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RESUMO

WALTER, Rafael; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Marco de 2015; Resgate de embribes zigoticos de espécies do género
Capsicum visando a sua utilizagdo em programas de melhoramento genético;
Orientadora: Prof®. Virginia Silva Carvalho; Conselheiros: Prof®. Rosana
Rodrigues e Prof. Telma Nair Santana Pereira.

Nos programas de melhoramento genético de Capsicum existem problemas como
a incompatibilidade dos cruzamentos intra e interespecificos, que podem causar o
aborto de embrides. Uma técnica que pode ser empregada com a finalidade de
recuperar estes materiais vegetais € o resgate de embribes. O objetivo do
presente trabalho foi estabelecer protocolos responsivos para o0 resgate de
embribes maduros e imaturos nos estadios globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar das principais espécies do género Capsicum. Sementes maduras de
acessos da colecao de germoplasma de Capsicum da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (C. baccatum, C. chinense e C. frutescens) e de
uma cultivar comercial (C. annuum) foram desinfestadas em laboratério. No
primeiro experimento, foi verificado o resgate de embriées imaturos, que foram
divididos em dois grupos - embrides globulares e cordiformes - nos quais foram
testadas diferentes concentracdes de acido 3-indolacético (AlA) e acido giberélico
(GA3) e de sais do meio MS; e embrides torpedos e cotiledonares, nos quais
foram testados os fitorreguladores AIA e GA; e diferentes concentragbes de

sacarose (20 e 40 g L™). O segundo experimento avaliou o efeito da sacarose (0,

Xi



10, 20, 30 e 40 g L) sobre a germinacdo de embrides maduros. No terceiro
experimento, foi verificado o crescimento de plantulas, analisando o efeito da
sacarose. Ao final de 45 dias de cultivo in vitro, foram feitas avaliacdes
biométricas para as quatro espécies e apenas para C. frutescens e C.
baccatumforam foram feitas avaliacdes fisioldgicas. As plantas foram levadas
para aclimatizacdo na Unidade de Apoio a Pesquisa da UENF por um periodo de
45 dias quando foram avaliados a taxa de sobrevivéncia, a area foliar, a massa da
matéria seca e o volume radicular, constituindo o quarto experimento. No quinto
experimento, sementes intactas e embrides maduros isolados foram colocados
em meio MS sem sacarose para verificar a eficiéncia da técnica. Para a
germinacado de embrides globulares e cordiformes, o meio mais indicado foi o
suplementado com ¥ MS, 0,05 mg L™ de GAs; e 0,05 mg L™ de AIAe 40 g L™ de
sacarose. O meio com %MS e 0,01 mg L™ de GAz e 0,01 mg L™ de AIA ou sem
fitorreguladores e 20 ou 40 g L™ de sacarose proporcionou as maiores taxas de
germinacao dos embrides torpedos e cotiledonares. A maior taxa de germinacéo
de embrides maduros foi obtida em meio de cultura sem sacarose para todas as
espécies trabalhadas, para C. baccatum, ndo houve diferenca entre os
tratamentos. As plantulas das quatro espécies cresceram in vitro na auséncia de
sacarose, porém, nao sobreviveram durante a aclimatizacdo, exceto C.
frutescens, com uma taxa de sobrevivéncia de apenas 16,67%. Neste
experimento, comparando a germinacdo de sementes intactas e embrides
isolados, verifica-se que a germinacao de embrides isolados foi significativamente
maior que a germinacdo das sementes intactas para as quatro espécies. Os
resultados deste trabalho sdo Uuteis para 0s geneticistas e melhoristas
interessados na aplicacdo em Capsicum da técnica de germinacdo de embribes

isolados.
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ABSTRACT

WALTER, Rafael; M.Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; 2015; Zygotic embryo rescue of species from genus Capsicum aiming
their use in breeding programs; Adviser: Virginia Silva Carvalho; Committee
members: Rosana Rodrigues and Telma Nair Santana Pereira.

In Capsicum breeding programs exist problems such as incompatibility of intra and
interspecific crossing, which can cause abortion of embryos. A technique that can
be used for recovering these plant materials is embryo rescue. The objective of
this study was to establish protocols responsive to the rescue of mature and
immature embryos in the globular, heart, torpedo and cotyledonary stage of the
main species of the genus Capsicum. Mature seeds of accession from the
Capsicum germplasm collection of Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (C. baccatum, C. chinense and C. frutescens) and a commercial
cultivar (C. annuum) were disinfected at the laboratory. In the first experiment, it
was checked the rescue of immature embryos that were divided into two groups -
the globular and heart embryo - which was test in different concentrations of
indole-3-acetic acid (IAA) and gibberellic acid (GA3) and MS medium salts; torpedo
and cotyledonary embryos in which were test the plants growth regulators IAA and
GAs; in different concentrations of sucrose (20 and 40 g L™). The second
experiment evaluated the effect of sucrose (0, 10, 20, 30 e 40 g L™) on the
germination of mature embryos. In the third experiment, the growth of seedlings
was verified by analyzing the effect of sucrose. At the end of 45 days of in vitro
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culture, it was made biometric evaluations for the four species and only for C.
frutescens and C. baccatum physiological assessments were made. The plants
were taken to acclimatization at Unidade de Apoio a Pesquisa from UENF for a
period of 45 days when were evaluated the survival rate, leaf area, dry matter and
root volume, constituting the fourth experimente. In the fifth experiment, intact
seeds and isolated mature embryos were placed on MS medium without sucrose
to verify the efficiency of the technique. For germination of globular and heart
embryos, the most appropriate medium was supplemented with ¥ MS, 0.05 mg L™
GAs and 0.05 mg L™ of IAA and 40 g L™ sucrose. The medium with ¥4MS, 0.01 mg
L™ of GA; and 0.01 mg L™ of IAA or without growth regulators and 20 or 40 g L™
sucrose provided the highest germination rates to torpedo and cotyledonary
embryos. The highest germination rate of mature embryos was obtained in culture
medium without sucrose for all species, for C. baccatum there was no difference
among treatments. Seedlings of the four species grown in vitro in the absence of
sucrose, however, it did not survive during acclimatization, except C. frutescens,
with a survival rate of only 16.67%. In this experiment, comparing the germination
of intact seeds and isolated embryos, it is verify that the germination of isolated
embryos was significantly higher than the intact seed germination for the four
species. These results are useful for geneticists and breeders interested in

applying for Capsicum technical germination of isolated embryos.
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1. INTRODUCAO

As pimentas e pimentdes pertencem ao género Capsicum, familia
Solanaceae, com 35 espécies identificadas e apenas cinco domesticadas: C.
annuum e suas formas boténicas, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum e suas
formas botanicas e C. pubescens. (Carrizo et al.,, 2013). Estas espécies tém
grande importancia econdmica nas industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmética e no mercado de plantas ornamentais, sendo amplamente cultivadas
no mundo (Yamamoto e Nawata, 2005; Pozzobon et al., 2006; Moreira et al.,
2006; Moscone et al., 2007).

Paprica e pimentas (Capsicum spp.) séo hortalicas de grande importancia
mundial, sendo consumidas frescas ou como especiarias, abrangendo uma
producdo mundial de 30 milhdes de toneladas e uma area plantada de 4.000.000
ha (FAOSTAT, 2011). No Brasil, a producdo de pimentas é considerada de
grande importancia econdmica, sendo um componente do mercado de hortalicas
frescas e base para o desenvolvimento de condimentos, temperos e conservas
em nivel caseiro e industrial. Além disso, ha a importancia social por empregar
muita mao de obra. Os principais Estados produtores do Brasil sdo Minas Gerais,
Goias, Sdo Paulo, Ceard e Rio Grande do Sul (Rufino e Penteado, 2006). O
cultivo de hortalicas, no Brasil, ocupou, em 2011, uma area de, aproximadamente,
809 mil hectares, que produziram cerca de 19 milhdes de toneladas (Embrapa,
2012).



O Brasil é considerado um dos mais importantes centros de diversidade
do género Capsicum, abrigando espécies domesticadas, semidomesticadas e
silvestres (Carvalho et al., 2003; Moscone et al., 2007). Essa grande diversidade
pode ser muito Util aos programas de melhoramento genético de Capsicum (Régo
et al., 2003; Blat et al., 2007).

Existe uma demanda por novas cultivares que associem resisténcia a
pragas e doencas, melhor qualidade dos frutos, maior produtividade e boa
capacidade de processamento industrial vem aumentando. O melhoramento
genético tem por objetivo solucionar problemas referentes a cultura, destacando-
se o0 uso de hibridages intra e interespecificas (Hajjar e Hodgkin, 2007).

Porém, a hibridacdo normalmente é prejudicada por problemas de
incompatibilidade entre as espécies e mesmo entre diferentes gendtipos da
mesma espécie, podendo ser pré-zigotica e pos-zigotica. Um dos problemas
frequentes de incompatibilidade pos-zigoética € o aborto do embrido. Para evitar
esse aborto, tém sido empregadas técnicas de cultura de tecidos, sendo uma
delas o isolamento e cultivo in vitro de embrides zigoticos, conhecida como
resgate de embrides (Rappaport, 1954). Esta técnica é util ndo s6 para obtencéo
de hibridos intra e interespecificos, mas também para a superacdo de dorméncia
ou esterilidade de sementes (Kott e Kasha, 1985; Chen e Adachi, 1996; Acebedo
et al., 1997, Lotfi et al., 2003; Leng e Yamamura, 2006; Tamaki et al., 2011; Tang
et al., 2011).

O estadio de desenvolvimento do embrido e a composicdo do meio de
cultura sédo fatores de grande importancia na germinacdo e crescimento das
plantulas in vitro (Kapila e Sethi, 1993; Monnier, 1995; Bhojwani e Razdan, 1996;
Haslam e Yeung, 2011).

O conhecimento da resposta in vitro de embrides zigoticos de Capsicum é
ainda escasso. Além disso, as pimentas do género Capsicum sdo consideradas
recalcitrantes para o cultivo in vitro, isto €, os explantes podem nédo apresentar
resposta morfogénica quando cultivados in vitro (Benson, 2000; Kothari et al.,
2010). Poucos trabalhos como os de Hossain et al. (2003), Yoon et al. (2006) e
Manzur et al. (2013) relataram o estabelecimento de protocolos para o resgate de
embribes de Capsicum. Assim, h4 uma grande caréncia de estudos detalhados

sobre a resposta de embrides desse género in vitro (Manzur et al., 2013).



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estabelecer protocolos responsivos para o resgate de embrides maduros e
imaturos nos estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, visando a

obtencao de mudas de C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens.

2.2. Especificos

- Avaliar a germinacdo in vitro de embrides zigéticos excisados de
sementes em diferentes estadios de desenvolvimento fisiologico (globular,
cordiforme, torpedo, cotiledonar e maduro) das principais espécies do género
Capsicum (C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens) em meios de
cultura com diferentes concentracbes de sacarose, sais minerais e
fitorreguladores.

- Avaliar o crescimento in vitro de plantulas de C. annuum, C. baccatum, C.
chinense e C. frutescens em meios de cultura com diferentes concentracdes de

sacarose.



- Avaliar o crescimento na aclimatizagdo de plantas de C. annuum, C.
baccatum, C. chinense e C. frutescens cultivadas in vitro com diferentes
concentragdes de sacarose.

- Analisar a eficiéncia dos protocolos desenvolvidos para a germinacao de

embrides maduros isolados.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos Botanicos

O pimentdo e as pimentas sao angiospermas, divisdo Spermatophyta,
classe Magnoliopsida, ordem Solanales, familia Solanaceae, género Capsicum,
com 35 espécies identificadas, sendo cinco domesticadas: Capsicum annuum L.,
C. baccatum L., C. chinense Jacq, C. frutescens L., e C. pubescens Ruiz & Pav.
(Carrizo, et al., 2013; Moscone, et al., 2007). Entre as espécies domesticadas, C.
pubescens € a unica que ndo tem registro de cultivo no Brasil (Barbieri e Neitzke,
2008).

As plantas de Capsicum sdo diploides, apresentando dois grupos de
acordo com o0 numero basico de cromossomos: um com n=x=12 e outro com
n=x=13 cromossomos (Moscone et al., 2007).

No género Capsicum, sdo encontrados trés complexos génicos: o
complexo C. annuum, o complexo C. baccatum e o complexo C. pubescens. Por
definicho, um complexo relne espécies que apresentam cruzamentos
compativeis, embora existam dificuldades em obter alguns hibridos dentro destes
complexos. O complexo C. annuum é formado pelas espécies C. annuum
(variedades annuum e glabriusculum), C. frutescens, C. chinense, C. chacoense e
C. galapagoense. O complexo C. baccatum reune as espécies C. baccatum, C.

baccatum var. praetermissum e C. tovarii. O complexo C. pubescens relne as



espécies C. pubescens, C. cardenasii e C. eximium (Pickersgill, 1997; Tong e
Bosland, 1999).

A espécie C. annuum foi domesticada nas terras altas do México, é a
espécie mais cultivada e, possivelmente, a que representa a maior variabilidade
do género, incluindo as variedades botanicas mais comuns C. annuum L. var.
annuum (pimentdo e pimentas) e C. annuum L. var. glabriusculum (pimenta
ornamental). Esta espécie abrange a maioria das pimentas mexicanas, pimentas
da Africa e Asia, e muitas das cultivares de pimenta doce cultivadas em paises de
clima temperado (Pickersgill, 1997).

A variedade C. annuum var. annuum tem como caracteristicas flores
solitarias, corola branca, anteras azuis, auséncia de manchas na corola e de
constricdo anular na juncéo do célice com o pedicelo. Por outro lado, C. annuum
var. glabriusculum tem corola sem presenca de manchas, brancas com bordas
roxas ou totalmente arroxeadas, além de anteras roxas (Viials et al., 1996).

C. baccatum é representada pelas pimentas dedo de moca e chapéu de
frade, que sd@o os tipos mais comuns cultivados desta espécie no Brasil. Esta
espécie reune as formas botanicas C. baccatum L. var. pendulum, C. baccatum L.
var. baccatum e C. baccatum var. praetermissum. C. baccatum var. baccatum tem
ampla distribuicdo geografica, indo desde a Colémbia até o norte da Argentina e
no sul e sudeste do Brasil, enquanto C. baccatum var. praetermissum é endémica
do Brasil. A ocorréncia de C. baccatum var. pendulum abrange o noroeste da
América do Sul, incluindo Colémbia, Equador, Peru, Bolivia e sudoeste do Brasil
(Bosland, 1996).

C. baccatum var.baccatum apresenta flores brancas com manchas de cor
verde na base, duas a cinco flores por ng, e a cor da corola é paleacea ou branco
esverdeada, é altamente ramificada. C. baccatum var. praetermissum, além das
cores da outra variedade, apresenta faixas lilas-violeta na margem das pétalas
(Bosland, 1996). C. baccatum var. pendulum tem corola branca com manchas
amareladas, uma unica flor por no, anteras amarelas, caule ereto, fruto largo,
alongado e persistente (Bosland, 1996; Tong e Bosland, 1999).

A espécie C. chinense foi originalmente encontrada na bacia do Rio
Amazonas, porém devido a suas caracteristicas como adaptabilidade a diferentes
solos e climas e a seu popular aroma citrico, esta distribuida por todo o Sul e

Norte do Brasil. Dentro desta espécie é observada uma grande variabilidade de


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Barbara+Pickersgill%22

tamanho, forma e cor, apresentando intensidades diferentes, desde o amarelo até
o vermelho (Eshbaugh, 1993; Lannes et al., 2007).

A espécie C. frutescens tem distribuicdo por toda a América Central e
planicies da América do Sul, além de regibes tropicais e subtropicais, como Asia,
Africa e ilhas do Pacifico. E representada pelas famosas pimentas malaguetas,
gue sao extremamente picantes. Caracterizam-se por serem plantas perenes e de
maturacéo tardia, a altura varia de 1,5 a 2,0 m, tém duas a cinco flores em cada
nd, corola branco-esverdeada, anteras variando de azul a purpura, as vezes,
amareladas, frutos pungentes (Viials et al.,1996; Yamamoto e Nawata, 2005).

C. pubescens ndo é cultivada no Brasil e é pouco conhecida no pais. E
tipica de terras altas, relativamente tolerantes ao frio, podendo, contudo, ocorrer
em baixas altitudes. Tem flores isoladas a cada nd, de corola roxa e,
ocasionalmente, com zonas brancas, anteras roxas, frutos com formato de maca
e sementes pretas (Bosland, 1996).

As espécies domesticadas de Capsicum, em relacdo ao sistema
reprodutivo, sdo autdgamas, contudo existe uma possivel taxa de alogamia que
pode ser facilitada por alteracbes morfolégicas na flor, pela acdo de insetos
polinizadores e por préticas de cultivo, entre outros fatores (Tanksley, 1984). Uma
caracteristica exclusiva do género Capsicum € a pungéncia, que é atribuida a
presenca de capsaicinoides. Tais alcaloides se acumulam na superficie da
placenta e séo liberados quando o fruto sofre qualquer dano fisico (Carvalho et
al., 2003). Os capsaicinoides constituem um grupo de 12 ou mais alcaloides
relacionados. A capsaicina [(E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-8-metil-6-
nonenamida] e a dihidrocapsaicina sdo responsaveis por mais de 90% da
pungéncia. Os capsaicinoides sao utilizados na composicdo de medicamentos
para aliviar dores musculares, reumaticas, inflamacgdes, queimaduras, nevralgias,
lombalgia, torcicolo etc. (Bianchetti e Carvalho, 2005).

O Brasil é considerado um dos maiores centros de diversidade do género
Capsicum (Carvalho et al., 2003; Moscone et al., 2007). Diversas pesquisas tém
sido conduzidas, envolvendo, grande parte delas, a forma cultivada Capsicum
annuum (pimentdo), provavelmente pela sua importadncia econbmica e pelos
problemas que esta espécie apresenta, sendo as doencas um dos principais e,
portanto, o alvo da maioria dos programas de melhoramento (Régo et al., 2003;
Azevedo et al., 2006; Blat et al., 2007).



3.2. Aspectos Econémicos

O mercado de molhos de pimentas no Brasil cresceu 8,3% em volume,
em 2010, atingindo 61,8 milhdes de quilos ou R$ 811,8 milhdes (Ohara e Pinto,
2012). O cultivo de hortalicas no Brasil ocupou, em 2011, uma area de,
aproximadamente, 809 mil hectares, que produziram cerca de 19 milhdes de
toneladas (Embrapa, 2012).

Entre as hortalicas, as pimentas sdo usadas preferencialmente para a
producdo de condimentos, por caracteristicas como cor dos frutos e principios
ativos, que lhes conferem aroma e sabor (Carvalho et al., 2003). Do ponto de
vista social, o agronegécio de pimenta tem importancia, principalmente, em
funcdo de requerer grande quantidade de mao de obra, em especial, durante a
colheita. Além disso, 0 mercado de pimenta abrange a comercializacdo de frutos
para consumo in natura e conservas caseiras até a exportacédo de paprica, pé de
pimentdo ou pimenta doce madura vermelha. Os frutos de pimentas picantes
podem ser desidratados e comercializados inteiros, em flocos (calabresa) e em po6
(paprica picante) ou, ainda, em conservas e em molhos (Moreira et al., 2006;
Ohara e Pinto, 2012).

Considerando o consumo dos frutos verdes e in natura, as pimentas e
pimentdes produzem frutos com altos teores de vitamina C, sendo ainda
importantes fontes de vitaminas A e do complexo B1 e B2, e de minerais como
célcio, fésforo e ferro (Bosland, 1993). As pimenteiras também estdo sendo
utilizadas como plantas ornamentais, em razao da folhagem variegada, do porte
ando e dos frutos com diferentes cores no processo de maturacdo (Moreira et al.,
2006; Finger et al., 2012).

No mundo, de toda a area cultivada com pimentas, aproximadamente
89% esta no continente Asiatico, com as principais areas de cultivo localizadas na
india, Coreia, Tailandia, China, Vietna, Srilanka e Indonésia. Os Estados Unidos e
0 México respondem por cerca de 7% do total mundial e, por ultimo, 4% da area
cultivada esta nos paises da Europa, Africa e Oriente Médio (Rufino e Penteado,
2006).

A producao de pimenta no Brasil abrange todas as regides, sendo Minas
Gerais 0 principal Estado produtor, seguido por Sdo Paulo, Goiads, Ceara e Rio
Grande do Sul (Rufino e Penteado, 2006; Ohara e Pinto, 2012).



No Brasil, as pimentas mais comumente cultivadas sdo: malagueta (C.
frutescens), pimenta de cheiro, pimenta de bode e cumari do Par4 (C. chinense),
pimenta dedo de moca, pimenta chifre de veado e cambuci (C. baccatum) e
pimentdo (C. annuum) (Henz e Costa, 2005). No pais, o0 mercado de pimentas é
muito segmentado e diversificado, em razdo da grande variedade de produtos e

subprodutos, usos e formas de consumo (Henz e Ribeiro, 2008).

3.3. Hibridag&o em Capsicum

O cultivo de pimentas e pimentbes no Brasil demanda novas cultivares
mais produtivas e com melhor qualidade dos frutos, associadas a resisténcia a
pragas e doencas e estresses ambientais (Bento et al., 2007). Assim, 0
melhoramento genético de plantas é muito util, pois € uma ciéncia que pode
contribuir no aumento, tanto em quantidade quanto em qualidade dos alimentos,
uma vez que objetiva o desenvolvimento de novas cultivares, apresentando um
maior potencial de rendimento, qualidade industrial e nutricional, resisténcia a
doencas, adaptabilidade e estabilidade em diferentes regides, além de outros
fatores (Bosland e Votava, 2000).

Programas de melhoramento genético do género Capsicum sao
encontrados no Brasil em varias instituicbes de pesquisa, incluindo a Embrapa
Hortalicas, Universidade Federal de Vicosa, Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Universidade Federal de Lavras, Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz-ESALQ/USP, Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias do Campus de Jaboticabal-UNESP, Faculdade de Ciéncias
Agronémicas de Botucatu e Universidade Federal da Paraiba.

A hibridac&o interespecifica € uma ferramenta muito importante para os
programas de melhoramento genético, por permitir a combinacdo do potencial
genético de diferentes espécies. E usada com o objetivo de transferir genes,
principalmente de resisténcia a pragas e doencas, de uma espécie silvestre para
a forma cultivada, complementando a forma cultivada com um ou mais fatores
desejaveis (Rick e Chételat, 1995; Hajjar e Hodgkin, 2007).

Barreiras pré e pos-fertilizacdo sdo, na maioria das vezes, limitantes no
processo de hibridacdo intra e interespecifica. Barreiras de pré-fertilizacdo séo

resultante da falta de germinacdo dos grdos de podlen e do retardamento ou
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inibicdo do crescimento do tubo polinico. E como principais barreiras de poés-
fertilizacdo, estdo a morte do embrido ocasionada pela degeneragdo do
endosperma e a esterilidade total ou parcial das plantas hibridas (Prestes e
Goulart, 1995).

A hibridag&o interespecifica se tornou uma ferramenta importante para
introgredir genes de interesse entre espécies de Capsicum. Yoon et al. (2006),
trabalhando com introgressao de genes de resisténcia da espécie de Capsicum
baccatum para a espécie cultivada Capsicum annuum, observaram aborto dos
embrides, primeiro fator responsavel pela incompatibilidade interespecifica entre
estas espécies, acontecendo no estadio de embrido globular, 15 dias apés a
polinizagéo.

A obtencdo de hibridos entre espécies de Capsicum € possivel, porém
com certas restricbes, como producdo de hibridos em apenas uma direcdo do
cruzamento e producdo de sementes hibridas viaveis restritas a cruzamentos
entre determinados acessos, ocorrendo baixa porcentagem de formacdo de
sementes viaveis (Bapa Rao et al., 1992; Campos, 2006; Martins et al., 2013). Na
maioria dos cruzamentos interespecificos, sdo produzidas sementes inviaveis
como resultado de falha na formacdo do endosperma (Jansky, 2006). Pickersgill
(1991) afirma que, apés a fertilizacdo, o aborto do embrido € um fendmeno
comum em cruzamentos interespecificos em Capsicum, sendo necessario o uso

de outras técnicas para obter resultados consistentes.

3.4. Cultura de Tecidos Vegetais

Os avancos da biotecnologia vém contribuindo para o aumento do
potencial de produtividade da maioria das espécies agrondmicas (Borém e
Miranda, 2013), pontificando, entre as inimeras técnicas, a cultura de tecidos
vegetais.

O principio basico da cultura de tecidos € a aplicacdo da totipoténcia
celular, isto é, a capacidade da regeneracdo de plantas oriundas de células
isoladas nao diferenciadas ou de 6rgéos e tecidos vegetais. Refere-se, assim, ao
conjunto de técnicas empregadas no crescimento e multiplicacdo de células,

tecidos e 6rgaos, denominados explantes, com a utilizacdo de solugbes nutritivas
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em um ambiente asséptico e controlado (Loyola-Vargas e Vazquez-Flota, 2006;
Borém e Miranda, 2013; Davey e Anthony, 2010).

Com o auxilio da cultura de tecidos, genoétipos podem ser selecionados
para que possam ser introduzidos nos programas de melhoramento genético
(Kothari et al., 2010).

A técnica de cultura de embrides € empregada nos processos de
crescimento de embrido zigoético in vitro, independentemente da idade, tamanho e
estadio de desenvolvimento em que o embrido foi excisado (Rappaport, 1954).

A técnica de resgate de embrides foi relatada pela primeira vez por
Hannig (1904) em dois géneros de Cruciferae, Cochleira e Raphanus, e, desde
entdo, verificou-se ser muito Gtil ndo sé para regenerar hibridos, mas também
para a superacdo de dorméncia das sementes ou esterilidade e encurtar os ciclos
de reproducéo (Manzur et al., 2013).

O emprego da técnica de resgate de embrides no género Capsicum
permite a obtencdo de hibridos entre espécies pertencentes a complexos génicos
diferentes, como € o caso do hibrido F; entre C. annuum e C. baccatum (Yoon et
al., 2006).

Varios fatores podem afetar o cultivo in vitro, sendo um deles a
composicdo do meio de cultura, que tem grande efeito sobre a resposta dos
explantes (Haslam e Yeung, 2011). O meio de cultura deve fornecer aos tecidos e
células os niveis apropriados de nutrientes, fonte de carbono, minerais e
fitorreguladores, entre outros compostos, para promover 0 Seu crescimento
(Murashige e Skoog, 1962; Monnier, 1995; Sharma et al., 1996). No resgate de
embribes em Capsicum, Manzur et al. (2013) utilizaram o meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962) com metade dos sais minerais e das vitaminas, com
0,01 mg L™ de &cido giberélico (GAs) e 0,01 mg L™ de &acido 3-indolacético (AIA) e
40 g L™ de sacarose, porém, principalmente para os embriées mais jovens, este
meio proporcionou taxas germinativas abaixo de 25%.

Outros fatores que podem afetar o cultivo in vitro de embrides sdo o
gendtipo e o estadio de desenvolvimento dos embrides, considerados fatores-
chave para a resposta do cultivo in vitro (Kapila e Sethi, 1993; Monnier, 1995). Ha
relatos de regeneracdo de embrides de Capsicum na fase de torpedo e
cotiledonar por Hossain et al. (2003), Yoon et al. (2006), Manzur et al. (2013 e

2014). O primeiro relato de regeneracdo de plantas oriundas de embribes



12

globulares e cordiformes de Capsicum foi de Manzur et al. (2013). Embora
tenham sido obtidas taxas muito baixas de germinacéo, este trabalho mostra o
potencial da técnica de resgate de embrides, uma vez que se acreditava ser
impossivel obter plantulas de embrides nessas fases (Yoon et al., 2006). Dessa
forma, mais estudos se fazem necessarios para obter maior taxa germinativa dos
embrides imaturos, principalmente das fases mais iniciais, para que haja um
aumento na eficiéncia desta técnica para o género Capsicum.

O dominio desta técnica permite que melhoristas que trabalham com
Capsicum obtenham reduc¢do dos ciclos de reproducdo e/ou resgatem hibridos
interespecificos potencialmente abortivos (Manzur et al., 2013; Manzur et al.,
2014). Porém, o conhecimento da resposta de embrides zigoticos de Capsicum
no cultivo in vitro é ainda escasso, com poucos relatos como os de Hossain et al.
(2003), Yoon et al. (2006) e Manzur et al. (2013; 2014). Esta técnica foi aplicada
para superar as barreiras genéticas de pos-fertilizacdo em alguns cruzamentos
entre C. annuum x C. frutescens (Hossain et al., 2003) e C. annuum x C.
baccatum (Yoon et al., 2006).

As pimentas do género Capsicum sdo consideradas recalcitrantes para o
cultivo in vitro, isto €, as células, tecidos e 0Orgdos podem nao apresentar
respostas morfogénicas quando cultivadas in vitro, sendo os principais fatores de
influéncia a fisiologia da planta doadora do explante, a manipulagéo in vitro e a
fisiologia do estresse in vitro (Benson, 2000; Kothari et al., 2010). Portanto, apesar
dos relatos de resgate in vitro de embrides oriundos dos experimentos de Hossain
et al. (2003), Yoon et al. (2006) e Manzur et al. (2013), existe uma caréncia de
estudos detalhados sobre a resposta de embrides do género Capsicum no cultivo

in vitro.

3.5. Sacarose

No cultivo in vitro, 0 meio de cultura precisa fornecer todas as substancias
essenciais para o crescimento dos tecidos, que perdem parcial ou totalmente o
autotrofismo, necessitando, assim, de uma fonte de carboidratos no meio de
cultura. A fonte e a concentracdo dependem da espécie vegetal e da fase do

processo in vitro (Caldas et al., 1998).
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Os carboidratos sao importantes moléculas fornecedoras de energia para
a planta. A disponibilidade de agucares é um importante direcionador do
crescimento e desenvolvimento embriondrio e na germinacdo de sementes, uma
vez que estes compostos atuam tanto como substratos intermediarios para o
metabolismo quanto como moléculas sinalizadoras (Smeekens et al., 2010).

Os carboidratos fornecem energia metabdlica e esqueletos carbdnicos
para a biossintese de aminoacidos e proteinas, oligossacarideos estruturais e
todos 0s compostos organicos necessarios para o crescimento das células
(Caldas et al., 1998). Assim, o carbono exdgeno no meio de cultivo influencia a
fisiologia da planta e a diferenciacédo de 6rgaos (George, 2008).

O tipo e a concentracdo dos acucares sdo importantes para promover a
germinacao e o crescimento in vitro (Nicoloso et al., 2003, Moreira et al., 2007). A
sacarose é o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos (Santos, 2003).

Durante o processo de cultivo in vitro, a adicdo de carboidratos ao meio
de cultura, como fonte de carbono, é fundamental para a resposta morfogénica
(George, 2008). Na maioria das plantas, a sacarose €& o0 principal acucar
translocado e, portanto, a forma de carbono que a maioria dos tecidos nao
fotossintéticos importa, sendo considerada o verdadeiro substrato para a
respiracao vegetal (Taiz e Zeiger, 2013). Assim, 0s niveis de sacarose presentes
no meio de cultura influenciam varios processos metabdlicos, sendo importante
na geracao de energia ou como esqueleto de carbono, produzindo efeito sobre o

crescimento e a diferenciacao celular (Skrebsky et al., 2004).



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal
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Para o presente estudo, foram utilizadas sementes comerciais de C.

annuum L. var. annuum e sementes de acessos de Capsicum da colecdo de

germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

(UENF) de C. baccatum L. var. pendulum, C. chinense e C. frutescens (Tabela 1).

O trabalho foi desenvolvido no Setor de Horticultura do Laboratério de Fitotecnia

(LFIT) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

Tabela 1. Origem e caracteristicas dos acessos utilizados na presente pesquisa.

Espécie Gendtipo Cultivar Procedéncia (i?lzt?)o
: , Pimentéo casca ®

Capsicum annuum Comercial dura IKEDA TopSeed Vermelho

Capsicum baccatum UENF 1624  Dedo de moga - Vermelho

var. pendulum

Capsicum chinense UENF 2032 Airetama Biquinho  Isla® Amarelo

Capsicum frutescens  UENF 1636  Malagueta Miranda - MS  Vermelho
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4.2. Ensaio preliminar

Sementes maduras de C. annuum, (Pimentéo casca dura IKEDA), foram
desinfestadas por um minuto em alcool 70% (v/v), posteriormente, imersas em 80
mL de solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,7% com adi¢cao de duas gotas
de Tween 20 por 15 minutos e lavadas por trés vezes em agua desionizada e
autoclavada nos tempos de 5, 10 e 10 minutos, respectivamente, e deixadas de
molho na quarta &gua por 12 horas antes do isolamento dos embri6es maduros.

Com auxilio de microscépio estereoscépico (Tecnival®), pinca e bisturi, 0s
embribes maduros foram isolados e colocados em placas de Petri contendo meio
de cultura composto por metade da concentracdo dos sais minerais do meio MS,
complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L™ de mio-
inositol, solidificado com 2 g L™ de Phytagel Sigma®, com pH ajustado para 5,7+
0,1 e autoclavado por 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de presséao. O experimento
foi realizado no delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro
concentracdes de sacarose (0, 20, 30 e 40 g L") e seis repeticbes. Cada
repeticéo foi constituida por uma placa de Petri (90 x 15 mm) contendo 25 mL de
meio de cultura com 10 embrides. Apos 20 dias, os embrides que germinaram
foram transferidos para frascos de (altura x diametro) contendo 40 mL do mesmo
meio de cultura.

Os embribes foram mantidos no escuro por sete dias, posteriormente,
expostos a luz e avaliados diariamente por um periodo de 45 dias, sendo
verificadas as taxas de germinacdo e de sobrevivéncia, tendo sido consideradas
germinadas apenas as plantulas que mostraram desenvolvimento de raiz e parte
aérea. Os explantes foram mantidos em sala de cultivo com temperatura de 27+
2°C, sob fotoperiodo de 16:8 horas luz:escuro e irradiancia de 50 umol m? s*

provida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia.

4.3. Experimentos

4.3.1. Experimento 1 — Resgate de embrides imaturos
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Os experimentos tiveram como base os trabalhos de Hossain et al.
(2003), Yoon et al. (2006) e Manzur et al. (2013). Os frutos de C. baccatum e de
C. frutescens foram coletados a partir do 15° dia até o 45° dia apds a
autopolinizacdo para identificacdo dos quatro estadios de desenvolvimento dos
embrides (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar). Esses embrides foram
extraidos em laboratério com auxilio de microscopio estereoscépico (Tecnival®),
pinga, bisturi e agulhas hipodérmicas esterilizadas.

Os frutos foram inicialmente lavados com detergente liquido comercial e
enxaguados em agua corrente. Em ambiente asséptico, os frutos foram imersos
em alcool 70% por cinco minutos, 15 minutos em NaClO a 1,0% com duas gotas
de Tween 20 em um volume de 80 mL e enxaguados em agua desionizada e
autoclavada por trés vezes nos tempos de 5, 10 e 10 minutos, respectivamente.
Logo em seguida, as sementes imaturas foram retiradas dos frutos para a exciséo
dos embrides.

O experimento com cultivo de embrides imaturos foi dividido em dois
grupos. No primeiro grupo, foram utilizados embrides globulares e cordiformes. O
experimento foi conduzido em um esquema fatorial 6x2x2, com seis meios de
cultivo, dois genotipos e dois estadios de desenvolvimento dos embrides (Tabela
2). O meio de cultura base foi composto por sais minerais do MS e complexo
vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L™ de mio-inositol,
solidificado com 2 g L™ de Phytagel Sigma® e 40 g L™ de sacarose, com pH

ajustado para 5,7+ 0,1.

Tabela 2. Meios de cultura utilizados no resgate de embrides globulares e
cordiformes de C. baccatum e C. frutescens. MS: meio de cultura MS, AlA: acido
3-indolacético, GAs: acido giberélico.

Tratamento Sais de MS AIA (mg L™ GAs(mg L™
M1 2 MS 0,01 0,01
M2 2 MS 0,05 0,05
M3 2 MS 0,10 0,10
M4 MS 0,01 0,01
M5 MS 0,05 0,05
M6 MS 0,10 0,10
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No segundo grupo, foram utilizados embrides torpedos e cotiledonares. O
experimento foi conduzido em um esquema fatorial 5x2x2, com cinco meios de
cultivo, dois gendétipos e dois estadios de desenvolvimento dos embrides (Tabela
3). O meio de cultura base foi composto pela metade da concentracdo dos sais
minerais do MS (Y2 MS) e complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog,
1962), 100 mg L™ de mio-inositol, solidificado com 2 g L™ de Phytagel Sigma® e
com pH ajustado para 5,7+ 0,1.

Tabela 3. Meios de cultura utilizados no resgate de embrides torpedos e
cotiledonares de C. baccatum e C. frutescens. AlA: acido 3-indolacético, GAs:
acido giberélico.

Sacarose AlA GA3
Tratamento 1 1 1
(gL™) (mg L™) (mg L™)
M1 - - -
M2 20 - -
M3 40 - -
M4 20 0,01 0,01
M5 40 0,01 0,01

Os embribes foram mantidos no escuro por sete dias, posteriormente,
expostos a luz. Os explantes foram mantidos em sala de cultivo com temperatura
de 27+ 2°C, sob fotoperiodo de 16:8 horas luz:escuro e irradiancia de 50 pmol m™
s provida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia.

A taxa de germinacdo das sementes foi avaliada durante 50 dias de
cultivo in vitro. Os experimentos foram conduzidos em DIC com quatro repeticdes,
cada repeticdo constituida por uma placa de Petri (90 x 15 mm) com quatro
embribes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e,

posteriormente, ao teste de Tukey (p<0,01).
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4.3.2. Experimento 2 — Cultivo de embrides maduros

Neste experimento, foram utilizadas sementes maduras de C. annuum, C.
baccatum, C. chinense e C. frutescens. O processo de desinfestacao foi
conduzido em ambiente asséptico em camara de fluxo laminar, em que as
sementes maduras foram desinfestadas por um minuto em alcool 70% (v/v),
posteriormente imersas em 80 mL de solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a
0,7% com adicédo de duas gotas de Tween 20 por 15 minutos e lavadas por trés
vezes em agua desionizada e autoclavada nos tempos de 5, 10 e 10 minutos,
respectivamente, e deixadas de molho na quarta agua por 12 horas antes do
isolamento dos embrides maduros.

Com auxilio de microscépio estereoscépico (Tecnival®), pinca e bisturi, 0s
embribes maduros dos quatro genotipos foram isolados e colocados em placas de
Petri com meio de cultura contendo metade da concentracdo dos sais minerais do
MS e complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L™ de
mio-inositol, solidificado com 2 g L™ de Phytagel Sigma®, com pH ajustado para
5,7+ 0,1 e autoclavado por 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressao. O
experimento foi conduzido em DIC, em esquema fatorial 4x5 com quatro
gendtipos e cinco concentracdes de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L™) e quatro
repeticbes. Cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri (90 x 15 mm)
contendo 25 mL de meio de cultura com 10 embrides. Os dados foram
submetidos a ANOVA e, posteriormente, ao teste de Tukey (p<0,05).

Os embrifes foram mantidos no escuro por sete dias e, posteriormente,
expostos a luz, tendo sido avaliados diariamente por um periodo de 15 dias,
verificando-se a taxa de germinacéo, sendo consideradas germinadas apenas as
plantulas que mostraram desenvolvimento de raiz e parte aérea. Os explantes
foram mantidos em sala de cultivo com temperatura de 27+ 2°C, sob fotoperiodo
de 16:8 horas luz:escuro e irradiancia de 50 pmol m™? s™ provida por lampadas

fluorescentes OSRAM® luz do dia.

4.3.3. Experimento 3 — Crescimento in vitro

Neste experimento, foram utilizadas plantulas de C. annuum, C. baccatum,

C. chinense e C. frutescens, oriundas do experimento 2. Apos 15 dias de cultivo in
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vitro em meio ¥2 MS com auséncia de sacarose, as plantulas de cada gendétipo,
germinadas de embrides cotiledonares maduros isolados, foram colocadas em
frascos contendo meio de cultura com metade da concentracdo dos sais minerais
do MS, complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L™ de
mio-inositol, solidificado com 2 g L™ de Phytagel Sigma® com concentracdes
distintas de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L™), com pH ajustado para 5,7+ 0,1, e
autoclavado por 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de presséo.

O experimento foi conduzido em DIC, com cinco tratamentos constituidos
pelas diferentes concentragcbes de sacarose, com cinco repeticbes. Cada
repeticdo foi constituida por um frasco (65 x 125 mm) com cinco plantulas,
contendo 40 mL de meio de cultura.

A avaliagcdo foi feita ao final de um periodo de 30 dias, tendo sido
verificada a taxa de sobrevivéncia além de analises biométricas nos quatro
genotipos e fisiolégicas apenas em C. baccatum e C. frutescens, devido a
problemas de contaminacdes endogenas nos demais. Os dados foram

submetidos a ANOVA e, posteriormente, ao teste de Tukey (p<0,05).

4.3.3.1. Determinacéo da area foliar

As medidas de éarea foliar foram feitas com um integrador de area foliar
LICOR® de bancada, modelo LI-3100, cujo funcionamento se da em tempo real,
ou seja, a area € medida ou tomada no momento em que a folha passa pelo
sensor. Seu visor apresenta medidas de no minimo 1mm? e resolucdo de até
0,1mm? (Li-Cor, 1996).

4.3.3.2. Determinacdo da massa da matéria seca

A parte aérea e as raizes das plantas foram acondicionadas
separadamente em sacos de papel identificados e secados em estufa de
circulacao forcada de ar, a 70°C, até atingirem massa constante. Posteriormente,
foram pesadas em balanca analitica para determinacdo da massa da matéria
seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e total (MST).
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4.3.3.3. Determinacédo da fluorescéncia da clorofila a, eficiéncia

fotoquimica e indice fotossintético

As variaveis da fluorescéncia da clorofila a, a eficiéncia fotoquimica e o
indice fotossintético (PI), foram determinadas por meio de um fluorimetro de luz
ndo modulado, modelo Pocket PEA Chlorophyll Fluorimeter (Hansatech
Instruments — King’s Lynn, Norfolk). A avaliacdo foi feita com uma folha
plenamente expandida. Com o auxilio de uma pinga, ela foi adaptada ao escuro
por 15 minutos para que todos os centros de reacdo do fotossistema Il (PSII)
adquirissem a condi¢gao de “abertos”, e a perda de calor fosse minima (Bolhar-
Nordenkampf et al., 1989).

4.3.3.4. Intensidade de Verde

A intensidade da cor verde das folhas foi determinada por um medidor
portatil de clorofila, modelo SPAD-502 (Chlorophyll meter — Minolta, Jap&o).
Foram feitas cinco leituras por folha e, em seguida obtidas as médias. O medidor
portatil de clorofila tem sido usado como ferramenta para detectar estresses
abioticos em diversas culturas, como o hidrico, o de nitrogénio e o salino. Este
medidor apresenta simplicidade no uso e possibilita uma avaliacdo ndo destrutiva
do indice de verde presente no tecido foliar (Torres Netto et al., 2002; Torres
Netto, 2005; Pecanha, 2010; Castro, 2011).

4.3.4. Experimento 4 — Aclimatizacao

Na aclimatizacdo, foram utilizadas 12 plantas oriundas de embribes
maduros isolados de cada tratamento com sacarose da fase in vitro do
experimento 3. As plantas foram colocadas em bandejas plasticas com
capacidade de 300 mL, contendo substrato Vivatto Hortalicas®.

As plantas foram pré-aclimatizadas em camara de crescimento vegetal com
temperatura de 26 + 2°C e fotoperiodo 16:8 horas luz:escuro, por um periodo de
15 dias, e entdo transferidas para casa de vegetacdo na Unidade de Apoio a

Pesquisa da UENF, onde permaneceram por mais 30 dias.
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ApoOs este periodo, foram avaliados taxa de sobrevivéncia, area foliar, nUmero
de folhas e massa da matéria seca, conforme metodologia j& mencionada. O
volume radicular foi analisado com o auxilio do programa Winrhizo® acoplado a
um scanner profissional Epson XL 10000 (Regent Instrument Inc., 2001).
O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados
com trés repeticbes contendo quatro plantas por parcela. Os dados foram
submetidos a ANOVA e, posteriormente, ao teste de Tukey (p<0,05).

4.3.5. Experimento 5 — Eficiéncia do cultivo de embrides maduros

O experimento foi composto por 200 sementes maduras de cada um dos
guatro genatipos: C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens. Metade
das sementes teve o embrido maduro isolado e o restante das sementes ficou
intacto. A desinfestacdo seguiu 0 mesmo protocolo descrito no item 4.3.2. Os
embrides e as sementes foram colocados para germinar em placas de Petri (90 x
15 mm) contendo 40 mL de meio de cultura com metade da concentracdos dos
sais minerais do MS, complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962),
100 mg L™ de mio-inositol, solidificado com 2 g L™ de Phytagel Sigma®, sem
sacarose, com pH ajustado para 5,7+ 0,1, e autoclavado por 15 minutos a 121°C
e 1,1 atm de presséo.

O experimento foi conduzido em DIC, com dois tratamentos (embrido
isolado e semente intacta) com 10 repeticdes constituidas por uma placa de Petri
com 10 explantes cada. As placas de Petri foram mantidas por sete dias no
escuro e oito dias em luz, sendo mantidas as mesmas condi¢des de cultivo do
item 4.3.2. A taxa de germinacao foi avaliada diariamente por um periodo de 15
dias. Os dados foram submetidos a ANOVA e, posteriormente, ao teste de Tukey
(p<0,05).

4.4. Andlise estatistica

Primeiramente foram verificadas as pressuposi¢cfes de normalidade e de
homogeneidade de variancias dos tratamentos, respectivamente, pelos testes de
Lilliefors e Cockram e Bartlet, para que entdo os dados pudessem ser submetidos

a analise de variancia (ANOVA). Em seguida, os dados foram submetidos a
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comparacao de médias pelo teste de Tukey a 5% ou 1% de probabilidade. Os
parametros foram analisados com o auxilio do programa SISVAR versdo 5.4
(Ferreira, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaio Preliminar

O inicio do desenvolvimento dos embrides ocorreu no quinto dia. O melhor
resultado para a germinacdo dos embrides foi obtido no meio com auséncia de
sacarose, que apresentou 91,7% de formacdo de plantulas, diferindo
significativamente dos tratamentos com 20, 30 e 40 g L™ (Tabela 4).

As plantulas apresentaram necrose de folhas apos os 15 dias de cultivo em
meio sem sacarose, sendo necessaria, portanto, sua transferéncia para meio de
cultura contendo sacarose.

Ao final de um periodo de 45 dias, houve 100% de mortalidade das
plantulas nos tratamentos com sacarose, e as plantulas na auséncia de sacarose

ndo continuaram seu crescimento (Figura 1) (Walter et al., 2013).

Tabela 4. Germinacdo de embrides maduros de Capsicum annuum var. annuum
em diferentes concentracdes de sacarose. Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Sacarose (g L) Germinacéo (%)
0 91,7 a
20 43,3 b
30 35b
40 45 b
C.V. (%) 17,22

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
p<0,01
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Figura 1. Plantas de Capsicum annuum sob diferentes concentracbes de
sacarose ao final do periodo de 45 dias. Concentragfes de sacarose A) 0; B) 20 g
L% C)30g L™ D)40gL™ (barra=1 cm).

5.2.Germinagcéo de embrides imaturos

A andlise de variancia revelou que todos os fatores (gendtipo, meio de
cultura e estadio de desenvolvimento) contribuiram significativamente (P> 0,01)
para as diferencas observadas nas taxas de germinacao de embrides imaturos de
Capsicum (Tabelas 5 e 6).

No entanto, com base nos quadrados médios, as maiores contribui¢cdes
para a variacdo detectada para os embrides globular e cordiforme correspondem
ao estadio de desenvolvimento (E), seguindo-se a composi¢cdo do meio (M) e, em
menor grau, o genotipo (G) (Tabela 5).

Para os embribes nos estadios torpedo e cotiledonar, o fator com maior
contribuicdo foi a composicdo do meio (M), seguido pelo estadio de
desenvolvimento (E) e, finalmente, pelo gendtipo (G) (Tabela 6). Desta forma,
embora o0 gendétipo seja considerado um dos fatores de maior importancia no
cultivo in vitro, principalmente em Capsicum (Kothari et al., 2010), os resultados
desta pesquisa sugerem que este fator pode ser menos importante que o0s
demais, quando se leva em consideracdo a resposta especifica dos embrides
zigoticos de Capsicum, resultado corroborado por Manzur et al. (2013).

Em relacdo ao efeito de interagdes entre os fatores acima mencionados,
apenas E x M contribuiu significativamente para a eficiéncia da germinagédo in
vitro de embrides nos estadios globular e cordiforme, embora sua magnitude
tenha sido inferior a dos principais fatores (Tabela 5). Estes resultados indicam
gue os embribes na mesma fase podem mostrar diferencas significativas nas

taxas de germinacdo, dependendo do meio de cultura. J& para os embrides do
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tipo torpedo e cotiledonar, houve contribuicdo de todas as interagbes dos fatores
analisados, assim, os embrifes no mesmo estadio podem responder de diferentes
formas, dependendo do genétipo e do meio de cultura (Tabela 6).

Tabela 5. Resumo da andlise de variancia com quadrados médios para os efeitos
do gendtipo (G), estadio de desenvolvimento (E), meio de cultura (M) e suas
interacdes na eficiéncia da germinagdo in vitro de embrides globulares e
cordiformes de C. baccatum e C. frutescens. Campos dos Goytacazes, RJ, 2014.

Efeitos GL Qm?
Genétipo (G) 1 319,0104"
Estadio de desenvolvimento (E) 1 3444,0104"
Meio (M) 5 1084,6354"
Interacoes

GxE 1 58,5938
GxM 5 22,1354
ExM 5 240,8854"
GXExM 5 11,7187"
Residuo 69 31,6926

% ns e ** indicam n&o significancia ou significancia em P <0,01.

Tabela 6. Resumo da analise de variancia com quadrados médios para os efeitos
do genotipo (G), estadio de desenvolvimento (E), meio de cultura (M) e suas
interacbes na eficiéncia da germinacdo in vitro de embrides torpedos e
cotiledonares de C. baccatum e C. frutescens. Campos dos Goytacazes, RJ,
2014.

Efeitos GL Qwm?
Genétipo (G) 1 5695,3125 "
Estadio de desenvolvimento (E) 1 6570,3125"
Meio (M) 4 20253,9063"
Interacao

GxE 1 2257,8125
G xM 4 1339,8438™
ExM 4 925,7813"
GXExM 4 636,7188"
Residuo 57 146,3816

** indica significancia em P <0,01.

Dos dois gendtipos avaliados, C. frutescens obteve as maiores taxas
germinativas para os embrides imaturos de todos os estadios. No entanto, neste
trabalho, foi possivel obter plantulas de embries imaturos em qualquer fase de
desenvolvimento para as duas espécies. Isto € de especial interesse porque, de

acordo com a literatura revisada, os embrides globulares deste género s6 foram
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germinados in vitro anteriormente em um Unico trabalho realizado por Manzur et
al. (2013).

Embora a eficiéncia do cultivo tenha aumentado gradativamente com o
estadio de desenvolvimento, tais aumentos diferiram entre 0s genotipos,
mostrando a interacdo G x E detectada na andlise de variancia para os embrides
mais maduros (Tabela 6). Neste sentido, as taxas de germinagao in vitro
mostraram um aumento acentuado na transicdo do estadio globular para o
cordiforme para C. baccatum e C. frutescens, atingindo 31,25% e 37,5%,
respectivamente (Figuras 2.A e 2.B).

Conforme detectado na ANOVA, a composi¢cao do meio foi um fator
essencial para a germinacdo de embrides imaturos (Tabelas 5 e 6). Para os
embrides globulares, em C. baccatum e C. frutescens, o meio M2 apresentou as
maiores taxas germinativas, 12,5% e 18,75%, respectivamente (Figuras 2.A e
2.B) e foi o unico que diferiu dos tratamentos que atingiram as menores
porcentagens de germinacdo. No estadio cordiforme em C. baccatum, os meios
M1 e M2 proporcionaram 31,25% de germinacao, diferindo dos meios M3 e M6,
com menor taxa (Figura 2.A). Em C. frutescens, destaca-se 0 meio M2, com
germinacao de 37,5% (Figura 2.B). De forma geral, para os embrides globular e
cordiforme, M1 e M2 apresentaram as maiores taxas de germinacao (Figuras 2.A
e 2.B). Manzur et al. (2013), trabalhando com embrides imaturos de Capsicum,
verificaram que as concentracées de 0,01 mg L™ de GA; e de AIA proporcionaram
as maiores taxas germinativas. Embora as taxas de germinagdo nao sejam altas,
os resultados de germinacdo sdo muito satisfatérios quando comparados a outros
trabalhos (Yoon et al., 2006; Manzur et al., 2013). O uso do meio MS com metade
da composicdo de sais foi mais eficiente para a germinacdo dos embribes nos
estadios globular e cordiforme assim como no trabalho de Manzur et al. (2013)
(Figura 2.A e 2.B).

Nos embrides no estadio torpedo, os meios M2, M4 e M5 propiciaram as
maiores taxas germinativas para as duas espécies, com valores variando entre
37,5 e 43,75% para C. baccatum e entre 87,5 e 93,75% para C. frutescens. O
meio com 40 g L™ de sacarose (M3) causou baixa taxa germinativa, porém
guando acompanhado dos fitorreguladores (M5), houve aumento na germinacgéo

dos embrides torpedo para as duas espécies (Figuras 2.C. e 2.D).



27

Nos embrides cotiledonares, para C. baccatum, nos meios M2 e M5,
foram obtidos resultados de 93,75 e 87,5% de germinacgao, respectivamente. O
uso de 20 g L™ de sacarose sem fitorregulares (M2) e 40 g L™ com fitorregulares
(M5) proporcionou as maiores taxas (Figura 2.C). Para C. frutescens, a taxa de
germinacao dos embrides coliedonares variou de 50 a 93,75%. Assim sendo, a
sacarose, com ou sem os fitorreguladores, proporcionou boas taxas germinativas
nos embrides cotiledonares desta espécie (Figura 2.D).

Estes resultados foram superiores aos descritos na literatura para todos
os estadios de desenvolvimento das duas espécies (Yoon et al., 2006; Manzur et
al., 2013).

Pode-se evidenciar que, diferentemente dos embrides maduros, para a
germinacao, os embrides imaturos necessitam de sacarose como fonte exdégena
de carboidrato, uma vez que na auséncia de sacarose nao houve germinagao
destes embrides (Figura 2.C e 2.D). O uso de GA3; e AlA para a germinacao de
embrides torpedo e cotiledonar proporcionou taxas germinativas semelhantes aos
tratamentos com auséncia destes fitorreguladores, assim, se verifica que pode
ser alcancada  boa eficiéncia no resgate destes embrides sem a utilizacdo de
GAz e AlA.

De modo geral, muitos autores relatam para varias espécies que
embribes maduros e imaturos do tipo torpedo e cotiledonar crescem bem com
contetdo baixos de actcar (20 a 30 g L™), enquanto embrides mais jovens
normalmente requerem elevados niveis de sacarose (80 a 120 g L™) como fonte
de energia, pela sua condicdo heterotréfica e/ou para manter um equilibrio
osmoético adequado (Fischer e Neuhaus, 1995; Monnier, 1995; Bhojwani e
Razdan, 1996). Manzur et al. (2013) provaram que o uso de 40 g L™ de sacarose
foi mais eficiente para a germinacdo de embriGes globulares e cordiformes de
Capsicum do que 80 g L™,

Além disso, a comparacdo entre os meios de cultura com a mesma
concentracdo de reguladores revelou que ¥2MS pode aumentar a eficiéncia da
cultura de embrides globulares e cordiformes em Capsicum, embora seu efeito
tenha sido menor do que os fitorreguladores (Figura 2.A e 2.B). Este aspecto é
mais perceptivel comparando os meios para embrides globulares e cordiformes
M1 e M2 com M4 e M5, jA que o0s primeiros obtiveram maiores taxas

germinativas, em qualquer fase embrionaria com metade dos sais do meio MS
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(Figuras 2.A e 2.B). Monnier (1995) relatou que 0s sais minerais que promovem o
crescimento em embrides podem ser toxicos e, consequentemente, diminuir a
taxa de sobrevivéncia. Esse autor aumentou a frequéncia de sobrevivéncia de
embribes de Capsella bursapastoris diminuindo alguns componentes da
formulagdo MS original, reportando um efeito notavel com a reducdo de ferro
(adicionado como Fe-EDTA) e de nitrato. Portanto, parece que 0s niveis em que
Fe-EDTA e/ou outros sais minerais incluidos na formulacdo do MS podem ser
ligeiramente toxicos para os embriées imaturos de Capsicum, diminuindo sua taxa

de sobrevivéncia.
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Figura 2. Porcentagem da germinacao in vitro de (A) e (B) Embrido globular e
cordiforme, (C) e (D) Embrido torpedo e cotiledonar. Meios para globular e
cordiforme: M1-%2 MS + 0,01 mg L™ de AIA e GAs; M2-%2 MS + 0,05 mg L™ de AIA
e GA3; M3-%2 MS + 0,1 mg L™ de AIA e GAs; M4-MS + 0,01 mg L™ de AIA e GAg;
M5-meio MS com 0,05 mg L™ de AIA e 0,05 mg L™ de GAs; M6-MS + 0,1 mg L™
de AIA e GAgz, meios para torpedo e cotiledonar: M1-sem sacarose e sem
reguladores; M2- 20 g L™ de sacarose; M3-40 g L™ de sacarose; M4-20 g L™ de
sacarose com 0,01 mg L™ de AIA e GA3; M5-40 g L™ de sacarose com 0,01 mg L™
de AIA e GA;. Linhas sobre as barras indicam erro padrdo da média. Letras
minUsculas comparam todos os tratamentos dentro de cada espécie e diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey, (p<0,01).

5.3. Culturade embrides maduros

Em C. baccatum, houve 100% de germinacdo em todos os tratamentos, ja
nas demais espécies, auséncia e baixas concentracbes de sacarose

apresentaram os melhores resultados de germinacdo. Em C. annuum, em meios
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com sacarose abaixo de 20 g L™, obteve-se alta taxa de germinacéo, acima de
97%. Para C. chinense e C. frutescens, as concentracbes de 0 e 10 g L™ de
sacarose proporcionaram germinacao acima de 95% e foram as Unicas que
diferiram do tratamento com 40 g L™ com a menor taxa germinativa. Ainda na
germinacao de embrides maduros, destaca-se o meio de cultura com auséncia de
sacarose, sendo este o melhor meio para a germinagédo de embrides maduros,
alcancando 100% em todas as espécies (Tabela 7). Manzur et al. (2013),
trabalhando com embrides cotiledonares de Capsicum, estabeleceram que o meio
suplementado com 0,01 mg L™ de &cido giberélico (GAs) e 0,01 mg L™ de Acido 3-
indolacético (AIA) juntamente com 40 g L™ de sacarose foi 0 mais efetivo para a
germinacdo. Para os embribes maduros testados, ndo houve necessidade de
suplementacao do meio de cultura com fitorreguladores e nem com sacarose.

A diminuicdo da percentagem de germinacao de embrides com o aumento
da concentracédo de sacarose foi relatada por outros pesquisadores em razéo da
alteracdo no potencial osmético do meio de cultura causada pela sacarose.
Concentracdes elevadas de sacarose fazem com que o meio de cultura ndo tenha
agua disponivel para a embebicdo, dificultando o processo de germinacao
(George, 1993; Reis et al., 2008). Pinheiro et al. (2001), em Hancornia speciosa,
verificaram que, na auséncia e na presenca de 10 g L™ de sacarose, houve maior
percentagem de germinacdo, e concentragcbes mais elevadas promoveram

reducado na taxa germinativa.

Tabela 7. Efeito de diferentes concentracdes de sacarose sobre a germinacao in
vitro de embrides maduros de quatro espécies de Capsicum. Campos dos
Goytacazes, RJ, 2013.

Sacarose Germinagao (%)
(9 L'l) C. annuum C. baccatum C. chinense C. frutescens
0 100 a 100 a 100 a 100 a
10 100 a 100 a 95 a 97 a
20 97 a 100 a 69 ab 84 ab
30 59b 100 a 69 ab 91 ab
40 63 b 100 a 59Db 66 b
C.V. (%) 16,12 - 18,36 16,08

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, (p<0,05).
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5.4. Crescimento in vitro e aclimatizacao

As plantulas dos quatro genoétipos germinadas na auséncia de sacarose,
derivadas de embrides isolados, foram levadas para o crescimento in vitro com
concentragbes distintas de sacarose e cresceram independentemente do
tratamento (Figura 3). Houve diferenca significativa para massa seca da parte
aérea (MSPA) em todos os gendétipos testados. O C. annuum obteve maior
acumulo de MSPA de 20 a 40 g L™ de sacarose, com valores de 0,0230 g a
0,0372 g (Figura 4.A). As plantas de C. baccatum e C. chinense produziram maior
MSPA nos tratamentos que tinham sacarose no meio de cultura (10 a 40 g L™)
(Figuras 4.B e 4.C). Em C. frutescens, o tratamento com 10 g L™ de sacarose
produziu maior MSPA, com 0,0221 g (Figura 4.D).

Para matéria seca da raiz (MSR), o maior acumulo em C. annuum foi
obtido em 30 g L™ de sacarose, com 0,1016g. Em C. baccatum e C. chinense, os
tratamentos com 20, 30 e 40 g L™ proporcionaram as maiores MSR, enquanto
para C. frutescens o maior incremento de raiz foi obtido com 20 g L™ de sacarose,
com 0,0235 g (Figura 4.D). Os valores mais elevados de massa da matéria seca
total (MST) foram obtidos nos meios com sacarose, com destaque para C.
annuum, 30 e 40 g L™ de sacarose, para C. baccatum e C. chinense, 20a 40 g L™

e para C. frutescens, 10 a 40 g L™ (Figura 4).
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Capsicum annuum

Sacarose (g L™)

Figura 3. Parte aérea e raizes apos 45 dias de cultivo in vitro de plantas de C.
annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens em diferentes concentracdes
de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g L™).
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mhSPA
MSR
mMST

mMSPA
MSR
uMST

Figura 4. Massa da Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA), da Raiz (MSR) e Total
(MST) de quatro espécies de Capsicum: (A) C. annuum, (B) C. baccatum, (C) C.
chinense e (D) C. frutescens, apos 45 dias de cultivo in vitro em funcdo da
concentracdo de sacarose no meio de cultura. Letras minUsculas comparam 0s
tratamentos dentro de cada espécie e diferem significativamente pelo teste de
Tukey, (p<0,05).

Ja na aclimatizacao, houve diferenca significativa para MSPA, MSR e MST

apenas para C. frutescens, destacando-se os tratamentos com 10 e 40 g L™ de
sacarose, com resultados para MSPA de 1,1190 e 0,9482 g, MSR de 0,9010 e
0,7941 g e MST com 2,0200 e 1,7423 g, respectivamente (Figura 5). As plantas

cultivadas in vitro em meio sem sacarose nao sobreviveram a aclimatizacao,

exceto as de C. chinense, porém, com uma taxa de apenas 16,67%.
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Figura 5. Massa da Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA), da Raiz (MSR) e Total
(MST) de plantas de quatro espécies de Capsicum: (A) C. annuum, (B) C.
baccatum, (C) C. chinense e (D) C. frutescens, ap0s 45 dias de aclimatizacdo em
funcdo da concentracdo de sacarose no meio de cultura durante a etapa in vitro.
Letras minusculas comparam os tratamentos dentro de cada espécie e diferem
significativamente pelo teste de Tukey, (p<0,05).

Estudos mostraram que 75 a 85% da biomassa nos cultivos in vitro €
devida a incorporacédo de carbono na forma de sacarose ao meio de cultura (De
Riek et al., 1997; Stancato e Tucci, 2010). Neste trabalho, o uso de concentracées
elevadas de sacarose no meio de cultura promoveu aumento na matéria seca de
plantas de Capsicum. Crespo (2007) e Schmildt, (2010) constataram, em seus
trabalhos com cana-de-agucar e mamoeiro ‘Golden’, respectivamente, que com o
aumento das concentracbes de sacarose no meio de cultura, houve
concomitantemente aumento na massa da matéria seca.

Houve diferencas significativas na é&rea foliar das plantas cultivadas in

vitro para os genotipos estudados, exceto para C. baccatum, com uma area entre
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6,98 a 9,10 cm? (Figura 6.C). Em C. annuum, as maiores areas foliares foram
obtidas com 10, 20 e 40 g L™ de sacarose, com 6,44, 9,10 e 8,57 cm?
respectivamente (Figura 6.A). Para C. chinense, nas concentragbes de 10, 20 e
30 g L, as éareas foram de 4,38, 5,03 e 4,74 cm? respectivamente, sendo
maiores que na auséncia e na maior concentracdo de sacarose (40 g L™ (Figura
6.E). Os maiores resultados em C. frutescens foram obtidos nos meios sem
sacarose e com 10 g L™, com resultados de 9,84 e 13,25 cm?, assim, para esta
espécie, altas concentracdes de sacarose prejudicaram o aumento de area foliar
(Figura 6.G).

Em relacdo ao numero de folhas das plantas in vitro, houve diferenca
significativa apenas para C. frutescens, cujas plantas dos tratamentos com
auséncia e 10 g L™ de sacarose tinham 6,5 e 8 folhas por planta, respectivamente
(Figuras 6.B, D, F e H). Verifica-se que a reducédo da sacarose assim como sua
auséncia proporcionaram, em C. frutescens, as maiores areas foliares e maior
namero de folhas. A reducéo de carboidrato no meio de cultura pode estimular a
fotossintese. Assim sendo, as plantas de C. frutescens provavelmente formaram
maior quantidade de folhas e aumentaram a area foliar para aumentar as
atividades fotossintéticas (Kozai et al., 1991; Calvete et al., 2002; George, 2008).

De forma geral, observa-se que, para numero de folhas e area foliar em
Capsicum ao final do cultivo in vitro, o tratamento com auséncia de sacarose nao
diferiu dos demais, ndo causando alteracdes fisioldgicas. Esperava-se que 0
crescimento dos 6rgdos da plantula ficasse comprometido com a auséncia de
carboidratos, uma vez que, em condi¢cdes in vitro, a planta se apresenta
heterotréfica (McCown, 1998). Contudo, a medida que se aumentou a
concentracdo de sacarose no meio de cultivo, as plantulas atingiram um maior
crescimento, principalmente do sistema radicular, enquanto na auséncia de
sacarose, houve baixa formacéao de raizes (Figuras 3, 4 e 6).

Na aclimatizacdo, apenas a area foliar de C. baccatum ndo apresentou
diferenca entre os tratamentos (Figura 7.C). Para C. annuum, os melhores
resultados foram com 10 e 30 g L™ de sacarose (Figura 7.A). Para C. frutescens,
destacaram-se os tratamentos com 10 e 40 g L™ de sacarose (Figura 7.G). Ja
para C. chinense, o tratamento com 30 g L™ teve o resultado com a menor area
foliar, os demais né&o diferiram entre si (Figura 7.E). Na aclimatizagdo, o numero

de folhas néo apresentou diferenca estatistica para C. annuum, C. baccatum e C.
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chinense. J& para C. frutescens, o maior nimero de folhas foi obtido com 10 g L™
de sacarose, 38,2 folhas (Figuras 7.B, D, F e H).

O aumento da concentracdo da sacarose causou perda de vigor,
principalmente em C. frutescens durante o cultivo in vitro. Muitos autores tém
demonstrado que o cultivo de plantas sob altas concentragcbes de sacarose, em
torno de 20 a 30 g L™, geram actimulo de aclcares soliveis na folha, que
ocasiona inibicdo da sintese de Rubisco e clorofila, impedindo também a
regeneracdo do substrato ribulose bifosfatoRuBP pela deficiéncia em fosfato
inorganico no estroma do cloroplastideo, reduzindo, consequentemente, as taxas
fotossintéticas (Capellades et al., 1991; Chenevard et al., 1997; Kanechi et al.,
1998; Adelberg et al., 1999; Jackson, 1999).
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Figura 6. Area foliar e Nimero de folhas de Capsicum ao final do cultivo in vitro
de: (A-B) C. annuum, (C-D) C. baccatum, (E-F) C. chinense e (G-H) C. frutescens.
Letras minusculas comparam todos os tratamentos dentro de cada espécie e
diferem significativamente pelo teste de Tukey, (p<0,05).
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Figura 7. Area foliar e Nimero de folhas de Capsicum ao final da aclimatizag&o
de: (A-B) C. annuum, (C-D) C. baccatum, (E-F) C. chinense e (G-H) C. frutescens.
Letras minusculas comparam todos os tratamentos dentro de cada espécie e
diferem significativamente pelo teste de Tukey, (p<0,05).
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Na presente pesquisa, para C. baccatum, os tratamentos com auséncia,
20, 30 e 40 g L™ de sacarose proporcionaram as maiores intensidades de verde
no cultivo in vitro. Segundo Torres Netto et al. (2002), valores elevados indicam
uma 6tima disponibilidade de N no tecido foliar assim como excelente quantidade
de pigmentos fotossintéticos (Figura 8.A). Ja para C. frutescens, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos para a avaliagdo de cor verde das
folhas, isto pode indicar ndo ter ocorrido ganho no contetdo de clorofila total com
0 uso de concentragbes distintas de sacarose mostrada pelo indice de SPAD
(Figura 8.B).

Com base nos dados de fluorescéncia da clorofila a, o rendimento
guéantico maximo do FSII (F./F,) nas duas espécies no cultivo in vitro apresentou
medias entre 0,75 e 0,85, indicando que o fotossistema Il estava em adequado
funcionamento, independentemente da concentracdo de sacarose, uma vez que
nao houve diferenca estatistica entre as espécies (Figuras 8.C e 8.D). Segundo
Ferreira (2014), a fluorescéncia é usada como indicador de estresse, quando
fatores bidticos ou abidticos alteram a funcionalidade do fotossistema Il (FSII).

O indice fotossintético (PI) para as duas espécies obteve resultados
distintos da relacdo F./Fn. As plantas de C. frutescens cultivadas com 20 g L™ de
sacarose in vitro apresentaram o maior indice fotossintético na aclimatizacao;
para C. baccatum, isto ocorreu nos tratamentos de 20 a 40 g L™ de sacarose
(Figuras 8.E e 8.F). O indice fotossintético (PI) foi proposto por Strasser et al.
(2000) e, na maioria dos estresses abidticos e em diferentes culturas, tem sido
considerado uma variavel mais sensivel que o F\/Fn (Jiang et al., 2006; Christen
et al., 2007). Enquanto a relacéo F./Fn, reflete a maxima capacidade fotoquimica e
se relaciona com o namero de complexos PSII ativos (Schreiber et al., 1986), a
variavel Pl mostra a atividade do fotossistema | e I, tendo sido util, na presente
pesquisa, para detectar, de forma mais refinada, alteracdes no desempenho das
plantas de Capsicum sob condi¢cdes de estresse, que ndo causaram modificacbes
na relacéo F./Fn, (Strasser et al., 2004; Stirbet e Govindjee, 2011).
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Figura 8. indice SPAD (A) Capsicum baccatum e (B) C. frutescens. Relacdo
Fv/IFm (C) C. baccatum e (D) C. frutescens. indice fotossintético (Pl) (E) C.
baccatum e (F) C. frutescens ao final do cultivo in vitro. Letras minuUsculas
comparam todos os tratamentos dentro de cada espécie e diferem
significativamente pelo teste de Tukey, (p<0,05).

Em relacdo ao volume radicular das plantas aclimatizadas, apenas para
C. frutescens observou-se diferenca significativa, sendo que os tratamentos de 10
e 40 g L™ de sacarose com os maiores volumes n&o diferiram entre si, com 4,4 e
4,19 cm?®, respectivamente, destacando-se a concentracdo de 10 g L™ por ser a
mais baixa e assim diminuir os gastos (Figura 9).
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O meio de cultura sem sacarose proporcionou crescimento de plantas de
Capsicum in vitro ndo causando alteragdes fisiologicas nem morfolégicas. O
crescimento fotoautotréfico (sem acgucar) pode apresentar varias vantagens para
a planta in vitro, como aumento do crescimento, redugdo do risco de
contaminacdo microbiana, melhoria das caracteristicas fisiol6gicas, reducao do
estresse durante a aclimatizagéo, reducédo dos custos com reparos e manutencao
(Erig e Schuch, 2005).

De forma geral, as diferentes concentragdes de sacarose durante o cultivo
in vitro de embrides maduros néo interferiram na aclimatizacdo de plantas do
género Capsicum, verificando-se que as plantas tinham caracteristicas muito
semelhantes em todos os tratamentos. Embora tenha ocorrido crescimento de
plantulas in vitro na auséncia de sacarose, durante a aclimatizacao, estas plantas
nao sobreviveram. O baixo acumulo de carboidratos na fase in vitro pode ser um

dos fatores responsaveis por esta alta mortalidade.
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Figura 9. Volume radicular de plantas de (A) C. annuum, (B) C. baccatum, (C) C.
chinense e (D) C. frutescens ao final da aclimatizacdo. Letras minusculas
comparam todos os tratamentos dentro de cada espécie e diferem
significativamente pelo teste de Tukey, (p<0,05).
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5.5. Eficiéncia do cultivo de embrides maduros

Quando comparada a taxa germinativa de embrides maduros isolados e de
sementes intactas, verifica-se que a técnica de resgate de embrides em Capsicum
€ uma ferramenta vidvel. Os embribes isolados apresentaram uma taxa
germinativa para C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens de 89, 98,
89 e 99%, respectivamente, enquanto nas sementes intactas, houve germinacéo
de apenas 61, 68, 11 e 22%, respetivamente, para as quatro espécies acima
(Tabela 8).

A comparagdo da germinagdo de embrides isolados maduros e de
sementes intactas no género Capsicum ainda nao foi registrada na literatura,
sendo reportada pela primeira vez na presente pesquisa, sendo indicado o cultivo
de embribes maduros, pois se mostraram eficientes e mais viaveis para a

germinacao in vitro do que sementes intactas.

Tabela 8. Comparacao da eficiéncia na germinacdo de embrides isolados e
sementes intactas de quatro espécies de Capsicum cultivadas em meio de cultura
com auséncia de sacarose. Campos dos Goytacazes, RJ, 2014.

Explantes Germinacéao (%)
C.annuum C. baccatum C. chinense C. frutescens
Embrido isolado 89 a 98 a 89 a 99 a
Semente intacta 61b 68 b 11b 22 b
C.V. (%) 21,90 12,44 21,77 20,80

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey, (p<0,05).
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6. CONCLUSOES

O meio de cultura %> MS com 0,05 mg L™ de GAs e 0,05 mg L™ de AlA e
40 g L™ de sacarose para os gendtipos estudados proporcionou maior taxa de
germinacdo dos embrides globulares e cordiformes. Para embrides torpedo e
cotiledonares, os meios de cultura mais indicados para a germinacao foram ¥2MS
com 0,01 mg L™ de GA; e 0,01 mg L™ de AIA e20 g L™ de sacarose, ou sem
fitorreguladores.

A sacarose ndo € necessaria para a germinacdo de embrides maduros
das quatro espécies de Capsicum estudadas, porém € indispensavel para o
crescimento in vitro das plantulas.

As concentracfes de sacarose que proporcionaram maior crescimento in
vitro e durante a aclimatizacdo para C. annuum foram de 30 g L; para C.
baccatum, de 20 g L™; e para C. frutescens, de 10 g L™*. Para C. chinense,
durante a aclimatizacdo, o maior crescimento ocorreu nas plantas oriundas do
meio sem sacarose, porém a taxa de sobrevivéncia foi de 16,67%. Assim sendo,
para esta espécie, o uso de 20 g L™'de sacarose é o mais recomendado.

A germinacao in vitro de embriées maduros isolados € mais eficiente que
a germinacao de sementes intactas de Capsicum.

Os resultados deste trabalho sdo Uteis para geneticistas e melhoristas
interessados em aplicar a técnica de germinacdo de embribes isolados em

Capsicum.
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