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RESUMO GERAL

As espécies do género Capsicum, pertencentes a familia Solanaceae, sdo divididas em trés
categorias: domesticadas, semidomesticadas e silvestres, e botanicamente subdivididas em trés
complexos (annuum, baccatum e pubescens). Podem apresentar pungéncia atribuida a presenca
de alcaloides e sdo espécies de grande importdncia no agronegocio brasileiro, sendo
apresentadas em diversas formas de consumo. A resisténcia do pedunculo do fruto dificulta
consideravelmente a colheita que atualmente é manual. A facil abscisdo de frutos possibilita,
além da colheita manual, as colheitas semimecanizada e mecanizada e é uma caracteristica de
grande interesse no melhoramento genético da pimenta. Nesse sentido, o Programa de
Melhoramento Genético de Capsicum da Embrapa Hortalicas (CNPH) foi criado e contribui no
desenvolvimento de novas cultivares que melhor se adequem as colheitas manual,
semimecanizada e mecanizada. A utilizacdo de marcadores moleculares em programas de
melhoramento, como ferramenta da biotecnologia associada a estudos morfologicos e
anatdmicos, dentre outras areas de grande importancia, auxiliam no desenvolvimento de
cultivares. Marcadores ligados a caracteristica de interesse podem ser identificados por meio
da construcdo de mapas genéticos em populacdo F2, e avaliagdo da populacdo Fs para
mapeamento da caracteristica. Marcadores microssatélites, SSR (Simple Sequence Repeats) ou
ainda STR (Short Tandem Repeats) e marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism), tém
sido amplamente utilizados para a elaboracdo de mapas genéticos e identificacdo de QTLSs.
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o polimorfismo de primers SSR entre parentais
de Capsicum chinense, selecionados do Programa de Melhoramento Genético de Capsicum da
Embrapa Hortalicas: CNPH 4337-4 (de fécil abscisdo de frutos) e CNPH 40001-1 (de dificil
abscisdo de frutos) e o hibrido F1 oriundo desse cruzamento (CNPH 40.491), bem como utilizar
marcadores SSR e SNP para construcdo de um mapa genético de ligacdo e identificacdo de
QTLs relacionados a facil abscisdo de fruto. Os locos SSR foram amplificados por meio de
reacOes de PCR (Polymerase Chain Reaction) e a separacdo dos fragmentos foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida 5%. Foram testados 478 primers SSR, desenvolvidos para
C. annuum nos parentais, dos quais 128 mostraram-se polimdrficos, 249 ndo apresentaram
diferencas entre os gendtipos e 101 ndo amplificaram, representando 26,8%, 52,1% e 21,1%
dos primers testados, respectivamente. Dos 128 primers polimorficos, 116 com melhor
resolucédo foram selecionados e marcados com fluorescéncia para genotipagem da populacéo
segregante F2, composta de 156 individuos. Os marcadores SNP foram obtidos por meio da

tecnologia Illumina Infinium 11®. Foi realizada RT-PCR para obtencdo dos fragmentos de



cDNA e posterior utilizacdo no Microarray (chip) multiespécies. Os dados gerados por ambos
os marcadores foram analisados e utilizados na construcéo de um mapa genéetico de ligagdo. Foi
realizada a identificacdo de QTLs associados a facil abscisdo de frutos, de modo a implementar
a selecdo assistida no programa de melhoramento genético da cultura. Adicionalmente foi
realizada andlise anatdmica de pedunculo, flor e fruto afim de identificar alguma estrutura que
pudesse estar diretamente relacionada a facilidade de abscisdo de fruto, apresentando resultados

negativos para este fim, mas que podem auxiliar estudos futuros de caracterizagéo.

Palavras-Chave: SSR; SNP; Mapa de ligacdo; Absciséo de Fruto; Anatomia.



ABSTRACT

The species of the genus Capsicum belong to the Solanaceae family, and are divided into three
categories: domesticated, semi-domesticated and wild, and botanically subdivided into three
complexes (annuum , baccatum and pubescens). Capsicum speciescan present pungency
attributed to the presence of alkaloids and they are species of great importance in Brazilian
agribusiness, being presented in different forms of consumption. The resistance of the fruit's
peduncle makes it considerably difficult the harvest, which is currently manual. The easy fruit
abscission allows semi-mechanized and mechanized harvesting and is a characteristic of great
interest in the genetic breeding of pepper. In this sense, the Embrapa Vegetables Capsicum
Genetic Breeding Program (CNPH) was created and contributes significantly to creation of
agronomic interest cultivars. The use of molecular markers in breeding programs, as a tool of
biotechnology associated to morphological and anatomical studies, among other areas of great
importance, helps the development of cultivars. Markers linked to the trait of interest can be
identified through the construction of genetic maps in the F2 population, and evaluation of the
Fs population to map the trait. Microsatellite markers (SSR - Simple Sequence Repeats) or even
STR (Short Tandem Repeats) and SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markers, have been
widely used for the construction of genetic maps and identification of QTLs. Thus, the aim of
this study was to evaluate the polymorphism of SSR primers between Capsicum chinense
parents selected from the Embrapa Vegetables Capsicum Genetic Breeding Program: CNPH
4337-4 (easy fruit abscission) and CNPH 40001-1 (difficult fruit abscission) and the F1 hybrid
from this cross (CNPH 40.491), as well as using SSR and SNP markers for the construction of
a genetic linkage map and identification of QTLs for easy fruit abscission. The SSR loci were
amplified by PCR reactions (Polymerase Chain Reaction) and the separation of the fragments
was performed by electrophoresis in 5% polyacrylamide gels. A total of 478 SSR primers,
developed for C. annuum, were tested against the parents, of which 128 were polymorphic, 249
showed no differences between the genotypes and 101 did not amplify, representing 26.8%,
52.1% and 21.1% of the primers tested, respectively. Of the 128 polymorphic primers, 116 with
good resolution were selected and fluorescence-labeled for genotyping the F» segregating
population, composed of 156 individuals. SNP markers were obtained using Illumina Infinium
II® technology. RT-PCR was performed to obtain the cDNA fragments for use in the
multispecies Microarray (chip). The data generated by both markers were analyzed and used
for the construction of a genetic linkage map. The identification of QTL associated with easy

fruit abscission was performed, in order to use the marker-assisted selection on the genetic



breeding program of the crop. Anatomical analysis of peduncle, flower and fruit was also
carried out in order to identify any structure that could be directly related to easy fruit
abscission, presenting negative results for this purpose, but which may help future

characterization studies.

Keywords: SSR; SNP; Linkage map; Fruit Abscission; Anatomy.
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INTRODUCAO GERAL

Pimentas e pimentbes do género Capsicum pertencem a familia Solanaceae e possuem
grande importancia na cadeia produtiva de hortalicas como fruto fresco e, também, como
condimento. Originaria do continente americano, C. chinense tem a Amazonia como area de
maior diversidade, sendo considerada a mais brasileira de todas as pimentas.

S&o assim denominadas para diferencia-las da pimenta do reino (Piper nigrum L.), da
pimenta rosa (Schinus molle L.) e da pimenta da jamaica (Pimenta officinalis Lindl.). Todas
elas, embora chamadas de pimentas e utilizadas como condimento, ndo possuem parentesco
entre si e cada qual apresenta propriedades quimicas distintas (CARVALHO et al., 2006).

As pimentas, com sua gama de cores, formas e graus de pungéncia, representam valiosa
parte do patriménio genético da biodiversidade brasileira. A pungéncia ou picancia, exclusiva
do género Capsicum, é atribuida a um alcaloide denominado capsaicina, que se acumula na
superficie da placenta (tecido localizado na parte interna do fruto), e é liberada quando o fruto
sofre qualquer dano fisico, podendo ser comumente medida em Unidades de Calor Scoville
(‘Scoville Heat Units-SHU”) por meio de aparelhos especificos. O valor SHU pode variar de
zero (pimentas doces) a 16 milhdes (capsaicina pura) (EMBRAPA HORTALICAS, 2007).

As informacdes referentes a Capsicum, quando disponiveis, englobam pimentas e
pimentdes, de forma que, estudos no &mbito da caracterizacao e preservacdo da diversidade sao
de grande valia, principalmente para a obtencdo de novas cultivares que agreguem
caracteristicas de interesse.

Um dos problemas enfrentados pelos produtores de pimenta é a forte ligacdo do fruto
com o pedunculo principalmente em cultivares e grupos varietais de frutos pequenos, o que
torna a colheita manual um processo lento e penoso. Estudos sobre a facil abscisao de frutos de
pimentas tém sido alvos de programas de melhoramento genético da cultura, visando a obtencéo
de cultivares que apresentem facilidade de colheita. Nesse sentido, avangos na biotecnologia
em estudos com marcadores moleculares para uso em selegéo assistida podem ser de grande
valia para o melhoramento genético de Capsicum, auxiliando na selecdo precoce da
caracteristica de facil abscisdo de fruto, evitando-se ainda 0 manuseio de frutos com elevada
pungéncia.

Marcadores moleculares SSR (Simple Sequence Repeats) tém sido amplamente
utilizados como uma eficiente ferramenta da biologia molecular para caracterizagdo, analises

de variabilidade, estudos de evolugéo e identificacdo de cultivares, e em construcdo de mapas



genéticos, pelo alto contetdo de informacdo polimérfica. Enquanto que os marcadores SNP
(Single Nucleotide Polimorphism) surgiram nas Gltimas décadas como um grande avanco na
area da biologia molecular, com geracéo de dados por meio do uso de chips de DNA capazes
de genotipar milhares de marcadores em um Unico ensaio, propiciando estudos de
rastreabilidade, e sendo bastante informativos na construcdo de mapas genéticos.

Dessa forma, o principal objetivo desse estudo foi selecionar primers SSR e SNPs em
plantas F» de C. chinense do programa de melhoramento da Embrapa Hortalicas, oriundas de
parentais contrastantes para abscisdo de fruto (CNPH 4337-4, de facil abscisdo de frutos e
CNPH 40.001, de dificil abscisédo de frutos), para a constru¢do de um mapa genético de ligacéo,
identificacdo de QTLs associados a facilidade de abscisdo de fruto, e posterior anélise
anatdmica complementar dos parentais e hibrido F1 oriundo desse cruzamento afim de encontrar

estruturas relacionadas a essa caracteristica.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a caracteristica de facilidade de abscis&o de fruto em Capsicum chinense.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar primers SSR e SNPs para genotipagem de populagédo F. de C. chinense do
programa de melhoramento da Embrapa Hortaligas, oriunda de parentais contrastantes
para abscisdo de fruto;

e Construir mapa genético de ligacdo e identificar QTLs relacionados a facilidade de
abscisao de fruto em Capsicum chinense;

e Realizar caracterizacdo morfoldgica e anatdmica do pedunculo, flor e fruto relacionada

a facil abscisdo de frutos em gendtipos de Capsicum chinense.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. CAPSICUM

O nome do género Capsicum deriva do grego: Kapso (picar) ou Kapsakes (capsulas) e
a palavra pimenta aparece na lingua castelhana no século XIllIlI, derivada do latim pigmenta,
plural de pigmentum, corante (NUEZ et al., 1996).

As espécies de Capsicum podem ser separadas em trés categorias: domesticadas, as
quais ja passaram por um processo de selecao e adaptacdo de certas caracteristicas, consideradas
Uteis para suprir necessidades humanas, de tal modo que ndo sdo mais capazes de sobreviver

em condi¢Oes naturais; semidomesticadas, aquelas selecionadas, cultivadas, mas, ainda, ndo

totalmente domesticadas e que ndo apresentam diferencas morfologicas significativas em
relacdo as populac@es silvestres das quais se originaram, e silvestres, aquelas que podem ser
exploradas pelo homem no seu ambiente natural, ndo ocorrendo, normalmente, em ambientes
alterados (REIFSCHNEIDER, 2000).

As espécies domesticadas sdo autdégamas (REIFSCHNEIDER, 2000), com taxa de
polinizacdo cruzada que pode ser baixa para algumas, porém, em espécies silvestres, é possivel
obter-se taxa de cruzamento maior (PICKERSGILL, 1997). Em ambiente aberto, os passaros
sdo o principal meio de dispersdo das sementes, que se alimentam dos frutos e promovem a
disseminacdo por meio das fezes. Além disso, a passagem pelo sistema digestivo das aves
parece melhorar a germinacdo de sementes, notadamente daquelas com dorméncia
(TEWKSBURY et al., 2006).

Uma caracteristica exclusiva do género Capsicum € a pungéncia atribuida a presenca de
capsaicinoides. Diferente da substancia picante da pimenta-do-reino (Piper nigrum), a piperina,
que também tem acdo distinta no organismo (LOPES, 2008). Tais alcaloides acumulam-se na
superficie da placenta e séo liberados quando o fruto sofre qualquer dano fisico (CARVALHO
et al., 2003). Dentre os capsaicinoides, 0 componente mais importante € a capsaicina
(C18H2703N) (cerca de 70%), sequido da dihidrocapsaicina (CisH2003N) (cerca de 20%)
(Figura 1) e de outros componentes em menor quantidade, como a nordihidrocapsaicina, a
homocapsaicina e a homodihidrocapsaicina (LOPES, 2008; REIFSCHNEIDER, 2015). Usada
externamente no corpo, a capsaicina gera endorfina, que promove uma sensacéo de bem-estar,
acionando o potencial imunologico (EMBRAPA HORTALICAS, 2007). A concentragédo
dessas substancias nos frutos de pimenta é bastante variavel, dependendo de fatores genéticos
e de ambiente, do manejo da cultura e da idade dos frutos quando colhidos (BOSLAND e



VOTAVA, 1999). Fatores ambientais influenciam o nivel de pungéncia dos frutos de pimentas,
mas 0 componente genético € o fator determinante desta caracteristica (REIFSCHNEIDER,
2015). Destacam-se ainda os carotenoides, que estdo associados a cor vermelha de alguns frutos
e a presenca de acido ascorbico (SIMOES et al., 2004).

TODD et al. (1977), utilizando cromatografia gasosa para obtencdo de capsaicinoides,
afirmaram que a pungéncia de uma determinada amostra pode ser obtida pela determinagéo do
conteddo bruto da capsaicina (Figura 1) presente na amostra multiplicado pelo valor da
pungéncia da capsaicina pura (16,1 x 10°), mas a grande maioria dos estudos em Capsicum

publicados, ainda utiliza a Unidade de Calor Scoville (SHU) para aferir a pungéncia.
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Figura 1: Estrutura quimica dos componentes capsaicina e dihidrocapsaicina, principais
alcaloides responsaveis pela pungéncia de frutos do género Capsicum.

Os indios Caetes foram os primeiros brasileiros a usarem a pimenta como arma, sem
imaginar que séculos depois a oleorresina de pimenta em aerossol ou em espuma, 0s famosos
‘pepper spray’ e ‘pepper foam’, seriam utilizados pela policia moderna (EMBRAPA
HORTALICAS, 2007).

As pimentas do género Capsicum sdo diploides (2n=2x=24 e 2n=2x=26 cromossomos),

sendo o ultimo presente apenas nas espécies silvestres. Para espécies 2n = 24, os caridtipos séo



relativamente simétricos, geralmente com 11 pares metacéntricos e um par subtelocéntrico
(submetacéntrico) (MOSCONE et al., 2007; SCALDAFERRO et al., 2013; POZZOBON et al.,
2006). Sdo autdgamas, embora a polinizagcdo cruzada realizada por abelhas e outros insetos
possa chegar a 40%, bem acima dos 5% registrados em condi¢des normais (MARTIN et al.,
1979; MOSCONE et al., 2007).

2. CAPSICUM CHINENSE

O nome da espécie, Capsicum chinense, conferido pelo boténico holandés Nikolaus
Joseph von Jacquin (1727-1817), surgiu de um equivoco, quando este considerava ser a espéecie
originaria da China, mesmo que na época, fosse sabido que todas as espécies de Capsicum eram
originarias do hemisfério ocidental (BOSLAND & VOTAVA, 1999).

Capsicum. chinense é a mais brasileira das espécies domesticadas e caracteriza-se pelo
aroma acentuado dos seus frutos. Ha tipos varietais desta espécie com frutos doces como
“biquinho” e extremamente picantes, como a pimenta 'Habanero', muito popular no México.
No Brasil, as mais conhecidas sdo as pimentas “De Cheiro”, “Bode”, “Cumari do Para” ou
“Cumari amarela”, “Murupi”, “pimenta de bico (biquinho)”, entre outras (EMBRAPA
HORTALICAS, 2019; RIBEIRO et al., 2008; REIFSCHNEIDER, 2015).

A Amazbnia é reconhecida como importante centro secundario de espécies
domesticadas de Capsicum, sendo C. chinense, provavelmente, a mais importante espécie
cultivada a leste dos Andes (REIFSCHNEIDER, 2000).

Embora C. chinense seja considerada uma espécie autbgama, uma certa quantidade de
polinizacdo cruzada pode ser observada em algumas condigdes, incluindo altas temperaturas,

vento e presencga de insetos (BABA et al., 2016).

3. CLASSIFICACAO TAXONOMICA

A taxonomia do género ainda € bastante discutida e estudada, mas, principalmente com
0s avancos na Biotecnologia, a caracterizagcdo morfoldgica tem sido cada vez mais associada a
outros meétodos, sobretudo, ao uso de marcadores moleculares. Diversos exemplos tiveram a
identificacéo revista depois de passarem por caracterizagdo molecular (BARAL e BOSLAND,
2004; JARRET, 2008; ALBRECHT etal., 2012; THUL et al., 2012). ALBRECHT et al. (2012),
utilizando marcadores AFLP em colecdes do USDA/ARS, apontaram que alguns acessos,

inicialmente identificados como C. chinense, foram reidentificados como C. frutescens.



As espécies de pimentas do género Capsicum pertencem a familia Solanaceae, mesma
familia do tomate, batata e berinjela, subfamilia Solanoideae e tribo Capsiceae (OLMSTEAD
et al., 2008). O género compreende cerca de 42 espécies descritas, dentre elas, cinco sdo
domesticadas e largamente cultivadas e utilizadas pelo homem: Capsicum annuum; C.
bacccatum; C. chinense; C. frutescens e C. pubescens (BARBOZA et al., 2019; DEWITT et
al., 2009). Representantes silvestres de todas essas espécies sdo conhecidos, com excecdo de C.
pubescens (PARAN et al., 1998), que, por sua vez, é a Unica ndo cultivada no Brasil (CASALI
e COUTO, 1984), e a espécie cultivada mais importante é C. annuum, originaria do Meéxico
(PARAN et al., 1998).

Pickersgill et al. (1979) propuseram que as espécies poderiam ser arranjadas em trés
agrupamentos diferentes com base na obtencdo de hibridos férteis, cada qual incluindo pelo
menos uma espécie domesticada somada as espécies afins. Esses agrupamentos foram
denominados de complexos génicos e divididos em annuum, pubescens e baccatum. Esses
conjuntos refletiam afinidades entre espécies pertencentes a0 mesmo agrupamento e as
barreiras genéticas entre espécies pertencentes a agrupamentos diferentes, ou seja, linhas
evolutivas distintas. Os trabalhos subsequentes, que incluem estudos cromossdmicos, de
hibridizagbes e moleculares, seguiram o mesmo modelo das trés linhas evolutivas
independentes entre diferentes complexos de espécies relacionadas: complexo C. annuum
(composto pela espécie C. annuum var. annuum , C. annuum var. glabriusculum, C.
frutescens, C. chinense e C. galapagoense); complexo C. baccatum (C. baccatum var.
pendulum, C. baccatum var. baccatum, C. baccatum var. praetermissum e C. tovarii ) e
complexo C. pubescens (C. pubescens, C. eximium e C. cardenasii) (INCE et al., 2010;
ALBRECHT etal., 2012).

Sabe-se que quanto mais proximas geneticamente sdo as espécies envolvidas, maior a
homologia cromossémica entre elas, maior a chance de sucesso na obtengdo do hibrido e,
consequentemente, mais normal serd a formacdo dos gametas desse hibrido que se da via
meiose (SINGH, 2002).

3.1 Complexo annuum

Capsicum annuum € a espécie mais cultivada e economicamente importante do género
(HEISER Jr., 1976). Essa espécie possui duas formas boténicas: C. annuum var. annuum
(piment&o e pimentas) e C. annuum var. glabriusculum (pimenta ornamental) (VINALS et al.,

1996). Pertencem a espécie C. annuum as variedades mais comuns do género, como pimentdes



doces, pimentas doces para paprica, pimenta “jalapefio” e algumas poucas cultivares
ornamentais (REIFSCHNEIDER, 2000).

As espécies geneticamente mais proximas entre si, dentro do complexo, séo C. chinense
e C. frutescens (PICKERSGILL, 1991). Capsicum frutescens sao pimentas extremamente
pungentes (HEISER Jr., 1976), que possuem uma forma domesticada chamada de “tabasco”. A
pimenta popularmente conhecida como “malagueta” ¢ também uma variedade de C. frutescens
(VALIM, T.C., 2019). Ja C. chinense é a espécie de pimenta mais difundida na América tropical
(BOSLAND, 1992), sendo que algumas variedades dessa espécie encontradas em cultivo na
Africa sdo reportadas como as mais pungentes de todas as pimentas (HEISER Jr., 1976).
Existem formas n&o pungentes de C. chinense, mas encontraram problemas de aceitagéo entre
consumidores acostumados ao pimentdo (C. annuum ), porque os frutos de C. chinense ndo

picantes sdo menores e mais irregulares do que o pimentdo (Cheng, 1989).

3.2 Complexo baccatum

A espécie C. baccatum é pouco conhecida fora do continente sul-americano (HEISER
Jr., 1976), apesar de ser também encontrada no México, na india e no Havai (ESHBAUGH,
1993). O nome “baccatum” significa fruto igual a baga, fruto pequeno, pois os frutos dessa
espécie de pimenta sdo bem pequenos, arredondados ou ovalados (REIFSCHNEIDER, 2000).
Capsicum baccatum var. pendulum ¢ representada, no Brasil, pelas pimentas “Dedo-de-moga”
e “Cambuci” ou “Chapéu-de-frade”, C. baccatum var. baccatum é também conhecida como
“Cumari verdadeira” ou “Pimenta de passarinho”. Ja C. baccatum var. praetermissum é
conhecida pelas mesmas denominacdes das pimentas variedade baccatum (CARVALHO e
BIANCHETTI, 2008).

3.3 Complexo pubescens

O complexo C. pubescens compreende as espécies: C. pubescens, C. eximium e C.
cardenasii. Apenas C. pubescens é cultivada, estando entre as primeiras pimentas a serem
domesticadas, sendo cultivada ha 5000 anos. E uma pimenta com frutos de tamanho médio,
comum no Peru, Bolivia, Chile, Argentina e Equador. Os frutos desta espécie possuem paredes

espessas, tal como os pimentdes, mas sao muito mais picantes.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pimenta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Peru
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bol%C3%ADvia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Chile
https://pt.wikipedia.org/wiki/Argentina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Equador

4. BOTANICA CAPSICUM CHINENSE

Plantas com 45 a 76 cm de altura. Folhas e ramos essencialmente glabros, raramente
com densa e pequena pubescéncia, folhas ovadas a ovado-lanceoladas de 10,5 cm, largas,
macias ou rugosas, de tonalidades verde claro a escuro. As flores aparecem de 3 a 5 por nd,
exceto em plantas depauperadas. O pedicelo € pendente, raramente ereto, relativamente curto e
grosso na antese. Corola verde amarelada ou raramente esbranquicada, medindo de 0,5 a 1,0
cm de comprimento. Anteras azuis, purpuras ou amareladas (SMITH e HEISER, 1957).

O sistema radicular € pivotante, com um numero elevado de ramificacbes laterais,
podendo chegar a profundidades de 70-120 cm. As flores tipicas sdo hermafroditas, possuem
calice com 5 (em alguns casos 6-8) sépalas e a corola com 5 (em alguns casos 6-8) pétalas
(EMBRAPA HORTALICAS, 2007).

Os frutos variam de 1,0 a 12,0 cm de comprimento, com formas variaveis, de esféricas
a alongadas, pouco ou muito enrugados, de cores salmao, laranja, amarela, vermelha ou marrom
(Figura 2). No género Capsicum, a pungéncia é considerada uma das mais importantes
caracteristicas dos frutos (REIFSCHNEIDER, 2000).

A margem da semente é sempre ondulada e raramente suave (SMITH e HEISER, 1957).

Figura 2: Diversidade de frutos Capsicum chinense.

5. ORIGEM E CENTROS DE DIVERSIDADE

As espécies de pimentas e pimentdes do género Capsicum sdo originarias das Américas,
mas hoje encontram-se dispersas pelo mundo todo. Os frutos de pimenteiras sdo apreciados
pela multiplicidade de formas, cores, tamanhos, sabores e pungéncia. Sdo consumidas de
diversas formas, mas principalmente frescas (in natura), em molhos liquidos, em conservas e
desidratadas (EMBRAPA HORTALICAS, 2007).

O centro primario de diversidade da espécie C. annuum var. annuum esta localizado
no México e na América Central, com centros secundarios no sudeste e centro da Europa, na

Africa, na Asia e em partes da América Latina. A ocorréncia de C. baccatum var. pendulum
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abrange o noroeste da América do Sul, incluindo Colémbia, Equador, Peru e Bolivia e o sul e
o sudeste do Brasil. Capsicum chinense tem a Amazonia como area de maior diversidade, sendo
considerada a mais brasileira de todas as pimentas (EMBRAPA HORTALICAS, 2007,
PICKERSGILL, 1991; BELLETTI et al.,, 1998; REIFSCHNEIDER, 2015). Capsicum
frutescens se distribui desde as terras baixas do sudeste brasileiro até a América Central e as
Antilhas, no Caribe, sendo muito cultivada no sudeste dos Estados Unidos. Ja C. pubescens é,
notadamente, uma espécie de terras altas, adaptadas a temperaturas baixas, tendo como centro
de diversidade a Bolivia (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

As espécies semidomesticadas e silvestres, por sua vez, restringem-se a regido andina e
a regido litoranea brasileira (REIFSCHNEIDER, 2000).

6. IMPORTANCIA ECONOMICA

Os registros mais antigos do cultivo de pimenta sdo encontrados em sitios arqueoldgicos
localizados em Tehuacan, no México, e datam de cerca de nove mil anos (REIFSCHNEIDER,
2000; POWIS et al., 2013). Outros registros arqueologicos sugerem gue as pimentas ja eram
consumidas por populacgdes pré-colombianas entre 8.500 a 5.600 anos a.C. nas regides andinas
do Peru e 6.500 a 5.500 anos a.C. no México (NUEZ-VINALS et al., 1998). Atualmente, o
cultivo ocorre praticamente em todas as regides do Brasil e € um dos melhores exemplos de
agricultura familiar e de integracdo pequeno agricultor-agroindistria (EMBRAPA
HORTALICAS, 2007; REIFSCHNEIDER, 2015). A crescente demanda do mercado tem
impulsionado 0 aumento da area cultivada e o estabelecimento de agroindustrias em vérias
regides do Brasil (CARVALHO et al. 2005), sendo o Sudeste e 0 Centro-Oeste 0s principais
produtores (RUFINO e PENTEADO, 2006).

Geralmente comercializadas na forma in natura nas feiras livres e mercados, as
pimentas também séo processadas industrias de pequeno, médio e grande portes na forma de
molhos, pastas (mash), conservas, desidratada em flocos (calabresa), em pé (paprica) e geleias,
0 que agrega valor a essa hortalica, trazendo bom retorno financeiro sem exigir grandes
investimentos sendo atrativa para pequenos produtores. A pasta de pimenta, conhecida como
mash, é utilizada principalmente para producdo de molhos picantes, cuja demanda ainda nao
foi plenamente atendida (MACEDO, 2015). As pimentas também tém uso ornamental quando
cultivadas em jardins ou em vasos (LIMA et al., 2013).

A espécie mais amplamente cultivada, Capsicum annuum, tornou-se uma das

commodities de especiarias mais importantes globalmente (HILL, 2013). A crescente demanda
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pelo produto tem impulsionado o aumento da area cultivada e o estabelecimento de
agroindustrias, tornando o agronegdcio de pimentas, tanto doces quanto picantes, um grande
segmento de hortalicas no pais. Alem do mercado interno, parte da producdo brasileira é
exportada de diferentes formas, como péprica, pasta, desidratada e conservas (EMBRAPA,
2008).

No Brasil, existe grande dificuldade de obter dados estatisticos confidveis de pimenta
porque a producdo é dispersa e desorganizada (REICSCHNEIDER, 2015). Na pauta do
comércio internacional de hortalicas, o volume das exportacfes brasileiras atingiu 8.479
toneladas no valor de US$ 17.344 mil em 2004. Em contrapartida, as importacoes foram de 641
toneladas no valor de US$ 1.403 mil (EMBRAPA HORTALICAS, 2007). Em 2009, a india, a
China e o Peru foram os principais exportadores de pimentas e pimentdes secos, e 0 Brasil
ocupou o oitavo lugar no ranking mundial de exportadores em volume exportado (8600 t)
(REICSCHNEIDER, 2015). De acordo com Associacdo Brasileira do Comeércio de Mudas e
Sementes, o Brasil cultivou uma &rea de 1979,89 hectares de pimentas (doce e ardida) para a
producdo de sementes e comercializou o equivalente a 590,12 kg de sementes em
2011(ABCSEM, 2011).

Os dados mundiais de producdo de Capsicum geralmente englobam pimentas e
pimentdes. As pimentas sdo cultivadas em todos os estados da federacéo, principalmente Minas
Gerais, S8o Paulo, Goias, Ceara, Bahia e Rio Grande do Sul, totalizando uma area estimada de
5 mil hectares e producdo de cerca de 75 mil toneladas (REICSCHNEIDER, 2015). O cultivo,
desde o preparo do solo até a colheita, gera de trés a quatro empregos diretos, com uma renda
bruta que oscila entre R$ 4.000,00 e 12.000,00/ha/ano (PANORAMA RURAL, 2006). Em
2009, a produgdo mundial de Capsicum in natura e desidratados foi de 31,44 milhdes toneladas
em 3,71 milhdes de hectares, com produtividades médias de 15,2 t hal e 1,61 t ha?,
respectivamente (ALI, 2006; FAOSTAT, 2011). Em 2010, cerca de 3,8 milhdes de hectares
foram cultivados com pimentas e pimentdes no mundo, com producéo total de 30,6 milhdes de
toneladas, sendo que Egito, Nigéria, Argélia, Gana, Marrocos, Tunisia e Etidpia ficaram entre
0s 20 principais produtores mundiais de pimenta e pimentdo desidratados (REICSCHNEIDER,
2015). A maior diversidade de dados é originaria do continente asiatico, devido a importancia
econdmica que a cadeia produtiva do fruto tem naquele continente que, atualmente obtém a
maior producdo mundial, com 20,97 milhdes de toneladas em 2,36 milhdes de hectares e
produtividade média de 16,99 t ha™. Nesse cenéario, a india destaca-se como grande produtora
e também consumidora, pois utiliza cerca de 90% do que produz. Em 2003, o pais produziu 4,5

milhdes de toneladas de pimenta in natura em 945,5 mil hectares, mas com baixa produtividade,
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de apenas 4,7 t ha® (ALI, 2006; FAOSTAT, 2011). China e India cultivam cerca de 1400000
hectares de Capsicum por ano toneladas (REICSCHNEIDER, 2015). Dados mais recentes de
producdo de Capsicum, englobando pimentas e pimentdes, a produ¢cdo mundial, em 2018, foi
de 40,9 milhdes de toneladas em uma &rea cultivada de 3,8 milhdes de hectares, tendo como
principais produtores China (45,3%), México (8,4%) e Turquia (6,3%) (PINTO & DONZELE,
2021).

Apesar de sua importancia, os dados estatisticos de producdo e comercializacdo de
pimenta horticola no Brasil sdo escassos e a pouca informacao disponivel nédo reflete a realidade
econdmica dessa hortalica, visto que grande parte da producéo é comercializada em mercados
regionais e locais que ndo fazem parte das estatisticas (DOMENICO et al., 2010). Nos mercados
atacadistas brasileiros, as cotacdes de precos para as pimentas ndo distinguem os tipos,
simplesmente os agrupa em classes genéricas, como ‘“pimenta”, “pimenta vermelha” ou
“pimenta ardida”.

Segundo Reifschneider (2000), o agronegdcio de pimenta é bastante amplo, pois
envolve desde pequenas fabricas artesanais caseiras de conservacdo até empresas
multinacionais que competem na exportacdo de especiarias e temperos. A perspectiva do
mercado de pimentas € praticamente ilimitada pela versatilidade de suas aplicacdes culinérias,

industriais, farmacéuticas e ornamentais.

7. COLHEITA

As pimentas séo colhidas manualmente, arrancando-se os frutos das plantas com ou sem
os pedunculos, dependendo do tipo de pimenta e do uso do produto. Algumas variedades
direcionadas para consumo in natura, se mantidas com pedunculo, maximizam a vida util de
armazenamento. Apresentam diferentes pontos de colheita, de acordo com cada tipo, regido de
cultivo e época do ano. S&o mais dificeis de serem colhidas quando comparadas com pimentado
devido ao menor tamanho dos frutos e a arquitetura da planta, principalmente aquelas de menor
porte e com maior nimero de ramos. Para efetuar a colheita das plantas de porte mais baixo,
como a ‘Cumari do Para’ e ‘Malagueta’, € necessario que os apanhadores fiquem agachados ou
curvados, enquanto para aquelas pimentas com plantas mais altas, como a ‘Bode’, é possivel
fazer a colheita em pé, em uma posi¢do mais confortavel (EMBRAPA HORTALICAS, 2007).

A posicdo dos frutos das pimentas, seu tamanho e a resisténcia do pedunculo também
interferem na velocidade da colheita. As pimentas ‘Bode’ e ‘Dedo-de-Moga’ possuem frutos

maiores e sdo mais faceis de apanhar, sendo possivel colher até 60 kg/dia/operario, enquanto as
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pimentas ‘Malagueta’ e ‘Cumari do Para’ possuem frutos menores, o que reduz a velocidade
da colheita (aproximadamente 10 kg/dia/operario) (EMBRAPA HORTALICAS, 2007).

Para aquelas pimentas com maior resisténcia do pedunculo, como a ‘Bode’ e a ‘Dedo
de Moga’, as vezes ¢ necessaria uma operagao adicional no galpao de beneficiamento para
retirar completamente o peddnculo dos frutos destinados para conservas. As pimentas mais
picantes (‘ardidas’), como a ‘Malagueta’, causam irritacdo e até queimaduras na pele das maos
dos colhedores devido aos teores mais elevados de capsaicina (EMBRAPA HORTALICAS,

2007), sendo que essas variagdes podem ocorrer entre espécies e dentro de espécies.

8. RECURSOS GENETICOS E MELHORAMENTO EM CAPSICUM

A ampla adaptabilidade e variabilidade de tipos regionais em todo o territério nacional
fazem do Brasil um centro de diversidade do género, e é necessario que haja condi¢cdes que
favorecam a implementacéo e o desenvolvimento de programas de melhoramento genético de
Capsicum no pais (BENTO et al., 2007; BARBOZA et al., 2020; RIBEIRO et al., 2020). A
busca de variedades resistentes a doencgas, principalmente viroses, tem sido o alvo preferencial
dos melhoristas de Capsicum, sendo que a base genética do género nao é tdo estreita como em
muitas outras culturas e um grande nimero de variedades tropicais ainda ndo foi explorado
(HEISER, 1979).

As espécies domesticadas C. chinense e C. frutescens sdo muito proximas
geneticamente, sendo de dificil distincdo, principalmente se for considerada a possibilidade de
ocorréncia de hibridos naturais interespecificos (CARVALHO, 2014). Essa mesma autora
mostrou que, embora essas espécies apresentem similaridades e caracteristicas compartilhadas
com sobreposicao de caracteres morfoldgicos, estas se mostraram de fato distintas por anélises
com marcadores moleculares microssatélites.

Os cruzamentos interespecificos podem permitir o melhoramento de cultivares pela
introducdo de importantes alelos, tais como os de resisténcia a patégenos (MOSCONE et al.,
2003). Entretanto, para que seja bem-sucedida a transferéncia de genes entre espécies, é
necessario que elas sejam geneticamente proximas, ou seja, apresentem certa homologia
cromossdmica, minimizando os problemas de incongruidade e, desse modo, viabilizando o
hibrido (PRESTES e GOULART, 1995). Em geral, quanto mais proximas geneticamente séo
as espécies envolvidas no cruzamento, mais facil serd a obtencédo do hibrido e mais fértil serd a
progénie (SINGH, 2002).
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A introducédo de genes que conferem resisténcia a doencas em C. annuum , a partir de
outras espécies do género, € uma das mais bem-sucedidas aplicacdes da hibridacdo
interespecifica dentro do género para o0 melhoramento da cultura (RUSSO, 2012). Por exemplo,
a introgressao de genes de resisténcia ao virus TMV de C. chinense e C. chacoense em C.
annuum (PICKERSGILL, 1997).

Em geral, em programas de melhoramento genético de pimentas, as sele¢des sao feitas
para baixa persisténcia do pedunculo na planta (para facilitar a colheita), além de outras
caracteristicas como produtividade, arquitetura da planta, precocidade e resisténcia a doencas
(REIFSCHNEIDER, 2000; MARTINS, 2010). Em estudo realizado com pimenta tabasco (C.
frutescens), Rao & Paran (2003) relataram que a facil abscisdo do fruto do pedunculo parece
estar relacionada a presenca de enzimas, principalmente a poligalacturonase (PG), responsaveis
pela degradacdo de polimeros presentes na parede celular, como a pectina. Arancibia et al.,
(2004) concluiram que o grau de degradacdo da pectina esta diretamente relacionado a abscisao.

A organizacgdo da colecdo de germoplasma em colecbes nucleares tem sido topico de
interesse recente para o programa de melhoramento de Capsicum da Embrapa, como estratégia
para melhorar a conservacdo e 0 uso desses recursos genéticos (CARVALHO 2014). Na
composicdo da cole¢do nuclear, cada acesso vai representar a variabilidade genética de outros
acessos que ficaram no mesmo grupo de similaridade. Feita a caracterizacdo detalhada da
colecdo nuclear, caso seja verificado o potencial de determinado acesso, esse potencial pode ser
extrapolado para todos os acessos do mesmo grupo de similaridade, o que pode ser confirmado
por meio de caracterizacdo detalhada desses acessos (FALEIRO, 2007).

Existem diversas cole¢fes de germoplasma de Capsicum nacionais e internacionais,
sendo as duas maiores localizadas no World Vegetable Center (WorldVeg) em Shanhua
(Taiwan) e em United States Departament of Agriculture (USDA) em Griffin, no estado da
Geodrgia (EUA) com, respectivamente, 9.209 e 4.877 acessos provenientes de varios continentes
(BARCHENGER; NARESH; KUMAR, 2019). Atualmente, existem varias colecfes e alguns
poucos Bancos Ativos de Germoplasma de Capsicum no Brasil. Os BAGs de pimenta que se
destacam no pais com maior nimero de acessos sdo 0 BAG-IAC (Campinas-SP), BAG-UFV
(Vicosa-MG) e BAG-Embrapa Hortaligas (Brasilia-DF) (DOMENICO, 2011).

Com o intuito de preservar o patrimdnio genético e colocd-lo a disposicdo do
agronegocio brasileiro, a Embrapa Hortalicas e a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
iniciaram, na década de 1980, coletas e intercambio de pimentas de diferentes tipos, sendo que

a Embrapa Hortalicas mantém atualmente um acervo de mais de quatro mil acessos, a maior
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colecdo brasileira de pimentas do género Capsicum (EMBRAPA HORTALICAS, 2007,
COSTA & SPEHAR, 2012).

A Embrapa Hortalicas, dada a importancia da cultura para o Brasil, também criou o
Programa Capsicum, liderado pelo pesquisador Francisco Reifschneider, que teve como mola
propulsora a requeima, doenga causada por um fungo (fitéftora), que vinha devastando plantios
de pimentdo em varias partes do pais, e com relatos de ocorréncia na pimenta malagueta em
Minas Gerais. Além do fungo, viroses também contribuiam para aumentar os problemas, o que
ajudou a fortalecer a ideia da necessidade de se criar um programa para enfrentar essa
problematica (MACEDO, 2015). Nesse sentido, em 2008, foi criada uma plataforma online de
gestdo baseada em uma rede nacional de pessoas vinculadas ao agronegocio da pimenta
(http://groups.google.com/group/capsicums). Essa plataforma, associada a diversos eventos de
capacitacdo e informacdo de mercado e manejo, como encontros nacionais, acrescentam
bastante para o0 melhor conhecimento de forma a agregar valor na produgéo desse cultivo, assim
identificar problemas da cultura que possam ser solucionados com o melhoramento genético.

O programa de melhoramento de Capsicum da Embrapa também foi impulsionada por
projetos em parceria com empresas processadoras de pimenta, com destaque para a Sakura-
Nakaya Alimentos, empresa de alimenticia que lidera a producdo de molhos a base de soja,
pimenta e alho no Pais. As cultivares de pimenta jalapefio (C. annuum ) BRS Sarakura e BRS
Garca, s@o os primeiros frutos dessa parceria. As plantas dessas cultivares de polinizacgao aberta
apresentam frutos grandes e elevada produtividade: de 40 a 60 t/ha com a BRS Garga, e de 45
a 65 t/ha no caso da BRS Sarakura, colhidas em campo de producdo de Cataldo, municipio do
sudeste goiano. Outra parceria importante foi com a agroindustrias Fuchs Agro Brasil Ltda.,
que resultou na obtencdo do hibrido de pimenta doce para paprica BRS Brasilandia, com
elevados rendimento industrial e teor de capsaiscina. Parcerias com outras instituicdes como a
Emater-DF e de outros estados, e fundagdes de apoio a pesquisa, também tém sua cota de
créditos pelos bons resultados alcangcados pelo programa de melhoramento de Capsicum da
Embrapa (MACEDO, 2015).

A cultivar de pimenta biquinho (C. chinense) de coloracdo salmdo BRS Tui e o0 porta-
enxerto para pimentdo (C. annuum ) BRS Acard, que apresenta resisténcia as doencas de solo
murcha-de-fitoftora e murcha bacteriana, S&o mais recentes, enquanto as cultivares BRS Juruti
(habanero), BRS Nandaia (habanero) BRS Mari (dedo-de-moga), BRS Moema (biquinho) e
BRS Seriema (bode) fazem parte do portfélio voltado para o segmento da agricultura familiar
(MACEDO, 2015).
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9. MARCADORES MOLECULARES

Segundo Collard et al. (2005), marcadores genéticos representam diferengas genéticas
entre organismos ou espécies que ocupam uma posicdo gendmica especifica dentro dos
cromossomos (como genes) chamada loco, e sdo divididos em marcadores morfologicos,
bioguimicos ou moleculares. Marcador molecular é todo e qualquer fenétipo molecular oriundo
de um gene expresso (isoenzimasimas) ou de um segmento especifico de DNA, expresso ou
ndo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). As metodologias para detectar e analisar a
variabilidade genética a nivel molecular oferecem informac6es adicionais a diversos outros
estudos relacionados a conservacgdo e uso de bancos de germoplasma, estudos filogenéticos,
mapeamento genético, mas a principal aplicacdo do estudo da genética de plantas é o
melhoramento genético (HOFFMANN e BARROSO, 2006). O uso de métodos altamente
discriminatorios para a identificacdo e caracterizacdo de gendtipos é essencial para programas
de melhoramento e até para a protecdo de cultivares (REZENDE et al., 2009).

O desenvolvimento de marcadores moleculares alterou muito a genética e o
melhoramento de plantas (KORDROSTAMI et al. 2015). O uso de marcadores moleculares no
melhoramento vegetal e animal abriu novos territorios na agricultura e sdo amplamente
utilizados por sua maior prevaléncia e expressdo em diferentes estagios de desenvolvimento
dos organismos surgindo por meio de mutagdes como substituicdes, insercdes e delecdes, erros
de replicacdo do DNA e em sequéncias repetidas (PATERSON, 1996; FALQUE e SANTONI,
2007; ZHU et al., 2008).

As principais etapas de detec¢do de marcador molecular, envolvem a extragdo do DNA
da planta, e posterior deteccdo de polimorfismos entre as amostras que geralmente sdo
determinadas por meio de reagc0es de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) ou hibridagéo e
subsequente separacdo de fragmentos para reconhecer diferentes moléculas baseadas em
tamanho, composi¢do quimica ou carga (BERNARDO, 2008; JENA, 2008). Nos ultimos anos,
0 avango da bioinformatica e das plataformas de sequenciamento de nova geragéo (NGS) tem
revolucionado os estudos de gendmica de plantas. A plataforma online Sol Genomics Network
(https://solgenomics.net/) armazena dados gendmicos, fenotipicos, projetos e ferramentas
potentes para analise de espécies da familia Solanaceae, incluindo pimenta (FERNANDEZ-
POZO et al., 2014). Dentre as espécies do género Capsicum, o genoma de C. annuum foi o
primeiro a ser publicado por dois grupos de pesquisa de forma paralela. Kim et al. (2014)
publicaram a sequéncia do genoma completo de C. annuum (CM334) e o sequenciamento de
novo de C. chinense (Pl 159236). No mesmo ano, Qin et al. (2014) realizaram a montagem do
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genoma de Zunla-1 (C. annuum L.) e da pimenta silvestre chiltepin (C. annuum  var.
glabriusculum). Ambos os estudos mostraram que o tamanho do genoma de Capsicum annuum
é de ~3-3,5 Gb, com cerca de 35 mil genes e alta porcentagem de elementos repetitivos (~80%)
(De ALMEIDA et al., 2020). Kim et al. (2017) também realizaram a montagem de alta
qualidade dos genomas de C. baccatum (~3,9 Gb) e C. chinense (~3,2 Gb) com base no genoma
de referéncia de C. annuum (CM334).

Entre as vantagens do uso de marcadores moleculares pode-se citar a identificacéo direta
do genotipo sem a influéncia do ambiente, a possibilidade de detec¢cdo de polimorfismos em
qualquer estadio de desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de células ou tecidos
(FALEIRO, 2007).

9.1 SIMPLE SEQUENCE REPEATS (SSR)

Dentre os diferentes marcadores, 0os SSR (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites
ou ainda STR (Short Tandem Repeats) sdo ferramentas indicadas para uma analise genética
detalhada. Esses marcadores caracterizam-se por serem abundantes e amplamente distribuidos
nos genomas de eucariotos, apresentam alta heterozigosidade, sdo multialélicos, bastante
estaveis e codominantes, ou seja, em cada loco analisado é possivel distinguir homozigotos e
heterozigotos, o que possibilita grande riqueza de informacdo genética. Uma vez obtidos os
primers informativos para uma espécie, 0s custos e a demanda de méo-de-obra sdo reduzidos
drasticamente, e 0s ensaios laboratoriais sdo rapidos, aumentando a acessibilidade da técnica
(FERREIRA et al., 2007; FALEIRO, 2007; KALIA etal., 2011; ZANE et al., 2002). A variagao
no numero de repeticbes € causada por deslizamento durante a replicacio do DNA
(SCHLOTTERER e TAUZ, 1992) ou crossing-over entre as cromatides irmas (INNAN et al.,
1997). Este deslizamento é considerado como o principal mecanismo para que sejam geradas
variantes em tamanho nos locos microssatélites (KRUGLYAK et al., 1998; CHAMBERS &
MACAVOY, 2000).

Microssatélites estdo disponiveis para um nimero limitado de espécies de plantas ja que
sdo iniciadores especificos, e se anelam nas regides que flanqueiam os microssatélites,
geralmente com tamanho entre 20 e 30 pb, numero suficientemente grande para que este primer
ndo encontre outra sequéncia complementar que ndo a da regido adjacente ao microssatélite, o
gue restringe 0 uso a espécie em estudo. Nesse sentido, € necessario primeiramente o
desenvolvimento dos primers para a especie por meio da construcao de bibliotecas genémicas,

selecdo de clones positivos utilizando-se como sondas sequéncias repetitivas, e posterior



18

sequenciamento para finalmente desenhar os primers, que em alguns casos, poderéo ser usados
em espécies geneticamente relacionadas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA; 1998 FALEIRO
etal., 2003; HOFFMANN & BARROSO, 2006).

Assim, diversos estudos demonstram semelhanga em sequéncias de DNA em regides
adjacentes as sequéncias repetitivas, em espécies diferentes (CIAMPI et al., 2008), indicando a
possibilidade de se transferirem primers microssatélites entre espécies aparentadas
(CARVALHO, 2014), o que poupa tempo e altos custos no desenvolvimento de primers. A
transferibilidade de primers microssatélites (SSR) entre espécies aparentadas é uma estratégia
que permite realizar analises genéticas, uma vez que ndo existem primers SSR desenvolvidos
especificamente para C. frutescens e C. chinense. A transferibilidade de primers SSR de C.
annuum para C. chinense e C. frutescens foi avaliada por CARVALHO et al. 2015 e, de um
total de 185 primers, 116 (62,7%) amplificaram fragmentos em C. frutescens e C. chinense.
Destes, 19 (16,4%) apresentaram-se polimérficos para C. frutescens e 35 (30,2%) mostraram
polimorfismo em C. chinense.

Outros estudos de transferibilidade em Capsicum contribuem significativamente para o
uso de primers em espécies relacionadas (Yl et al., 2006; NAGY et al., 2007; INCE et al., 2010).
Devido a sua distribuigdo onipresente nos genomas e ao seu alto polimorfismo, os SSR tém
sido amplamente utilizados em estudos sobre diversidade genética, evolucdo, construcéo de
mapas genéticos, quantitative trait loci (QTL) e mapeamento genético (PENG et al., 2000; LEE
etal., 2004; SHARMIN et al., 2018; ZHONG et al., 2021).

9.2 SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP)

Em muitos estudos de melhoramento vegetal, marcadores de polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) estdo cada vez mais sendo utilizados, possibilitando acelerar os ganhos
de selecé@o por meio da selegéo assistida por marcadores (MAS). No entanto, para muitas plantas
cultivadas, hd nameros baixos de marcadores SNP validados disponiveis, embora sejam
necessarios em grande nimero para estudos de variabilidade genética, mapas de ligacao, analise
de estrutura populacional, genética de associacao, isolamento de genes baseado em mapa e
melhoramento de plantas (GANAL et al., 2009).

Avancos tecnologicos em estudos com marcadores moleculares e nos sistemas de
sequenciamento de DNA permitiram o surgimento de metodologias de alto desempenho
capazes de gerar grande quantidade de dados com baixo custo e consideravel rapidez, como é

o caso dos SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) ou Polimorfismos de Nucleotideos Unicos,
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que sdo marcadores moleculares utilizados para identificar mutagbes geradas por
polimorfismos baseados na posi¢do de um unico nucleotideo (CHO et al., 1999). Sdo a mais
frequente forma de variacdo genética, sendo gerados por substituicdo de uma Unica base ou
pequenos eventos de insercdo e delecdo. Essas alteracGes pontuais podem ocorrer em regides
expressas ou ndo expressas e tém sido muito utilizados em estudos filogenéticos de evolucéo
intraespecifica (WOLTERS et al., 2000), em identificacdo de cultivares e para mapeamento
genético (MELLOTO & KELLY, 2001; QUIRINO, 2003; HAN et al., 2018).
Aproximadamente 90% da heterozigose na populacdo humana € devida a SNPs (GOLDMAN
et al., 2005).

Marcadores SNPs sdo relativamente abundantes em plantas (um a cada 100-300pb),
apresentam baixa taxa de mutacéo e, devido as tecnologias de sequenciamento de nova geracéo,
sdo identificados com alto rendimento e baixo custo (SINGH & SINGH, 2015). A mutacgéo
mais comum nesses marcadores sdo as transi¢cdes ou trocas de uma base pirimidina (C por T)
ou de uma purina (A por G), sendo 0s SNPs de maior reprodutibilidade em comparacdo aos
demais marcadores moleculares, com presenca em todo o genoma, possibilidade de automacéo
e deteccdo simultanea de grandes quantidades de polimorfismos (HASAN et al., 2021; KIM &
MISRA, 2007), que possibilitam grande cobertura gendmica, sobretudo na construgdo de mapas
genéticos e deteccdo de QTLs.

Dentre as metodologias de analise desses marcadores, é importante citar o uso de
MicroArrays ou chips, que possibilitam a analise simultanea de centenas de marcadores em
centenas de acessos, produzindo uma enorme quantidade de dados com alta cobertura
gendmica, de modo a auxiliar na criacdo de mapas genéticos e na detec¢cdo de sequéncias de
interesse. Segundo SINGH & SINGH, 2015, os sistemas Illumina Infinium sdo plataformas que
envolvem a genotipagem de SNPs em todo o genoma utilizando microesferas com sondas
Infinium II acopladas, em que a terminagdo 3’ ¢ posicionada no Gltimo nucleotideo ao lado da
posicdo do SNP alvo e um sinal € gerado quando o nucleotideo é adicionado ao loco alvo. Além
disso, as matrizes podem ser usadas ndo apenas para as espécies das quais os ESTs foram
derivados, mas também para espécies intimamente relacionadas (GANAL et al., 2009). Em
suma, essas sondas ou matrizes contém sequéncias especificas em “spots” de um Microarray
ou chip que se alinham ao cDNA (complementary DNA), marcado com fluorescéncia, das
amostras em questdo, e emitem a cor correspondente quando lidas por laser. As sequéncias que
ndo encontram complementaridade (ndo anelam), sdo “lavadas” do chip. Esses dados sdo

codificados por meio do uso de bioinformatica e propiciam analises robustas e eficientes.
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10. MAPEAMENTO GENETICO

Cada espeécie tem um numero caracteristico de pares de base em seu ndcleo, conhecido
como tamanho do genoma ou conteido de DNA nuclear que pode ser estimado através da
citometria de fluxo. Espécies do género Capsicum apresentam o segundo maior genoma na
familia Solanaceae, no entanto diferentes resultados tém sido observados na determinacéo do
conteddo de DNA dentro do género (MARTINS et al., 2015).

Estudos realizados com marcadores morfolégicos em muito contribuiram para a
elucidacdo dos fundamentos teoricos da analise de ligacdo génica e para a construgcdo das
primeiras versdes de mapas genéticos (KNAPP, 1991). Os marcadores moleculares sdo um
recurso muito Util em analises genéticas. Ha grande quantidade de mapas genéticos disponiveis,
tanto para espécies animais como vegetais, e um namero crescente de genes tém sido detectados
com auxilio desses mapas. No inicio da década de 60, as isoenzimas foram descobertas
(MARKERT e MOLLER, 1959) e passaram a ser usadas como marcadores bioquimicos,
permitindo a construcdo de mapas genéticos, potencialmente, em todas as espécies de plantas
(GARVIN e WEEDEN, 1994). A partir da decada de 80, com o advento dos marcadores de
DNA, o mapeamento genético tornou-se, efetivamente, ilimitado a todas as espécies
(BOSTEIN et al., 1980).

Mapas de ligacao sdo usados na identificacdo de regides cromossdmicas que contenham
tracos qualitativos (controlados por um Unico gene) ou quantitativos (Quantitative Trait Loci:
QTLs) — controlados por mais genes. Esses mapas mostram a distancia relativa entre
marcadores ao longo do cromossomo (MOHAN et al., 1997; KORDROSTAMI et al., 2015). A
construcdo de mapas de ligagdo tem como base a analise de segregacdo de centenas de
marcadores e, por isso, é computadorizada (CARNEIRO e VIEIRA, 2002). Programas como
“Mapmaker” (LANDER et al., 1987), “Linkage 1” (SUITER et al., 1983), “Gmendel” (LIU e
KNAPP, 1992) foram desenvolvidos para auxiliar na analise genética dos dados visando a
construcdo de mapas genéticos.

A selecdo da populagdo para mapeamento envolve a escolha de genitores e a
determinacéo do tipo de populacdo de mapeamento a ser avaliada, sendo consideradas etapas
criticas para o sucesso da constru¢do do mapa (STAUB et al., 1996). A escolha adequada de
parentais da populacdo segregante a ser utilizada é de suma importancia. Os genitores
escolhidos para gerar a populacdo de mapeamento devem ser contrastantes (até mesmo gquanto

a expressao fenotipica da caracteristica de interesse), jA& que o numero de marcas no mapa
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representa 0 nimero de caracteres contrastantes nos genitores e que estardo segregando nas
populagcdes de mapeamento (TANSKLEY 1982; TANKSLEY et al., 1992). O tamanho da
populacdo segregante utilizada no mapeamento genético preliminar geralmente varia de 50 a
250 individuos (MOHAN et al., 1997), no entanto populacdes maiores sdo necessarias para
mapeamento de alta resolucdo, sobretudo quando em anélises de QTLs, em que também é
necessaria a avaliacdo fenotipica da populacdo (COLLARD et al., 2005).

Os tipos de populacbes mais utilizadas para a construcdo de mapas sao linhagens puras
recombinantes (RILs — Recombinant Inbred Lines), populagdes obtidas por retrocruzamento,
populagdes F», linhagens de duplo-haploides ou populagdes F1 geradas a partir de cruzamento
entre parentais heterozigotos (JONES et al., 1997; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998;
CARNEIRO & VIERIA, 2002; COLLARD et al., 2005). A escolha do tipo de populacdo mais
apropriada ao mapeamento esta relacionada com o tipo de marcador empregado (TANKSLEY
et al., 1988).

Quanto ao tipo de marcador genético escolhido para este fim, é importante levar em
consideracdo marcadores com maior contetdo informativo, geralmente codominantes, como
microssatélites, por exemplo. Tanto o grau de cobertura do genoma como a densidade do mapa
a ser construido séo fun¢des diretas do nimero de marcadores (COELHO, 2000). Espera-se um
padrdo mendeliano tipico para a populacdo segregante, que é pressuposto nos modelos
probabilisticos (BEARZOTI, 2000). A auséncia do padrdo mendeliano é chamada distorcao da
segregacdo mendeliana, sendo causada, por exemplo, por selecdo e deriva genética ou até
mesmo pelo efeito de amostragem ou viabilidade diferencial de gametas (FREGENE et al.,
1997; LESPINASSE et al., 2000; TANSKLEY 1993). Segundo LIU (1998), os locos que
apresentam distorcdo mendeliana afetam os testes estatisticos usados para detectar a ligacao
podendo gerar falsos positivos. E recomendado, preferencialmente, o descarte dos locos que
apresentam distorcOes da segregacdo mendeliana para ndo comprometer a qualidade do mapa
(YAO et al., 1999; BEARZOTI, 2000).

A mensuragédo da frequéncia de gametas recombinantes entre dois locos constitui o
procedimento a partir do qual se realiza o mapeamento (STAUB et al., 1996). Diversos
tratamentos estatisticos podem ser usados para estimar a frequéncia de recombinantes, entre
eles, o método dos momentos, o método dos quadrados minimos e o da maxima
verossimilhanca (WEIR, 1996; L1U, 1998a). Ao longo do genoma existem "pontos quentes™ e
"pontos frios" de recombinacdo, que sdo regides cromossdémicas em que a recombinagdo ocorre
com maior ou menor frequéncia, respectivamente (FARIS et al., 2000; Ma et al., 2001; YAO
etal., 2002).



22

De acordo com WEIR (1996), uma unidade de medida de distancia genética de mapa é
definida como igual a distancia entre dois locos ao longo da qual se espera que ocorra uma
permuta por gameta, por geracdo. Essa medida € denominada Morgan (M), sendo expressa em
centiMorgans (cM). Para estabelecer a relacdo entre as distancias genéticas entre dois locos no
mapa e a frequéncia de gametas recombinantes criaram-se as funcdes de mapeamento (LYNCH
e WALSH, 1998; CAMP, 2002; ZENG, 1994). Um grande nimero de func¢des de mapeamento
tem sido desenvolvido (HALDANE, 1919; KOSAMBI, 1944; CARTER e FALCONER, 1951;
RAO et al., 1977; FELSENSTEIN, 1979; KARLIN, 1982), sendo as funcbes de Haldane e
Kosambi as mais utilizadas no mapeamento genético de vegetais (STAUB et al., 1996). A
funcdo de Haldane admite que a ocorréncia de permuta se d& de modo independente (auséncia
de interferéncia), enquanto que a funcdo de Kosambi admite a ocorréncia de permutas préximas
como eventos ndo independentes (presenca de interferéncia).

Do ponto de vista bioldgico, os grupos de ligacdo sdo definidos como grupos de genes
(marcadores) cujos locos estdo localizados no mesmo cromossomo (LIU, 1998). Uma vez
conhecidas as fracGes de recombinacdo (quanto maior for a taxa de recombinagdo, maior sera
a probabilidade de ocorréncia de permuta) entre cada par de marcadores, € ja discriminados 0s
grupos de ligacéo, deve-se determinar a melhor ordem para os marcadores dentro de cada grupo.
Historicamente, a ordenacdo de locos tem sido um processo que visa minimizar o nimero de
crossing-overs (CARNEIRO e VIEIRA, 2002). A ligacdo entre os marcadores geralmente é
calculada usando um indice de proporcéo de ligacdo versus nenhuma ligacdo, expresso como
razdo de verossimilhanca, convertido para o logaritmo na base 10 (LOD - logarithmic of odds)
(RISCH, 1992). Um valor de LOD igual a trés entre dois marcadores indica que a ligagdo ¢ 103
ou 1000 vezes mais verossimil (ou seja, 1000: 1) do que nenhuma ligacdo (nulo hipétese), sendo
valores maiores que trés normalmente usados para a constru¢cdo de mapas de ligacdo
(COLLARD et al., 2005). Os softwares mais comumente utilizados para a constru¢ao de mapas
de ligacdo incluem Mapmaker/EXP (LANDER et al.,, 1987; LINCOLN et al., 1993),
MapManager QTX (MANLY et al., 2001) e JoinMap (STAM, 1993).

Uma das aplica¢Bes mais importantes dos mapas genéticos € a localizagdo de genes que
controlam caracteristicas de importancia econdémica, como producdo de gréos, altura da planta,
teor de proteina, resisténcia a doencas, que resultam da acdo cumulativa de um conjunto de
genes. Essas caracteristicas sdo denominadas poligénicas, quantitativas ou de heranca
complexa, e 0s locos que as controlam sdo chamados de QTLs (TANKSLEY, 1993). A
identificacdo de QTLs baseada apenas nos métodos de melhoramento convencional ndo é

possivel, de forma que o advento de marcadores moleculares foi e é de fundamental importancia
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para esse tipo de analise (COLLARD et al., 2005). Um dos principais objetivos das analises
envolvendo QTLs é limitar a regido a uma menor regido do cromossomo. Mapeamento de QTLs
junto ao desenvolvimento de ferramentas estatisticas tém contribuido significativamente para a
genética quantitativa na identificacdo de genes potenciais de interesse, e a complexidade dessas
caracteristicas é influenciada pela segregacdo de alelos em varios locos, fatores ambientais e
suas interacdes (RAHIMI et al. 2012; YAMAMOTO et al. 2009).

Os fundamentos da teoria do mapeamento de QTLs foram entendidos a partir do
trabalho de Thoday (1961). Esse autor sugeriu que se um oligogene (heranca complexa) estiver
ligado a um monogene (heranca simples), os efeitos fenotipicos do oligogene podem ser
indiretamente estudados com base nos efeitos do gene vizinho. O mapeamento de QTLs
possibilita mensurar o0 numero de locos quantitativos envolvidos na heranga complexa, bem
como suas localizacBes cromossémicas, modo de acdo génica (aditividade, dominancia,
heterose e epistasia), além de possibilitar a decomposic¢do da interagcdo gendtipos por ambientes
ao nivel de cada QTL (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996; AUSTIN e LEE, 1998). O
mapeamento de QTLs é baseado no fato de que genes marcadores estdo segregando por meio
de recombinacdo cromossdmica (crossover) durante a meiose 0 que permite a analise dessas
regides na progénie (BERNARDO, 2008).

Trés métodos sdao amplamente utilizados para a detec¢do de QTLs: analise de marcador
unico, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo composto (LI1U, 1998b;
TANSKLEY, 1993). A andlise de marcador Gnico é o método mais simples para detectar QTLs
associados a marcadores unicos e inclui métodos estatisticos como testes t, analise de variancia
(ANOVA) e regressdo linear (COLLLARD et al., 2005). O método de mapeamento por
intervalo simples (SIM) faz uso de mapas de ligacéo e analisa intervalos entre pares adjacentes
de marcadores ligados ao longo dos cromossomos simultaneamente, em vez de analisar
marcadores unicos (LANDER & BOTSTEIN, 1989). E mais recente, 0 mapeamento de
intervalo composto (CIM), que combina mapeamento de intervalo com regressdo linear
incluindo marcadores genéticos adicionais na estatistica além de um par adjacente de
marcadores vinculados para mapeamento de intervalo (JANSEN, 1993; JANSEN & STAM,
1994; ZENG, 1993, 1994).

11. MORFOLOGIA E ANATOMIA

Os marcadores morfolégicos, também chamados de classicos pelos melhoristas, sdo

marcadores genéticos representados por caracteristicas fenotipicas inerentes a cada especie e
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geralmente visiveis. Sdo de extrema importancia em estudos botanicos e amplamente utilizados
até os dias atuais. HILL et al., 2013 relataram que para incrementar 0s programas de
melhoramento de Capsicum € necessaria a caracterizacao detalhada da diversidade presente no
género, incluindo dados morfoldgicos, geograficos e moleculares. A caracterizagdo
morfoldgica € um processo que, por meio da utilizacdo de uma lista de descritores, trata de
prover maiores informagdes sobre o germoplasma conservado, dispondo-o de uma forma mais
efetiva para a utilizacdo (RAMOS et al., 1999; NEITZKE, 2012). Em estudo de caracterizacdo
morfologica e genética de acessos de Capsicum spp. da colecdo da UFAM (Universidade
Federal do Amazonas), foram avaliados 20 acessos com 56 descritores morfoldgicos definidos
pelo Instituto Internacional de Recursos Genéticos de Plantas (IPGRI), constatando alta
variabilidade genética e predominancia de C. chinense na colecdo (Da SILVA, 2011).

O conhecimento da variabilidade genética estimada por marcadores moleculares,
complementa a caracterizagdo fenotipica e é essencial para encontrar fontes adicionais de
diversidade genética presente em germoplasma (MOSES et al., 2014; BABA et al., 2016).
Tradicionalmente, a caracterizacdo de pimentas é feita com descritores morfoldgicos
estabelecidos pelo IPGRI (1995), que possuem alta herdabilidade, sdo expressos em todos 0s
ambientes, com pouca interacdo genétipo-ambiente, e de facil identificacdo e diferenciacéo.
Para 0 género Capsicum, caracteres qualitativos como formato do fruto, cor do fruto imaturo e
maduro, textura da epiderme, sdo importantes para 0 mercado consumidor. Esses descritores
também sdo utilizados nas chaves de identificacdo taxonémicas de familias, géneros e espécies
vegetais, e tém servido aos estudos de diversidade genética (COSTA & SPEHAR, 2012).
GOMES et al. (2019) caracterizaram 56 acessos de Capsicum por meio de 25 descritores
morfoagrondmicos quantitativos e qualitativos e concluiram que foram eficientes na separacdo
das amostras em relacdo as espécies. BENTO et al. (2007), estudando a diversidade genética e
fenotipica em 29 acessos de pimentas por meio de 37 descritores morfoagrondmicos,
observaram diversidade fenotipica entre 0s acessos estudados, com potencial uso para
programas de melhoramento vegetal. Estudos de caracterizacdo direcionados a pimentas
facilitam e estimulam a¢6es de melhoramento e ampliacdo da diversidade, podendo ser mais
resistentes a patdgenos e de boa qualidade comercial (LUZ, 2006). Dessa forma, o uso dos
genotipos em programas de melhoramento se torna mais efetivo com 0 uso de acessos
devidamente caracterizados por descritores comumente reconhecidos e catalogados.

As espécies de Capsicum sdo frequentemente descritas em termos de divergéncia
genética considerando aspectos morfolégicos, agronémicos e moleculares, no entanto

descricdes das diferencas genéticas com base em caracteres anatbmicos séo raras (DIAS et al.
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2013). O estudo anatdmico envolve a descricdo de estruturas microscopicas ou vistas a olho
nu, e possibilitam a correta caracterizagdo para chaves taxonémicas.

A planta produtora de sementes possui corpo altamente evoluido, apresentando
evidéncias de uma especializacdo funcional e estrutural expressa pela diferenciacdo externa em
0rgdo e interna, por vérias categorias de células, tecidos e sistemas de tecidos, que podem ser

visualizados em formas de transicéo (EAU, 1974).
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RESUMO: O género Capsicum compreende grande variabilidade morfoagronémica e
atualmente, a colheita dessas pimentas € essencialmente manual, devido ao dificil
desprendimento do fruto da planta de alguns gendtipos pertencentes a espécie C. chinense,
tornando a colheita mais dificil e penosa. O desenvolvimento de cultivares com facil abscisdo
de fruto tem sido interesse de programas de melhoramento genético e alguns grupos de
pimentas, visando facilitar a colheita manual dos frutos, e também permitir a colheita
mecanizada ou semimecanizada. Uma forma de facilitar a selecdo é a identificacdo de
marcadores moleculares ligados a caracteristica de interesse, por meio da construcdo de mapas
genéticos. Marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) tém sido
amplamente utilizados como uma eficiente ferramenta na caracterizacdo de acessos e
elaboracdo de mapas genéticos. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o polimorfismo
de primers SSR entre dois parentais (C. chinense) selecionados contrastantes para caracteristica
de absciséo de fruto, CNPH 4337-4 (de facil absciséo de frutos) e CNPH 40001-1 (de dificil
abscisdo de frutos), para uso posterior em mapeamento de QTLs. Os locos SSR foram
amplificados por meio de reagdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) e a separagdo dos
fragmentos foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida 5% com revelagdo em nitrato
de prata. Foram testados 478 primers SSR, desenvolvidos para C. annuum ,dos quais 128
mostraram-se polimorficos, 249 ndo apresentaram diferencas entre os gendétipos e 101 nédo
amplificaram, representando 26,8%, 52,1% e 21,1% dos primers testados, respectivamente. Dos
128 locos polimorficos encontrados, 116 foram marcados com fluorescéncias e desses, 30
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foram utilizados para genotipagem da populagdo segregante F», composta por 156 individuos,
em um analisador automético de DNA ABI 3730. Além disso, foi utilizado um chip lllumina
Infinium 11®, contendo 1273 SNPs, desenvolvidos para Capsicum annuum . Apenas 7 SNPs
foram informativos na populacdo de mapeamento e utilizados para a construcdo do mapa de
ligagéo. Os dados gerados por ambos os marcadores foram analisados e utilizados na construgéo
de um mapa genético de ligagdo. O mapa construido teve no total 204,6 cM de tamanho, com
média de 22,7 cM, e 37 marcadores distribuidos em nove grupos de ligacdo, sendo 30 SSRs e
sete SNPs. O mapa produzido apresentou baixa cobertura gendmica, entretanto, foi informativo
para uso em selecdo assistida no programa de melhoramento de Capsicum da Embrapa
Hortalicas, sendo necessario mais marcadores a fim de se obter uma maior cobertura genémica

e maior precisao.

Palavras Chave: SSR; SNP; Abscisédo de frutos; Capsicum chinense; Mapa de ligacao.
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ABSTRACT: The Capsicum genus comprises great morphoagronomic variability and
currently, the harvest of these peppers is essentially manual, due to the difficult detachment of
the fruit from the plant of some genotypes belonging to the species C. chinense, making the
harvest more difficult and painful. The development of cultivars with easy fruit abscission has
been interest of genetic bredding programs and some groups of peppers, aiming to facilitate the
manual harvest of the fruits, and also to allow the mechanized or semi-mechanized harvest. One
way to facilitate selection is the identification of molecular markers linked to the trait of interest,
through the construction of genetic maps. Microsatellite markers or Simple Sequence Repeats
(SSR) have been widely used as an efficient tool for accession characterization and construction
of genetic maps. Thus, the aim of this study was to evaluate the SSR primer polymorphism
between two selected parents contrasting for fruit abscission characteristic, CNPH 4337 (easy
fruit abscission) and CNPH 40001-1 (difficult fruit abscission), for future use in QTL mapping.
SSR loci were amplified by PCR (Polymerase Chain Reaction) reactions and fragment
separation was performed by 5% polyacrylamide gel electrophoresis and silver nitrate
revelation. 478 SSR primers developed for C. annuum  were screened, of which 128 were
polymorphic, 249 showed no differences between genotypes and 101 did not amplify,
representing 26.8%, 52.1% and 21.1% of the primers tested, respectively. Of the 128
polymorphic loci found, 116 were labeled with fluorescent dyes and of these, 30 were used for
genotyping the F> segregating population, composed of 156 individuals, using an automated
DNA analyzer ABI 3730. Additionally, an Illumina Infinium Il chip containing 1273 SNP
markers developed for Capsicum annuum was used for genotyping the population. Only seven
SNPs were detected on the population and used for the construction of the linkage map. The
data generated by both markers were analyzed and used for the construction of a genetic linkage
map. The genetic linkage map had a total size of 204.6 cM, with an average of 22.7 cM, with
37 markers distributed in nine linkage groups, being 30 SSRs and seven SNPs. The map
produced showed low genomic coverage, however, it was informative for use in marker-
assisted selection in the Capsicum breeding program of Embrapa Hortaligas, although more

markers are needed in order to obtain greater genomic coverage and greater precision.

Keywords: SSR; SNP; Fruit Abscision; Capsicum chinense; Linkage map.
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INTRODUCAO

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae e compreende uma grande variedade
de espécies que podem ou ndo apresentar pungéncia que se deve ao acumulo de capsaicinoides.
A espécie C. chinense foi originalmente encontrada na bacia amazénica, mas € comercialmente
cultivada em todo o Brasil, devido a sua adaptabilidade a diferentes solos e climas. Os frutos
desta espécie apresentam uma enorme variabilidade em tamanho e forma, e em diferentes
intensidades de amarelo, laranja ou vermelho quando maduros (LANNES et al., 2007).

A facil abscisdo de frutos facilita a colheita manual de frutos, principalmente de grupos
de pimenta com frutos pequenos, e pode possibilitar colheitas semimecanizada e/ou
mecanizada, e € uma caracteristica de interesse para 0 melhoramento genético da pimenta. O
fruto da pimenta ndo tem uma camada de abscisdo do peciolo como a do tomate, por exemplo,
e a ligacdo do pedicelo ao fruto pode ser muito forte em algumas cultivares. Muitas vezes, ha
rompimento do fruto e/ou consideravel quebra na colheita manual causando queimaduras nas
maos dos colhedores. No programa de melhoramento da Embrapa Hortaligas (CNPH), foram
selecionados parentais de C. chinense contrastantes para essa caracteristica. Uma forma de
facilitar a selecdo ¢é a identificacdo de marcadores moleculares ligados a caracteristica de
interesse, por meio da construcao de mapas genéticos em populacdo F, originaria de parentais
contrastantes para a caracteristica, e avaliacdo da populacdo Fz para mapeamento da
caracteristica.

Nesse sentido, marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) e SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) tém sido amplamente utilizados como uma eficiente
ferramenta. Com o crescente interesse no uso de marcadores SNPs em estudos moleculares,
muitos métodos de genotipagem foram desenvolvidos e uma grande variedade de plataformas
tem sido utilizada, incluindo eletroforese em gel, microarrays ou chips, espectrometria de
massa, leitores de placas de fluorescéncia e citometria de fluxo (PARIS et al., 2003; LEE et al.,
2004; GIANCOLA et al., 2006 apud. GARCES-CLAVER et al., 2007). Plataformas de
genotipagem de alta robustez foram desenvolvidas para algumas espécies vegetais e séo capazes
de analisar simultaneamente centenas ou milhares de marcadores em centenas ou milhares de
individuos (SINGH & SINGH, 2015), propiciando alta cobertura genémica e gerando grande
namero de dados que auxiliam na criacdo de mapas genéticos a exemplo os MicroArrays ou
chips de SNPs, que possibilitam a analise simultanea de milhares de marcadores em centenas

de acessos, produzindo uma enorme quantidade de dados de modo a auxiliar na criacdo de
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mapas genéticos, na deteccdo de sequéncias de interesse, em estudos de caracterizacao,
taxonomia e diversos outros.
Assim, 0 objetivo desse estudo foi produzir um mapa genético de ligagdo com analise

de populacéo segregante F, utilizando marcadores SSRs e SNPs.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL

O material obtido para o estudo foi proveniente do Programa de Melhoramento da
Embrapa Hortalicas (Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas - CNPH), e consistiu de um
acesso hibrido F1 (CNPH 40.491), obtido por meio de cruzamento de dois genitores
contrastantes para abscisdo de fruto, CNPH 4337 (com abscisao de fruto facil) e CNPH 40001-
1 (com abscisdo de fruto dificil). Também foi utilizada para a analise, a populacdo segregante
F2 composta por 156 individuos. O estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratorio

de Genética Vegetal — LGV, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

EXTRACAO DO DNA GENOMICO E AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS

DNA genémico foi extraido, utilizando-se o protocolo de extracdo CTAB 2%
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998 — com adaptacdes). Foram utilizadas folhas das
plantulas e essa fase envolveu seis etapas descritas a seguir:

1. Foram utilizados aproximadamente 200 mg de amostras de tecido foliar pesadas
em balanca de preciséo, identificadas e individualizadas em tubos tipo eppendorf com “beads”
metalicas. Foram adicionados 700 pL de detergente catidnico CTAB 2% em solugéo contendo
1,4 M NaCl, 20 mM de EDTA, 100 mM de Tris-HCI pH 8,0; PVP 1%, responsavel pela lise
das membranas celulares e 2 uL. de B - mercaptoetanol 0,2%, responsavel pela inibicdo da
oxidacdo do material vegetal. A maceracdo mecéanica para a lise das paredes e membranas
celulares foi realizada em maquina Mini beadbeater (Biospec Products Inc.);

2. Os tubos foram incubados em banho maria a 65° C por aproximadamente uma
hora, agitando-os suavemente, de 10 em 10 minutos, para solubiliza¢cdo e homogeneizacgdo da

solucéo.
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3. Apos banho maria, foram adicionados 600 pL de CIA - Solvente organico
(solucéo de cloroformio e alcool isoamilico 24:1). Os tubos foram agitados por inversdo durante
5 minutos e submetidos a centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos. Nessa etapa, a fase
organica (inferior) contendo parede celular, celulose, lipideos, proteinas e polissacarideos foi
separada da fase aquosa (superior) contendo DNA e RNA.

4. A fase superior foi retirada com auxilio de pipeta de 200 pL e transferida para
outro tubo devidamente identificado. Foram adicionados 400 pL de isopropanol gelado (-20°C),
responsavel pela precipitacdo dos acidos nucleicos totais, e os tubos ficaram armazenados em
freezer - 20°C por uma hora. Apos esse periodo, foi realizada centrifugacdo a 12.000 rpm por
15 minutos, havendo formacéo do pellet.

5. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente para ndo se perder o pellet. O
pellet foi lavado com 500 pL de etanol 70% duas vezes e posteriormente com 500 pL de etanol
100% uma vez, e seco em centrifuga a vacuo por 15 minutos.

6. Foram adicionados 50 pL de tampéo TE (Tris-EDTA) para ressuspender o pellet
e 2uL de RNase (10mg/mL), incubando as amostras em estufa a 37°C por 30 minutos para

digestdo do RNA, restando apenas o0 DNA genémico desejado.

QUANTIFICACAO E DILUICAO DO DNA

Para verificar a quantidade e qualidade, o DNA extraido foi quantificado por meio de
eletroforese horizontal em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio. Foi utilizado DNA A
com concentracdo de 200 e 400 ng (total) como comparativo para 0 DNA concentrado. A
visualizacdo das bandas foi realizada por leitura da intensidade de fluorescéncia do brometo de
etidio sob luz ultravioleta (UV) em transiluminador e fotografada em fotodocumentador. O
brometo de etidio € um corante que se intercala nas moléculas dos acidos nucleicos sendo que
a luz ultravioleta induz a fluorescéncia.

A diluicdo do DNA foi feita com agua Mili Q, utilizando-se o estimador a seguir para

diluicdo:
ClxV1=C2xV2
Onde:

C1 = Concentracdo do DNA estimada no gel.

V1= Volume de &gua a ser adicionado para concentracao de trabalho (3ng/uL).
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C2 = Concentracdo do DNA para trabalho (3ng/uL).
V2 =Volume estipulado de DNA para trabalho (200pL).

O DNA diluido foi quantificado em gel de agarose 1% utilizando DNA A com
concentragéo de 15, 30 e 50 ng (total) como comparativo e os ajustes e requantificacdo foram
feitos quantas vezes necessario até a obtencdo da concentracdo de 3 ng/uL.

Foram utilizados para o screening de microssatélites (selecdo dos primers polimorficos)
os parentais CNPH 40.001 e CNPH 4337 e o hibrido F1 CNPH 40.491, resultante desse
cruzamento. Para a genotipagem com marcadores moleculares SSR e SNP, foram utilizados
156 acessos da populacdo F2 provenientes da autofecundacéo do hibrido F1, além dos parentais

e F1.

AMPLIFICACAO, SEPARACAO DOS FRAGMENTOS E GENOTIPAGEM DE
POPULACAO F, COM MARCADORES SSR

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada por meio de reacdes de PCR
(Polymerase Chain Reaction). Para isso, foram utilizados 3 uL de DNA a aproximadamente 3
ng/pL; 3 pL de primer (oligonucleotideos desenhados para serem complementares a sequéncia
alvo) a 0,9 uM; e 7 uL de mix contendo 2,65 uL de agua; 1,3 uL de dNTPs a 2,5 uM; 1,3 puL
de BSA a 2,5 ng/mL; 1,3 pL de tampéo 10x (100 uM Tris-HCI pH 8,3; 500 uM KClI; 0,25 pL
de MgCl, 50 uM) e 0,20 pL de Taq DNA polimerase a 5,0 U/uL totalizando 13 pL de reacéo.

As condigdes de amplificagdo foram as seguintes: um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C,
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto na temperatura de anelamento (otimizada
para cada par de primers e variando de 48 a 60°C), e 1 minuto a 72°C, seguidos de um ciclo
final de 10 minutos a 72°C, sendo que as PCRs para todos os gendtipos foram realizadas em
sistemas multiplex com 3 pares de primers.

A separacédo dos fragmentos obtidos por PCR no screening de primers foi realizada por
meio de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 5%, coloragdo com nitrato de prata
(AgNO:s) e revelacdo com carbonato de sodio anidro (Na2COs3) (BASSAM et al., 1991), a uma
constante de 90 W de poténcia. O gel de poliacrilamida 5% é constituido por uma malha que
separou fragmentos com até 2 a 4 pb de diferenca, menores se comparado ao gel de agarose.
Dessa forma, optou-se por utilizar essa técnica, devido a sensibilidade e especificidade na
separagdo de macromoléculas. O tamanho dos fragmentos amplificados em pares de base foi

avaliado por comparacdo com marcador de peso molecular Ladder 10pb.



52

Os primers F e R (forward e reverse) utilizados nesse estudo foram desenvolvidos para
C. annuum no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (BUSO et al., 2000), constituindo 256 pares de primers (com nomes iniciados
por CA seguido de um nimero). Outros 222 pares de primers (CaCr) também foram utilizados
e estdo descritos na literatura (CHENG et al., 2016), totalizando 478 primers. Esse total foi
testado e otimizado em screening (com os genoétipos dos dois parentais e do hibrido), e
utilizados para genotipagem da populagdo F», de acordo com a ocorréncia de polimorfismos.

116 primers polimorficos foram marcados com fluorescéncia e a A amplificacdo dos
fragmentos de DNA foi realizada por meio de reagdes de PCR utilizando o mesmo protocolo
descrito anteriormente para sele¢do de primers. Foram adicionados a reacdo de PCR pronta 10
puL de uma mistura de Rox + Hidi formamida (100/1000pL) — Referéncia passiva — e ap0s
desnaturacdo, levada ao sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems), com
deteccdo de fluorescéncia por meio de capilares e genotipos declarados com o uso do software
GeneMapper versdo 4.0/4.1. O arredondamento do tamanho dos alelos em pares de bases foi
realizado com o uso do software AlleloBin (PRASANTH et al., 2006).

GENOTIPAGEM DE POPULAGCAO F, COM MARCADORES SNP

O DNA gendmico extraido dos acessos parentais, F1 e F> foram enviados para a empresa
Neogen, onde foram selecionados 1273 SNPs de Capsicum annuum do chip de alto rendimento
publicado por ASHRAFI et al. (2012) e utilizados em chip multiespécies (com SNP para 27
espécies, entre elas, C. annuum) para a genotipagem descrita no presente estudo por meio da

tecnologia lllumina Infinium I®.

CONSTRUCAO DO MAPA DE LIGACAO

Para a construcdo do mapa de ligacdo, dados de ambos os marcadores (SSRs e SNPs)
foram utilizados no software JoinMap versdo 3.0 (VAN OOIJEN; VOORRIPS, 2001) que
permite a analise conjunta de marcadores segregando nas propor¢fes 1:1, 3:1, 1:2:1e 1:1:1:1e
possibilitando a construcdo de mapas integrados. Esse software implementa um método que
calcula uma probabilidade para cada genotipo, dadas as pontuacbes dos dois marcadores
flanqueadores e as distancias entre marcadores (CHEEMA & DICKS, 2009).

Inicialmente o teste de Qui-quadrado (X?) foi utilizado para testar a hipotese nula de

segregacdo 1:2:1 nos marcadores polimorficos, e marcadores distorcidos que apresentaram
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propor¢des de segregacdo esperadas com nivel de significancia o >= 0,05 também foram
utilizados para a analise de ligacao.

Os parametros de analise para o estabelecimento dos grupos de ligacdo adotados foram:
LOD score de 3,0 e fracdo de recombinacdo maxima de 0,4. O ordenamento mais provavel dos
marcadores em cada grupo de ligacéo foi estimado pelo método de mé&xima verossimilhanca e
as fragdes de recombinacdo foram convertidas em distancias de mapa, centimorgans (cM),
usando a funcdo de mapeamento de Kosambi, que leva em consideracdo a interferéncia entre

eventos de recombinacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

MARCADORES SSR

Marcadores polimorficos revelam diferencas entre os gen6tipos para o loco analisado
enquanto marcadores monomorficos nao apresentam diferencas para o loco em questdo. Do
total de 478 primers testados em screening para 0s genotipos dos dois parentais (CNPH 4337-
4 e CNPH 40001-1) e o hibrido (F1) CNPH 40.491, 128 apresentaram polimorfismo e o restante
ndo foi informativo, sendo 249 monoméarficos e 101 ndo amplificaram, representando 26,8%,
52,1% e 21,1%, respectivamente (Figura 3).

Screnning of C.chinense

m Polimérficos = Monomdrficos  m Nao Amplificaram

Figura 3: Screening de 478 primers SSR com 0s gen6tipos CNPH 4337-4 e CNPH 40001-1
de C. chinense.
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Dos 128 primers polimorficos, 116 foram marcados com fluorescéncia e s&o

apresentados na Tabela 1 com suas respectivas sequéncias (forward e reverse), temperaturas de

anelamento otimizadas e fluorescéncias utilizadas (6-FAM (Azul), HEX (Verde) e NED

(Amarela)) pela empresa Life Science Solutions Group para possibilitar a analise simultanea de

varios locos (Multiplex) na genotipagem. Esses primers foram escolhidos para marcacéo por

apresentarem maior nitidez na visualizagdo dos tamanhos de fragmentos e foram utilizados em

estudo posterior na elaboracdo de mapa genetico de ligacdo, visando a identificacdo de

marcadores associados a facil abscisdo de frutos com o intuito de implementar a selecdo

assistida por marcadores no programa de melhoramento genético da Embrapa Hortalicas.

Tabela 1: Lista dos 116 primers SSR polimorficos selecionados em screnning. Sequéncias
Forward e Reverse, temperatura de anelamento (Ta) e fluorescéncia usada para marcagao.

PRIMER FORWARD REVERSE Ta (°C) Fclz_gﬁgis
Calo AAACACGAGAGAGAGAGA CGAGTGTGGTGAATATGA 56 HEX
Call GTTGTTATCTCCTTTTCCCA AAATGTTAGGAACTCACCAG 56 6-FAM
Ca26 CGCATATAGGCAGATCAAAT TGACTCAAATGCTCTCTGAA 58 NED
Ca29 TGGGTAAAGGTACTTAGTAG GTTGTATTGCTTTAGCTCAG 56 NED
Ca 36 GGGTAAAGGTACTTAGTAGA GTTGTATTGCTTTAGCTCAG 56 NED
Ca 44 AAACACGAGAGAGAGAGA GGTTGACATACTCTTCCT 56 HEX
Ca49 CTATCTTCGCATATAGGCAG AATCTCTGTGGCTGACTCAA 56 NED
Ca61 GAAGAGTCCTACTCAATCTA CTATATGGTTTCACTCCTTC 56 NED
Ca62 CGCATATAGGCAGATCAAAT GGTCAGACTACGCTCTCTCA 56 6-FAM
Ca67 CCGAGAAAATGCACACAA TGACATACTCTTCCTACAGCTA 56 NED
Ca68 TAATAGAAGCCCGCCCCT ATGCATGAGACTGTTGTTATGGTA 56 NED
Carl CTCAAGTGTGCCAGGTGATT TGCAGGATCAAAGTAGTCATAG 56 NED
Ca73 GCAAGGAGAGAATCAAGGTT  GGAGGTCAACACTTGGATTAG 56 6-FAM
Ca76 GCTAGTCACGTCAATCTGTT CATTCTCTTCTTCTCAAACG 56 HEX
Ca80 CTCAAGTGTGCCAGGTGATT GAGAGACAGGAAGAGACGTACA 56 HEX
Ca82 GCACATGCACGTACAACC GGGGTAAAAGGCATTGTG 56 HEX
Ca87 CCGCTACGTTAGTATGTTAT AGCCACGACAATCAATAG 56 6-FAM
Ca88 AATGGATGTTCCCTTGCTTT CAACTGATCAACCATTCCGT 56 HEX
Ca90 AAGGAGGAACAAGAACAACC ATTGGCAAGCACATGTAACT 56 HEX
Ca%4 ACACAAAATGTCCCCGAA CCATTGACAAGGACAATTCT 56 NED
Ca95 CGCATATAGGCAGATCAAAT AATCTCTGTGGCTGACTCAA 56 6-FAM
Ca96 CGCATATAGGCAGATCAAAT AATCTCTGTGGCTGACTCAA 56 6-FAM
Ca99 TTCGCATATAGGCAGATCAA AATCTCTGTGGCTGACTCAA 56 HEX
Cal05 CTTCGCATATAGGCAGATCA GGCTGACTCAAATGCTCTCT 58 6-FAM
Cal06 CGAGGAAGCATTTAATGAGA CCTAGTCAATTGGATAGTGGG 56 6-FAM
Call0 GTCCAGTTTATGTTAGTTATT TGGTTCTTGATTTCATATAG 56 NED
Cal29 éCAAACTCATAATAGAAGC AGATACTTCTCTGTTCTCCT 48 HEX
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Cal3l
Cal36
Caldd
Cal59
Cal63
Cal67
Cal69
Cal75
Cal78
Cal99
Ca200
Ca206
Ca211
Ca215
Ca216
Ca221
Ca226
Ca230
Ca243
Ca262
Ca264
CaCrl1-2
CaCrl-7
CaCr1-10
CaCri1-11
CaCr1-13

CaCrl-14
CaCrl1-17
CaCr2-1

CaCr2-3
CaCr2-7
CaCr2-13
CaCr2-14
CaCr3-2

CaCr3-6

CaCr3-7
CaCr3-10
CaCr3-12
CaCr3-13
CaCr3-14
CaCr3-19
CaCr4-3
CaCr4-4

CaCr4-5

AAATGCACACAAAAACAC
GTGGACTAACAGACTCAACG
TAGAAACACAAAATGTCCCC
GCAGAAAATGGGTAAAGGTA
ACTCACCAGAAACAGTTAGC
CATTCTCTTCTTCTCAAACG
CTTTAGCTCAGAATGGTC
CGCATATAGGCAGATCAAAT
CCCAACTCATTTAATTCCAC
CCGCTACGTTAGTATGTTAT
ACAAATCATCCATTTATAGG
AGTAACTAACTCGAGGAAGC
CCAGATATGCAGGATCAAAG
GGCTCTTACCATTGACAAGG
AGAATCTCTGTGGCTGACTC
ACCCACTATATACAGAGA
GCAGAAAATGGGTAAAGGTA
CGCATATAGGCAGATCAAAT
CATTTGTGATCAGGGCATTT
TGAGTCTTGCTTTGTTCTGG
GTTTCACTCCTTCTTTGCTT
AGTTTGTTCGATGTGGCTCA
TGCAACTAGTATTTCCACCGT
CAAACTACCGAACCAAGGCC
TCCACCACATCCTTTCAGCA

TGATGTTCATTCGATTGGCAA
Cc
GTGCCAGCTAAGTGACACT

ACAAAGTCAGCAGCAAGTGG

AGCTCGGATTCTAATGGACAC
T
AGCAACAGCAGGAAAACGAA

TCGCGCAGGTAGGAATTTTG
AATGTGGGATCTTGCAGCAC
ATTGCTTTGCTCCCAATCCC

CAGCACAATAGAATTCAACAT
GTGT
ACTTATGTGTTTCCAGGTACG
G
GCAGATAGGGGAGTTGTGGT

CTAAGATCTGCACAGCCACG
TTCAAACACACGACCTTGGG
GGGTGGGTGGGTATGAAGAA
TAGGAGTGTGGCATTGTGGG
TGGGGAGTGCTTGTGTGTAA
GAAAACCGCCTGACTCCATC

GGACCATGATTATCCCAACAC
T
GAACCTGCCACAAACTCACC

AATATGACCACATTTGTG
CTGATGATGCAGAACATGAT
CCATTGACAAGGACAATTCT
ATTGCTTTAGCTCAGAATGG
TCTGCTCATATACACCTACA
CACGTCAATCTGTTGTGAAA
TGGGTAAAGGTACTTAGTAG
GCTGACTCAAATGCTCTCTG
CACGTCAATCTGTTGTGAAA
GATGTAATAATGCATGGTGT
GAGTAGTTGTTGCCTGTATT
GGTCATGAGCTCTGTATAAA
CTCAAGTGTGCCAGGTGATT
ACACAAAATGTCCCCGAA
ATCTTCGCATATAGGCAGAT
CTAGTTGTATTGCTTTAG
TTGCTTTAGCTCAGAATGGT
CTCAAATGCTCTCTGAACAA
AATGGATGTTCCCTTGCTTT
GTAAAGGCCGCTCAATCTAC
AGTTGGTTGATCAGGAATCT
CACCAAGTCTACCTCGCAGA
ACTGAATTGACCCATGAAAGCT
ACGAATCGCTTGTTCAGAAGA
GAAATGAAGGCCCGCATCAT
CCTTCGCGGTTATGTTATCGG

GGACTATTGTGCCAGCTAATTAG
GGGGAATTACTATCAGGATCCGT
AGGGATGACTGTGAGGTTAAGA

GCTGTCGTCAAGGGGAGTAT
GTGGACTACAAAATCTCTCGTTCT
CTCATTTGCCCAACTTGCCT
ACTGGCTTCATCTTTCGCAC
TCGACCCACATTCATCTAGCA

TTTGAAAATGGCTAGTGTTCTCAA

TGACCCTTCCGAGTTTTAACC
AGGGGAGTGGCTATACAACA
AGCTATTAAGGCCCGTTGGA
TGGCGCGACTAAATAGGGAT
TGTGGCATCTATCTCACCCA
GATGTAACGTCTGGTGGTGC
AGGGGCGGATATACAGTGTG

ACAAGGAAAGAGAGAGATATACG
GT
CTGCCTTGCGAGTCGTTAAG

48
56
56
56
56
56
56
56
56
58/60
56
56
56
58
56
50
56
54
56
56
56
57
56
56
56
56

56
56
56

58
58
58
52
56

58

58
56
56
56
56
58
56
56

57

HEX
6-FAM
6-FAM
6-FAM
6-FAM

NED

NED
6-FAM

HEX

NED

NED

HEX
6-FAM

HEX

HEX
6-FAM

HEX

NED

NED

HEX
6-FAM

NED

HEX

HEX

HEX

HEX

6-FAM
NED
NED

HEX
NED
6-FAM
6-FAM
HEX

6-FAM

HEX
6-FAM
NED
NED
6-FAM
6-FAM
NED
NED

6-FAM
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CaCr4-7
CaCr4-10

CaCr4-11
CaCr4-13
CaCr5-5
CaCr5-6
CaCr5-8
CaCr5-9
CaCr5-12

CaCr5-13
CaCr5-14
CaCr5-15
CaCr6-13
CaCr6-14
CaCr6-17
CaCr7-2
CaCr7-5
CaCr7-6
CaCr7-9
CaCr7-11

CaCr7-15

CaCr8-1

CaCr8-4
CaCr8-7
CaCr8-8

CaCr8-19
CaCr9-1
CaCr9-2
CaCr9-5
CaCr9-7
CaCr9-12
CaCr9-16

CaCr9-20

CaCr10-1
CaCr10-3
CaCr10-8

CaCrl0-
12
CaCrl0-
19
CaCr10-
22
CaCri1-
16
CaCr12-3

CaCri12-5

GCCCATAATAGCAGCTGACG

ACAGTCCCTATACCACATTCA
TTG
GAGACGGACAGTGAAAAGCA

CGGGCCATGCTTCTCTAGTA
AGGAAGCGAGCCAATCACTA
ACAAAGGTGGATAGAGGGGT
AACCAAGCTGCCCATACCTA
ACCCCACACATATATGCGCT

TTTAGTCCTTAACGGTTTGGTT
TT
TGTACAGATGCGGCAACATT

AGGAAGGCTGGTGTAGAGTT
TATGTCGGTCAGTGCACAAG
TGACCTCCCTCTCTCTCTCC
CTGCTTCTTCCTTGGCTTCC
GCCTAGTGACGAGCCTTTTG
TGGCATCTCTTCATTGTCACT
TCTTGGGCGCTTCTTTCAAC
TGTGGATCCTTTGCCCTTTT
ATGCTAAGGTGTCTCTCGGG

TGCTTCTACAGTATTTTGACG
TGT
ACCATCATTCTCTTTAGATCC
CAC
AGGTAAGAGGTAGTGAGCAT
TGT
TCATGTTTGCAGGCTTTGGG

AGTGACACCATGCAAGACCT

GCACAATTACCTATGTGTCCC
T
TGGCGGATCTACACATGGTT

GGCCGACCTAACATCAATCG
CGGAGAGTAATAGGACCTCGT
TGGATGCCATTGTTTGTCAGA
AGTCAAGTCTTCGATCGGGG
CACTCCGTCTCGAACCCTAA

TCTCTTGAAGTGACAGAAAAC
GA
TCGCTGATGTAGATCCATGAA
Cc
AGGCCCATGTTAAGTTCGGA

GCTTCCTTCAACCTACTGCG
ACTGCCGTCAAAAGAAATCCC
CCCCAAGGTTAGTTTTCTCCT

CCACCACCCTTCAAATTAGCA

CCTTCCAACAACCCTGCAAA

TTCCACCAACATGCTTCGTG

TCCCTCAAACTGACGTGGAA
GTTAGCTGCACGAATCGAGG

TAGTCAGGTTGTGCTGCAGT
CCCCACCCCTTCCCTAAAA

TGGTTCTGAGCCGTAGTTGT
TTAGAGAGGGTGTACGTGCA

TGAGTTTTGATTTGGAGTATGTGTT

GAGACTCGTGTTGATAACGTGT
CATTGGTTGTTTGGACGTCC
AGATTGCGGCGGATGTATCT
GCATGTCCCTCAGAATGAAGA

TCTTCCTCCACTTTGTTCTCCT
GGTGCCACATCATCCTTGTC
AGATGTGATAGGGGAAGCTTGT
TGCATGCACCATACATCGTG
GTGTGTTGCTATGCTCGAGG
GCGAAGGACACTCACTCATG
GATGATCAAGCCACCACCAC
GGGCTGAATTGTAGGGAGGT
CTTAGCCAGTTCCGTGATGC
GTAATGGACCAGACACCCCT
AGTGGTAGGAGCAGTTGTGT

TGGCTACATCACTACCAAGCT

CGGTACAAAAGGGCGACAAA

TACCAATCGTAGGGGTGCAG
TGTTCCTTCGATGGGTGAAC
AAAGTTGAGGGGAGAAAAGGAA

TCGTTATCTACAGTGGCGGA
AACTCGCTCATTTAACGCCT
CCTGGTGATGCTTTGCTTGT
AGGTTAGCAATGGGAGAGGT
GGGTGTGTTTGGAAAGAAGACA
ACGAACATGCAGTCCACAGT
GCGGAGACAAGTGAAAGCAA

TCGACCTGACTCAAACCACA

TGACCCACTTGATGATTTCGTC
AGAACCTCGGCTCAATGACA
AGTCACCTACATCAACGCCA
ACGGGAGAAACTTTGCATCAC

CACTGTGCATGGTGTTCGAA

CTGCATTGAGTGGTCGTTGA

GCTACCCTTTGCATGAACCC

CACCACCACCATTAACACCG
TGGATGGTATTGATGGCCTTG
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58
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56
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60
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CaCri12-7

CaCri12-9

CaCrl2-
13

AGTTTTCAGGTGATTCGTTTG TGCAACACCACTTCTTGCTC 58 6-FAM
AGA

TCCACCATCAATCCAGCCAT GGCATCGAGGTAGGCTTCTA 58 NED
TCAGGGTTAAAGCACTCCGA TTTTGTGGATTGCTCACCCA 56 HEX

Dos 116 marcadores SSR polimérficos relatados anteriormente, 34 foram utilizados

para genotipagem da populagéo F2 e desses, 30 mapearam (Tabela 2).

Tabela 2: Lista dos 30 primers SSR utilizados na elaboracao de mapa genético de ligacéo de
Capsicum chinense.

PRIMER CROMOSSOMO POSICAO

Cal0 1 21.006
Ca26 3 12.725
Ca29 4 7.219
Ca 36 4 18.823
Ca49 3 9.421
Ca6l 2 0.000
Ca62 3 0.000
Ca67 1 21.931
Ca7l 1 14.477
Ca76 1 9.070
Ca80 1 10.872
Ca87 5 3.680
Ca88 9 0.000
Ca9%4 1 26.349
Ca95 3 22.039
Ca96 3 25.724
Ca99 3 32.754
Cal05 3 27.996
Cal06 9 0.327
Call0 4 0.000
Cal36 6 0.000
Cal44 1 24.673
Cal59 4 10.204
Cale7 1 0.000
Cal69 3 35.111
Cal99 5 0.000
Ca2l1 1 10.115
Ca216 3 26.835
Ca226 4 8.904
Ca264 2 45.841
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MARCADORES SNP

Dos 1273 SNP genotipados, apenas 10 segregaram e 7 mapearam (Tabela 3) sendo que
o restante ndo foi informativo (monomdrficos). Uma possivel justificativa para a propor¢éo de
marcadores informativos apresentada pode se encontrar no fato de que o genoma de referéncia
utilizado no chip para genotipagem foi de C. annuum , espécie do mesmo género de C.
chinense, mas pertencente a um grupo distinto em sua taxonomia. Hasan et al. (2021) relatam
haver maior taxa de mutacdo em marcadores SNPs comparados com SSR. A baixa taxa de
segregacdo dos marcadores SNPs utilizados nesse estudo pode indicar também alta similaridade
genética dos acessos parentais, 0 que ndo parece provavel, ja que houve polimorfismo dos
marcadores SSR Garces-Claver et al. (2007) relataram que a abundancia e estabilidade em
sistemas de genotipagem de alto rendimento que empregam SNPs oferecem impressdes digitais
e mapeamento aprimorados, bem como analises filogenéticas confiaveis e novos esquemas de

ensaio para programas de melhoramento.

Tabela 3: Lista dos 7 marcadores SNP utilizados na elaboracdo de mapa genético de ligacdo
de Capsicum chinense.

SNP GRUPO DE LIGACAO POSICAO
EMB-214294-TC 5 18.149
EMB-213721-TC 6 17.092
EMB-214792-AG 7 0.000
EMB-214794-TG 7 0.000
EMB-214793-TG 7 0.000
EMB-212011-TC 8 0.000
EMB-215985-AC 8 42.922

MAPA GENETICO DE LIGACAO

A etapa de identificacdo de marcadores de DNA que revelam diferencas entre os pais
(ou seja, marcadores polimorficos) € critica na construcdo de um mapa genético de ligacéo.
Lamas (2010) afirmou que para a construcao de mapas genéticos é necessario que os genitores
da populacdo sejam contrastantes para a caracteristica que se pretende estudar, e que apresentem

uma distancia genética minima para que possam ser identificados marcadores polimorficos para
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a construcdo do mapa. Em geral, as espécies de polinizacdo cruzada possuem niveis mais
elevados de polimorfismo de DNA em comparagdo com espécies autdgamas (ANDERSON et
al., 1993; COLLARD et al., 2003; JOSHI & NGUYEN, 1993; YU & NGUYEN, 1994). Os
parentais selecionados nesse estudo, CNPH 4337 (com abscisdo de fruto facil) e CNPH 40001-
1 (com abscisdo de fruto dificil), eram completamente contrastantes para a caracteristica de
abscisdo de fruto apesar de terem apresentado uma propor¢éo de SNPs genotipados/mapeados
muito pequena na populacdo F. segregante, o que poderia indicar uma grande similaridade
genética para outras caracteristicas, mas a causa mais provavel é o fato dos marcadores terem
sido desenvolvidos para outra espécie.

O mapa genético de ligagdo construido apresentou um total de 204,6 cM de tamanho,
com tamanho médio de 22,7 cM entre marcadores adjacentes, com 37 marcadores distribuidos
em 9 grupos de ligacdo dos quais, 30 sdo SSRs e 7 SNPs (Tabela 4; Figura 4). Estima-se que o
comprimento do mapa total da pimenta esteja entre 1.245 cM e 2.028 cM, de acordo com
relatérios anteriores (LIVINGSTONE et al.. 1999; BEN CHAIM et al. 2001; KANG et al. 2001;
LEFEBVRE et al. 2002; LEE et al. 2004b apud. MINAMIYAMA et al., 2006). Dessa forma, a
cobertura gendmica no presente estudo ndo se mostrou satisfatoria, sendo necessaria a

utilizacdo de mais marcadores.

Mapas para Capsicum com altas coberturas gendmicas estdo descritos na literatura, a
exemplos: KANG et al. (2001) que construiram um mapa de ligacdo de Capsicum spp. em uma
populacdo F» interespecifica (C. annuum X C. chinense) de 107 plantas com 150 marcadores
RFLP e 430 AFLP, resultando em 16 grupos de ligagdo cobrindo 1.320 cM com uma distancia
média de 7,5 cM entre marcadores. WU et al. (2009) criaram mapa genético de ligacdo
denominado P1-12, onde todos os marcadores analisados foram alocados em 12 grupos de
ligacdo correspondendo aos 12 cromossomos descritos para Capsicum spp., com base em
marcadores ortologos que ja estavam mapeados no genoma do tomate - denominados conjuntos
ortdlogos conservados ou marcadores COSII (Wu et al. 2006) com facil reprodutibilidade por
PCR, que representam genes de copia Unica conservados nas familias Solanaceae e Rubiaceae

e estdo ancorados diretamente no genoma de Arabidopsis (Wu et al. 2006).

Posteriormente, SUGITA et al. (2013) que mapearam 597 marcadores SSR, usando
linhagen duplo-haploides (DH) derivadas de um cruzamento intraespecifico de duas linhagens
puras de C. annuum designado como mapa KL-DH, que consistiu em 12 grupos de ligacao,
com com tamanho de 2.028 cM e distancia media entre os marcadores inferior a 4 cM. Esse

mapa foi comparado com o mapa P1-12, que foi derivado de uma populagéo F interespecifica
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(C. frutescens x C. annuum ), usando sequéncias cromossOmicas do tomate (Solanum

lycopersicum) para fazer a ponte entre os dois mapas. Os mapas em questéo foram semelhantes

em comprimento de mapa e distribuicdo de marcadores.

Tabela 4. Marcadores mapeados e posicdo em cada grupo de ligagéo.

Marcador Grupo de ligagdo  Posi¢do
CA 167 1 0.000
CA 176 1 9.070
CA 211 1 10.115
CA 80 1 10.872
CAT71 1 14.477
CA 10 1 21.006
CA 67 1 21.931
CA 144 1 24.673
CA 94 1 26.349
CA 61 2 0.000
CA 264 2 45.841
CA 62 3 0.000
CA 49 3 9.421
CA 26 3 12.725
CA 95 3 22.039
CA 96 3 25.724
CA 216 3 26.835
CA 105 3 27.996
CA99 3 32.754
CA 169 3 35.111
CA 110 4 0.000
CA 29 4 7.219
CA 226 4 8.904
CA 159 4 10.204
CA 36 4 18.823
CA 199 5 0.000
CA 87 5 3.680
EMB 214294-TC 5 18.149
CA 136 6 0.000
EMB 213721-TC 6 17.092
EMB 214792-AG 7 0.000
EMB 214794-TG 7 0.000
EMB 214793-TG 7 0.000
EMB 212011-TC 8 0.000
EMB 215985-AC 8 42.922
CA 88 9 0.000
CA 106 9 0.327
TOTAL 204.614
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Figura 4: Mapa genético de ligacdo para Capsicum chinense gerado pela analise de 156 plantas
F, resultante do cruzamento entre CNPH 40.001 e CNPH 4337-4, com marcadores SSR e SNP.

O ordenamento dos marcadores no software JoinMap é realizado em 3 fases, em que a
primeira é mais rigida, levando em consideracao desvios estatisticos padronizados e a Ultima
fase sendo menos precisa levando em consideracdo alguns desvios de forma a incluir mais
marcadores no mapa. Dessa forma, a terceira fase de ordenamento de cada grupo foi escolhida
ja que dispunhamos de poucos marcadores no processo de constru¢do do mapa. Cheema &
Dicks (2009) acreditam firmemente que a estimativa de mapas € um processo iterativo, onde 0s
pesquisadores devem primeiro entender o padréo global de seu conjunto de dados antes de
reavaliar e revisar o agrupamento e a ordenacao dos marcadores

A preciséo da medigéo da distancia genética entre os marcadores e da determinagéo da
ordem dos mesmos esta diretamente relacionado ao nimero de individuos estudados na
populacdo de mapeamento, sendo indicados de 50-250 individuos (COLLARD et al., 2005).
No presente estudo, foram utilizados 156 individuos F2, sendo que para mapas de alta resolugéo,

um numero maior de individuos seria mais adequado.
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Cinco espécies de Capsicum foram domesticadas nos trépicos americanos, mas 0s
programas de melhoramento se concentraram nas cultivares ndo pungentes de C. annuum
(PICKERSGILL 1997). A maioria dos mapas publicados para Capsicum envolvem a espécie
C. annuum , que € a mais importante do ponto de vista produtivo e econémico. Minamiyama
et al. (2006) construiram o mapa SNU2 para C. annuum a partir de populacdo duplo haploide,
com 374 marcadores, incluindo 106 novos SSR desenvolvidos no mesmo estudo, AFLP, CAPS
e RAPD, distribuidos em 13 grupos de ligacdo e com 1042 cM de tamanho total e média de 2,8
cM entre marcadores, entretanto, utilizaram como parametro um LOD de 6,5, bastante superior
ao que é usualmente descrito (3). Paran et al. (2004) construiram um mapa genético de ligacao
integrado a partir de 6 mapas ja publicados, todos de progénies distintas envolvendo C. annuum
e C. chinense, e consistindo de 2262 marcadores (AFLP, RFLP, Genes, isoenzimas e
marcadores morfoldgicos ja conhecidos) cobrindo 1832 cM, e constataram 320 marcadores
ancoras (comuns em pelo menos dois mapas individuais). Barchi et al. (2007) elaboraram mapa
de ligagdo intraespecifico de alta resolugdo em Capsicum annuum , a partir de populacéo de
297 linhagens recombinantes. Um conjunto de 587 marcadores, incluindo RAPD, RFLP e SSR
foram utilizados na construcdo do mapa, sendo que destes, 489 foram agrupados em 49 grupos
de ligacdo. A estrutura do mapa cobriu 1857 cM com uma distancia média entre marcadores de
5,71 cM.

Dessa forma, é importante acrescentar maior cobertura genémica no presente mapa com
a utilizacdo de mais marcadores moleculares ja descritos e identificados na selecdo de primers
descritos nesse estudo.

CONCLUSAO

Foi produzido mapa genético de ligagdo com 204,6 cM de tamanho e tamanho médio
de 22,7 ctM entre marcadores adjacentes, a partir de 37 marcadores distribuidos em 9 grupos de

ligagéo dos quais, 30 sdo SSRs e 7 SNPs.

Marcadores SSRs foram mais informativos do que SNPs.
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RESUMO: O género Capsicum apresenta grande importancia econdmica no agronegocio
mundial e do Brasil. A pungéncia € caracteristica de algumas espécies de pimenta e deve-se a
presenca de alcaloides. Os frutos dessas pimentas ndo possuem uma camada de abscisdo do
pedinculo como a do tomate, em que a ligacdo fruto-pedunculo é mais fraca. Dessa forma,
muitas vezes ha rompimento do fruto e/ou consideravel quebra na colheita, que é realizada
manualmente. A facil abscisdo de frutos em pimentas desse género é uma caracteristica de
interesse para 0 melhoramento genético, facilitando principalmente a colheita manual dos
frutos, podendo viabilizar ainda as colheitas semimecanizada e mecanizada e, proporcionando
economia de investimentos na fase final do cultivo. Marcadores moleculares tém propiciado
estudos de larga escala com andlise simultanea de sequéncias alvo, auxiliando a caracterizacdo
de BAGs, correta taxonomia, conservacao e selecdo assistida, bem como a criagcdo de mapas
genéticos e identificacdo de QTLs associados a caracteristicas de interesse. Assim, o objetivo
desse estudo foi identificar QTLs associados a facilidade de abscisdo de fruto em C. chinense,
por meio de genotipagem de populacdo segregante F2 com marcadores SSR e SNPs e analise
fenotipica de populagdo segregante Fs. Foram selecionados parentais de C. chinense
contrastantes para essa caracteristica, componentes do programa de melhoramento da Embrapa
Hortalicas, CNPH 40.001-1 (de dificil abscisdo de frutos) e CNPH 4337 (de fécil abscisdo de
frutos). O hibrido F1 CNPH 40.491, resultante do cruzamento desses dois parentais, foi
autofecundado dando origem a 156 individuos F2 utilizados para constru¢do do mapa genético

de ligacdo (Cap. 1). Cada planta F> foi autofecundada, dando origem a trés plantas Fs, com
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excecgdo dos gendtipos 42, 47, 104 e 127 que ndo produziram sementes. Portanto, 459 plantas
Fs e nove plantas correspondentes aos parentais e hibrido F1 (totalizando 468 gendtipos) foram
avaliadas fenotipicamente para abscisdo e firmeza de fruto. Um QTL sugestivo foi identificado,
no grupo de ligacdo 3, com LOD méaximo de 3.23. Dessa forma, sugere-se a utilizacdo de mais
marcadores para uma melhor cobertura gendmica e validacdo do QTL identificado nesse
estudo.

Palavras-Chave: Colheita; Mecanizada; F-.
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ABSTRACT: The genus Capsicum has great economic importance in agribusiness worldwide
and in Brazil. Pungency is characteristic of some pepper species and is related to the presence
of alkaloids. The fruits of these peppers do not have a stem abscission layer like on tomatoes,
where the fruit-stem connection is weaker. The fruit often breaks and/or there is a considerable
break in the harvest, which is currently carried out manually due to the difficulty of detaching
the fruit. In this way, the easy abscission fruits in peppers of this genus becomes a characteristic
of interest for genetic breeding, allowing semi-mechanized and mechanized harvesting,
providing savings in the final stage of cultivation. Molecular markers have provided large-scale
studies with simultaneous analysis of target sequences, helping the characterization of BAGs,
correct taxonomy, conservation and assisted selection, as well as the construction of genetic
maps and identification of QTLs associated with interest traits. Thus, the aim of this study was
to identify QTLs associated with the easy fruit abscission in C. chinense, through genotyping
of F> segregating population with SSR and SNP markers and phenotypic analysis of Fs3
segregating population. Parents of C. chinense contrasting for this characteristic were selected,
components of the breeding program of Embrapa Hortalicas, CNPH 40.001-1 (difficult fruit
abscission) and CNPH 4337 (easy fruit abscission). The F1 hybrid CNPH 40.491 resulting from
the crossing between these two parents was selfed, and 156 F, individuals were used for the
genetic linkage map construction (chapter 1). Each F> plant was selfed, giving rise to three F3
plants, with the exception of genotypes 42, 47, 104 and 127 (which did not produce seeds).
Therefore, 459 F3 plants and nine plants corresponding to the parents and F1 hybrid (totaling
468 genotypes) were phenotypically evaluated for abscission and fruit firmness. A suggestive
QTL was identified in linkage group 3, with highest LOD score of 3.23. Thus, we suggest the
use of more markers for better genomic coverage and validation of the QTL identified in the

present study.

Key words: Harvest; Mechanized; F».



71

INTRODUCAO

Originarias das Américas, as pimentas do género Capsicum foram introduzidas na
Europa, Asia e Africa na época das grandes navegacbes (1492-1600) (EMBRAPA
HORTALICAS, 2007). Hoje apresentam grande importancia econémica no agronegécio do
Brasil e sdo comercializadas de diversas formas in natura, em molhos, desidratadas ou
processadas para temperos, também utilizadas na industria farmacéutica como fitoterapicos ou
em forma de arma néo letal (spray de pimenta), além de representarem grande fortalecimento
da agricultura familiar.

Os estudos e dados de producao relacionados as pimentas desse género geralmente se
restringem a espécie C. annuum  que é a mais difundida e cultivada no Brasil sendo
representada principalmente pelos pimentGes. Entretanto, variedades de C. chinense tém
conquistado o mercado brasileiro por apresentarem muitas das pimentas mais pungentes do
género, com destaque para a considerada mais pungente do mundo na escala scoville com SHU
de 2,2 milhdes, a Carolina Reaper.

O conhecimento de caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas e genéticas, e sua
correlacdo, contribui significativamente para a correta caracterizacao e distin¢do de espécies, 0
que facilita o gerenciamento de bancos de germoplasma na identificacdo de duplicatas, e auxilia
programas de melhoramento por meio da selecdo assistida por marcadores na obtencéo de novas
cultivares de interesse agronémico.

A facil abscisdo de frutos de gendtipos de diferentes grupos varietais, principalmente
pertencentes a espécie C. chinense é uma caracteristica de interesse agronémico na obtencéo de
novas cultivares, facilitando principalmente a colheita manual, aumentado o rendimento da
colheita. A mecanizacdo da colheita de frutos de pimentas também pode ser facilitada com o
desenvolvimento de cultivares com facil absciséo de frutos. A biologia molecular tem avancado
bastante nos ultimos anos por meio de ferramentas biotecnoldgicas extremamente robustas e
eficientes que possibilitam analises genéticas vegetais de espécies de grande importancia
econdmica. A utilizagdo de marcadores moleculares associados as anélises fenotipicas para a
identificacdo de QTLs de interesse sdo de grande valia na selecdo assistida e contribuem para
melhor conhecimento da constituicdo genética de espécies e em estudos de melhoramento
genetico.

Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi identificar QTLs associados a facilidade de

abscisdo de fruto em populacdo de pimenta C. chinense oriundos do Programa de
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Melhoramento de Capsicum da Embrapa Hortalicas, por meio de genotipagem de populagédo
segregante F2 com marcadores SSR e SNP e andlise fenotipica de populacéo segregante Fa.

MATERIAL E METODOS

AVALIAGCAO FENOTIPICA DA POPULACAO F3

MATERIAL VEGETAL

Foram selecionados parentais de C. chinense contrastantes para abscisdo de fruto e
firmeza de polpa, componentes do programa de melhoramento da Embrapa Hortalicas, CNPH
4337 (facil abscisao de fruto e polpa macia) e CNPH 40001-1 (dificil abscisao de fruto e polpa
firme). O cruzamento desses dois parentais gerou o hibrido (F1) CNPH 40.491, que foi
autofecundado, dando origem a 156 individuos F.. Cada planta da populagdo F, foi
autofecundada, dando origem a trés plantas Fs de cada um dos 156 individuos, com exce¢do
dos individuos 42, 47, 104 e 127 (que ndo geraram sementes autofecundadas e nem de
polinizagdo aberta), compondo 459 plantas Fs. Essas plantas, alem de trés plantas de cada
parental e trés plantas do hibrido F1, totalizando 468 plantas avaliadas. Estas foram, foram
fenotipadas para absciséo de fruto e firmeza de fruto.

As sementes das plantas utilizadas para a fenotipagem foram fornecidas pelo Programa
de Melhoramento da Embrapa Hortalicas, as quais foram germinadas e mantidas em casa de

vegetacdo durante todo o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo.

CONDUCAO E MANEJO

A conducdo, manejo e avaliacdo fenotipica das plantas de populacdo Fz foram
realizados na casa de vegetacdo nimero 5, na area experimental da EMBRAPA Hortalicas, de

janeiro a dezembro de 2020.

SEMEADURA:

A semeadura foi realizada em 20 bandejas de 128 células nos dias 06 e 07 de janeiro de
2020 (Figura 5).
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Figura 5: Semeadura das plantas utilizadas para fenotipagem — 3 plantas de cada parental
(CNPH 40.001 e CNPH 4337), 3 plantas do hibrido F1 (CNPH 40.491) e 459 plantas da
populagdo segregante Fs. Brasilia— DF, 2020.

TRANSPLANTIO DE MUDAS:

O transplantio ocorreu em 18/02/2020, para vasos de 10 litros (3 plantulas/vaso),
preenchidos com solo esterilizado preparado na Embrapa Hortaligas (Figura 6). Os vasos foram
colocados em bancadas na casa de vegetacdo 5, conforme croquis apresentado na figura 7. O
parental CNPH 40.001 e o hibrido F1 CNPH 40.491 atrasaram a germinagdo e sO foram

transplantados na primeira quinzena de marco.



Figura 6: Detalhe evidenciando 3 plantulas por vaso no transplante das mudas em vasos de
10 litros e irrigagdo por gotejamento. Brasilia — DF, 2020.
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Casa de vegetacdo 5

Figura 7: Croquis de disposi¢do dos gendtipos Fs de C. chinense avaliados em casa de
vegetacdo. Brasilia — DF, 2020.

ADUBACAO:

A adubacédo ocorreu uma semana apos o transplante com Basacote plus 3M (NPK 16-

08-12 - Fertilizante de liberagcdo controlada com granulos completamente recobertos por um

polimero elastico chamado Poligen®. A liberacdo de seus nutrientes ocorre por processo de

difusdo). Aproximadamente 2g/vaso. E na segunda quinzena de marco, adubagéo de cobertura

com ureia — dosagem de 5 gramas por vaso.

IRRIGACAO:

A irrigacdo automatizada foi realizada por gotejamento (Figura 6), utilizando-se um

controlador de irrigacdo Gardena T1030, com turno de rega diario, variando de 7 a 12 minutos

de duracédo, acompanhando o crescimento, desenvolvimento e a demanda de agua da planta.

40578 | 40577 | 40576 | 40575 | 40574 | 40573 | 40572 | 2 11 40570 | 40.580 | 40.581 | 40.582 | 40583 | 40.584 | 40.585
40.571 | 40.570 | 40.569 | 40.568 | 40.567 | 40.566 | 40.565 | 1 2] 40.586 | 40.587 | 40.588 | 40.589 4337 40.500 | 40.591
Bancada 6 Bancada 7
40564 | 40.563 | 40562 | 40.561 | 40560 | 40559 | 40558 | 2 11 40502 | 40593 | 40.504 | 40.505 | 40.506 | 40.507 | 40.598
40.557 | 40.556 | 40.555 | 40.554 | 40.553 | 40.552 | 40551 | 1 2] 40.599 | 40.600 | 40.601 | 40.602 | 40.603 | 40.604 | 40.605
Bancada 5 Bancada 8
40.550 | 405490 | 40548 | 40547 | 40546 | 40545 | 40544 | 2 11 40606 | 40607 | 40.608 | 40609 | 40610 | 40611 | 40.612
40.543 | 40.542 | 40.541 | 40.540 | 40.539 | 40538 | 40537 | 1 2120613 | 20614 | 20615 | 40616 | 40.617 | 20618 | 40.610
Bancada 4 Bancada 9
40.536 | 40.535 | 40.534 | 40533 | 40.531 | 40.530 | 40520 | 2 11 40620 | 40621 | 40.622 | 40.623 | 40.624 | 40.625 | 40.626
40.528 | 40.527 | 40.526 | 40.525 | 40.524 | 40.523 | 40522 | 1 2| 40.627 | 40.628 | 40.629 | 40.630 | 40.631 | 40.632 | 40.633
Bancada 3 Bancada 10
40.521 | 40.520 | 40519 | 40518 | 40.517 | 40516 | 40.515 | 2 1 40.638 | 40.651 | 40.652 | 40.692 | 40.695
40.514 | 40513 | 40512 | 40511 | 40510 | 40.509 J 40508 | 1 21 40707 | 40713 | 40.717 | 40.743 | 40.756 | 40.763 | 40.766
Bancada 2 Bancada 11
40.507 | 40.506 | 40.505 | 40.504 | 40503 | 40.502 | 40.501 | 2 1y 40491 | 40.001 I
40.500 | 40490 | 40.498 | 40497 | 40496 | 40495 | 40494 | 1 21 40532 | 40.790 I
Bancada 1 7 Bancada 12
PORTA



76

CONDUCAO:

Na segunda quinzena de marco foi realizado o amarrio das plantas em estacas para

conducado vertical (Figura 8).

g

Figura 8: Tutoramento das plantas com amarrio em estacas para conducéo vertical. Brasilia —
DF, 2020.

APLICACAO DE DEFENSIVOS:

Durante o desenvolvimento das plantas foram realizadas aplicacdes de quimicos
preventivos e de controle para mosca-branca e acaro branco (Vertimec, Applaud e Sivanto

Prime).



77

PROTOCOLO DE AVALIAGAO FENOTIPICA

COLETA DE FRUTOS:

Foram coletados e avaliados cinco frutos por planta, de cada uma das trés plantas Fz por
vaso, no mesmo estagio de maturagdo: cor vermelha distribuida uniformemente no fruto; frutos
targidos (sem apresentar nenhum sinal de murcha) e com aspecto fresco e pedunculo verde.

Foi utilizada uma tesoura para cortar o pedinculo do fruto na regiao de insercao a planta,

local indicado na figura 9.

Figura 9: Local de corte do peddnculo para coleta dos frutos. Brasilia — DF, 2020.

Os frutos foram individualizados em saquinhos plasticos devidamente identificados
com o codigo do genotipo Fs e o nimero da planta (1, 2 ou 3) (Figura 10), e transportados em
caixas de isopor até o local da avaliacdo, que foi realizada no mesmo dia da coleta, no

Laboratorio de Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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Figura 10: Coleta de frutos para avaliacdo fenotipica. Brasilia — DF, 2020.

Os peddnculos que se desprenderam dos frutos durante a colheita/transporte foram

considerados como sendo de facil abscisao.

AVALIACAO DE ABSCISAO DE FRUTO:

Para avaliacdo fenotipica da abscisdo dos frutos, levou-se em consideragdo a forca de
desprendimento do fruto do pedunculo. Realizou-se avaliagdo apenas por um operador, para
diminuir a subjetividade (percep¢do), usando uma escala de notas de 1 a 3, com menor nimero
associado a facilidade de se desprender o fruto do peddnculo com as proprias méos (facil
abscisdo) (Tabela 5; Figura 11 e 12). Para a “calibracdo” das méos do operador, alguns testes

foram realizados com os parentais da populacgdo, que possuem valores extremos.

Tabela 5: Escala de notas atribuidas para avaliacdo de abscisao de fruto.

Escala de notas - Abscisao
1 — Fécil
2 — Medio
3 - Dificil
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Figura 11: Avaliacdo de abscisdo do fruto por destaque; i: Zona de destaque pedunculo-fruto.
Brasilia — DF, 2020.

Figura 12: Peddnculos extraidos na avaliacdo de abscisdo. Brasilia — DF, 2020.

AVALIACAO DE FIRMEZA DE FRUTO:

Para avaliacdo fenotipica da firmeza dos frutos, levou-se em consideracdo o nivel de
firmeza ao apertar os frutos entre os dedos polegar e indicador, conforme figura 13. Para a
“calibracdo” das mdos do operador, alguns testes foram realizados com os parentais da
populacdo, que sdo contrastantes também para essa caracteristica. Teoricamente, frutos com
polpa mole destacam-se com mais facilidade do pedinculo. Foi atribuida uma escala de notas
de 1 a 3 (Tabela 6), semelhante a avaliagdo para absciséo, onde o menor nimero foi associado

a frutos com textura mole, e 0 maior nimero a frutos com textura firme.
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Figura 13: Avaliacdo de firmeza de fruto. Brasilia— DF, 2020.

Tabela 6: Escala de notas atribuidas para avaliacdo de firmeza de fruto.

Escala de notas — Firmeza
1 - Mole
2 — Médio

3 - Firme

ANALISE DE QTLs

O mapeamento de QTLs para caracteristica de abscisdo de fruto foi realizado utilizando
0 mapa de ligacdo desenvolvido no capitulo 1 desse estudo por meio do software R/qtl
(BROMAN et al., 2003). As associacGes gendtipo-fenétipo foram investigadas utilizando
andlise de intervalo composto por levar em consideracéo a regido entre os marcadores. Os testes
de hipotese para presenga do QTL foram realizados a cada 1 ¢cM do mapa de ligagdo (“walk
speed” = 1). O limiar experimental foi estabelecido com base em 1.000 permutacdes
(CHURCHILL & DOERGE, 1994) em p <0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas e a metodologia de avaliacdo fenotipica sdo subjetivas, de forma que
dependem da percepcéo de forca do avaliador. GERSCH (1996) utilizou microscopia eletrénica
de varredura para investigar diferencas no tipo de célula e organizacéo celular no receptaculo
da fruta (jun¢do com pedunculo) em dois gendtipos de pimenta caiena (C. annuum ) e encontrou
uma regido distinta de 15 camadas de células esclerificadas que se estendia da periferia do fruto
para o receptaculo, no genotipo de dificil abscisdo, contrastando com o genétipo de facil
abscisao que apresentava menos camadas dessas mesmas células. Na metodologia, foi utilizado
um medidor de forca para medir quantitativamente a abscisao (registrado em kg e convertido
em Newtons), método pelo qual a avaliacdo torna-se menos subjetiva do que o utilizado no
presente estudo. A firmeza dos frutos foi avaliada adicionalmente, pois pode estar relacionada
a abscisdo. Em estudo preliminar com tomate de mesa, Villalon & Bryan (1970) encontraram
significancia estatistica na interagcdo da separacao fruto-pedicelo e a maturacéo.

A abscisdo continua sendo uma caracteristica importante nos programas de
melhoramento modernos. Pesquisas com tomate identificaram mutagdes que bloqueiam a
formacéo da zona de abscisdo (AZ) no pedicelo, produzindo o fenétipo “jointless” (BUTLER,
1936; RICK, 1967; ROBERTS et al., 2002 apud. ITO, 2015), que provou ser util em cultivares
de tomate industrial. Nessas cultivares, os frutos podem ser colhidos mecanicamente sem o
pedicelo e as sépalas, porque, na auséncia de um ponto de ruptura no pedicelo AZ, o fruto se
desprende préximo ao ponto de ruptura, enquanto o céalice AZ na extremidade proximal do
fruto e os 6rgédos verdes permanecem na planta. Isso reduz o trabalho e tempo necessarios para
remover o pedicelo e as sépalas durante a colheita (ZAHARA & SCHEUERMAN, 1988 apud.
ITO, 2015).

Ainda segundo o levantamento bibliogréafico de Ito (2015) se referindo a AZ do tomate,
a regulacdo dessa zona esta ligada a estimulos de abortamento de flores e/ou maturacdo de
frutos, como a diminuicdo da auxina, o aumento de etileno e a presenca da enzima
poligalacturonase (PG). Portanto, estudos nesse sentido seriam complementares e muito Uteis
para avaliar a facil abscisdo em Capsicum spp. . ESTORNELL et al. (2013) afirmaram que,
como nem todas as células que compdem a AZ sofrem dissolugdo de suas paredes celulares
durante a abscisdo, a possibilidade de que genes expressos especificos e atividades enzimaticas
podem ocorrer nessas regides. Foi recentemente sugerido que genes associados a células

programadas para morte (PCD), remodelacdo da parede celular e biossintese de etileno séo
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expressos assimetricamente dentro da AZ de tomate. Lee & Hutton (2021) utilizaram CRISPR
(RepeticGes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas) como ferramenta
molecular de edicdo cultivar de tomate de mesa jointless e obtiveram resultados de producéo
positivos em ensaios de campo, comparando com duas cultivares de mesa, uma com fenotipo

jointless obtida por melhoramento convencional e uma sem o fenétipo joitnless.

A possibilidade de se associar o gendtipo de plantas F> com fendtipos de progénies
avaliadas em niveis mais altos de endogamia (Fs, F4 etc) foi discutida por Lynch & Walsh
(1998) e representa uma alternativa interessante para 0s casos em que um maior volume de
material € necessario para que sejam realizadas as avaliaces fenotipicas, como € apresentado
nesse estudo, onde foram fenotipados 468 individuos. O maximo de informacgdo genética é
alcangado quando se usa uma populacgdo F2 e marcadores codominantes (STAUB et al., 1996;
COLLARD, 2005), j& que um individuo F> fornece duas vezes a informacéo de um individuo
retrocruzado pois geralmente carregam dois gametas informativos (LIU, 1998). O mapa
genético de ligacdo gerado no capitulo anterior apresentou um total de 204,614 cM de tamanho,
com tamanho médio de 22,7 cM e 37 marcadores distribuidos em 9 grupos de ligacdo dos quais,
30 SSR e 7 SNPs. Segundo LANDER & KRUGLYAK (1995), o mapeamento baseado em
intervalo para se detectar um QTL de interesse deve apresentar distancia entre marcadores
associados entre 20 e 35cM pois nesse intervalo é provavel que ocorra recombinacao entre o
QTL e os marcadores.

A facilidade de separacdo do fruto do calice nas pimentas foi relatada como sendo
controlada por um Unico gene dominante (Smith, 1951). No entanto, nesse trabalho foram
observados individuos ndo contrastantes para essa caracteristica, podendo indicar heranca
poligénica. Como as caracteristicas avaliadas ndo apresentaram distribuicdo normal, os dados
foram transformados em binarios sendo 1 de facil absciséo (escala de notas 1 e 2) e 0 de dificil
absciséo (escala de notas 3). Usando o nivel minimo de significancia estimado pelo programa,
que foi de 2,79, um QTL foi detectado no grupo de ligacdo 3 com LOD méximo de 3,23 (Figura
14). Em termos mais formais, os QTLs podem ser classificados como: (1) sugestivo; (2)
significativo; e (3) altamente significativo, classificacdo essa proposta para “evitar uma
enxurrada de alegagdes de falsos positivos” e também garantir que indicios de ligacdo nédo
fossem perdidos. QTLs significativos e altamente significativos tém niveis de significancia de
5 e 0,1%, respectivamente, enquanto um QTL sugestivo é aquele que seria esperado ocorrer
uma vez ao acaso em um estudo de mapeamento de QTL (em outras palavras, ha um aviso
sobre a confiabilidade de QTLs sugestivos (LANDER & KRUGLYAK, 1995).
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Figura 14: QTL significativo presente no grupo de ligacédo 3.

Embora a posi¢do mais provavel de um QTL seja a posi¢cdo no mapa em que a pontuacao
mais alta de LOD é detectado, os QTLs realmente ocorrem dentro de intervalos de confianca.
O mais simples é o 'one-LOD intervalo de suporte,’ que é determinado encontrando a regido em
ambos os lados de um pico QTL que corresponde a uma diminui¢do de 1 LOD (HACKETT,
2002; LANDER & BOTSTEIN, 1989). O ‘Bootstrapping’ — um método estatistico para
reamostragem - é outro método para determinar o intervalo de confianga de QTLs (LIU, 1998;
VISSCHER et al.,1996), e pode ser facilmente aplicado dentro de alguns softwares de
mapeamento como MapManager QTX (MANLY et al., 2001).

Segundo AVISE (2004), para MAS (selecdo assistida por marcadores) sdo necessarios
marcadores fortemente ligados, portanto, o gene deve ser mapeado com precisdo e alta
resolucéo, sendo que em populacgdes que possuem tipicamente mais de 400 individuos, os genes
podem ser localizados com resolucdo inferior a 1 ¢cM. Ao que tudo indica, como 0s
microssatélites se mostraram mais informativos no presente estudo, mais marcadores seriam

necessarios na genotipagem a fim de se obter uma maior cobertura genémica e maior precisdo
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do QTL no mapa. Uma andlise de correlacdo mais minuciosa poderia fornecer informacdes de

associacao dos marcadores com a caracteristica em questdo no presente estudo.

Muitos dos estudos envolvendo identificacdo de QTLs em pimentas do género
Capsicum sdo voltadas principalmente para pungéncia e resisténcia as viroses, sendo relatadas
também caracteristicas agronémicas de interesse econémico, mas pouquissimos estudos sdo
relacionados a abscisdo de fruto, e quando sdo, geralmente envolvem apenas avaliacdo
morfoldgica. GARCES-CLAVER et al. (2007) identificaram e validaram um SNP associado a
pungéncia utilizando 29 cultivares pungentes e ndo pungentes do género Capsicum. BEM-
CHAIM et al. (2006) detectaram seis QTLs controlando o contetido de capsaicinoides em trés
cromossomos por meio de um mapa denso composto de 728 marcadores microssatélites, AFLPs
e RFLPs denominado FAQ3 e construido com populacdes interespecificas F2 (396 individuos)
e F3 ambas originadas de cruzamento de C. annuum X C. frutescens. DWIVEDI et al. (2015)
identificaram 10 QTLs em quatro grupos de ligagcdo, todos relacionados a rendimento
agronémico em populacdes Fs e Fg intraespecificas de linhagem recombinante avangada (RIL)
utilizando trés tipos de marcadores moleculares: SSR, SCAR (sequenced characterized

amplified region) e RAPD (random amplified polymorphic DNA).

Mapas comparativos com tomate tém sido estudados e sdo de grande valia j& que
avaliam espécies da mesma familia. BEM-CHAIM et al. (2001) identificaram um total de 55
QTLs em um mapa comparativo de tomate-pimenta para varias caracteristicas, incluindo
diametro e peso do fruto, espessura do pericarpo e diametro do pedicelo que foram
frequentemente localizados em regiGes cromossdmicas semelhantes, e, portanto, parecem
corresponder a posicdes de locos que controlam as mesmas caracteristicas em tomateiro,
sugerindo a hipodtese de que esses QTLs podem ser ortélogos nas duas espécies. Essa analise
foi realizada em uma populagéo Fz derivada de cruzamento entre dois genotipos de C. annuum

e utilizando marcadores RFLP, AFLP, RAPD e marcadores morfoldgicos.

CONCLUSAO

Foi detectado QTL significativo com 2,79 de nivel de significancia e LOD méaximo de

3,23, no grupo de ligacéao 3.

Mais marcadores sdo desejaveis na anélise para a validacdo do QTL encontrado.
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CAPITULO 3 - Caracterizacdo morfoldgica e anatdmica do pedtnculo, flor e fruto
relacionada a facil abscisao de frutos em gendtipos de Capsicum chinense (Solanaceae)

Analise de estruturas Vegetais em Capsicum chinense
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RESUMO: As espécies de pimentdo e pimenta do género Capsicum sdo originarias da
América, mas hoje eles encontram-se dispersas por todo o0 mundo. Embora muito apreciadas
no mundo e no Brasil, principalmente na regido amazonica, existem poucos estudos sobre C.
chinense. Estudos de caracterizacdo e classificacdo podem auxiliar no melhoramento genético
da cultura da pimenta e no desenvolvimento de novas cultivares com caracteristicas de interesse
agronémico. A resisténcia a abscisdo dos frutos dificulta a colheita, que hoje € essencialmente
manual, de modo que o desenvolvimento de cultivares com féacil absciséo de frutos, permitindo
a colheita semimecanizada - e mecanizada, € uma meta importante. Descri¢des de diferencgas
genéticas baseadas em caracteres anatdmicos sao raras neste género. Nessa linha, caracteres
morfolGgicos e estruturas anatdmicas foram avaliados diretamente relacionadas a facil absciséo
de frutos em C. chinense, por meio da avaliacdo de dois gendétipos contrastantes para este
carater, mantidos pelo Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Hortalicas, bem como
o hibrido F; resultante desse cruzamento. A caracterizagdo morfoldgica das flores e frutos foi
realizada por meio de 13 descritores, sendo oito definidos pelo IPGRI (International Plant
Genetic Resources Institute) e cinco adaptados para este estudo. A caracterizagdo anatdmica do
pedinculo e das flores foi realizada com a elaboracdo de laminas vegetais para examinar
estruturas possivelmente ligadas a facil abscisdo do fruto. Polimorfismos morfoldgicos
contrastantes foram observados na cor do fruto imaturo, formato do fruto, posicéo do fruto na
planta, abscisdo e firmeza do fruto, e diferencas significativas no didmetro do fruto, nimero de
I6culos e sementes por l6culo. Pequenas diferencas foram observadas nas estruturas anatémicas
do peddnculo e da flor, como forma do sistema vascular e leve lignificacdo do periciclo, mas
nenhuma foi diretamente relacionada a abscisdo dos frutos. Assim, embora ndo haja relacéo
anatdmica com a abscisdo dos frutos, os caracteres morfologicos avaliados neste estudo
revelaram grande variabilidade genética para os genotipos avaliados, principalmente para esta
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caracteristica, demonstrando grande potencial desses gendtipos em um programa de
melhoramento para o desenvolvimento de variedades com facil abscisdo dos frutos.

Palavras-chave: Capsicum chinense; Abscisdo; Morfologia; Anatomia; Flor; Fruto.
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ABSTRACT: The sweet and chili pepper species of the genus Capsicum are originally from
America; however, currently they are grown worldwide. Although widely appreciated,
especially in the Amazon region, there have been few studies about C. chinense.
Characterization and classification studies can aid in pepper crop genetic breeding and
development of new cultivars with characteristics of agronomic interest. Resistance to fruit
abscission makes harvesting difficult, which today is essentially manual, so that development
of cultivars with easy fruit abscission, allowing semi-mechanized and mechanized harvest is an
important goal. Descriptions of genetic differences based on anatomical characters are rare in
this genus. Along this line, we examined morphological characters and anatomical structures
directly related to easy fruit abscission in C. chinense, through the evaluation of two genotypes
contrasting for this character, maintained by the Embrapa Hortalicas Genetic Breeding
Program, as well as an F1 hybrid. The morphological characterization of flowers and fruits was
performed using 13 descriptors, eight defined by the International Plant Genetic Resources
Institute and five adapted for this study. The anatomical characterization of the peduncle and
flowers was carried out with the elaboration of plant slides to examine structures possibly linked
to easy abscission of the fruit. Contrasting morphological polymorphisms were observed in
immature fruit color, fruit shape, fruit position on the plant, abscission and fruit firmness, as
well as fruit diameter, number of locules and seeds per loculus. Small differences were observed
in the anatomical structures of peduncle and flower, such as the shape of the vascular system
and lignification of the pericycle, but none were directly related to fruit abscission. Although
there was no significant anatomical relationship with fruit abscission, the morphological
characters evaluated in this study revealed great genetic variability for these genotypes,
demonstrating potential of these genotypes in a breeding program for developing varieties with
easy fruit abscission.

Key words: Capsicum chinense; Abscission; Morphology; Anatomy; Flower; Fruit
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INTRODUCAO

O género Capsicum compreende cerca de 31 espécies pertencentes a familia
Solanaceae, a mesma familia boténica do tomate, batata, tabaco e petinia. S8o assim
denonimadas para diferencia-las da pimenta preta (P. nigrum), pimenta rosa (Schinus molle) e
pimenta jamaicana (P. officinalis), todas elas, embora chamadas de pimentas e usadas como
condimento, ndo séo intimamente relacionadas entre si e cada uma tem propriedades quimicas
diferentes (Carvalho et al., 2006). Das espécies do género Capsicum, cinco sao domesticadas
(C. annuum , C. frutescens, C. chinense, C. baccatum e C. pubescens) (Moscone et al., 2007).
A crescente demanda por esse produto em suas diversas formas de consumo, aumenta o
desenvolvimento agroindustrial, gerando empregos principalmente na agricultura familiar e
contribuindo significativamente para a economia do pais.

A espécie Capsicum chinense foi batizada em homenagem a Nikolaus Joseph von
Jacquin (1727-1817), um botanico holandés que erroneamente pensava que essa espécie era
originaria da China, quando na verdade todas as plantas do género Capsicum sdo originarias da
América (Bosland & Votava, 1999). Embora muito apreciadas no mundo e no Brasil,
principalmente na regido amazoénica, as fontes de informacdo e estudos sobre a pimenta C.
chinense ainda sdo muito raras (Lannes et al., 2007). Estudos de caracterizacdo morfoldgica e
anatdmica podem auxiliar na conservacdo da diversidade do género, que possui grande
importancia econdémica, principalmente para os agricultores familiares, bem como para a
producdo de cultivares comerciais de interesse, por meio de selecdo assistida por marcadores
moleculares.

As espécies de Capsicum sdo frequentemente descritas em termos de divergéncia
genética, considerando bancos de dados morfol6gicos, agrondmicos e moleculares. Sudré et al.
(2010) relataram que a identificacdo de espécies do género geralmente é realizada por
avaliacBes de caracteres morfoldgicos, principalmente de flores. No entanto, descricbes
morfoldgicas de apenas uma estrutura vegetal ndo sao suficientes para descrever e caracterizar
as espécies, de modo que estudos envolvendo analises de diferentes partes da planta sdo mais
informativos.

A Embrapa Hortalicas mantém atualmente um acervo com mais de 2.000 acessos,
sendo considerada a maior colecdo brasileira de pimenta do género Capsicum (Embrapa
Hortaligas, 2007). Existe uma grande variabilidade que ainda ndo foi totalmente explorada no
género, 0 que representa grande potencial em estudos de melhoramento genético,
principalmente no @mbito da caracterizacdo de bancos de germoplasma, identificagdo de
espécies e criagdo de novas cultivares com caracteristicas de interesse. Descrigdes de diferencgas
genéticas baseadas em caracteres anatémicos séo raras (Dias et al., 2013).

O fruto da pimenta pode ter uma forte conexao do pedunculo com o fruto em algumas
cultivares, o que frequentemente faz com que o fruto se quebre na colheita manual. Arancibia
et al. (2004) relataram que a presenca do pedinculo e do calice aderidos aos frutos na colheita
conferem cor desbotada e reduzem a qualidade dos molhos. A facil abscisdo dos frutos, além
de facilitar a colheita manual dos frutos, favorece as colheitas semimecanizadas e mecanizadas,
sendo também uma caracteristica de grande interesse para o beneficiamento da pimenta.

Foram examinadas as estruturas vegetativa (pedunculo) e reprodutiva (flor e fruto) de
dois gendtipos: CNPH 4337 (facil abscisdo do fruto do pedunculo) e CNPH 40.001 (dificil
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abscisdo do fruto do pedunculo) selecionados no programa de melhoramento da Embrapa
Hortalicas (CNPH) , contrastantes para caracteristica de abscisdo dos frutos, assim como o
hibrido F1 CNPH 40.491, resultante do cruzamento desses genotipos.

MATERIAL E METODOS

As plantas utilizadas neste estudo foram fornecidas pelo Programa de Melhoramento
da Embrapa Hortalicas (CNPH), as quais foram mantidas em casa de vegetacdo durante todo o
desenvolvimento. As analises foram realizadas no Laboratério de Genética Vegetal da
EMBRAPA Cenargen.

Foram analisados trés gendtipos de C. chinense (Parental CNPH 40.001, CNPH 4337
e CNPH 40.491 hibrido F1 oriundo do cruzamento CNPH 40.001 X CNPH 4337). Esses
gendtipos foram coletados no estado do Amazonas (Brasil), em propriedades de pequenos
agricultores que os cultivam. Os genoétipos foram semeados em bandejas de 72 células
preenchidas com substrato comercial Carolina solo, e as mudas transplantadas para vasos de 10
litros preenchidos (trés mudas / vaso) com solo esterilizado, e mantidos por gotejamento em
sistema automatizado, utilizando-se um controlador de irrigacdo Gardena T1030, com turno
diario de irrigacdo variando de 7 a 12 minutos de duragdo, acompanhando o crescimento e
desenvolvimento da planta e sua demanda hidrica. O crescimento vertical foi conduzido com
estaqueamento. A fertilizag&o foi realizada uma semana apds o transplante com NPK16-08-12,
29 / vaso (fertilizante de liberacdo controlada com granulos totalmente recobertos por polimero
elastico. A liberacdo de seus nutrientes ocorre por meio de um processo de difusdo) e 40 dias
apos o transplante com uréia ( 5g / vaso), e a aplicacao de defensivos preventivos e de controle,
contra &caros e mosca-branca, foram realizadas mensalmente.

Para a analise morfoldgica, foram considerados: trés flores totalmente abertas de cada
uma das trés plantas; trés frutos imaturos e trés frutos maduros de cada uma das trés plantas.
Para as analises anatbmicas, os cortes vegetais foram realizados nos botdes florais antes da
antese e no pedunculo do fruto maduro.

MORFOLOGIA

A morfologia foi avaliada por meio de oito descritores morfolégicos definidos pelo
IPGRI (International Plant Genetic Resources Institute) para o género Capsicum (IPGRI, 1995)
e cinco descritores adaptados para este estudo, totalizando 13 descritores, relacionados a flor e
fruto, trés quantitativos e dez qualitativos apresentados a sequir:

1) Flores: As flores foram consideradas totalmente abertas na antese.

1. Posicdo da flor: pendente (3); intermediario (5); ereto (7).
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2. Cor da corola: branco (1); amarelo claro (2); amarelo (3); verde-amarelo (4); roxo
com base branca (5); branco com base roxa (6); branco com margem roxa (7); roxo (8); outro

9).

3. NUmero de pétalas por flor.

2) Frutos: Descritores observados no fruto.

4. Cor do fruto no estagio imaturo: verde amarelado (1); verde claro (2); verde medio

(3).

5. Cor do fruto no estagio intermediario (antes do amadurecimento): branco (1);
amarelo (2); verde (3); laranja (4); roxo (5); roxo profundo (6); outro (7).

6. Cor do fruto maduro: branco (1); amarelo limédo (2); amarelo alaranjado palido (3);
amarelo-laranja (4); laranja claro (5); laranja (6); vermelho claro (7); vermelho (8); vermelho
escuro (9); violeta (10); castanho (11); preto (12); amarelo (13); amarelo claro (14); salmao
(15).

7. Posicdo do fruto: pendente (3); intermediario (5); ereto (7).

8. Forma do fruto: alongado (1); quase redondo (2); triangular (3); campanular (4);
quadrado (5); outro (6).

9. Diadmetro do fruto (cm).

10. NUmero de l6culos (retirado de 10 frutos, por meio de cortes transversais e
longitudinais): (1); (2); (3); (4); (5)

11. Numero de sementes por léculo (contagem manual em cortes transversais e
longitudinais).

12. Abscisdo - Persisténcia do fruto maduro em relacdo ao pedunculo (forga manual):
pouco persistente (3); intermediario (5); persistente (7).

13. Firmeza do fruto (percepcdo manual do nivel de firmeza ao apertar a fruta entre os
dedos indicador e polegar: macio (1); intermediario (2); firme (3).

ANATOMIA

Os botdes florais e frutos foram cortados imediatamente ap6s a coleta a méo livre. Os
cortes foram feitos em secdes longitudinais da flor em um estagio inicial (botdo) e secbes
perpendiculares do peddnculo do fruto.

Os cortes foram clarificados com hipoclorito de sddio a 50% (NaClO) [cloro ativo
13%] por aproximadamente 5-10 minutos. Em seguida, a lavagem em &gua destilada foi
realizada por 2-3 minutos. A coloracgéo foi realizada com azul de alcian / safranina (4: 1) por
10-30 segundos, e novamente lavada com agua destilada para remover o excesso de corante.
Posteriormente, foram desidratados com a seguinte série de alcool: etanol 50% por dois
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minutos, seguido de etanol absoluto (98%) por cinco minutos. Em seguida as laminas
permanentes foram montadas com trés gotas de verniz vitral (verniz comumente usado no
artesanato), onde os cortes foram depositados cuidadosamente, seguidos da laminula (Paiva et
al. 2006; Krauss 1997). As imagens foram registradas em fotomicroscépio associado a
microcomputador com sistema de captura de imagens LAS EZ. As laminas foram fotografadas
em microscopio 6ptico Motic BA300 com camera digital acoplada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

MORFOLOGIA

A Tabela S1 mostra as caracteristicas avaliadas, de flor e fruto, para os trés genotipos
estudados. Variacdes na posicao da flor foram observadas entre os pais, sendo que o gendtipo
CNPH 40.491 (F1) herdou esta caracteristica do pai CNPH 4337, ndo havendo variagédo na cor
da corola (pétalas), que apresentou coloracdo branca para os trés genotipos. Uma pequena
variacdo no namero de pétalas por flor foi observada apenas no parental CNPH 4337. Wahua
et al. (2014) relataram flores pentameras e hexameras em C. annuum .

Os gendtipos analisados apresentaram diferengas notaveis na morfologia do fruto,
sendo variaveis na cor do fruto imaturo, posicao do fruto na planta, forma e didametro do fruto,
namero de l6culos e sementes por léculo, abscisdo e firmeza, e ndo houve variagdo da cor dos
frutos no estadio intermediario e maduro, que apresentaram as cores laranja e vermelha
respectivamente (Tabela S1). Costa (2012) identificou seis diferentes cores de frutos em
estagio intermediario de maturacdo e seis maduros com cinco formas de frutos em um estudo
com 40 acessos de Capsicum spp. e Alves (2009) identificou cinco e sete cores diferentes,
respectivamente, apenas em um morfotipo de C. chinense. Baba et al. (2016) utilizaram 14
descritores morfolégicos de frutos do IPGRI para caracterizar 71 acessos de C. chinense do
banco genético da Universidade Estadual de Londrina e alguns desses descritores,
principalmente a forma dos frutos, foram essenciais para 0 agrupamento desses acessos .

Teoricamente, frutos com polpa mole se destacam mais facilmente do pedinculo,
segundo Arancibia et al. (2004) é consequéncia da desintegracdo do tecido do fruto. Os
genotipos CNPH 40.001 e CNPH 4337 apresentaram caracteristicas contrastantes,
principalmente quanto a abscisdo e firmeza do fruto, enquanto o hibrido F1 obtido do
cruzamento desses dois genotipos herdou do parental CNPH 4337 a facil absciséo e firmeza
dos frutos (Tabela S1) . De acordo com Fenwick et al. (1996), Errington et al. (1997) e Rao &
Paran (2003), a enzima poligalacturonase € um dos ativos mais primordiais, responsavel pelo
envelhecimento da fruta e amolecimento da parede celular. O papel normal da
poligalacturonase € hidrolisar as pectinas presentes na parede celular durante o amadurecimento
dos frutos, o que leva ao seu amolecimento, funcdo também demonstrada por Ahmed et al.,
(2011) utilizando técnicas de RT-PCR e microscopia eletronica. Assim, a presenca da enzima
poligalacturonase pode estar diretamente relacionada a firmeza do fruto.

Vilallon et al. (1970) avaliaram a separagéo fruto-pedicelo de variedades de tomate de
mesa para colheita mecanizada, e trouxeram dados preliminares, na época, correlacionando
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estagios de maturacdo, tamanho e formato do fruto e separacédo do fruto-pedicelo com a colheita
mecanizada, e afirmaram que essa Ultima caracteristica foi de grande importancia para os
estudos de mecanizacdo da colheita. Linhas de tomate com o gene J2 sdo mais suscetiveis a
danos do que aquelas que ndo possuem esse gene, por isso é extensivamente investigado em
estudos que avaliam a correlagdo do tamanho e forma do fruto com a separagéo do pedicelo
(Vilallon et al., 1970). Em um estudo de correlacdo genética de Capsicum, Setiamihardja et al.
(1990) concluiram que os genes para caracteres de frutos parecem ser pleiotropicos para
caracteres de pedicelo e a acdo do gene para forca de desprendimento do fruto (FDF) foi
principalmente aditiva, mas com dominancia e epistasia consideraveis. Anikulmar et al. (2019),
em um estudo de heranca genética para producéo de frutos de C. annuum , encontraram genes
com efeitos apenas aditivos para peso médio de frutos, frutos por planta e producéo de frutos
verdes por planta a partir de cruzamentos de pais contrastantes para orientacao de frutos (ereto
/ pendentes). Isso ocorre porque os loci que exibem dominancia, bem como epistasia, também
contribuem para uma variedade de efeitos aditivos. Isso significa que qualquer locus segregante
sem dominancia, com dominancia parcial, total ou sobredominancia, contribui para a variancia
dos efeitos aditivos (Bernardo 2010, 2014). No presente estudo, ha presenca de dominancia nos
locos responsaveis pela FDF ou abscisdo do fruto do peddnculo, uma vez que o hibrido F
apresentou essa caracteristica igual ao seu parental CNPH 4337 (Tabela S1).

TABELA S1: Caracteristicas morfoldgicas polimoérficas para os trés genotipos de
Capsicum chinense estudados (CNPH 40.001; CNPH 4337; CNPH 40.491).

CNPH 40.001 CNPH 4337 CNPH 40.491 (Fy)
Posicdo da flor Intermediario (5) Ereto (7) Ereto (7)
Cor das pétalas Branca (1) Branca (1) Branca (1)
Numero de pétalas 5 5-6 5
por flor
Cor do fruto Verde amarelado Verde claro (2) Verde médio (3)
imaturo (1)
Cor do fruto em Laranja (4) Laranja (4) Laranja (4)
estagio
intermediério de
maturacao
Cor do fruto Vermelho (8) Vermelho (8) Vermelho (8)
maduro
Posicéo do fruto Pendente (3) Ereto (7) Pendente (3)
Forma do fruto Oval/com bico (6)  Quase redondo (2) Cilindrico (6)
Diémetro do fruto 3,2-3,6cm 0,6 -0,8cm 1,9-2,2cm
NUmero de loculos 3 5 3
NUmero de 4-6 1-2 1-2
sementes por
I6culo
Abscisdo do fruto Persistente (7) Pouco persistente Pouco
3 persistente(3)
Firmeza do fruto Firme (3) Macio (1) Macio (1)
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O genotipo que apresentou maior didametro do fruto foi o parental CNPH 40.001, e o
menor foi o CNPH 4337, com o F1 resultante tendo um didmetro intermediario em comparagdo
com o dos pais (Tabela S1). Setiamihardja et al. (1990) encontraram efeitos aditivos do gene
para distribuicdo continua do pedicelo e didmetro do fruto, correlacionando positivamente o
diametro com a forca de desprendimento do fruto (FDF), ou seja, quanto maior o diametro do
fruto, maior a FDF ou maior a persisténcia do peddnculo, concordando com os dados
apresentados no presente estudo, onde o gen6tipo CNPH 40.001 apresentou o maior didmetro
do fruto e a maior FDF ou maior persisténcia do fruto ao pedunculo.

As Figuras S1, S2 e S3 mostram desenhos botanicos dos genétipos CNPH 40.001,
CNPH 4337 e 40.491 (F1), respectivamente, com alto nivel de detalhamento mostrando as
estruturas estudadas e apresentadas anteriormente. E possivel observar claramente o nimero de
I6culos dos frutos e 0 nimero de sementes por l6culo. O parental CNPH 40.001 apresentou o
maior nimero de sementes por I6culo - de 4 a 6 (Figura S1-J2), e o parental CNPH 4337
apresentou o maior nimero de léculos - 5 (Figura S2-J2), de acordo com Gongalves et al.
(2013), que concluiram que o nimero de sementes por fruto € uma caracteristica heterogénea
dentro de uma mesma repeticdo, sendo sua variagdo decorrente da diferenca de tamanho entre
os frutos.

Tomate e pimenta sdo duas Solanaceas que apresentam uma enorme diversidade na
morfologia dos frutos (Paran e Van Der Knaap, 2007). Carvalho et al. (2003), afirmam que
existe uma grande variabilidade genética expressa na diversidade de cores e formas dos frutos,
principalmente na espécie C. chinense. O formato dos frutos apresentou grande variacao entre
os trés gendtipos. O gendtipo CNPH 40.001 tinha formato oval e bico caracteristico na
extremidade inferior do fruto, enquanto o genétipo CNPH 4337 tinha formato de fruto quase
redondo e o genédtipo CNPH 40.491, formato cilindrico, aparentemente intermediario ao de seus
pais.

A posicdo/orientacdo do fruto (ereto ou pendente) é controlada por um Gnico gene
(Setiamihardja et al., 1990). O pedunculo esta claramente pendente no parental CNPH 40.001
e ereto no parental CNPH 4337, com o gend6tipo CNPH 40.491 (F1) herdando esta caracteristica
(pendente) do parental CNPH 40.001 (Figuras S1-H, S2-G e S3-G, respectivamente).

Cor, formato, posicdo, abscisdo e diametro do fruto do geno6tipo CNPH 4337, foram
idénticos ao estudo de Carvalho (2014), que utilizou oito descritores morfologicos, também do
IPGRI (1995) para caracterizar 30 acessos de Capsicum do germoplasma da Embrapa
Hortalicas banco, incluindo o gendtipo CNPH 4337 utilizado no presente estudo.

Padilha (2014) avaliou morfologicamente 20 acessos de C. annuum do Banco Ativo
de Germoplasma da Embrapa Clima Temperado (Pelotas, RS), que mantém aproximadamente
367 acessos conservados do género. Neste estudo, foram utilizados 12 descritores qualitativos
e 14 quantitativos, alguns utilizados também no presnte estudo: cor do fruto imaturo e maduro,
formato do fruto, nimero de loculos, persisténcia entre fruto e pedunculo e diametro do fruto,
encontrando grande variacdo genética nos genotipos estudados. Blttow et al. (2010) e Neitzke
et al. (2010) também verificaram a existéncia de grande variabilidade genética em frutos de
acessos de C. annuum do Banco Ativo de Germoplasma de Capsicum da Embrapa Clima
Temperado.
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As diferentes espécies e variedades de pimenta Capsicum podem ser distinguidas pelas
caracteristicas morfoldgicas dos frutos e, principalmente, das flores (Moreira et al., 2006; Sudré
et al., 2010). Neste estudo, ndo houve diferenca na cor das pétalas, que eram brancas para 0s
trés genotipos estudados. Apenas uma variacgao foi encontrada no numero de pétalas por flor do
gendtipo CNPH 4337, mostrado na figura S2-F, que apresentou seis pétalas.

Costa (2012) conseguiu distinguir trés espécies cultivadas de Capsicum spp. em 40
acessos do acervo da Universidade Federal do Amazonas, utilizando 61 descritores
morfologicos do IPGRI, dos quais sete também foram utilizados no presente estudo, sendo a
cor das anteras florais uma das caracteristicas determinantes para a diferenciacdo dos
morfotipos de C. Chinense no estudo de Costa (2012), bem como a grande variabilidade nos
atributos dos frutos.
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Figura S1: A-J. Gen6tipo CNPH 40.001 de Capsicum chinense. A. Ramo com frutos; B1-4.
Folhas na face adaxial apresentando variacdo de tamanho; C. Detalhe da folha na face abaxial
mostrando os tricomas; D. Por¢do nodal do ramo mostrando botdes; E1-3. Variagbes do
tamanho do botdo; F. Variacdo floral com 5 pétalas; G. Por¢do nodal do galho mostrando o
fruto em seu pedunculo pendente; H. Porcdo nodal do ramo mostrando o fruto maduro; 11-5.
Frutos maduros e suas variacfes de tamanho; J1-2. Frutos em sec@es - J1. Se¢éo longitudinal,
J2. Secdo transversal mostrando os 3 I6culos. A-J de NAYARA CARVALHO / CNPH 40.001
(Embrapa CNPH- Brasilia, 2020). llustracdo de Pétala Ribeiro.
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Figura S2: A-J. Gen6tipo CNPH 4337 de Capsicum chinense. A. Ramo com frutos; B1-6.
Folhas na face adaxial apresentando variacdo de tamanho; C. Detalhe da folha na face abaxial
mostrando os tricomas; D. Por¢do nodal do ramo mostrando folhas, flores e botdes; E1-3.
Desenvolvimento de frutos - E1. Flor, E2. Surgimento do fruto, E3. Fruta imatura; F. Variacao
floral com 6 pétalas; G. Por¢do nodal do galho mostrando o fruto em seu peddnculo ereto; H.
Fruto maduro em seu maior tamanho; 11-5. Frutos maduros e suas varia¢des de tamanho; J1-2.
Frutos em sec@es - J1. Secdo transversal mostrando os 5 I6culos, J2. Secdo longitudinal. A-J da
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NAYARA CARVALHO / CNPH 4337 (Embrapa CNPH - Brasilia, 2020). llustracdo de Pétala
Ribeiro.

Figura S3: A-J. hibrido CNPH 40.491 (F1) Capsicum chinense. A. Ramo com botGes e frutos;
B1-3. Folhas na face adaxial apresentando variacdo de tamanho; C. Detalhe da folha na face
abaxial mostrando os tricomas; D. Porcao nodal do galho mostrando os frutos em seu peddnculo
pendente; E. Flor com 5 pétalas; F. Porcdo nodal do ramo mostrando flor; G1-3.
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Desenvolvimento de frutos - G1. Flor, G2. Surgimento do fruto, G3. Fruto imaturo; H1-2.
Frutos maduros; 11-2. Fruto em sec¢des - 11 Secdo longitudinal., 12. Secdo transversal mostrando
0s 3 l6culos. A-1 de NAYARA CARVALHO / CNPH 40.491 (F1) (Embrapa CNPH - Brasilia,
2020). llustracéo de Pétala Ribeiro.

Segundo Knapp (2002), os frutos da pimenta sdo classificados como bagas, ou seja,
frutos indeiscentes, com pericarpo composto por exocarpo, mesocarpo e endocarpo definidos,
e contém sementes incorporadas a placenta. Na Figura S4, € possivel observar todas as
estruturas citadas para os trés gendtipos, bem como placenta (regido de insercdo de sementes),
sementes e processo de maturacdo dos frutos com insercéo do pedunculo. O fruto do gendtipo
CNPH 4337 apresentou conformacdo pentalocular, enquanto os genétipos CNPH 40.001 e
CNPH 40.491 (F1) apresentaram conformacéo triclocular. No processo de amadurecimento dos
frutos, houve diferenca na tonalidade da cor verde dos frutos imaturos, sendo verde amarelado,
verde claro e verde médio para os genétipos CNPH 40.001, CNPH 4337 e CNPH 40.491 (F1),
respectivamente (Tabela S1). N&o houve varia¢do na cor dos frutos maduros, sendo que 0s trés
genotipos apresentaram coloracdo vermelha. Frutos amarelos sdo recessivos a vermelhos em
Capsicum spp. Faltam-lhes os pigmentos vermelhos capsantina e capsorubina, cuja formacgéo é
catalisada pela enzima capsantina - capsorubina sintase (CCS) (Pickersgill, 2007).
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"

Figura S4: Capsicum chinense: 1 (CNPH 40.001). A: Fruto trilocular; Secéo transversal; (al):
Exocarpo; (a2): Mesocarpo; (a3): Endocarpo; B: Secdo Longitudinal (b1): Sementes; (b2):
Placenta; C: Estagios de Maturacdo do Fruto; (cl): Pedinculo pendente. 2 (CNPH 4337). D:
Fruto Pentalocular; Secéo transversal; (d1): Exocarpo; (d2): Mesocarpo; (d3): Endocarpo; E:
Secdo Longitudinal (el): Sementes; (e2): Placenta; F: Estagios de Maturacdao do Fruto; (f1):
Pedunculo ereto. 3 (CNPH 40.491). G: fruto trilocular; Segdo transversal; (g1): Exocarpo; (92):
Mesocarpo; (g3): Endocarpo; (g4): Sementes; H: Secao Longitudinal (h1): Placenta; I: Estagios
de Maturacédo do Fruto; (i1): Peddnculo pendente.

Portanto, houve grande variabilidade dos caracteres morfologicos avaliados,
apresentando caracteristicas contrastantes nos genotipos CNPH 40.001 e CNPH 4337, com
excecao da cor das pétalas e dos frutos quando maduros.

ANATOMIA

A metodologia de preparo de laminas vegetais utilizada neste estudo pode ser
adequada para outros materiais do género Capsicum, uma vez que houve dificuldade no
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manuseio e montagem. Klein et al. (2004) utilizaram um protocolo diferente para visualizacéo
em microscopio eletrénico de varredura, com fixacao, p6s-fixacao e desidratacdo do material
vegetal para posterior embalagem em resina epdxi. Portanto, provavelmente a metodologia com
resina epOxi poderia ter sido mais eficaz na confeccdo dos cortes, proporcionando maior
maleabilidade e consequentemente melhor visualizacdo do material ao microscopio optico.
Wahua et al. (2014) utilizaram um protocolo com quatro solucbes de série alcodlica para
desidratacéo / reidratacdo do material e trés solugdes de alcool e cloroférmio para clarificagéo,
utilizando os corantes alcian e azul safranina e para montagem das laminas, glicerol, e
conseguiram obter 1dminas tdo boas como as de microtomia (incorporados em epoxi).

Pedunculo

A Figura S5 mostra secdes transversais do pedunculo do fruto dos trés genotipos
estudados, evidenciando a epiderme (Ep) e o cortex (Cx), composto por parénquima; o sistema
vascular (Xilema (Xi) e Floema (FI)); periciclo unisseriato (Pe) em torno do floema. No centro:
medula (Me) com células parenquimaticas.

40.001 4337 40401

Figura S5: Pedunculo de Capsicum chinense: Genétipo CNPH 40.001: Sistema vascular
Xilema (Xi) e Floema (FI) com formato hexagonal e padrdo de sifonostelo circundado pelo
periciclo unisseriato simples (Pe). Epiderme unisseriada simples (Ep), seguida de colénquima
unisseriado simples (Co). Medula (Me) e Cértex (Cx) com tecido parenquimatico. Genétipo
CNPH 4337: Sistema vascular Xilema (Xi) e Floema (FI) com formato de anel (circular) e
padrdo de sifonostele circundado por periciclo unisseriato simples (Pe) com células
lignificadas. Epiderme unisseriada simples (Ep), seguida de colénquima unisseriado simples
(Co). Medula (Me) e Cértex (Cx) com tecido parenquimatico. Gendtipo CNPH 40.491: (F1):
Sistema vascular Xilema (Xi) e Floema (FI) em forma de anel, mas levemente hexagonal, e
padrdo de sifonostelo circundado por periciclo (Pe) unisseriato simples com células
lignificadas. Epiderme unisseriada simples (Ep), seguida de colénquima unisseriado simples
(Co). Medula (Me) e Cortex (Cx) com tecido parenquimatico.
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O sistema vascular do pedunculo dos trés genoétipos apresentou padréo de sifonostelo
(xilema circundado por floema), os genotipos CNPH 40.001 e CNPH 4337, apresentaram
formato hexagonal e circular, respectivamente, e o gendtipo CNPH 40.491 (F1) apresentou
formato intermedidrio ao de seus pais. . Wahua et al., (2014) observaram também a
conformacdo circular do sistema vascular no caule e raiz de C. annuum . O periciclo do
pedunculo do genotipo CNPH 40.001 ndo apresentou células lignificadas, ao contrario dos
outros dois gendtipos (CNPH 4337 e CNPH 40.491). Outras estruturas dos pedunculos
(epiderme, colénquima, medula e cdrtex) ndo diferiram entre os trés genotipos. Possivelmente,
uma andlise quantitativa forneceria mais detalhes.

Setiamihardja et al. (1990) acreditam que a forca de desprendimento do fruto (FDF)
se deve principalmente ao sistema genético que envolve caracteres de pedicelo em gendtipos
de frutos ndo deciduos, e que os caracteres de pedicelo e fruto estariam aparentemente
envolvidos no FDF. Em estudo histoldgico com pimenta tabasco (C. frutescens), Sundberg et
al. (2003) concluiram que frutos facilmente destacaveis apresentam células parenquimaticas
periféricas alongadas e grandes espacos intercelulares, caracteristicas que nao foram observadas
em nenhum dos trés genotipos aqui estudados.

Flor

Descricdes de diferencas genéticas baseadas em caracteres anatémicos sdo raras (Dias
et al., 2013), principalmente em flores da espécie C. chinense. As Figuras S6, S7 e S8
apresentadas a seguir, mostram detalhes anatdmicos dos principais componentes da flor nos
gen6tipos CNPH 40.001, CNPH 4337 e CNPH 40.491 (F1), respectivamente.

As pétalas das flores (Pe) dos gendtipos CNPH 40.001 e CNPH 4337 apresentaram
conformagdo celular uni ou bisseriada, sem muita clareza, enquanto o gen6tipo CNPH 40.491
(F1), apresentou pétalas com conformacao unisseriada. A cuticula (Cu), que recobre a epiderme
(Ep), era relativamente fina nos pais e espessa no hibrido CNPH 40.491 (F1).

Segundo Metcalfe e Chalk (1972), as plantas da familia Solanaceae podem apresentar
inimeros tipos de tricomas, os quais incluem uma diversidade consideravel de formas
glandulares e ndo glandulares, servindo em alguns casos para caracterizar algumas familias
boténicas. A presenca de tricomas glandulares é uma caracteristica das espécies da familia
Solanaceae (Maiti et al., 2002). No presente estudo, Tricomas tectores (Tr) foram observados
nos trés genotipos, sendo que no hibrido F1 houve maior presenca destes. Os tricomas tetores
diferem dos glandulares porque séo formados por uma Unica célula que se projeta para fora da
epiderme e ndo produz secrec¢des, enquanto os glandulares produzem exsudatos toxicos, que
segundo Amme et al. (2005), pode estar relacionado a protecdo contra patdgenos.

Quanto aos o6rgdos reprodutivos, ndo foi observado androceu no genétipo CNPH
40.001, provavelmente devido ao corte em fase de crescimento inferior, estruturas ja observadas
nos genotipos CNPH 4337 e CNPH 40.491. O gineceu foi claramente observado nos trés
gendtipos, diferindo no arranjo dos carpelos, unicarpelar no gen6tipo CNPH 4337 e bicarpelar
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nos demais. Wahua et al. (2014), em um estudo histolégico com C. annuum  observou
conformacao bilocular.

Também foram encontradas diferencas na forma do estilete (Et), reto nas laterais para
0s gendtipos CNPH 4337 e CNPH 40.491 (F1), e ligeiramente achatado para o genotipo CNPH
40.001; o estigma apresentaou um apice com células receptoras muito evidentes no genétipo
CNPH 40.001.

CNPH 40.001
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Figura S6: Flor de Capsicum chinense gendtipo CNPH 40.001: Célice com pétalas (Pe).
epiderme uni ou bisserial (Ep), com cuticula relativamente fina (Cu) e seis a sete camadas de
tecido parenquimatico (Pa). Sépalas (Se) mostrando tricomas (Tr). Cloroplastos e amido
ocasionalmente presentes nas células do parénquima. Estigma (Es) aumentado no apice, com
uma superficie receptora composta por muitas células evidentes. Estilete (Et) ligeiramente
achatado nas laterais, com trés a cinco células entre a superficie externa e o tubo polinico.
Ovaério (Ov) bicarpelar com dvulos (Ovl).

CNPH 4337
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Figura S7: Flor de Capsicum chinense genotipo CNPH 4337: Célice com pétalas (Pe).
epiderme uni ou bisserial (Ep), com cuticula delgada (Cu) e cinco a seis camadas de tecido
parenquimatico (Pa). Estigma (Es) com &pice reto ou ligeiramente aumentado e superficie
receptora formada por poucas células ndo muito evidentes. Estilete reto (Et) nas laterais, com
duas a quatro células entre a superficie externa e o tubo polinico. Ovéario (Ov) unicarpelar com
ovulos (Ovl). Sépalas (Se) mostrando tricomas (Tr). Filete (Fi) com antera (An) e grios de
polen (Po) dentro.

CNPH 40.491 (F,)
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Figura S8: Flor de Capsicum chinense gendtipo CNPH 40.491: Célice com pétalas (Pe).
epiderme unisseriada, com cuticula relativamente espessa e seis a sete camadas de tecido
parenquimatico (Pa). Tricomas tectores (Tr) visivelmente presentes, principalmente na parte
interna das sépalas (Se). Estigma (Es) ligeiramente alargado no apice, com superficie receptora
composta por células pouco evidentes. Estilete reto (Et) nas laterais, com quatro a seis células
entre a superficie externa e o tubo polinico. Ovério (Ov) bicarpelario com évulos (Ovl). Filete
(Fi) com antera (An) e graos de polen (Po) dentro.

O melhoramento genético de Capsicum spp. deve buscar frutos com persisténcia do
fruto com pedunculo intermediério, que nao sdo facilmente derrubados pelo vento e pela chuva,
mas sdo facilmente destacados durante a colheita (Fonseca et al., 2008).

Assim, foi possivel observar estruturas basicas do caule, e pequenas diferencas em
algumas delas, mas nenhuma que pudesse estar relacionada a facil abscisao dos frutos. No que
diz respeito as flores, também foi possivel observar estruturas basicas, o que pode auxiliar em
estudos de caracterizacao para selecdo assistida e estudos de taxonomia nesta espécie.

Dias et al. (2013) examinaram a anatomia e micromorfologia dos érgdos vegetativos
e reprodutivos (folhas, frutos e sementes) de quatro espécies de Capsicum (C. annuum var.
annuum , C. baccatum var. pendulum, C. chinense e C. frutescens) do banco genético da
Universidade Estadual do Norte Fluminense, com microscopia eletrénica de varredura, e
constatou que embora as espécies estudadas apresentassem uma ampla variabilidade
morfoldgica e molecular, essa variabilidade ndo se refletiu nas caracteristicas anatbmicas. Esses
resultados sdo semelhantes aos aqui apresentados, pois a analise morfolégica foi bastante
informativa, e a andlise anatdmica, apesar de apresentar pequenas variacdes, ndo esteve
diretamente relacionada a facil abscisdo dos frutos em C. chinense. Possivelmente, uma anélise
guantitativa forneceria maiores detalhes para esse fim. Gersch (1996) usou microscopia
eletrbnica de varredura para investigar diferencas no tipo de célula e organizacdo celular no
receptaculo da fruta (juncdo com pedunculo) em dois genétipos de pimenta caiena (C. annuum
L.) e encontrou uma regido distinta de 15 camadas de células esclerificadas que se estendia da
periferia do fruto para o receptaculo, no genotipo de dificil abscisdo, contrastando com o
gendtipo de facil abscisdo que apresentava menos camadas dessas mesmas células. Na
metodologia, foi utilizado um medidor de forgca para medir quantitativamente (registrado em
Kg e convertido em Newtons) a abscisdo, método pelo qual a avaliacdo torna-se menos
subjetiva do que o utilizado no presente estudo.

Os caracteres morfologicos avaliados neste estudo revelaram grande variagéo,
principalmente para a abscisdo dos frutos, demonstrando grande potencial genético para
utilizacdo desses gendtipos no programa de melhoramento, embora essa variagdo ndo tenha se
refletido nas caracteristicas anatdbmicas. Embora a facil absciséo do fruto tenha sido contrastante
para os genitores CNPH 40.001 e CNPH 4337, ndo houve relacdo das demais caracteristicas
avaliadas com ela, com excecdo da firmeza e didmetro do fruto, que apresentaram correlaces
diretas com a facil abscisdo, em outros palavras, quanto maior e mais firme o fruto, maior a
forca de absciséo para o desprendimento do pedunculo.

Estudos genéticos complementares que utilizem marcadores moleculares para mapear
a caracteristica de abscisdo do fruto sdo muito importantes para a utilizacdo desses acessos em
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programas de melhoramento, principalmente no contexto do desenvolvimento de cultivares que
apresentem facil abscisdo aliada as caracteristicas de demanda do mercado.
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