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RESUMO

MOREIRA, Nadia Fernandes; M.Sc.; Universidade Estadual Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, marco, 2015; Estudos reprodutivos em Capsicum: analise meiética
de hibrido interespecifico e efeito da temperatura no crescimento do tubo polinico.
Orientadora: Telma Nair Santana Pereira; Conselheiros: Messias Gonzaga
Pereira e Rosana Rodrigues.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a relacdo genética entre as espécies C.
frutescens e C. chinense via comportamento meiético do hibrido interespecifico
obtido entre as espécies; e avaliar o efeito da temperatura sobre a germinacao
dos graos de polen e crescimento do tubo polinica in vivo em pimentao variedade
Casca Dura lkeda (Capsicum annuum var. annuum). Para a andlise meiotica do
hibrido, botdes foram coletados e fixados por 24 horas em etanol: acido acético
(3:1), e conservados em etanol 70% no freezer. O preparo das laminas para a
meiose foi realizado via maceragcao (squash) conforme protocolo do laboratorio.
Anormalidades meioticas foram registradas a medida que ocorressem e foram
estimados o indice meiotico (IM) e a viabilidade polinica. A meiose do hibrido foi
normal, sendo observados 12 bivalentes na diacinese, e poucas anomalias
meidticas. O IM foi de 88,2% e a viabilidade polinica foi de 72,5%. Considerando-
se o0s resultados, conclui-se que as espécies apresentam uma proximidade
genética, em fungéo do perfeito pareamento dos cromossomos. Esses resultados
estdo de acordo com a literatura que classifica as duas espécies ho mesmo

complexo génico, o complexo annuum. Na avaliacdo do efeito da temperatura na

vii



germinacao do grédo de pdlen e no crescimento do tubo polinico in vivo, botbes na
pré-antese foram protegidos com saco de papel e etiguetados com fio de la
vermelha pela manha. Para cada temperatura testada foram coletados 20 pistilos
vinte e quatro horas apos a abertura floral. Dos 20 pistilos, 10 foram colocados em
placa de Petri em BOD nas temperaturas teste (10°, 30° e 40°C), e os outros 10
pistilos foram colocados a 25°C (controle) em outra BOD, onde permaneceram
por mais 24h. Apds esse periodo de incubacgéo, os pistilos foram amaciados em
NaOH 8M por 8 horas. Em seguida, estes pistilos foram, cuidadosamente,
lavados por 5 vezes em agua destilada. Por ultimo, o material foi colocado em
frascos de vidro escuro de 20 mL recoberto com papel aluminio, com o corante
anilina azul 1% e deixados a temperatura ambiente por 4 horas. Apds esse
procedimento, os pistilos foram observados em microscopia Optica de
fluorescéncia, usando o filtro de emisséo de ultravioleta de 509 nm e 370nm de
excitacao (Olympus BX60), e as imagens foram capturadas com o Image-Pro Plus
Software (versao 5.1, Media Cybenertics). A avaliacdo constou da observacéo da
germinacao do gréo de pdlen no estigma e do crescimento do tubo polinico in vivo
ao longo do estilete nas diferentes temperaturas comparadas ao controle. A
germinacao do grdo de pdélen e o crescimento do tubo polinico in vivo, foram
observados nas trés temperaturas estudadas; embora, ndo tenha sido mensurado
o comprimento do tubo polinico, houve diferencas de crescimento em funcédo da
temperatura. Nas temperaturas de 10°C e 40°C, observou-se que o grdo de pdlen
germina, mas em menor quantidade e o crescimento do tubo polinico é
desordenado em relagéo ao controle, indicando que a germinacédo dos grdos de
polen e crescimento do tubo polinico é afetada pela temperatura. A 30°C, a
germinacao do grdo de podlen foi consideravel e o crescimento do tubo polinico foi
continuo quando comparado ao controle. Portanto, conclui-se que 30°C foi a
temperatura mais indicada para a germinacdo e crescimento do tubo polinico em
pimentdo, e que temperatura alta (40°C) e baixa (10°C) influenciam a germinagédo

dos gréos de pdlen e o crescimento do tubo polinico em pimentao.
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ABSTRACT

MOREIRA, Nadia Fernandes; M.Sc.; Universidade Estadual Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, March, 2015; Reproductive studies in Capsicum: meiotic analysis of
interspecific hybrid and effect of temperature on germination and pollen tube
growth in pepper. Advisor: Telma Nair Santana Pereira; Committee members:
Messias Gonzaga and Rosana Pereira Rodrigues.

The objectives of this study were to analyze the genetic relationship between C.
frutescens amd C. chinense based on the meiotic behavior of interspecific hybrid
obtained by crossing between the species, and to evaluate the effect of
temperature on in vivo germination of pollen grains and the pollen tube growth in
pepper variety Casca Dura |Ikeda (Capsicum annuum var. annuum). For meiotic
behavior, flower buds were fixed for 24 hours in ethanol: acetic acid (3:1) and then
stored at 70% ethanol in freezer. The slide preparation was done by squashing
according to the laboratory protocol. Meiotic abnormalities were registered as
much as they occur and the meiotic index (MlI) and the pollen grain viability were
also estimated. The hybrid meiosis was normal being observed 12 pairs bivalents
in diakinesis and a few meiotic abnormalities were observed. The MI was 88.2%
and the pollen viability was 72.5%. Considering the results, it might be concluded
that the two species are genetically close, due to their perfect chromosome
pairing; these results are consistent with the literature that classify the two species
in the same complex gene, the annuum complex. To evaluate the effect of
temperature on in vivo pollen germination and pollen tube growth, flower buds at

pre-anthesis were protected with paper bag and tagged with red woolen in the
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morning. Twenty-four hours after flower opening, 20 pistils were collected, which
10 were placed in Petri dishes in the BOD test temperatures (10 °C, 30 °C and
40°C) for 24h, and the other 10 pistils were placed at 25°C (control) in another
BOD, for 24h. After that, the pistils were fixed in FAA solution (Formalin, Acetic
Acid and Ethanol) for 24h. Subsequently, the pistils were transferred to 70%
ethanol solution for at least 4 hours. After that, the pistils were softened in 8 M
NaOH for 8 hours, and then they were washed 5 times in distilled water. Finally,
the material was placed into the 1% aniline blue dye solution at room temperature
for 4 hours. Later, the slides were prepared and observed in optical fluorescence
microscopy, using the ultraviolet emission filter of 509 nm and 370 nm excitation
(Olympus BX60). The images were captured using Image-Pro Plus software
(version 5.1, Media Cybenertics). The evaluation consisted of observing in vivo
germination of pollen grain; even though it was not measured the pollen tube,
there was difference in the growth due to temperature. In vivo germination of
pollen grain, was observed at in all temperatures studied. At temperatures of 10°C
and 40°C, the pollen grain germinates, but in smaller quantities and the pollen
tube growth was disordered compare to the control, indicating that the germination
of pollen grains and growth the pollen tube is affected by temperature. At 30° C,
the pollen grain germination was considerable and the pollen tube growth was
continuous compared to control. Therefore, it is concluded that, 30°C is the
temperature most suitable for the in vivo germination of pollen grain and pollen
tube growth on pepper, and high (40°C) and low (10°C) temperatures are harmful
to the in vivo germination of pollen grains and pollen tube growth in peppers.



1. INTRODUCAO

No Brasil, estima-se que o cultivo de hortalicas ocupou em 2011 uma area
de aproximadamente 809 mil hectares, que produziram cerca de 19 milhdes de
toneladas (Embrapa, 2012). O cultivo de pimentas esta difundido em todas as
regides do pais, principalmente nas regides Sudeste e Centro-Oeste (Costa et al.,
2010). O Brasil € considerado um centro de diversidade do género Capsicum,
abrigando espécies domesticadas, semidomesticadas e silvestres. Dentre as
domesticadas, C. chinense e C. frutescens tem na Amazodnia o seu centro de
origem (Moscone et al., 2007).

O melhoramento de pimentdo, espécie mais cultivada pode ser realizada
via hibridacédo interespecifica, em se tratando, sobretudo da transferéncia de
genes responsaveis pela resisténcia a patégenos. No entanto existe o desafio de
se selecionar caracteristicas de fruto e resisténcia ao mesmo tempo (Pickersgill,
1997). Wahid et al. (2007) afirmam que os melhoristas tém como desafio, a
identificagcdo de germoplasma e obtencdo de variedades tolerantes a altas
temperaturas.

De acordo com o quinto relatério do Painel Intergovernamental sobre
Mudancgas Climaticas (IPCC, 2013), com base na revisdo de milhares de
pesquisas realizadas nos ultimos cinco anos, mostra que a temperatura do
planeta podera aumentar até 4,8°C neste século, o que deve gerar grande
impacto nos ecossistemas de todo o planeta. Alguns estudos tém mostrado o
efeito que o aquecimento global tem sobre a produtividade de determinadas

culturas, e uma compreensao completa das respostas fisioldgicas das plantas as



temperaturas elevadas, dos mecanismos de tolerdncia ao calor e possiveis
estratégias para melhorar essa tolerancia séo indispensaveis (Wabhid et al., 2007).

Pequenos aumentos na temperatura podem interferir na viabilidade
polinica, na capacidade germinativa e nas taxas de crescimento do tubo polinico
(Hedhly et al., 2008). Em Capsicum, a temperatura em torno de 41°C, além de
interferir na germinagdo do pdlen e no crescimento do tubo polinico (Reddy e
Kakani, 2007; Kafizadeh et al., 2008), também pode afetar as flores (Erickson e
Marhart, 2002) e os frutos (Pagamas e Nawata, 2008) das diferentes espécies.

Apbs a identificacdo de um germoplasma tolerante a altas temperaturas, o
melhorista tera que transferir este gene via hibridacdo interespecifica.
Considerando que o género tem cinco espécies domesticadas: C. annuum, C.
chinense, C. frutescens, C. baccatum e C. pubescens, o melhorista devera partir
destas espécies. Entretanto, nem sempre o melhorista € bem sucedido na
hibridacdo interespecifica em Capsicum dependo das espécies envolvidas no
cruzamento, pois essas espécies sao agrupadas em complexos génicos distintos
com base na obtencdo de hibridos férteis. Sabe-se que quanto mais préximas
geneticamente sdo as espécies envolvidas, maior a homologia cromossémica
entre elas, maior a chance de sucesso na obtencdo do hibrido e,
consequentemente, mais normal serd a formacao dos gametas desse hibrido que
se da via meiose (Singh, 2002).

A meiose é 0 mecanismo biolégico que reduz a metade o numero
cromossémico de um individuo ou organismo. O curso normal da meiose garante
a fertilidade do gameta. Porém, esse evento sofre influéncia genética, bem como
ambiental, pois irregularidades como cromossomos pegajosos Ou Cromossomos
retardatarios podem ocorrer devido a altas temperaturas ou a presenca de genes
mutantes na espécie (Kaul e Murthy, 1985). Essas irregularidades podem gerar
produtos pds-meidticos anormais com gametas ndo reduzidos (2n), ou gametas
aneuploides o que podera causar a infertilidade da planta (Pagliarini, 2000).

Esta pesquisa relata resultados de dois estudos, sendo o primeiro sobre a
analise da relagdo genética de Capsicum frutescens e Capsicum chinense
baseada no comportamento meidtico do hibrido interespecifico obtido do
cruzamento entre as espécies supracitadas; e o segundo estudo, avalia o efeito
da temperatura na germinacéo do grao de pélen e crescimento do tubo polinico in

vivo em Capsicum annuum.



2. OBJETIVOS

Os objetivos desta pesquisa foram:

i)  Analisar a relagdo genética entre Capsicum frutescens e Capsicum chinense
baseada no comportamento meiético do hibrido interespecifico obtido entre
essas espeécies;

i) Avaliar o efeito de trés temperaturas (10°C, 30°C, e 40°C) sobre a
germinacao dos grados de polen e crescimento do tubo polinico in vivo em

pimentdo (Capsicum annuum var. annuum).



3. CAPITULOS

3.1. ANALISE MEIOTICA DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS ENTRE

Capsicum frutescens E Capsicum chinense

3.1.1. INTRODUCAO

O género Capsicum pertencente a familia Solanaceae, representado por
pimentdes e pimentas, possui 38 espécies (Moscone et al., 2007: Barbosa et al,
2011), sendo cinco delas classificadas como domesticadas: Capsicum annuum,
Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens e Capsicum
pubescens diferenciadas por suas caracteristicas botanicas intrinsecas, sobretudo
relacionadas a cor, ao numero e a posicao floral (Pickersgill 1997; Carrizo et al.,
2013).

Em Capsicum é observada uma grande variacdo nos frutos, indo desde
variagcdo nos formatos, tamanhos, cores e sabores de fruto, assim como 0s
diferentes graus de pungéncia, arquitetura de planta e composi¢do nutricional
(Bosland e Votava, 1999).

Dentro do género, as espécies podem ser distintas, de acordo com o
namero basico de cromossomos, em dois grupos: um com n=x=12 e 0 outro

grupo com n=x=13 cromossomos (Moscone et al., 2007).



Harlan e De Wet (1971) estabeleceram um sistema conhecido como
complexo génico, que organiza os varios tipos de germoplasma sob a visdo do
melhorista. Os autores propuseram trés categorias de complexo génico com base
na facilidade de cruzamento entre as espécies e fertilidade do hibrido: Complexo
génico primério, complexo génico secundario, complexo génico terciario. Em
Capsicum as espécies sao agrupadas em trés complexos, com base na obtencao
de hibridos férteis. O complexo Capsicum annuum reune as espécies C. annuum,
C. chinense e C. frutescens e suas formas botanicas; o complexo Capsicum
baccatum redne C. baccatum var. baccatum e C.baccatum var. pendulum, e o
complexo Capsicum pubescens relune espécies silvestres e apenas uma
cultivada, C. pubescens (Pickersgill, 1991).

Os cruzamentos interespecificos podem permitir o melhoramento de
variedades pela introducdo de importantes alelos, como os de resisténcia a
patégenos (Pickersgill, 1997). Entretanto, para que seja bem sucedida a
transferéncia de genes entre diferentes espécies, é necessario que as mesmas
sejam geneticamente préximas, ou seja, apresentem certa homologia
cromossOmica, minimizando os problemas de incongruidade e, desse modo,
viabilizando o hibrido (Prestes e Goulart, 1995). Além disso, € imprescindivel o
conhecimento sobre a direcdo do cruzamento, uma vez que, em algumas
espécies, o cruzamento interespecifico € efetivo e exclusivo de uma determinada
direcéo (Prestes e Goulart, 1995).

Espécies silvestres sdo consideradas repositorios de genes e, via
hibridacdo interespecifica, tem sido possivel o melhoramento de muitas
variedades de culturas agronomicamente importantes (Hajjar & Hodgkin, 2007).
Contudo, considerando o grande numero de espécies em colecdes de
germoplasma, o emprego destas em programas de melhoramento genético ainda
€ incipiente e isso se deve provavelmente a existéncia de barreiras pré e pos-
fertilizac&o.

Hibridos interespecificos podem ser obtidos entre as espécies
domesticadas do género Capsicum, porém estes apresentam graus variados de
fertilidade, o que pode ser devido a problemas de pareamento dos cromossomos
no hibrido ou devido a presenca de diferentes arranjos estruturais cromossdmicos
(Kumar et al.1987; Lanteri e Pickersgill, 1993). De acordo com Shifriss (1997) o
grau de macho esterilidade de hibridos interespecificos de Capsicum depende



dos acessos usados no cruzamento. Monteiro et al. (2011) observaram que o
grau de viabilidade de hibridos interespecificos de Capsicum variou de alta, em
combinacdes envolvendo C. chinense x C. frutescens a completa macho
esterilidade ou inviabilidade do hibrido. Os autores também observaram que a
viabilidade polinica do hibrido interespecifico dependeu dos acessos envolvidos
na combinagdo, sendo essa viabilidade genotipo especifica.

O conhecimento da fertilidade das espécies envolvidas em um programa
de hibridacdo interespecifica é importante para que o melhorista possa ser bem-
sucedido nos cruzamentos a serem realizados. A fertilidade de uma espécie,
geralmente medida via viabilidade polinica, € consequéncia da formacdo de
gametas normais e balanceados. De acordo com Defani-Scoarize et al. (1996), o
sucesso da hibridacdo, tanto intra quanto interespecifica, em termos genéticos,
também é determinada por uma meiose regular, resultando na formacdo de
gametas viaveis.

Considerando a importancia de avaliar a fertilidade de hibridos
interespecificos obtidos entre C. frutescens (UENF 1636) e C. chinense (UENF
1785), e dar sequéncia a pesquisas futuras com os mesmos. O presente estudo
teve por objetivos analisar a meiose de um hibrido interespecifico; e estimar a

viabilidade polinica e o indice meiético deste hibrido.

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Importancia econdmica e nutricional

No Continente Asiatico, seguido pelos continentes Africano e Americano
esta concentrado cultivo das pimentas. Dentre os paises com maior producao
mundial destacam-se a China, seguida pelo México, Peru e Indonésia (FAOSTAT,
2013). Em se tratando de Brasil, a producdo de pimentas tem crescido
consideravelmente, tanto por suas caracteristicas de rentabilidade, sobretudo
quando ha agregacao de valor ao produto, quanto por sua importancia social, por
empregar elevado nimero de mao de obra, principalmente na época da colheita e
processamento (Pinto e Silva, 2006).



O cultivo de pimentas e pimentdes concentram-se nas regides Sudeste e
Centro-Oeste, tendo os Estados de Goias, Minas Gerais, Bahia e Sdo Paulo como
principais produtores. O Estado do Rio de Janeiro possui uma producdo bem
menor quando comparado com outros estados produtores, no entanto, esse
mercado vem crescendo, conforme dados das Centrais de Abastecimento do
Estado do Rio de Janeiro (CEASA-RJ, 2008).

O cultivo de pimentas € um importante segmento econdmico no
agronegocio brasileiro, 0 mercado dessa hortalica vem se destacando ao longo
dos anos devido a versatilidade de suas aplicacdes na culinaria, na inddstria, nos
produtos medicinais e no mercado ornamental (Rufino e Penteado, 2006; Sudré et
al., 2010). A produtividade das pimentas do género Capsicum, contudo, é
bastante variavel, principalmente em razdo do tipo ou da variedade de pimenta
cultivada, do nivel tecnolégico adotado pelo produtor, bem como da regido e do
periodo de cultivo, sendo a agricultura familiar, a principal responsavel no Brasil
pela expansdo da area cultivada de pimentas (Finger et al., 2012; Moura et al.,
2013). Em termos nutricionais, as pimentas séo fontes de vitaminas A, B1, B2 e
C, quando consumidas in natura. As pimentas de cor vermelha sdo ricas em
carotenoides (Zancanaro, 2008).

Os frutos sdo consumidos na alimentacdo como condimento tanto na
forma in natura quanto em conservas. Além disso, podem ser utilizados em outros
setores industriais, como no mercado farmacéutico, medicinal e ornamental
(Carvalho et al., 2006). As pimentas vém sendo muito utilizadas como repelentes
contra roedores que danificam cabos elétricos subterraneos, percevejos, assim

como spray de pimenta contra assaltos (Bosland, 1996).
3.1.2.2. O género Capsicum

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae sendo representado
pelas pimentas e pimentdes (Eshbaugh, 1993). A maioria das espécies de
Capsicum sao auto compativeis com excecdo da C. cardenasii, cuja
incompatibilidade é do tipo gametofitica, encontrada em muitos outros géneros de
Solanaceae (Pickersgill, 1991). Segundo Barbosa et al. (2011), dentre as 38
espécies ja identificadas cinco delas séo cultivadas e utilizadas pelo homem: C.
annuum var. annuum; C. baccatum var. baccatum; C. chinense; C. frutescens e C.
pubescens (Moscone et al., 2007; Pickersgill, 1991, Belletti et al., 1998).



De acordo com Moscone et al. (2007) estudando a origem e evolucdo do
género Capsicum com base em dados cariologicos de dezenove espécies de
Capsicum sugere ser a espécie C. chacoense o ancestral das espécies
estudadas, sobretudo devido a presenca de regides organizadoras de nucléolos
(NORs) ativos em citétipos de C. annuum, C. frutescens, C. baccatum.

O género se originou na Bolivia, possuindo a espécie Capsicum
chacoense como ancestral comum, que posteriormente passou por um processo
de dispersado e especiacao para os Andes e terras baixas da Amazonia (McLeod
et al.,1982; Moscone, et al., 2007).

Uma caracteristica exclusiva do género Capsicum €é a pungéncia
atribuida a um gene C que confere a presenca dos capsaicinoides. Tais alcaloides
acumulam-se na superficie da placenta e sao liberados quando o fruto sofre
qualguer dano fisico (Carvalho et al.,, 2003). Dentre os capsaicinoides, 0
componente mais importante é a capsaicina (cerca de 70%), seguido da
dihidrocapsaicina (cerca de 20%) e de outros componentes em menor numero,
como a nordihidrocapsaicina, a homocapsaicina e a homodihidrocapsaicina
(Lopes, 2008).

3.1.2.3. Aspectos botanicos e reprodutivos

O ogénero Capsicum ¢é classificado como uma Angiosperma,
Dicotyledonea, que pertence a divisdo Magnoliophyta, ordem Solanales, familia
Solanaceae, subfamilia Solanoideae e tribo Solaneae (Vinals et al., 1996). As
plantas sdo cultivadas como anuais (Filgueira, 2000), contudo existem espécies
anuais, bienais e perenes (Bosland, 1996). As plantas tém altura e forma de
desenvolvimentos varidveis, em funcdo do gendtipo e das condi¢cbes de cultivo
(Vinéls et al., 1996).

O género Capsicum apresenta flores hermafroditas, com cinco anteras e
um unico estigma. O comprimento do estilete varia entre as espécies e o0 estigma
encontra-se receptivo na fase de botdo, assim como duas a trés horas apds a
abertura da flor (Casali e Couto, 1984). A espécie C. annuum, na qual esta
presente o pimentdo, pode ser identificada por possuir flor isolada em cada no,
corola de cor branca leitosa, sem manchas difusas na base das pétalas e antera

azul ou arroxeada (Vinals et al., 1996).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta

A espécie C. frutescens, cujo exemplar mais conhecido é a pimenta
malagueta, pode ser distinguida das outras espécies por conter de duas a cinco
flores por nd, corola paleacea ou branco-esverdeada e por ser altamente
ramificada (Vinéls et al., 1996). Na espécie C. chinense tem-se a pimenta-de-
cheiro, pimenta-de-bode, murici e a habanero (Albrecht et al., 2012), as quais
apresentam frutos com uma constricdo anular na jungéo do célice com o pedicelo.

As plantas do género Capsicum sdo consideradas autdgamas, porquanto
nas espécies cultivadas o estigma encontra-se na mesma altura das anteras, o
gue aumenta a chance de autopolinizacéo, a qual se encontra em torno de 95%
(Pickersgill, 1991). Todavia, segundo Pickersgill (1997) em espécies silvestres,
como C. cardenasii, & possivel obter-se taxa de cruzamento de 90% devido, por
exemplo, a presenca de estilete mais comprido ultrapassando a altura das
anteras, o que dificulta autopolinizacdo e aumenta a possibilidade da ocorréncia
de polinizag&o cruzada.

3.1.2.4. Complexos génicos

Tomando por base a facilidade de cruzamento entre as espécies e a
fertilidade do hibrido, Harlan e De Wet (1971) propuseram os complexo génicos
que, dependendo da facilidade ou dificuldade em obter hibridos, podem ser: 1-
complexo génico primario, em que o0 germoplasma pode ser cruzado
facilmente, resultando em hibridos com alta fertilidade e, consequentemente,
assegurando a transferéncia do gene; 2- complexo génico secundéario, no qual
0 cruzamento e a transferéncia génica sdo mais dificeis, requerendo técnicas
mais elaboradas para a obtencéo do hibrido, como o resgata de embrido. Hibridos
entre elementos do complexo génico secundario e a espécie ou cultura em
questdo sao, de algum modo, debilitados ou estéreis; 3- complexo génico
terciario, em que, embora cruzamentos possam ser feitos com grandes
dificuldades, o hibrido resultante é estéril ou inviavel.

O género Capsicum € classificado em trés complexos génicos: O
Complexo annuum (CA) contém C. annuum, C. chinense, C. frutescens e C.
galapagoense. O complexo baccatum (CB) contém C. baccatum, C.
praetermissum, e C. tovari. O complexo pubescens (CP) consiste de C.
pubescens, C. cardenasii, e C. eximium (Pickersgill, 1991; Zijlstra et al., 1991). O

cruzamento interespecifico entre espécies de um mesmo complexo é tido como
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possivel, 0 mesmo nao acontece para cruzamento entre espécies de complexos
diferentes em que podem ocorrer barreiras de pré e poés-fertilizacao.

Cruzamentos interespecificos entre espécies de um mesmo complexo sédo
relativamente faceis de serem realizados e, embora as barreiras entre o0s
complexos génicos possam ser quebradas, raramente iSSO ocorre na natureza
(Eshbaugh, 1993).

3.1.2.5. Melhoramento de pimentas do género Capsicum

Os programas de melhoramento com o género Capsicum vem sendo
conduzidos h& tempos, principalmente por instituicdes publicas (Ribeiro e Cruz,
2002). Diversas cultivares desenvolvidas foi e continua sendo utilizadas devido
sua grande importancia no ambito nacional, principalmente visando a resisténcia
a doencas e 0 aumento da produtividade (Ribeiro e Cruz, 2002).

Dentre os programas de melhoramento de Capsicum, a Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) vem trabalhando no
desenvolvimento de cultivares resistentes a doencas e, recentemente, visando
obter cultivares adaptadas para atender ao mercado ornamental (Rodrigues et al.,
2014).

Os programas de melhoramento sao responsaveis por sanar a
necessidade de cultivares mais adaptadas, responsivas as condi¢ces climaticas e
gque atendam as demandas do mercado, sendo indispensavel o uso de
estratégias, como a hibridacdo, que promovam o desenvolvimento de novos
produtos (Maluf, 2001).

3.1.2.6. Hibridacao Interespecifica no género Capsicum

A hibridacédo interespecifica permite a transferéncia de genes de interesse
agrondmico entre espécies distintas, principalmente aqueles envolvidos na
resisténcia a doencas, permitindo ao melhorista desenvolver genoétipos superiores
(Bosland e Votava, 2000). A introducdo de genes que conferem resisténcia a
doencas em C. annuum, a partir de outras espécies do género, € uma das mais
bem sucedidas aplica¢des da hibridac&o interespecifica dentro do género para o
melhoramento da cultura (Russo, 2012). Por exemplo, a introgressao de genes de
resisténcia ao TMV (Tobacco Mosaic Virus) de C. chinense e C. chacoense para
C. annuum (Pickersgill, 1997).
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Dentro do género Capsicum, o cruzamento entre espécies diferentes tem
sido realizado com graus de sucesso variados (Monteiro, 2011; Martins, 2014).
Limitacbes ocorrem devido a problemas como incompatibilidade unilateral e
aborto das sementes (Pickersgill, 1997). A incompatibilidade unilateral ocorre
quando, em um cruzamento reciproco, o tubo polinico atinge e fertiliza o 6vulo em
uma direcdo do cruzamento, mas é inibido no estigma, estilete ou ovario na outra
direcéo.

Esse tipo de barreira ocorre no género Capsicum entre o complexo C.
pubescens e em todas as demais espécies do género. Como resultado, os tubos
polinicos das espécies do complexo C. pubescens crescem, normalmente,
através do estigma e estilete de outras espécies, porém o pistilo inibe o
crescimento do tubo polinico de todas as outras espécies (Onus e Pickersgill,
2004). Fruto obtido via hibridacdes interespecificas podem apresentar sementes
invidveis, porque a fertilizagdo ndo ocorreu ou porque as sementes abortaram
apos a fertilizacédo (Pickersgill, 1991).

No caso do aborto da semente, o endosperma se desenvolve de forma
lenta, retardando o desenvolvimento do embrido. Como consequéncia, cerca de
duas semanas depois, 0 saco embrionario colapsa (Pickersgill, 1997). Yoon et al.,
(2006) afirmam que, em cruzamentos entre C. annuum x C. baccatum, o aborto
do embrido ocorre 15 dias apds a polinizagdo; porém, eles conseguiram plantas
hibridas, utilizando a técnica resgate de embrido e, posteriormente, usaram as
plantas hibridas estéreis, como receptoras de pdélen em retrocruzamentos,
obtendo as geracdes necessarias para a continuidade do programa de

melhoramento.
3.1.2.7. Aspectos meioticos

A meiose é um evento de elevada estabilidade durante o processo
evolutivo, que resulta na reducdo do numero de cromossomos (Pagliarini, 2000).
O processo de divisdo meibtica caracteriza-se por uma série de eventos
sequenciais de elevada complexidade, tanto mecanica quanto bioquimica
(Pagliarini e Pozzobon, 2004). Os estudos citogenéticos do género Capsicum
estéo relacionados principalmente a determinagédo do nimero cromossomico para
muitas espécies, e alguns autores tem encontrado diferencas em relacdo ao

namero basico de cromossomos dentro desse género, como Pozzobon et al.
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(2006) que reportaram em Capsicum, espécies diploides com numero de
2n=2x=24 e 2n=2x=26 cromossomos. Segundo Moscone et al. (2007), n=12
corresponde a condigdo ancestral em Capsicum, enquanto n=13 teria surgido
depois, na evolucédo do género, provavelmente devido a uma fissdo céntrica. Ja
Pozzobon et al. (2006) sugerem que a direcéo filogenética do nimero basico de
cromossomos de Capsicum teria sido de n=13 para n=12 cromossomos devido a
perda de um par de cromossomos.

Em Capsicum, sdo encontradas espécies diploides com numero de
2n=2x=24 e 2n=2x=26 cromossomos (Pozzobon et al., 2006). Segundo Moscone
et al. (2007), n=12 corresponde a condicdo ancestral em Capsicum, enquanto
n=13 teria surgido depois, na evolucdo do género, provavelmente devido a uma
fissdo céntrica. J& Pozzobon et al. (2006) sugerem que a direcao filogenética do
namero basico de cromossomos de Capsicum teria sido de n=13 para n=12
cromossomos devido a perda de um par de cromossomos.

A meiose, que resulta na formacdo de células haploides, € importante
mecanismo por permitir a perpetuacdo do namero de cromossomo original da
espécie, recompondo apos a fecundacdo, o nimero de cromossomos igual ao
dos genitores. E durante a meiose que ocorre também a recombinacdo dos
genes, evento de maxima importancia na adaptacédo das populacfes e evolugao
(Guerra, 1986).

Os estudos meidticos séo de grande relevancia, pois explicam fendmenos
reprodutivos, mecanismos de hereditariedade e de variabilidade genética nas
espécies. Pois a meiose é a principal fonte de variabilidade genética através do
mecanismo de recombinacdo genética e que pode ser utilizada pelos organismos
na adaptacdo e na perpetuacéo da espécie (Caetano et al., 2003). A permuta ou
recombinacdo genética € um evento que ocorre durante a meiose, mais
precisamente na profase I, e tem grande importancia para o melhoramento, pois é
durante tal processo que se tem a troca de alelos, o que pode gerar variabilidade.

O curso normal e harmonioso da meiose garante a viabilidade do gameta
(Pagliarini, 2000); entretanto, os eventos da meiose sao controlados por fatores
geneéticos, sendo assim, mutaveis e responsaveis por algumas das irregularidades
meidticas (Kaul e Murthy, 1985), como os cromossomos retardatarios (Consolaro
et al., 1996) e o processo de orientacdo diferenciada das fibras do fuso

acromatico (Shamina, 2005).
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Segundo Defani-Scoarize et al. (1996), as irregularidades meidticas sao
indesejaveis, pois alteram os gendtipos, ocasionando a instabilidade meidtica,
caracteristica indesejada por dificultar trabalhos de hibridagdo em programas de
melhoramento. A ocorréncia dessas anomalias pode dificultar a producdo de
hibridos por ter como consequéncia a variagcdo cromossdmica em funcdo da
perda ou por ganho de cromossomos nas novas geracdes além da reducgdo ou
perda da capacidade reprodutiva.

Love (1951), ao trabalhar com linhagens de trigo, estabeleceu o indice
Meidtico (IM) como forma de avaliagdo da estabilidade meidtica dos genotipos.
Esse indice analisa a relagdo entre o numero de produtos pds-meiéticos normais,
as tétrades com todos os produtos pds-meidticos formados como tétrades,
triades, diades, monades e poliades. Para uma meiose normal, esperam-se
maiores numeros de tétrades normais nos produtos pds-meiético.

Dessa forma, genétipos que apresentam os indices mei6ticos abaixo de
90% descrevem uma espécie com baixa estabilidade meidtica. Isso sugere uma
tendéncia para a ocorréncia de anormalidades durante o0 processo de
gametogénese, ja as espécies portadoras de um indice superior a 90% sao
consideradas de alta estabilidade meiotica, sendo indicadas em programas de
hibridacao.

A normalidade da meiose gera gametas viaveis, e, normalmente, uma alta
porcentagem de grdos de pdélen também vidveis € esperada como resultado de
um alto percentual de tétrades normais, as quais refletem um processo meiotico
regular (Techio et al., 2006).

3.1.2.8. Viabilidade polinica

A viabilidade polinica € um dos fatores que tém influéncia direta sobre o
sucesso da fertilizagdo, uma vez que o tamanho do fruto, 0 nimero de sementes
e a percentagem de frutos aumentam se uma quantidade de grdos de podlen
viaveis acima do requerido for depositada sobre o estigma (Dafni, 1992).

Para Alexander (1980) estudos sobre a viabilidade polinica contribuem
para estudos taxondémicos, ecologicos e palinologicos, fornecendo informacdes
basicas para a agricultura, para o planejamento de programas de melhoramento

ou cultivo, e é muito empregada no monitoramento do grao de pdlen armazenado,
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de modo a garantir a fecundagdo, tornando possiveis cruzamentos entre
gendtipos de potencial econémico com floracdo em épocas distintas.

Monteiro (2011) analisando a viabilidade polinica em hibridos F; obtidos
entre espécies domesticadas de Capsicum observou que a viabilidade polinica
dos acessos de um modo geral foi alta (91,16%), com excecdo da viabilidade
polinica do acesso representante da espécie C. pubescens, com média de 27%.
Os hibridos obtidos entre as espécies C. chinense Jacq e C. frustescens L
apresentaram uma viabilidade polinica alta, em torno de 94%; enquanto que
combinacgdes hibridas envolvendo C. baccatum L var pendulum (UENF 1500) x C.
annuum L var glabriusculum (UENF 1576), C. frutescens L x C. baccatum L var
pendulum e C. frutescens L x C. annuum L var glabriusculum apresentaram
viabilidade polinica baixa, inferior a 50%.

Fatores climéticos, como a temperatura baixa e a umidade relativa do ar,
durante o florescimento, podem inibir a abertura das flores, prejudicando a
germinacdo do grdo de podlen e o desenvolvimento do tubo polinico, o que
ressalta a importancia de se estimar a viabilidade polinica das espécies, bem
como de hibridos interespecificos. Considerando a importancia de se conhecer o
potencial reprodutivo da planta, varias técnicas foram definidas visando sempre a
eficiéncia do método em definir com rapidez e precisdo a viabilidade polinica
(Dafni, 1992). Um método comum para avaliar a viabilidade polinica € o método
de coloragéo e contagem direta (Kelly et al., 2002). Os corantes nucleares e vitais
mais utilizados s&o o corante de Alexander, acetocarmim, azul de anilina em
lactofenol e sais do tetrazolio (Rodrigues-Riano e Dafni, 2000).

Techio et al. (2006) relatam que as analises usando a coloracéo tripla de
Alexander parecem fornecer dados mais acurados sobre a viabilidade do gréo de
polen, pois se obtém coloracéo diferencial dos gréos de pdlen viaveis e inviaveis,
devido a utilizacdo simultanea de verde malaquita e fucsina acida, os quais
apresentam coloracéo reversa. O primeiro tem afinidade pela celulose presente
na parede celular, corando-a de verde, enquanto que o protoplasma é corado pela
fucsina acida. Desta maneira, por ndo apresentarem protoplasma, os grédos de
polen invidveis coram-se de verde e os viaveis adquirem uma coloracdo purpura
(Alexander, 1980).
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3.1.3. MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas plantas de um hibrido interespecifico
obtidas entre acessos, UENF 1785 (C. chinense) e UENF 1636 (C. frutescens)
(Martins et al. 2014). As sementes do hibrido foram, inicialmente, colocadas para
germinar em B.O.D. a 27,5°C, em 8 horas de luz e 16 horas de escuro e,
posteriormente, plantadas em bandejas de isopor com substrato vegetal Vivatto®
em casa de vegetacdo na UAP (Unidade de Apoio a Pesquisa) no campus da
UENF. Quando as mudas estavam com quatro a seis folhas definitivas foram
transplantadas da bandeja para copos de plastico de 500mL com substrato
vegetal Vivatto®, em casa de vegetacdo na UAP (Unidade de Apoio a Pesquisa)
da UENF. Cerca de dois meses ap0s a germinacao, as plantas foram transferidas
para vasos plasticos com capacidade de 5L, utilizando-se o mesmo tipo de
substrato vegetal, sendo conduzidas as 15 plantas do hibrido. Os tratos culturais
foram empregados de acordo com as recomendacdes para a cultura (Filgueira,
2000).

Durante o periodo de floracao, botdes florais de diferentes tamanhos e em
diferentes estadios de desenvolvimento foram coletados ao acaso em bulk, em
quinze plantas do hibrido interespecifico e fixados solucdo de etanol: acido
acético, na proporcao de 3:1, por 24h. Em seguida, foram transferidos para uma
solucdo de alcool 70% e conservados em geladeira até serem utilizados. Para o
preparo das laminas, trés anteras por botdo floral, foram maceradas (squash)
sobre a lamina em gotas de carmim acético 1%, conforme protocolo rotineiro do
laboratorio. As laminas assim preparadas foram observadas sob microscépio
otico, em campo claro, e as diferentes fases da meiose foram analisadas. Foram
também registradas as possiveis anomalias meidticas como Cromossomos
retardatérios, segregacao precoce dos cromossomos, e problemas nas fibras do
fuso.

Para a estimativa do indice meiético (IM), conforme Love (1951), botbes
florais na antese foram coletados em solugcéo de etanol 70% e conservados na
geladeira. No momento de preparo das laminas, trés anteras foram maceradas
em solucdo de carmim acético 1% e observadas sob microscopio, sendo

preparadas cinco laminas. Para a estimativa do indice meiético foram contados
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0S numeros de produtos pés-meidticos nas cinco laminas analisadas, sendo
contados 500 gréos de pélen num total de 1500 produtos pds-meiéticos. O indice
meidtico € estimado pela relacédo entre o total de tétrades normais e o total de
produtos pos-meidticos. Tétrade com quatro nucleos do mesmo tamanho foi
considerada normal e qualquer desvio (mbénade, diade, triade e poliade) foi
considerado anormal.

indice Meidtico — IM
(Love, 1951)

N° de tétrades normais
IM = x 100
N° total de produtos pds-meidbticos

A viabilidade polinica dos acessos foi estimada via coloracéo tripla de
Alexander (Alexander, 1969). Para tal, botdes florais na antese foram coletados
em solucdo de etanol 70% e conservados a 4°C. Na preparacdo das laminas, as
anteras foram maceradas em uma gota do corante, na qual os grdos de pélen
viaveis coram-se de vermelho e os inviaveis de verde a fim de se obter uma
amostragem ao acaso dos graos de polen corados. Foi utilizado o método de
varredura, e foram feitas oito laminas, sendo contados 250 graos de pélen/lamina.
Todas as laminas foram observadas sob microscépio 6ptico (Olympus BX60), e
as imagens foram capturadas com o Image-Pro Plus Software (versédo 5.1, Media
Cybenertics). A analise dos dados do indice mei6tico foi realizada por intervalo de

confianca para propor¢do com auxilio do programa EXCEL verséo 2013.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise meidtica do hibrido permitiu observar 12 cromossomos em
associacao bivalente, em diacinese (Figura la), confirmando o que a literatura
registra para as espécies parentais que sao diploides, com 2n=2x=24
cromossomos (Pozzobon et al., 2006; Moscone et al., 2007). Esse resultado esta
dentro do esperado ja que as espécies parentais, C. frutescens e C. chinense,
diferem apenas pela presenca de uma constricdo anular no calice, caracteristica
da espécie C. chinense (IPGRI, 1995). Para alguns autores as duas espécies

seriam na realidade uma Unica espécie, em funcdo dos resultados de analise
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morfolégica (Pickersgill et al., 1979), andlise enzimatica (Jensen et al., 1979) e
citogenética (Egawa e Tanaka, 1984). Porém, Baral e Bosland (2004),
investigando a morfologia, cruzabilidade e o polimorfismo do DNA de acessos

dessas duas espécies, concluiram que elas representam duas espécies distintas.

Figura 1. Fases observadas na meiose do hibrido interespecifico: a) Diacinese; b)
Segregacdo cromossdmica precoce; ¢ e d) Cromossdmos retardatérios; e)
Tétrades; f) Triades. Barra = 10u

Anormalidades meibticas foram observadas como segregacéao
cromossOmica precoce (Figura 1b) na segunda divisdo meidtica, cromossomos
retardatarios (Fig. 1c e d) e a falta de sincronia. Normalmente oS cromossomos
retardatarios sdo perdidos durante a divisdo celular, gerando células filhas
aneuploides. (Martins et al., 2010).

As anormalidades encontradas podem resultar em gametas
desbalanceados ao final da divisdo celular. De acordo com Pagliarini (2000), as
anormalidades meidticas mais comuns observadas em diversas espécies €
justamente a segregacdo cromossdmica irregular, caracterizada pela migracao
precoce ou por cromossomos retardatarios em metéfase | e em anafase |. Tendo
em vista que o comportamento meidtico de uma planta esta diretamente
relacionado ao seu grau de fertilidade, as alteracdes observadas durante a diviséo
celular poderéo refletir-se na viabilidade dos graos de pélen (Defani-Scoarize et
al., 1996).
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No hibrido analisado foi possivel observar que a citocinese nao foi
simétrica, tendo ocorrido produtos pés-meidticos do tipo triade (Figura 1f). No
entanto, houve predominancia de tétrades normais, o que € esperado ao final de
uma divisdo meidtica normal. Triades podem ser originadas a partir de falhas
ocorridas no momento da divisao do citoplasma durante a meiose | ou Il e estdo
normalmente relacionadas com a formacéo de gametas nao reduzidos, podendo
ser assim relevante em se tratando de uma espécie que a poliploidia seja uma
alternativa evolutiva (Pickersgill, 1997).

Todo o processo de divisdo celular € governado por genes que podem se
manifestar em qualquer fase da divisdo meiotica. De acordo com Singh (1993) a
maioria dos genes mutantes que ocasionam erros da meiose se manifesta no final
da divisdo — fase de tétrade e mitose dos graos de podlen. Os genes mutantes que
se manifestam na fase de tétrades sdo os que afetam a disjuncdo dos
cromossomos, devido a erros no fuso acromatico (Singh, 1993).

Love (1951) estabeleceu que plantas com indices meioticos abaixo de
90% sao meioticamente instaveis, entretanto, o hibrido em estudo apresentou IM
de 88,2%, o que o classificaria como um hibrido instavel, porém a partir de um
intervalo de confianga (a=5%) de 93,63% (limite superior) a 82.77% (limite
inferior); considerando que o IM médio foi de 88,2% o mesmo se encontra dentro
do intervalo de confianca.

A formacdo do grdo de podlen segue dois padrbes de citocinese,
determinados pelo momento em que ela ocorre durante a meiose. Na citocinese
simultanea, nenhuma parede é formada depois da meiose | (Esau, 1977). Nesse
caso, 0S microsporos sao arranjados em uma tétrade tetraédrica (Hesse et al.,
2009), ja na citocinese sucessiva uma parede € formada depois da primeira e da
segunda divisdo, levando a formacdo de varios tipos de tétrades (Schulz &
Jensen, 1968). Conforme pode ser observado na figura 1d, em Capsicum,
prevalece a citocinese do tipo simultanea, e o arranjo das tétrades € do tipo
tetragonal (Esau, 1977).

Observou-se também que ocorre a auséncia de sincronia durante a
divisdo celular, ou seja, diferentes fases da meiose presentes em um mesmo
botao floral. A literatura reporta esse comportamento, o qual esta de acordo com o
observado por Picoli et al. (2003), que definiram seis classes de botdo, baseadas

na relacdo de tamanho entre calice e corola, forma da margem do calice e
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presenca de pigmentos nas anteras, constatando a presenca de diferentes fases
da meiose em uma mesma classe de botéo.

A viabilidade polinica foi de 72,5%, com predominancia de gréos de polen
viaveis, resultante de uma divisdo nuclear satisfatéria para um hibrido
interespecifico, dessa maneira uma relacdo satisfatéria entre o numero de
tétrades normais e a viabilidade dos graos de pélen pode ser observada. Monteiro
et al. (2011) ao avaliar a fertiidade de hibridos interespecificos obtidos entre
espécies de Capsicum observou que a fertilidade variou indo desde combinacgdes
férteis (C. chinense x C. frutescens) a combina¢des macho estéreis (C. baccatum
var. pendulum x C. chinense).

Kumar et al. (1987) mencionam em seus trabalhos sobre hibridos
interespecificos de Capsicum a ocorréncia de meiose irregular, onde o genoma de
C. annuum difere de C. chinense por duas translocacfes e algumas alteracées
estruturais, e de C. baccatum por duas transloca¢fes, uma unica inversdo e
algumas alteracdes estruturais secundarias.

De modo geral, obtencao de hibridos entre as espécies C. frutescens x C.
chinense sao possiveis, ndo apresentando, grandes problemas. Casali (1970)
obteve plantas hibridas no cruzamento entre essas espécies, contudo a
viabilidade do hibrido foi variavel. Pickersgill (1966) relatou que C. chinense e C.
frutescens sdo bastante proximas, revelando um alto grau de compatibilidade. E
sabido que as espécies C. chinense e C. frutescens pertencem a um mesmo
complexo génico (Pickersgill 1991; Zijlstra et al., 1991), o que favorece e facilita o
cruzamento entre essas espécies, produzindo plantas F; férteis. Porém, ha
dificuldade na formacdo de hibridos interespecificos férteis oriundos dos
cruzamentos entre espécies pertencentes a complexos génicos distintos.

Considerando que a viabilidade polinica foi satisfatoria, com uma média
de 72,5%, esses resultados indicam que o hibrido apresenta uma divisao celular
regular, que resulta em graos de poélen viaveis, portanto capazes de germinar no
estigma da flor, fertilizar e gerar frutos viaveis. A esterilidade do pélen ou mesmo
a baixa fertilidade dos individuos séo fatores extremamente negativos quando se

pretende utiliza-los em programas de melhoramento (Manara, 1974).



20

3.1.5. CONCLUSAO

Com base nos resultados conclui-se que as espécies C. frutescens e C.
chinense sao geneticamente proximas, em funcdo da homologia cromossdmica,
considerando que o hibrido interespecifico apresentou uma meiose normal, com

12 bivalentes resultando em gametas reduzidos. A viabilidade do hibrido foi de
72,5%, valor este considerado satisfatorio.
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3.2. EFEITO DA TEMPERATURA NA GERMINACAO E CRESCIMENTO DO
TUBO POLINICO EM PIMENTAO

3.2.1. INTRODUCAO

O quinto relatério do Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climéaticas (IPCC, 2013), com base nos ultimos cinco anos, mostra que a
temperatura do planeta poder4a aumentar até 4,8°C neste século, o que deve
gerar grande impacto nos ecossistemas de todo o planeta.

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

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

drastica na producédo econémica (Wahid et al., 2007).
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A temperatura constitui importante fator abiético determinante da
distribuicdo da adaptabilidade e da produtividade das plantas (Larcher, 2003). As
elevadas temperaturas ndo sé provocam uma perda excessiva de agua, como
também inativam enzimas indispensaveis para a manutencdo da vida (Taiz,
2004), além de provocar mudancas na fluidez das membranas, na estrutura dos
acidos nucleicos, assim como nas concentra¢cdes de metabdlitos (Chinnusamy et
al., 2007). Em temperaturas altas, lesGes celulares graves e, até mesmo, a morte
celular pode ocorrer em questdes de minutos (Schoffl et al., 1999).

Dados indicam que estresse causado pela temperatura, sofrido durante o
desenvolvimento do gameta, a fase entre a polinizagdo e o desenvolvimento do
zigoto e a fase do desenvolvimento do embrido, diminuem a frutificacdo e o
namero de sementes (Hedhly et al., 2008). Entre os efeitos da temperatura
também se pode citar a falta de sincronia no desenvolvimento dos o6rgéos
reprodutivos (Herrero, 2003), defeitos na estrutura e funcao dos tecidos da corola,
dos carpelos, e estames (Morrison & Stewart, 2002).

Altas temperaturas afetam a quantidade, a morfologia, a arquitetura da
parede, a composi¢cao quimica e o metabolismo do gréo de pdlen, a viabilidade
polinica, a capacidade de germinacédo do pdlen e o crescimento do tubo polinico,
além de afetar a deiscéncia das anteras (Hedhly et al., 2008).

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

Os efeitos adversos causados pelo estresse da temperatura podem ser
atenuados pelo desenvolvimento de cultivares com maior tolerancia as alteracdes
de temperatura. No entanto, para isso, uma compreensao completa das respostas
fisiol6gicas das plantas a temperaturas elevadas, dos mecanismos de tolerancia
ao calor e possiveis estratégias para melhorar essa tolerancia € indispensavel
(Wahid et al., 2007).

Diferentes ferramentas estdo disponiveis, tais como: a avaliacdo do
estigma, a receptividade do 6vulo, a germinacdo do pdlen, o comportamento do

tubo polinico e sua influéncia sobre a subsequente frutificacdo (Hedhly et al.,
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2008). Devido ao seu papel fundamental no processo de fertilizacdo, o tubo
polinico tem sido objeto de varios estudos com o objetivo de analisar o efeito da
temperatura sobre seu crescimento e germinacao do grao de poélen.

Em Capsicum o efeito da temperatura também tem sido estudado. Aloni
et al. (2001) trabalhando com C. annuum concluiram que altas concentracdes de
sacarose e amido nos grdos de polen de plantas tolerantes a alta temperatura
podem resultar da reducdo no metabolismo dos graos de polen sob estresse do
aguecimento.

Martins (2014) ao avaliar acessos de Capsicum observou que as baixas
temperaturas nao influenciam negativamente a germinacéo in vitro dos graos de
pélen de Capsicum. Em contrapartida, temperaturas acima de 40°C sédo limitantes
para a germinacdo dos graos de pélen das espécies. O autor afirma ainda que
existe uma relacdo entre a germinacéo do grao de pélen e o crescimento do tubo
polinico, ocorrendo um maior alongamento dos tubos nas temperaturas que
proporcionaram maiores percentagens de germinacdo, o que indica que a
temperatura afeta tanto a germinacdo quanto o crescimento dos tubos polinicos
em Capsicum. Assim, esse estudo teve por objetivo avaliar o efeito da
temperatura sobre a germinacao in vivo do grao de pdlen e o crescimento do tubo

polinico em botdes florais fechados e autopolinizados.

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Efeito da Temperatura na Reproducédo Sexual de Plantas

Aumentos de temperatura associados as mudangas climéaticas,
especialmente o aumento na concentracao de didxido de carbono (CO,), terdo um
significante impacto sobre a producao das culturas (Prasad et al., 2006).

As plantas, como um organismo séssil, estdo frequentemente a mercé de
fatores ambientais, como seca, frio, salinidade e altas temperaturas. Tais fatores
podem afetar significativamente o sucesso dos processos de reproducao (Giorno

et al., 2013). Em se tratando do aquecimento global, efeitos imediatos ja sao
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observaveis, tanto em populagcfes naturais como nos sistemas agricolas, sendo o
desenvolvimento reprodutivo mais afetado do que o vegetativo (Sato et al., 2006).

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

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

O estresse gerado por alteracdes nas temperaturas pode ter varios efeitos
sobre os tecidos reprodutivos, que acabam por contribuir com diminuicdo da
producdo de sementes. Entre essas consequéncias, estédo: o florescimento tardio
ou precoce; assincronismo no desenvolvimento reprodutivo masculino e feminino;
deformidades e diminuicdo de numeros e tamanho dos 6rgéos florais; defeitos
nos gametas masculinos e femininos, como esterilidade, deformagéo dos ovarios
e diminuicdo do numero de évulos (Zinn et al., 2010).

O florescimento pode ser acelerado pelo aumento na temperatura, o que
pode ocasionar a reproducao antes das plantas acumularem recursos adequados,
como a biomassa, para destinar ao desenvolvimento das sementes (Zinn et al.,
2010). Assim como também, durante a germinacdo das sementes, elevadas
temperaturas podem retardar ou inibir totalmente a germinacéo, dependendo da
espécie e da intensidade do estresse (Wahid et al., 2007).

Diante da importancia dos efeitos da temperatura sobre a reproducao
sexuada e a observacdo de que o desenvolvimento do polen possa ser o
processo reprodutivo mais termossensivel (Hedhly et al., 2008), estudos tém
investigado a resposta ao estresse de temperatura, da germinagdo e do
crescimento do tubo polinico como as temperaturas cardinais (maxima, oOtima e
minima) em varias culturas (Sorkheh et al., 2011).

A reproducdo sexual em espécies do género Capsicum, também é
suscetivel aos estresses ambientais, sendo a temperatura o principal fator

ambiental, influenciando a frutificacdo em pimentas, uma vez que condi¢des de
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temperaturas elevadas, geralmente, causam abscisdo das flores e aborto das
sementes devido a falha de polinizacdo (Aloni et al., 2001).

3.2.2.2. O Efeito da Temperatura na Reproducédo do Género Capsicum

Devido a maior sensibilidade do gametofito masculino e ao fato de que o
efeito da temperatura sobre a germinacdo do grdo de pdlen é variavel e
dependente da espécie ou cultivar estudada (Sukhvibul et al., 2000). Reddy e
Kakani (2007) determinaram o efeito da temperatura sobre a germinagéo do gréo
de pdlen e identificaram diferencas entre espécies/genotipos em Capsicum. Para
isso, 0s autores determinaram as temperaturas cardinais dos genotipos
estudados e diferenciaram aqueles tolerantes (C. annuum - MEéxico),
intermediarios (C. chacoense - Argentina e Guatemala) e sensiveis (C. frutescens
- China, C. annuum - Coreia do Sul, e C. pubescens - Guatemala) a altas
temperaturas. Os gendétipos tolerantes poderdo ser utilizados em programas de
melhoramento, visando o desenvolvimento de novos gendtipos que sejam
capazes de suportar condi¢cdes de altas temperaturas.

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

Gajanayake et al. (2011) analisaram aspectos polinicos e fisiol6gicos,
visando observar a tolerancia de pimentas ornamentais (C. annuum) a altas e
baixas temperaturas. A germinacdo do polen in vitro e o crescimento do tubo
polinico de 12 cultivares foram mensurados em diferentes temperaturas (10 a
45°C), sendo estimadas as temperaturas cardinais (maxima, étima e minima). Foi,
também, mensurado, durante o florescimento a termo-estabilidade da membrana,
o indice de estabilidade da clorofila e a viabilidade do pdlen.

Os autores observaram que existiu uma diferenca significativa entre as
cultivares em todos os parametros analisados, sendo distinguidas cultivares com
alta sensibilidade, intermediarias e tolerantes a altas temperaturas. Além disso, as
cultivares foram classificadas em sensiveis e moderadamente sensiveis ao frio e

tolerantes e moderadamente tolerantes ao frio.
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Além de afetar a germinacdo do pdlen, o crescimento do tubo polinico e a
fertilizacdo, as altas temperaturas, durante a época de florescimento, também
afetam as flores e os frutos de pimentas. Alguns trabalhos, envolvendo a
observacdo da producdo de pimentas em ambientes de campo e controlados,
mostram que ocorre aborto dos botdes florais quando as temperaturas do dia sao
maiores que 34°C ou as temperaturas noturnas sao maiores que 21°C por longos
periodos de tempo (Erickson e Marhart, 2002).

O desenvolvimento e germinacdo polinica dependem da captacdo e
metabolismo de aguUcar do pdlen (Karni e Aloni, 2002). Diante disso, Aloni et al.,
(2001) investigaram a forma como as altas temperaturas afetam as mudancas no
contelido de carboidratos nos pélens de pimentédo (C. annuum). Nesse trabalho, a
germinacao in vitro dos gréos de pdlen das plantas submetidas a alta temperatura
(32°C) foi reduzida. No entanto, quando essas plantas foram submetidas a
concentracdo de CO, elevada, ocorreu uma restauracao da germinacéo, o que
nao ocorreu com as plantas nao tratadas.

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

O efeito das altas temperaturas, em frutos de pimenta (C. annuum), foi
investigado por Pagamas e Nawata (2008). Plantas foram submetidas a
temperaturas de 38/30°C (dia/noite), durante diferentes periodos de
desenvolvimento, apds a antese. Esse estresse por calor afetou, negativamente o
crescimento dos frutos e a producéo e qualidade das sementes. Entre os dados
gerados, pode-se citar uma reducdo no periodo de crescimento, na largura, na
massa e comprimento dos frutos, além da reducdo na producdo de sementes.

Ocorreu também, um aumento na propor¢cdo de sementes anormais por frutos,
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além da inibicdo do acumulo de carboidratos, afetando a germinacdo e o vigor
das sementes.

Além das altas temperaturas, também tem sido reportado que o frio
produz efeitos sobre a morfologia e funcéo das flores em pimentas (Shaked et al.,
2004), causando danos a polinizacdo e a fertilizacdo, levando a reducdo do
namero e da viabilidade de graos de pdélen (Pressman et al., 1998) e a formacéo
de frutos partenocarpicos que tendem a abscisdo (Usman et al., 1999).

Shaked et al. (2004) submeteram quatro cultivares de pimentas a baixas
temperaturas noturnas (10 * 2 °C) e as temperaturas diurnas que nao excederam
24°C. Essas condi¢cBes causaram um decréscimo no numero de gréos de pélen e
uma reducdo na sua germinacdo, em comparacdo as plantas controles. Analises
dos conteudos de carboidratos, nos ultimos estadios de desenvolvimento do
pélen, mostraram que ocorreu uma reducao na concentracdo de amido, antes da
antese e uma diminuicdo na concentracdo de sacarose, da glicose e frutose na
antese. Isso sugere que temperaturas baixas impedem o funcionamento do pélen
em pimentas ao interferir no acumulo de amido, diminuindo assim, a concentracao
de acucar soluvel nos polens maduros. Além disso, os autores observaram a

presenca de frutos menores, sem sementes e disformes.
3.2.2.3. Gréo de Pdélen

O gréo de pdlen € um corpusculo que abriga o gametofito masculino tanto
de angiospermas quanto das gimnospermas (Moore e Webb, 1978), constituindo-
se em um elo entre cada geracdo e estando, portanto, envolvido com a
reproducao e perpetuacdo das espécies.

A formacdo do grédo de podlen ocorre dentro das anteras e compreende
dois eventos: a microsporogénese e a microgametogénese (Mascarenhas, 1992;
Horner e Palmer, 1995). Durante esses dois processos independentes, a célula-
mae do grao de pdlen ou microsporocito presente nos sacos polinicos sofre
meiose apods a citocinese dando origem a quatro micrOsporos ou aos graos de
polen jovens (microsporogénese) (Rodrigues et al., 2004).

O micrésporo sofre entdo uma divisdo mitotica, resultando em dois
nacleos, o vegetativo e o germinativo. Posteriormente, ocorre a segunda divisdo

mitotica que envolve apenas o nucleo germinativo. Esta divisdo d4 origem a duas
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células alongadas e em forma de meia-lua, denominadas células espermaticas
(microgametogénese) (Santos e Zanettini, 2002).

Existem dois tipos de grdos de pdlen, os binucleados e os trinucleados.
Graos de polen binucleados contém uma célula generativa e uma vegetativa, e
neste caso, a célula generativa se divide durante o crescimento do tubo polinico
dando origem a dois gametas masculinos. O gréo de pdlen trinucleado € formado
quando a divisdo da célula generativa ocorre antes do crescimento do tubo
polinico. Dentro de um mesmo género, a ocorréncia de pélens binucleados e
trinucleados sdo raras e nunca ocorre dentro de uma mesma espécie
(Brewbaker,1957). Em cerca de 70% das familias como Solanaceae e Liliaceae, a
segunda divisdo mitética da célula generativa, a qual da origem a duas células
espermaticas, ocorre quando o tubo polinico cresce através do pistilo feminino. Ja
em outras familias como Cruciferae e Gramineae, encontra-se o grao de poélen
trinucleado (McCormick, 1993). De acordo com Horner e Palmer (1995), a
literatura relata diversos genes que atuam durante a pré-meiose, meiose e pos-
meiose e qualquer anormalidade durante o processo de formacao dos graos de
pélen, pode resultar no surgimento de pélens anormais ou inviaveis.

O tubo polinico é um alongamento da parede celular interna do grdo de
polen que recebe estimulos para a germinagcdo quando depositado no estigma da
flor. A funcdo do tubo polinico € conduzir os gametas do pdlen até o ovério,
permitindo que isso ocorra a longas distancias, varios centimetros em alguns
casos (Cresti et al., 1992).

3.2.2.4. Efeito da Temperatura nos Graos de Pdlen

O desenvolvimento reprodutivo masculino é altamente organizado e mais
sensivel a varios estresses ambientais, incluindo altas temperaturas (Endo et al.,
2009). Estudos abordando o efeito da temperatura sobre a morfologia dos graos
de polens, deiscéncias das anteras (Koti et al., 2005), composi¢cdo quimica e
metabolismo do gréo de pdlen (Aloni et al., 2001) tém sido realizados.

Um dos mais suscetiveis estadios fenolégicos a altas temperaturas é o
estadio de polinizacdo (Hatfield, 2013), visto que, embora diferentes genotipos
nao respondam de forma igual a esse estresse, trabalhos tém demonstrado que a
inviabilidade do pdlen é o principal fator para a nao frutificacdo (Kafizadeh et al.,
2008). Sob estresse de temperatura, tomateiros sdo incapazes de produzir pélens
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vidveis, 0 que reduz a frutificacdo (Sato et al., 2000). Kumar et al. (2013),
trabalhando com gréo de bico, observaram um declinio na viabilidade polinica, na
germinacao do podlen, no crescimento do tubo polinico e na receptividade do
estigma com o aumento da temperatura.

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

Endo et al. (2009) testando o efeito de altas temperaturas em plantas de
arroz, obtiveram resultados que sugerem que nem todos os genes do tapetum
sdo inibidos com temperaturas elevadas e que nem o proprio tapetum é
degradado. Em trigo, o estresse pelo calor pode induzir a degradacao do tapete,
tecido que nutre as células maes de grao de podlen durante a microsporogénese, e
isso pode levar a esterilidade do polen (Sakata et al.,, 2000), ja que os
micrésporos ndo podem completar a primeira mitose ou, em alguns casos,
mesmo completando a mitose |, ndo conseguem se dividir novamente (Saini et al.,
1984). Ja em tomate e arroz, altas temperaturas causam ma deiscéncia das
anteras, reduzindo a dispersao de grédos de pdlen (Matsui e Omasa, 2002).

Alguns trabalhos, comparando genoétipos com diferente toleréncia ao
estresse térmico, tém sido realizados (Acar e Kakani, 2010). Nesses trabalhos, as
temperaturas cardinais (temperatura minima, Otima e maxima) tém sido
determinadas. A temperatura limite de uma espécie se refere a um valor de
temperatura meédia diaria, na qual comeca uma reducdo detectavel do
crescimento. A temperatura minima é aquela na qual, abaixo dela, o crescimento
ou desenvolvimento da planta é interrompido, ja a temperatura maxima € aquela
acima da qual o crescimento é interrompido (Wabhid et al. 2007).

Alguns fatores podem afetar a manutencao da capacidade germinativa do
grao de pdlen, como a umidade relativa, a temperatura ambiente, o0 vigor e 0

estadio fisioldgico da planta e a idade da flor (Shivanna e Rangaswamy, 1992).
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3.2.3. MATERIAL E METODOS

Sementes da cultivar Cascadura lkeda (Capsicum annuum var. annuum)
da empresa Topseed Garden, foram semeadas em bandejas de isopor com
substrato vegetal Vivatto® em casa de vegetacdo na Unidade de Apoio a
Pesquisa (UAP) no campus da UENF. Vinte dias ap0s germinacao as plantulas
foram transplantadas para copos de plastico de 500mL com substrato vegetal
Vivatto®. Cerca de dois meses apés a germinagdo, as mudas foram transferidas
para vasos plasticos com capacidade de 5L, utilizando-se o mesmo tipo de
substrato vegetal, sendo conduzidas 20 plantas. Os tratos culturais foram
empregados de acordo com as recomendacdes para a cultura (Filgueira, 2000).

Durante o periodo de floracdo, 20 botbes florais na pré-antese foram
identificados e etiquetados com fio de |& entre 8 e 9 horas da manha. Vinte e
quatro horas apos a abertura floral foram coletadas as 20 flores. Pétalas e
sépalas foram removidas das flores, deixando apenas os pistilos, sendo que 10
foram colocadas em placa de Petri abertas na BOD a 10°C, e os outros 10 pistilos
a 25°C (controle) em outra BOD, simultaneamente, onde permaneceram por mais
24 horas. Ambas as BODs a 60% de umidade relativa em 8 horas de luz e 16
horas de escuro. O mesmo procedimento foi realizado para as demais
temperaturas (30°C; 40°C) em estudo e seus respectivos controles. Essas
temperaturas foram definidas com base nos resultados obtidos por Martins
(2014).

ApOs a exposicdo por 24 horas as temperaturas, os pistilos foram
colocados em solucdo fixadora de FAA (Formalina, Alcool e Acido Acético) e
deixados por mais 24 horas. Posteriormente, os pistilos foram transferidos para a
solucéo de alcool 70% e deixados por pelo menos 4 horas antes da proxima
etapa.

No preparo do tecido para a visualizag&o, os pistilos foram colocados em
NaOH 8M por 8 horas, para o0 amaciamento do tecido da amostra. Em seguida,
estes pistilos foram, cuidadosamente, lavados por 5 vezes em agua destilada. Por
altimo, o material foi colocado em frascos de vidro escuro de 20 mL recoberto
com papel aluminio, com o corante anilina azul 1% e deixados a temperatura

ambiente por 4 horas (Dafni, 1992).



31

Em seguida, separaram-se os pistilos em duas partes em uma mesma
lamina, a primeira porgdo contendo estigma e estilete e a segunda o ovario,
sendo feitas 10 laminas por temperatura testada e 10 para cada controle,
totalizando 60 laminas a serem observadas.

Os pistilos foram observados utilizando-se microscopia Optica de
fluorescéncia, usando o filtro de emisséo de ultravioleta de 509nm e 370nm de
excitacao (Olympus BX60), e as imagens foram capturadas com o Image-Pro Plus
Software (versdo 5.1, Media Cybenertics). A avaliagdo constou na observacao
dos grédos de pdélen germinados e no crescimento do tubo polinico ao longo do
estilete em diferentes temperaturas.

Os procedimentos laboratoriais foram executados no Setor de
Citogenética do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinagdo do grdo de pdlen no estigma e o crescimento do tubo
polinico in vivo, ao longo do estilete, foram observados nas trés temperaturas
estudadas (10, 30 e 40°C) bem como no controle (25°C). Porém houve diferenca
na observacdo da quantidade de grdo de pdélen germinado e no crescimento do
tubo polinico.

Na temperatura de 10°C (Figura 1A e B), p6de-se observar que o grao de
pélen germina, porém em menor quantidade em relacdo ao controle a 25°C (Fig.
1C) e o crescimento do tubo polinico ocorre de forma desordenada. Além disto, a
10°C ocorre uma condensacédo dos tubos polinicos (Fig. 1A) quando comparado
ao controle. Pressman et al. (2006) analisando o efeito da temperatura em plantas
de duas cultivares de pimenta (C. annuum), quando submetidas a baixas
temperaturas noturnas (10°C) e moderada temperatura diurna (25°C), observaram
uma reducdo no numero e qualidade dos grédos de podlen, esta ultima
caracteristica associada a reducédo do acumulo de amido e decréscimo de mais

do que duas vezes no total de agucares sollveis nos pélens maduros. No entanto,
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0S autores observaram que todos esses sintomas nao ocorreram com a
exposicao das plantas a altas temperaturas (36°C) durante o dia.

Efeitos negativos, também foram reportados em plantas de pimentao
submetidas a baixas temperaturas, no trabalho de Polowick e Sawhney (1985) no
qual foi observado que plantas de C. annuum submetidas a temperaturas del18°C
dia e 15°C noite produziram poélen inviaveis.

Uma germinacao consideravel do grédo de pdlen e um crescimento do
tubo polinico continuo, foi observado a 30°C (Fig. 1D e E), o que pode favorecer o
alcance ao ovario, indicando que nesta temperatura o crescimento ndo foi
prejudicado pela temperatura quando comparado ao controle (Fig. 1F),
corroborando com o trabalho de Reddy e Kakani (2007), que observaram a
resposta da germinacédo e do crescimento do tubo polinico de diferentes espécies
de Capsicum a variacdo da temperatura, e obtiveram valores de temperatura

minima para C. annuum temperatura 6tima de 29,1 e 30,8 °C.

Figura 1. Efeito da temperatura no crescimento do tubo polinico in vivo de graos
de polen de pimentdo cultivar Cascadura lkeda ao longo do estilete. A e B)
Germinacéo do grdo de poélen a 10°C; C) Germinacao do grdo de pdlen ao longo
a 25°C; D e E) Germinacado do gréo de pdlen a 30°C; F) Germinacao do grao de
pélen a 25°C; G) Graos de pdélen no estigma a 40°C; H) Germinagdo do gréo de
polen a 40°C; 1) Germinacao do grao de podlen a 25°C. Barra = 10p.
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A quantidade de grao de podlen germinado 40°C (Figura 1G e H), foi
menor em comparagdo ao controle (Fig. 11), e o crescimento foi desordenado e
descontinuo. Kafizadeh et al. (2008) estudando o efeito de temperaturas elevadas
sobre os graos de polen de pimentas, observaram que temperatura de 38°C, além
de diminuir a germinagdo, também diminuiu o crescimento do tubo polinico e
afetou sua estrutura. Segundo os autores, temperaturas acima de 34°C, durante a
germinacao do podlen, resultam em uma reducdo na percentagem de germinacao
e no crescimento do tubo polinico, sendo esse dano significante quando os gréos
de pdlen séo obtidos de flores que cresceram sob altas temperaturas. De acordo
com 0 mesmo autor, 0 ambiente e a composi¢cao celular do estilo exercem efeito
especifico sobre o processo de crescimento do tubo polinico.

Aloni et al. (2001) observaram que, em plantas de Capsicum annuum
submetidas a temperaturas diurnas e noturnas de 32°C e 26°C, respectivamente,
a germinacdo do podlen in vitro foi muito reduzida. Resultados semelhantes a
esses, foram obtidos por Kafizadeh et al. (2008) que observaram uma reducao
drastica na germinacédo polinica em plantas cultivadas a temperatura de 38°C em
comparacao com as plantas cultivadas a 25°C.

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

3.2.5. CONCLUSAO

Com base nos resultados conclui-se que a temperatura influencia a
germinacdo dos gréos de polen e o crescimento do tubo polinico em piment&o.
Trinta graus (30°C) foi a temperatura mais indicada neste estudo para a
germinacdo do grdo de pdélen e o crescimento do tubo polinico do gendétipo de
pimentdo testado, jA que nesta temperatura se teve uma maior uniformidade de
germinacdo e tubos polinicos mais integros. Porém, 10°C e 40°C afetam
negativamente a germinacdo dos graos de pdlen e, consequentemente, 0

crescimento do tubo polinico.
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