel de 1% de probabilidade e "*Nao significativo (p>0,05).

Ao analisar os dados isoladamente, gendtipo (G), concentracao (C) e tempo de
exposicdo (T) ao agente antimitotico, observa-se que houve diferencas significativas
para todas as caracteristicas avaliadas (Tab. 1).

O gendtipo UFPB-004 apresentou maior sensibilidade a toxicidade por
orizalina, pois ocorreu uma queda marcante ja na dose de 0,05%, no entanto, as doses
de 0,1% e 0,2% foram mais fitotoxicas e causaram perdas significativas para todos os
gendtipos, com excecdo da Floribela (Tabela 2). A concentracéo de 0,4% de orizalina
influenciou negativamente a emergéncia de plantulas de pimenteiras, pois nenhum
dos gendtipos atingiu taxas de emergéncia superiores a 20% (Capsicum spp.) nestas
condicoes.

Tabela 2. Desdobramento da interacdo dos genotipos dentro de cada nivel do fator
concentracdo de orizalina sobre a emergéncia de plantulas (EP)
Concentracéao (%)

Genotipo. —5655005 010 020 040
75.00
UFPB-001 | a 60,00a 2500b 10,00c 500a
70,00
UFPB-004 | a 2500b 40,00b 500c 5,00a
95,00 10,00
FLORIBELA| a 90,00a 70,00a 6500a a
75,00 20,00
BIQUINHO a 75,00a 45,00b 35,00Db a

Legenda: Letras diferentes na coluna representam diferenca estatistica significativa
(p<0,05). Letras iguais na coluna representam diferenca néo significativa (p>0,05).

O aumento do tempo de exposicdo também reduziu a emergéncia de plantulas
(%) tratadas com orizalina independente da concentracdo adotada (Tabela 1). Houve
interacado significativa entre gendtipos e concentracdes de orizalina ao nivel de 1% de
probabilidade para o indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Tabela 3).

Todas os gendtipos foram iguais estatisticamente na concentracdo controle
(0,00%), exceto a cv. Floribela, que apresentou uma maior velocidade para
emergéncia de plantulas (Tabela 3). Os genétipos UFPB-001 e Floribela
apresentaram maior IVE em relacdo aos demais gendtipos na dosagem de 0,05% de
orizalina, apesar disso, a exposi¢cao a concentracéo de 0,1% reduziu a velocidade de
emergéncia de todos os gendtipos, exceto da cv. Floribela. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre os genotipos nas concentracdes de 0,2% e 0,4%,
demonstrando que a elevagao da concentracdo de orizalina causa uma reducao
acentuada neste indice para todos os genotipos avaliados.
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Tabela 3. Desdobramento da interacdo dos gendtipos dentro de cada nivel do fator
concentracdo de orizalina sobre o indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Genétipo Concentracao

0,00 0,05 0,10 0,20 0,40
0,01 0,01

UFPB-001 | 0,15b 0,24a 0,02b a a
0,01 0,01

UFPB-004 | 0,25b 0,04c 0,07b a a
0,09 0,02

FLORIBELA| 0,40a 0,24a 0,19a a a
0,04 0,02

BIQUINHO | 0,15b 0,14b 0,05b a a

Legenda: Letras diferentes na coluna representam diferenga estatistica significativa
(p<0,05). Letras iguais na coluna representam diferenca néo significativa (p>0,05).

Os tratamentos contendo orizalina produziram plantulas mutantes (Fig. 3), com
reducdo de internddios e folhas retorcidas (Fig. 3A), folhas espessas, coriaceas e de
formato variavel (Fig. 3B), folhas com uma bifurcacéo no apice e padrdo de nervacao
anormal (Fig. 3C) e folhas soldadas na base com aspecto suculento (Fig. 3D).

Os modelos de regressao explicam a variagdo na emergéncia de plantulas (%)
de forma quadratica (UFPB-001 e UFPB-004) e linear (Floribela e Biquinho) em funcéo
das concentracdes estudadas neste trabalho (Fig. 4), com coeficientes de
determinacao variando de 0,82 no UFPB-004 (Fig. 4B) a 0,98 no UFPB-001 (Fig. 4A),
ou seja, estes valores de alta magnitude demonstram haver uma relacdo
inversamente proporcional, pois a medida que a concentracéo de orizalina aumenta
h& um decréscimo na emergéncia de plantulas (%).

Portanto, ha influéncia negativa do aumento das concentracdes de orizalina
sobre a emergéncia de plantulas de C. annuum e C. chinense, e isto € explicado pelo
aumento da toxidez as células e aos tecidos nas maiores concentragfes. As cultivares
comerciais Floribela (Fig. 4C) e Biquinho (Fig. 4D) foram mais tolerantes ao aumento
das concentracfes de orizalina, e esta conclusdo possibilita testes futuros usando
solucbes mais concentradas de orizalina para estas cultivares. O aumento do tempo
de exposicdo a orizalina também influenciou de forma isolada a porcentagem de
emergéncia de plantulas (p<0,01), o indice de velocidade de emergéncia (p<0,05) e o
tempo médio de emergéncia (p<0,01) (Tab. 1).
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Figura 3: Modificacdes morfolégicas causadas pela acdo da orizalina em
plantulas dos gendtipos de Capsicum spp. (A) Genotipo UFPB-001 submetido a
dose de 0,1% por 48h e (B) Dose de 0,2% + 24h de exposic¢ao. (C) Gendtipo UFPB-
004 submetido a Dose de 0,1% por 72h e (D) Cultivar Biquinho submetido a dose
0,1% por 96h. Bar =1 cm.

Os modelos de regressao explicam a variagdo na emergéncia de plantulas (%)
para todos gendtipos em funcao das concentragdes de orizalina usadas neste trabalho
(Fig. 4), e demonstra uma relagao inversamente proporcional, pois a medida que a
concentracdo de orizalina aumenta ha um decréscimo na emergéncia de plantulas
(%).

O desdobramento das concentracbes de orizalina dentro de cada nivel de
genotipo permitiu observar que o aumento na concentracdo reduziu a velocidade de
emergéncia para 0s acessos e cultivares testados neste estudo (Fig. 5).

Os coeficientes de determinagdo (R?) encontrados nas analises de regresséo
para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), explicam a variacdo encontrada,
gue vai de moderada nos acessos UFPB-001 e UFPB-004(Figura 5A e 5B) e na cv.
Biquinho (Figura 5D) a alta na cv. Floribela (Figura 5C) em fungcdo das doses
adotadas. Assim, € possivel visualizar claramente uma reducdo do IVE a medida em
gue a concentracdo de orizalina aumenta (%) e que as doses de 0,2% e 0,4% sao
mais toxicas e, por este motivo, reduzem a velocidade de emergéncia em todos os
gendtipos. Evidenciando a existéncia a relacdo inversamente proporcional, em virtude
do coeficiente de correlagdo entre as concentragdes de orizalinae o IVE serem de
magnitude elevada (>78%) para todos os gendtipos.
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interacdo entre 0s genotipos e as concentragcdes de orizalina.
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Figura 5. Analise de regressdo do indice de velocidade de emergéncia em
funcdo da interacdo entre os genotipos e as concentracdes de orizalina.

Na Figura 6, foram analisados os fatores em estudo de forma isolada para o
tempo médio de emergéncia (dias), assim, foi possivel observar que 0s acessos
UFPB-001 e UFPB-004 emergiram mais rapidamente do que as cultivares comerciais
Floribela e Biguinho (Fig. 6A). Entretanto, as plantulas emergiram em um periodo mais
curto (dias), a medida em que as concentracdes foram maiores (Figura 6B) e este
comportamento se repetiu em relacdo ao tempo de exposic¢éo (Fig. 6C).
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Figura 6: Analise dos fatores estudados de forma isolada para o tempo médio
de emergéncia (orizalina). Influéncia dos gendtipos (A), concentracdes de
orizalina (B) e tempos de exposic¢éao (C).

6.2 EXPERIMENTO - Il

A trifluralina proporcionou interagao tripla entre os genotipos, concentraces e
tempo de exposicao para a variavel tempo médio de emergéncia (TME), contudo, 0
primeiro fator em estudo (genotipos), quando avaliado de forma isolada, néo
ocasionou diferencas estatisticas para PE, IVE e TME (Tabela 4). A emergéncia de
plantulas (%) mostrou interacdes significativas (p<0,05) entre os trés fatores dois a
dois. A velocidade de emergéncia de plantulas foi influenciada pela interacéo entre os
gendtipos e concentracdes de trifluralina (p<0,01), entretanto, o tempo de exposi¢cao
(h) ndo produziu diferengas para essa variavel.
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Tabela 4. Analise de variancia para emergéncia de plantulas (EP), indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de emergéncia (TME) de quatro
genotipos de pimenteiras submetidos ao experimento com trifluralina

FV GL PE IVE TME
Genotipo (G) 3 0,01 0,01 0,09"
Concentracgéao (C) 4 2,19" 0,26 34,05"
Tempo de o e
Exposicao (T) 5 0537 001" 14,66
GxC 12 0,05" 0,02 1,37
GxT 9 0,05 0,01" 0,97"s
CxT 12 0,21" 0,01" 6,57"
GxCxT 36 0,03"s 0,01" 1,07"
Residuo 320 0,02 0,01 0,66
Total 399 - - -

CV (%) 16,91 9,76 59,2

Legenda: "Significancia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade, “Significancia
estatistica ao nivel de 1% de probabilidade e "*Nao significativo (p>0,05).

Diferentemente do que ocorreu no experimento | (orizalina), a cv. Floribela foi
a mais sensivel aos efeitos fitotoxicos da trifluralina, a partir da concentracdo de
0,05%. Nas doses iguais ou superiores a 0,1% foi verificado uma alta taxa de
letalidade (>90%), observada pela auséncia de plantulas emergidas em relacédo ao
controle, exceto para a concentracdo 0,4%, que ainda assim, ndao apresentou
diferencas significativas entre os genétipos avaliados (p>0,05).

Foi possivel observar diversas alteragbes morfolégicas ocasionadas pela
influéncia da trifluralina (Figura 7) nas pimenteiras (Capsicum spp.), € as mais
perceptiveis foram a formacdo de sistemas radiculares reduzidos ou inexistentes
(Fig.7A), plantulas com crescimento e desenvolvimento lento (Fig. 7B), folhas
retorcidas e entrends curtos (Fig. 7C) e formacao da primeira bifurcacdo no ponto de
insercao das folhas cotiledonares (Fig.7D), podendo ser usado como estratégia para
reduzir porte das plantas.
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Figura 7: Modificacdes morfoldgicas causadas pela acdo da trifluralina em
plantulas dos genétipos de Capsicum spp. (A) Genotipo UFPB-001 submetido a
dose de 0,4% por 48h e (B) Gendtipo Biquinho exposto adose de 0,05% por 72h.
(C) Genoétipo UFPB-004 submetido a Dose de 0,05% por 24h e (C) por 48h. Bar =
lcm.

Ao analisar os genotipos dentro dos niveis de concentracdo, nao foram
encontradas diferengas significativas nas trés maiores concentragdes (p>0,05). Foi
obtido a maior emergencia de plantulas na cultivar Floribela na dose controle, em
relacdo aos demais gendtipos, entretanto, este comportamento foi inverso no segundo
nivel de concentracdo, mostrando uma maior tolerancia dos acessos da UFPB (001 e
004) e da cv. Biquinho, a trifluralina quando comparados a cv. Floribela. Na interacéo
entre genotipos e tempos de exposicdo para a porcentagem de emergéncia de
plantulas (Fig. 8), houve um melhor ajuste ao modelo linear para todos os genétipos,
com excecao do UFPB-001 (Fig. 8A).

Conforme o tempo de exposicao foi crescendo verificou-se uma inclinacdo de
reducdo no numero de plantulas emergidas para todos os genotipos. Ao se desdobrar
0s niveis de gendtipos dentro dos tempos de exposicdo avaliados, houveram
diferencas significativas (p<0,05), apenas para o0s hiveis de exposicdo de 24 e 48
horas (Figs. 8A e 8B). Para os quatro tempos de exposicao avaliados, observou-se
gque o UFPB-001 obteve uma taxa de emergéncia maior no comparativo com 0s
demais genatipos.

A andlise do tempo de exposicdo dentro de cada nivel de concentracédo de
trifluralina manteve uma estabilidade, porém, a emergéncia de plantulas foi muito
pequena desde a dose de 0,1%, excetuando-se a resposta obtida na combinc¢éo entre
a concentracao de 0,4% e o periodo de exposicdo de 24h. A variacdo observada na
variavel resposta foi explicada fortemente para todos os tempos de exposicao, e 0
melhor ajuste foi relacionado aos modelos de primeira e segunda ordens.

Neste estudo, observou-se efeitos letais aos explantes nas doses de 0,1% e
0,2% de trifluralina, contudo, sementes submetidas a concentracbes mais elevadas
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produziram em média uma plantula (0,4% + 24h) em todos os gendétipos, contudo,
esta resposta € inesperada e ja foi verificada em outros trabalhos na literarura.
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Figura 8: Analise de regressdo da emergéncia de plantulas (%) em funcéo da
interac@o entre 0s gendtipos e os tempos de exposicao a trifluralina.

Os efeitos toxicos da trifluralina sdo muito acentuados a partir das
concentracdes de 0,1% para o indice de velocidade de emergéncia e ocasionam uma
gueda abrupta na velocidade de emergéncia em relacdo ao controle para todos os
gendtipos. O gendtipo UFPB-001 apresentou o menor ESI na concentracdo controle
(0,0%), seguido em uma ordem crescente por Biquinho, UFPB-004 e Floribela.
Valores discrepantes também foram encontrados para o ESI e tempo médio de
emergéncia (dias) na dose de 0,4%.

Foi demonstrada a interacao tripla positiva entre os fatores em estudo (genétipo
x concentracdes de trifluralina x tempo de exposicao) para a variavel do tempo médio
de emergéncia (dias)(Fig. 9). Os modelos significativos de primeira (Fig. 9C e 9E) e
segunda ordem (Figs. 9A, 9B, 9D e 9F) alcancaram um forte ajuste para a interacao
entre 0 genadtipo as concentracdes de trifluralina (C) e tempos de exposicao (TE), para
todos os gendtipos, exceto a cv. Floribela. Foi observada uma tendéncia de que
sementes submetidas a concentragcdes mais elevadas propiciam a emergéncia de
plantulas em menos dias a medida em que o tempo de exposigdo aumentou (24h).

O maior numero de dias para as plantas emergirem foi identificado na interacao
entre a solugcdo mais concentrada de trifluralina (0,4%) e o tempo de exposi¢cao de 24h
para todos 0s genotipos, entretanto, a medida que o tempo de exposi¢cao foi
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aumentando, houve um decréscimo marcante na emergéncia de plantulas e, por
conseguinte, uma letalidade crescente na interacdo com doses superiores a 0,05%.
No entanto, observou-se que as poucas plantulas formadas nestas condicdes
necessitavam de uma menor quantidade de dias para emergir.

7 DISCUSSAO

Os agentes antimitéticos impedem a formacao das fibras de fuso durante a
metafase e assim impedem a separacédo dos cromossomos homologos na anafase
(apud Pereira, Davide, Techio & Timbo, 2012), influenciando diretamente a mitose, e
por isso, é compreensivel que exista um retardo na retomada do crescimento da
semente que leva a germinacdo e ao desenvolvimento da plantula (Taiz, Zeiger,
Mgller & Murphy, 2017).

E compreensivel que a imersdo de sementes em solu¢des contendo agentes
antimitéticos reduza a germinacao e emergéncia de plantas, visto que esses agentes
influenciam na inibicdo da mitose e, consequentemente, na retomada do crescimento
pelo embrido, além disso, a toxidez determinada pela concentracdo e tempo de
exposicao, podem ocasionar a morte das células embrionéarias e/ou tecidos ao longo
do processo de germinagéo, comprometendo a emergéncia das plantas (Rego, Rego,
Bruckner, Finger & Otoni, 2011; Pereira, Davide, Techio & Timbé, 2012; Lan et al.,
2020, Niazian & Nalousi, 2020).

A reducdo da emergéncia observada neste estudo era esperada, porque 0S
agentes indutores de poliploidia usados sé&o herbicidas do grupo das dinitroanilinas
(orizalina e trifluralina), que produzem efeitos tdxicos sobre regides meristematicas,
bloqgueando o crescimento por meio da inibicdo da polimerizagdo da [B-tubulina,
bloqgueando a mitose e causando efeitos letais quando submetidas a concentracdes
elevadas (Hansen & Andersen, 1996; Marchi et al., 2008).
7.1EXPERIMENTO |

A baixa emergéncia de plantulas (< 20%) observada em altas concentractes
de orizalina para os genotipos testados corroboram com os resultados encontrados
por Kara, Erboga & Dogan (2021) em Vitis vinifera, que observaram reducgao
significativa no niumero de plantulas formadas a partir do tratamento de sementes com
orizalina em dois genotipos de videira.

A reducdo na emergéncia de plantulas tratadas com orizalina a medida em que

o tempo de exposi¢cdo aumentou também foi verificada por Mori et al. (2021) em
Limonium sinuatum para todas as concentragfes utilizadas. Isto demonstra que a
exposicao prolongada, mesmo que em concentracdes baixas tem potencial efeito
fitotoxico sobre as plantas.
Os efeitos fitotdxicos da orizalina produzem diversas modificagBes fenotipicas, como
estas reportadas neste trabalho. Outras mutacbes relatadas na literatura
compreendem a reducdo ou aumento na altura das plantas, folhas mais espessas e
coriaceas, de forma irregular e tonalidade verde escura, maior diametro do peciolo e
menor numero de folhas por plantas, como também a reducéo do sistema radicular
associado a raizes de maior diametro (Zeng, Liu, Du & Kang, 2019; Zhang, Chen, Cao
& Duan, 2020).
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Mo et al. (2020) observou que a orizalina foi fitotoxica e afetou
significativamente a germinacao e emergéncia de plantulas de Rhododendron fortunei
a partir da concentracdo de 0,075%, e relatou que altas concentracdes de orizalina
inbbem a germinacdo e emergéncia de sementes tratadas, este fato é corroborado
pelas evidéncias encontradas no presente estudo, particularmente, quando plantas do
género Capsicum sdo submetidas a doses de orizalina superiores a 0,1% por mais de
24h.

O tempo de emergéncia menor nas maiores concentracdes de orizalina e os tempos
de exposicao prolongados devem estar relacionados a mecanismos de sobrevivéncia
das sementes, e este comportamento também foi observado por Battistin et al. (1993)
em Centrosema virginianum, contudo estudos mais aprofundados devem ser
realizados para analisar essa resposta a nivel celular e bioquimico.

7.2 EXPERIMENTO I

De modo geral, a trifluralina proporcionou efeitos fitotoxicos mais acentuados

gue a orizalina.
Karami, Modarresi, Kohanmoo & Zahabi (2019) reportaram interacdes significativas
(p<0,01) entre concentracdes de trifluralina e o tempo de exposicédo na producao de
alteracbes morfolégicas, anatébmicas e fisiolégicas em Matricaria chamomilla,
corroborando os resultados encontrados neste trabalho. Dessa forma, a definicdo das
combinacdes de concentracbes e tempo de exposicdo para cada espécie é
indispensavel para o sucesso na obtencao de plantas viaveis e poliploidizadas.

Kulkarni e Borse (2010) constataram que o uso da colchicina em sementes da
cultivar GVC 111 (C. annuum L.) causa um severo decréscimo na germinacao e
emergéncia de plantas a partir da concentracdo de 0,2%, e efeito letal, na
concentracdo de 0,4% com 72h de exposi¢ao, assim, neste estudo, a trifluralina
também mostrou-se téxica por influenciar negativamente a porcentagem de plantulas
emergidas e o indice de velocidade de emergéncia a partir da concentracéo de 0,1%
nos genétipos de C. annuum (UFPB-001, UFPB-004 e Floribela).

A altura reduzida (Fig. 7C), maior ramificagcéo (Fig. 7D) e menor sistema
radicular (Fig. 7A) aos 40 dias ap0s a semeadura, sdo modificagBes fenotipicas que
refletem os efeitos toxicos mais comuns da trifluralina, os quais também foram
reportados por Alavi, Maroufi & Mirzaghaederi (2022), Karami, Modarresi, Kohanmoo
& Zahabi (2019) e Ross & Childs (1995). A trifluralina causa elevada toxidez ao
meristema apical da raiz (Fig. 7A), inibindo seu crescimento e, por conseguinte, a
altura das plantulas obtidas.

Esta fitotoxidez promove a formacdo de células radiculares com muitos
conjuntos cromossdmicos e paredes celulares defeituosas, além de raizes curtas e
grossas, tornando-as incapazes de realizar seu papel de absor¢cdo de agua e sais
minerais, e em casos extremos, o sistema radicular € muito reduzido e deficitario que
a plantula néo se estabelece e morre (Peterson et al., 2001).
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Comumente sdo encontradas respostas inesperadas, como a formacao de

plantulas em doses que deveriam ser letais, e isto se da pela interacdo de
concentracbes de agentes antimitéticos e tempos de exposicdo na germinacao e
crescimento dos mais diversos explantes in vitro.
Este tipo de comportamento foi verificado em secc¢des nodais de Populus spp. (Zeng,
2019) tratadas com orizalina, obtendo efeitos letais aos explantes na dose de 2,5 mg.L"
1 associada a tempos de exposicdo, enquanto, ocorreu a regeneragéo de plantas a
partir da exposicao de maior dose (5,0 mg.L?).

Handayani, Prawestri, Rahayu & Leksonowati (2023) e Wu et al (2020) também
reportaram que induziram polipléides de Colocasia esculenta (orizalina) e Populus
hopeiensis (colchicina) em doses maiores, apos evidenciar efeitos toxicos e tendéncia
de queda nas doses mais brandas.

A formagao de plantulas que emergiram mais rapidamente em concentracdes
elevadas de trifluralina pode estar relacionada a dois fatores, o primeiro seria uma
estratégia de sobrevivéncia dos gendtipos que buscaram emergir mais rapidamente
em condi¢cdes ambientais adversas (toxidez por trifluralina) e o segundo, que ocorreu
a poliploidizacédo, tendo em vista que os polipléides germinam e emergem mais
rapidamente (EliaSova & Munzbergova, 2017; Chan, Ooi & Guja, 2022).

8 CONCLUSAO

A trifluralina e a orizalina séo fitotoxicas e causam reducdo acentuada da
emergéncia de plantulas nos gendtipos de pimenteiras ornamentais. O indice de
velocidade de emergéncia (IVE) dos gendtipos avaliados, é inversamente proporcional
a concentracao dos antimitéticos avaliados. A velocidade de emergéncia de plantulas
foi menor a medida que a concentracéao de trifluralina aumentou.
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11 ARTIGO 2

INDUCAO E IDENTIFICACAO DE POLIPLOIDES EM PIMENTEIRAS
ORNAMENTAIS (Capsicum annuum L.)
Resumo

Pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum) possuem demanda crescente no
cenario mundial pelo potencial decorativo associado a producédo de frutos para o
consumo in natura e/ou processamento. Isto tem demandado novas cultivares com
variabilidade nas formas e cores de folhas, flores e frutos. A poliploidia representa uma
forma alternativa de ampliar a diversidade genética dessa espécie, auxiliando na
introducéo de novos genadtipos aos programas de melhoramento genético. A inducao
artificial de poliploides, dependem de agentes despolimerizantes da B-tubulina. Dentro
deste contexto, este trabalho objetivou induzir e identificar poliploides em C. annuum
com o0 uso da orizalina e da trifluralina. Sementes de gendétipos de C. annuum foram
iImersas em solucdes e doses de orizalina e trifluralina e tempos distintos de exposicao
(24, 48, 72 e 96 horas). O controle consistiu da imersdo de sementes em agua
destilada e deionizada nos mesmos tempos de exposicdo. Foram produzidas duas
plantas tetrapléides e uma tripléide de C. annuum com o uso da orizalina como agente
indutor, enquanto a trifluralina foi ineficiente na inducao de poliploides nas condi¢ces
testadas. Os polipléides apresentaram area estomatica, comprimento e largura dos
estbmatos maiores do que os dipldides correspondentes, e menor densidade
estomatica. Plantas poliploides também exibiram maior espessura da folha e nimero
de cloroplastos por célula-guarda (dobro), quando comparado aos dipléides. A
orizalina é eficiente na inducéo de poliploides de C. annuum a partir de sementes, mas
€ dependente do gendtipo, da dose e do tempo de exposicéo.

Palavras-chave: tetrapl6ide; triploide; agentes indutores; anatomia foliar;
pimenteiras ornamentais.

Abstract

Ornamental pepper trees (Capsicum annuum) are in growing demand worldwide due
to their decorative potential associated with the production of fruit for fresh
consumption and/or processing. This has demanded new cultivars with variability in
the shapes and colors of leaves, flowers and fruits. Polyploidy is an alternative way of
increasing the genetic diversity of this species, helping to introduce new genotypes
into breeding programs. The artificial induction of polyploids depends on B-tubulin
depolymerizing agents. In this context, the aim of this study was to induce and identify
polyploids in C. annuum using orizalin and trifluralin. Seeds of C. annuum genotypes
were immersed in solutions and doses of orizalin and trifluralin and different exposure
times (24, 48, 72 and 96 hours). The control consisted of immersing the seeds in
distilled and deionized water for the same exposure times. Two tetraploid and one
triploid C. annuum plants were produced using orizalin as the inducing agent, while
trifluralin was inefficient in inducing polyploids under the conditions tested. The
polyploids had larger stomata area, length and width than the corresponding diploids,
and lower stomata density. Polyploid plants also exhibited greater leaf thickness and
number of chloroplasts per guard cell (double) when compared to diploids. Orizalin is
efficient in inducing polyploids of C. annuum from seeds, but it is dependent on
genotype, dose and exposure time.

Keywords: tetraploid; triploid; inducing agents; leaf anatomy; ornamental peppers.
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12 INTRODUCAO
As pimenteiras (Capsicum spp.) séo originarias da América Central e do Sul, e

pertencem a familia botanica das Solanaceas (Heiser 1979; Grubben e El Tahir 2004).
Existem 38 espécies que compdem o género Capsicum segundo a Rede de
Informacgao de Recursos de Germoplasma (GRIN 2023), dentre estas, C. annuum, C.
chinense, C. frutescens e C. baccatum sdo as mais importantes economicamente e
possuem um numero cromossémico de 2n = 2x = 24 (Dagnoko et al. 2013; Sousa et
al., 2015). Existe uma ampla diversidade do género Capsicum e isto se reflete em uma
abundante variagcéo fenotipica entre os acessos de pimenteiras existentes (Zonneveld
et al. 2015; Fortunato et al. 2019).

O mercado brasileiro de flores e plantas ornamentais movimenta 2,1 bilhées de
dolares, com um crescimento médio do faturamento de 10,54% nos ultimos 10 anos
(Lima Janior et al. 2022). As pimenteiras ornamentais tem contribuido
significativamente com o mercado de plantas ornamentais, em funcdo do seu alto
valor agregado garantido pela grande diversidade de caracteristicas morfologicas
disponiveis, e pela dupla finalidade de uso, pois podem ser utilizadas como plantas
decorativas e/ou para a producéo e consumo de frutos (Costa et al. 2020; Rego e
Rego 2016). A variabilidade existente e a elevada divergéncia genética entre os
acessos disponiveis elevam o potencial de desenvolvimento de novas cultivares de
pimenteiras ornamentais (Rodrigues et al. 2023).

O programa de melhoramento genético de pimenteiras ornamentais da
Universidade Federal da Paraiba em parceria com a Universidade Federal de Vigosa
vem desenvolvendo linhagens, hibridos e cultivares que visam atender aos anseios
dos produtores, consumidores e o mercado (Rego e Rego 2016). Dentre os varios
métodos empregados para o melhoramento de plantas autbgamas (Borém et al.
2021), o genealdgico ou pedegree € o preferido na conducdo do melhoramento de
espécies de Capsicum (Régo et al. 2016; Selvakumar et al. 2022. Estes métodos de
melhoramento utilizados em pimenteiras ornamentais levam até oito geracdes para se
obter uma cultivar com caracteres de interesse, enquanto, a inducao de inducao de
poliploides reduz esse tempo consideravelmente.

A poliploidizacdo € um método alternativo usado para gerar germoplasma
inexistente com caracteristicas especificas de importancia no melhoramento de
plantas, fornecendo maior diversidade alélica, heterozigosidade e geracédo de novas
variagdes fenotipicas (Udall e Wendel 2006; Kulkarni e Borse 2010). Em plantas, a
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poliploidia foi reportada pela primeira vez em 1907 e é um dos mecanismos mais
proeminentes de especiacdo e diversificacdo em plantas superiores (Lutz 1907;
Wendel e Doyle 2005; Miri 2020).

Plantas poliploides contém trés ou mais conjuntos completos de cromossomos
por nucleo celular (Ranney 2006) e apresentam maior capacidade de adaptacdo a
ambientes estressantes, maior efeito tamponante, estruturas maiores e robustas como
0s 6rgdos vegetativos e reprodutivos, e maior eficiéncia fisiolégica (Chambhare e
Nikam 2021). Os poliploides podem ser formados espontaneamente na natureza, em
virtude da producéo de gametas néo reduzidos (2n) durante a gametogénese (Harlan
e De Wet 1975).

A obtencao artificial de polipléides € realizada com a utilizacdo de agentes
antimitoticos, pois estes influenciam no processo mitdtico em células somaticas,
explantes ou sementes. Os agentes antimitoticos impedem a formacéo das fibras do
fuso ao interferir na polimerizacdo da tubulina, proteina necessaria para a separacao
dos cromossomos homoélogos duplicados durante a interfase, e assim, impede o
processo mitético que da origem a células com o nimero de cromossomos duplicados
(Eeckhaut et al. 2018).

Algumas caracteristicas foliares como o aumento do tamanho dos estdématos,
do numero de cloroplastos por célula guarda e a reducdo da densidade estomatica
séo indicativos da poliploidizacdo (Chambhare e Nikam 2021; Yan et al. 2022). Ha
alguns relatos na literatura sobre a inducdo de polipléides no género Capsicum,
particularmente em C. annuum usando colchicina (Kulkarni e Borse 2010; Selvakumar
et al. 2022), porém usando orizalina e trifluralina, sédo inexistentes. Diante do exposto,
0 objetivo deste estudo foi induzir e identificar poliploides de C. annuum a partir de
doses e tempos de exposicao distintos a orizalina e trifluralina.

13 MATERIAL E METODOS
13.1 MATERIAL VEGETAL

Sementes de trés gendtipos de pimenteiras ornamentais (C. annuum) foram
utilizadas neste estudo. Os acessos UFPB-001 e UFPB-004 pertencentes ao Banco
de Germoplasma de Pimenteiras da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
enquanto, a Floribela é uma cultivar comercial da Feltrin®. Os experimentos foram
iniciados no dia 03 de dezembro de 2021 e realizado no setor de Biotecnologia Vegetal
da UFPB, Areia, Paraiba, Brasil.

13.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Foram realizados dois experimentos com o intuito de avaliar a inducdo de
poliploides de pimenteiras, usando dois diferentes agentes antimitéticos, orizalina e
trifluralina. No primeiro e segundo experimentos, foram adotados um esquema fatorial
triplo e um delineamento inteiramente casualizado. O fatorial 3x5x4 utilizado contou
com a combinacado de trés genotipos, cinco concentracfes de antimitéticos e quatro
tempos de exposicdo. A diferenca entre os experimentos foi o agente indutor de
poliploidia utilizado, orizalina no primeiro e trifluralina no segundo.

Vinte e cinco sementes de cada gendtipo foram imersas em tubos Eppendorf
de 2,0 mL contendo 1000 pL de diferentes doses de antimitéticos (0.00, 0.05, 0.1, 0.2
e 0.4%) e submetidas a diferentes tempos de exposicao (24, 48, 72 e 96 horas), cada
tratamento foi constituido de repeticdes (5 sementes), totalizando 60 tratamentos e
300 observacgbes por experimento. ApGs a exposicdo aos antimitéticos, as sementes
foram semeadas em bandejas de poliestireno de 200 células contendo substrato
Plantmax HT®. As plantulas obtidas foram transplantadas aos 40 dias apds a
semeadura (DAS) para vasos de 1L preenchidos com substrato Plantmax HT®, os
guais foram devidamente identificados conforme os tratamentos mencionados acima.

As plantas foram irrigadas diariamente e, em dias alternados, com solugéo
nutritiva, elaborada com base em Furlani et al. (1999) cuja composi¢cdo em g/1.000L
€: 1.000g de nitrato de calcio; 1.250g de nitrato de potassio; 250g de MKP; 500g de
sulfato de magnésio; 1,59 de acido borico; 259 de quelatec AZ; 25g de ultraferro; 110g
de cloreto de potassio e 150g de sulfato de potassio. Cada planta recebeu 50 mL de
solugcédo nutritiva a cada aplicagcdo. O controle de pragas e doencas foi realizado
semanalmente e de forma preventiva, durante todo o ciclo da cultura.

13.3 TAXA DE SOBREVIVENCIA AOS TRATAMENTOS

As plantulas sobreviventes foram contadas ao final do vigésimo primeiro dia
apos a semeadura (DAS). A taxa de sobrevivéncia de plantulas (TS) foi estimada pela
férmula descrita a seguir (Rodriguez 1996).

TS (%) = (total de plantulas sobreviventes/total de sementes) x 100
13.4 ANALISE MORFOLOGICA

As plantas produzidas foram analisadas morfologicamente seguindo o0s
descritores de Capsicum do IPGRI (International Plant Genetic Resources Institute).
As varidveis analisadas foram altura da planta (cm), didmetro do caule (cm),
comprimento da folha (cm) e largura da folha (cm), indice de forma da folha

(comprimento/largura da folha), diametro da corola (mm) e indice de forma da flor
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(comprimento/largura da pétala, em cm). Todas as medidas foram realizadas usando
régua graduada e paquimetro digital.

Estas avaliacbes ao longo do tempo possibilitaram a selecdo continua de
plantas com variacdes morfologicas em relacdo ao controle. Plantas que
apresentaram uma ou mais variagfes morfoldgicas, tais como: porte alto ou baixo em
relacdo ao controle, entrends curtos, presenca de folhas grandes, coriaceas e
espessas, mal formacéao de flores e auséncia de frutos, também foram submetidas a
andlise anatémica de suas folhas.

13.5 ANALISE ANATOMICA
13.5.1 Densidade estomatica

Foi realizada a “impressao digital” usando esmalte de unha transparente da
marca Risqué® para determinar a densidade estomatica por mm?2. Para tanto, foi
aplicada uma camada de esmalte sobre a epiderme abaxial da folha e ap6s 15
minutos, a pelicula foi removida com o auxilio de uma lamina bisturi e montada em
agua destilada e deionizada (DDA). As imagens foram capturadas por meio camera
acoplada a microscopio invertido (Modelo Axio Image Carl Zeiss, Alemanha) e a um
computador.

13.5.2 Contagem de cloroplastos por célula-guarda

Foram amostradas duas folhas de cada planta, das quais, se¢des paradérmicas
feitas a mao da epiderme abaxial foram obtidas com o auxilio lamina de barbear. A
preparacao foi montada em laminas para posterior observacdo microscopica. As
imagens foram obtidas do mesmo modo descrito acima. A determinacdo do niumero
de cloroplastos por célula-guarda foi realizada a partir das imagens capturadas,
obtidas com lente objetiva de 50x. Para cada folha, quatro campos de 1 mm? foram
amostrados aleatoriamente. O tamanho dos estdmatos e o nimero de cloroplastos
por célula-guarda foi determinado no aumento de 50x via o software ImageJ®.

13.6 ANALISE CITOGENETICA

Pontas de raizes de pimenteiras (Capsicum annuum) cultivadas em vasos
foram coletadas, lavadas em agua de torneira, pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina
(0,002 M) por 24 h a 10 °C, fixadas em Carnoy (etanol/acido acético 3:1 v/v) por 2h-
24h em temperatura ambiente e, posteriormente, armazenadas a -20 °C. Em seguida,
as pontas de raizes foram lavadas em agua destilada e digeridas em solugéo
enzimatica contendo 2% de celulase e 20% de pectinase (p/v) por 1 h a 37°C. As

laminas foram preparadas pelo método de esmagamento em acido acético a 60%
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(Guerra e Souza 2002). As melhores laminas foram selecionadas e coradas com 10uL
de DAPI (4,-6-diamidinino-2-fenilindol) com meio de montagem glicerol e tampéao
Mcllvaine (pH 7,0) (1:1, v/v). As laminas foram fotografadas em fotomicroscopio de
epifluorescéncia Carl Zeiss® (Alemanha) equipado com camera de video AxioCam
MRC5 com o auxilio do software Axiovision 4.8.
13.7 ANALISE DE DADOS

Os dados coletados foram analisados estatisticamente com o uso do software
R Studio® e o pacote “ExpDes.pt” para a andlise de variancia e teste de média de
Scott-Knott e de regresséo ao nivel de 5% de probabilidade (Ferreira et al. 2018;
RStudio Team, 2020). As tabelas e os gréaficos foram elaborados no Excel 2021® e no

SigmaPlot 10.0®, respectivamente.

14 RESULTADOS
A analise de variancia revelou diferencas significativas para a caracteristica

taxa de sobrevivéncia de plantulas em relacéo as interacdes dos fatores genotipos e
concentracdes (G x C) e concentracdes e tempos de exposi¢ao (C x T) ao nivel de
1% de probabilidade (p<0,01) (Tab. 1). Foi observado que o tratamento de sementes
de C. annuum com orizalina e trifluralina influenciou na sobrevivéncia de plantulas, e
gue isto depende das combinacBes do gendtipo, da dose usada, e do tempo de
exposicao aos quais as sementes foram submetidas.

Tabela 1 Analise de variancia para taxa de sobrevivéncia de plantulas de trés

genotipos de pimenteiras submetidos a doses de orizalina

Taxa de
FV GL Sobrevivéncia

Orizalina Trifluralina

Genétipo (G) 2 1,06™ 0,01"s
Concentracgéo (C) 4 1,28" 1,72"
;I’_lc_a)mpo de Exposicdo 3 0.15" 050"
GxC 8 0,12" 0,07™
GxT 6 0,01"s 0,03"s
CxT 12 0,11" 0,16"
GxCxT 24 0,02"s 0,02"s
Residuo 240 0,04 0,02
Total 299 - -

CV (%) 21,94 16,26
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Legenda: “Significancia estatistica ao nivel de 1% de probabilidade, "N&o
significativo (p>0,05)

Verificou-se que os genotipos (G), concentracdes (C) e tempos de exposicao
(TE) interferem significativamente na taxa de sobrevivéncia de plantulas obtidas de
sementes tratadas com orizalina, no entanto, apenas fatores C e TE exercem algum
efeito sobre a varidvel taxa de sobrevivéncia de plantulas quando tratadas com
trifluralina.

Para os desdobramentos das interacbes, observou-se que a taxa de
sobrevivéncia das plantulas variou em fungdo das doses aplicadas e inversamente
proporcional ao aumento das doses, explicando o comportamento diferenciado dos
genotipos (Fig. 1). O modelo de regressdo mostrou-se adequado com coeficientes de
determinacdo (R?) superiores a 80% nos gendtipos UFPB-001, UFPB-004 e Floribela
(Fig. 1), contudo, o modelo de melhor ajuste foi o quadratico para os acessos do
BAG/UFPB (Figs. 1A e 1B), e linear para a cultivar comercial (Fig. 1C). Os modelos
de regressao validam a hipé tese de que o aumento na concentracdo de orizalina leva
a uma reducado acentuada na sobrevivéncia de plantulas a partir da dose de 0,2% nos
gendtipos UFPB, no entanto, essa a cv. Floribela mostrou-se mais tolerante aos
efeitos toxicos da orizalina, e por este motivo, havendo apenas uma reducao
consideravel na maior concentracao adotada (0,4%).

A trifluralina foi mais toxica aos genoétipos avaliados, com reducéo na taxa de
sobrevivéncia de plantulas de pimenteiras a partir da dose 0,05% em relagcdo ao
controle. A letalidade foi observada ja na concentracao de 0,1% de trifluralina, embora
tenha-se registrado a formacdo de plantulas na concentracdo de 0,4%, em taxa
reduzida para todos os genotipos. A Floribela foi mais sensivel aos efeitos toxicos da
trifluralina que os demais genétipos, ndo repetindo a resposta visualizada na sua

interacdo com a orizalina (Anexo ).
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Fig. 1 Taxa de sobrevivéncia de trés genétipos de C. annuum submetidos a

concentracfes de orizalina.
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As combinacdes entre concentracbes e tempos de exposicdo adotadas,
permitem inferir que, ocorre reduc&o na sobrevivéncia de plantulas a medida em que
a concentragao de orizalina aumenta em todos os tempos de exposicao utilizados (Fig.
2), entretanto, conforme o tempo de exposi¢cdo ao agente indutor € prolongado hd uma
tendéncia de queda proeminente a partir da dose de 0,1% em periodos de exposi¢cao
superiores a 48 horas. A analise de regressao explica a variancia existente nas
interacdes de concentracdes e tempos de exposi¢cdo, com comportamento similares,
a medida que a concentragdo aumenta, ha um declinio na taxa de sobrevivéncia das
plantulas ao longo do tempo (Figs. 2A-D).

Fig. 2 Taxa de sobrevivéncia de pimenteiras submetidas a concentracdes de
orizalina por diferentes tempos de exposicao.

A taxa de sobrevivéncia foi influenciada pela interacdo positiva (p<0,01) entre
concentracbes e tempos de exposicdo a trifluralina. A exposicdo de sementes de
pimenteiras a doses de trifluralina por periodo superior a 24 horas, considerou-se
toxica a sobrevivéncia de plantulas desde a concentracédo de 0,05% em relacdo ao

controle, ndo havendo diferenca estatistica entre as concentracdes de 0,1%, 0,2% e
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0,4% associados aos tempos de 48, 72 e 96 horas de exposi¢ao. Entretanto, a maior
concentracao (0,4%), igualou a taxa de sobrevivéncia no comparativo com o controle
na exposicao por 24h, enquanto concentracées menores (0,1% e 0,2%) ocasionaram
efeitos letais sobre esta varidvel (Anexo II).
14.1 ANALISE DA INDUCAO DE POLIPLOIDES

N&o foi verificada diferencas estatisticas (p>0,05%) na taxa de inducdo de
poliploides de pimenteiras (C. annuum), no entanto, a orizalina possibilitou a formacgéao
de trés plantas polipléides (Tab.2), um de cada gendtipo avaliado. Nao foi registrado
nenhuma planta polipléide induzida artificialmente via trifluralina, ainda que sejam
encontradas varias modificacdes morfolégicas induzidas pelos dois agentes indutores
de poliploidia.

Tabela 2 Inducao de poliploides de trés gendtipos de pimenteiras submetidos a
doses de orizalina

T Concentracéo Duracdo do Gendtipos
ratamento (%) trata(r;:)ento UFPB 001 UFPB 004 FLORIBELA
Diploides Tetraploides Diploides Tetraploides Diploides Tripléides
Controle 0,00 24 5 - 4 - 5,00 -
48 4 - 4 - 5,00 -
72 3 - 3 - 5,00 -
96 3 - 3 - 4,00 -
Oryzalina 0,05 24 2 - 1 - 5,00 -
48 2 - 1 - 4,00 -
72 4 - 2 - 5,00 -
96 4 - 1 - 4,00 -
0,1 24 2 - 3 - 5,00 -
48 3 1 (33,33%) 3 - 5,00 -
72 0 - 1 1 (50,00%) 3,00 -
96 0 - 0 - 1,00 -
0,2 24 2 - 1 - 3,00 -
48 0 - 0 - 3,00 -
72 0 - 0 - 2,00 1 (33,33%)
96 0 - 0 - 4,00 -
0,4 24 1 - 1 - 1,00 -
48 0 - 0 - 0,00 -
72 0 - 0 - 0,00 -
96 0 - 0 - 0,00 -

Legenda: PE: Porcentagem de emergéncia (%) e TLR: Taxa de letalidade relativa (%).

Letras diferentes na coluna representam diferenca estatistica significativa.
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A taxa de inducgéo de poliploides variou de 33,33% a 50% (Tab. 2). Foram
produzidos uma planta triploide da cv. Floribela (0,2% + 72h de exposicdo), e dois
tetrapldides, dos acessos UFPB-001 (0,1% de orizalina + 48h de exposi¢cao) e UFPB-
004 (0,1% de orizalina + 72h de exposi¢ao).

14.2 ANALISE CITOGENETICA

Sementes expostas as doses de 0,1% de orizalina por 48 e 72 horas
possibilitaram a formacdo de plantas tetrapldides de UFPB-001 (Fig. 3C e 3D) e
UFPB-004 (Fig. 3G e 3H), respectivamente. Foi induzido a formac¢éo de uma planta
tripléide da cultivar Floribela (Fig. 3K e 3L) na dose de 0,2% aliado a um tempo de
exposicao de 48h.

Os gendtipos controles UFPB-001 (Fig. 3A e 3B), UFPB-004 (Fig. 3E e 3F) e
Floribela (Fig. 31 e 3J) sao diploides e contém 24 cromossomos, contudo, o individuo
tripléide e os dois tetraploides correspondentes possuem 36 e 48 cromossomos, nesta
ordem (Fig. 3). Desta forma, a partir deste estudo, recomenda-se doses de orizalina
entre 0,1 e 0,2% para induzir poliploidia na espécie C. annuum e com tempo de
exposicdo variando entre 48 e 72h. Novos estudos podem avancar nessa
recomendacao usando como base esses intervalos.

Fig. 3 Espordfito adulto (2n) e citogenética das plantas controles e dos polipldides

produzidos a partir de concentracdes de orizalina.
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Legenda: Controle — UFPB-001 (A e B), Tetrapldide — UFPB-001 (C e D), Controle —
UFPB-004 (E e F), Tetraploide — UFPB-004 (G e H), Controle — Floribela (I e J),
Tripléide — Floribela (K e L).
14.3 ANALISE DAS CARACTERISTICAS MORFO-ANATOMICAS
Caracteristicas morfolégicas

N&do houve diferencas estatisticas no indice de forma da folha
(comprimento/ largura da folha) entre os diploides e polipldides avaliados nesse
estudo (p<0,05), contudo, o comprimento e largura da folha (cm) foram maiores nos
polipléides em relagdo aos dipldides, exceto no tetraploide produzido, derivado da
planta UFPB-001, que apresentou largura da folha similar aos genotipos controles
(Tab. 3).
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Tabela 3 Parametros foliares entre dipléides e polipldides dos acessos UFPB-001,
UFPB-004 e cultivar Floribela.

Comprimento da  Largurada Folha indice da Folha
Acesso 2n

folha (cm) (cm) (cm)
Controle
UFPB-001  2x = 24 4.46 ¢ + 0,60 1,73 b + 0,30 259 £ 0,15
UFPB-004  2x = 24 401 c+0,62 171b+ 0,17 234+0,16
FLORIBELA 2x = 24 478 c+0,91 203 b+ 0,34 245+ 0,81
Oryzalina
UFPB-001 B
01006 (a5ny 4% = 48 6.65 b + 0,56 242 b+ 0,38 278+0,33
UFPB-004 B
01006 (7ony 4% =48 837a+123 315a+ 0,87 276+ 0,51
FLORIBELA 5 _ 45 863a+168 338 a+ 0,39 256 + 0,44

0,20% (48h)

Legenda: Letras diferentes na coluna representam diferenca estatistica significativa
(p<0,05).

A altura da planta variou de 16,33 a 37,15 cm nas plantas avaliadas, e esse
intervalo evidenciou a diferenca significativa encontrada (Fig. 4). Assim, os poliploides
possuem uma maior altura em relacdo aos individuos diploides, exceto para o
tetraploide produzido a partir do acesso UFPB-001, que nao diferiu estatisticamente
do seu controle (Fig. 4A).

O maior diametro do caule foi observado nos trés polipldides ao serem
comparados aos controles dipléides, e isso corrobora com o efeito “Gyga”
proporcionado pelo aumento de ploidia (Fig. 4B). Entretanto, apenas o tetraploide
UFPB-004 (0,10% por 72h) produziu flores de diametro da corola superior, enquanto
notavelmente houve uma reducdo nessa caracteristica nos outros polipldides na
comparagao com os respectivos controles (Fig. 4C).

Fig. 4 Caracteristicas morfoagronémicas de dipléides e poliploides de pimenteiras

ornamentais.
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(p<0,05).
Caracteristicas anatdbmicas

A densidade estomatica foi reduzida significativamente nos tetraploides (2n =
4x) em comparagdo com os individuos dipléides (2n = 2x), contudo, o mesmo
comportamento ndo foi observado para o individuo tripldide (2n = 3x) (Tab. 4). Os
polipléides formados apresentaram area estomatica superior aos tratamentos
controles (diplbides), e isto evidencia aumentos na ordem de 19.3%, 31.5% e 14,55%
para UFPB-001, UFPB-004 e Floribela, respectivamente (Tab. 4).
Tabela 4 Parametros estomaticos entre dipldides e polipléides dos acessos UFPB-
001, UFPB-004 e cultivar Floribela.

Densidade Area Comprimento Largurado
Acesso 2n estomatica estomatica do estobmato estbmato
(estobmatos/mm)  (um?) (um) (um)
Controle
2X = 1030,51 c + 30,75b +
UFPB-001 o4 101,10 a + 11,03 58.21 43,08 c + 1,59 1,33
2X = 852,96 e + 28,86 b +
UFPB-004 o4 8472b+7,12 11.79 41,09c+ 1,70 1.55
2X = 957,69d + 29,60 b +
FLORIBELA o4 111,07 a + 8,38 23.02 43,53 ¢ + 0,92 0.56

Oryzalina
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UFPB-001  4x = 1277,14 a + 33,18 a+
0.10% (4gh) d4g  OL13b*615 655 50,77 a+ 1,85 e
UFPB-004  4x = 1244,76 a + 32,40 a +
0.10% (72h) 48  4201c941 3186 51,19 a + 1,45 124
FLORIBELA 3x = 1120,71 b + 31,52 a+
0.20% (48h) 36 116.052%1024 20,43 45,96 b + 2,02 105

Legenda: Letras diferentes na coluna representam diferenca estatistica significativa
(p<0,05).

Ambos os tetrapléides produzidos apresentaram area estomatica maior que o
tripléide, e isto € um indicativo de que o aumento do nivel de ploidia também eleva a
area estomatica e consequentemente reduz a densidade estomatal em C. annuum.
Novos estudos devem ser realizados para validar ou refutar esta hipotese.

Os individuos dipldides possuem um menor comprimento e a largura do
estbmato em comparacdo aos tetraploides e tripldide induzidos neste estudo, no
entanto, o comprimento do estémato foi maior nos tetraploides em relacao ao tripléide
(p<0,05). Na Fig. 5 é possivel visualizar a diferenca de tamanho e da densidade de
estdbmatos em genotipos dipldides (Fig. 5A, 5C e 5E) e polipldides de pimenteiras (Fig.
5B, 5D e 5F). Foram observados em média, 9 e 18 cloroplastos por célula-guarda em
todos gendtipos dipléides (Fig. 5G) e polipldides (Fig. 5H), respectivamente.

Foi possivel verificar um aumento de 15 a 20% no comprimento estomatico na
comparacao entre individuos diploides e poliploides dos genétipos UFPB-001 e UFPB-
004 (Fig. 5), entretanto, verificou-se um aumento relativamente menor (5,2%) na
comparacao entre o diploide e o tripldide, e isto € mais um indicador da existéncia de
uma relagdo direta entre 0 aumento no nivel de ploidia e do tamanho estomatico.
Fig. 5 Tamanho, densidade dos estdbmatos, e nimero de cloroplastos por célula-
guarda na epiderme inferior da folha de dipléides (A, C, E e G) e polipléides (B, D, F
e H) de pimenteiras cultivadas em casa de vegetacao.
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Legenda: Controle — UFPB-001 (A), Tetraploide — UFPB-001 (B), Controle — UFPB-
004 (C e G), Tetraploide — UFPB-004 (D e H), Controle — Floribela (E), Tripl6ide —
Floribela (F).

Os polipldides possuem uma maior espessura da folha ao serem comparados
com os controles originais (Fig. 6), de aspecto coriacea no tetraploide (Fig. 6C)
originado a partir do acesso UFPB-001 (Fig. 6B), diferindo estatisticamente dos
demais (Fig. 6A). A espessura da folha da planta derivada da cultivar Floribela foi
inferior aos outros controles, e isso demonstra que as folhas deste gendtipo diploide
sao naturalmente mais delicadas e finas, no entanto, a espessura do triploide diferiu
do controle na cv. Floribela.

Fig. 6 Analise comparativa da espessura folha (um) entre dipldides e polipléides de

C. annuum
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15 DISCUSSAO
A utilizacéo de agentes indutores de poliploidia € uma técnica importante para

reduzir o tempo de obtencédo de cultivares melhoradas (lannicelli et al. 2020), embora
em alguns casos, esses produtos causem efeitos fitotoxicos as células, tecidos e
orgaos das plantas, inclusive, ampliando a variabilidade genética existente (Touchell,
Palmer e Ranney 2020) e, permitindo a selecdo de genotipos superiores. A
identificacdo da melhor combinacdo entre o agente antimitético e o tempo de
exposicdo proporciona maior eficiéncia na poliploidizacdo artificial e triagem mais
rapida da espécie e/ou genatipo trabalhados (Niazian e Nalousi 2020).

A colchicina € um agente antimitotico muito utilizado na inducéo de poliploidia
em diversas espécies da familia solanacea como a Solanum lycopersicum (Cola et
al. 2014), Solanum melongena (Basay et al. 2011), Solanum tuberosum (Swaminathan
1951), Capsicum annuum (Selvakumar et al. 2022), contudo, a elevada toxidez ao
meio ambiente, aos seres humanos e outros animais tem levado a uma procura por
alternativas de menor potencial toxico e também de maior eficacia, dentre elas,
alternativas estudadas sao a orizalina e trifluralina (Mir et al. 2021). Estudos
demonstram que a orizalina e trifluralina possuem uma menor toxicidade, maior

afinidade com as tubulinas vegetais e eficacia superior na inducao de polipléides com
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0 uso de menores doses em comparagcdo com a colchicina (Touchell et al. 2020),
sendo assim, mais viaveis economicamente do que a colchicina (Ahmadi e
Ebrahimzadeh 2020).

A orizalina induziu a formacéo de tetraploides e de um tripldide de pimenteiras
ornamentais e isso comprova a viabilidade e eficacia desse agente indutor na
poliploidizacdo de C. annuum, corroborando com Séanchez et al. (2020) que
observaram maior eficacia na duplicacdo cromossémica e formacdo de duplo-
haploides de pimentdo (C. annuum) em comparagao com a colchicina. A trifluralina
nao levou a formacdao de individuos polipléides de pimenteiras, entretanto, Denaeghel
et al. (2015) demonstraram que a trifluralina € um importante indutor de poliploidia em
plantas ornamentais como a Escallonia sp., sendo mais eficaz que a orizalina e
colchicina. Além disso, Faleiro et al. (2016) conseguiram elevar o nivel de ploidia de
hibridos interespecificos de capim elefante e milheto com o uso da trifluralina, contudo,
0 presente estudo traz a tona a ineficicia da trifluralina na inducao de polipléides de
C. annuum nas condicdes testadas.

Caules mais espessos sdo desejados em programas de melhoramento de
ornamentais, pois permitem maior transporte de solutos e agucares, mais sustentacao
da parte area, assim, evita o tombamento das plantas ornamentais em vaso durante
o transporte. Outra possibilidade € seu uso como porta-enxerto em virtude do maior
vigor e eficiéncia no transporte do xilema e floema (Chaicharoen, Satrabhandhu e
Kruatrachue, 1995; Ramsey e Ramsey, 2014; Hassanzadeh, Zakaria e Azad, 2020).

O tamanho dos estdmatos € um método eficaz na identificagdo de polipldides
de varias plantas (Yan et al. 2022), contudo, ndo houveram diferencas significativas
no comprimento e a largura dos estématos e células-guarda da pimenteira Katokkon
(C. annuum) tratados com colchicina (Tammu et al. 2021), ainda assim, este método
foi eficaz para identificar poliploides de trés gendtipos de C. annuum neste estudo. O
aumento na area estomatica e a reducdo na densidade estomatica nos poliploides em
relacdo aos dipldides verificados nesta pesquisa corroboram com os resultados
encontrados por Azeez et al. (2019) em espécies dipldides e polipldides de Physalis
spp.

A espessura da folha e o numero de cloroplastos por célula-guarda também
servem como indicativo de poliploidizacdo em diversas espécies como Kaempferia
rotunda (Soonthornkalump et al. 2016), Musa sp. (Madail et al. 2022) e Dendrobium
cariniferum (Zhang e Gao 2021) esta hipotese também foi validada para os genoétipos
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de C. annuum testados na presente pesquisa, pois o0s polipléides apresentaram maior
espessura foliar e maior nimero de cloroplastos (p<0,01) em relac&o aos diploides.

Os resultados encontrados reforcam a hipdtese de que existe uma maior
eficiéncia da orizalina na producéo de polipléides de C. annuum, tendo em vista que,
Tammu et al. (2020) ndo conseguiu produzir poliploides de pimenteira Katokkon com
0 uso da colchicina, assim como como Kdulahlioylu & Curik (2017) que utilizando
colchicina e orizalina como indutores de poliploidia em duas cultivares berinjela, outra
solanacea, demonstraram maior eficacia da orizalina na poliploidizacéo desta espécie.

A interacdo entre gendtipos e concentracdes de orizalina e trifluralina devem
ser consideradas na determinacdo de protocolos eficazes no processo de
poliploidizacao de C. annuum, como também, as combinac¢des entre concentracdes e
tempos de exposicao ao se trabalhar com sementes como explantes. A trifluralina é
mais toxica as sementes dos gendtipos estudados, e quando associada a periodos
longos de exposicdo reduz consideravelmente a sobrevivéncia de plantulas de
pimenteiras ornamentais, necessitando de novos estudos para avaliar periodos de
tempo inferiores a 24 horas para analisar a eficacia na inducdo de polipléides com o
uso de trifluralina.

A variabilidade de caracteristicas morfo-anatdmicas observadas neste estudo,
favorece a ampliacdo da diversidade disponivel e otimizacdo do programa de
melhoramento genético de pimenteiras da Universidade Federal da Paraiba, tendo em
vista que, a superioridade observada em poliploides vem sendo o alvo de melhoristas
desde o século XX para diversas espécies de plantas, particularmente as ornamentais
(Sattler et al. 2016), e por este motivo, varias pesquisas visam incrementar a
variabilidade existente por meio da poliploidizacdo, com o intuito de utilizar esses
novos genotipos na identificagdo e introducdo de caracteristicas interesse em
cultivares elites, como tolerancia a seca em cultivares em mutantes de C. annuum
induzidos por colchicina (Maryam e Aminu 2022) e ao calor em tetraploides de
Asparagus officinalis (Chen et al. 2020), e na resisténcia a nematoides em hexapléides
de Ipomoea batatas (Obata et al. 2022), entre outras.

16 CONCLUSAO
A técnica de inducao de poliploides adotada nesse estudo foi eficaz para o

sucesso da poliploidizacdo de C. annuum, e que os tratamentos de 0,10% de orizalina
por 48 e 72 horas de exposi¢cado favoreceu a tetraploidizacdo de acessos de UFPB-
001 e UFPB-004, respectivamente. Além disso, o tratamento 0,20% por 48h
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possibilitou a producdo de um triploide da cultivar comercial Floribela. Os polipléides
produzidos nesse estudo sdo genotipos valiosos e devem ser incorporados ao
programa de melhoramento de pimenteiras ornamentais da Universidade Federal da
Paraiba e também contribuir como referéncia para novos trabalhos com o

melhoramento genético de pimenteiras (C. annuum).
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