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SANTOS, C.AP. DIVERSIDADE GENETICA ACESSADA POR RAPD
EINDUCAO DE VARIABILIDADE FENOTIPICA EM PIMENTEIRA
ORNAMENTAL MEDIADA POR GIBERELINA (Capsicum annuum L.).
Orientador: Prof. Dr. Mailson Monteiro do Rego. 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) - Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, Areia,
2018.

RESUMO GERAL As pimenteiras (Capsicum anuum) tem origem no continente
americano e pertence a familia Solanaceae. Esta espécie apresenta diversidade para
caracteristicas de porte, flor e frutos, o que lhe confere diferentes potencialidades de
uso, voltadas para o consumo in natura, industrializagcdo e para uso ornamental. A
caracterizacdo de acessos tem grande importancia na identificacdo e selecdo de acessos
de acordo com caracteres de interesse. A identificacdo de genitores superiores tem sido
realizada por meio da avaliacdo de caracteres morfoldgicos, agrondmicos e, mais
recentemente por marcadores moleculares, que permitem caracterizar e determinar a
divergéncia genética existente dentro e entre as espécies vegetais. A expressao
fenotipica de qualquer carater resulta dos efeitos genéticos e ambientais. Dentre 0s
efeitos ambientais, os hormonais, exercem papel de extrema importancia. As giberelinas
(GA3) sdo hormonios vegetais essenciais ao desenvolvimento da planta, atuam no
alongamento dos entrends e desenvolvimento de flores e frutos, deste modo o objetivo
desse trabalho foi avaliar diversidade genética de acessos de pimenteiras ornamentais
por meio de marcadores RAPD, e a variabilidade fenotipica induzida pela aplicacéo de
GA3 em diferentes acessos de pimenteira ornamental (Capsicum annuum L.). Os
experimentos foram desenvolvidos no laboratdrio de Biotecnologia Vegetal do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba (CCA-UFPB). O DNA
gendmico foi extraido de brotacdes jovens de 18 acessos de C. annuun e usando o
método CTBA. Nas reacGes de amplificacdo RAPD, foram utilizadas 15 iniciadores
para Capsicum, (MEP-01 a MEP-15). As marcas obtidas foram convertidas em uma
matriz binaria, a partir da qual foi construida a matriz de dissimilaridade genetica
usando a distancia binaria de Sokal, método de agrupamento de Tocher e também usou-
se 0 método de componentes principais a construcdo do dendrograma, usou-se o
método de Ward. Todos os locos foram polimorficos. O par de acessos, mais similar foi
355 x 348 (0,220), enquanto que o par de acessos mais dissimilar foi 4 x 17 (0,855). A
populacdo avaliada neste estudo apresentou alta diversidade genética.variabilidade
fenotipica em Capsicum induzida por GA3. Foram utilizado 5 acessos Capsicum
pertencente ao Banco de Germoplasma (CCA/UFPB), foram submetido, as
concentraces GA3 (0, 25, 50, 75 e 100 mg/L), administradas em aplicacbes por spray,
com intervalos de trés dias, a partir do 27° dia ap6s o transplantio. As plantas foram
avaliadas quanto a 21 caracteristicas morfoagrondmicas de planta, flor e frutos. O
delineamento experimental foi uma esquema fatorial, sendo 5acessos 5 doses com 5
repeticdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia, com posterior
agrupamento das médias pelo teste de Scott-Knott, (p=0,05) e para as variaveis
significativas foi realizada andlise de regressdo. Com o agrupamento Scott-knott pode se
observar que os desdobramentos das interacdes dos fatores estudados (Acesso x Doses)
para as caracteristicas diametro da flor, comprimento da pétala, comprimento do
pedicelo, maior didmetro do fruto, espessura do pericarpo e nimero de sementes por
fruto apresentaram foram significativa, podendo indicar o uso de giberelina para induzir
variabilidade fenotipica para essas caracteristicas nos 05 acessos estudados, as doses
indicadas s&o entre 50mg/Lte 100 mg/L™? paras as caracteristicas estudadas.
Palavras-chave: Capsicum, fitohormonio, marcadores RAPD



SANTOS, C.A.P. GENETIC DIVERSITY ACCESSED BY RAPD EINDUCTION OF
PHENOTYPIC VARIABILITY IN ORNAMENTAL PEPPER BY GIBERELINE
(Capsicum annuum L.). advisor: Dr. Mailson Monteiro do Rego. 2018. Dissertation
(Master in Agronomy) - Center of Agrarian Sciences, Federal University of Paraiba,
Areia, 2018.

GENERAL ABSTRACT: Peppers (Capsicum anuum) originate in the American
continent and belongs to the family Solanaceae. This species presents diversity for
characteristics of size, flower and fruit, which gives it different potentialities of use,
aimed at the consumption in natura, industrialization and for ornamental use. The
characterization of genotypes has great importance in the identification and selection of
genotypes according to characters of interest. The identification of higher parents has
been performed through the evaluation of morphological, agronomic and more recently,
molecular markers, that allow to characterize and determine the genetic divergence
within and among plant species. The phenotypic expression of any character results
from genetic and environmental effects. Among the environmental effects, the
hormones play an extremely important role. The gibberellins (GA3) are plant hormones
essential to the development of the plant, such as internodes elongation and
development of flowers and fruits, so the objective of this work was to evaluate the
genetic diversity of ornamental pepper genotypes by means of RAPD markers, and
Phenotypic variability induced by the application of GA3 in different ornamental pepper
genotypes (Capsicum annuum L.). The experiments were carried out at the Plant
Biotechnology Laboratory of the Agricultural Sciences Center of the Federal University
of Paraiba (CCA-UFPB). The genomic DNA was extracted from young shoots of 18
accessions of C. annuun and using the CTBA method. In the RAPD amplification
reactions, 15 primers were used for Capsicum, (MEP-01 to MEP-15). The obtained
marks were converted into a binary matrix, from which the genetic dissimilarity matrix
was constructed using the Sokal binary distance, Tocher grouping method and also the
main components method was used to construct the dendrogram, if Ward's method and
All loci were polymorphic. The most similar pair of accesses was 355 x 348 (0.220),
while the most dissimilar pair of accessions was 4 x 17 (0.855). The population
evaluated in this study presented high genetic diversity and Phenotypic variability in
capsicum induced by GA3. Five accessions of Capsicum belonging to the Germplasm
Bank (CCA / UFPB) were used, with concentrations of GA3 (0, 25, 50, 75 and 100 mg
/ L) administered in spray applications at three day intervals, from the 27th day after
transplanting. The plants were evaluated for 21 morphoagronomic characteristics of
plant, flower and fruits. The experimental design was completely randomized, 5x5. The
data were submitted to analysis of variance, with averages grouping by the Scott-Knott
test (p = 0.05) and for the significant variables regression analysis was performed. With
the Scott-knott test, it can be observed that the interactions of the factors studied
(Access x Doses) for the characteristics of flower diameter, petal length, pedicel length,
larger fruit diameter, pericarp thickness and number of seeds per fruit were those that
presented significance, and may indicate the use of gibberellin to induce phenotypic
variability for these characteristics in the 5 accessions studied, the indicated doses are
between 50mg / L1 and 100mg / L™ for the characteristics studied.

Key words: Capsicum, phytohormone, RAPD marker.



INTRODUCAO GERAL

As pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.) pertencem a familia
Solanaceae. Estas possuem frutos comestiveis além do potencial ornamental
(PICKERSGILL, 1997; STUMMEL e BOSLAND, 2006). O género possui cerca de 30
espécies ja identificadas (MOSCONE et al., 2007). Dentre estas espécies descritas,
apenas cinco sdo amplamente utilizadas e cultivadas, destacando-se C. annuum, C.
chinense, C. frutescens, C. pubescens e C. baccatum (REGO et al., 2009; LANNES et
al., 2007).

As pimenteiras do género Capsicum spp. destacam-se como um importante
segmento do mercado de hortalicas frescas no Brasil, com énfase nas espécies C.
annuum L.(piment&o), C. chinense Jagc. (pimenta-de-cheiro), C. frutencens L. (pimenta
malagueta) e C. baccatum L. (dedo-de-moca), que sdo muito consumidas e produzidas,
de excelente adaptacao as condicdes de clima tropical e com ampla diversidade genética
(ZENI e BOSIO, 2011). A diversidade morfoldgica dessa espécie, em relacdo a cor dos
frutos, forma, textura, tamanho, aroma, e até mesmo o grau de pungéncia dos frutos,
torna o mercado de pimentas um segmento diversificado, devido a quantidade de
subprodutos que podem ser produzidos (REGO et al., 2011). Mesmo com tamanha
diversidade ainda sdo poucas as variedades comerciais destinadas a ornamentagao.

Os fitomelhoristas estdo a cada dia buscando novas técnicas a fim de criar novas
variedades, visto que o0 melhoramento de pimenteira ornamental baseia-se,
principalmente, na hibridacdo, gerando populagdes segregantes, para a obtencdo de
linhagens superiores, torna-se fundamental o conhecimento da diversidade entre os
acessos, (REGO et al., 2013)

O uso da técnica de marcadores moleculares estd sendo utilizada na
caracterizacdo e discriminacdo genotipica e identificacdo de marcadores ligados as
caracteristicas desejaveis em vegetais (SILVA, 1999), possibilitando marcar
caracteristicas de efeito poligénico, por ndo sofrerem a interferéncia do ambiente, pois
existem espécies que necessitam de décadas de experimentos para obter-se uma
informacdo melhorada. (BARROS et al., 2011).

Quanto a diversidade genética, a chegada da PCR (Reacdo da Polimerase em
Cadeia) permitiu o desenvolvimento de diversas classes de marcadores moleculares
amplamente utilizados na avalia¢do de polimorfismos dentro e entre espécies. (LEITE et
al., 2017 & BUSO et al.,2005). A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic



DNA) tem se mostrado atrativa no que diz respeito a simplicidade de execuc¢éo, além de
ndo requerer conhecimento prévio do genoma em estudo a fim de se desenhar
iniciadores especificos. A técnica de RAPD baseia-se na repeticdo ciclica da extensao
enzimética de iniciadores (pequenas sequéncias complementares de DNA) que se
anelam nos dois extremos opostos de uma fita de DNA que serve como molde. Nesta,
utiliza-se apenas um Unico primer ao invés de um par, como na PCR e esse primer tem
sua sequéncia arbitraria, e, portanto, sua sequéncia alvo é desconhecida (ARAUJO et
al., 2003)

Outra forma de avaliacdo da diversidade genética é por meio de caracteres
fenotipicos, 0s quais podem ser sistematizados por varios métodos, cuja escolha baseia-
se na precisao desejada pelo pesquisador, na facilidade da anélise e na forma como o0s
dados foram obtidos (RODRIGUES et al., 2010). A caracterizagdo morfoagrondmica
fornece uma série de informacdes a respeito da variabilidade genética (GUIMARAES et
al., 2007).

No entanto, devido ao interesse por essas atividades apresentadas pelas
pimenteiras como as de uso medicinais, alimenticias e nos beneficios promovidos por
ela, existe a necessidade de melhorar qualitativa e quantitativamente a produtividade das
culturas, e isso pode ser feito com a aplicacdo de fitorreguladores (VIEIRA; CASTRO,
2004). Os horménios vegetais sdo compostos organicos de ocorréncia natural
produzidos nas plantas os quais em baixa ou em altas concentragcdes pode inibir ou
modificar o processo morfolégico e fisioldgico dos vegetais, por exemplo, as giberelina,
as quais tém apresentado resultados favoraveis no aumento do nimero e 0 comprimento
das células em varias espécies vegetais e tem sido utilizada para modificar o
crescimento e desenvolvimento de plantas, além de funcionar como regulador da
divisdo e alongamento das células (RODRIGUES; LEITE, 2004).

Quando aplicada de forma exdgena sobre 0s vegetais apresentam efeitos sobre a
parede celular, promovendo o alongamento dos entrends em varias espécies, pois o alvo
da acéo das giberelinas é o meristema intercalar, o qual esta localizado proximo a base
do entrend (TAIZ; ZEIGER, 2009). Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar diversidade genética de acessos de pimenteiras ornamentais por meio de
marcadores RAPD, e a variabilidade Fenotipica induzida pela aplicacdo de GA3 em

diferentes acessos de pimenteira ornamental (Capsicum annuum L.).
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REFERENCIAL TEORICO

Caracterizacéo botanica
O género Capsicum compreende pimentas e pimentdes, pertencem a ordem

Solanales, familia Solanaceae, subfamilia Solanoideae, tribo Solaneae e subtribo
Capsicinae (BOSLAND; VOTAVA, 2012). Esse género possui cerca de 30 a 35
espécies, onde destas, apenas cinco sdo domesticadas, sendo elas: C. annuum, C.
baccatum var. pendulum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens (BOSLAND, 1992;
CARRIZO et al., 2013; SCALDAFERRO et al., 2013).

Essas espécies sdo discriminadas por caracteristicas morfologicas, visualizadas
principalmente nas flores e nos frutos (CARVALHO et al., 2003). As espécies
organizadas em trés grupos nos quais reunem individuos mais préximos que possam
realizar cruzamentos C. annuum, mais amplamente distribuido nas Américas e no
Mundo, inclui as espécies C. annuum, C. frutescens e C. chinense; o complexo C.
baccatum, formado pelo menos de trés espécies C. baccatum, C. praetermissum e C.
tovarii; e o complexo C. pubescens, constituido por C. pubescens, C. cardenasii e C.
eximium (PICKERSGILL, 1997; BOSLAND ;VOTAVA, 1999).

As espécies do género Capsicum apresentam-se como planta autbgamas, com
uma possivel taxa de alogamia que segundo Tanksley (1984) pode variar de 0% a 83%
sendo facilitada por alteracbes morfoldgicas na flor, pela acdo de insetos polinizadores,
por praticas de cultivo entre outros fatores.

Esse género apresenta uma caracteristica impar, como a presenca de alcaloides
que se acumulam na superficie da placenta e sdo liberados quando o fruto sofre qualquer
dano fisico tais alcaloides sdo conhecidos como capsaicindides, que confere a pungéncia
a alguns frutos dessas espécies (CARVALHO et al., 2003). Os frutos das pimenteiras,
além de apresentarem em sua constitui¢do quimica alcaldides, contém ainda, agua, 6leos
fixos e volateis, carotenoides, resinas, proteinas, fibras e elementos minerais. Esse
conjunto de compostos quimicos confere aos frutos um alto valor nutricional
(BOSLAND; VOTAVA, 1999). Sendo a capsaicina muito importante, pois esta ligada a
diversos fatores, principalmente, ao fato de ser o principio ativo que representa as
propriedades farmacéuticas das pimenteiras e por ser a principal responsavel pela
sensacdo de ardor (NWOKEM et al., 2010; DOMENICO et al., 2011).



Centro de origem das pimenteiras

De acordo com Heiser (1979) o género Capsicum teve seu descobrimento na
época da chegada dos primeiros europeus as Ameéricas, onde ele relata o cultivo de
pimentas realizado pelos indios naquela época, as pimenteiras eram as que ocupavam 0
segundo lugar em importancia entre as plantas cultivadas, perdendo apenas para o milho
ou para a mandioca (NASCIMENTO, 2014). Moscone (2007), acredita que a Bolivia
seja 0 centro de origem para o género, la encontra-se um ancestral mais proximo para o
género, o Capsicum chacoense. Esbaugh (1983) acredita que ao passar dos anos a C.
Chacoense sofreu especiacdo para outras regides do continente americano, como as
regides Andinas e Amazonicas.

Quanto aos paises de origem dessas espécies, 0s autores acreditam que cada
espécie teve um local de origem diferente, Pikergill (1997), relata que Capsicum
annuum teve origem em terras altas do México, incluindo a maioria das pimenteiras
mexicanas, pimenteiras quentes da Africa e Asia, e muitas das cultivares de pimenta
doce crescidas em paises temperados. Quanto a espécie Capsicum chinense foi
originalmente encontrada na bacia do rio Amazonas, mas esta comercialmente
distribuida por todo o Sul e Norte do Brasil, devido a sua adaptabilidade a diferentes
condicdes de solos e climas, e seu popular aroma citrico, essa espécie de pimenteira
apresenta variabilidade em seus frutos quanto ao tamanho, forma e cor, com diferentes
intensidades, indo desde o amarelo até o vermelho, quando maduro (MONTEIRO et al.;
2006, LANNES et al., 2007; REIIFSCHNEIDER, 2000).

Yamamoto e Nawata (2005) observaram que a espécie de Capsicum frutescens
esta distribuida por toda a América Central e planicies da América do Sul, e também em
outras regides tropicais e subtropicais, tais como Asia, Africa, e ilhas do Pacifico. C.
frutescens é geralmente muito picante e tem um sabor caracteristico que realca o gosto
dos alimentos locais nos tropicos. C. baccatum var. baccatum possui ampla distribui¢éo
geografica, enquanto C. baccatum var. praetermissum é exclusiva do Brasil, ou seja, é
endémica (MOREIRA 2008). Acredita-se que essa especiacdo foi dada por passaros,
que em seus momentos migratdrios naturais levaram as sementes para 0s ouros locais
(BOSLAND, 1997).



Importancia Econémica das pimenteiras

As pimenteiras podem ser utilizadas com diferentes utilidades como matéria-
prima para as industrias alimenticia (conservas, molhos, pimentas desidratadas,
embutidos, geléias, ketchups e maioneses) (CARVALHO et al., 2006), farmacéutica,
cosmética e atualmente como o uso ornamental (YAMAMOTO e NAWATA., 2005).

As pimenteiras ornamentais tém tido grande destaque e uma boa aceitacdo pelo
mercado consumidor, sendo popular na Europa tornando-se conhecida nos Estados
Unidos. O mercado de pimenteiras € um segmento com grande potencial de crescimento
em todos 0s continentes, tanto para consumo in natura quanto para 0 processamento.
Essa cultura vem se destacando na aceitacdo dos produtores, devido a sua variedade de
produtos (DOMENICO et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2014; PESSOA 2016)

Algumas caracteristicas importantes fazem com que as pimenteiras venham se
destacando quanto a crescente aceitacdo pelo mercado consumidor através de sua
utilizacdo para uso ornamental, com atributo valor estético, por apresentar porte
pequeno, folhas variegadas, frutos coloridos e eretos. Dentre as plantas ornamentais em
vaso, as pimenteiras tém se destacado pela crescente aceitacdo pelo mercado
consumidor, fazendo a diferenca na variedade de produtos das floriculturas (REGO et
al., 2011a; FINGER et al., 2012).

Em pimenteiras, assim como em outras culturas, o melhoramento busca a
selecdo e a recomendacdo dos acessos mais produtivos, sendo importante ainda que a
planta apresente estabilidade na qualidade e na quantidade do produto comercial, como
por exemplo, tamanho da planta. Geralmente para uso ornamental vem se trabalhando
diminuir porte e observando como a mesma se adapta ao vaso, tamanho da flor, cores
dos frutos nos diferentes estagios de maturagdo dos mesmos (SAPUCAY et al., 2010).

A diversidade do género Capsicum tem sido utilizada por programas de
melhoramento genético, esses programas consistem, principalmente, da selecdo dentro
de populacgdes ja existentes, permitindo melhorias na producéo, resisténcia a doencas e
pragas, qualidade dos frutos para comercializacdo como: aparéncia, resisténcia ao
armazenamento prolongado, processamento e qualidade nutricional (CASALI; COUTO,
1984; REGO et al., 2011a). Pois para ornamental nem toda cultivar de pimenteira se
adapta bem em vaso, havendo variacdo até mesmo dentro de uma mesma espécie,
apenas aquelas que apresentam porte reduzido e harmonia da planta no vaso sdo as que

mais se adaptam para o cultivo com finalidades ornamentais (REGO et al., 2011b).



Poucas variedades com potencial ornamental sdo encontradas no Brasil, embora
0s bancos de germoplasma de Capsicum possuam acessos que podem ser utilizados com
objetivo de criar novas variedades de pimenteiras ornamentais (NEITZKE et al., 2010).

As cultivares de pimenteiras ornamentais merecem destaques entre as plantas
cultivadas para este propdsito, pois sdo plantas de facil propagacéo e cultivo, com a fase
vegetativa relativamente curta e com grande valor estético. A diversidade genética
existente numa populacdo possibilita a selecdo de genitores geneticamente distantes
para cruzamentos, que ao serem cruzados Serdo 0S mais convenientes para produzir
elevado efeito heterdtico na progénie e obter maior variabilidade genética em geracGes
segregantes (OLIVEIRA et al., 1998; SUDRE et al., 2005; REGO et al., 2011a).

Uso de marcadores moleculares RAPD em Capsicum.

Devido a importancia desse género, novas técnicas de estudo para detectar a
diversidade genética e a evolugdo do grupo das pimenteiras estdo sendo realizados com
base ndo s6 na morfologia da planta, mas, na citologia e no DNA genémico (LUZ,
2007).0 uso de marcadores moleculares é uma ferramenta complementar para a
caracterizacdo de germoplasma e, consequentemente, para a identificacdo de populacdes
e racas primitivas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

O RAPD ¢é uma variagédo da técnica de PCR que utiliza um Unico primer de dez
nucleotideos e com sequéncia arbitraria as bases moleculares do polimorfismo de
RAPD sdo mutacdes de um ponto, ou delecBes no sitio de pareamento do primer, ou
insercdes entre os sitios de pareamento, deixando-os a uma distancia tal que
impossibilita a sua amplificacdo. (WILLIAMS et al., 1990). O RAPD ¢ uma técnica de
facil execucdo e aplicavel a qualquer tipo de organismo, sdo marcadores de alelos
dominantes onde a presenca de uma banda no gel € alelo dominante e a auséncia
significa alelo recessivo o (polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados).
Uma das limitacbes do RAPD é o baixo contetdo de informacdo genética por loco
(BOREM e CAIXETA, 2009).

Avaliar a diversidade genética no género Capsicum € necessario, pois fornece
parametros para identificacdo de genitores que produzam maiores efeitos heteroticos na
progénie e aumentam a probabilidade de obter acessos superiores nas geracoes
segregantes (SUDRE et al., 2005; REGO et al., 2009;COSTA et al., 2016;). O uso

abundante de marcadores polimorficos de DNA elimina as limitacGes associadas a



caracterizagdes morfologicas e especialmente bioquimicas, para variedades intimamente
relacionadas.

Os motivos para a identificacdo de variedades de plantas comerciais s&o muitos:
certificacdo de sementes, direitos de variedades vegetais descricdo e protecdo de
germoplasmas. Os ensaios aleatérios baseados em amplificacbes de DNA polimorfico
(RAPD) podem produzir uma abundancia de marcadores (RODRIGUES et al., 2016;
REGO et al., 2011).

Usando caracterizagdo morfo-agrondémica, marcadores com alta herdabilidade de
facil indentificacdo e de pequenas interagbes de acesso X ambiente devem ser
considerados, e essas caracteristicas permitem a identificacdo, preservacdo e
transferéncia de novas fontes de variacdo genética (BENTO et al., 2007; REGO et al.,
2009; NASCIMENTO et al., 2012).A caracterizacdo molecular tem sido uma
ferramenta Gtil para a avaliacdo da diversidade genética em diferentes espécies de

plantas.

Giberelinas

Fitting (1909), definiu hormdnio vegetal no contexto das plantas, ele utilizou o,
termo para descrever o fendmeno de senescéncia induzida pela fertilizagdo da flor em
orquideas. Atualmente, os fitohormdnios sdo definidos como mensageiros quimicos na
comunicacdo entre células, tecidos e érgdos das plantas superiores (DAVIES; 2007).

Dentre as classes de fitohormonios ja bem caracterizadas nos planos estrutural
e funcional, destacam-se as auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico.
Os hormonios auxinas e citocininas sdo 0s principais controladores da dominéncia
apical. O &cido abicisico (ABA) ocorre desde o apice da raiz até o apice vegetativo,
incluindo folhas, gemas, frutos, sementes, xilema e floema. O etileno exerce varios
efeitos no crescimento e desenvolvimento das plantas, tais como germinacdo
desenvolvimento da plantula, floracdo, amadurecimento de frutos, senescéncia e
absciséo e respostas aos estresses (KUCERA et al.,2005)

As giberelinas foram descoberta em 1926, por Kurosawa, pesquisador japonés
que observou em plantio de arroz de alguns agricultores que as plantas tinha um
crescimento exagerado, isso devido ao alongamento do caule, e esse alongamento
causava um ‘“tombamento”, que eles chamavam de “bakanae”, e os sintomas foram

atribuidos ao fungo que se chamava Gibberella fujikuroi, 0 mesmo produzia uma



toxina denominada Giberelina, com o passar do tempo, ele observou que ocorria de
forma natural em plantas superiores (TAKATA,2012 ; STOWE ; YAMAKI, 1957).

Os estudos foram avangando e na década de 30, no Japéao, foram obtidos cristais
de outros dois compostos ativos, de origem flngica, denominados giberelina A e B. e
logo depois, na década de 50, a Imperial Chemical Industries (ICl), na Inglaterra, € no
Departamento de Agricultura (USDA) dos EUA, criaram uma estrutura quimica do
material purificado a partir de filtrados do fungo, denominando-o de acido giberélico.
Nessa area e nessa mesma época na Universidade de Toquio, foram isoladas, a partir da
giberelina A, trés novas giberelinas: A1 A2 e A3 (CID et al., 2000)

Atualmente sabe-se que existe uma familia vasta de giberelinas, porém, o acido
giberélico era sempre o principal componente, sendo o que define as giberelinas é elas
apresentarem uma caracteristica estrutural comum que as define como uma familia de
moléculas derivadas de uma estrutura em anel ent-caureno (COSTA, 2012).

A giberelina é um diterpeno ciclico, sendo uma molécula que possui entre 19 e
20 carbonos, atualmente o numero de giberelinas identificados ja € bem vasto, embora
poucas possuam algum efeito fisiolégico, sendo que a maioria sdo formas
intermediarias de GA e dentre as que possuem maior atividade estdo 0 GAl, GAS3,
GA4, GA7, GA9 e GA20 (DAVIES, 2007).

O é&cido giberélico (GA3) é entre as giberelinas um dos mais usados para
manipular o crescimento de plantas, por promover o crescimento do caule, estimular a
expansdo e divisdo celular e acentuar a expressdo da dominancia apical em plantas
(SILVA; 2010;TAIZ; ZEIGER, 2004; WEISS; ORI, 2007). A germinagéo e superacao
de dorméncia também sdo causadas pela acdo da giberelina, onde atua, principalmente,
na producdo de enzimas responsaveis pela degradacdo das reservas (FINCH-SAVAGE
e LEUBNER-METZGER, 2006).

As giberelinas (GA) estdo envolvidas na expressdo sexual de flores em
curcubitaceas e sua presenca provoca a formacdo de flores masculinas (YIN e QUINN,
1995). Elas atuam efetivamente no desenvolvimento de vegetais quando aplicada
exogenamente, podendo estar associada ou ndo a outros grupos hormonais, como
auxinas e citocininas, e que, semelhante as auxinas, também atuam no desenvolvimento
do caule das plantas, em funcdo do alongamento e diviséo celular, no pagamento e
desenvolvimento frutos e no desenvolvimento, principalmente com a aplicacdo exdgena
(DAVIES, 2004).

Todas as giberelinas sdo diterpendides tetraciclicos constituidos de quatro
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unidades de isoprendides. A unidade biol6gica isopreno é o isopentenilpirofosfato
(IPP), e que seu precusor era 0 &cido mevalénico, mas de acordo com alguns estudos é
possivel afirmar que existe duas rotas uma dependente e outra independependente do
acido meval6nico, sendo a primeira, associada & biossintese do esterol que ocorre no
citossol e a segunda, associada a biossintese de carotendides e compostos associados,
ocorre no cloroplasto. De acordo com os estudos a cerca das giberelinas é possivel
observar que elas acontecem em trés fases para a formacdo da GA: ciclizacdo (sintese
de caureno), oxidacao e formacgédo de GA (COSTA, 2002).

O uso de GA3, em vegetais interfere no crescimento das plantas, possibilitando
uma relacdo mais equilibrada entre a parte reprodutiva e vegetativa além de melhorar a
producdo de pimenteiras qualitativa e quantitativamente a produtividade das culturas
(VIEIRA 2008; CASTRO, 2004 ).

O efeito do acido giberélico foi observado em estudos com frutos de tomate
partenocarpicos, onde a aplicacdo de GA3 na fase inicial de desenvolvimento dos frutos
preveniu a senescéncia e induziu o rapido crescimento dos frutos em relacdo a
autopolinizacdo (AGUERO et al., 1996).

Uma das mais importantes propriedades fisiolégicas das giberelinas é que
podem induzir floragdo em plantas mantidas em condi¢des néo indutivas. Dependendo
da espécie, a aplicacdo de giberelinas pode regular a juvenialidade em ambos 0s
sentidos. Em plantas monoicas (produtoras de flores masculinas e femininas ou
hermafroditas). As giberelinas tém apresentado resultados favoraveis no aumento do
nimero e no comprimento das células em varias espécies vegetais e tem sido utilizada
para modificar o crescimento e desenvolvimento de plantas, além de funcionar como
regulador da divisdo e alongamento das células (RODRIGUES; LEITE, 2004).
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Capitulo 1

Diversidade genética entre acessos de pimenteiras ornamental acessada por
marcadores RAPD

RESUMO

A espécie de Capsicum annuum é uma fonte importante de trés antioxidantes naturais:
vitamina C, carotendides e vitamina E. A identificacdo de progenitores superiores e
contrastantes € critica em um programa de melhoramento. E foi realizado através da
avaliacdo de marcadores morfologicos, agrondmicos e, mais recentemente, moleculares.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética entre acessos de pimentao
ornamental C. annuum por meio de marcadores RAPD. O DNA gendmico foi extraido
de folhas jovens de 18 acessos de C. annuum e utilizando o método CTBA. Nas reacoes
de amplificacdo de RAPD, 15 primers, (MEP-01 a MEP-15). As marcas obtidas foram
convertidas em uma matriz binaria, a partir da qual a matriz de dissimilaridade genética
foi construida utilizando a distancia binaria de Sokal e a constru¢éo do dendrograma, foi
utilizado o método de Ward. O par de acessos mais semelhante foi de 355 x 348
(0,220), enquanto o par mais diferente de acessos foi de 4 x 17 (0,855). A populacao
avaliada apresentou alta diversidade geneética, originando cinco grupos da analise de
agrupamento hierarquico de Ward, os acessos 355 e 137 apresentaram maior distancia
genética entre os acessos. O método de agrupamento de Tocher observou a formagéo de
cinco grupos onde os acessos 001 e 356 apresentaram grupos maiores, estes devem ser
utilizados como genitores no programa de melhoramento, uma vez que a variabilidade é

uma condicdo fundamental para o processo de selecéo.

Palavras-chave: Capsicum, polimorfismo, selecdo, variabilidadade
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Capitulol

Genetic diversity among access of ornamental peppertrees accessed by rapd
markers
ABSTRACT

The Capsicum annuum species is an important source of three natural antioxidants:
vitamin C, carotenoids and vitamin E. Identification of superior and contrasting parents
is critical in a breeding program. And it has been performed through the evaluation of
morphological, agronomic, and more recently, molecular markers. The objective of this
work was to evaluate the genetic diversity between accessions of ornamental pepper C.
annuum by means of RAPD markers. The genomic DNA was extracted from young
leaves of 18 accessions of C. annuum and using the CTBA method. In the RAPD
amplification reactions, 15 primers, (MEP-01 to MEP-15). The obtained marks were
converted into a binary matrix, from which the genetic dissimilarity matrix was
constructed using the Sokal binary distance and the construction of the dendrogram, the
Ward method was used. The most similar pair of accesses was 355 x 348 (0.220), while
the most dissimilar pair of accessions was 4 x 17 (0.855). The population evaluated
showed high genetic diversity, originating five groups from Ward hierarchical cluster
analysis, accessions 355 and 137 presented greater genetic distance between the
accessions. The Tocher grouping method observed the formation of five groups where
the accessions 001 and 356 presented larger groups, these should be used as parents in
the breeding program, since the variability is a fundamental condition for the selection

process.

Key words: Capsicum polymorphism, selection, variability
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INTRODUCAO

As pimenteiras e pimentdes pertencem ao género Capsicum, e sempre foram
usadas pelos indios e civilizagBes antigas para tornar os alimentos mais agradaveis ao
paladar, além de serem utilizadas como conservantes em alimentos, sdo fontes de
antioxidantes naturais como a vitamina E, vitamina C e carotenoides (REGO et al
.,2016). No Brasil, as pimenteiras séo cultivadas nas regides do Sudeste e centro-Oeste,
se tornando as areas mais produtoras (WAGNER, 2003). Esse mercado de hortalicas era
considerado secundario e de baixo consumo, isso devido ao pequeno volume que era
comercializado, atualmente esse quadro, vem sofrendo fortes transformacdes e
assumindo grande importancia para o pais.(REGO et al., 2015).

Tradicionalmente os fitomelhoristas tém utilizado descritores morfoagronomicos
para 0 registro e lancamento de novas variedades ainda que a caracterizacdo de
cultivares feita desta forma continue sendo predominante e importante, existem as
limitacdes deste tipo de descritores gerado a necessidade de busca de novas alternativas
que gerem maior confianca para os dados obtido, uma das alternativas é uso de
marcadores moleculares e bioquimicos, (BASTIANEL et al. , 1998).Atualmente,
existem inameros marcadores moleculares e a escolha dos mesmos vai de depender de
alguns fatores com alguns fatores, tais como nivel de tecnologia e recursos financeiros
disponiveis.

Nos casos em que ndo se tem acesso a tecnologias como a de sequenciamento
prévio do genoma, por exemplo, marcadores moleculares de sequéncia arbitraria podem
ser rapidos e facilmente utilizados para iniciar a avaliacdo da diversidade genética de
recursos vegetais (VELASCO-RAMIREZ et al., 2014). A técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorfhic DNA) utiliza iniciadores arbitrarios curtos (geralmente
decameros), os quais resultam na amplificacdo de varios produtos de DNA na mesma
reacdo de PCR, sendo estes derivados de uma regido do genoma que contém dois
segmentos homologos aos iniciadores, em fitas opostas de DNA e, suficientemente
préximos para que a amplificagdo ocorra (BELARMINO et. al., 2016; WILLIAMS et
al., 1990).

Em Capsicum, os marcadores baseados em RAPD tém sido utilizados no estudo
de diversidade de diferentes acessos de Capsicum (BATISTA et al., 2016 IBIZA et al.,

2011 THUL et al.,, 2012). Portanto, este trabalho teve como, objetivo avaliar a
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diversidade genética entre acessos de pimenteiras ornamentais Capsicum annun L, por

meios de marcadores RAPD.

MATERIAIS E METODOS

Local da realizacdo do experimento e material experimental utilizado

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba (CCA-UFPB), Estado da
Paraiba, Brasil. Foram utilizados 18 genotipos de pimenteiras ornamental (C. annuum
L.) pertencentes ao Banco de Germoplasma do CCA-UFPB: UFPB-001,UFPB-
004,UFPB-045,UFPB-046,UFPB-77.3,UFPB-099,UFPB-132,UFPB-134,UFPB-
137,UFPB-340,UFPB-348,UFPB-355,UFPB-356,UFPB-443,UFPB-449,UFPB
VERMELHO,UFPB LARANJA, além de uma cultivar comercial de pimenteira
ornamental, a CALIPSO, todos os genétipos foram selecionados de acordo com a
caracterizacdo fenotipica e o potencial para uso ornamental dados ndo mostrado.

Os acessos foram autofecundados e semeados em bandejas de isopor
(poliestireno) de 180 células preenchidas com substrato comercial (Plantmax®) e
quando apresentaram, pelo menos, seis folhas definitivas foram transplantadas para vaso
plastico 900mL contendo o mesmo substrato, cultivadas em casa de vegetacdo. As
folhas de todos os individuos foram coletadas, identificadas e armazenadas em freezer

para a realizacao desse experimento.

Extracéo e quantificagcdo do DNA
Cerca de 200 mg de tecido foliar jovem foi macerado com N2 liquido em um

cadinho com um pistilo e transferidos para tubos de 1,5 mL para a extracdo de DNA de
acordo com o protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1995).

Foram adicionados aos eppendorf contendo as amostras, 700 pL de tampao de
extragdo CTAB 2% (c/B-mercaptoetanol). Este material foi incubado a 65°C por 30
minutos e agitado suavemente a cada 10 minutos, ¢ posteriormente, adicionados 600uL
de CIA (Cloroformio: alcool isoamilico 24:1(vv)), agitado e centrifugado a 13400rpm
por 10 minutos.

O sobrenadante (600 pL) foi transferido para um novo tubo devidamente
identificado e adicionado igual volume de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, para se
efetuar a desproteinizacdo. O material foi agitado por um minuto e centrifugado a

13400rpm por 5 minutos.
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Novamente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo (400 pL). Em
seguida, 40 pL do volume do tampéo de lavagem foram adicionados, sendo as amostras
homogeneizadas por inversdo durante 5 minutos. Foram adicionados 500 uL CIA e
centrifugado a 13400 rpm por 5 minutos. O sobrenadante (280 pL) foi transferido para
um novo tubo, e os &cidos nucléicos foram precipitados pela adicdo de 185uL de
isopropanol ou (&lcool isopropilico) gelado e centrifugado a 13400 rpm por 5 minutos.
Foi feito o descarte do sobrenadante, e o precipitado, lavado duas vezes com 500 uL de
etanol a 70 % e uma vez com etanol a 95%, para retirada de sal presente (entre cada
lavagem, o material foi centrifugado a 13400 rpm, durante 5 minutos). Apds o descarte
do ultimo sobrenadante, o material foi seco em condi¢Ges naturais até que o etanol
estivesse removido. Em seguida, o material foi ressuspendido em 60 uL de solugdo TE
(Tris-EDTA — 10 mmol L Tris-HCI, 1 mmol L't EDTA, pH 8,0). A quantificaco da
qualidade do DNA utilizou-se um gel de agarose de 0.8%, corado em solugdo de
brometo de etideo (0.2mg/L).

Para eliminacdo do RNA, misturou-se 10 uL. do DNA com 0.5 uL de RNAse e
foi incubado em banho-maria a 37 °C por 12 minutos. Logo apds, deixar o material
atingir a temperatura ambiente e adiciona 1.5 pL de NaCl 5M e 4.9 pL de de
isopropanol gelado, para o material precipitar novamente. Incubou-se na geladeira a 4°C
por 2 horas, em seguida centrifuga-se a 14000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o
sobrenadante, e o precipitado foi lavado duas vezes com 500 pL de etanol a 70 % (entre
cada lavagem, o material foi centrifugado a 13400 rpm durante 5 minutos). Descartou o

excesso de etanol e o material foi ressuspendido em tampéo TE e armazenado a — 20 °C.

Reacédo de RAPD
As reacOes de amplificacdo do DNA foram feitas utilizando-se um volume

final de 25ul, sendo 23 pl de Master Mix (Tampédo 1x + MgCIl2 3 mM + dNTP 200 mM
+ primer | mM + Taq DNA polimerase 1 U) e 2 ul de DNA gendmico da amostra. Para
a obtencdo das marcas de RAPD foram utilizados 15 iniciadores (Operon Technologies

Inc., Alameda, CA, EUA) conforme descrito abaixo
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Tabela 1. Sequéncia dos 15 iniciadores utilizados nas reagdes de RAPD com suas

respectivas sequéncias de bases.

INICIADORES SEQUENCIA 5°— 3’
MEP - 01 AGACGGCTCC
MEP - 02 GTTACGGACC
MEP - 03 GGGCGACTAC
MEP — 04 GTGCGCAATG
MEP - 05 TCGCATCCAG
MEP - 06 CAGAAGCGGA
MEP - 07 CACAGCGACA
MEP — 08 CAAAGCGCTC
MEP - 09 TCCCCATCAC
MEP - 10 TGCGGGTCCT
MEP - 11 CAGGATTCCC
MEP -12 GTGGAGTCAG
MEP -13 AAGTCCGCTC
MEP -14 CAGCACTGAC
MEP -15 GACAGGAGGT

As reacOes de amplificacdo foram efetuadas em um termociclador com o
seguinte programa: desnaturacao inicial de 94 °C por 3 minutos; 40 ciclos, sendo cada
ciclo constituido da seguinte sequéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 34 °C e 60
segundos a 72 °C; apds os 40 ciclos foi realizada a extensdo final a 72 °C por sete
minutos. Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese, em cuba

horizontal, contendo tampdo TAE 0,5 X, conforme descrito no item anterior.

Diversidade genética

Através da leitura das bandas no gel, foi construida uma matriz binéria, (0,1)
em que (0) indicava auséncia e (1), a presenca de bandas; a partir da qual foi estimada
as distancias genéticas entre os individuos, gerando uma matriz de dissimilaridade, por

meio do complemento aritimético (1-C) do coeficiente de dissimilaridade de Sokal
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(1962). A matriz de distancias genéticas foi utilizada para realizar a analise de
agrupamento por meio do método descrito por Ward. Para o corte no dendrograma,
adotou-se o critério proposto por Mojema (1977), o qual é baseado no tamanho relativo
dos niveis de fusGes (distancias) no dendrograma. Também foi calculado o coeficiente
de correlacdo cofenética e realizada a andlise dos componentes principais e também o
Método de Tocher os quais se basearam na matriz de distancias genéticas, de modo a
dispor os individuos em um grafico tridimensional de dispersdo. Todas as analises
foram realizadas utilizando o Programa Genes (CRUZ, 2016). Neste trabalho foi
considerado loco polimoérfico, aquele em que a frequéncia do alelo mais comum seja

igual ou superior a 0,95 de acordo com os critérios estabelecidos por Nei (1975).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 15 iniciadores utilizados foi possivel gerar um total de 206 bandas
amplificadas, distribuidos em 40 locos contabilizando nenhum loco monomorfico,
contabilizando um total de 100% de polimorfismo, os primers 1, 2,3 5,6 €10 foram o0s
que apresentaram os maiores numeros de amplificacbes (Tabela 1). Estes resultados
evidenciaram a diversidade genética entre os 18 genoétipos de Capsicum avaliados. O
namero de iniciadores amplificados variou de 67 (MEP-02) a 0 (MEP -09), (MEP -10),
(MEP-10), (MEP -11), (MEP -12). A auséncia de produtos de amplificacdo para os
iniciadores (MEP -9, 10, 11e 12) Possivelmente seja devido ao ndo “anelamento” do
iniciador a fita- molde de DNA. O numero de fragmentos polimorficos variou de 8
(MEP -02) a 0 (MEP -9), (MEP -10), (MEP -11), (MEP -12).

Os demais iniciadores foram eficientes a medida que produziram bandas nitidas
e intensas (Figura 1). E altamente polimdrficos, com uma média de 18,72 bandas, por
primer. Costa et al., (2016), trabalhando com diversidade genética de pimenteiras
ornamenatais usando 17 marcadores RAPD, reportam uma taxa de apenas 3,41% de
polimorfismo. Binneck, Nedel e Dellagostin (2002), e Wamser et al., (2014) explicaram
as diferencas encontradas no numero de bandas por iniciadores, deve-se a competicéo
entre produtos da PCR, podendo gerar bandas distintas e instaveis, tornando-se um
reflexo direto do grau da competitividade do sitio do primer e variando com fatores

como a complementaridade ao primer e estruturas secundarias da fita molde de DNA.
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Tabela 2. Oligonucleotidios RAPD, sequéncias de nucleotideos, nimero total de bandas amplificadas, namero de locos polimérficos e monomorficos e de porcentagem de
locos polimdrficos entre 18 gendtipos de Pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum) do Banco de Germoplasma da Universidade Federal da Paraiba do Centro de
Ciéncias Agrarias CCA-UFPB

Iniciador Sequéncia 5°— N° total de N° de locos N° de locos Polimorfismo
3 bandas polimorficos monomorficos (%)
amplificadas
MEP - 01 AGACGGCTCC 22 7 0 100%
MEP - 02 GTTACGGACC 38 8 0 100%
MEP - 03 GGGCGACTAC 67 7 0 100%
MEP - 04 GTGCGCAATG 9 3 0 100%
MEP - 05 TCGCATCCAG 15 3 0 100%
MEP - 06 CAGAAGCGGA 20 2 0 100%
MEP - 07 CACAGCGACA 10 3 0 100%
MEP - 08 CAAAGCGCTC 6 2 0 100%
MEP - 09 TCCCCATCAC 0 0 0 0
MEP - 10 TGCGGGTCCT 0 0 0 0
MEP - 11 CAGGATTCCC 0 0 0 0
MEP - 12 GTGGAGTCAG 0 0 0 0
MEP - 13 AAGTCCGCTC 9 1 0 100%
MEP - 14 CAGCACTGAC 3 3 0 100%
MEP - 15 GACAGGAGGT 7 1 0 100%
TOTAL 206 40
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Figura 1. Produtos de amplificacdo de RAPD gerados com o iniciador MEP-02 em 18 gendtipos de
Capsicum MM — marcador de peso molecular Ladder 1 Kb.

A matriz de dissimilaridade genética gerada a partir do complemento do
coeficiente de similaridade de Sokal (Tabela 2). O par de acessos mais similar foi 355x
348 (0,220), enquanto que o par de acessos mais dissimilar foi 443x 77.3 (0,855) dentre
todas as distancias entre os acessos tornando—os mais indicados para ser utilizados
como genitores no programa de melhoramento de Capsicum. Cruz e Regazzi (1997)
afirmam que a distdncia genética entre 0s genotipos deve ter prioridade dentre os
critérios de escolha de genitores em um programa de melhoramento, uma vez que a
variabilidade é condicdo fundamental para o processo de selecdo. E altos indices sdo de
grande relevancia para a préatica de selecdo e realizacdo de cruzamentos, sendo que a
escolha dos genitores deve tomar como base os individuos mais divergentes
geneticamente. Além disso, plantas de maior distingdo genética na populagdo como um
todo devem ser selecionadas para coleta de sementes, pois sdo importantes para a
formag&o de lotes com maior diversidade genética. (BELARMINO et al., 2015).
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Tabela 3. Matriz de distancia genética entre 18 genotipos de Capsicum oriundos do Banco de Germoplasma da Universidade Federal da Paraiba

CCA-UFPB 2017

INDIVIDUOS 132 340 356 004 443 099 ITALAR  CALIPSO 001 045 046 ITAVEMR 134 137 355 348 773 449
132 0 0349 0517 0468 0,604 0584 0,541 0,662 0,563 0563 0,624 0,584 0,604 0,698 0662 0662 0,643 0,698
340 0 0541 0541 0584 0517 0517 0,643 0541 0584 0604 0517 0624 0715 0,604 0,604 0,698 0,680
356 0 0584 0,732 0,748 0,680 0,811 0,765 0,698 0,780 0,715 0,732 0,780 0,811 0,780 0,732 0,811
004 0 0584 0,604 0517 0,643 0,624 0624 0,604 0,468 06247 0,748 0,604 0,604 0,732 0,643
443 0 0,349 0,517 0,468 0,441 0541 0,468 0,468 0698 0643 0413 0413 0855 0,517
099 0 0,441 0,382 0,413 0517 0,315 0,382 0643 0624 0312 0382 0811 0441
ITALAR 0 0,584 0,413 0,349 0,541 0,541 0517 0624 0,493 0541 0715 0,624
CALIPSO 0 0,517 0563 0,382 0,441 0643 0584 0,312 0,382 0811 0,382
001 0 0,312 0,468 0,563 0584 0563 0,468 0,468 0,732 0,563
045 0 0,563 0,643 0,493 0517 0563 0,563 0,662 0,643
046 0 0,382 0680 0662 0,382 0,382 0811 0,382
ITA VERM 0 0,604 0,698 0,382 0,382 0,780 0,441
134 0 0,563 0,643 0,680 0541 0,715
137 0 0,662 0,662 0,604 0,624
355 0 0,220 0,841 0,382
348 0 0,811 0,382
773 0 0,811
449 0
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O dendrograma gerado a partir da analise de agrupamento usando o método
Ward com base na matriz de dissimilaridade genética obtida por meio do complemento
aritmético do coeficiente de similaridade de sokal permitiu-nos alocar os 18 gendtipos
de Capsicum em cinco grupos de similaridade genética, sendo o ponto de corte (55,5%)
realizado segundo os critérios de Mojema (1977); a consisténcia das bifurcacGes
geradas pelo dendrograma variou de 24 a 98% entre os pontos de fusdo do dendrograma
(Figura 2).

O primeiro e maior grupo foi formado pelos acessos UFPB-046, UFPB-099,
UFPB-348, UFPB-443 UFPB-355 e UFPB- ITA VERMELHO e CALIPSO podendo-se
observar dentro deste um maior grupo de similaridade entre os acessos 348 e 355. 0
segundo grupo foi formado trés por acessos 004,132 e 340 e o terceiro grupo foi
formado com quatro genétipos, UFPB-001, UFPB-45, 356 e ITA LARANJA. O quarto
grupo foi representando por dois acessos 77.3 e 134. Apenas 0 quinto grupo que foi
formado com apenas um gen6tipo o 137.

E importante ressaltar que (44,44%) dos individuos foram agrupados no
primeiro grupo, (16,67%) no segundo grupo (22,22%), no terceiro (11,11%), o quinto e
altimo grupo contribuiu (5,56%) observando-se que, apesar de similares, estes ainda
possuem certa divergéncia genética quando comparado com o0s demais grupos, esse fato
pode ser atribuido devido os genotipos pertencerem a mesma espécie de Capsicum

annuum.
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Figura 2. Dendrograma construido por meio do método UPGMA, com base no coeficiente de similaridade genética de Ward numa populacdo de 18 genotipos de Capsicum a
partir de 15 marcadores RAPD.
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O coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (Tabela 4), obtido a partir da
matriz de distancia genética e a matriz de distancia cofenética, a partir do dendrograma,
foi elevado (r=0,83**) Seqgundo Vaz Patto et al., (2004), (r > 0,56 ) é considerada ideal,
pois indica haver boa concordancia entre a matriz de dissimilaridade e a de
dissimilaridade de distancia grafica. Rohlf (1970) afirma que coeficientes de correlacdo
cofenética menores que 0,7 indicam inadequacdo do método de agrupamento. Quanto
maior for o valor da correlacdo, menor sera a distorcdo provocada pelo agrupamento
(MANLY, 2008). As porcentagens de distor¢Ges (1,57%) e de estresse (12,53%) foram
baixas segundo a escala de Kruskal (1964) as quais sdo classificados como bons,
mostrando um bom ajuste entre a matriz de similaridade genética e a representacdo

grafica do dendrograma

Tabela 4 Coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de distancias e 0 método
de agrupamento hierarquico UPGMA, gerados a partir da analise de diversidade

genetica entre 18 genotipos de Capsicum por meio de marcadores RAPD.

Correlagdo cofenética Graus de Valor de Distorgéo Estresse
(CCC) liberdade t (%) (%)
0,83** 151 18,48** 1,57 12,53

O objetivo da analise de Componentes principais € de resumir o padrdo de
correlacdo entre as variaveis, levando assim, a um agrupamento delas e a um ndmero
menor de varidveis principais, as quais resumem a informacao contida no grupo inicial,
sendo cada componente principal uma combinacdo linear das varidveis originais (CRUZ
etal., 2004).

A distribuicdo tridimensional dos Geno6tipos de Capsicum através da analise dos
componentes principais, corrobora com as andlises discutidas anteriormente mostrando
grande diversidade existente nesses acessos (Figura 3). Pode-se observar a formagéo de
5 grupos, o primeiro e maior formado pelos acessos, UFPB-001, UFPB- 45, UFPB-46,
UFPB- 099, UFPB-355, UFPB-348, UFPB-443, UFPB-449, UFPB-LARANJ,
CALIPSO e UFPB-VERM. O segundo foi formado por trés acessos UFPB- 004, UFPB-
132 e UFPB-340. O terceiro grupo foi constituido pelos acessos UFPB-134 e UFPB-

137. O quarto e quinto grupo foram constituidos por apenas um acesso cada, 356 e 77.3
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respectivamente. Esses dados obtidos, nessa analise de componentes principais ndo se
relacionam com aqueles obtidos através da analise de agrupamento utilizando o método
Ward. O maior grupo originado pelo dendrograma ndo permaneceu agrupados da
mesma forma, que nas andlises de componentes principais e o método de Tocher
(Figura 3), (Tabela 4). A dispersdo grafica permitiu a separagdo dos acessos em grupos,
este método pode ser usado como uma estratégia para selecionar gendtipos divergentes

para utilizacdo em cruzamentos artificiais (NEITZKE et al., 2010).

Il \Y
! . / 14\ \"/ J; \\\
AR Ihs N e
- eV @
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Figura 3. Analise dos componentes principais de 18 gendtipos de Capsicum, avaliados através de
marcadores moleculares RAPD.

A distribuicdo entre os acessos avaliados de Capsicum , com adogdo do método
de Tocher, corrobora com a grande diversidade detectada pelo método de Ward e
componentes principais. Aqui também se observa a formacéo de 5 grupos. O primeiro e
maior grupo foi formado pelos acessos, UPBF-001, UFPB-45, UFPB-46, UFPB-099,
UFPB-355, UFPB-348, UFPB-443, UFPB-449, UFPB-ITA. LARANJ, UFPB-ITA.
VERM e CALIPSO.

O segundo grupo composto pelos acessos UFPB- 004 UFPB-132 e UFPB- 340.
O terceiro grupo foi constituido pelos acessos, UFPB-77.3 UFPB-134. O quarto e
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quinto grupo foram formados por apenas um acesso o UFPB-137 e UFPB-356

respectivamente. Observando uma maior distancia genética entre esses ultimos.

Tabela 5. Agrupamento de 18 genotipos Capsicum conforme método de Tocher

GRUPOS GENOTIPOS

I UFPB-001, UFPB-45, UFPB-46, UFPB-099, UFPB-355, UFPB-348, UFPB-
443, UFPB-449, UFPB-ITA. LARANJ, UFPB-ITA. VERM e CALIPSON.

I UFPB-004, UFPB-132, UFPB-340.

i UFPB-77.3, UFPB-134.

v UFPB-137.
V UFPB-356.
CONCLUSAO

Os marcadores RAPD séo polimérficos e foram eficientes em discriminar os 18 acesso
de pimenteira ornamental ( C. annuum L.)

Ha grande diversidade genética entre os 18 acessos de pimenteiras os quais formam 5
grupos 0s acessos mais divergentes foram 001,004, 77.3, 137, 355, 348 e 356.
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Capitulo 2

Variabilidade fenotipica em acesso de Capsicum induzida por (GA3)

RESUMO: O Brasil é considerado centro de origem e diversidade genética de algumas
espécies do género Capsicum. A utilizacdo dos recursos genéticos em programas de
melhoramento de plantas ornamentais depende do conhecimento detalhado da extensdo
e distribuicdo da variacdo genética disponivel nas espécies cultivadas e seus parentes
silvestres. A expressdo fenotipica de qualquer carater resulta dos efeitos genéticos e
ambientais. Dentre os efeitos ambientais, os hormonais, exercem papel de extrema
importancia. As giberelinas (GA3) sdo hormoOnios vegetais essenciais ao
desenvolvimento da planta, como alongamento dos entrends e desenvolvimento de
flores e frutos, deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade
fenotipica em Capsicum annuum. induzida por GA3. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo do Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal da
Paraiba. Foram utilizado os acesso UFPB-77.3 UFPB- 134,UFPB-137, UFPB
348,UFPB-355 pertencentes ao Banco de Germoplasma de Pimenteiras Ornamentais
(CCAJ/UFPB), os quais foram submetido, a diferentes concentragcdes GA3 (0, 25, 50, 75
e 100 mg/L), administradas em aplicacOes por spray, com intervalos de trés dias, a partir
do 27° dia apds o transplantio. As plantas foram avaliadas quanto a 21 caracteristicas
morfoagrondmicas de planta, flor e frutos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e 5 repeticbes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, com posterior agrupamento das médias pelo teste de
Scott-Knott, (p=0,05) e para as varidveis significativas foi realizada analise de
regressdao. Com o teste de media Scott-knott pode se observar que os desdobramentos
das interacdes dos fatores estudados (Acessos x Doses) foram significativos para as
caracteristicas diametro da flor, comprimento da pétala, comprimento do pedicelo,
maior didmetro do fruto, espessura do pericarpo e numero de sementes, sendo indicado
0 uso de giberelina para induzir variabilidade fenotipica observando que mesmo com
todas as aplicacBes 0s acessos ndo conseguem reunir todas as caracteristica desejaveis
em um mesmo acesso e que as doses acima de 50 mg/L e 100 mg/L foram as mais
responsivas para 0s acessos.

Palavras-chave: Capsicum, homonimo vegetal, melhoramento
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Capitulo 2
Phenotypic variability in Capsicum access induced by (GA3)

ABSTRACT: Brazil is considered center of origin and genetic diversity of some
species of the genus Capsicum. The use of genetic resources in ornamental plant
breeding programs depends on the detailed knowledge of the extent and distribution of
available genetic variation in cultivated species and their wild relatives. The
phenotypic expression of any character results from genetic and environmental effects.
Among the environmental effects, the hormones play an extremely important role. The
gibberellins (GA3) are plant hormones essential to the development of the plant, such
as internodes elongation and development of flowers and fruits, so, the objective of
this work was to evaluate the phenotypic variability in Capsicum annuum. induced by
GA3. The experiment was conducted in a greenhouse of the Laboratory of Plant
Biotechnology of the Federal University of Paraiba. The UFPB-77.3, UFPB-137,
UFPB-348, UFPB-355 accessions belonging to the Ornamental Pepper Germplasm
Bank (CCA / UFPB) were used, which were submitted to different GA3
concentrations (0, 25, 50 , 75 and 100 mg / L) administered in spray applications at
three-day intervals from the 27th day after transplantation. The plants were evaluated
for 21 morphoagronomic characteristics of plant, flower and fruits. The experimental
design was completely randomized, with five treatments and five replicates. The data
were submitted to analysis of variance, with averages grouping by the Scott-Knott test
(p = 0.05) and for the significant variables regression analysis was performed. With
the Scott-knott test, it can be observed that the interactions of the studied factors
(Access x Doses) were significant for the characteristics flower diameter, petal length,
pedicel length, larger fruit diameter, pericarp thickness and number of seeds, and the
use of gibberellin to induce phenotypic variability is indicated, observing that even
with all applications the accesses can not meet all the desirable characteristics in the
same access and that doses above 50 mg / L and 100 mg / L were the most responsive

for access.

Key words: Capsicum, vegetable homonym, breeding
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INTRODUCAO

O género Capsicum compreende pimentas e pimentdes, ordem Solanales, familia
Solanaceae, esse género possui cerca de 30 a 35 espécies, onde destas, apenas cinco sao
domesticadas, sendo elas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C.
pubescens (CARRIZO et al., 2013; SCALDAFERRO, et al., 2013). Essas espécies sao
discriminadas por caracteristicas morfoldgicas, visualizadas principalmente nas flores e
nos frutos (CARVALHO et al., 2003). Segundo Vifals et al., (1996), a espécie de
Capsicum annuum é a mais estudada e cultivada em todo o mundo, tendo como
principal caracteristica uma flor por nd, essa espécie apresentam corola branca sem
apresentar qualquer tipo de mancha, ja os frutos apresentam formas e tamanhos
diferentes(CARVALHO et al.,2003).

As pimenteiras estdo se destacando no mercado de floricultura, como plantas
ornamentais, antes essa cultura era restrita, basicamente a feiras livres, utilizando-as
apenas como condimentos e hoje esse quadro vem mudando, segundo Régo et al.,
(2009) dentre as plantas ornamentais em vaso, as pimenteiras (Capsicum spp.) vem se
destacado pela crescente aceitacdo pelo mercado consumidor, fazendo a diferenca na
variedade de produtos das floricultura Santos et al., ( 2012) afirma que o consumo da
pimenteira como ornamental e também como condimento, ndo esta restrito s6 no Brasil,
elas tem tido grande aceitagdo pelo mercado consumidor, tornando-se popular na
Europa e ganhando novos mercados nos Estados Unidos.

O aumento do mercado de plantas ornamentais nos ultimos anos, vem sendo
intenso tendo portanto a necessidade de aumentar a diversidade de plantas ornamentais
e portanto os fitomelhoristas vém buscando novas técnicas pra mudanga de fenétipo de
plantas, como cor da flor, tamanho, forma, altura da planta, cor de folha e frutos,
criando idioticos almejado pelo consumidor. A utilizagdo dos recursos genéticos em
programas de melhoramento de plantas ornamentais depende do conhecimento
detalhado da extensdo e distribuicdo da variacdo genética disponivel nas espécies
cultivadas e seus parentes silvestres. A expressdo fenotipica de qualquer carater resulta
dos efeitos genéticos e ambientais dentre os efeitos ambientais, 0os hormonais, exercem
papel de extrema importancia. As giberelinas (GA3) sdo hormonios vegetais essenciais
ao desenvolvimento da planta, como alongamento dos entrends e desenvolvimento de
flores e frutos (TAIZ &ZEIGER,2013).
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Os hormoénios vegetais vém contribuindo para a obtencdo de acessos
diferenciados, como 0 uso de giberelina, a aplicacdo de forma exdgena pode ser uma
alternativa viavel para o aumento da qualidade do produto, pesquisas demonstram a
capacidade destes de aumentar o numero de flores por planta (KERBAUY:; 2013), além
da inducdo floral as giberelinas em altas concentracGes podem ocasionar aumento na
altura das plantas, maior numero de frutos, maior quantidade de folhas, tamanho e
forma de flor e fruto (KHAN &TEWARI, 2003). Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a variabilidade fenotipica em Capsicum annuum. induzida por GA3.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo no setor de
Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba
(CCA-UFPB), Estado da Paraiba, Brasil. Foram utilizados cinco acessos de pimenteira
1640 ornamental (Capsicum annuum L.): UFPB-77.3, UFPB-134, UFPB-137, UFPB-
348 e UFPB355 (Figura. 1) todos pertencentes ao Banco de Germoplasma do CCA-
UFPB.

As sementes foram semeadas em bandejas de isopor de 120 células, preenchidas
com substrato comercial (Plantmax®), em cada célula utilizou-se duas sementes, sendo
feito desbaste apds a germinacdo. Quando as plantulas apresentaram de quatro a
seisfolhas definitivas foi realizado o transplante para vasos de plastico de capacidade de

900mL, preenchidos com 0 mesmo substrato comercial utilizado na semeadura.

Para o preparo da solucdo de GA3 (Sigma-Aldrich), produto na forma de po foi
diluido em agua destilada e para diluicdo completa, usou-se NaOH concentracdo de
0.1N nas concentragdes de GA3 (0; 25; 50; 75 e 100 mg L), A aplicacio do GA3 foi
realizada com pulverizador manual de plastico de 100 ml, com oito aplica¢Ges, no
periodo da manhd entre 7:00 e 8:00 horas, com intervalos de trés dias de uma aplicagédo
para outra. A primeira aplicacdo foi realizada 27° dia apds o transplantio, e nos
intervalos da primeira floracéo até o final da mesma.

A caracterizagdo morfoldgica foi realizada quando as plantas apresentaram
cinquenta por cento (50%) dos frutos maduros, usando os descritores de Capsicum
(IPGRI, 1995 - International Plant Genetic Resources Institute), para obtencdo dos
dados referentes as dimensfes foram feitas medidas utilizando-se paquimetro digital

(Paquimetro digital Leetools®). Na obtencdo de dados referentes a peso foi utilizada a
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balanca (Bel engineering®). Valores referentes a quantidade foram tomados por
contagem. Foram avaliadas 21 caracteres quantitativos: AP - Altura da Planta (cm); DC
- Didmetro do Caule (cm); APB, Altura da Primeira Bifurcacdo (cm); DDC, Diametro
do Copa (cm); CF, Comprimento da Folha (cm); LF, Largura da Folha (cm); DF,
didametro da flor (cm); CP, Comprimento da Pétala (cm); CA, comprimento da antera
(cm), CFt comprimento do filete (cm); NP: nimero de Pétalas, NE, nUmero de estames.
Para frutos serdo avaliados os seguintes caracteres: CPe, Comprimento do pedicelo
(cm); PS, Peso do fruto (g) CFR, Comprimento do fruto (cm); MaDF, Maior diametro
do fruto (cm); MeDF, Menor diametro do fruto (cm); ESP, Espessura do pericarpo
(cm); CPL, Comprimento da placenta (cm); NSF, Numero de sementes por fruto e
TMSF -Teor de matéria seca.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5x5, sendo 5 acessos de pimenteira ornamental e 5 doses de GA3, com
cinco repeticBes, constituidos de cinco plantas por repeticdo. Foram consideradas todas
as plantas na coleta de dados, totalizando 25 plantas por tratamento sendo um total de
125 plantas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, com posterior agrupamento
das médias pelo teste de Scott-Knott, (p=0,05) e para as varidveis que foram
significativas foi realizada analise de regressdo. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas utilizando-se o programa computacional Genes (CRUZ, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia observar-se que todos 0S acessos
apresentaram significancia a niveis de (p<0,01) e (p<0,05), para as vinte e uma
caracteristicas analisadas, os coeficientes de variacdo (CV%) variaram de 6,02% (NP e
NF) a 68,40% (M.DF ) Tabela 1, sendo portanto satisfatorios, uma vez que foram
detectadas diferencgas significativas entre os acessos. Silva et al., (2010) em seu
trabalho com pimenteiras determinou que os valores de CV tende a variar de acordo
com as caracteristica, com 0 acesso e com a espécie. Para a fonte de variacdo (AXD)
observou-se que oitos das 21 caracteristicas foram significativas, sendo realizada
regressao destas, e para as fontes que as caracteristicas nao foram significativas na

interacdo foi realizado teste de média separadamente.
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Tabela 1.

Resumo da analise de variancia (quadrados médios) para 5 acessos e 21
caracteres de pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.) submetidas a
dose de Giberelinas (GA3). CCA / UFPB, Areia, 2017.

Caracteristicas

Y APL DCL APB DCP CF LF DF
ACESSOS 463.408™  0.071™  207.840”  239.330"  16.554” = 1.364" 0.972"
DOSES 791.348™  0.018™  12.155™  131.520"  0.728™  0.225™ 0.075"
AXD 36.235™  0.110™  28.083™ 45,5501 0.489"  0.420"™ 0.089"™
RESIDUO 436.168 0.012 20.781 32.723 0.622 0318 (031
TOTAL 1025.592  1.706 3412300  5680.580  138.422  43.021 8.634
CV(%) 18.075 17.089 44.431 19.973 17.936 32.112 13.089
-~ Caracteristicas
CDP NP NF CA CFT PDC PSF
ACESSOS 0.272" 2.182™  2.182" 0.032"™ 0.110™  9.764™ 27.995
DOSES 0.017" 0.211™  0.211™ 0.007" 0.004™  0.911" 0.233"
AXD 0.010" 0.100"™  0.100" 0.003" 0.009" 0.973" 0.233"
RESIDUO 0.011 0.117 0.110 0.002 0.006 0.453 0.210
TOTAL 2.506 21.834 21.834 0.425 1.244 104.532 137.886
CV(%) 18.177 6.021 6.021 22.593 17.660 30.703 42.475
ey Caracteristicas
CPF MaDF M .DF CPL ESP NSF TMS;
ACESSOS 34187 2.427" 0.799"  14.473”  0.026°  900.727" 12.930™
DOSES 1.485" 0.151"  0.049"™ 1.545"  0.004™  292.508"™ 0.159"
AXD 0.728" 0.181"  0.087™ 0.903"  0.006”  100.332" 0.170"
RESIDUO 0.393 0.066 0.070 0.925 0.002 47.473 0.128
TOTAL 196.282  20.262 11.673 170.844 0.456  0.112 68.198
CV(%) 35.099 39.624 68.402 76.561 57.758  49.378 45.882

APL - Altura da Planta (cm); DCL - Diametro do Caule (cm); APB - Altura da Primeira Bifurcacdo (cm);
DCP - Diametro da Copa (cm); CF - Comprimento da Folha (cm); LF - Largura da Folha (cm); DF -
Diametro da flor (cm); CDP - Comprimento da Pétala (cm); CA comprimento da antera (cm), CFT -
comprimento do filete (cm); NP — nimero de Pétalas, NF — nimero de filetes, PDC - Comprimento do
pedicelo (cm); PSF- Peso do fruto (g) CPF - Comprimento do fruto (cm); M.DF - Maior didmetro do
fruto (cm); McDF - Menor didmetro do fruto (cm); ESP - Espessura do pericarpo (cm); CPL -
Comprimento da placenta (cm); NSF - Nimero de sementes por fruto e TMSg - Teor de matéria seca.

Observou-se efeito significativo para todos 0s acessos e para as vinte e uma
caracteristica por meio do teste de media Scott-Knott 0,05 de probabilidade (Tabela 2.)
as caracteristicas didmetro da flor e comprimento do pedicelo foram quem apresentaram
maior variabilidade entre os acessos, formando trés classes distinta com medias

variando de 0,78cm a 3,60 cm para comprimento do fruto respectivamente,
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caracteristica interessante para os fitomelhorista de plantas ornamentais, pois
pimenteiras com frutos longos tem maior aceitacao para cultivo ornamentais sendo estas
com frutos cuja coloragdo contrasta com a folhagem (NEITZKE et al., 2016). Os
valores de 1,12cm e 1,59cm respectivamente foram obtidos para a caracteristica
diametro da flor esse caractere encontrado entre 0s acessos avaliados é importante para
o trabalho com plantas ornamentais, Neto et al., (2014) e Fortunato et al., (2015) ambos
trabalhando com  pimenteiras ornamentais com o interesse de selecdo, encontraram
variabilidade em caracteres florais em pimenteiras ornamentais, indicando que ha flores
de tamanhos diferentes entre os acessos e aquele com maior flores podem ser
selecionadas. Plantas com flores grandes tém potencial para uso em programas de
criacdo de pimenteira ornamental, porque elas fornecem beleza para a planta e sdo
marcantes e atraentes para consumidores (SANTOS et al., 2013 & PESSOA et al.,
2018a).

As variaveis que apresentaram dois grupos foram comprimento da flor,
comprimento da pétala, nimero de pétala, numero de filete, comprimento da antera,
Pessoa et al., (2018b) em seu trabalho de heranca de tragos florais em pimenta
ornamenta explica que essas caracteristicas dependem de alelos recessivos sendo essas
as que mais aumentam essas caracteristicas de flor, exceto para comprimento de filete.

Comprimento do pedicelo, peso do fruto, maior diametro do fruto, comprimento
da placenta, espessura do pericarpo, nimero de semente por fruto e teor de matéria
fresca, foram as que apresentaram baixa variabilidade formando duas classes (Tabela 2).
Buttow et al., (2010) explica que para as caracteristicas de fruto, quanto menor o
tamanho do fruto, maior sera a quantidade de frutos produzida por uma pimenteira e as
demais caracteristicas ligadas ao fruto vai depender diretamente do seu tamanho.

Para as variaveis altura da planta, diametro do caule, altura da primeira
bifurcagdo largura da folha e menor didmetro do fruto néo se teve variabilidade entre os
acessos, observa-se que gquanto ao potencial ornamental dos acessos e com base nas
qualidades buscadas e para ornamental verificou- se que nenhum dos acessos reine ao

mesmo tempo todas as caracteristicas desejaveis para a ornamentacao.
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Tabela 2. Comportamento médio para 21 caracteres avaliados de acessos pimenteiras ornamentais (Capsicum annuum L.) submetidas a cinco
doses de Giberelinas (GA3). CCA/ UFPB, Areia, 2017.

Caracteristicas

ACESSO APL DCL APB DCP CF LF DFL CDP NP NF
77.3 32.44a 0.52 a 8.64 a 25.8a 3.68ab 1.712 1.30 abc 0.55b 5.54 ab 5.54ab
134 33.72a 0.63a 10.242 27.0a 3.34b 1.362 1.23 bc 0.49b 5.22b 5.22b
137 40.26a 0.61a 6.72 a 29.36 a 494 a 1.912 151 ab 0.61ab 5.87a 5.87 a
348 37.36a 0.63a 14.38 a 27.36 a 5.02 a 1.96 a 1.59a 0.73a 5.71ab 5.71ab
355 42.68a 0.67 a 11.32a 33.68a 498 a 1.722 1.12¢c 0.48b 5.21b 521b

Caracteristicas

ACESSO CA PDC PSF CF MaDF MeDF CPL ESP NSF TMSk
77.3 0.25a 2.46ab 0.71b 1.51bc 0.66b 0.362 1.38ab 0.12a 15.29ab 0.58b
134 0.20ab 1.42b 0.70b 0.78¢c 041b 0.262 0.53b 0.04b 9.67b 0.46b
137 0.22ab 1.90 ab 2.93a 2.19b 1.17a 0.262 1.34ab 0.08ab 23.91a 2.02 a
348 0.21ab 3.08a 0.76b 3.60a 0.51b 0.262 241a 0.09ab 10.19b 0.64b
355 0.15b 2.08ab 0.26b 0.83c 0.455b 0.342 0.60b 0.08ab 10.68b 0.17b

APL - Altura da Planta (cm); DCL - Didmetro do Caule (cm); APB - Altura da Primeira Bifurcagdo (cm); DCP - Didmetro da Copa (cm); CF - Comprimento da Folha (cm);
LF - Largura da Folha (cm); DPF - Diametro da flor (cm); CDP - Comprimento da Pétala (cm); CA-comprimento da antera (cm), TF - Tamanho do filete (cm); NP —nimero
de Pétalas, NF - nimero de filete. PDC - Comprimento do pedicelo (cm); PF- Peso do fruto (g) CPF¢ - Comprimento do fruto (cm); M,DF - Maior diametro do fruto (cm);
McDF - Menor didametro do fruto (cm); ESP - Espessura do pericarpo (cm); CPL - Comprimento da placenta (cm); NSF - Numero de sementes por fruto e TMSk - Teor de
matéria seca Meédias seguidas 1878 de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na linha, pelo critério de Scott-Knott (p = 0,01)
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Para a caracteristica altura da planta em funcdo das cinco doses de giberelina
aplicadas tem-se a formac&o de dois grupos (Tabela 3), apresentando maior valor médio
de 43,36 cm na dose de 75mg L e 28,2cm para a dose 0 mgL de GA3, plantas que
sdo direcionadas a ornamentais e que apresentem uma altura de ate 45cm de estatura
sdo mais adequadas para o cultivo em vasos porem nao so plantas de porte mais alto
podem ser direcionadas para ornamentais as de porte médio podem ser utilizadas para
serem plantadas em jardins (NEITZKE ; 2008 & MELO et al., 2014).

Tabela 3. Comportamento médio para 5 doses de giberelina em pimenteiras
ornamentais (Capsicum annuum L.) (GA3). CCA/ UFPB, Areia, 2017,

Caracteristicas

DOSES APL
0mgL? 28.2b
25mg L 37.22ab
50mg L™ 37.76ab
75mg L 43.36a
100 mg L 39.92ab

APL - Altura da Planta (cm), médias seguidas 1878 de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, na linha, pelo critério de Scott-Knott (p = 0,05).

De acordo com a analise de regressdo o modelo que melhor se ajustou foi a
polinomial cubica para todas as caracteristicas, o que evidenciou que o acido giberélico,
em todas as concentracfes testadas, promove aumento nas oito das vinte e uma
caracteristica nos cinco acessos testado sendo possivel através da derivacdo de cada
equacdo predizer o valor de maximo crescimento para as caracteristicas avaliadas e até
gue ponto a dose foi satisfatoria dentro do limite.

Portanto para flor os melhores resultados obtidos foram para os acessos 134, 137
e 348 para as caracteristicas diametro da flor, comprimento da pétala e comprimento do
filete onde se recomenda doses de até 64 mg L, 76mg L™e 72 mg L? respectivamente
sendo para essa Gltima caracteristica doses de até 100 mg L™* de GA3, pois essas sio
doses onde as caracteristica tiveram ponto de maximo crescimento, dose inferiores ou
superiores mostraram uma reducdo nas caracteristicas(figura 1A,1Be 1C), Cardoso et

al., (2007) trabalhando com indug&o floral de Phalaenopsisn tratadas, com diferentes
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concentracbes de GAS3, obteve maior didmetro de flor quando utilizou a dose de
superior de 100 mg L de &cido giberélico de forma exdgena, de acordo com os autores
as plantas tratadas com &cido giberélico apresentam uma maior qualidade, e facilita a
colocagéo do produto no mercado, em condi¢des normais de cultivo as flores séo de
baixa qualidade, o que atrasa a comercializa¢ao de flores de corte e de vaso.

O acesso 77.3 quando passou por todas as aplicacGes de GA3, apresentou flores
de tamanho bem inferior a dose de 0 mg L™ quando aplicada a maior dose de 100 mg L
lde GA3 o0 acesso ndo respondia de forma positiva ao crescimento esperado, sendo
portanto 0 acesso ndo responsivo ao acido giberélico, observou-se também que
enguanto as flores diminuiam em seu tamanho aumentavam-se a quantidade delas na
planta assim como também foi observada variagdo no numero de pétalas das flores do
acesso 355, variando de 4 a 7 pétalas por flores (Figura 2). O uso de acido giberélico em
pimenteiras ornamentais pode ser utilizado em escala comercial com intuito de causar
efeito de crescimento de pétalas das flores isso porque a giberelina participar
diretamente dos processos de divisdo, alongamento e extensibilidade celular da planta
(TAIZ & ZEIGER 2009).
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Figura 1. Curvas de regressdo para as caracteristicas diametro da flor (A) e
comprimento da pétala (B) comprimento do filete (C) cinco acesso de (Capsicum

annuum) sob doses de GAS.
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Acesso 77.3 (0 mg Lde GA3) Acesso 77.3 (100 mg Ltde GA3)

Acesso 355 (75 mgL*de GA3) Acesso 355(100 mg L*de GA3)

Figura 2. Acesso 77.3 e Acesso 355, sob diferentes doses de GA3 e seus efeitos no
fendtipo dos acessos.

O comprimento do pedicelo, comprimento do fruto, maior didmetro do fruto
espessura do pericarpo e numero de sementes por fruto também se ajustaram ao modelo
de regressdo polinomial cdbica (Figura 3). Os acessos 77.3, 348 e 355 foram
responsivos ao uso de GA3, para a caracteristica comprimento do pedicelo, observa-se
que eles apresentam seu maximo desempenho quando submetidos a doses de 100mg L
1de GA3, o uso de 0 GA3, atua em sentido, longitudinal causando expansdo nas células
por isso efeito nas duas caracteristicas Raven (2001). Para maior diametro do fruto, os
acessos mais responsivos foram 77.3, 137, 348 e 355, assim como para comprimento do
pedicelo eles s6 apresentam efeito quando aplicada a maior dose, Tofanelll (2003)
relaciona esse fato de maior didmetro dos frutos, ao desequilibrio hormonal ocasionado
pela suplementacao exdgena de giberelina.

Quanto a caracteristica espessura do pericarpo pode se observar que é nas doses
de 50 mg L GA3 até 100 mg L*de GA3, para os acessos 77.3 , 137, 348 e 355 sdo as
doses responsivas apresentando frutos com pericarpo mais espesso, concentracoes
inferiores de 100 mgL? tem uma reducéo significativa na parede do fruto.
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Numero de sementes por fruto € uma caracteristica que de acordo com a
literatura quando se utiliza GA3 em plantas de forma exdgena causa partenocarpia, 0S
acessos ou seja frutos sem sementes, porem neste trabalho foi observado que plantas
sobre as concentragdes mais baixas de GA3, nesse caso 25 mgL™ tiveram respostas
significativas (Figura 3) isto para 0s acessos 134,137e 348.

O acesso 77.3 comportou-se de forma diferente desde a primeira dose 25 mgL™*
até 100 mgL ™ observou-se aumento no nimero de sementes por fruto na medida que se
aumentou as doses tem-se um aumento no nimero de sementes sendo indicada doses
de 100 mgL™. As respostas obtidas nesses trabalho sdo explicadas pelo fato que as
giberelina apresentam modo de acdo diferente para cada espécie e por isso ocorrem
respostas diferentes das que a literatura apresenta (VEIRA et al., 2009; KING &
PHARIS;MANDER1987).

O comprimento do pedicelo, comprimento do fruto, maior didametro do fruto
espessura do pericarpo e numero de sementes por fruto também se ajustaram ao modelo
de regressdo polinomial cdbica (Figura 3). Os acessos 77.3, 348 e 355 foram
responsivos ao uso de GA3, para a caracteristica comprimento do pedicelo, observa-se
que eles apresentam seu maximo desempenho quando submetidos a doses de 100mg L
lde GA3, 0 uso de 0 GA3, atua em sentido, longitudinal causando expanséo nas células
por isso efeito nas duas caracteristicas (RAVEN 2001). Para maior didametro do fruto, os
acessos mais responsivos foram 77.3, 137, 348 e 355, assim como para comprimento do
pedicelo eles s6 apresentam efeito quando aplicada a maior dose, Tofanelll et al.,( 2003)
relaciona esse fato de maior didmetro dos frutos, ao desequilibrio hormonal ocasionado
pela suplementacédo exdgena de giberelina aplicada na planta.

Quanto a caracteristica espessura do pericarpo pode se observar que é nas doses
de 50 mg L™* GA3 até 100 mg L*de GA3, para os acessos 77.3, 137, 348 e 355 sio as
doses responsivas apresentando frutos com pericarpo mais espesso, concentragoes
inferiores de 100 mgL? tem uma reducéo significativa na parede do fruto.

Numero de sementes por fruto € uma caracteristica que de acordo com a
literatura quando se utiliza GA3 em plantas de forma exdgena causa partenocarpia,
frutos sem sementes, porem neste trabalho foi observado que plantas sobre as
concentracBes mais baixas de GA3, nesse caso 25 mgL? tiveram respostas
significativas (Figura 3D)

O acesso 77.3 comportou-se de forma diferente desde a primeira dose 25 mglL™
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até 100 mgL ™ observou-se aumento no nimero de sementes por fruto na medida que se
aumentou as doses tem-se um aumento no nimero de sementes sendo indicada doses
de 100 mgL™. As respostas obtidas nesses trabalho sdo explicadas pelo fato que as
giberelina apresentam modo de acdo diferente para cada espécie e por isso ocorrem
respostas diferentes das que a literatura apresenta (VEIRA et al., 2009 ; KING &
PHARIS; MANDER 1987) , observou-se também como a giberelina transformou o
fenotipo do fruto para o acesso 77.3 mostrando o quanto ele é responsivo para esse

acesso (figura 4).
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Espessura do pericarpo (cm)
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! \
\
\
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\
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0,00 e e e e e = s e
0 25 50 75 100

Doses de GA3 MgL™?

Acesso 77.3:y = -3E-08x3 - 3E-05x2 + 0,0022x + 0,1248 R2 = 0,9889
== == Acesso 134:y =-1E-06x3 + 0,0002x2 - 0,0143x + 0,2764 R2 = 0,9803
== == Acesso 137:y = -5E-06x3 + 0,0009x2 - 0,0537x + 0,9479 R2 = 0,9838
= == Acesso 348:y =-7E-05x3 + 0,0129x2 - 0,7468x + 12,42 R2 = 0,982

== = Acesso 355:y=-3E-07x3 - 7E-05x2 + 0,0097x + 0,0818 R2 = 0,2257
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Numero de sementes por fruto
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40,00 L - \,’s\\
- -~ -
2000 f T~ -~ e == =T
0,00 T T T 1
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Doses de GA3 MgL™!

—77.3:y = -0,0001x3 + 0,019x2 - 1,0653x + 28,694 R? = 0,9991
Acesso 134: y = 0,0002x3 - 0,0429x2 + 2,265x + 19,592 Rz = 0,2429
Acesso 137:y = -4E-05x3 + 0,0112x2 - 0,7629x + 32,167 R2 = 0,9953
Acesso 348: y = -4E-05x3 + 0,0121x2 - 0,4467x + 15,198 R2 = 0,9635
Acesso 355: y = 0,0001x3 - 0,0357x2 + 2,3875x + 19,149 R? = 0,2657

Figura 3. Curvas de regressao para as caracteristicas comprimento do pedicelo (A) e
comprimento do fruto (B) maior diametro do fruto (C) espessura do pericarpo (D)
Numero de sementes por fruto cinco acesso de (Capsicum annuum) sob doses de GA3.

Figura 4. Acesso 77.3 planta e fruto do mesmo acesso depois de submetidos a dose de

100 mg L!
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CONCLUSAO

O acido giberélico foi eficiente para inducéo de floracdo em Capsicum annuum L.

A aplicagdo do &cido giberélico foi eficiente para gerar variabilidade fenotipica
nos acessos de pimenteira ornamental, e pode sim ser indicada tanto para uso
ornamental.

A aplicacdo do acido giberéelico é indicada quando se deseja aumentar as
caracteristicas de diametro de flor, comprimento da petala, comprimento do pedicelo,
maior didmetro do fruto, espessura do pericarpo e nimero de sementes por fruto para os
acessos 137,348 e 355, nas doses de 50mg Lt e 100 mg L.

N&o é indicado o uso de giberelina para o acesso 134, pois em nenhuma das

concentra¢des 0 mesmo foi responsivo.
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