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RESUMO GERAL

ZAVALA, Manuel Jestis Ledn, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Caracterizacido morfo-fisiologica de sementes de Capsicum chinense jacq. e estratégias
para aumento da qualidade e superaciao da dorméncia. Orientador: Laércio Junio da Silva.

O cultivo de piment&apsicunchinenselacquin tem importancia econdmica e potencial para

0 agronegdcio brasileiro. Porém, o atraso na germinagao das sementes € um problema que pode
ter impacto na produtividade em campo. De maneira que diferentes estratégias sdo adotadas
para obtencdo de sementes de alta qualidade e para uniformizar a germinacao, contteselecao
gendtipos mais adequados, determinacao do estadio de maturacdo mais apropriado para colheite
dos frutos, determinacdo do periodo ideal de armazenamento pds-colheita dos frutos para
uniformizar a maturacéo, tempo de armazenamerfter{ipening das sementes, assim como

a combinacédo de algumas destas estratégias com o osmocondicionamento das sementes. Diant
do exposto, 0s objetivos desta pesquisa foram: (i) caracterizar uma colecdo de germoplasma de
Capsicum chinensecom base nas caracteristicas morfo-fisiologicas das sementes; ii)
Determinar a presenca de dorméncia em sementes de pi@eapsicum chinenseii)
Relacionar os atributos fisicos e fisiolégicos ligados a qualidade das sementes de pimenta
Capsicum chinensé) Avaliar o efeito combinado do estadio de maturacao dos frutos, periodo

de armazenamento e condicionamento osmotico das sementes na sua qualidade fisica e
fisiologica. Na primeira fase, foi explorada a diversidade genética de 57 gendtibs de
chinensepor meio da avaliacdo de caracteristicas fisicas (circularidade, perimetro, area,
densidade relativa e integrada) e fisiologicas (velocidade de germinacéo, germinacdo méaxima
e o) de sementes extraidas de frutos maduros. Foram obtidos seis grupos hierarquicos, dentre
0S guais, o grupo V, com 15 acessos, destacou por apresentar sementes com maior qualidade
fisica e fisiolégica, enquanto o grupo Il, formado pelos acessos G3188 (Brasil-1) e G4507
(Estados Unidos), apresentou os genaotipos com maior lentidéo e irregularidade na germinacao
das sementes. Na segunda fase, foram utilizados os genétipos G3233 (Brasil-2), G3138 (Brasil),
G4507 (Estados Unidos) e Mayapan (México). Para determinar a presenca de dorméncia nas
sementes foram avaliadas a germinacédo e a viabilidade das sementes por meio do teste de
tetrazdlio. Para isso, os frutos foram colhidos em trés estadios de maturacdo (verde, verde-
laranja e laranja), submetidos a trés periodos de armazenamento antes da extracao das semente
(1, 7 e 14 dias) e as sementes foram armazenadas a 10 °C durante um ano com avaliagfes
trimestrais. Os resultados confirmaram que as sementes dos acessos G3188, G4507, Mayapar

possuem maior nivel de dorméncia em relacdo ao acesso G3233 (Brasil-2). A maior propor¢ao



de sementes dormentes foi observada inicialmente e apds trés meses de armazenamento, porer
aos seis e nove meses foi observado aumento no potencial de germinagéo, ou seja, a dorménciz
foi superada durante o armazenamento das sementes. Aos 12 meses foi observado o inicio do
processo de deterioracdo das sementes, com reducdo da qualidade fisiologica. Ainda, as
sementes extraidas de frutos verde-laranja ou laranja armazenados por 7 e 14 dias e semente:
armazenadas por seis e nove meses reduziram sua dorméncia. Na quarta fase, foi avaliada &
relacdo entre a qualidade fisica e fisiologica das sementes dos genotipos G3188, G4507,
Mayapan e G3233, cujos frutos foram colhidos em trés estadios de maturacéo (verde, verde-
laranja, laranja ou vermelho) e trés periodos de armazenamento antes da extragdo das semente
(1, 7 e 14 dias). As caracteristicas fisicas e a qualidade fisiologica das sementes foram avaliadas
por meio de andlise de imagens radiogréficas (densidade relativa, densidade integrada e
perimetro) e posteriormente pelo teste de germinacao (velocidade de germinacéo, coeficiente
de germinacéo, tempo médio e sincronia de germinacgéo e condutividade elétrica). Os resultados
indicaram que as sementes extraidas de frutos laranjas armazenados por 14 dias apresentarar
maior qualidade fisica e fisioloégica. Ja as sementes do gendtipo Brasil, que ndo possuem
dorméncia, apresentaram maior integridade tecidual, velocidade e sincronia na germinacao. Na
terceira fase foram utilizadas sementes do gendtipo México (Mayapan), com maior nivel de
dorméncia. Os frutos foram colhidos em dois estadios de maturacéo (verde-laranja e laranja) e
foram submetidos a trés tempos de armazenamento do fruto antes da extracao das sementes (1
7 e 14 dias). Uma parte das sementes foram condicionadas cogaKIN®MPa por trés dias,

e outra parte ndo recebeu condicionamento. Com o condicionamento, houve aumento das
porcentagens de germinacdo e emergéncia, sendo que as sementes extraidas de frutos verde
laranja e laranja armazenados por 14 dias e condicionadas comasN@e proporcionaram
germinacdo e emergéncia superiores a 90%. Finalmente, conclui-se que existe variabilidade
genética entre os gendtipos@apsicum chinengeara caracteristicas fisicas e fisioldgicas das
sementes, bem como que as sementes apresentam dorméncia. Para a obtencdo de sementes
alta qualidade fisica e fisioldgica, recomenda-se a extracdo de sementes de frutos laranjas, o
armazenamento dos frutos antes da extragao das sementes por 14 dias, e o condicionamentc

osmotico das sementes com KNt concentragéo de -1,2 MPa

Palavras-chave:Habanero. Gendtipos. Dorméncia de sementes. Condicionamento osmético.

Vigor de sementes



GENERAL ABSTRACT

ZAVALA, Manuel Jesus Leon, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021. Morpho-
physiological characterization of seeds of Capsicum chinense jacq. and strategies to
increase quality and overcome dormancy. Adviser: Laércio Junio da Silva.

Habanero pepper is an economically important crop with high potential for Brazilian
agribusiness. Various aspects of crop production limit the crop productivity in the field. For
example, the delay in seed germination negatively affects the production of seedlings and in
consequence the fruit yield in the field. The objective of this research was to evaluate the
duration of the period of dormancy in Habanero pepper seeds and to evaluate strategies for
breaking the seed dormancy. In the first phase of this study, the genetic variability of 57
genotypes ofC. chinensavas explored by means of the physical (circularity, perimeter, area,
relative and integrated density) and physiological (germination speed, maximum germination
and ko) characteristics of mature seeds. The results were the formation of six hierarchical
groups. Among them, group V with 15 accessions showed better physical and physiological
characteristics. Particularly, the accession G3233 (Brazil-2) showed the highest germination
speed and maximum germination. In contrast, group Il, formed by two Habanero accessions,
G3188 (Brazil-1) and G4507 (United States), showed lowest germination speed and irregular
germination. In the second phase, the genotypes G3188, GBRI¥-2, and Mayapan
(Mexico) were used for assessment of seed dormancy and viability. For this study, the fruits
were harvested at three stages of maturation (green, green-orange and orange), and submitted
to three periods of storage (1, 7 and 14 days) before the seed extraction. The seeds were storec
at 10 °C for one year and the evaluation of viability was carried out every three months. The
results confirmed the three accessions of Habanero (G3188, G4507, Mayapan) with greater
dormancy in relation to the BRA-2. The highest proportion of dormant seeds was observed
initially and after three months of seed storage, but at six and nine months was observed increase
in the chances of germination of the seeds, suggesting that dormancy was broken by seed
storage. A12 months of seed storage, the seed deterioration process started, with decrease in
seed physiological quality. It is important to highlight that the seeds extracted from green-
orange or orange fruits stored for 7 and 14 days and seeds stored for six and nine months,
reduced their dormancy. Given this scenario, in a third phase of this study, the genotype with
the highest dormancy evaluated for a year (Mayapan) was used. The seeds were extracted in
three maturation stages (green, green-orange and oamigyee fruits storage periods (1, 7

and 14 days). These seeds were subject osmotic conditioning in KN@solution at -1, 2



MPa for three days. The results showed increase in the germination percentages and emergence,
using seeds extracted from green-orange and orange fruits, stored for 14 days and seed
conditioned with KNQ. In the fourth phase of this study, the relationship between the physical
and physiological quality of the seeds was evaluated. For this experiment, germination speed
coefficient, germination synchrony, electrical conductivity, average time for seed germination
and germination synchrony was evaluated, in addition to X-ray images of the seeds (relative
density, integrated density and perimetethe genotypes G3188, G4507, Mayapan and G3233
(control) at the three fruit maturation stages and three fruit storage periods as described before.
The results indicated that the seeds extracted from orange fruits stored for 14 days showed
higher quality, both physical and physiological, whereas the seeds of the control showed greater
tissue integrity, germination speed and germination synchibig/concluded that to obtain

seeds of high physical and physiological quality, it is recommended to extract seeds of orange
fruits stored for 14 days. The seeds should be submitted to osmotic conditioning witraKNO

a concentration of -1,2 MPa to enhance tissue integrity, germination speed, germination

synchrony and lower electrical conductivity.

Keywords: Habanero. Genotypese&ldormancy. Osmotic priming. Seed vigor
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INTRODUCAO GERAL

A pimenta € uma hortalica pertencente ao géapsicum o qual € formado por
aproximadamente 30 espeécies (Bosland and Votava, 2012; Pickersgill, 1997). Dentr@.elas, a
chinensee considerada originaria do Brasil, especificamente da Bacia Amazonica, regido onde
foi encontrada a maior diversidade genética (Moses et al. 2014). Entre os tipos mais cultivados
dessa espécie destacam®®e Cheiro’, ‘Bode’, ‘Cumari do Para’, ‘Biquinho’ e ‘Habanero’

(Bianchi et al., 2020).

A pimenta Habanero esta sobressaindo internacionalmente pelo crescente incremento
na demanda de consumo, tamaaturaquanto processado (Soares et al., 2020). Esse maior
destaque deve-se as caracteristicas do fruto como aroma, tamanho, cor, formato e grau de
pungéncia, além da possibilidade de diversos usos industriais dos compostos do fruto e da
capsaicina, como anti-obesidade, cardioprotetoras, farmacoldgicas e neuroldgicas (Mendes and
Goncalves, 2020). Destaca-se que, em 2010, a denominacao de origem da pimenta Habanero
foi obtida pela Peninsula de Yucatan, outorgada pelo Instituto Mexicano da Propriedade
Intelectual, pois essa regido do México possui as condi¢cdes edafoclimaticas para produzir
pimenta Habanero com as caracteristicas de qualidade requeridas pelo mercado internacional
(Fabela-Moron et al., 2020; Mufioz-Ramirez et al., 2020).

O método de propagacédo da pimenta é por semente, portanto, € preciso iniciar o processo
produtivo com este insumo na maior qualidade possivel, a fim de alcancar estabelecimento
uniforme das plantulas no viveiro e alta produtividade no campo. No entanto, as sementes de
alguns tipos de pimentaapsicum chinensgpresentam germinacéo irregular e lenta (Caixeta

et al., 2014), a qual interfere na produtividade final.

O teste de germinacdo é utilizado pela industria sementeira como base para
comercializar sementes. Esse teste é usado como referéncia da qualidade fisiolégica do lote de
sementes, embora o seu resultado ndo represente o potencial do lote no campo. Assim, cada
pais adota seus préprios padrdes internos de germinacdo. No Brasil, se requer um padrdo
minimo de germinacdo de 70% para qualquer categoria de sementes de pimenta (BRASIL,
2009). Ja no México, o padrao de germinacado minimo € de 85% em qualquer categoria (SNICS,
2014).

Alguns acessos d€. chinenseapresentam porcentagens de germinacao abaixo do

padrdo minimo reportado no México e no Brasil. Portanto, € indispensavel explorar a
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variabilidade genética desses acessos por meio do estudo das caracteristicas morfologicas (area
perimetro, preenchimento, densidade tecidual) e fisiologicas (velocidade e uniformidade de
germinacdao) ligadas a qualidade de sementes, com a finalidade de identificar os gendtipos com

baixos niveis de dorméncia e iniciar um programa de melhoramento da espécie.

Dentre as espécigs. chinenselacq, a Habanero representa uma das pimentas com
germinacao mais lenta e irregular, a qual parece ser devida a dorméncia (Medeiros et al., 2020).
Ha poucos estudos relacionados a esse tema. Os estudos com sementes de pimenta concluer
que as sementes recém-colhidas apresentam maior dorméncia, e que esta comeca a reduzi
durante o armazenamento das sementes, podendo levar de 3 a 4 meses para atingir valores
superiores ao minimo requerido no padrao da norma brasileira. Esses estudos também apontam
gue as sementes dos frutos maduros armazenados por 10 e 14 dias mostram maior uniformidade
na germinagdo e maior qualidade tecidual. Alias, os frutos colhidos demasiado verdes ou
maduros e submetidos a armazenamento pos-colheita resultam em sementes com sua qualidadt
fisiol6gica comprometida, os frutos em estadio verde por ndo terem atingido a tolerancia a
dessecacdo e os demasiados maduros por apresentarem sementes deterioradas devido 3
espécies reativas de oxigénio (Caixeta et al., 2014; Goncalves et al., 2018; Santos et al., 2016;
Pinheiro et al., 2020).

Entre as estratégias adotadas para enfrentar a irregularidade na germinacéo das semente:
de pimentaC. chinensee outras espécies de pimenta destacam-se: a colheita de frutos em
diferentes estadios de maturacéo, o armazenamento dos frutos antes da extracdo das semente:
e o condicionamento das sementes com solu¢cdes osmoéticas. Com a primeira estratégia, Caixeta
et al. (2014) reportaram porcentagens de germinacdo de 1% a 7% em frutos no inicio da
maturacédo e de 25 a 58% em frutos maduros. Com a segunda estratégia, Medeiros et al. (2020)
obtiveram as maiores porcentagens de germinacao para as sementes armazenadas dentro dc
frutos por 7 e 14 dias (68% e 76%, respectivamente). Ja com a terceira estratégia, Garrufia-
Hernandez et al. (2014) reportaram que sementes comerciais de Habanero condicionadas com
KNO3 a 3% mostraram elevadas porcentagens de germinacao e emergéncia (> 90%). Portanto,
cada uma das estratégias aplicadas individualmente contribui para aumentar a qualidade das

sementes, porém o efeito combinado ndo tem sido avaliado.

Por outro lado, a qualidade da semente € a soma das caracteristicas fisicas, genéticas,
sanitarias e fisioldgicas. A utilizacdo de sementes de alta qualidade fisica e fisiologica melhora
o desempenho em campo, assim a avaliagcdo desses atributos é de extrama importancia. A

qualidade fisica da sementes esta ligada ao seu aspecto externo (presenca de trincas, fungos
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etc.) e interno (densidade relativa, preenchimento, etc.), que pode ser avaliada mediante o uso
de técnicas como raios X e imagem multiespectral (Bianchini et al., 2021). J& a qualidade
fisiologica esta ligada ao potencial de germinacao da semente, sua emergéncia no campo e Sue
capacidade de armazenamento (Leprince et al., 2017; Rajjou et al., 2012; Ventura et al., 2012)
Os atributos fisicos estimados a partir das imagens radiogréficas das sementes e os atributos
fisiologicos estimados a partir dos testes laboratoriais tém sido importantes para identificar
sementes com maior integridade tecidual e maior qualidade fisiolégica, como tem sido
confirmado em sementes de pimenta habanero (Medeiros et al., 2020) e de outras espécies,

como pinh&o manso (Pinheiro et al., 2020) e brocoli (Aradjo et al., 2018).

Portanto, sementes de pimen@apsicum chinenseapresentam problemas de
germinacdao lenta e irregular, o que pode afetar a produtividade da cultura no campo. Assim, na
presente pesquisa foram conduzidos quatro experimentos. O primeiro teve como objetivo
caracterizar uma colegédo de germoplasm@alesicum chinenseom base em caracteristicas
morfo-fisiologicas das sementes. O segundo consistiu em determinar a presenca de dorméncia
em sementes de pimen@apsicum chinenseO terceiro experimento visou relacionar os
atributos de qualidade fisica e fisiologica das sementes de pi@aptgcum chinensee
finalmente, o quarto experimento propbs avaliar o efeito combinado do estadio de raturaca
dos frutos, periodo de armazenamento e condicionamento osmotico das sementes na sua

gualidade fisica e fisiolégica.
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ZAVALA, Manuel Jestis Leon, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Caracterizacdo morfo-fisiologica de sementes de acessos de Capsicum chinense Jacq.
Orientador: Laércio Junio da Silva.

RESUMO

A germinacao heterogénea, desuniforme, irregular e lenta € uma carateristica peculiar do género
Capsicum que impede a obtencéo de estande uniforme de plantulas no viveiro e plantas no
campo. O objetivo desta pesquisa foi caracterizar acessoapdecumchinensemediante os
parametros estimados na curva de germinacdo com o modelo de regresséo log-logistico. As
sementes foram extraidas manualmente de frutos maduros recém colhidos de plantas de 57
acessos. Os resultados mostraram alta variabilidade entre os acessos de pimenta quanto ao:
parametros morfologicos e de germinacao das sementes. Os acessos G3188 e G4507, ambos d
tipo habanero, apresentaram menores velocidades de germinacdo e baixas propor¢cées de
sementes germinadas. Por fim, 15 acessos se destacaram com caracteristicas morfoldgicas €

fisiol6gicas desejaveis nas sementes.

Palavras-chave Pimenta habanero. Qualidade de sementes. Andlise de sobrevivéncia. Teste

de raios-X. Germinacao.
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CHAPTER |

ZAVALA, Manuel Jesus Leon, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021. Morpho-
physiological characterization of seeds in accessions of Capsicum chinense Jacq. Adviser:
Laércio Junio da Silva.

ABSTRACT

Heterogeneous, uneven, irregular, and slow germination is a peculiar characteristic of the genus
Capsicumwhich prevents the achievement of uniform seedling stands in the nursery and plants

in the field. The objective of thresearch was to characterize accessio@apicunthinense

using the parameters estimated in the germination curve with the log-logistic regression model.
The seeds were manually extracted from freshly ripe fruits from plants of 57 accessions. The
results showed high variability between the accessions of pepper on the seed morphological
parameters and seed germination. The accessions G3188 and G4507, both of the habanero type.
presented lower germination speeds and low proportions of germinated seeds. Finally, 15

accessions stood out with desirable seed morphological and physiological characteristics.

Keywords: Habanero pepper. Seed quality. Survival analysis. X-rays. Germination.
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INTRODUCAO

A pimenta € uma hortalica pertencente ao gén€apsicum composto por
aproximadamente 30 espécies (Bosland and Votava, 2012; Pickersgill, 1997). Dentre essas
espécies, aC. chinenseé considerada originaria do Brasil, especificamente da Bacia
Amazénicaregiao onde foi encontrada a maior diversidade genética (Moses et al. 2014), sendo
as mais conhecidaDe Cheirg, ‘Bode, ‘Cumari do Para ‘Biquinho’ e ‘Habanerd (Soares et
al. 2020).

A semente é um componente essencial para a agricultura, portanto, precisa ser de alta
qualidade para garantir estabelecimento homogéneo de plantulas. No entanto, as sementes de
pimenta de algumas espéci€schacoense, C. frutescens, C. annum, C. microca(Bamdle
e Honma (1981) e mais recentemefe chinense(Medeiros et al. 2020), manifestam
germingédo lenta, irregular e emergéncia desuniforme, caracteristicas indesejaveis para
agricultura intensiva que precisa de sementes com alta qualidade fisiolégica, fisica, genética e

sanitaria, a fim de garantir elevadas produtividades.

A avaliacdo de caracteristicas biométricas das sementes como area, perimetro,
espessura, peso, entre outras, auxiliam na deteccdo de variabilidade genética dentro de
populacbes da mesma espécie (Patricio e Trovdo, 2020). Essa vantagem da biometria
tradicional pode ser otimizada com a técnica de raios X, que utiliza imagens radiog&ficas
semente que permite a analise automatizada, por exemplo por meio do software®imageJ
para estimar as caracteristicas morfolégicas como as ja mencionadas e estimargambém
densidade relativa a densidade integrada, atributos fisicos que tém sido importantes para
identificar sementes com maior integridade tecidual e maior potencial de germinagdo como em
sementes de pimenta Habanero (Medeiros et al. 2020), sementes de brocoli (Abud et al., 2018)

e sementes de pinhdo manso (Pinheiro et al., 2020).

A associacgao das caracteristicas morfolégleasementes com a germinagao e o vigor
da plantula tem sido um assunto amplamente discutido, com resultados variaveis dependendo
da espécie (Ambika et al. 2014). Nesse sentido, trés hip6teses tém sido propostas para explicar
a relacao entre o tamanho da semente e o desempenho da plarf@udéei(d do tamanho da
plantulaindica que sementes maiores produzem plantulas maiores, mais vigorosas e com maior
probabilidade de sobreviver e de se estabelecef) gigito de reservaugere que sementes
maiores sdo mais bem-sucedidas porque contém mais reservas, que podem ser empregadas pat

0 crescimento, manutencdo e sobrevivéncia da plantula, particularmente em condi¢cbes de
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estresse; (iii) Por fim, efeito metabodlicaponta uma compensacéo entre o tamanho da semente

e as taxas de crescimento relativo durante o desenvolvimento inicial da plantula, ou seja,
sementes maiores produzem plantulas maiores, porém com taxa metabdlica mais baixa devido
ao relativamente mais lento consumo de nutrientes; em contraste, as plantulas de sementes
menores poderiam compensar suas reservas aumentando sua taxa de crescimento relativo
(Quero et al., 2007). Assim, o tamanho da semente tem impacto positivo sobre a germinacao e
sobrevivéncia da espécie sob condi¢cdes de estresse (Mao et alE20If#ral, sementes de

maior tamanho germinam mais rapido, pois contém maior quantidade de reserva quando
comparadas com sementes mengkendasamy et al. 2020). Porém, o contrario também é
possivel, ou seja, sementes de menor tamanho podem germinar mais rapido que sementes

maiores.

As sementes d€. chinens@ossuem tamanhos variaveis em decorréncia de sua ampla
diversidade genética (Soares et al. 2020), assim como diferentes tempos de germinacao e
uniformidade. Por exemplo, Cochram (1974) reportou que sementes de pimenta com diametro
e pesos maiores germinaram dois dias antes que as sementes com diametros e pesos menore
No entanto, em sementes de tomate ndo foi observada essa premissa, pois néo foi encontrade
associacdo entre as caracteristicas fisicas da semente e a qualidade da plantuta éPefialo
Duran, 2015).

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi caracterizar uma colecéo de germoplasma
de acessos d€. chinensecom base nas caracteristicas morfolégicas e fisioldégicas das

sementes, e identificar os acessos com maior qualidade de sementes.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O germoplasma utilizado neste estudo constou de 57 aces€ogllaenselacquin
pertencentes ao Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de Vigcosa
BGH-UFV (Tabela L

Frutos maduros dos acessos foram coletados de plantas cultivadas na Unidade de
Ensino, Pesquisa e ExtensddEPE - Horta Nova, da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
em 2017. De cada acesso foram selecionados aproximadamente 30 frutos maduros, cujas
sementes foram extraidas com auxilio de um estilete no dia seguinte a colheita. Em seguida, a

sementes foram desinfestadas em hipoclorito de sodio 3% v/v por trés minutos e depois foram
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lavadas com agua corrente. Posteriormente, as sementes foram secas dentro de sacolas feita
com tecido de organza a 25 + 3°C durante sete dias. Uma vez secas, as sementes foram
colocadas em embalagens plasticas herméticas e foram mantidas a 10 °C e 40% de umidade
relativa, até serem avaliadas quanto ao teor de agua, caracteristicas morfolégicas e qualidade
fisiologica.

Tabela 1.Codigo de origem dos acessosG#psicum chinensgo Banco de Germoplasma de
Hortalicas da UFV utilizados no estudo.

Acessos  Codigo Estado/Pais  Fonte Acessos Cédigo Estado/Pais Fonte Acessos Cédigo Estado/Pais Fonte
B Banco d B
BGH 4285 G40 MT ancode  pogarat Gs3 AM e e peH17T23 G621 PA kG d
semente semente semente
BGH1716  GIS MA %a"nffnic BGH4733  G56 AM Bancode o cheiro G3234 DF Coleta
e
BGH 6233  G84 pF  Damode pogi7e Gla MA  Bancode pogesT Gos AM P de
semente semente semente
Banco de Banco de Banco de
BGH 6378  G9%8 AM BGH 6387 G100 BA BGH 6371  G93 AM
semente semente semente
BGH 6610 G102 2 Bancode  poya750  Ge2 AM Bancode poyinia a3 MA i
semente semente semente
. . . . ) . . . Banco de
PI 152225 G2821 EU Colta BGH4201  G32 PA Coleta BGHG6515 G101 MG —
e < Banco de
Biquinho  G4549 BR Cokta  De Cheiro G280 CE Coleta  BGH 707 G4 MT :
sementc
BGH1716  GIS MA  Bameode p heiro G2825 DF Coleta BGH 6239  G86 DF Banco de
semente semente
BGH 4201  G33 pa  Dawode  pone8 G2 DF Bancode  -3788  pitanga MG Coleta
semente semente
BGH 4289 (43 mr  Baeode peH1es 67 MT Bancode  prpsorz G672 AL Banco de
semente semente semente
BGH 4199  G3l pa  bBamode  peni793 Goo PA Bancode  pog610  Glo3 9 e de
semente semente semente
Pifio G348 MG Damode Bode G3239 DF Coleta  Cumari  G4607 ? Coleta
semente Vermelha
BGH 1747  G27 MG exeds Gbig  Biquinho ? Coleta BGH6233  G85 DF Banodoc
semente semente
BGH 1714  Gll Ma  Bamode ponez G683 DF Bancode 1y heire 63395 GO Coleta
semente semente
Bod Amarels G3238¢ DF 2% popine  Gis MA Bako (e popraves  GoB AM B
semente semente semente
L. . Banco de
Biquinho Gamar ? Coleta BGH 4721 G438 AM semente Habanero G4507 BR Coleta
SCME!
BGH 6006  G77 PA Bancode b pi G323 DF Coleta  Habanero  G3188 EU Coleta
semente
Cabacinha G3772 GO Coleta Gverm Bode ? Coleta
De Cheiro  G3651 GO Coleta BGH4213  G36 AM  Bancode
semente
Habanero  Ghab ? Cokta BGH6370  GO2 AM Banco de
semente

MT: Mato Grosso, MA: Maranhao, DF: Distrito Federal, AM: Amazonas, EU: Estados Unidos,
BR: Brasilia, PA: Para, MG: Minas Gerais, DF: Distrito Federal, GO: Goias, BA: Bahia, CE:
Ceard, AL: Alagoas.

Morfologia da semente por meio de analise de raios X

Para obtencao das imagens radibges, 40 sementes de cada acesso foram coladas em
folhas de papel adesivo, evitado o contato entre elas. Em seguida, as sementes foram expostas
a radiacdo de 23 Kv por 10 segundos, a distancia do raio de 20,7 cm e um contraste de 1131,
usando o equipamento Faxitron, modelo MX-20 (Faxitron X-ray Corp. Wheeling, IL, U.S.A).

As imagens radiogréficas foram analisadas no software Iffadedcordo com metodologia
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utilizada por Medeiros et al. (2020), para a obtencdo de caracteristicas fisicagm@amo:
(mn¥), definida como a superficie delimitada na selgg&imetro (mm)definido como o
comprimento do limite externo da selec&drcularidade definida como o grau de

area

arredondamento da area selecionada, determinada pela féreaula * sendo que

‘perimetro?’
valores de C préximos a 1 indicam sementes arredondadas, enquanto que valores proximos de
0 indicam sementes com formato alongadiensidade relativadefinida como a soma dos
valores em cinza de todos os pixels na selecao dividida pelo nimero de gexsisiade
integrada definida como a soma dos valores dos pixels na imagem ou selecéo, equivalente ao

produto da area e o valor médio de cinza.
Andlise fisiologica da semente

Trés repeticbes de 25 sementes de cada acesso foram colocadas em placas de Petri sobr
duas camadas de pageermitestumedecidos em 2,5 vezes seu peso seco. Em segsida, a
placas foram depositadas em camara BOD, sob temperatura alternada de 20-30 °C/8 h noite -
16 h dia. A avaliagdo do numero de sementes germinadas foi realizada a cada 24 hteas dura
14 dias (Brasil, 2009). As sementesam consideradas germinadas quando a radicula alcancou

comprimento maior 1 mm (Hernandez-Verdugo et al., 2001).
Analise estatistica

O experimento foi conduzidem delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes. Os dados da caracterizacao morfolégica das sementes foram verificados quanto aos
pressupostos da ANOVA, normalidade com o teste Shapiro-Wilk e teste de Levene para
homogeneidade de variancia. Em seguida, os dados foram submetidos a andlise de variancia e
as médias foram agrupadas por meio do procedimento de Scott-Knott, a 5% de probabilidade,
utilizando-se o pacotExpDes.ptdo software R (Ferreira et al. 2018). Os dados do teste de
germinacao foram ajustados a funcéo de distribuicdo cumulativa log-logistica de tempo para o
evento ou sobrevivéncia com o pacdte do software R (Ritz et al. 2015), utilizando-se a
formula: f(x) = d/(1 + exp (b(log (x) — log (e) )). Por meio desse modelo foram estimados
trés parametros da curva de germinab&orelocidade de germinacdo, medida pela inclinagédo
da reta;d - germinacdo maxima, medida pelo ponto maximo da eeta;,velocidade de
germinacao, medida como o tempo para atingir 50% (t50) de germinacéo, baseado no parametro
d.
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Finalmente, foi realizada uma andlise multivariada de cluster hierarquico divisivo para
reconhecer os padrées de agrupamento dos gendétipos com base nos atributos morfolégicos e
fisiologicos das sementes de pimefltachinenseA matriz de separacao entre acessos foi
calculada mediante distancias euclidianas, enquanto que o método de Ward foi utilizado como
medida de agrupamento hierdrquico (Kassambara, 2015). A consisténcia do agrupamento foi
calculada com o coeficiente de correlacdo cofenética e validada mediante o testeéale Ma
(Rodrigo e Tadeu, 2013). As anadlises estatisticas foram realizados com o software R versao
3.6.0 (R Core Team, 2019).

RESULTADOS

O conteudo de agua das sementes dos aces§bhimens®scilou entre 11% e 13%
(dados ndo apresentados), apos a secagem e no momento da execucao dos testes. Assim, es
parametro ndo influenciou os resultados da caracterizacdo morfologica e fisiolégica das

sementes.
Atributos fisicos das sementes

Diferencas significativas (p < 0,05) foram observadas para os atributos morfoldégicos
determinados a partir da analise das imagens radiograficas entre 0os acessos deCpimenta
chinenseOs acessos foram agrupados em seis grupos quanto as variaveis area e circularidade,
cinco grupos considerando os parametros perimetro e densidade integrada e quatro grupos

considerando a densidade relativa das sementes (Tabela 2).

A densidade integrada média das sementes dos 57 acessos de pimenta foi de 521,84
cinzamn? pixel, oscilando de 343,69 a 698,88 cinma¥ pixel*. O maior grupo obtido
incluiu 50% dos acessos, com média de densidade relativa de 512,5Maihzsixel?,
enquanto 5,17% formou o menor grupo, com média de densidade relativa de 343,8@réinza
pixel™X. O maior valor de densidade integrada foi observado para o acesso G4607 com 730,14
cinzamn? pixel*e o menor valor foi para o0 acesso G280 com 286,33 ginZaixel  (Tabela
2).

O valor médio observado para a circularidade de sementescinensefoi de 0,37,
variando de 0,21 a 0,54. O grupo com maior numero de gendétipos (42,10%) apresentou valor
médio de circularidade das sementes de 0,32, enquanto o menor grupo obteve média de 0,21.
O maior valor de circularidade foi observado nas sementes do acesso G16 com valor de 0,57,
enquanto o menor valor foi observado para o0 acesso G280 com 0,19 (Tabela 2).
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Densidade Densidade Densidade Densidade Densidade Densidade
Acesso imegrads  Circulridade |0 relativa Area (mm)  Acesso integrada Circularidade | O relativa Area (mn?)  Acesso integrada I relativa Are?
(cinza mmi® pixel h fpoe) (cinza pl’xe]") (cinza mm pixe]") (o) (cinza p[xel") (cinza mm pl’xe]" ) ol (cinza pixel" ) Kovee)
G40 34438+35,03¢  033£0,03d 12,6340,6l e 86,25:2.46b 3.97:03lc  GS3  57547-4492c  03260,02d 152741260 1043147262 5524028c G20  621,9443560b  027£0,02¢ 1697:1,17b 112,944671a  5,5:0,18c
Gl18 479,01434,52¢  0,38+0,06c 12,78+1,60c 117,8648,15a 4,06 ¢ G356 509,68+42,98¢c  0,26+0,03¢  1547+1,26c 112,32+7,73a  4,53+0,08d G3234  389,68+27,90d  0,33+0,05d 13,01£1,11d 96,17+6,62b  4,05+0,24¢
G84  49738:29,09c  03240,04d  14,1841,05d 111,1147,78a 448L0,06d GI4  4943743240c  03140,03d 13,7140,99d 111624512 4424010  GO4  488,1842928c  0,3940,01c  12,2040,48e 112,10410,33a 4,35+0,17d
GY8 472,39447.33¢  0,27£0,03¢  14.62+1.41d 116,58+11.42a 4,05£0,04c G100  42520+25,03d  0,3540,01d 12,53+0,35¢ 105,7348,42a 4,03+0,13¢  G93 368,80+18,49¢  0,39+0,07c  10,82+£1,03¢ 112,4244.48a  3,28+0,04f
G102 604,43+27.94b  0,47+0,05b 11,914091e 117,8346,17a 5,13+0,l4c  G62  696,24+43,17a  02140,01f 22,67+047a 90,324435b 7.6240,12a GI13  392,99+108,52d  0,26+0,02¢ 14,52+0,74d 92,03+22,63b 4,23+0,20d
G2821  442,61439,53d  0,31+0,01d  15,2940,75¢  81,95£2,43b 5,39+041c  G32 517,25+34,38¢  041+0,04c  12,40+0,68¢ 113,21+9,83a 4,58+0,17d G101 406,97+51,82d  0,28+0,03¢  14,1240,57d  107,4248,98a  3,80+0,18¢
G4549  368,04+13,75¢  0,33+0,04d 11,80+1,19¢ 116,79+6,35a  3,15+0,19f G280  286,33£19.40e¢  0,19+0,04f 20,89+2,66a 52,61£3,90d 5,45+0,07¢c G4 334,98+41,10e  0,33+0,06d 13,77+0,98d 78,01+8,08c  4,27+0,13d
G15 486,25428.45¢  0,25£0,02¢  15,38+0,66c  110,8£5,03a  4,440,11d G2825  363,13+2786e  0,51+0,02a 10,5340,52¢ 87,8245,71b  4,13£0,05d  G86 670,2542788a  0,26£0,03¢e  16,61£0,87b 123,1145,79a  5,4440,05¢
G33 529,75464,50¢c  0,2940,03d 15,0940,85¢ 110,6449,76a 4,78£0,30d G82  300,15+117,32¢ 0414£0,03¢ 11,7040,89% 73,61+28,01c 4,06£0,08¢ G3788  479,464+29,79¢  0,4540,02¢ 10,324045¢ 131,9948.80a 3,63+0,071
G43  553,89+45,65¢c  0,23+003f 17,76+0,93b 103,22+7.63a 5,36+0,l4c  G7  511,8743390c  035:0,0d4d 13,45¢1,20d 116,7048,77a 4,39+0,05d GT2  455,06+=48,38d  0,2940,05d 13,93+1,36d 114,77+10,68a 3,97+0,11e
G31 507,60£24,06c  0,30+0,05d  14,3+1,18d 114,845,782 4,42+£0,03d G20  36541+31,74e  0,35+0,03d 14,14+0,89d 69,9245, 11c  523+0,15¢ G103  503,55+47.64c  0,20+0,02f 17,3620,41b 113,87+8,06a 4,41+0,11d
G3748  450,93+63.06d  0,38+0,06c 13,51+137d 8947+7,61b  5,04+038c G3239  633,28+52,39b  03840,0dc  14,00£0,63d 11445510430 5,53£007c  G4607  730,14+45250  04140,0dc  14,76+1,37d  108,1246,73a  6,76+0,26b
G27 478,02444,14¢  0,28+0,03¢  14,71£0,85d 108,83+9,47a 439+0,10d  Gbig 569,09+£72,66c  0,29+0,01d 15,1240,35¢ 115,89+10,40a 4,89+£0,24c GBS 482,034£34,63¢c  02740,03e 14,56+1,01d 111,294837a 4,33+0,06d
Gl1 526,84432,51c  0,54+0,09a 11,1741,37¢ 11245+11,01a 4,740,21d G83 482,85+40,67¢  0,26+0,03e  16,77+0,74b  92,58t7,14b  5,2140,20c  G3395  51941+4794c  0,3140,03d  14,93+0,99d  99,34+9,06a  5,2440,11¢c
G3238  SA7,00850.67c  0,32+0,04d 14,024123d 1157448292 4,73+0,12d G16  557,11+46,50c  0.5720,02a 11,0040,07e 104,30+8,47a 535+022c  G68  361,.98£54.97e  036+=0,06d 11,75:1.29¢ 101,28+13,522 3,54+0,10f
Gamar  407,81+44,74d  0,24+£0,04c 16,98+1.67b 80,60+7,57b  5,05+0,10c  G48 430,81+2221d  0,35+0,06d 11,99£1,34e 116,66+542a 3,69+0,12f G4507  449,52+£63,50d  0,30+0,03d 14,20+1,25d 100,23+7,35a 4,48+0,39d
G77 5384945149  0.2340,02f 1847+129b 95614643b 5,6340,19c G3233  446,79439,19d  037£0,03c 11,45:0,6de 122.2449,71a  3,65:0,04f G3188  482,85+40,67c  0,26£0,03¢ 16,77+0,74b 92,58+7,14b  5,21+0,20c
G3772  434,87+50,44d  0,39+001c  11,41+1,29¢ 111,10+8,01a 3,9+0,19¢ Gverm 520,17+52,18¢c  0,31+0,04d 16,01+1,62¢c 88,83+5,07b  5.87+0,26¢
G3651  645,55+43.43b  0,3140,05d 15,78+2.01c  123,74+9.36a 5,35+0,17c  G36 486,12+59.67c  0,31+0,04d  13,96+0,86d 113,87+12,19a 4,26+0,15d
GHab  529.81439.88c  0,31001d 13,940,560 119,8149,1dn 4424020d G92  538,5744047c  052+004a 112140,79% 112.49+8,68a 4.78+0,11d

Médias seguidas por letras diferentes indicam grupos diferentes pelo procedimento de Scott-Knott (p<0.05).



29

As sementes dos acessos de pimenta habanero tiveram perimetro médio de 16,03 mm,
oscilando de 11,64 a 21,78 mm. O grupo com maior numero de acessos (36,84%) possuli
perimetro médio de 14,11 mm, enquanto as sementes do menor grupo (31,57% dos genotipos)
atingiram perimetro médio de 11,64 mm. O maior valor de perimetro da semente foi observado
para o acesso G62 (22,67 mm), enquanto o menor valor foi observado para as sementes do
acesso G3788 (10,32 mifTabela 2).

As sementes dos acessos de piméntehinensdiveram densidade relativa média de
82,19 cinza pixet, oscilando de 52,60 a 112,78 cinza pixeh maior parte dos genétipos
(71,92%) tiveram maiores médias de densidade relativa de 112,78 cinzg pixglianto
1,75% dos gendtipos tiveram menores valores (52,60 cinzatpiRehaior densidade relativa
foi observada para o acesso Ghab (119,81 cinzapizemparado com o acesso G280 que

obteve a menor densidade relativa (52,61 cinza pix&habela 2).

Por fim, a a&rea média das sementes foi de 5,2%para os acessos de pimenta, variando
de 3,49 a 7,62 mfMmA maioria dos genotipos (36,84%) mostrou valores médios de area de 4,45
mm?, enquanto 1,72% dos gendtipos obtiveram menor area de 10,52Anmaior area de
semente foi observada para o acesso G62 com valor de 7 %2Znguanto a menor area foi
registrada para o acesso G4549 de 3,15 (fabela 2).

Atributos fisiol6gicos das sementes

Osparametros da germinacao das sementes dos acessahdenséoram estimados

mediante 0 modelo tempo para o evento (Tabela 3% 3Joacessos avaliados, 746

apresentaram proporcdo de sementes germinadas entre 0,851,0, enquanto 28,8% dos

acessos obtiveram proporcdes de sementes germinadas entted0s10,84. Destacaram 0s

G3188 e G4506 como 0s acessos com as menores propor¢cdes de sementes germinadas, cor

valores de 0,10 e 0,21, respectivamente.

Dos aessos que exibirama méaxima proporcdo de sementes germinadas (d = 1), 50%
desses (G18, G15, G4549, G2821, G33) apresentaram germinagdo mais rapida e demandaran
menos dias para atingir e (em media e = 4,0 dias). Enquanto para os 50% restantes (G40,
G84, G98, G102, G43), as sementes germinaram mais lentamente e precisaram de mais dias
para alcancar @d(5,38 dias). Entre cgcesos com menor propor¢gao de sementes germinadas,
destacaram G3188 e G4507, ambos do tipo habanero, que foram classificados entre os

genotipos que exibiram velocidades de germinacdo mais lenta (em média b = 3,16 dias), e pre-
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Tabela 3. Parametros estimados (SE entre paréragskeao 95% entre colchetes) da germinacdo de sementes de p@a@staumchinense
mediante o0 modelo log-logistico com ajuste de tempo para o evento.

Acessos Pardmetros estimados Acessos Parametros estimados Acessos Parametros estimados Acessos Parimetros estimados
b d e b d e b d € b d e
it -6,01 (0,58) L,00(0,11)  567(0,19) o3 -10,90 (1,29) 097(001)  3.95(0,07) - 194(029)  087(006)  348043) ~4,40 (0,49) 097(0.02) 551027
[7,15;4,87] [077.123]  [5,28.6,06] [-13,45,-8,37] [094,101]  [3,804.11] [-2.52,-136]  [0,76,098]  [2,63.4.33] [-5.,36,-3,45] [0,93,1,02]  [4,98.6,05]
cis -12,54(1,55) 1,00 (0,11) 4,07 (0,07) 56 -3,93(0,52) 0,97(0,05) 7,70 (0,49) 3234 -2,24(0,30) 0,85(0,04)  2,48(0,25) P 11,48 (1,35) 0,97(0,01) 4,14 (0,08)
[-15,59,-9,49] [0,77,1,23] [3,94.4,22] [-4,96,-2,90] [0,87,1,09] [6,74,8,68] [-2,84,-1,65] [0,77,0,94] [1,99,2,97] [-14,41,-8,82] [0,94,1,01] [3,98,4,30]
G4 -4.25 (0,54) 1,00(0,15)  563(035) 14 -5,02 (0,54) 0,96(0,02)  435(0,18) 4 316069 084(022) LRI o0, A1185(131) 097(0,02)  4,72(0,08)
[-5,32,-3,18] [070,1,30]  [4,94,6,32] [-6,08,-3,96] [092,1,01]  [4,004,71] [452-1,79]  [041,128]  [6.78,15.29] [-1443,928]  [094,,01]  [4,55.4.90]
98 -5,51 (0,54) 1,00 (0,11) 5,02 (0,19) G100 -4,56 (0,49) 0,96 (0,02) 5,12 (0,24) @3 -4,64 (0,52) 0,84 (0,04) 5,68 (0,26) ik -4,66 (0,51) 0,97 (0,02) 5,41 (0,24)
[-6,59,-4,44] [0,77,1,23]  [4,66,5.39] [-5,54,-3,59] [092,1,02]  [4,66,5.60] [-566,-3,63]  [0,77,093]  [5,16,621] [-5,67,-3,67] [092,1,02]  [493,590]
_ -4,06 (0.43) LO0(O,11)  4,02(0,19) e -8,77(1,04) 0,96(0,02) 467 (0.13) - 720(0.86)  0,84(004)  3,32(0,10) a -3,85 (0.44) 0,97 (0,01)  3,39(0,17)
[4.90,3,22] [077.123]  [3,654.41] [-10,82,-6,72 [092,1,01]  [441492] [-8.89.550]  [0,76092]  [3,12,3,53] [4,73,2,98] [094,,01]  [3,053.74]
@821 9,69 (1,38) L,00(0,12)  2,98(0,07) 2 6,58 (0,71) 096(002) 489015 681(0,75)  084(0,04)  4,98(0,16) s -1231(146)  092(0,03)  528(0,10)
[1241,-697]  [075125]  [2,843,13] [-7.98,-5,19] [092,1,01]  [4,59.5.19] [-830,-533]  [0,760.92]  [4,66,531] [-15,19,-9,45] [0,86,0.99]  [5,09,5.49]
e -10,60 (1,20) 1,00 (0,11) 4,19 (0,08) — -6,76 (0,70) 096(0,02)  4,.80(0,15) - -3,76 (0,49) 0,84 (0,05)  6,49(0,43) e -4,59 (0,55) 0,91 (0,04) 6,78 (0,34)
[-12,96.-8,25] [0,77,1,23] [4,02,4,36] [-8,15,-5,39] [0,92,1,01] [4,51,5,11] [4,74,-2,80] [0,74,0,95] [5,64,7,35] [-5,69,-3,50] [0,83,0,99] [6,10,7,46]
-11,03(1,19) L00(0,11) 4,53 (0,08) -3,07 (0,45) 0,95(0,08) 7,60 (0,74) 411(052)  081(005)  6,12(035) 3,92(0,52) 0,90 (0,05) 6,69 (0,41)
Gl15 (2825 G86 Gverm
[-1338,-870]  [0,77.123]  [4,37.4.71] [-3,98,2,18] [0,79,1,11]  [6,15,9,06] [-512,-3,10]  [071001]  [543,6,82] [-4,94,-2,90] [080,1,00]  [5,88,7.51]
o 9,15 (0.98) LO0(0,11)  424(0,09) el -5,56 (0,66) 0,94(0,03)  674(028) G3788 475(057)  0.80(0,04)  461(022) - -7,09 (0,76) 0,89(0,04)  585(0,18)
[-11,09-721]  [077,123]  [4,05.4.44] [-6,86,-4,26] [0,88,1,01]  [6,20,7.28] [-5.86,-3,63]  [0,71,090]  [4,18,5.05] [-8.65,-5,59] [0,83,097]  [550.6.21]
43 -3,74 (0,44) 1,00 (0,04) 6,59 (0,40) . -9.82(1,11) 0,94(0,03)  4,19(0,09 G72 -6,28(0,73) 0,80(0,05)  4,67(0,16) @2 -6,26 (0,73) 0,89(0,03)  4,54(0,17)
[4,62,-2,86] [0,02,1,08]  [5,79,7,40] [[12,01,-7,65]  [090,1,00]  [4,01,437] [7.73,484]  [0,71,089]  [435,501] [7.71,4,81] [082,097]  [4,21,487]
@1 -5,03 (0,53) 098(0,02) 543 (022) @0 420 (0,47) 094(003) 517020 .. S93(070)  078(004)  496018) oo 2,81 (0,85) 021(0,05)  594(127)
[-6,08,-3,99] [0,94,1,02]  [4,99,5,88] [-5,14,3,28] [0,89,1,01]  [4.65,5,70] [731,455]  [0,70,0,88]  [4,59,533] [-4.48,-1,14] [0,11,032]  [3,46,843]
. -8,40 (0,87) 09800 506(013) .0 -6,63 (0,71) 093(003) 5330171 oo ASLO2) 077005 281035 o0 -3,51(1,75) 0,10(0,04)  7,84(237)
[-10,12,-6,69] [0,96,1,01] [4,82,5,31] [-8,03,-5,24] [0,88,0,99] [5,00,5,68] [-2,36,-1,27] [0,67,0,88] [2,13,3,51] [-6,95,-0,08] [0,02,0,19]  [3,19,12,50]
- -7,57(0.77) 0,98 (0,01) 4,66 (0,13) GHig 7,34 (0,77) 0,93(0,03)  449(0,13) - S1055(1L17) 073 (0,04)  422(0,09)
[-9,10,-6,04] [0,96,1,01] [4,41,4,92] [-8,85,-5,82] [0,88,0,99] [4,23,4,76] [-12,86,-8,25] [0,65.0,82] [4,05,4,39]
G -6.04 (0.64) 098(001)  3,82(0,13) 83 -8.69 (0.99) 092(0,03)  395(009  G3395  -441(059)  068(0,06)  550(032)
[-7.31,4,77] [096,,01]  [3,57.4,09] [-10,65,-6,75] [0,86,098]  [3,76.4.15] [-5.58.-325]  [0,57.0,79]  [4,87.6,13]
s -8,64 (0,94) 0,97 (0,02) 4,15 (0,10) i -6,02 (0,65) 0,92(0,03)  539(0,19) o 3,76 (0,61) 0,55(0,06) 6,13 (0,50)
[-10,50,-6,79] [0,94,1,01] [3,96.4,36] [-7,31,-4,73] [0,86,0,98] [5,02,5,77] [-4,98,-2,55] [0,43,0,68] [5,14,7,12]

b: € a inclinagédo da curva no tempo e indica a velocidade de germinacao. d: é o limite m@gemardecdo e indica a propor¢cdo de sementes
germinadas durante o experimento. e: € o tempo t50 em dias para alcancar 50 % da germinacéo baseada no parametro d.
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cisaram de maior numero de dias para atingi (ein média e = 9,86 dias). De fato, esses
acessos apenas foram superados pelos gendtipos G4607, G94, G3234 e G21, que germinaran

mais lentamente, mas apresentaram maior proporcao de sementes germinadas (Tabela 3).
Agrupamento hierarquico

Distancias euclidianas de 0,05 a 8,73 foram observadas entre 0s ac€ssdsknse
para os parametros morfolégicos e fisioldgicos das sementes (Tabela S1). A menor distancia
foi registrada entre os acessos G31 e G84. A maior distancia foi observada entre os acessos G62
e G2825. Ao todo, seis grupos foram formados a partir da distancia euclidiana. Q grupo
agrupou 18 acessos, 0 grupp2 acessos; o grugd, 10 acessos; o grupy, 7 acessos; 0

grupo V, 15 acessos, e o grupo VI agrupou 5 acessos (Fig. 1).

@®

Gruglo 1T Grugo 111 Grugo IV Grugfo V Grugo VI Grupo 1
10 - |

Distancia euclidiana

o
G388 —

Grupol

? (
v%eéiée@u TP
G3234 G113 Glol G7 G98 G27 Gl4 GHab G100 G3 Go68 G3788 G‘)% G3233
Grupo II Grupo III " Grupo 1V

g0 1§.08) (0 &JVG6 . D

G3188 G4507 €62 G56 (J\unx 04‘ G3395 G103 G 1(07 G21 GS6 G ‘( G4 G280 Gamar G20

Grupo \% Grupo VI
{ \ - i
fosioolio.t000. Bibus
AKX ALLM Q< YV
GIS G7 G4549 G48  G3772 GRS Gl G53  Gbig G3238 G33 G83 G77 G3748 G2821 Gl6e G992 G111 G102 (33239
Figura 1. A) Dendrograma &) imagens dos frutos dos 57 acesso<dpsicum chinense
agrupados com base nos atributos morfolégicos e fisioldégicos obtidos pela a técnica de

agrupamento hierarquico, utilizando as distancias euclidianas como medida de dissimilaridade
entre acessos e 0 metodo de agrupamento de Ward como medida de variancia intragrupo.
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Apesar da baixa correlacdo obtida pelo algoritmo do cluster de Ward baseado na
distancia euclidiana (0,49). Os valores das correla¢des foram significativos (p < 0,0001) pelo

teste de Mantel, o que indicou a rejeicao da hipotese nula (nula correlacéo).

Avaliando-se as médias dos parametros morfolégicos e fisiolégicos dos acessos de
pimenta (Tabela 4), observou-se que o grupo V reuniu 0os acessos com as melhores
caracteristicas fisiolégicas das sementes, com germinacdo mais rapida (< b), maior proporcao
de sementes germinadas (> d) e menor tempo para atingir o t50 (< e). Situacao contraria foi
observada no grupo Il, que agrupou os acessos com baixa densidade relativa, apenas acima dc
grupo IV, maior perimetro, superado apenas pelo grupo Ill, e menor circularidade. No grupo Il
foram agrupados os acessos G3188 e G4507 (habanero), que apresentaram menor velocidade
de germinacado, menor proporcao de sementes germinadas e que demandaram mais tempo par:
atingir o to. (Tabela 4, Fig. 1B).

Tabela 4. Médias(xdesvio padrédo) obtidas para os grupos formados por acessos de pimenta
Capsicum chinenssom base em atributos morfol6giafisiol6gicos das sementes.

Caracteristicas morfolégicas Parametroslagerminacéo

DR PR CR DI b d e

Grupo

| 4,09+038 11145+920 1314+138 0,34+005 45546+5232 -5,16+150 0,89+011 5,22+179
Il 4,85+051 9641+540 1549+182 0,29+004 46619+2357 -3,16+049 0,16+008 6,89+134
1 5,62+096 10759+1216 16,84+228 0,29+006 597,09+8567 -4,32+¢198  0,87+011 5,39+149
IV 4,60+063 7555+1196 14,38+3p3 0,34+011 34317+4127 -4,82+132  0,94+005 6,01+099
V 4,61+071 107,17+1164 14,33+192 0,32+005 48861+5771 -10,20+154 0,95+007 4,28+053

\ 5,10+036 11231+498 11,86+125 0,50+008 57205+4524 -5,80+101  0,94+005 4,62+073

AR: area. DR: densidade relativa. PR: perimetro. CR: circularidade. DI: densidade integrada.
b: é a inclinacdo da curva no tempo e indica a velocidade de germinacao. d: € o limite maximo
de germinacao e indica a proporcdo de sementes germinadas durante o experimento. e: é 0
tempo & em dias para alcancar 50 % da germinagcédo baseada no parametro d.

Em resumo, a analise em separado (Tabela 2, Tabela 3) e em conjunto (Tabela 4) dos
parametros morfologicos e fisioldgicos das sementes detectou variabilidade entre os acessos de
pimenta. Foi possivel observar que os clusters I, 111, IV, V e VI, apesar de apresentar diferenca
nas variaveis fisicas, obtiveram alta propor¢do de sementes germinadas, enquanto o grupo Il
agrupou 0s acessos com as piores caracteristicas fisicas e fisioloégicas das sementes. Por outre

lado, s acessos do grupo V apresentaram sementes com maior qualidade fisica e fisiologica.
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DISCUSSAO

A caracterizacdo da diversidade genética existente em um banco de germoplasma é
essencial para iniciar um programa de melhoramento genético. No caso particular da pimenta,
procura-se, além do melhoramento de caracteristicas agronémicas e organolépticas do fruto
(Bianchi et al., 2020), que suas sementes alcancem critérios especificos de tamanho, cor e
textura para serem consideradas de alto valor (TU et al., 2018). No presente trabalho, 57 acessos
de pimentaC. chinens€foram caracterizados mediante a associacdo entre as caracteristicas
morfolégicas e fisioldégicas das sementes. Para isso, foi utilizado a analise de agrupamento d
Scott-Knott para os atributos morfolégicos e uma andlise de tempo para o evento ou de
sobrevivéncia para os atributos da germinacdo e, por fim, foi realizada uma andlise de

agrupamento hierarquico para integrar ambas as caracteristicas das sementes (Fig. 1A).

O procedimento de agrupamento de Scott-Knott € amplamente utilizado quando se
trabalha com multiplos tratamentos, evita a sobreposicdo dos resultados do agrupamento
(Jelihovschi et al., 20143onforme foi constatado no estudo de caracterizacédo biomorfolégica
de 55 acessos de pimefachinenséBianchi et al., 2020). Por outro lado, a analise de tempo
para o evento € um método que permite estimar parametros sobre a curva de germinacao de
maneira mais precisa que os métodos ndo lineares (Onofri and Marcin, 2018), como foi
reportado no estudo de germinacdo de sementes de hortalicas submetidas a diferentes
concentracdes de oxigénio, e cujos resultados comprovaram que é um modelo adequado para

descrever as respostas de germinacgao (Yasin and Andreasen, 2016).

No presente estudo, foi observado que sementes maiores e mais densas apresentaran
maior qualidade fisiologica (Tabela 4). Em geral, as sementes de maior tamanho apresentam
maior quantidade de reservas, permitindo-lhes atingir maiores porcentagens de germinagao,
plantulas mais compridas e vigorosas, mesmo sob condi¢cdes adversas (Mao et al. 2019)
conforme relatado em diversas culturas (Ambika et al. 2014). Especificamente em pimenta
Habanero, Medeiros et al. (2020) observaram que as sementes extraidas de frutos semimaduros
(amarelos) e maduros (laranjas) apresentaram maior densidade relativa, integrada e
circularidade, e atingiram as maiores porcentagens de germinacdo e 0s menores niveis de
dorméncia. Nossos resultados suportam de certa forma a hipotese de que o maior tamanho das
sementes tem efeito positivo sobre a qualidade das sementes (Kandasamy et al. 2020), conforme
observado para os gendtipos alocados no grupo V (Tabela 4, Fig. 1B).
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Performance contraria foi observada para os acessos do grupo Il (Tabela 4, Fig. 2),
sobretudo para os parametros fisiologicos, pois esses gendtipos obtiveram as menores
proporcdes de sementes germinadas, além de que precisaram de mais dias para germinar
(Tabela 4, Fig. 1A). Os acessos do tipo Habanero (Fig. 1B) tém mostrado problemas de
germinacao lenta e emergéncia heterogénea (Medeiros et al. 2020, Mavi 2018), caracteristicas
inerentes também a outras espécies de pimentas e atribuidas a dorméncia (Randle e Honma,
1981). Em nosso trabalho, a germinacéo atingida pelos acessos G3180 e G4506 ficou abaixo
da germinacédo padrdo minima recomendada para a comercializacdo das sementes dessa espéci
que é de 85% (SNICS, 2014).

A dorméncia é uma problematica comum em diversas espécies de pimenta, Randle e
Honma, (1981) reportaram que de 19 cultivares avaliados de quatro espécies, foi necessario 14
a 61 dias para alcancar 50% de germinacao. Mais recentemente, Mavi (2018) ao avaliar cinco
espécies de pimenta domesticadas, verificouQudinensee C. pubescenapresentaram as
menores porcentagens de germinacdo, com valores de 52% e 16%, e porcentagens de
emergéncia, com valores de 49% e 4%, respectivamente. De modo semelhante, Medeiros et al.
(2020) mostraram que sementes de pimenta Habanero provenientes de frutos recém colhidos
apresentaram maiores niveis de dorméncia, principalmente das sementes extraidas de frutos
verdes, embora os frutos semimaduros ou maduros sem armazenamento pés-colheita tiveram
baixa porcentagem de germinag¢do quando comparada com os frutos com armazenamento pés-
colheita. Nossos resultados encontraram que dos 57 genotipos avaliados, os acessos de
habanero G3188 e G4506 apresentaram a menor proporcao de sementes germinadas, com 10%

e 21%, respectivamente.

O melhoramento genético da pimenta habanero para qualidade de sementes poderia ser
considerado, a fim de obter sementes com menor nivel de dorméncia e caracteristicas fisicas
ligadas a maior qualidade fisiolégica das sementes e plantulas. Este tipo de pimenta tem
recebido maior interesse pela industria alimenticia, farmacéutica e defesa pessoal pelos
compostos extraidos, como a capsaicina (Fabela-Moron et al. 2020). Por outro lado, existe
evidéncia de que a capsaicina, produzida por esta espécie, poderia afetar negativamente a
uniformidade da germinacdo (Quintero et al. 2018). Em trabalhos futuros poderia ser
investigada a relacdo entre as caracteristicas fisicas e fisiologicas das sementes de acessos col

sementes apresentando diferentes concentracfes de capsaicina.
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A diversidade genética observada entre os acessos de ptnehiaenseguanto aos
atributos morfologicos e fisiolégicos das sementes (Tabela 4), € consequéncia da ampla
diversidade genética da espécie, que apresenta grande variedade de cores, formatos, niveis de
pungéncia e tamanhos de sementes (Soares et al.,, 2020). Essa diversidade observada no:
acessos avaliados no nosso trabalho poderia ser utilizada para o melhoramento genético da
espécie, visando melhorar, além da produtividade, as caracteristicas morfologicas e fisioldgicas
das sementes mediante o cruzamento intraespecifico. Neste sentido, o grupo V incluiu os
acessos com caracteristicas desejaveis para as sementes (Kandasamy et al. 2020), como
tamanho e porcentagem de germinacdo maiores, e velocidade de germinagcdo mais rapida.
Portanto, os acessos desse grupo podem ser recomendados para serem utilizados comc

potenciais genitores.

Em resumo, a variabilidade genética observada entre 0os acessos de Qirti@nense
poderia ser considerada em programas de melhoramento genético, sobretudo daquelas espécie
com interesse internacional (habanero), mas sem perder as caracteristicas organolépticas do
fruto (aroma, odor e sabor) e produtivas demandadas para a espécie (Fabela-Morén et al., 2019)
Em nosso estudo, 0s acessos agrupados no grupo V apresentaram sementes com caracteristice
fisicas e fisioldgicas (maior qualidade fisica, como alta densidade relativa e area maiores, além
de mais alta proporcao de sementes germinadas e com menor tempo de germinacgao) desejaveis
em um programa de melhoramento genético. Por outro lado, o grupo Il agrupou os acessos do
tipo habanero, cujas sementes apresentaram menor integridade tecidual (densidade relativa),

menor propor¢ao de sementes germinadas e que requereram mais tempo para germinar.
CONCLUSOES

Os 57 genotipos de pimen@apsicum chinensavaliados apresentaram variabilidade
guanto aos atributos fisicos (densidade relativa, densidade integrada, area, perimetro e
circularidade) e fisioldgicos (germinagdo maxima, velocidade de germinacéo e tempo médio

tso) das sementes, e foram agrupados em seis grupos hierarquicos.

Os acessos G18, G7, G4549, G3772, G85, G15, Gbig, G3238, G33, G83, G77, G3748
e G2821 todos do Grupo V, se destacaram com caracteristicas morfologicas e fisiologicas nas

sementes.
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CAPITULO Il

ZAVALA, Manuel Jesus Leodn, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho deE§iRiio
da dorméncia em sementes de piment@apsicumchinenseJacquin. Orientador: Laércio
Junio da Silva.

RESUMO

A dorméncia induz germinacao lenta e irregular das sementes. Neste estudo, a dorméncia em
sementes de pimenta Habanero foi estudada em quatro genétipos, um do México (MX), um dos
Estados Unidos (USA) e dois do Brasil (BRA e BRA-1), colhidos em trés estadios de maturacao

e submetidas em trés tempos de armazenamento dos frutos e cinco tempos de armazenamentc
das sementes. O genoétipo BRA, que ndo apresenta dorméncia, foi utilizado como controle. As
sementes foram armazenadas e a germinagédo, dorméncia e viabilidade, ajustados a resposta:
dicotbmicas, foram avaliadas a intervalos de trés meses durante um ano. Os dados dessas
variaveis foram analisados mediante um modelo de regresséo logistica. Em geral, os genotipos
de Habanero (MEX, BRA-1 e USA) apresentaram as menores porcentagens de germinacao e
maior dorméncia quando comparados com o genétipo controle BRA. A ocorréncia de
dorméncia foi confirmada durante o armazenamento da semente. Aos zero e trés meses de
armazenamento nao houve diferenca na porcentagem de germinacao das sementes. Ja aos se
e nove meses de armazenamento, houve aumento na porcentagem de germinagéo e reducao nc
niveis de dorméncia das sementes em relacdo a avaliacdo inicial (antes do armazenamento)
Aos 12 meses foi observada diminuicdo da porcentagem de germinacdo e viabilidade das
sementes em relacdo ao armazenamento inicial. O menor nivel de dorméncia foi obtido para
sementes extraidas de frutos colhidos nos estadios de maturacdo verde-laranja ou laranja,
seguido do armazenamento dos frutos por sete e 14 dias, apdés seis e nove meses de
armazenamento das sementes. Nossas descobertas apontam que as sementes de Habane
apresentaram dorméncia, que foi reduzida com as estratégias de superacdo de dorméncia

investigadas.

Palavras chave:Germinacéo. Teste de tetrazolio. Viabilidade.
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CHAPTER I

ZAVALA, Manuel Jesus Leon, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 3dady
dormancy in pepper CapsicumchinenseJacquin) seedsAdviser. Laércio Junio da Silva.

ABSTRACT

Dormancy induces slow and irregular seed germination. In this study, dormancy in Habanero
pepper seeds was studied in four genotypes, one from Mexico (MX), one from the United States
(USA) and two from Brazil (BRA and BRA-1), harvested at three stages of maturation and
submitted in three times of storage of the fruits and five times of storage of the seeds. The BRA
genotype, which has no dormancy, was used as a control. Seeds were stored and germination,
dormancy and viability, adjusted to dichotomous responses, were evaluated at intervals of three
months for one year. Data from these variables were analyzed using a logistic regression model.
In general, the Habanero genotypes (MEX, BRA-1 and USA) had the lowest germination
percentages and the highest dormancy when compared to the control BRA genotype. The
occurrence of dormancy was confirmed during seed storage. At zero and three months of
storage there was no difference in seed germination percentage. At six and nine months of
storage, there was an increase in germination percentage and a reduction in seed dormancy
levels in relation to the initial evaluation (before storage). At 12 months, a decrease in
germination percentage and seed viability was observed in relation to the initial storage. The
lowest dormancy level was obtained for seeds extracted from fruits harvested at the orange-
green or orange ripening stages, followed by storage of fruits for seven and 14 days, after six
and nine months of seed storage. Our findings indicate that Habanero seeds exhibited

dormancy, which was reduced with the investigated dormancy breaking strategies.

Keywords: Germination. Viability. Tetrazolium test.
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INTRODUCAO

A pimenta Capsicum chinensgacquin) possui ampla diversidade genética, sendo as
mais conhecidas De Cheiro, Bode, Cumari do Para, Biquinho e Habanero (Bianchi et al., 2020)
Dentre elas, a Habanero destaeam paises como México, Coreia, Tailandia e Coreia do
Norte por seu valor cultural, culinario e econémico (Soares et al., 2020). Contudo, suas
sementes, principal meio de propagacao, possuem problemas de germinacao irregular atribuido

a dorméncia (Heloisa et al., 2016).

A dorméncia, adquirida durante o processo de maturagcdo da semente, consiste no
blogueio da germinacdo de uma semente viavel e intacta, embora existam condi¢cfes necessarias
(luz, oxigénio, temperatura e nitrato) para germinar. Este bloqueio da germinacdo é
determinado geneticamente, embora o ambiente tambégaef&ito na planta mée que reflete
no grau de dorméncia da semente. A dorméncia é considerada uma caracteristica que beneficia
a sobrevivéncia das espécies na natureza, porém é considerada indesejavel nas culturas
agricolas, pois atrasa a germinacao e, portanto, a emergéncia das plantulas (Yan and Chen,
2020, Soltani et al., 2021, Penfield and MacGregor, 2016).

Com base no anterior, a dorméncia pode ser dO tipo priméria e/ou secundaria. Sendo o
primeiro tipo comum na semente madura recém-colhida, devido ao acumulo de &cido
abscisico (ABA)durante sua maturacdo na planta mae. J4 o segundo tipo (secu@daria)
induzido apds a dispersdo da semente e quando as condi¢cdes necessarias para a germinacao n:
estiverem presentes (Penfield, 2017, Baskin and Baskin, 2004).

Os mecanismos que determinam a dorméncia envolvem os componentes da semente tais
como embrido, endosperma e tegumento. Nesse sentido, a dorméncia pode ser classificada em
fisiol6gica (relacionada aos processos fisioldgicos que bloqueiam o crescimento do embrido)
morfolégica (relacionada a imaturidade do embrido), morfofisiol6gica (relacionada com a
imaturidade do embrido mais bloqueio dos processos fisioldgicos), fisica (relacionada com a
impermeabilidade dos tegumentos) e combinatéria (relacionada com impermeabilidade do
tegumento mais um embrido dormente) (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006, Baskin and
Baskin, 2004).

Sementes maduras e recém-colhidaSalanacea¢ais como tomate e tabaco possuem
dorméncia fisioldgica ndo profunda, ou seja, que é supera apds alguns dias ou meses.

Especificamente, as sementes do gérampsicumpossuemirregularidade na germinacao
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(dorméncia), a qual parece estar relacionada a resisténcia imposta pelo endosperma micropilar
durante a germinacao, além de baixos niveis do fitohorménio giberelina (GA) e altos niveis de

ABA na semente no momento da colheita (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006).

Germinacdo, dorméncia e viabilidade s&o caracteristicas fisida@gioégueiramente
avaliadas na area de sementes, cujas respostas sédo do tipo dicotbmicas, ou seja, que podem se
de dois tipos, como por exemplo a semente pode germinar ou hao germinar, estar dormente ou
nao dormente, e ser viavel ou ndo viavel, respectivamestdados desse tipo de respostas
dicotdmicas ndo cumprem o pressuposto de normalidade dos modeles lboaao o utilizado
na analise de varianci@dendo os modelos lineares generalizados (GLM) como os mais

adequados para este tipo de respostas (Gianinetti, 2020).

O modelo de regressao logistica, pertencamt&sLMs, constitui uma opc¢ao estatistica
adequada para a andlise de dados dicotdmicos, cujos resultados sdo expressos como razdes o
chances (OR), a qual pode ser definida como a relagdo entre um evento ocorrer dividida pela
ndo ocorréncia do mesmo evento. O evento de inteteséecado no numerador e a referéncia
no denominador (Costa e Silva et al., 2020). Por exemplo, caso tenhamos 100 sementes de
frutos maduros (grupo de interesse) e 100 sementes de frutos semimaduros (grupo de
referéncia)e syponhamos que dos frutos maduros germinam 80 sementes e 20 ndo germinam,

e das sementes dos frutos semimaduros germinam 30 sementes e 70 ndo germinam, o resultadc
da razdo de chance ou OR s@/20)/(30/70) = 9,3), o que significa que as sementes dos
frutos maduros tém 9,3 vezes mais chance de germinar em relacdo as sementes dos frutos

semimaduros.

A manifestacdo de dorméncia em semente3. dhinenseem sido estudada em algum
grau (Caixeta et al., 2014; Medeiros et al., 2020). Entretanto, n&o tém sido conduzidos estudos
avaliando gendtipos de origens diferentes em combinagdo com estratégias para superar a
dorméncia. Diante disso, 0 objetivo do estudo foi determinar a presenca de dorméncia em
sementes de pimen@ chinensemediante a avaliacdo dos efeitos do gendtipo, estadios de

maturacgéo, periodos de armazenamento pos-colheita dos frutos e armazenamento das semente:
MATERIAL E METODOS

Origem das sementes

No estudo foram utilizados quatro genétipos de pim@agasicum chinensgacquin
com origens diferentes: Brasil (BRA), Bilat (BRA-1), Estados Unidos (USA) e México
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(MX), os quais foram colhidos nos estadios de maturacao verde, verde-lakeamjaglhoou

laranja (Fig. 1). Os materiais genéticos foram obtidos do Banco de Germoplasma de Hortalicas
da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil, com excecdo do genotipo
México, que foi cedido pelinstituto Nacional de Investigaciones, Forestales Agricolas e
Pecuarias(INIFAP, México).

Brasil © Estados Unidos

Verd \% Verd
agnﬁl Vermelho erde lat?arnJ%

Laranja

Brasil-1

Verde
laranja

México
Verde

Laranja laranja Laranja

Figura 1. Aspecto de frutos elCapsicumchinensecom diferentes origens e em diferentes
estadios de maturacao.

Local do experimento e estabelecimento da cultura

O experimento foi estabelecido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo-UEPE
“Horta Nova” da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil, durante
novembro de 2018 a maio de 2019. As plantulas de pimenta foram transplantadas a 1 m entre
fileiras e 0,60 m entre plantas. A fertilizacdo aplactmil 180 kg N, 120 kg #0s, 180 kg KO
por hectare, divididare 20 aplicagbes e usando fita de gotejamento como meio de irrigacao e

adubacdo. A parcela experimental foi de 15 m x 20 m.
Descri¢ao dos tratamentos

Os frutos de pimenta foram colhidos em estadios de maturacdo verde, verde-laranja,

laranja ou vermelho (Fig. 1), sendo cada estadio de maturacdo dividido em trés grupos e
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armazenados em sala climatizada (T - 25°C e UR - 76%) por 1, 7 e 14 dias antes da extracéo

das sementes. As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sodio a 2% v/v por 3 min,

lavadas com agua corrente e deixadas secar na sombra até atingir teor de agua de 10+3%. En
seguida, as sementes foram armazenadas em embalagens herméticas e mantidas a 10°C. Testt
de germinacado eedetrazélio foram realizados a intervalos de trés meses durante u#oano.

todo, 180 tratamentos resultaram da combinacéo dos fatores em estudo (Tabela 1).

Tabela 1.Descri¢cao dos tratamentos em avaliagao.

" Estadio de Armaz. Armaz.
Gendtipo ~ Total
(G) maturacao do fruto da semente sementes

(EM) (AF) (AS)
(dia) (més)

. 0
Bras!l (BRA-2) Verde (V) 3
Brasil-1 (BRA) Verde-laranja (VL) 1 6 6000
Estados Unidos (USA) Laranja (L) 9
México (MEX) ) 1>

. 0
Bras!l (BRA-2) Verde (V) 3
Brasil-1 (BR.A) Verde-laranja (VL) 7 6 6000
Estados Unidos (USA) Laranja (L)
México (MEX) ) 192

: 0
Bras!l (BRA-2) Verde (V) 3
Brasil-1 (BR.A) Verde-laranja (VL) 14 5 6000
Estados Unidos (USA) Laranja (L)
México (MEX) ) 192
Total (N) 18000

Teste de germinacéo

A metodologia adotada no teste de germinacéo foi baseada nas Regras para Analise de
Sementes com algumas modifica¢des (Brasil, 2009). Para isso, 100 sementes por tratamento
ou seja, quatro repeticoes de 25 foram distribuidas em placas de Petri de 10 x 90 mm, em cujo
interior foram colocados dois circulos de papermitestumedecidos com agua na proporgéo
de 2,5 vezes seu peso seco. Em seguida, o conjunto foi mantido em BOD com fotoperiodo de
8h noite/16h dia e temperatura de 20/30°C, respectivamente. As contagens do numero de
sementes germinadas foram realizamleada 48h durante 20 dias. Desta forma, a semente foi
classificada como germinada (Fig. 2A - Caso 1) e ndo germinada (Fig. 2B - Caso 0).
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Teste de tetrazolio

As sementes ndo germinadas ao final do teste de germinacao foram submetidas ao teste
de tetrazolio, seguindo a metodologia de Gagliardi e Marcos Filho (2011) com modificagdes.
As sementes, previamente umedecidas, foram divididas pela metade com um estilete de
precisao, evitando sua separacdo. Em seguida, essas sementes foram colocadas em solucao c
tetrazélio a 0,075% e mantidas em BOD a 40°C durante 2 h no escuro. Apos esse tempo, as
sementes foram lavadas com agua destilada e classificadas em dormentes (Fig. 2G, H, | - Caso
1) e mortas (Fig. 2J, K, L - Caso 0).

Viabilidade

As sementes que deram origem a plantulas normais ou anormais no teste de germinacao,
mais as sementes viaveis (dormentes) no teste de tetrazolio (Fig. 2C, D, E, F, G, H, | - Caso 1)
foram classificadas como viaveis. JA as sementes mortas, avaliadas por meio do teste de

tetrazolio (Fig. 2J, K, L - Caso 0), foram consideradas como nao viaveis.
Andlise estatistica

O experimento de laboratério foi estabelecido em delineamento inteiramente
casualizado com arranjo fatorial de 4 x 3 x 3 x 5, sendo avaliados genotipos (4), estadios de
maturacao do fruto (3), periodos de armazenamento pés-colheita dos frutos (3), periodos de

armazenamento das sementes (5) com quatro repeticdes (Tabela 1).

b

Devido a natureza dicotdmica das varidveis germinacdo, dorméncia e viabilidade
avaliadas em nosso estudo, os dados foram analisados por meio de um modelo de regressac
logistica com funcéo de ligacémyit, pertencente amodelo linear generalizado (Gianinetti,
2020). A escolha do modelo foi com base nas combinagdes dos fatores em estudo e suas
interacdes (genotipo, estaddio de maturacdo, armazenamento do fruto, armazenamento da
semente), selecionando aquele modelo que apresentasse o menor Critério de Informacéo de
Akaike (AIC) eamaior Area Sob a Curva (estatistica C) (Harrison and Riinu, 2020).

Para isso, cada semente foi designada com um valondaso a semente germinasse
e zerocaso a semente ndo germinasse. Do mesmo modo foram avalidolaséncia e a
viabilidade, sendaim caso a semente estivesse dormente ou viavadrecaso a semente

estivesse morta ou ndo viavel, respectivamente (Fig. 2).
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A analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do software R versao 4.0.2
(R Core Team, 2020), e os pacotes tidyverse (Wickham et al., 2019), finalfit (Harrison et al.,
2020), sjPlot (Ludecke, 2020).

Figura 2. Imagens ilustrativas de sementes e plantula€ajesicum chinensé\) semente
germinada - caso 1, protusdo da radicula visBebemente ndo germinada - caso 0, radicula

nao visivel.G, H, I) semente dormente - caso 1, sementes com tecidos embrionarios vitais de
coloracéo vermelho com leve descolorido nos cotilédones e extremidade da radikkula)

semente morta - caso 0, sementes totalmente descoloridas, com mais da metade da extensao d
eixo embrionério descolorid&, D, E, F, G, H, I) semente viavel - caso 1, sementes que
germinaram dando origem a plantulas normais e anormais e sementes viaveis pelo teste de
tetrazolio.J, K, L) sementes nédo viaveis - caso 0, sementes mortas identificadas pelo teste de
tetrazolio.

RESULTADOS

A amostraotal de sementes utilizada no estudo foi de 18 mil sementes (Tabela 1). Deste
total, ndo germinaram 40,7% (Caso 0) e germinaram 59,3% (Caso 1) (Tabela 2). Com relacéo
ao genotipo (G), BRAS (referéncia) foi o genotipo com mais sementes germinadas duoante tod
o periodo de avaliacdo, ou seja um ano, superando os genotipos MEX, BRA-1 e EUA. Com
relacdo ao estadio de maturacdo do fruto (EM), as sementes extraidas dos frutos maduros com
coloracao laranja ou vermelha, obtiveram maior porcentagem de sementes germinadas, quando
comparadas com as sementes obtidas dos frutos em coloracdo verde-laranja, e verde
respectivamenteJa no armazenamento do fruto (AF), as sementes extraidas dos frutos
armazenados por 14 dias apresentaram maior porcentagem de germinacéo, seguido pela
sementes de frutos armazenados por 7 e 1 dias. No armazenamento da semente (AS), as

sementes armazenadas por 0 e 3 meses nao diferiram quanto a porcentagem de germinacao



embora aos 6 e 9 meses foi observado incremento gradual da germinagéo, e aos 12 meses fo

observada reducédo da porcentagem de germinacdo das sementes.
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Tabela 2. Estatistica descritiva entre as variaveis indepepdesin relacdo a variavel

germinacao.

Variavel dependente

Germinacéao
Variavel independente Nivel Caso 0 (%) Caso 1 (%) Total
Genotipo (G) Brasil (R) 628 (14,0) 3872 (86,0) 4500
Brasil 1 2200 (48,9) 2300 (51,1) 4500
México 2689 (59,8) 1811 (40,2) 4500
Estados Unidos 1825 (40,6) 2675 (59,4) 4500
Estadio de maturacdo Verde (R) 3543 (59,0) 2457 (41,0) 6000
(EM) Verde-laranja 2366 (39,4) 3634 (60,6) 6000
Laranja 1433 (23,8) 4567 (76,1) 6000
Armazenamento do frutc 1 (R) 3970 (66,2) 2030 (33,8) 6000
(AF) 7 1966 (32,8) 4034 (67,2) 6000
14 1406 (23,4) 4594 (76,6) 6000
Armazenamento da 0 (R) 1666 (46,3) 1934 (53,7) 3600
semente (AS) 3 1667 (46,3)  1933(53,7) 3600
6 1219 (33,9) 2381 (66,1) 3600
9 1096 (30,4) 2504 (69,6) 3600
12 1694 (47,1) 1906 (52,9) 3600
Total de semente 7,342 10,658 18000

Caso 0 - semente ndo germinada; Caso 1 - semente germinadaféRencia dentro do nivel
de cada variavehdependente.

A analise de regressao logistica mostrou que o modelo AS+G*EM*AF descreveu
melhor os dados para a variavel germinacéo (Fig. 3), para o qual se obteve valor do Critério de
Informac&o de Akaike (AIC) de 10185Area Sob a Curva (estatistica C) de 0,85. As razdes de
chance foram significativas (p < 0,05*; 0,01**; 0,001***),

No fator AS, o més zero foi considerado como referéncia, ou seja, serviu de comparacao
para os outros mes Sendo que aos trés meses de armazenamento foi observada a mesma razao
de chance que no tempo 0, ficando seu valor sobre a linha vertical chamada de n@oRefeito
=1). J4 aos seis meses foi observado aumento das razdes de chances de germinar em 2,49 vezs
em relagdo a referéncia, seguido de incremento de 3,30 vezes mais aos nove meses de
armazenamento da semente. Por fim, aos 12 meses de armazenamento, a OR foi menor que ¢
linha de ndo efeito (OR=1), ou seja, ficando no lado esquerdo dessa linha (Fig. 3),0 que indica
gue a razdo de chance das sementes germinarem aos 12 meses foi menor do que no inicio dc

armazenamento.
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BRA, BRA-1, MEX, USA - Genétipos de Brasil (2), México ¢ Estados Unidos

1, 7, 14 - dias de armazenamento do fruto antes da extra¢do das sementes
V, VL e L - coloragio do fruto na colheita, verde, verde-laranja e laranja 0,

7,
3,6, 9, 12 - meses de armazenamento da semente

Figura 3. Razdes de chance entre a variavel dependente germinacdo e as variaveis
independentes e suas interagdes.

Para a interagcdo G*EM*AF foi obsenadumento das razdes de chance de germinar
com relacado a referéncia BRA*V*1pdora nem todas as interagfes tenham sido significativas
(Fig. 3). As interacdes de cada gendtipo no estadio de maturacgéo laranja e armazenamento por
7 dias (BRA-1*L*7, MEX*L*7, USA*L*7) apresentaram as maiores razbes de chance de
germinar, seguido pelos frutos armazenados por 14 dias (BRA-1*L*14, MEX*L*14 e
USA*L*14). As menores raz0es de chance de germinar foram observadas nas interacées dos
genotipos em estadio de maturagéo verde-laranja armazenados por 7 e 14 dias (BRA-1*VL*7,
MEX*VL*7, USA*VL*7, BRA-1*VL*14, MEX*VL*14, USA*VL*14).

A dorméncia da semente foi estimada a partir das 7342 sementes ndo germinadas
durante o teste de germinacéo (Tabela 3). Deste total, 70,1% foram classificadas como mortas

(Caso 0) e 29,9%, como vivas (Caso 1). A referéncia BRA (Brasil) foi o geno6tipo com o menor



50

namero de sementes dormentes ou vivas (Caso 1) dos gendétipos avaliados (Tabela 3). Em
contraste, o gendtipo MEX apresentou o maior numero de sementes dormentes, seguido pelos
genotipos BRA-1 e USA. Em relacdo ao estadio de maturacdo do fruto (EM), as sementes
extraidas dos frutos laranjas obtiveram nesporcentagens de sementes vivas ou dormentes
seguido pelos frutos em coloracdo verde-laranja e verde, respectivamente. Na variavel
armazenamento do fruto (AF), as sementes armazenadas no fruto por 14 dias mostraram maior
quantidade de sementes vivas, seguido pelas sementes armazenadas por 7, e 1 dia
respectivamente. Por fim, o armazenamento da semente (AS) indicou que as sementes sem
armazenamento (0 més) obtiverammaior porcentagem de sementes vivas, o qual foi

diminuindo durante o tempo de armazenamento (Tabela 3).

Tabela 3.Estatistica descritiva das variaveis independentes em relacdo a variavel dorméncia.

Variavel dependente

Dorméncia
Variavel independente Nivel Caso 0 (%) Casol (%) Total
Gendtipo (G) Brasil 609 (97,0) 19 (3,0) 628
Brasil 1 1512 (68,7) 688 (31,3) 2200
México 1611 (59,9) 1078 (40,1) 2689
Estados Unidos 1414 (77,5) 411 (22,5) 1825
Estadio de maturacgéo Verde 3111 (87,8) 432 (12,2) 3543
(EM) Verde-laranja 1545 (65,3) 821 (34,7) 2366
Laranja 490 (34,2) 943 (65,8) 1433
Armazenamento do fruto 1 3230 (81,4) 740 (18,6) 3970
(AF) 7 1311 (66,7) 655 (33,3) 1966
14 605 (43,0) 801 (57,0) 1406
Armazenamento da 0 866 (52,0) 800 (48,0) 1666
semente (AS) 3 1100 (66,0) 567 (34,0) 1667
6 923 (75,7) 296 (24,3) 1219
9 899 (82,0) 197 (18,0) 1096
12 1358 (80,2) 336 (19,8) 1694
Total de semente 5,146 2,196 7,342

Caso 0 - semente morta; Caso 1 - semente viva; R - referéncia dentro do nivel de cada variavel
independente.

A analise de regresséo logistica para a variavel dorméncia mostrou que o modelo
G+EM*AF*AS ajustou melhor os dados dessa variavel, apresentando AIC de #3452
estatistica C de 0,80 (Fig. 4). As razdes de chance entre as variaveis foramtsigsifjpa<

0,05; 0,001) para o G e algumas interagdes.

O gendtipo MEX obteve razdo de chance de ser dormente de 4,62 vezes maior em
relacéo a referéncia BRA, seguido de BRA-1 com valor de 3,64 e USA com valor de 2,61. A
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interacdo EM*AF*AS indicou aumento das razdes de chance em relagéo a referéncia V*1*0.

As interagfes VL*14*3, L*14*3 e VL*7*6 apresentaram as maiores razdes de chance (p<0,05;

p<0,001). Enquanto as interacdes restantes obtiveram razGes de chance com intervalos de

confianca acima da linha de nao efeito e, por tanto, foram consideradas néo significativas.

Finalmente, as interagdes VL*7*12, L*7*12, VL*14*12 e L*14*12 apresentaram razdes de

chance negativas.
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Figura 4. Razdes de chance entre a variavel dependente dorméncia e as variaveis independentes

e suas interagdes.

A viabilidade foi estimada a partir das 18 mil sementes, sendo consideradas viaveis as

sementes dormentes e mortas do teste de tetrazélio. J& as sementes ndo viaveis foram as

consideradas mortas no teste de tetrazélio. Deste total, 28,6% foram consideradas como nao

viaveis (Caso 0) e 71,4% foram consideradas viaveis (Caso 1) (Tabela 4). Com relagédo ao

genotipo (G) BRA obteve mais sementes viaveis (86.5%), quando comparado com 0s genotipos

BRA-1, MEX, USA, que alcancaram viabilidade similar (> 60%). O estaddio de maturagéo
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laranja atingiu o maior nUmero de sementes viaveis, superando aos estadios de maturagéo
verde-laranja e verde. Em relagdo ao armazenamento do fruto (AF), as sementes extraidas dos
frutos armazenados por 14 dias obtiveram a maior porcentagem de sementes viaveis, seguido
pelo armazenamento por 7 e 1 dla.o armazenamento das sementes (AS) indicou que as
sementes ndo armazenadas (0 més) tiveram maior porcentagem de sementes vidveis, que
diminuiu aos 3 meses, seguido de aumento aos 6 e 9 meses. A menor razao de chance para a
sementes viaveis foi observada aos 12 meses de armazenamento.

Tabela 4. Estatistica descritiva entre as variaveis indepepdesin relacdo a variavel
viabilidade.

Variavel dependente

Viabilidade
Variavel independente  Nivel Caso 0 (%) Caso 1 (%) Total
Genotipo (G) Brasil 609 (13,5) 3891 (86,5) 4500
Brasil 1 1512 (33,6) 2988 (66,4) 4500
México 1611 (35,8) 2889 (64,2) 4500
Estados Unidos 1414 (31,4) 3086 (68,6) 4500
Estadio de maturacdo Verde 3111 (51,9) 2889 (48,1) 6000
(EM) Verde-laranja 1545 (25,8) 4455 (74,2) 6000
Laranja 490 (8,2) 5510 (91,8) 6000
Armazenamento do frutc 1 3230 (53,8) 2770 (46,2) 6000
(AF) 7 1311 (21,9) 4689 (78,2) 6000
14 605 (10,1) 5395 (89,9) 6000
Armazenamento da 0 866 (24,1) 2734 (75,9) 3600
semente (AS) 3 1100 (30,6) 2500 (69,4) 3600
6 923 (25,6) 2677 (74,4) 3600
9 899 (25,0) 2701 (75,0) 3600
12 1358 (37,7) 2242 (62,3) 3600
Total de semente 5,146 12,854 18,000

Case 0 - nao viavel; Case 1 - viavel; R - referéncia dentro do nivel de cada variavel
independente.

A analise de regresséo logistica da viabilidade indicou que o modelo AS+G*EM*AF
foi o que melhor explicou a tendéncia dos dados para essa variavel, cujas razdes de chance
foram significativas (p<0,05; 0,01; 0,001). Esse modelo obteve AIC de £238&tistica C de
0,78 (Fig. 5).
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Figura 5. RazBes de chance entre a variavel viabilidade e as variaveis independentes e suas
interacoes.

O fator AS mostrou raz8es de chance negativas e significativas (p<0,05; 0,001) para
todos os periodos de armazenamento, com exce¢do do armazenamento das sementes por !
meses, que ndo diferiu da referéncia. Nos periodos de armazenamento de seis e nove mese:

foram observadas as raz6es de chance, mais proximas a linha de ndo efeitd.(OR

A interacdo G*EM*AF apresentou aumento das razdes de chance quando comparado
com a referéncia BRA*V*1. Todos o0s gendtipos cujas sementes foram extraidas de frutos em
maturacao laranja e armazenados por 7 e 14 dias (BRA-1*L*7, BRA-1*L*14, MEX*L*7,
MEX*L*14, USA*L*7, USA*L*14) obtiveram as maiores raz0es de chance de sementes
viaveis em comparacdo a referéncia BR*V*1. A combinacdo USA*VL*7 e USA*VL*14

também apresentaram razdes de chance significativas em relacao a referéncia BRA.
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DISCUSSAO

A germinacao é um processo fisioldgico que culmina com a protusdo da radicula através
das estruturas de protecdo das sementes (Bewley et al., 2013). Em geral, os genotipos BRA-1,
USA e MEX (Fig. 1B, C, D) obtiveram menores razfes de chances de germinar com relacéo a
referéncia BRA (Fig. 1A). A baixa capacidade de germinacao, observada entre O e 3 meses de
armazenamento da semente (Tabela 2, Fig. 3), sugere a possibilidade de que as sementes recéen
colhidas possuem dorméncia, fato previamente reportado em sementes de pimenta Habanero
(Caixeta et al., 2014; Medeiros et al., 2020). Ja a superacdo da dorméncia, observada aos 6 e €
meses de armazenamento pelas maiores razdes de chance (Fig. 3), pode ser consequéncia d
armazenamento a seco da semente (afteripening), cujo efeito mais importante é a diminuicdo
dos niveis de &cido abscisico (ABA) e aumendocdncentracdo de GA, fitohormdnios
relacionados com a manutencéo e superagdo de dorméncia, respectivamente (Matilla et al.,
2015). Ja a reducdo da razdo de chance de germinar das sementes aos 12 meses d
armazenamento (Fig. 3) poderia ser um indicio do comeco do processo de deterioracdo da
semente (Ratajczak et al., 2019), ja que foram observados menores chances de sementes viavei

nesse periodo de armazenamento.

A interpretacao dos fatores simples (G, EM, AF, AS) sem considerar as interacdes entre
eles pode levar a conclusfes equivocadas sobre o modelo (Hosmer et al., 2013). Nesse sentido,
as interacbes BRA-1*L*7, MEX*L*7, USA*L*7 e BRA-1*L*14, MEX*L*14, USA*L*14
apresentaram as maiores chances de germinar (Fig. 3), mas as razbes de chance dessa
interacGes diminuiram drasticamente quando mudou para maturacao verde-laranja (Fig. 3). As
variacfes observadas nas interacdes entre 0os genétipos, estadios de maturacdo e tempos d
armazenamento podem estar relacionados aos fatores genéticos, ambientais e as interagdes entr
eles (Penfield and MacGregor, 2016), ja que de acordo a origem de cada genatipo, as condicdes
edafocliméticas do local de adaptagcédo poderiam ter afetado seu desempenho, como no caso dc
MEX que apresentou a menor porcentagem de sementes germinadas (Tabela 2) e baixas razbe:

de chances de germinar (Fig. 3).

A dorméncia € uma adaptacédo evolutiva das sementes que impede a germinacgéo, apesar
de existir as condigbes ambientais adequadas para que germinem (Bewley et al., 2013). Desta
forma, as populacfes de sementes que ndo germinam totalmente em condi¢cdes que favorecernr
a germinacao podem ser classificadas como tendo certo nivel de dorreémaiasso estudo,

o0 modelo G+EM*AF*AS resultou 0 mais apropriado para avaliar a dorméncia. A maior
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dorméncia, expressado pelo gendtipo MEX, poderia ser consequéncia do ambiente de
adaptacao deste gendtipo e suas interacdes. As sementes de MEX foram trazidas de Yucatan,
México, cujas condicBes edafoclimaticas divergem da regido de Vigosa, MG, Brasil, onde
foram plantadas para a producdo de sementes. Enquanto Vigcosa apresenta temperatura médic
de 20,6°C, em Yucatan a temperatura média é de 26,5°C. Um estudo feito por Springthorpe e
Penfield (2015) apontou que a temperatura € o fator ambiental que mais influi sobre as espécies,
e concluiu que a variacdo em 1°C pode ser suficiente para modificar tanto o ambiente da planta

mae bem como do zigoto e, portanto, alterar o nivel de dorméncia da progénie.

Por outro lado, a menor dorméncia, observada nos genoétipos USA e BRA-1,
provavelmente se deve a adaptacao desses materiais genéticos as condi¢cdes edafoclimaticas d
regiao, pois sao plantados regularmente como parte do processo de incremento da semente par:
sua conservacéo no Banco de Germoplasma de Hortalicas da UFV. Situacao similar aconteceu
com os primeiros cultivares de Habanero, Juruti e Nandia, desenvolvidos no Brasil a partir de

31 acessos de Habanero de regifes brasileiras e dos Estados Unidos (Soares et al., 2020).

No caso da interacdo EM*AF*AS para a dorméncia, as sementes armazenadas por trés
e seis meses apresentaram razdes de maior nimero de sementes dormentes ou vivas (Fig. 4).
partir desses tempos foi observada diminuicdo progressiva das razdes de chance, sendo o0 pontc
critico aos 12 meses de armazenamento (VL*7*12, L*7*12, VL*14*12 e L*14*12). Essa
reducédo das razdes de chance poderia estar relacionada com a deterioracao das sementes, ja qt
nesse mesmo periodo de armazenamento foi observada reducédo de germinacédo. Nesse sentidc
a deterioracao das sementes tem como principal mecanismo a geracao e acumulo de espécies
reativas de oxigénio, que causam diminuicdo da germinacao, perda de vigor e viabikdade da
sementes, isto em decorréncia de danos aos lipidios, DNA e proteinas da semente (Kijowska-
Oberc et al., 2021; Ratajczak et al., 2019).

A viabilidade é um teste que inclui tanto as sementes capazes de gerar plantula bem
como as sementes dormentes, mas vivas (Soares et al., 2016). Em nosso estudo, o modela
AS+G*EM*AF foi o mais adequado para avaliar a viabilidade (Fig. 5). Assim, as razdes de
chance foram negativas para todos os tempos de armazenamento da semente (AS), iISSO comc
resultado da maior porcentagem de sementes vidaveis aos 0 meses, que foi o tempo de
armazenamento usado como referéncia para comparar cada periodo de armazenamento (Tabelz
4, Fig. 5). Alem disso, as razdes de chance observadas nas sementes armazenadas por seis

nove meses ficaram perto da linha de nao efeito (OR = 1), coincidindo com a quebra da
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dorméncia, ou seja, 0 ponto em que as sementes atingiram as maiores porcentagens de
germinacao (Tabela 2). Resultados similares foram reportados por Caixeta et al. (2014) em
sementes de Habanero extraidas de frutos com coloracdo laranja sem e com armazenamentc
pos-colheita (E2 e E3, respectivamente). Apds quatro meses depois da primeira avaliacdo, essas
sementes (E2 e E3) tiveram aumento da germinacéo (de 25% a 41% em E2, e de 32 a 50% em
E3) e das plantulas emergidas (de 65% a 85% em E2, e de 75% a 86% em E3).

Na interacdo EM*AF*AS, as sementes dos fruBd®A-1, USA e MEX colhidos em
maturacdo laranja e armazenados por 7 e 14 dias (BRA*L*7, MEX*L*7, USA*L*7,
BRA*L*14, MEX*L*14, USA*L*14) apresentaram as maiores razdes de chance de sementes
viaveis (Fig. 5). Esse resultado poderia se dever a que as sementes extraidas de frutos laranjas
ja teriam atingido a maturidade fisiolégica, pois, nesse estadio de maturacdo, as sementes
atingiram a maior porcentagem de germinacéo (Tabela 2), além de maior peso seco (dados néo
apresentados). Ja o armazenamento dos frutos por 7 e 14 dias poderia ter influenciado na

superacao da dorméncia dessas sementes.

O armazenamento dos frutos como estratégia de uniformizacédo da maturagéo em plantas
com floracéo e frutificacdo continua tem sido reportada em culturas como berinjela (Passam et
al., 2010), tomate (Vidigal et al., 2006) e pimenta (Goncalves et al., 2018), cujas sementes
extraidas de frutos armazenados tiveram aumento de suas taxas de germinacao e vigor quandc
comparadas com as sementes de frutos ndo armazenados. Em estudo com sementes d¢
Habanero variedade Mayapan, extraidas de frutos laranjas armazenados por 7 e 14 dias,
Medeiros et al. (2020) reportaram que as maiores porcentagens de germinacdo, maior
integridade tecidual e preenchimento das sementes, e menor nivel de dorméncia foram
observados em sementes colhidas em estadio de maturacdo laranja e armazenados por 7 e 1.
dias.

Em sintese, as sementes @e chinensedos gendtipos BRA-1, USA e MEX
manifestaram diferentes niveis de dorméncia, conforme observado pelas baixas razdes de
chances de germinacao aos zero e trés meses de armazenamento, que foi superada aos seis
nove meses como resultado do armazenamento a seco da semente, em combinacdo com
estadio de maturacacmermazenamento do fruto. As variagdes nos niveis de dorméncia entre
esses genotipos foram provavelmente atribuidas ao efeito do ambiente durante o periodo de
producdo das sementes e as interacdes gendtipo-ambiente. Ja a reducdo da viabilidade de

semente, aos 12 meses de armazenamento, coincidiu com a diminuicdo da germinagéo,
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provavelmente causada pelo processo de deterioracdo das sementes ou porque as semente
entraram a um ciclo de dorméncia. Finalmente, as interagdes dos fatores em estudo (G, EM,
AF, AS) tiveram um efeito positivo na germinacdo e viabilidade, reduzindo o nivel de

dorméncia.
CONCLUSOES

As sementes de pimenfa. chinenseapresentam dorméncia pos-colheita que foi
mantida até os trés meses de armazenamento, porém foi superada aos seis e nove meses 0
armazenamento das sementes, periodos em que foram obtidas as maiores porcentagens d

sementes germinadas.

As sementes do gendtipo BraBiRA) ndo manifestaram dorméncia e tiveramaior

porcentagem de germinacdo. Os gendétipos MEXA-1 e USA obtiveram maior dorméncia.

A dorméncia foi reduzida quando os frutos foram colhidos em estadio de maturacéo
verde-laranja e laranja e armazenados por 7 e 14 dias antes da extracdo das sementes, seguid

do armazenamento das sementes secas por seis e nove meses.

A viabilidade das sementes dos genétipos MEX, BRAS-1 e USA aumentou quando 0s
frutos foram colhidos em maturagéo laranja e foram armazenados por 7 e 14 dias antes da

extracdo das sementes.
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CAPITULO I I

ZAVALA, Manuel Jesus Leodn, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho deR€atao
entre caracteristicas fisicas e qualidade fisiolégica de semente de pime@apsicum
chinenseJacq. Orientador: Laércio Junio da Silva.

RESUMO

A analise de atributos fisicos e de vigor de sementes € fundamental para a identificacdo de lotes
de sementes de alta qualidade. O presente estudo teve como objetivo relacionar os atributos
fisicos e fisiologicos representativos da qualidade de semen@zgpdeum chinenséacq. em
diferentes gendtipos, estadios de maturacdo e tempo de armazenamento do fruto. Foram
avaliados quatro genétipos, sendo dois originarios de Brasil (Brasil-2, Brasil), um dos Estados
Unidos e um do México. Os frutos foram colhidos em trés estadios de maturacao (verde, verde-
laranja, laranja ou vermelho) e submetidos a trés tempos de armazenamento antes da extracac
das sementes (1, 7 e 14 dias). As caracteristicas fisicas das sementes como densidade relativa
densidade integrada e preenchimento foram avaliadas por meio de analise de imagens
radiograficas. Essas mesmas sementes foram submetidas ao teste de germinacéo, a partir da
quais foram estimadas a sincronia de germinacao, coeficiente de velocidade de germinacéao,
tempo médio de germinacdo e ao teste de condutividade elétrica. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de correlacdo de Pearson, CCA e CDA. Em geral, o valor maximo de
correlacao de Pearson foi de 0,81, enquanto o valor maximo da CCA e CDA foi de 0,89. Foram
obtidas duas variaveis canénicas significativas. As sementes do gendtipo Brasil-2 extraidas dos
frutos verde-laranja e laranja armazenados por sete e 14 dias tiveram maiores caracteristicas
fisicas e fisiologicas. Ja as sementes dos gendtipos Brasil, Estados Unidos e México obtiveram
maiores valores para as caracteristicas fisicas e de vigor das sementes quanto estas forarn
extraidas frutos laranja armazenados por 14 dias, seguida pelos frutos verde-laranja
armazenados por sete dias. As sementes extraidas dos frutos verdes armazenados por um di
apresentaram 0s mais baixos atributos de vigor (maior condutividade elétrica) e fisicos (menor
preenchimento). Sementes obtidas de frutos laranjas, seguido do armazenamento por 14 dias é

a mais recomendada para a obtencéo de sementes com maiores atributos fisiolégicos e fisicos.

Palavras-chave:Correlacdo can6nica. Germinacédo. Atributos fisicos. Atributos fisioldgicos.
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CHAPTER 1l

ZAVALA, Manuel Jesus Leon, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2021.
Relationship between physical characteristics and physiological quality of pepper seed
CapsicumchinenseJacq. Adviser. Laércio Junio da Silva.

ABSTRACT

The analysis of seed physical and physiological attributes is essential for the evaluation of high
quality seeds. This study aimed to relate the physical and physiological attributes representative
of the quality ofC. chinenseseeds for each genotype, maturity stage and fruit storage time.
Four genotypes (Brazil-2, Brazil, United States and Mexico) were evaluated, whose fruits were
harvested at three stages of maturation (green, orange-green, orange or red) and subjected to
three storage times before seed extraction (1, 7 and 14 days). Physical characteristics of seeds
such as relative density, integrated and filling were evaluated through image analysis. These
same seeds were submitted to the germination test from which germination synchrony,
germination speed coefficient, average germination time and electrical conductivity were
estimated. The data obtained were submitted to Pearson, CCA and CDA correlation analysis.
In general, the maximum value of Pearson's correlation was 0.81, while the maximum value of
CCA and CDA was 0.89. Two significant canonical variates were obtained. The seeds of the
Brasil-2 genotype extracted from orange and orange fruits stored for seven and 14 days had the
highest physical and physiological characteristics. The seeds of the genotypes Brazil, United
States and Mexico had the highest physical and physiological characteristics of the orange fruits
stored for 14 days, followed by the green-orange fruits stored for seven days. In general, seeds
extracted from green fruits stored for one day had the lowest vigor (electrical conductivity) and
physical (filling) attributes. Seeds of the Brazil, United States and Mexico genotypes extracted
from orange fruits and stored for 14 days may be the most recommended for obtaining seeds

with greater physiological and physical attributes.

Keywords: Canonical correlation. Germination. Physical attributes. Physiological attributes.



63

INTRODUCAO

A pimenta habanero, pertencente a esp€ajgsicumchinenselacquin, apresenta alta
demanda para seu consumo tamtmatura quanto processado (Soares et al.,, 2020). Seu
destaque, deve-se as caracteristicas do fruto como aroma, tamanho, cor, formato e grau de
pungéncia. Além disso, os capsaicinoides presentes nas pimentas tém propriedades analgésicas
termogénicas, cardioprotetoras, farmacoldgicas e neuroldgicas que ressaltam sua importancia
(Mendes and Goncalves, 2020). Destaca-se que em 2010, a Peninsula de Yucatan obteve a
denominacgdo de origem do Habanero, outorgada pelo Instituto Mexicano da Propriedade
Intelectual (Fabela-Morén et al., 2019; Mufoz-Ramirez et al., 2020), devido a grande
diversidade de pimenta Habanero e condi¢cdes edafoclimaticas da regido que favorecem as

caracteristicas do fruto acima mencionadas.

No entanto, as pimentas, dentre efaschinensg exibem floragdo e frutificacéo
continua, e sementes em diferentes estadios de maturacdo, niveis de qualidade fisica e
fisiol6gica sdo obtidas no momento da colheita, o que pode levar a um estande irregular das
plantulas no viveiro. De maneira que para o setor sementeiro é fundamental conhecer a
qualidade das sementes, mediante a avaliacdo de seus atributos fisicos e fisiolégicos a fim de

oferecer sementes de alta qualidade.

Os atributos fisicos estdo relacionados aos aspectos externos (presenca de trincas,
tamanho, forma, etc.) e internos (densidade tecidual, preenchimento, etc.), que podem ser
avaliados mediante o uso de técnicas como raios-X e imagem multiespectral (Bianchini et al.,
2021). Por outro lado, os atributos fisioldgicos relaciosamme potencial de germinacao da
semente, da emergéncia no campo e sua capacidade de armazenamento. (Leprince et al., 2017
Rajjou et al., 2012; Ventura et al., 2012).

Estratégias como selecdo do genoétipo mais adequado para uma regido, colheita dos
frutos no estadio de maturacdo adequado e armazenamento dos frutos antes da extracao da:
sementes auxiliam na obtenc&o de sementes de pimenta de alta qualidade (Pinheiro et al., 2020
Goncalves et al., 2018). Neste sentido, a colheita de frutos com coloracdo amarela e laranja,
seguido do armazenamento do fruto por sete ou 14 dias, permitiram melhorar os atributos
fisicos (maior preenchimento e densidade integrada) e fisioldgicos (maior porcentagem de
germinacao, menor nivel de dorméncia) das sementes de pimenta Habanero (Medeiros et al.
2020).
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A analise dos dados das caracteristicas fisicas e fisiolégicas das sementes pode ser
realizada por técnicas multivariadas, como a anélise de correlagdo candnica (Q@kgee a
discriminante candnica (CDA), que permitem encontrar a relacdo entre dois grupos de variaveis
(X, Y), podendo cada grupo ter duas ou mais variaveis. Com a aplicacdo desses métodos
estatisticos, pode-se identificar padrdes com maior clareza, pois esses maximizam as
associagfes existentes entre os grupos de variaveis mediante suas combinacdes lineares
ortogonas (Androniceanu et al., 2020). Além disso, essas técnicas exploratérias sdo mais
eficientes que a analise de correlacdo de Pearson, que apenas faz comparacdes intinaduais e
cada variavel. Neste sentido, em estudos com sementes de pinhdo manso (Bianchini et al., 2021)
e soja (Pereira et al., 2017) foram encontradas associacdes entre 0os grupos de variaveis ligadas

a qualidade das sementes utilizando CDA e CCA.

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi relacionar os atributos fisicos e fisiol6gicos
representativos da qualidade de sement&3 dRinensgpara diferentes gendtipos, estadios de

maturacao dos frutos e tempo de armazenamento dos frutos antes da extracdo das sementes.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

A pesquisa foi realizada na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo Horta Nova,
pertencente a Universidade Federal de Vigosa, Brasil, de novembro de 2018 a abril de 2019.
Quatro gendtipos de pimenfa chinensdgBrasil, Brasil-2, Estados Unidos e México) foram
utilizados no experimento. O manejo agrondmico adotado foi de acordo com as recomendacgdes
para pimenta (EPAMIG, 2006).

Frutos de cada gendtipo foram colhidos em trés estadios de maturacao (verde, verde-
laranja e laranja ou vermelho, Fig. 2). Apés a colheita, os frutos foram armazenados em caixas
plasticas dentro de sala climatizada a 25°C por diferentes periodos antes da extracdo das
sementes (um, sete e 14 dias). Da combinacao dos fatores em estudo, genaétipo (4), estadio de

maturacéo (3) e periodo de armazenamento do fruto (3), resultaram ao todo 36 tratamentos.
Extracdo, processamento e armazenamento da semente

Colhidos os frutos de cada genotipo, nos diferentes estadios de maturacdo e apds o0s
periodos de armazenamento descritos acima, procedeu-se a extracdo de suas placentas con

auxilio de um descascador de maca. Em seguida, as sementes foram desprendidas da placent.
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utilizando-se liquidificador com agua seguido do acionamento de pulsos de ligado e desligado.

Para evitar danos mecanicos nas sementes, as laminas foram revestidas com fita adesiva. A
sementes bem formadas foram separadas das sementes vazias mediante a imersao em agua, «
seja, as sementes flutuantes foram descartadas. As sementes foram entdo lavadas com agu
corrente para eliminar os residuos do fruto. Em seguida, foram desinfestadas com hipoclorito

de sodio a 2% v/v por 3 minutos. Finalmente, as sementes foram deixadas para secar na sombra
dentro de uma sacola de organza durante uma semana, que foi o tempo requerido para atingir
umidade de 10+3%. Por fim, as sementes foram colocadas dentro de embalagens plasticas e
guardadas em geladeira a 10 °C, até os posteriores testes para avaliacdo das caracteristica

fisicas e fisiologicas.
Avaliacao das caracteristicas fisicas

As caracteristicas fisicas foram obtidas por meio de imagens de raios-X. Para isso as
sementes foram coladas sobre plastico adesivo, com quatro repeticbes de 25 sementes, e
evitando o contato entre elas. Em seguida, o plastico adesivo com as sementes foi colocado
dentro do equipamento de raios-X modelo MX-20 (Faxitron X-ray Corp. Wheeling, IL, USA)

a uma distancia do feixe de luz de 20,9 cm, com voltagem ajustada a 23 kV, tempo de exposi¢cao
de 10 segundos e contraste de 2721. As imagens geradas foram salvas no formato TIFF
(Formato de arquivo de imagem marcada) e analisadas com a macro |JCropSeed (Medeiros et
al., 2020). Resumidamente, a andlise consistiu em primeiro fazer um teste para verificar qual
método de limiar € mais adequado para segmentar as imagens de raios-X das sementes de
pimenta, sendo definido o método mean. Em seguida, as imagens foram processadas, sendo
obtidas as variaveisliensidade relativaque foi estimada como o valor médio de cinza dos
pixels correspondentes as sementes na imagem de raaenXidade integradaque foi

avaliada como a soma dos valores de cinza dos pixels correspondentes as sementes; €
preenchimentoque foi determinado mediante a relagéo entre espacos vazios e preenchidos da

selecdo apos a binarizacdo da imagem.
Avaliacdo do potencial fisiologico

As mesmas sementes utilizadas para avaliacdo das caracteristicas fisicas foram
avaliadas quanto a qualidade fisiologica por meio dos testes de germinacédo e condutividade

elétrica.
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Para o teste de germinacao foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes. As
sementes foram depositadas em placas de Petri, sobre duas camadas geerrpépst A
contagem do numero de sementes germinadas foi realizada a cada 48 horas durante 20 dias. A
partir dos dados de germinacao foram determinadas as variaveis e formulas a seguir (Ranal and
Santana, 2006):

Em que,SINCé a Sincronia de germinac&INO, que é a combinacdo das sementes

germinadas no tempoduas a duas; B 0 nimero de sementes germinadas no tempo

CVG = <zn: fi/zn: fixi> 100
i=1

i=1

Em que,CVG é o Coeficiente de Velocidade de Germinacae;nfumero de sementes

recém germinadas no diadividido pelo nimero de dias a partir da semeadura x

k k
MGT = Zni ti/Zni
i=1 i=1

Em queMGT é o Tempo Médio de Germinacg&pgro numero de sementes germinadas
por dia n (hdo o numero acumulado, mas o nimero correspondésésirda observacao) e

dividido pelo tempo desde o inicio do teste de germinagdié &-ésima observacao.

A condutividade elétrica (CE) foi determinada em quatro repeticdes de 50 sementes
(Vidigal et al., 2008). As sementes de cada repeticdo primeiramente foram pesadas, e depois
foram colocadas dentro de um copo com 25 mL de agua destilada. Em seguida, os copos foram
colocados dentro do germinador a 25 °C por 24 h. Apés esse tempo, o valor da condutividade

elétrica da solucéo foi aferido com auxilio de condutivimetro.

Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia. Foram obtidas as correlacfes
lineares de Pearson entre os dados das caracteristicas fisicas e fisioloégicas das sementes, pa
meio do pacoté&sGally (Schloerke et al., 2020). Também, os dados foram submetidos as

andlises multivariadas de correlagédo canénica (CCA) por meio do pacote Yacca (Butts, 2108)
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e andlise discriminante candnica (CDA) por meio do pacote Candisc (Friendly and Fox, 2020)
utilizando-se o software R (R Core Team, 2019).

Andlise de correlacdo candnica

A analise de correlacdo canbnica permite estimar a associacao entre dois conjuntos de
variaveis (X, Y), que por sua vez gera novas variaveis para X e Y (U, V). O nimero maximo
de correlagdes candnicas corresponde ao nimero de variaveis fisicas no conjunto menor (Que
et al., 2020). Em nosso estudo, foi composto pela densidade relativa, densidade integrada e
preenchimento. J& o grupo de variaveis fisioldgicas, ou grupo X, foi formado pelo potencial de
germinacdao, sincronia da germinacéao, coeficiente de velocidade de germinacédo, tempo médio
da germinacéo e condutividade elétrica (Tabela 1). Os dados foram padronizados para ndo haver
influéncias das diferentes escalas das variaveis e multicolinearidade foi avaliada (Androniceanu
et al., 2020). Para visualizar a localiza¢do dos niveis dos fatores genotipo, estadio de maturacéo
e periodo de armazenamento do fruto no espaco candnico foi realizado uma CDA.

Tabela 1.Caracteristicas fisicas e fisiologicas de sementes de diferentes gend@ppsidam
chinense

Tipo Nome Unidade Referéncia
. .. Yi1--Densidade relativa cinza pixel! Medeiros et al. (2020)
Caracteristica . . . : .
fisicas Yo--Densidade integrada  cinza mnd pixel! Medeiros et al. (2020)
Y 3--Preenchimento % Medeiros et al. (2020)
o o Matthews e Powell
. -1
Xi--Condutividade elétrica pS cmtg (2006)
e : . |
Caracteristica X2 Slncr.o.ma de germinacal NA Ranal e Santana (2006)
fisiologicas ~ Xs-Coeficientede o/ Ranal e Santana (2006)
velocidade de germinacgao ’
Ko VE0 METD CE time Ranal e Santana (2006)

germinacao

RESULTADOS
Andlise de correlacdo de Pearson

Em relacdo a correlagdo entre as variaveis fisicas e fisioldgicas, se destacou a correlacao
entre a condutividade elétricaip@ o preenchimento das sementes),(¥om r = -0.81, (p <
0,001), ou seja, as sementes com maior preenchimento apresentaram menores valores de
condutividade elétrica (Tabela 2). Ainda, entre a variavel sincronia de germinagéa® ¢X

coeficiente de velocidade de germinacae),(Xom r= 0,81 (p < 0,001). Como os valores de
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correlacdo apresentados refletem somente as associacdes individuais entre as varaveis e ndo d
grupo de variaveis foi explorada as analises CCA e CDA entre os grupos de variaveis fisicas e
fisiologicas (Tabela)l

Tabela 2. Coeficiente de correlacdo linear de Pearson entre as caracteristicas fisicas e
fisiologicas de sementes @apsicum chinense

X1 X2 X3 X4 Y1 Y2 Y3

X1 1 -0,33 -0,36 -0,01 -0,01 -0,12 -0,81
*%x% *%x% ns ns ns *%%

Xo 1 0,79 -0,44 -0,26 0,54 0,39
*%x% *%x% *% *%% *%k%

X3 1 -0,61 -0,30 0,57 0,46
*%x% *%% *%% *%%

X4 1 0,35 -0,49 -0,16
*%% *%% ns

Y1 1 0,34 -0,02
*%% ns

Yo 1 0,24
*%
Y3 1

X1: condutividade elétrica, X sincronia de germinacéo,sXcoeficiente de velocidade de
germinacao, X tempo meédio de germinacao;: Yensidade relativa,2Ydensidade integrada,

Y3: preenchimento, ns: n&o significatiV8™* p<0.001,** p<0.01
Andlise de correlacdo candnica

Na CCA, trés pares de variaveis de correlacdo canbnidé,(U.V2, UsV3) foram
obtidas a partir dos grupos de variaveis (X, Y) (Tabela 3). O coeficiente de correlagdocacandnic
do primeiro par de variaveis candnicas\{y foi 0,89 (p < 0,05). O coeficiente de correlagéo
canbnica do segundo par de variaveis candnicagjloi 0,80 (p < 0,05). J& para o terceiro
par de variaveis candnicaszil), esse valor foi 0,07 (p > 0,05). Assim, somente o0 primeiro e
0 segundo par de variaveis canbnicas foram utilizados nas analises subsequentes.

Tabela 3.Andlise de correlacdo candnica entre caracteristicas fisicas e fisiologicas de sementes
de pimentaCapsicum chinense

Variavel canbnica Correlacdo Valor proprio Lambda F DF p-valor

uivi 0,89 3,61 0,07 4943 12 0™
u2v2 0,80 1,79 0,35 3L,15 6 (O
u3Vv3 0,07 0,09 0,99 - 2 0,69

™ p<0.001,"Sn4o significativo.
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Anélise de estrutura candnica

A andlise de estrutura candnica foi utilizada para medir a correlacdo e direcdo das
variaveis originais (X e Y) e as variaveis canbnicas €UVi, U2 e V), utilizando o
carregamento candnicognonical loadinge o carregamento candnico cruzactogs loading
(Tabela 4).

Tabela 4. Resultados do carregamento candnico e carregamento candnico cruzado obtidos a
partir das variaveis fisicas e fisioldgicas de sementes de pi@apsicum chinense

Variavel Carregamento Carregamento candnico cruzado
canOnico
Ui Uz V1 V2
X1 0,48 -0,86 0,43 -0,69
X2 -0,84 -0,12 -0,74 -0,10
X3 -0,92 -0,08 -0,82 -0,07
X4 0,73 0,40 0,65 0,32
Carregamento Carregamento canodnico cruzado
Canonico
Y1 0,32 0,18 0,36 0,22
Y2 -0,58 -0,20 -0,66 -0,25
Y3 -0,55 0,62 -0,62 0,77

X1: condutividade elétrica, X sincronia de germinacao,sXcoeficiente de velocidade de
germinacao, X tempo meédio de germinacao;: Yensidade relativa,2Ydensidade integrada,
Y 3: preenchimento.

O carregamento candnico da velocidade de germinacie (X variavel candnica Ul
apresentou o maior valor, -0,92, sendo que esta variayeé @que mais representou o vigor
das sementes (Tabela 4). Além disso, o carregamento candnico cruzado da velocidade de
germinacado (X3) e a variavel canodnica)(Yoi de -0,82, o que indica que as caracteristicas
fisicas das sementes afetam o coeficiente de velocidade de germingcao (X

Ja para o carregamento canbnico da condutividade elétrit@ @variavel canbnica
(U2) foi obtido o maior valor, -0,86, sendo a variavel)(%ue melhor representou o vigor das
sementes nesta segunda variavel canonica. Alids, o carregamento canonico cruzado da
condutividade elétrica (X e variavel canbnica @Y foi de -0,69, o que mostra que a

caracteristica fisica da semente tem efeito sobre a condutividade elétyida §€mente.
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NaFigura 1 apresenta-se a estrutura de correlacdo entre as variaveis fisicas e fisiologicas
da primeira e segunda variavel canénica. Por meio da primeira variavel canonica (Fig. 1A),
observa-se que os baixos valores de preenchimenjoe(ensidade integrada AYdas
sementes predisseram os baixos valores de sincronia de germingcéaléXcoeficiente de
velocidade de germinacgdo {)<além do aumento do tempo médio de germinacdp Por
meio da segunda varidvel canénica (Fig. 1B), observa-se que o preenchimento das sementes

(Y3) apresentou relacao inversa com a condutividade elétriga (X

@ Varidvel fisica  Variavel fisiologica (B Variavel fisica  Variavel fisiologica

Variavel canonica 1 Variavel canonica 2

Figura 1. Gréfico de Hélio da analise de correlacdo canbdnica (CCA) entre as varisicass f
e fisiolégicas. A - variavel candnica Be- variavel candnica 2. As barras pretas correspondem
as correlacdes positivas e as barras brancas correspondem as correlagdes negativas.

Anélise canobnica discriminante

Em relacdo aos gendtipos (Fig. 2A), Brasil-2 foi correlacionado positivamentescom o
vetores coeficiente de velocidade de germinacag, (¥incronia de germinacdo {Xe
densidade integrada £} ou seja, as sementes desse genétipo apresentaram maior numero de
caracteristicas favoraveis de germinacdo. Os gendétipos Brasil e Estados Unidos foram
correlacionados com o vetor de tempo médio de germinagdoigk €, as sementes destes
genotipos demoraram mais tempo para germinar. Por fim, o gendtipo do México foi

correlacionado com o vetor de densidade relativa (Y
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Figura 2. Analise discriminante candnica para genotipos (A), estadio de maturacéo do fruto
(B) e periodo de armazenamento do fruto de pimenta (C). Em D, E, F e G, aspecto visual dos
frutos nos diferentes estadios de maturacéo e das radiografias das sementes de cada genatipo.

Em relacdo aos estadios de maturacao (Figura 2B), os frutos laranja e vermelho foram

associados ao preenchimento da semende Q¥ seja, as sementes extraidas de frutos nesses
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estadios estavam mais bem formadas. Os frutos verde-laranja foram relacionados aos vetores
tempo médio de germinacaos)e densidade relativa () Os frutos verdes ficaram associados
ao vetor de condutividade elétricaifXisto é, suas sementes apresentaram maiores valores de

condutividade elétrica bem como menor grau de preenchimento (Fig. 2D, E, F, G).

Com referéncia ao fator tempo de armazenamento (Figura 2C), os frutos armazenados
por 14 dias foram relacionados com os vetores preenchimento da semgateq@ficiente de
velocidade de germinacado {)Xou seja, as sementes extraidas dos frutos apos esse tempo de
armazenamento tiveram maior preenchimento e maior velocidade de germinagdo. Os frutos
armazenados por sete dias estiveram mais associados ao tempo médio de germinacao (X
densidade relativa (Y, ou seja, suas sementes demoraram mais para germinar e apresentaram
maior densidade tecidual. J&, os frutos verdes foram mais associados a condutividade elétrica
(X1), ou seja, suas sementes apresentaram menor vigor, com maiores valores de condutividade

elétrica.

DISCUSSAO

A analise da qualidade da semente representa um requisito importante para a indastria
sementeira, pois com sua determinagdo se garante ao produtor sementes com germinacao €
emergéncia de plantulas homogéneas no campo. No presente estudo, foram realizadas analise:
de CCA e CDA com a finalidade de determinar as relacdes existentes entre os atributos fisicos
e fisiologicos de sementes de pimenta e identificar aqueles atributos que mais contribuem com

sua qualidade.

No geral, a CCA explicou em maior proporcéo a associacdo entre os atributos fisicos e
fisiolégicos das sementes comparada a correlacdo de Pearson. (Tabela 2, Tabela 3). Essa
diferenca pode ser devido ao fato que a CCA estima correlacdes entre dois grupos de variaveis
(X e Y), mediante a maximizacao das relacdes lineares de suas variaveis (Que et al., 2020), e
ndo de variaveis individuais como acontece com a correlagcdo de Pearson, que considera a

correlacdo entre duas variaveis individuais por vez.

A CCA é uma técnica multivariada de reducéao de dimensionalidade que visa encontrar
as maiores associacdes entre dois conjuntos de dados (Cama-Moncunill et al., 2021). No
presente estudo, a CCA foi explicada por duas variaveis candnicas significativas (p < 0.001,

Tabela 3). A primeira apontou que os menores valores de densidade integrada e preenchimento
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da semente causam a diminui¢ao da sincronia da germinagéo e do coeficiente de velocidade de
germinacdo A segunda variavel candnica indicou que sementes bem formadas com maior
preenchimento obtiveram menores valores de condutividade elétrica (Tabela 4, Fig. 1). Esses
resultados sugerem que as sementes de maior qual@ladeguelas que apresentam maior
densidade tecidual, maior preenchimento e menores valores de condutividade elétrica (Tabela
S1). Menores valores de condutividade eléctrica foram observados em sementes com maior
qualidade fisioldgica, devido a maior estruturacdo das membranas, sobretudo das sementes de
frutos maduros. Resultados similares foram reportados em sementes de habanero extraidas de
frutos laranja e verde-laranja armazenados por 14 dias, cujas sementes apresentaram maior
densidade tecidual (densidade relativa, integrada, preenchimento) e maior porcentagem de

germinacao (Medeiros et al., 2020).

Por outro lado, a CDA permitiu a localizacdo dos fatores em estudo e seus niveis no
espaco canbnico. Em relacdo aos genétipos, BRA-2 esteve associado aos vetores de integridade
tecidual (densidade integrada), coeficiente de velocidade de germinacdo e sincronia da
germinacdo. Ja os demais gendtipos foram correlacionados com o vetor densidade relativa
(MX) e tempo médio de germinacao (USA, BRA). Esses resultados sugerem que as sementes
do gendtipo BRA-2 apresentaram caracteristicas fisioldgicas e fisicas mais favoraveis quando
comparadas com as sementes dos genotipos tipo habanero (Fig. 2A). Os baixos coeficientes de
velocidade de germinacédo e sincronia de germinacéo das sementes dos gendtipos (BRA, MEX
e USA) poderiam ser explicados pela presenca de dorméncia (Heloisa et al., 2016), que atrasa
a germinacao, principalmente, das sementes extraidas de frutos verdes e verde-laranja, quandc
comparadas com os frutos maduros. De fato, esses genotipos apresentaram maiores valores par:
a caracteristica tempo médio de germinacédo (Tabela S1), o que aponta que suas sementes.
extraidas de frutos nos estadios verde-laranja e laranja, ndo apresentaram germinacao rapida e
uniforme, quando comparado ao genétipo BRA-2 em estadio verde-laranja e vermelho,

possivelmente devido a dorméncia de suas sementes.

A determinacéo do estadio adequado de colheita representa uma fase importante para a
obtencéo de sementes de alta qualidade fisica e fisiologica (Kameswara Rao et al., 2017). Em
nosso estudo, as sementes dos frutos verdes foram associadas ao vetor de condutividade elétric:
(Fig. 2B), cujos maiores valores foram observados nos frutos armazenados por um dia (Tabela
S1). Além disso, essas sementes apresentaram menor porcentagem de preenchimento (2D, 2E

2F, 2G) e menor vigor (Tabela S1). Esses resultados, sugerem que 0S mecanismos que garanten
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a tolerancia a dessecacédo nessas sementes (incluindo prote¢cdo as membranas) ainda néo tinhal
sido estabelecidos quando as sementes foram colhidas, o que levou ao maior vazamento de
solutos e, portanto, aumento da condutividade elétrica (Tabela S1) e menor vigor (Matthews
and Powell, 2006). Resultados similares foram observados em sementes extraidas de frutos
verdes de pimenta habanero, provavelmente por essas sementes nao terem atingido a
maturidade fisioldgica e, por isso, geraram sementes malformadas e subdesenvolvidas, e com
baixa densidade tecidual (Medeiros et al., 2020). Em pimenta dedo de moca, Goncalves et al.
(2018) apontou que as sementes extraidas de frutos verdes apresentaram baixa qualidade, a que
foi associada menor integridade das membranas e que induziu maior fluxo de ions e, portanto,
maior condutividade elétrica. Por sua parte, Martinez-Mufioz et al. (2019) reportou que as
sementes obtidas de frutos verdes de pimenta guajillo e ancho néo ftinham atingido o nivel
morfologico e fisioldgico adequado para a germinacao, gasquencontravam na fase de

histodiferenciacéo e, por isso, foram obtidos os maiores valores da condutividade elétrica.

Ja as sementes extraidas de frutos verde-laranja foram correlacionadas com o vetor
tempo médio de germinacdo (Fig. 2B). Além disso, essas sementes apresentaram maior
porcentagem de preenchimento quando comparadas com as sementes dos frutos verdes (Fig.
2D, 2E, 2F, 2G). Uma possivel explicagédo da melhoria dos atributos fisicos e fisiol6gicos dessas
sementes sdo consequéncia do maior preenchimento (sementes maduras) e que esté relacionad

a menor condutividade elétrica e maior vigor dessas sementes.

Por fim, as sementes dos frutos laranjas foram associadas ao vetor preenchimento da
semente (Fig. 2B). Os frutos de todos os gendétipos nesse estadio de maturacao apresentararr
sementes bem preenchidas (Fig. 2D, 2E, 2F, 2G). Nossos resultados sugerem que as semente:
extraidas dos frutos maduros haviam atingido a maturidade fisiolégica, ou seja, j& haviam
adquirido a tolerancia a dessecacao, que ocorre no final do processo de maturacao das sementes
Nesse momento, os carboidratos depositados nas sementes, especialmente dissacarideos
oligossacarideos, interatuam com as proteinas LEA para estabilizar as membranas e organelas,
e conferir o estado vitreo requerido para tolerancia a dessecacao (Bewley et al., 2013;
Smolikova et al., 2020).

O armazenamento de frutos antes da extragdo das sementes é uma estratégia que permite
que o desenvolvimento destas continue e melhore sua qualidade fisiologica (Kameswara Rao
et al., 2017; Singkaew et al., 201Bm nosso estudo, as sementes extraidas de frutos

armazenados por um dia foram correlacionadas com o vetor de condutividade elétrica,
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independentemente do estadio de maturagdo, embora 0os maiores valores de condutividade
corresponderam as sementes extraidas de frutos verdes. Esses resultados, para os frutos verde
podem ser devidos a que essas sementes ndo teriam atingido a tolerancia a dessecacao, d
maneira que suas membranas perderam a integridade com a secagem. No entanto, conforme a:
sementes colhidas de frutos verdes permaneceram mais tempo armazenadas dentro dos frutos
(sete e 14 dias), houve reducdo da condutividade elétrica e maior vigor (Tabela S1). Isso indica
que essas sementes continuaram recebendo reservas dos frutos armazenados, mantiveram su
atividade metabdlica e melhoram a sua qualidade fisica e fisioldgica, assim como ja foi
reportado em pimenta habanero (Medeiros et al., 2020) e tomate (Singkaew et al., 2017; Vidigal
et al., 2006).

Ja as sementes extraidas dos frutos armazenados por sete dias foram associadas ao
vetores densidade integrada e tempo médio de germinacao (Figura 2B). Nossos resultados
indicam que essas sementes apresentaram maior integridade tecidual e maior potencial de
germinacdo, devido ao maior preenchimento (2D, 2E, 2F, 2G) quando comparadas com as
sementes de frutos verdes. Essa maior integridade tecidual levou a menor condutividade elétrica

(Tabela S1, S2), associado ao maior vigor da semente.

Por fim, as sementes dos frutos armazenados por 14 dias estiveram mais associadas com
0s vetores sincronia da germinacéo, coeficiente de velocidade de germinacéo e preenchimento
da semente (Fig. 2C). Esses resultados indicam que as sementes podem melhorar sua qualidads
fisica e fisiologica se os frutos passam por um periodo de armazenamento prévio a extracao das
sementes. Durante esse periodo, as sementes continuam seu desenvolvimento e preenchimentc
assim como foi previamente reportado em pimenta (Goncalves et al., 2018; Martinez-Mufioz et
al., 2019), berinjela (Passam et al., 2010) e tomate (Vidigal et al., 2006). Outra razdo para a
melhoria da qualidade fisiol6gica dessas sementes, parece ter derivado do condicionamento
natural no interior do fruto como foi reportado em abdbora-d'agua, em cujo interior do fruto ha
da pressédo osmotica, o que evita a germinagdo das sementes (Murugesam and Vanangamudi
2005). Nesse caso, a permanéncia das sementes de pimenta dentro dos frutos por 14 dias poderi

agir como um condicionamento osmaotico natural.

Em sintese, a CCA e CDA permitiram inferir sobre a qualidade das sementes de
pimenta, baseado em seus atributos fisicos e fisiolégicos. Desta forma, as sementes do gendtipo
BRA-2, extraidas de frutos verde-laranja e laranja, armazenadas por sete e 14 dias,

apresentaram caracteristicas fisicas e fisioldgicas relacionadas a maior qualidade. Ja as
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sementes dos demais genaétipos, a maior qualidade fisica e fisioldgica foi obtida nas sementes
extraidas dos frutos laranja armazenados por 14 dias, seguida pelos frutos verde-laranja
armazenados por sete dias. Em geral, as sementes extraidas dos frutos verdes armazenados pt
um dia apresentaram sementes com menor qualidade fisica e fisioldgica, sendo que houve
incremento da qualidade durante o armazenamento no fruto, mas n&o o suficiente para a
obtencdo do mesmo nivel de qualidade que as sementes de frutos verde-laranja e laranja.
Sementes obtidas de frutos maduros armazenados por 14 dias tiveram melhoria significativa da
qualidade fisica e fisiologica, sendo esse tratamento recomendado para a obtencéo de semente:

de alta qualidade.
CONCLUSOES

A CCA e a CDA auxiliaram na identificacdo das associacbes existentes entre as
caracteristicas fisicas e fisiologicas das sementes de pi@egmsacum chinense

O gendtipo Brasil-2 apresentou sementes com maior qualidade fisica e fisioldgica,
comparada aos demais genotipos.

As sementes dos genotipos Brasil, Estados Unidos e México extraidas de frutos verde-
laranja e laranja armazenados por sete e 14 dias apresentaram caracteristicas fisicas (densidad
tecidual e preenchimento) e fisiol6gicas (sincronia de germinacéo e velocidade de germinacao)

relacionados a maior qualidade de sementes.
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CAPITULO IV

ZAVALA, Manuel Jesus Ledn, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2fe2b.
combinado da maturidade, armazenamento e condicionamento na qualidade densmtes
de pimenta Habanero Orientador: Laércio Junio da Silva.

RESUMO

A germinacao lenta e a emergéncia desuniforme sé&o problemas peculiares nas sementes de
pimenta habanero e que impactam no estabelecimento bem-sucedido das plantulas e, portanto,
no rendimento final da cultura. Diante disso, o objetivo de nosso trabalho foi avaliar o efeito
combinado do estadio de maturacdo e armazenamento dos frutos, e do condicionamento
osmotico das sementes na sua qualidade fisiolégica. Para isso, frutos de pimenta habanero
foram colhidos em estadios de maturacdo verde-laranja e laranja e, em seguida, foram
armazenados durante 1, 7 e 14 dias antes da extracdo das sementes. Metade das sementes
cada combinacdo de estadio de maturacdo e tempo de armazenamento foi submetida a
condicionamento osmotico com KN@ -1,2 MPa durante trés dias. As sementes de cada
tratamento foram submetidas inicialmente a andlise de raios X e em seguida avaliadas quanto
a germinacao e o vigor. As sementes dos frutos verde-laranjas e laranjas, armazenados por 14
dias, apresentaram elevadas porcentagens de germinacgéo, 94% e 100%, e emergéncia, 87% ¢
75%, respectivamente. Ainda, essas sementes apresentaram maiores valores de densidade
relativa e integrada, as quais estdo relacionadas a maior integridade tecidual das.sementes
Assim, a colheita dos frutos no estadio verde-laranja ou laranja, associada a extracdo das
sementes apds 14 dias de armazenamento e ao condicionamento osmético potencializaram a
qualidade fisiologica das sementes de pimenta tipo habanero, com germinacdo de sementes
recém-colhidas acima de 85%.

Palavras-chave:Armazenamento pds-colheita. Germinacéo. Emergéncia. Raios-X.
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CHAPTER IV

ZAVALA, Manuel Jesus Leon, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 20&thic=d
effect of maturity, storage and conditioning on the quality of habanero pepper seeds
Orientador: Laércio Junio da Silva.

ABSTRACT

The slow seed germination and the uneven seedling emergence are peculiar problems in the
habanero pepper seeds and that impact on the successful establishment of the seedlings and.
therefore, on the final yield. Therefore, the objective of our work was to evaluate the combined
effect of the stage of fruit maturation, storage of the fruits, and of the osmotic conditioning of
the seeds on their physiological quality. For this, habanero pepper fruits were harvested in
green-orange and orange ripening stages and, then, were stored for 1, 7 and 14 days before seec
extraction. Half of the seeds of each combination of maturation stage and storage time were
submitted to osmotic conditioning with KN@t -1.2 MPa for three days. The seeds of each
treatment were initially submitted to X-ray analysis and then evaluated for germination and
vigor. The seeds of green- orange and orange fruits, stored for 14 days, showed high percentages
of germination, 94% and 100%, and emergence, 87% and 75%, respectively. Still, these seeds
showed higher values of relative and integrated density, which are related to greater tissue
integrity. Thus, the harvesting of fruits in the green-orange or orange stage, associated with the
extraction of seeds after 14 days of storage and osmotic conditioning potentiated the
physiological quality of habanero pepper seeds, with the germination of freshly harvested seeds
above 85%.

Keywords: Fruit storage. Germination. Emergence. X-ray.
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INTRODUCAO

A pimenta Habanerd@;apsicum chinensgacquin, vem ganhando maior aceitacdo para
0 seu consumo em estado fresco, processado e desidratado (Fabela-Morén et al., 2019). No
entanto, suas sementes, principal meio de propagacéo, mostram irregularidade na germinacéo
e desuniformidade na emergéncia, condicdes que causam atraso do estande nos wveiros e
campo (Arin and Arabaci, 2019; Medeiros et al., 2020).

Entre as estratégias utilizadas para uniformizar a germinacdo em sementes de pimenta
destacanse 1) a determinacgdo do estadio de colhaita frutos que consiste em determinar o
estadio de maturacéo do fruto em que as sementes possuem alta qualidade fisiol6gica (Queiroz
et al., 2011, Vidigal et al., 2011). @)armazenamento das semerdestro dos frutoantes da
extracdo das sementesija aplicacao permite uniformizar a maturagéo dos frdasnidade
das sementes, ja que por ser uma planta com floragdo e frutificagdo continua os frutos
apresentam diferentes niveis de maturacdo no momento da colheita (Medeiros et al., 2020). 3)
O osmocondicionamentalas sementesgue permite a uniformizacdo da velocidade de
germinacdo das sementes ao induzir o reparo do DNA, aumento da sintese de mRNA e
proteinas, e maior atividade respiratdria, que resultam na germinacdo mais rapida e estande

mais uniforme de plantulas em campo (Farooq et al., 2019).

Em Habanero, com a primeira estratégia, Caixeta et al. (2014) reportaram baixos
porcentagens de germinacdo em sementes obtidas de frutos no inicio da maturacao (1% a 7%)
com aumento em sementes obtidas de frutos maduros (25-58%). Com a segunda estratégia,
Medeiros et al. (2020) obtiveram maiores porcentagens de germinacdo nas sementes de
Habanero colhidas de frutos maduros, extraidas logo apés a colheita, ou armazenadas dentro
dos frutos por 7 e 14 dias (45%, 76% e 68%, respectivamente). Por fim, com a terceira
estratégia, Garrufia-Hernandez et al. (2014) reportaram que sementes comerciais (Seminis®)
de Habanero condicionadas com KND3% obtiveram aumento da germinagéo e emergéncia
(> 80%). Deste modo, cada uma das estratégias aplicadas individualmente contribui para

melhorar o desempenho das sementes, porém o efeito combinado ainda nao foi avaliado.

O monitoramento das caracteristicas fisicas das sementes é chave para separar as
sementes quanto a sua integridade. Nesse sentido, a técnica de raios X, método nado destrutivo,
permite monitorar as mudancas fisicas nas sementes mediante a analise das imagens

radiograficas com auxilio do software ImatéBerreira and Rasband, 2012). Os parametros
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fisicos como a densidade relativa e integrada, determinados para as sementes a partir das
imagens radiogréficas, tém sido importantes para identificar sementes com maior integridade
tecidual. Nesse contexto, Medeiros et al. (2020) reportaram que com da técnica de i&@ios X e
andlise de imagens com a utilizagdo do software Iffafpepossivel separar sementes de
habanero imaturas (baixa integridade tecidual) de maduras (com alta integridade tecidual),
sendo estas Ultimas sementes as que apresentaram maiores porcentagens de germinagao e men

nivel de dorméncia.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito combinado do estadio de
maturacdo dos frutos, periodo de armazenamento dos frutos antes da extracdo dasesementes

condicionamento osmotico das sementes na sua qualidade fisica e fisiologica.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal e manejo cultural

Sementes de pimenta tipo habanero da variedade Mayapan foram produzidas na
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo Horta Nova (20° 45' 14" S, 42° 52' 55" W), da
Universidade Federal de Vicosa, entre novembro de 2018 a maio de 2019. O manejo
agrondmico adotado foi baseado nas recomendacdes para a cultura de pimenta (EPAMIG,
2006).

Tratamentos

Aproximadamente 300 frutos foram colhidos em dois estadios de maturacdo com base
na sua coloracdo externa: verde-laranja (40 diasagritese) e laranja (52 dias ap@tese).
Apoés a colheita, os frutos foram divididos em trés grupos e armazenados em ambiente de
laboratério (23C e UR 72%) por 1, 7 e 14 dias antes da extracdo das sementes. Uma parte das
sementes extraidas dos frutos de cada estadio de maturacdo e periodo de armazenamentc
recebeu tratamento de condicionamento osmotico (condicionadas) e a outra ndo condicionada
(sem condicionamento) foi utilizada como controle. Dessa forma, foram estabelecidos 12
tratamentos a partir da combinacdo dos estadios de maturacdo dos frutos, periodos de

armazenamento e condicionamento osmotico das sementes (Tabela 1).
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Tabela 1.Descricdo dos tratamentos de condicionamento osmético em sementes de pimenta
Habanero Mayapan.

Numero de Tratamento Estadio de Peirodo de Condicionamento
tratamento maturacao armazenamentc
do fruto (dias)

1 VLINC 1 i} —

2 VL7NC 7 Nao col\rllglmonada

3 VLIANC Verde-laranja 14 ey

4 VL1C (VL) 1 .

5 VL7C 7 Condicionada

6 VL14C 14 (©)

7 LINC 1 ~ .

8 L7UC 7 N&o condicionada

9 L14UC Laranja 14 (NC)

12 lljg © % Condicionada

12 L14C 14 (©)

Condicionamento osmatico

Inicialmente, as sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a 2% (v/v) e,
em seguida, foram lavadas com 4gua destilada. Apos esse processo, as sementes foram imersa
em solucéo de KN§grau reagente, a -1,2 MPa (24,58 g KNG H-0), durante trés dias a 25
°C (Quintero et al., 2018). A pressdo osmatica da solucéo de KilGbtida com a equacéo
de Van’t Hoff (Hillel, 1971). Durante todo o periodo de condicionamento, a solugéo foi aerada
por meio de uma bomba de aquério (Fig. 1). O tratamento controle foi constituido por sementes
ndo condicionadas (sementes secas). Apds do periodo de condicionamento, as sementes foran

ajustadas ao conteudo de agua inicial (10 = 2%).

As sementes dos diferentes tratamentos, descritos na Tabela 1, foram submetidas

primeiro a analise de raios-X e, apés, a avaliacdo da qualidade fisioldgica (Fig. 1).
Analise de raios X

Para a analise de raios-X, 100 sementes de cada tratamento, divididas em quatro grupos
de 25, foram organizadas sobre plastico adesivo transparente (Fig. 1C), evitando o contato entre
elas. Em seguida, as sementes, mantidas a distancia de 20,7 cm, foram expostas a radiacao d
23 Kv por 10 segundos com auxilio do equipamento Faxitron, modelo MX-20 (Faxitron X-ray

Corp. Wheeling, IL, U.S.A) (Fig. 1D). As imagens radiogréaficas, com constraste 1131, foram
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salvas em arquivos digitais no formato TIFF e analisadas no software h{&ge&ira and
Rasband, 2012), conforme a metodologia descrita por Medeiros et al. (2020).

Por meio da andlise das imagens foram obtidos os paramfteasdefinida comaa
superficie delimitada em unidades quadra@simetro definida como o comprimento do
limite externo da unidade selecionafeensidade relativadefinida como a soma dos valores
de cinza dos pixels que compunham a imagem das sementes, dividido pelo nimero de pixels;
Densidade integradacalculada mediante a soma dos valores dos pixels que compunham a
imagem das sementes multiplicada pela ameEenchimento da sementdeterminada
mediante a divisdo da area efetivamente preenchida com tecido de alta densidadetptdh area
de cada sementeCircularidade: definida pela razdo area por perimetro ao quadrado e

multiplicada po#r, e indica o grau de arredondamento da semente.

@ Verde-laranja
=
B
|
i - VVL:JI J—
b LvL-7
| ]l —>
VL-14
Laranja
l -
vli-,-..].J‘ —_—
< 7
L7
e —>
© L-14
Condicionadas (C) Nao condicionadas (NC)
CABINET |[<
X-RAY
'SYSTEM

Lk Yo 0 ; L, w5
vETL TR 5 S 4 e wa =
ko oo b uls e s e - S

\ Condicionadas (C) ! Nio condicionadas (NC) /

Germinagao Emergéncia

Figura 1. Estratégia experimental para avaliar a qualidade fisiol6gica das sementes de pimenta
Habanero Mayapan com e sem condicionamento. A) Frutos colhidos em estadios de maturagéao
verde-laranja e laranja e armazenados por 1, 7 e 14 dias. B) Sementes condicionadas em solucac
de KNG a-1,2 MPa e sementes nao condicionadas. C) Sementes organizadas sobre plastico
adesivo previamente a analise de raios X. D) Sementes C e NC submetidas a analise de raios
X. E) Teste de germinacao sobre papel germitest. F) Teste de emergéncia em areia.
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Teste de germinagao e emergéncia

Para o teste de germinacao foram utilizadas quatro repeticées de 25 sementes. Para isso,
as sementes foram colocadas em placa de Petri cobertas com duas folhas de papel Germitest
umedecidas com agua na proporcao de 2,5 vezes 0 peso seco do papel (Fig. 1E). O nimero de
sementes germinadas foi contabilizado diariamente. O critério estabelecido para sementes

germinadas consistiu na visualizacao da protusao da radicula.

A partir dos dados diarios de germinacao foram calculadasraentagem final de
germinacag por meio da féormul& = (n/N) x 100, em que, n é igual ao niumero de sementes
germinadas, e N é o numero total de sementéslioe de velocidade de germinag@asSl),
obtido com a formulZ X, (n;/t;), em que, n é o nimero de sementes germinadas diariamente
desde a ultimo contagem, e t € o numero de dias apds o inicio da primeira contagem. Ambas as
variaveis foram obtidas com auxilio do pacote SeedCalc do R (Silva et al., 2019). Também foi
calculada gporcentagem de plantulas normais final do teste de germinacéo, aos 14 dias. O
critério utilizado para considerar uma plantula normal foi a presenca de todas as estruturas
essenciais bem desenvolvidas (hipocotilo, cotilédones e radicuajn@imento de plantulas
foi aferido por meio de andlise de imagens obtidas ao final do teste com uma camera digital.
Essas imagens foram processadas no software ifhagatlo determinado o comprimento de

cada plantula desde o 4pice até a ponta da radicula.

Para o teste de emergéncia de plantulas foram utilizadas 10 sementes por repeticao, as
quais foram semeadas em bandejas de poliestireno de 200 células usando areia como substratc
(Fig. 1F). Inicialmente, a areia foi umedecida em 60% da capacidade maxima de retencéo de
agua e posteriormente sempre que necessario. As bandejas foram mantidas em camara de
crescimento, com temperatura de 25 °C, umidade relativa de 70 %, sob luz branca obtida com
lampadas fluorescentes de 50 W, em regime constante. O nimero de plantulas emergidas foi
registrada diariaméa As plantulas foram contabilizadas como emergidas quando apareceu a

alca cotiledonar acima da superficie do substrato.

Com os dados diarios de emergéncia foram obtig@scentagem final de emergéncia
com a formulé& = (n/N) x 100, em que, n é igual ao numero de plantulas emergidas, e N € o
namero total de sementes;indice de velocidade de emergéngiSl), com a férmula
kK .(ni/t)), em que n é o nimero de plantulas emergidas diariamente desde a Gltima contagem,

e t € o nimero de dias ap6s do inicio da primeira contagem. Ambas as variaveis foram
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calculadas com auxilio do pacote SeedCalc do R (Silva et al., 2019). Também foram obtidas a
porcentagem de plantulas normais final do teste, aos 14 dias, eamprimento de plantulas

seguindo os mesmos critérios descritos para o teste de germinacao.
Analise estatistica

O experimento foi estabelecido sob delineamento inteiramente casualizado com arranjo
fatorial completo de 2 x 3 x 2, sendo avaliados dois estadios de maturacéo dos frutos, trés
tempos de armazenamento dos frutos antes da extragdo das sementes e dois tratamentos d
condicionamento (Tabela 1), com quatro repeticdes para o teste de germinacao e trés para o
teste de emergéncia. Antes de realizar a ANOVA foram avaliadas as pressuposi¢cdes de
normalidade dos erros e homocedasticidade por meio dos testes Shapiro-Wilk e Levene,

respectivamente. As variaveis em porcentagem foram transformadas com a funcdo arco
seno,/x/100. As médias dos dados néo transformados foram apresentadas com a comparacao

de médias dos dados transformados.

A andlise estatistica e o0 teste de comparacdo de médias de TukeQ5jpforam
realizadas com o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2014) do software R. Também foi realizada
a andlise de componentes principais (PCA) com o pacote FactoExtra (Kassambara and Mundt,
2020). Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software R verséo 3.6.0 (R Core
Team, 2019).

RESULTADOS

A area e o perimetro das sementes extraidas de frutos laranjas (L) foram maiores quando
comparadas com as sementes extraidas dos verde-laranja (VL) (Fig. 2A, 2B, barras pretas). P
outro lado, as sementes ndo condicionadas (NC) apresentaram maior area e perimetro quandc

comparadas com as sementes osmocodicionadas (C) (Fig. 2A, 2B, barras cinzas).

As variaveis densidade relativa e densidade integrada das sementes tiveram a mesma
tendéncia que as variaveis acima descritas, sendo as sementes dos frutos laranjas (L) as que
apresentaram maior densidade relativa e densidade integrada (Fig. 2C, 2D, barras pretas). Ja as
sementes armazenadas dentro dos frutos por 14 dias antes de sua extragao apresentaram maic

densidade relativa e integrada (Fig. 2C, 2D, barras cinzas.

O preenchimento da semente apresentou interacdo dupla significativa, de maneira que

quando foram avaliados os estadios de maturacdo dentro dos tempos de armazenamento, foi
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observado que as sementes mais preenchidas foram obtidas dos frutos laranjas armazenado:s
durante 1 e 7 dias (Fig. 2E). Por outro lado, quando foram avaliados os tempos de
armazenamento dentro dos estadios de maturacdo, as sementes extraidas dos frutos verde
laranja (VL) e armazenados por 14 dias dentro do fruto tiveram maior preenchimento, enquanto
as sementes dos frutos laranjas (L) ndo apresentaram variagdo no grau preenchimento nos
diferentes tempos de armazenamento (Fig. 2F).
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Figura 2. Atributos fisicos de sementes de pimenta habanero colhidas em dois estadios de
maturacdo (VL: verde-laranja e L: Laranja), armazenadas no fruto por trés periodos antes da
extracao (1, 7 e 14 dias) e submetidas ao condicionamento osmotico com solucaa ¢€:KNO
condicionadas, NC: N&o condicionadas.
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Para a circularidade da semente foi obtida interagdo dupla significativa entre o
condicionamento osmético com os tempos de armazenamento do fruto. Desta forma, as
sementes ndo condicionadas e armazenadas por apenas um dia antes de serem extraidas dc
frutos foram as que tiveram formato mais arredondo. Por outro lado, o condicionamento
osmotico parece nédo ter causado modificagBes na circularidade das sementes amsnazenada
durante 7 e 14 dias (Fig. G).

Na Figura 3 € possivel notar visualmente as diferencas entre as sementes extraidas dos
frutos maduros (laranja) e armazenadas por 1 e 14 dias, submetidas e ndo submetidas ao
condicionamento osmaético. As sementes ndo condicionadas apresentam maior densidade, nao
sendo possivel a visualizacdo do eixo embrionario na radiografia. Por outro lado, as sementes
condicionadas apresentaram maior degradacdo do endosperma, e assim, essas semente

apresentaram menor densidade tecidual.

Semente nao condicionada Semente condicionada

@

2.5 mm

Figura 3. llustracdo de sementes de pimenta habanero Maydp&) Sementes nao
condicionadas obtidas de frutos verde-laranja (VL) e laranja (L) com 14 dias de
armazenament®-D) Sementes condicionadas de frutos verde-laranja (VL) e laranjarflL

14 dias de armazenamento. Setas azuis mostram sinais consumo do endosperma em semente
condicionadas de frutos VL e L.
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A colheita dos frutos no estégio laranja contribuiu para a obtencdo de sementes com
maior qualidade fisioldgica (Fig. 4). Assim, as sementes extraidas desses frutos apresentaram
maiores porcentagens de germinacdo e de plantulas normais, velocidade de germinacédo e
comprimento de plantulas, independentemente se condicionada ou ndo e do periodo de

armazenamento das sementes nos frutos.

Em geral, o armazenamento das sementes dentro dos frutos contribuiu para o0 aumento
da qualidade das sementes (Fig. 4). Os maiores valores de germinacdo, velocidade de
germinagao, porcentagem de plantulas normais e comprimento de plantulas foram obtidos para

as sementes que ficaram armazenadas nos frutos por 14 dias.

Verde-laranja Laranja \r’er;l\e-laranja Laranja

" 1 ‘- s

A 4
ns ns * L * * @ ns ns T o # ©
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] condicionadas
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504

Germinacio (%)
plantulas normais (%)

VG
Comprimento da plintula (mm)

| 7 14 1 7 14

Armazenamento do fruto (dias) Armazenamento do fruto (dias)

Figura 4. Qualidade fisiol6gica de sementes de pimenta Habanero colhidas em dois estadios

de maturacédo (VL: verde-laranja e L: laranja), armazenadas no fruto por trés periodos antes da
extracdo (1, 7, 14 dias) e submetidas a condicionamento (C) e ndo condicionadas (NC), A:

porcentagem de germinacgdo, B: indice da velocidade de germinacéo (IVG), C: porcentagem de
plantulas normais, D: comprimento da plantula. Letras maiusculas comparam os estadios de
maturacdo entre cada tempo de armazenamento e condicionamento. Letras minusculas
camparam os tempos de armazenamento dentro de cada estadio de maturacdo e
condicionamento. */ns comparam o condicionamento dentro de cada estadio de maturacéo e
tempo de armazenamento. As letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel do

0,05 entre os tratamentos determinado pelo teste Tukey. NS/ns: indicam auséncia de

significancia. As barras verticais representam o erro padrdo da média de quatro repeticées (n =
25).
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Por fim, o condicionamento das sementes com KfdCbenéfico para a qualidade das
sementes (Fig. 4). Em geral, foram obtidos incrementos em tedtasia@aeis de germinacéo
comparando-se as sementes condicionadas e nao condicionadas, independente do periodo de
armazenamento dos frutos. Excecao foi observada apenas para as sementes extraidas de fruto
verde-laranjas, sendo que o condicionamento n&o contribuiu para o aumento da qualidade

fisiologica dessas sementes.

Resultados semelhantes aos de germinacdo foram obtidos para as variaveis de
emergéncia de plantulas (Fig. 5). Os maiores valores de porcentagem de emergéncia, de
plantulas normais no teste de emergéncia e velocidade de emergéncia foram observadas para

as sementes extraidas de frutos laranjas.
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Figura 5. Emergéncia de sementes de pimenta Habanero colhidas em dois estadios de
maturacdo (L : verde-laranjee L: laranja), armazenadas no fruto por trés periodos antes da
extracdo (1, 7 e 14 dias) e submetidas a condicionamento (C) e nao condicionadas (NC).
porcentagem de emergéndsa,indice de velocidade de emergénci&e), C: porcentagem de
plantulas normaisD: comprimento de plantula. Letras maiusculas comparam os estadios de
maturacdo entre cada tempo de armazenamento e condicionamento. Letras minudsculas
camparam os tempos de armazenamento dentro de cada estadio de maturacdo e
condicionamento. */ns comparam o condicionamento dentro de cada estadio de maturacéo e
tempo de armazenamento. As letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel do
0,05 entre os tratamentos determinado pelo t@skey. NS/ns: indicam auséncia de
significancia. As barras verticais representam o erro padrao da média de trés repeticées (n =10).
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Em geral, ndo houve influéncia do condicionamento das sementes nas variaveis de
emergéncia, com exce¢ado apenas para a porcentagem de emergéncia das sementes extraidas
frutos verde-laranjas e armazenadas por sete dias dentro dos frutos e das sementes extraidas d
frutos laranjas e armazenadas por apenas um dia (Fig. 3A). Nestas condicbes, o0
condicionamento das sementes contribuiu para melhorar o desempenho das sementes. Além
disso, houve aumento da velocidade de emergéncia de plantulas apds o condicionamento das

sementes extraidas de frutos laranjas e armazenadas nos frutos por sete e 14 dias (Fig. 3B).

Para o comprimento de plantulas houve interacdo significativa apenas entre os estadios
de maturacdo e o condicionamento das sementes (Fig. 3D). Para esta caracteristica, 0s maiore:
valores foram obtidos para as sementes dos frutos laranja ndo condicionadas, sendo que com
condicionamento das sementes, esta diferenca ndo foi observada. Quanto aos periodos de
armazenamento, o armazenamento das sementes dentro dos frutos por 14 dias contribuiu para

0 aumento do vigor das plantulas.

A fim de resumir o efeito dos tratamentos sobre a qualidade fisica e fisiologica das
sementes foi aplicada a analise de componentes principais. Os dois primeiros componentes
explicaram 83% da variabilidade total dos dados, correspondendo 65,8% ao PC1, e 17,4% ao
componente PC2. Os atributos fisicos, com excecdo da area (AR) e perimetro (PR), e
fisiol6gicos foram o0s que mais contribuiram para o componente PC1, destaeamdo-
comprimento da plantula (GSL), enquanto os atributos area e perimetro contribuiram mais para
0 componente PC2, salientansima area (Fig. 6).

Também foi notério que o tratamento L14C destacou dos demais. Para este tratamento
foi obtida correlagédo positiva com todos os atributos de germinacéo, além de atributos fisicos
como densidade integrada (ID), area (AR) e perimetro (PR). Em contraste, os tratamentos
VLINC e VL 1C apresentaram correlacdo negativa com os atributos de emergéncia, densidade
relativa (RD) e preenchimento da semente (SF), confirmando-os como os tratamentos com
sementes de mengqualidade (Fig. 4, 5). Além disso, os vetores de qualidade fisiologica
(germinacdo e emergéncia), bem como os vetores de atributos fisicos, como integridade
relativa, integrada e preenchimento da semente tiveram correlagdo positiva e apontaram na
mesma direcdo, o que evidencia a maior qualidade das sementes localizadas proxima a esse
vetores. Assim, a colheita de frutos no estadio laranja (L) ou verde-laranjae(dL)

armazenamento por 14 dias antes da extracdo das sementes, seguido do condicionamenta
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osmaotico com solucao de KN©@ontriburam para a obtencdo de sementes de maior qualidade

fisica e fisiolégica (Fig. 2, 4, 5).
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Figura 6. Diagrama de individuos e varidveis mostrando a relacde astcaracteristicas
fisicas e fisiologicas das sementes de acordo com o estadio de maturacédo, periodo de
armazenamento dos frutos e condicionamento das sementes. PC1: componente principal 1;
PC2: componente principal 2. ID: densidade integrada; Bénsidade relativaSFE
preenchimento da semenfdR: area da semente; PR: perimetro da sem&mReporcentagem

de germinacdo; GSL: comprimento de plantulas normais da germinacédo; GSI: indice de
velocidade da germinacdo; GPNS: porcentagem de plantulas normais da germinacgéao; EP
porcentagem de emergéncia; ESbmprimento de plantula de emergéné&: indice de
velocidade de emergéncia; EPNS: percentagem de plantulas normais de emergéncia. C:
sementes condicionadas; NC: sementes ndo condicionadas.

Em resumo, as sementes de pimenta Habanero armazenadas por 14 dias dentro dos
frutos e condicionadas com KN@-1,2 MPa por trés dias, mostraram aumento consideravel
na qualidade fisica e fisiol6gica. Em geral, os tratamentos L14C e VL14C apresentaram maiores
valores nos atributos fisicos, de germinacédo e de emergéncia, embora o efeito mais evidente
tenha sido observado nos atributos da germinagdo. Além disso, foi evidente que esses
tratamentos (sobretudo o tratamento L14C) apresentaram 0s maiores valores de area, perimetro,

densidade relativa, integrada e preenchimento da semente.
DISCUSSAO

No presente estudo, o problema da germinacdo lenta e a emergéncia desuniforme

constatada em sementes recém-colhidas de pimenta Habanero foi enfrentado com estratégias
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combinadas comoolheita de frutos em diferentes estadios de maturagdia finalidade é
identificar a fase de colheita mais apropriada para obter sementes com maior qualidade (Ayala-
Villegas et al., 2014)armazenamento de frutastes da extracdo das sementegqual permite

gue as sementes continuem seu desenvolvimento e maturacao dentro do fruto colhido e reduzam
0 seu nivel de dorméncia (Medeiros et al., 202@pralicionamento osmaotico das sementes
técnica que uniformiza a germinagao ao induzir o reparo do DNA, aumento da sintese de mRNA
e proteinas, e maior atividade respiratéria, que resultam na germinacdo mais rapida e estande

mais uniforme de plantulas em campo (Farooq et al., 2019).

O presente trabalho demonstrou que as sementes extraidas de frutos laranjas (L)
apresentaram maior area, perimetro, densidade relativa, densidade integrada e preenchimento
(Fig. 2). O maior tamanho e qualidade tecidual dessas sementes pode estar relacionado com o
maior grau de maturacao e deposicao de reservas quando comparadas com as sementes da
frutos verde-laranja (VL) (Bewley et al., 2013; Vicente-Carbajosa and Carbonero, 2005), como
foi evidenciado nas imagens de raios X, em gque as sementes maduras apresentaram maior
preenchimento (Fig. 3). Por outro lado, a menor area e perimetro das sementes condicionadas
(C) quando comparadas com as ndo condicionadas (NC), pode ser devido ao consumo inicial
das reservas e translocacdo para o eixo embrionario durante o condicionamento (Fig. 3)
(Farooq et al., 2019).

Também foi observado que as sementes armazenadas por mais tempo dentro do fruto,
antes da extracédo, apresentaram maior qualidade tecidual, ou seja, maior densidade relativa,
densidade integrada e preenchimento (Fig. 2C, 2D, 2E, 2F). Estas observac¢des camfirmam
hipétese de que enquanto as sementes permanecem dentro dos frutos mesmo apg@s colhidos
continua havendo translocacdo de reservas as sementes, 0 que permite que alcancem sus
maturacao (Murugesam and Vanangamudi, 2005), como foi reportado em sementes de pimenta

guajillo e ancho (Martinez-Mufioz et al., 2089)imenta habanero (Medeiros et al., 2020).

A maior circularidade foi observada nas sementes ndo condicionadas (NC) e
armazenadas dentro do fruto por um dia. Esse resultado pode estar relacionado com o maior
conteudo de 4gua das sementes recém colhidas que ficam mais tdrgidas. Mas, conforme essas
sementes ficam mais tempo armazenadas dentro dos frutos, o teor de agua é reduzido e ha maio
acumulo de reservas, resultando na reducdo do tamanho, como foi também observado em

pimenta guajillo e ancho (Martinez-Muiioz et al., 2019).
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O presente trabalho demostrou o efeito positivo da combinacéo das estratégias antes
mencionadas para a melhoria da qualidade fisiologica das sementes de pimenta habanero. A
maior qualidade das sementes foi obtida quando essas foram armazenadas por 14 dias dentrc
dos frutos verde-laranjas e laranjas, e condicionadas com END4C e L14C) (Fig. 4, 5).

Além disso, as sementes desses tratamentos foram caraterizadas por sua maior qualidade

tecidual (maior densidade relativa, integrada e preenchimento).

A germinacao da semente e a emergéncia da plantula sao fases essenciais no ciclo de
vida de uma planta para assegurar a sobrevivéncia da espécie (Rajjou et al., 2012). Nas semente:
de pimenta, ambos atributos séo irregulares e estdo associados a dorméncia (Randle and
Honma, 1981). Especificamente em pimenta habanero, Medeiros et al. (2020) reportaram que
sementes extraidas de frutos laranja (maduros) com sete e 14 dias de armazenamento obtiverarn
porcentagem de germinacgao de 65% e 73%, respectivamente. Ja Mavi (2018) observou que as
sementes de habanero tratadas com extratd aggetespatula L. tiveram aumento an
emergéncia de plantulas ao passar de 49% a 71% apds o condicionamento organico, enquanto
a germinacéao foi de 52%. Em nossa pesquisa, o tratamento L14C permitiu a obtencdo das
maiores porcentagens de germinacdo e emergéncia, com valores de 94% e 100%,
respectivamente (Fig. 4A, 5A). Esses valores estdo acima do padrdo minimo de germinacédo de
85% requerido para a comercializacdo de sementes desta espécie (SNICS, 2014). Também
foram observados elevados valores de germinacao e emergéncia para as sementes extraidas d

frutos verde-laranja (VL14C), que atingiram valores de 87% e 76%, respectivamente.

Em geral, as menores porcentagens de germinacdo e emergéncia observados nas
sementes nao condicionadas dos frutos verde-laranja e laranja (Fig. 4A, 5A) sugerem a presenca
de certo grau de dorméncia nessas sementes (Goro and Sinha, 2020) quando comparadas con
as sementes condicionadas. O fato da porcentagem de emergéncia ter sido maior, indica que as
condi¢cdes de umidade e temperatura eram mais favoraveis para as sementes, se comparada &
utilizadas no teste de germinacgao, por conta do maior contato das sementes com o substrato no

teste de emergéncia em areia (Manohar and Heydecker, 1964).

Conforme é possivel observar na Fig. 3, as sementes condicionadas tiveram maior
consumo do endosperma. Em sementes de pimenta, a presenca de uma barreira fisica ao
crescimento do embrido, o endosperma micropilar, contribui para menor germinacado dessas

sementes (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006). Portanto, com o condicionamento, a
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degradacéo desse tecido contribui para a maior porcentagem de germinagdo das sementes.

conforme foi observado no presente estudo.

Em geral, foi observada melhor performance das sementes dos frutos laranjas em
relacdo aos frutos verde-laranjas. Em estadios mais avancados de maturacdo, ocorre maior
expressdo de enzimas ligadas a germinacdo nas sementes, como famandoase,
responsavel pelo amolecimento do endosperma que envolve o embrido de sementes de pimenta
habanero (Queiroz et al., 2011). Por isso, quanto mais maduro € o fruto, menor € o grau de
dorméncia, permitindo maior porcentagem, uniformidade e velocidade de germinagao
(Medeiros et al., 2020). Além disso, foi observado aumento na germinacdo e no vigor das
sementes com o condicionamento utilizando-se KNODNGs'é um sinalizador na superacao
de dorméncia de sementes, e parece desencadear a diminuicdo do hormdnio &cido abscisico
(ABA) pela ativagao do gene CYP707A2 (Duermeyer et al., 2018; Matilla et al., 2015), o que
traz como consequéncia o incremento da giberelina (GA), fito-hormonio relacionado com a
germinacao das sementes (Bewley et al., 2013). Esse mecanismo pode estar ligado a superacac

da dorméncia das sementes de pimenta habanero no presente trabalho.

O indice de velocidade de germinacado das sementes (IVG) e o indice de velocidade de
emergéncia de plantulas (IVE) séo caracteristicas avaliadas para determinar o vigor das
sementes (Ranal and Santana, 2006). Em nosso estudo, as sementes do tratamento L14C
apresentaram maesGSl e ESI (Figuras 4B e 5B). Trabalhos anteriores demonstram os efeitos
do grau de maturacédo dos frutos e do armazenamento das sementes no aumento do vigor. Ness:
sentido, Martinez-Mufioz et al. (2019), em estudo com sementes de pimenta ancho e guajillo
(CapsicumannumL.), obtiveram sementes com maior qualidade fisiol6gica quando colhidas
aos 80 dias ap0ls antese e armazenados por 14 dias. Por outro lado, Alcala-Rico et al. (2019)
reportaram que as sementes de frutos maduroSagsicumannuumyvar. glabriusculum
apresentaram melhor desempenho na germinacao apds o condicionamento com acido giberélico
a 5000 ppm por 24 h. Desta forma, tem-se obtido efeitos benéficos do condicionamento sobre
algumas caracteristicas das sementes, conforme observado no nosso tr@balho.
condicionamento osmotico consiste na hidratagcdo controlada da semente, e resulta no
incremento da velocidade e uniformidade da germinagéo e emergéncia ao induzir a sintese de
novo e reparo do DNA, aumentar a sintese de mRNA, proteinas e a atividade respiratoria
(Farooq et al., 2019; Paparella et al., 2015). Além disso, Quintero et al. (2018) observaram que

o condicionamento osmotico diminuiu o nivel de capsaicina, metabolito secundario que tem
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sido sugerido como inibidor da germinagao de pimenta (Barchenger e Bosland, 2016; Kato-
Noguchi e Tanaka, 2004).

Uma plantula normal (NS) € aquela que apresenta todas as estruturas essenciais que Sac
necessarias para produzir uma planta bem desenvolvida sob condi¢des favoraveis (Elias et al.,
2012). Em nosso estudo, o tratamento L14C mostrou a maior porcentagem de plantula normal
(%NS), tanto no teste de germinacéo (75%), quanto no teste de emergéncia (100%) (Fig. 4C,
5C). Resultados similares foram reportados por Quintero et al. (2018) ao obter 90% de plantulas
normais em pimenta piquirCapsicumannuumvar. glabriusculum, a partir de sementes
condicionadas com solugéo de KN® 3%. O fato de néo ter sido observado diferengas na
%NS entre sementes ndo condicionadas e condicionadas no atributo de emergéncia (Fig. 5C),
indica que a imerséo das sementes na solu¢cdo osmoética dasBMNfoi deletério, ou seja, ndo
originou efeitos toxicos na célula que impediram o desenvolvimento de plantulas normais
(Cavusoglu et al., 2017; Goro and Sinha, 2020).

O comprimento de plantula (SL) € um atributo quantitativo do vigor da semente baseado
no crescimento da plantula (Ranal and Santana, 2006). O efeito combinado do estadio de
maturagdo, armazenamento no fruto e condicionamento das sementes contribuiu para a
germinacdo mais rapida e maior crescimento de plantula. Nesse sentidoz@tkiN@omo
sinalizador para o consumo mais rapido do endosperma de pimenta pela acdo da enzima endo-
B-mannase (Quintero et al., 2018). Além disso, sua presenca ativa as enzimas nitrato redutase
e nitrito redutase, encarregadas de catabolizar o nitrato até amonia e sintetizar aminoacidos e
proteinas, que serdo utilizadas para iniciar e sustentar o crescimento embrionario durante o
processo de germinacdo, como foi reportado em semenfasltidopsis(Duermeyer et al.,

2018).

Em nossa pesquisa, no tratamento L14C obsewemaior comprimento de plantulas
foi observada relacéo direta com o maior indice de velocidade de germinacao (Fig. 4B), ja que
ao germinar mais rapido seu comprimento foi maior na avaliagéo final (14 dias) (Fig. 4D). Além
disso, foi evidente que o comprimento da plantula foi incrementando com o armazenamento
prologando dos frutos verde-laranja e laranja, aliado ao condicionamento das sementes (Fig.
4D). Na emergéncia, o efeito do condicionamento foi observado apenas para as sementes de

frutos verde-laranjas (Fig. 5D).
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A andlise de componentes principais (PCA) dos atributos fisicos e fisioloégicos das
sementes confirmou que as sementes dos tratamentos VL14C e L14C mostraram maior
integridade tecidual e maior qualidade fisiologica (Fig. 6). Nesse sentido, Medeiros et al. (2020)
reportaram que as sementes de pimenta Habanero armazenadas dentro dos frutos por 7 e 14
dias tiveram maior densidade relativa, densidade integrada e preenchimento. Esses resultados
indicam que as sementes obtidas dos frutos laranja e verde-laranja, durante o armazenamento
dos frutos poderiam completado o processo de maturacdo. Nesse sentido, é sabido que os frutos
carnosos, como a pimenta, continuam a translocacdo de reservas dos frutos para as semente:
até atingirem a maturidade fisiolégica (Murugesam and Vanangamudi, 2005). Por isso, as
sementes armazenadas dentro dos frutos apresentaram aumento na densidade relativa, integrad
e no preenchimento (Fig. 2C, 2D, 2F), aliado ao aumento na qualidade fisiologica (Fig. 4, 5).
Esse incremento na qualidadesdementes de pimenta habanero apos o armazenamento dentro
dos frutos por periodos de 14 dias antes da sua extracdo (Medeiros et al., 2020) ou
condicionadas com KN§Garrufia-Hernandez et al., 2014) j4 foram previamente reportados,

e podem estar associados a superacao da dorméncia das sementes sob essas condi¢des (Ma
2018).

Este estudo oferece um antecedente para futuras pesquisas em sementes de espécies d
pimenta com irregularidades na germinacdo, onde a adocdo de cada uma das estratégias
(maturacéo ideal para a colheita dos frutos, armazenamento dos frutos antes da extracdo das
sementes e condicionamento osmético das sementes) individualmente ndo fornece resultados
satisfatorios para atingir o padrdo de germinagcdo recomendado para a comercializacdo das

sementes.
CONCLUSOES

O presente estudo confirmou a hipétese de que a combinacéo de estadios de maturacao
mais avancados, armazenamento das sementes dentro dos frutos por periodos de 14 dias e «
condicionamento das sementes com KlgGtencializam a qualidade fisica e fisiologica das

sementes de pimenta habanero.

Recomenda-se a colheita dos frutos com coloracéo verde-laranja ou laranja, seguido do
armazenamento por 14 dias e o condicionamento das sementes em solugao -1.2 MPa de

KNOs por trés dias em solucao aerada.
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CONCLUSAO GERAL

Foi observada variabilidade entre as caracteristicas fisicas e fisiologicas das sementes
dos 57 genotipos de pimenta chinenseDo total de genoétipos avaliados, 15 apresentaram
sementes com caracteristicas fisicas e fisiologicas favoraveis e podem ser utilizados em
programas de melhoramento genético da espécie visando aumento da qualidade das semente:

e com menores niveis de dorméncia.

Os genotipos tipo Habanero 3188 (BRA), 4507 (USA) e Mayapan (MX) tiveram a

dorméncia superada aos seis meses de armazenamento em seco das sementes.

A colheita de frutoem cor verde-laranja ou laranja, seguido do armazenamento por 14

dias antes da extracao das sementes, reduziram o nivel de dorméncia nas sementes de Habaner

As sementes de Habanero MayapdiX | extraidas de frutos verde-laranja ou laranja e
armazenados por 14 dias em combinagdo com o condicionamento das sementes em solucao de

KNOsz a-1,2 MPa durante trés dias tiveram a dorméncia superada.

A CCA e CDA permitiram identificar as associacdes existentes entre as caracteristicas
fisicas e fisiologicas das sementes de pim€afasicum chinensgacq, sendo as sementes de
Habanero extraidas dos frutos verde-laranja e laranja armazenados por sete e 14 dias as que
apresentaram maiores caracteristicas tanto fisicas (densidade tecidual e preenchimento) como
fisiol6gicas (sincronia de germinacdo e velocidade de germinacdo). O controle2 BRA-

apresentou maior velocidade e sincronia de germinacao e maior densidade tecidual.
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ANEXO CAPITULO |

TabelaS1 Medidas da distancia euclidiana entre pares dos acessos de [@agesitaim chinenséacquin com baseada nos parametros fisicos e
de germinacao das sementes.

G31_G3185 G3234 G3395 G40 GB3 G3238_GI6 _G94 GATBEG3745_Gl4_GLO0 G8G GIS G4 GBS G62 GO9S Gverm G92 _G93 _Gamar G102 G103 GL3 _G77_GAS07 G27 _GB2 G2821 G4G607 G4349 GAB_G3239 Gl _G3772 G32 G3651 _G7___Ghab_Gbig G3233 GIS G20 _G33 G280 GOS__GS3 _G43 G2825 Gl01_ G20 G4 G36__G36__G72
0 59 31 23 28 27 17 38 43 31 25 09 15 27 31 05 27 61 09 28 31 28 29 28 22 28 37 48 12 47 32 31 22 34 31 16 2 2 16 14 21 24 29 18 58 36 29 24 42 18 35 33 18 1 15
0 64 4 63 59 65 7 58 67 62 61 61 52 74 59 55 74 62 5 68 62 56 7.1 5 59 66 22 61 64 67 75 69 61 75 72 64 62 66 65 6 62 66 59 65 69 46 66 56 67 55 59 52 54 56 54
0 33 29 35 35 47 63 36 33 24 23 5 43 3 37 75 3 42 39 3 34 38 36 22 5 46 3 39 52 38 44 43 38 41 32 45 36 25 36 38 41 38 36 56 33 44 45 45 26 31 32 44 34 26
0 34 26 28 39 45 4 27 23 27 26 42 23 28 55 28 19 35 37 27 34 24 29 37 31 26 41 39 46 42 25 4 41 27 27 31 29 23 34 35 27 29 53 32 32 26 44 26 3 3 27 23 24
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0 22 49 6.1 5 22 25 32 37 34 29 23 45 27 29 44 46 22 42 24 2 1.5 52 19 45 4.8 4 37 32 46 36 32 33 26 3 21 45 2 32 17 4 47 19 28 55 27 31 37 36 27 27
0 38 55 34 23 15 24 31 2 2 19 57 1.8 35 3 36 36 27 26 27 29 53 12 47 4.5 3 25 2 32 24 16 23 08 19 08 32 16 31 07 61 44 16 33 5 23 4 42 32 1.7 2
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0
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0 4 3.1 1.3 3 72 16 33 29 1.7 3 3 31 24 45 47 1.8 29 53 27 29 31 3 27 1.7 34 24 21 26 18 3 38 26 58 28 36 35 32 15 29 25 27 16 16

0 49 29 38 48 32 3 45 51 41 37 26 46 4 48 33 6.1 3.7 5.6 5 23 49 51 35 13 37 31 23 41 39 22 32 67 51 35 22 6 4 5.1 5 26 3 34
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ANEXO CAPITULO I 1l

Tabela S1. Médi(x) e desvio padréo (DP) dos atributos fisiol6gicos das sementes de pimenta
C. chinense

AF 1 7 14
VFIL G EM X DP X DP X DP
Vv 1340.18 5.94 477.53 3.42 450.78 8.01
L BRAZ WL 514.90 3.68 418.21 3.72 422.68 3.14
S VR 348.79 5.47 466.26 3.03 415.96 1.39
@ v 1141.59 8.75 634.15 2.93 457.13 4.92
o BRA VL 619.35 3.94 419.67 6.71 367.21 5.58
3 L 341.35 4.59 389.02 10.12 335.26 2.60
32 v 184353  14.23 1235.50 12.81 723.06 4.44
3 UsA VL 934.07 9.68 655.85 9.21 354.92 2.24
5 L 520.38 3.63 518.88 5.08 433.90 6.77
© v 1291.36 8.94 1065.95 9.68 762.08 6.80
MEX VL 769.82 7.53 576.53 12.71 427.08 6.75
L 532.48 8.39 440.00 6.76 457.10 12.15
Vv 0.96 0.08 0.81 0.09 0.68 0.17
g BRA2 VL 0.00 0.0 0.73 0.19 0.98 0.04
g VR 0.28 0.03 0.56 0.05 0.94 0.07
£ v 0.25 0.50 0.24 0.09 0.16 0.05
g BRA VL 0.21 0.17 0.21 0.03 0.22 0.05
o L 0.13 0.03 0.13 0.03 0.11 0.00
© v 0.13 0.16 0.22 0.12 0.22 0.08
S USA VL 0.08 0.07 0.17 0.02 0.19 0.06
S L 0.13 0.03 0.18 0.04 0.13 0.02
o Vv 0.00 0.00 0.13 0.09 0.30 0.14
MEX VL 0.00 0.00 0.25 0.50 0.35 0.17
L 0.08 0.10 0.10 0.08 0.18 0.03
% 2.50 5.00 23.80 0.80 41.37 5.10
3 BRA-2 VL 16.39 0.80 27.43 1.96 49.52 0.96
o VR 24.76 0.48 38.23 1.77 48.60 1.78
3 v 4.06 4.93 6.38 0.40 7.83 0.66
5.8 BRA VL 6.35 0.57 7.34 0.45 7.39 0.42
¢ s L 8.52 1.44 8.61 1.04 8.44 0.54
3 E Vv 6.60 0.20 7.58 0.69 6.96 0.48
28 UsA VL 4.88 3.26 6.30 0.16 7.05 0.24
3 L 9.69 0.58 9.24 0.80 9.23 1.35
g Vv 0.00 0.00 6.96 0.80 6.72 0.61
© MEX VL 9.64 3.30 6.36 0.69 6.82 1.59
L 9.71 2.02 6.87 1.09 7.29 0.53
v 2.25 4.50 3.10 0.07 1.27 0.18
o BRA2 WL 4.75 0.61 2.77 0.19 1.01 0.02
5 VR 3.02 0.05 1.46 0.12 1.03 0.04
£ Vv 4.29 4.96 15.18 0.72 12.28 0.90
5 BRA VL 15.71 2.45 12.47 0.71 13.02 0.78
2 L 11.21 2.77 10.13 2.48 11.42 1.07
k! v 13.71 0.67 11.42 0.97 13.19 1.48
T USsA VL 10.79 7.22 15.34 0.79 13.28 0.46
g L 9.15 1.13 9.77 1.17 9.66 1.92
£ Vv 0.00 0.00 14.00 2.13 13.59 2.17
= MEX VL 9.38 2.56 15.00 1.83 15.32 3.06
L 9.42 2.36 14.00 2.27 12.52 1.36

VFIL: Variavel fisiologica; G: Genotipo; EM: Estadio de maturagdo; AF: Armazenamento doXruttédia; DP: Desvio padrdo; BRA-2: Brasil 2; BRA: Brasil;
USA: Estados Unidos; MEX: México; V: Fruto verde; VL: Fruto verde-laranja; VR: Fruto vermelho; L: Frangalar
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Tabela S2. Médi(X) e desvio padrao (DP) dos atributos fisicos das sementes de pnenta
chinense

AF 1 7 14
VFIS G EM X DP X DP X DP
V 2.25 4.50 3.10 0.07 1.27 0.18
BRA-2 VL 4.75 0.61 2.77 0.19 1.01 0.02
g VR 3.02 0.05 1.46 0.12 1.03 0.04
= \% 4.29 4.96 15.18 0.72 12.28 0.90
° BRA VL 15.71 2.45 12.47 0.71 13.02 0.78
2 L 11.21 2.77 10.13 2.48 11.42 1.07
S V 13.71 0.67 11.42 0.97 13.19 1.48
2 USA VL 10.79 7.22 15.34 0.79 13.28 0.46
A L 9.15 1.13 9.77 1.17 9.66 1.92
\Y 0.00 0.00 14.00 2.13 13.59 2.17
MEX VL 9.38 2.56 15.00 1.83 15.32 3.06
L 9.42 2.36 14.00 2.27 12.52 1.36
Vv 1508.37 35.12 1826.23 67.98 1749.10 106.18
BRA-2 VL 1910.16 17.98 1955.57 64.93 1922.08 110.18
g VR 1917.33 13.25 2013.12 79.51 1904.32 56.74
5 \Y 1577.84 7.47 1497.45 56.17 1571.04 52.71
% BRA VL 1608.73 64.58 1579.10 24.47 1601.62 45.46
é L 1514.65 29.39 1550.29 64.13 1533.22 30.65
8 V 1578.20 76.01 1641.38 42.37 1597.43 74.10
ful USA VL 1522.77 55.07 1607.24 68.61 1590.97 15.36
8 L 1531.79 46.58 1667.14 32.93 1597.24 33.55
\% 1904.21 60.55 1895.77 46.39 1880.94 75.11
MEX VL 1724.70 43.38 1758.18 52.45 1691.08 71.80
L 1772.29 20.91 1724.98 38.28 1655.79 34.47
V 75.03 2.55 95.02 2.08 95.05 3.68
BRA-2 VL 94.48 0.41 96.50 1.97 95.81 2.96
VR 92.53 1.44 95.77 1.59 98.18 0.68
° \% 77.31 1.52 70.79 2.57 75.32 0.38
g BRA VL 86.00 1.35 86.58 5.63 95.24 2.12
E L 95.96 0.91 94.53 6.27 96.52 1.66
e \Y, 65.52 5.61 69.83 1.04 86.38 4.50
§ USA VL 69.09 1.27 84.63 2.06 91.02 4.18
* L 89.91 4.40 93.81 0.96 94.90 1.55
\Y 66.43 1.43 71.86 1.42 85.91 2.61
MEX VL 76.25 1.13 87.98 1.20 94.58 3.63
L 97.45 1.26 95.18 1.90 96.66 1.34

VFIs: Variavel fisica; G: Geno6tipo; EM: Estadio de maturagéo; AF: Armazenamento do fruto; BRAiR2BB&A: Brasil; USA: Estados Unidos; MEX: México;
V: Fruto verde; VL: Fruto verde-laranja; VR: Fruto vermelho; L: Fruto laranja.



