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RESUMO

As pimentas sdo parte da riqueza cultural e do valioso patrimbnio genético da
biodiversidade brasileira. O desenvolvimento de novas cultivares de pimentas e hibridos
com caracteristicas agrondmicas e industriais de interesse depende da variabilidade
disponivel dos seus recursos geneticos. O objetivo geral desse trabalho foi realizar estudos
filogenéticos e de diversidade genéetica em Capsicum utilizando marcadores moleculares e
caracteristicas morfologicas visando subsidiar agdes de conservacdo e uso de recursos
genéticos de C. frutescens e C. chinense em programas de melhoramento para o
desenvolvimento de tipos varietais brasileiros como a pimenta malagueta. Os objetivos
especificos foram: estudar a filogenia e a diversidade genética de Capsicum spp. com base
em marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e caracteristicas morfoldgicas
relacionadas ao grau de domesticacdo; analisar a transferibilidade de primers
microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeats) de C. annuum para C. frutescens e C.
chinense; confirmar a existéncia de hibridos naturais; caracterizar a colecdo ativa de
germoplasma de C. frutescens da Embrapa Hortalicas; estabelecer uma colegdo nuclear de
C. frutescens e comparar a colecdo nuclear a populacao base do melhoramento. As a¢des de
pesquisa foram realizadas na Embrapa Hortalicas, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia e Embrapa Cerrados, localizadas em Brasilia, DF. Quatro acessos silvestres
coletados na regido Amazonica (CNPH 4315, CNPH 4325B, CNPH 4337 e CNPH 4372),
popularmente conhecidos como olho-de-peixe ou olho-de periquito, foram caracterizados
utilizando marcadores ISSR como C. chinense e apresentaram frutos com caracteristicas
tipicas de espécie silvestre. O acesso silvestre CNPH 4353, conhecido como malaguetinha
foi morfologicamente e molecularmente classificado como C. frutescens. E possivel, ainda,
que esses materiais coletados na Bacia Amazoénica, considerada a maior area de diversidade
de C. chinense, compartilhem das mesmas caracteristicas morfoldgicas dos ancestrais
silvestres dessa espécie. A transferibilidade de um conjunto de primers SSR de C. annuum
foi testada para as especies C. frutescens e C. chinense. Dos 185 primers SSR de C.
annuum (CA) analisados, 116 (62,7%) apresentaram transferibilidade para as duas espécies.
Destes, 19 (16,37%) apresentaram-se polimorficos com uma média de 2,89 alelos por loco
para C. frutescens e 35 (30,17%) mostraram polimorfismo com uma média de 3,3 alelos
por loco para C. chinense. Com base no estudo da transferibilidade, 17 primers CA podem

ser utilizados para se analisar amostras constituidas por C. chinense e C. frutescens. Essas
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duas espécies sdo muito proximas geneticamente, sendo dificil a distingdo dos acessos,
principalmente considerando-se a possibilidade de ocorréncia de hibridos naturais. Para
confirmar a ocorréncia de hibridos interespecificos naturais, foram realizados testes de
viabilidade polinica e compatibilidade genética, caracterizacdo morfoldgica, caracterizacao
molecular e teor de capsaicindides. Os resultados mostraram que, embora as espécies C.
chinense e C. frutescens apresentem similaridades e caracteristicas compartilhadas com
sobreposicdo de caracteres morfologicos, sdo de fato distintas pelas analises com
marcadores SSR. Testes de viabilidade polinica e de compatibilidade genética mostraram
CNPH 4325A e CNPH 4361 como resultados de hibridizacdo natural, em especial o acesso
CNPH 4361, que apresentou caracteristicas morfolégicas de ambas as espécies, posi¢do
intermediéria tanto no dendrograma como no grafico de dispersdo na analise molecular,
ocorréncia de alelos em heterozigose em seis loci e contetdo intermediario de capsaicina,
de 154 mil SHU. A avaliacdo da variabilidade genética dos 115 acessos que compdem a
colecdo ativa de germoplasma de C. frutescens da Embrapa Hortalicas foi realizada com
base em 57 caracteristicas morfoldgicas e 239 alelos de 24 loci de marcadores SSR. Este
estudo permitiu a formacdo de seis grupos de similaridade em cada uma das andlises e
mostrou que 0s acessos sdo divergentes, havendo variabilidade genética para
desenvolvimento de cultivares de C. frutescens para diversos nichos como: comercializacéo
in natura e producdo de conservas e molhos. Os marcadores SSR demonstraram maior
capacidade de discriminacdo em relacdo aos descritores morfoldgicos. A altura e a largura
das plantas foram as variaveis que apresentaram maior contribuicdo no indice de
diversidade genética. Foi possivel o estabelecimento da colecdo nuclear com 13 acessos de
C. frutescens representando 77% da variabilidade genética da colecdo ativa, utilizando-se
239 alelos de 24 loci de marcadores moleculares SSR, 57 caracteristicas morfoldgicas e
diferentes estratégias de selecdo. A melhor estratégia para formacéo da colecdo nuclear foi
evidenciada pela selecdo dos acessos nos diferentes grupos de similaridade estabelecidos
por marcadores moleculares SSR e incidéncia de viroses. Caracteristicas morfoldgicas e
moleculares foram utilizadas para avaliar e comparar a variabilidade genética dessa cole¢do
nuclear (13 acessos), de uma populacdo base de melhoramento genético (6 acessos) e de
uma colecéo ativa (104 acessos) de C. frutescens. Verificou-se maior variabilidade genética
entre os acessos da colecdo nuclear em relacdo a populacdo base, tanto na caracterizacao

morfolégica quanto na molecular. Os resultados demonstram que 0s acessos da colecdo
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nuclear podem aumentar a base genética dos programas de melhoramento genético de C.

frutescens, maximizando as possibilidades de combinagGes génicas desejaveis.

Palavras-chave: pimentas, variabilidade genética, caracterizacdo, morfologia, marcadores

SSR, colecdo nuclear.



ABSTRACT

Peppers are part of the cultural wealth and of the valuable genetic patrimony of the
Brazilian biodiversity. The development of new pepper cultivars and hybrids with
agronomic and industrial traits of interest relies on the variability of the genetic resources
available. The overall objective of this work was to study phylogenetics and genetic
diversity in Capsicum using molecular markers as well as morphologic characteristics to
subsidize conservation and use of genetic resources of C. frutescens and C. chinense in
breeding programs for the development of Brazilian varietal types such as the malagueta
pepper. The specific objectives were: to study phylogenetics and genetic diversity of
Capsicum spp. based on ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markers and morphological
characteristics related to the degree of domestication; to analyze the transferability of
microsatellite primers (SSR - Simple Sequence Repeats) from C. annuum to C. frutescens
and C. chinense; to confirm the existence of natural hybrids; to characterize the C.
frutescens active germplasm collection of Embrapa Vegetables; to establish a core
collection of C. frutescens and to compare the core collection to the base population of a
breeding program.The research activities were carried out at Embrapa Vegetables, Embrapa
Genetic Resources and Biotechnology and Embrapa Cerrados, in Brasilia, Federal District.
Four wild accessions collected in the Amazon region (CNPH 4315, CNPH 4325B, CNPH
4337 and CNPH 4372) popularly known as olho-de-peixe or olho-de-periquito, were
characterized using ISSR as C. chinense and presented fruits with traits typical of wild
species. The wild accession CNPH 4353 known as malaguetinha was morphologically and
molecularly classified as C. frutescens. Probably, these accessions collected in the Amazon
Basin, the area with the largest diversity of C. chinense, share morphological characteristics
with wild ancestors of this species. Transferability of a set of microsatellite primers of C.
annuum was tested for the species C. frutescens and C. chinense. From the 185 C. annuum
SSR primers (CA) analyzed, 116 (62.7%) showed transferability for both species. Of them,
19 (16.37%) were polymorphic with an average of 2.89 alleles per locus for C. frutescens
and 35 (30.17%) showed polymorphism with an average of 3.3 alleles per locus for C.
chinense. Based on the study of transferability, 17 CA primers can be used to analyze
samples of C. chinense and C. frutescens. These two species are genetically very similar,
making it difficult to distinguish the accessions, especially considering the possibile
occurence of natural hybrids. To confirm the occurrence of natural interspecific hybrids,
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pollen viability and genetic compatibility tests were carried out, as well as morphological
and molecular characterization with the analysis of capsaicinoids content. Although the
species C. chinense and C. frutescens share similarities with overlapping morphological
characteristics, they are actually different by analysis with SSR primers. Pollen viability
and genetic compatibility tests pointed CNPH 4325A and CNPH 4361 as a result of natural
hybridization, especially CNPH 4361, which showed morphological characteristics typical
of both species, intermediate position in the dendrogram and in the scatter plot of the
molecular analysis, occurrence of heterozygous alleles at six loci and intermediate content
of capsaicin, of 154,000 SHU. The genetic variability of 115 accessions that compose the
C. frutescens active germplasm collection of Embrapa Vegetables was based on 57
morphological characteristics and 239 alleles from 24 SSR loci. This study allowed the
formation of six similarity groups in each analysis and showed that the accessions are
diverse, presenting genetic variability for the development of cultivars of C. frutescens for a
number of markets, such as the fresh-fruit and the processed-fruit (canning and sauces)
markets. The SSR markers showed greater capacity for discrimination of morphological
descriptors. Height and width of plants were the variables that showed the highest
contribution to the coefficient of genetic diversity. A core collection was settled with 13
accessions of C. frutescens representing 77 % of the genetic variability of the active
collection, gathering 239 alleles of 24 SSR loci, 57 morphological and agronomic
characteristics and different selection strategies. The best strategy for settling the core
collection was evidenced by the selection of accessions from different groups of similarity
of the SSR analysis associated to the evaluation of incidence of viruses. Morphologic,
agronomic and molecular characteristics were used to evaluate and compare the genetic
variability of this core collection (13 accessions), a base population of the breeding
program (6 accessions) an active collection (104 accessions) of C. frutescens. A higher
genetic variability among accessions of the core collection was verified in comparison to
the base population, both in the morphological and molecular characterization. The results
show that accessions of the core collection can improve the genetic base of breeding

programs of C. frutescens, maximizing the chances of desirable gene combinations.

Key words: peppers, genetic variability, characterization, morphology, SSR markers, core

collection.



1. INTRODUCAO GERAL

As pimentas do género Capsicum spp. originérias das Américas foram rapidamente
disseminadas para outras partes do mundo em virtude de sua versatilidade culinaria,
industrial, ornamental e também por suas propriedades medicinais. Os diferentes tipos de
Capsicum passaram a ser consumidos por povos de todas as origens em quantidades
crescentes, especialmente em paises como india, China, Tailandia, Indonésia, Turquia,
Coréia do Sul e México, conhecidos por suas receitas picantes. Hoje, China e india
cultivam, anualmente, cerca de 1,5 milhdo de hectares de Capsicum (FAOSTAT, 2014a).
Os tailandeses e os sul coreanos, considerados como 0s maiores consumidores de pimenta
do mundo, comem 5 e 8 g.dia.pessoa™, respectivamente (REIFSCHNEIDER, 2000).

A maioria dos frutos das pimentas possui sabor pungente caracteristico devido a
presenca predominante do alcaldide denominado capsaicina, exclusivo do género
Capsicum, encontrado preferencialmente na placenta e, em menor quantidade, na semente e
pericarpo do fruto. A pungéncia é uma das caracteristicas utilizadas para determinar a
qualidade comercial dos frutos de pimenta, sendo a capsaicina empregada na industria
farmacéutica. Os frutos também apresentam alto valor nutricional e sdo fontes importantes
de antioxidantes naturais, de vitamina E, vitaminas do complexo B e vitamina A
(REIFSCHNEIDER, 2000; DJIAN-CAPORALINO et al., 2007).

As pimentas sdo parte da riqueza cultural e do valioso patrimdnio genético da
biodiversidade brasileira. Sdo cultivadas em todo o territério nacional desde o Rio Grande
do Sul até Roraima, em uma imensa variedade de tipos, nomes, tamanhos, cores, sabores e
pungéncia. O cultivo realizado por pequenos, médios e grandes produtores se ajusta
perfeitamente aos modelos de agricultura familiar e de integracdo pequeno agricultor-
agroindustrias, sendo uma alternativa de renda. A area anual cultivada é cerca de cinco mil
hectares, com producdo aproximada de setenta e cinco mil toneladas. A produtividade
média depende do tipo de pimenta, variando de 10 a 30 t.ha™ (RIBEIRO et al., 2008a).

O agronegdcio Capsicum é muito mais relevante do que se imagina, pois envolve
diferentes segmentos, desde pequenas plantacdes e fabricas artesanais caseiras, até a
exportacdo de péprica por empresas multinacionais que competem no mercado
internacional de especiarias e temperos. Parte da producdo brasileira € exportada em
diferentes formas, como paprica, pasta, desidratada e conservas ornamentais. Em 2005, o

volume das exportagdes brasileiras de pimentas e pimentdes atingiu mais de 9.200
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toneladas, com valor aproximado de US$ 23.500.000, posicionando-se como a segunda
principal hortalica exportada, atras apenas do meldo. Considerando o mercado nacional, as
pimentas e os pimentdes incluem o grupo das dez hortalicas mais importantes no pais
(RIBEIRO et al., 2008b).

A crescente demanda do mercado tem impulsionado o aumento de area cultivada e o
estabelecimento de agroindustrias em diferentes regides brasileiras. O consumo recente de
produtos frescos ou processados de pimenta cumari (C. baccatum L. var. praetermissum
(Heiser & Smith) Hunziker) variedade botanica exclusiva do Brasil, € um bom exemplo de
muitos nichos sendo constantemente desenvolvidos no mercado de pimenta
(REISFCHNEIDER et al., 2009).

O Brasil é um importante centro de diversidade do género Capsicum, pois em seu
territério encontram-se espécies em todos 0s niveis de domesticacdo (domesticadas,
semidomesticadas e silvestres). As espécies domesticadas de Capsicum sdo: C. annuum L.
var. annuum; C. baccatum L. var. pendulum (Willd.) Eshbaugh; C. chinense Jacqg.; C.
frutescens L. e C. pubescens Ruiz & Pavon. Apenas C. pubescens ndo se encontra
representada no Brasil (RIBEIRO et al., 2008a) e o seu centro primario de diversidade é a
Bolivia (ESHBAUGH, 1979).

A espécie C. chinense tem sua area de maior diversidade na Bacia Amaz6nica, de
onde se pode concluir ter sido domesticada pelos indigenas e, portanto, considerada como a
mais brasileira entre as espécies domesticadas (REIFSCHNEIDER, 2000). No Estado de
Roraima, extremo Norte da Amazbnia brasileira, a espécie C. frutescens (pimenta
malagueta) seguida da espécie C. chinense (tipo pimenta murupi e pimenta olho-de-peixe)
sdo os morfotipos tradicionalmente mais consumidos e que circulam em maior intensidade
e volume entre as comunidades indigenas locais devido o alto grau de pungéncia
(BARBOSA et al., 2002).

A principal area de diversidade da espécie C. frutescens ainda ndo é bem definida.
Alguns autores apontam a América Central, particularmente a Costa Rica, por apresentar
uma diversidade maior do que a América do Sul (PICKERSGILL, 1979, 1984). Outros
relatam que no Meéxico é possivel encontrar populagdes silvestres de C. frutescens com
grande variabilidade morfolégica e genética (JARRET et al., 2007; CASTANON-
NAJERA, 2008).



Os tipos mais comuns de C. frutescens sdo as malaguetas, assim chamadas no
Brasil, e os tabascos, como s&o conhecidos nos Estados Unidos. A pimenta malagueta
brasileira € uma das mais conhecidas, consumidas e cultivadas em todo o pais,
principalmente nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Goias e Sergipe. A pimenta malagueta
tem se constituido em uma fonte de rendimentos financeiros na pequena propriedade
familiar brasileira, como, por exemplo, nos cultivos da Zona da Mata Mineira, em Lagarto
(SE) e em assentamentos rurais no Estado de Goids (DUARTE, 2011; PINTO e
MARTINS, 2011; SILVA et al., 2010).

As pimentas malaguetas e o0s tabascos possuem frutos pequenos, de formato
alongado, coloragdo vermelha quando maduros e elevado teor de capsaicina e s&o
destinados tanto para o mercado in natura, como para o processamento na forma de molhos
liquidos, conservas, geléias e pastas (CARVALHO et al., 2006). No estado do Ceara, a
pimenta tabasco € cultivada tanto para exportacdo na forma de pasta, quanto para consumo
na forma de molho para o mercado local (CRISOSTOMO, 2006).

Atualmente existe uma demanda crescente por parte de produtores por novas
cultivares, principalmente por pimentas do tipo malagueta (RIBEIRO et al., 2008b). As
cultivares de pimenta malagueta encontradas no mercado brasileiro ndo sdo homogéneas e
apresentam grandes variagcbes na morfologia e na produtividade. Grande parte dos
agricultores produz suas préprias sementes e normalmente estas sementes sdo de qualidade
inferior, apresentam baixa germinacdo, podem carrear patdégenos e resultar em menor
uniformidade de emergéncia das plantulas e produtividade.

O desenvolvimento de novas cultivares de pimenta malagueta e hibridos com
caracteristicas agronémicas e industriais de interesse, visando aumentar a produtividade,
qualidade e consequentemente a competitividade do agronegocio de Capsicum no Brasil,
depende da variabilidade disponivel dos seus recursos genéticos.

O banco ativo de germoplasma (BAG) de Capsicum da Embrapa Hortalicas é uma
colecdo que apresenta grande numeros de acessos e consideravel variabilidade genética nas
espécies domesticadas e, provavelmente, a Unica no Brasil que possui espécies silvestres. A
ampla variabilidade é verificada quanto & coloragdo, forma, aroma, e pungéncia de frutos,
resisténcia maltipla a doencas e arquitetura de planta. Dentre todos os acessos conservados,

0 BAG possui cerca de 115 acessos identificados como C. frutescens. Varios acessos foram



coletados na regido Norte do Brasil, em areas de ocorréncias de formas espontaneas e
podem ter implica¢des filogenéticas significativas.

A caracterizagdo da diversidade genética, o estabelecimento de uma colecéo nuclear
e a criagdo de uma populacdo base ampliam as possibilidades de uso do germoplasma.
Essas estratégias permitem a selecdo de genotipos superiores com potencial para diversos

nichos de mercado, beneficiando tanto as agroindustrias como a agricultura familiar.

2. OBJETIVOS GERAIS

Ampliar o conhecimento cientifico em recursos genéticos utilizando marcadores
moleculares e caracteristicas morfol6gicas no estudo da filogenia, diversidade genética,
populacdo base e estabelecimento de colecdo nuclear de acessos de C. frutescens com o
intuito de orientar e aumentar a eficiéncia do programa de melhoramento e contribuir para o

desenvolvimento de tipos varietais brasileiros como a pimenta malagueta.

2.1 Objetivos Especificos

1. Estudar a filogenia e diversidade genética de Capsicum spp. com base em
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e caracteristicas morfologicas
relacionadas ao grau de domesticacao;

2. Analisar a transferibilidade de primers microssatélites (SSR - Simple Sequence
Repeats) de C. annuum para C. frutescens e C. chinense;

3. Utilizar marcadores microssatélites e caracteristicas morfologicas para estudar a
variabilidade genética, auxiliar na classificacdo taxondmica de acessos de C.
frutescens e C. chinense e confirmar a existéncia de hibridos naturais entre as duas
especies;

4. Caracterizar a variabilidade genética dos 115 acessos que compdem a colecdo ativa
de germoplasma de C. frutescens da Embrapa Hortalicas, com base em
caracteristicas morfologicas e marcadores moleculares microssatélites;

5. Estabelecer uma colecdo nuclear de C. frutescens a partir da analise da variabilidade

genética com base em descritores morfoldgicos e moleculares;



6. Avaliar a variabilidade genética da colecdo nuclear e populacdo base do
melhoramento genético de C. frutescens, utilizando descritores morfoldgicos e

moleculares.

Os referidos objetivos foram estruturados em seis capitulos conforme o fluxograma
(item 2.2).
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2.2 FLUXOGRAMA DO PROJETO
O fluxograma apresentado a seguir mostra uma visdo do projeto:
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Género Capsicum

Os mais antigos registros arqueologicos de pimentas datam em torno de 7.000 a
9.000 anos e refletem a utilizagdo de espécies de Capsicum spp. ndo somente como
condimentos ocasionais, mas como componentes de uma sofisticada e complexa dieta.
Diante de tais evidéncias, pesquisadores como PICKERSGILL (1969a, 1969b) e PERRY
et al. (2007) foram levados a afirmar que as pimentas dividem com o feijdo e algumas
curcubitaceas a distingdo de terem sido as primeiras plantas cultivadas no Novo mundo.

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae, uma familia grande e
economicamente importante, que inclui berinjela, batata e tomate. Esse género ndo possui
nenhum parentesco com a pimenta do reino, Piper nigrum, e nem esta relacionado com a
pimenta da Guiné ou graos do paraiso, Afromomum melegueta. Todas as espécies do género
Capsicum sdo originarias no hemisfério ocidental e sdo nativas das regifes tropicais das
Américas (DeWITT e BOSLAND, 2009). O nome do género Capsicum deriva do grego:
Kapso (picar) e a palavra pimenta aparece no século XIII, derivada do latim pigmenta,
plural de pigmentum, corante (NUEZ et al., 1996).

Capsicum é considerado um género pequeno com cerca de 35 tdxons (espécies e
variedades), classificados em categorias de acordo com o nivel de domesticacdo, sendo
cinco taxons domesticados e trinta silvestres (semidomesticados e silvestres)
(REIFSCHNEIDER, 2000; DeWITT e BOSLAND, 2009).

As plantas domesticadas sdo aquelas que o homem selecionou determinadas
alteracdes genéticas, de tal modo que ndo sao capazes de sobreviver em condi¢Ges naturais
e sdo absolutamente dependentes do homem para a sobrevivéncia. As semidomesticadas
sdo também cultivadas, mas o grau de dependéncia em relacdo ao homem € pequena. As
plantas silvestres sdo aquelas que podem ser exploradas pelo homem no seu ambiente
natural, isto é, ndo sdo cultivadas e nem existe nenhuma relacdo de dependéncia com o
homem (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

Acredita-se que as espécies do género Capsicum tenham sido domesticadas
independentemente, em pelo menos trés regides: C. annuum var. annuum e C. frutescens na
Mesoamérica (regido compreendida entre o centro do México e o noroeste da Costa Rica),
C. baccatum. var. pendulum e C. pubescens na regido Andina, e C. chinense na regido da

Planicie Tropical da América do Sul (PICKERSGILL, 2007).
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3.2 Importéancia econémica

Embora as espécies de Capsicum ndo estejam incluidas no grupo dos vegetais
importantes para a alimentacdo humana, sem ddvida despontam como uma das culturas
mais importantes no mundo como condimento (DeWITT e BOSLAND, 2009). As pimentas
Capsicum sdo consumidas frescas ou processadas nas formas de flocos desidratados
(pimenta calabresa), po (paprica), molhos e conservas. Além das qualidades gustativas,
estas plantas sdo extremamente valorizadas pelos atributos farmacoldgicos relacionados aos
componentes que causam a pungéncia (alcaldide capsaicina) e sdo utilizadas como plantas
ornamentais (RIBEIRO et al., 2008a; DJIAN-CAPORALINO et al., 2007).

A producdo mundial média anual em 2011 de Capsicum foi de aproximadamente
29,6 milhdes de toneladas de produtos frescos e 3,4 milhdes de toneladas de produtos secos
cultivados em cerca de 3,8 milhdes de hectares por ano. A producgéo total de Capsicum
(produtos frescos e secos) aumentou aproximadamente 28% desde 2000. China, México e
Turquia sdo os principais paises produtores de produtos frescos e india e China de produtos
secos (FAOSTAT, 2014a). Os valores do comércio mundial entre 2000 a 2011
apresentaram um rapido crescimento, de US$ 1,6 bilhdes para US$ 4,3 bilhdes referentes a
produtos frescos e de US$ 302 milhdes para US$ 1,3 bilhdes de produtos secos
(FAOSTAT, 2014b).

O Brasil produz pimentas em todas as regides. Os principais estados brasileiros
produtores sdo: Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Ceara e Rio Grande do Sul. As pimentas
malagueta (C. frutescens); a pimenta-de-cheiro, pimenta-de-bode, cumari-do-para, murupi,
biquinho (C. chinense); a dedo-de-moca e cambuci (C. baccatum) sdo alguns dos tipos
cultivados no pais (RIBEIRO et al., 2008a).

O mercado brasileiro de pimentas é muito segmentado e diverso, em razdo da
grande variedade de produtos e subprodutos, usos e formas de consumo. O mercado para
as pimentas pode ser dividido de acordo com o objetivo da produgdo (consumo interno ou
exportacdo) e forma de apresentacdo do produto (in natura ou processado). Praticamente
toda a producdo destinada a exportacdo € na forma processada, enquanto para 0 mercado
interno tanto as formas processadas como in natura (pimentas sem processamento) séo
importantes. A comercializagdo de pimentas in natura, no atacado e varejo, ocorre em todas

as regioes brasileiras. Entretanto, ha dificuldade de estimativa do tamanho real e relevancia
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desse mercado, pela falta de estatisticas e informacOes sistematizadas (RIBEIRO et al.,
2008a)

O agronegocio Capsicum brasileiro é promissor com a abertura de novos nichos de
mercado, principalmente para produtos de alto valor agregado, como € o caso de pimentas
processadas e convertidas ou usadas em molhos, conservas ornamentais, geléias, embutidos
(salames, salsichas, linguigas), massas, ketchups e maioneses. Também sdo boas as
perspectivas para molhos com diferentes graus de picancia ou ardume (teor de capsaicina) e
com sabores similares ao da pimenta tabasco, e para novos tipos varietais direcionados para
a industria de processamento, visando a producdo de flocos desidratados, conservas e
geléias (CARVALHO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008a).

As malaguetas sdo consumidas e cultivadas em todos os estados do Brasil,
principalmente em pequena propriedade familiar e assentamentos rurais (DUARTE, 2011;
RIBEIRO et al., 2008a; SILVA et al., 2010), com destaque para o Estado de Minas Gerais,
principalmente, a Zona da Mata. Estima-se que cada hectare cultivado de pimenta
malagueta gere de quatro a cinco postos de trabalho apenas durante o processo produtivo,
aumentando essa quantidade de mao-de-obra durante a colheita, fase da cultura que
absorve maior quantidade de servicos temporarios. Em 2011, nos principais municipios
mineiros produtores foram cultivados cerca de 1140 hectares com varios tipos de pimenta
atingindo uma producgdo de aproximadamente 1.982 toneladas, destinadas tanto para o
consumo in natura quanto para a fabricacdo de molhos e conservas (PINTO e MARTINS,
2011).

Na Central de Abastecimento de Minas Gerais S/A, unidade de Uberlandia, o preco
médio mensal da pimenta malagueta no mercado atacadista durante o ano de 2013 foi de
R$ 12,5 kg™. Os precos médios variaram para outros tipos de pimenta: cumari (R$ 12,7 kg"
1, bode (R$ 7,6 kg™*) biquinho (R$ 6,6 kg™); dedo-de-moca (R$ 4,2 kg™) e Cambuci (R$
3,1 kg™).

Vale ressaltar, que na Central de Abastecimento de Goiés S/A, unidade de Goiania,
0 preco médio mensal da pimenta malagueta no mercado atacadista durante o ano de 2012
foi de R$ 8,0 It™. Os precos médios variaram para os diferentes tipos de pimenta: cumari
(R$ 5,6 It1), bode (R$ 3,0 It™), biquinho (R$ 6,6 kg™), dedo-de-moca (R$ 4,2 It™); godé ou
cambuci (R$ 9,7 por caixa) e De cheiro (R$ 5,1 kg™) (CEASA-GO, 2012).
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3.3 Pesquisa de Capsicum com enfoque no melhoramento genético

O melhoramento genético de pimentas teve inicio com 0s primeiros agricultores
que, ao selecionarem e preservarem tipos de pimentas que se mostravam mais atrativas e
interessantes estavam involuntariamente praticando o melhoramento por selecdo em massa,
conhecido como selecdo massal (REIFSCHNEIDER, 2000).

Programas de melhoramento de Capsicum sdo conduzidos tanto por empresas
publicas como privadas e por universidades. Entre as mais recentes pesquisas de
importancia para o género Capsicum destaca-se o programa de melhoramento de Capsicum
(programa iniciado em 1980), realizado por pesquisadores da Embrapa Hortalicas e
parceiros, direcionado para o desenvolvimento de linhagens, cultivares e hibridos com alta
produtividade, resisténcia multipla a doencas e melhor qualidade de fruto.

Nos ultimos vinte anos, um numero significativo de cultivares de polinizagdo aberta
(OP) e hibridos de Capsicum foi lancado pela Embrapa Hortalicas oriundas de processos de
selecdo e recombinacdo de acessos do BAG: um pimentdo com resisténcia a Cercospora
(cultivar Tico), trés cultivares OP de pimentas tipicamente brasileiras (BRS Seriema, BRS
Mari e BRS Moema), um hibrido de pimentdo para paprica (BRS Brasilandia) e trés
cultivares de pimentas do tipo Jalapefio desenvolvidas em parceria com empresas de
processamento (BRS Ema, BRS Garca, BRS Sarakura) (REIFSCHNEIDER e RIBEIRO,
2012; RIBEIRO et al., 2013). Em 2010, as pimentas tipo Jalapefio BRS Sarakura e BRS
Garca para processamento industrial foram as primeiras cultivares de hortalicas a serem
protegidas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. A cultivar BRS
Sarakura é atualmente responsavel por 50% de todo o molho de pimenta produzido no
Brasil (REIFSCHNEIDER e RIBEIRO, 2012; NASS et al., 2012). Além disso, vérias
linhagens resistentes a diferentes patdgenos foram disponibilizadas para instituicbes de
pesquisa nacionais e internacionais. Exemplos incluem: CNPH 148 (resistente a podridao
de raiz causada por Phytophthora capsici), CNPH 703 (resistente a varias espécies de
Xanthomonas spp.) e CNPH 679 (resistente a tospovirus), que tém sido utilizados por
programas de melhoramento publicos e privados no Brasil e no exterior
(REIFSCHNEIDER et al., 2013).
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3.4 Recursos genéticos - Variabilidade genética de Capsicum

As caracteristicas selecionadas sob cultivo ou em processo de domesticagédo estdo de
acordo com as preferéncias e conveniéncias dos diferentes agrupamentos humanos, de tal
maneira que, nesse processo, foram selecionadas muitas variantes morfoldgicas que, em sua
maioria, ndo teriam chance de sobrevivéncia em condi¢fes naturais. Como resultado, uma
grande diversidade de tipos foi perpetuada dentro de uma mesma espécie. Muitas das
caracteristicas morfoldgicas utilizadas ainda hoje (direcionadas especialmente para a forma,
cor, posicdo e pungéncia dos frutos) elencadas para subsidiar os programas de
melhoramento ou para discriminar uma espécie de outra, sdo as mesmas que foram
selecionadas e manipuladas desde o tempo em que essas plantas foram inicialmente
cultivadas (WALSH e HOOT, 2001).

Algumas espécies do género Capsicum foram primeiramente selecionadas e
domesticadas nas areas originais do continente americano (centro primario de diversidade).
Depois da chegada dos europeus as Américas, as pimentas foram introduzidas em
diferentes areas e os processos de sele¢do continuaram gerando novos tipos morfoldgicos, e
por esse motivo, as novas areas que apresentaram diversidade intra e interespecifica, dentro
de uma cultura, sdo considerados centro secundarios de diversidade (BIANCHETTI e
CARVALHO, 2005).

Nos centros de diversidades secundarios, milhares de variedades foram selecionadas
pelos produtores por varios séculos para atender as condi¢Bes ambientais, habitos de
consumo locais e comércio, resultando na diversidade fenotipica encontrada em Capsicum
(NUEZ et al., 1996; DJIAN-CAPORALINO et al., 2007).

As limitadas descri¢des quando da descoberta do Brasil, ndo permitem identificar as
pimentas utilizadas pelos nativos e colonizadores. Segundo as crbnicas da época, fica
evidenciada a presenca de pimentas de diversas formas e cores, as quais ndo eram
encontradas nas populagdes silvestres. Desse modo, podemos concluir que se tratava de
pimentas ja domesticadas. Contudo, mesmo que aquelas pimentas tivessem sido
introduzidas de outras areas, o processo de selecdo nas tribos indigenas brasileiras
continuou e foram criados novos tipos morfoldgicos diferentes daqueles encontrados nas
areas originais. Por esse motivo, o Brasil € um importante centro secundario de espécies
domesticadas do género Capsicum (REIFSCHNEIDER, 2000).
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Dos quatro centros de diversidade reconhecidos por Hunziker (citado por
BARBOZA e BIANCHETT]I, 2005) para o género Capsicum, dois estdo no Brasil: um no
nordeste e, o outro, na costa leste. BIANCHETTI (1996) concluiu que o centro de
diversidade no Rio de Janeiro é composto pelo maior numero de espécies silvestres do
género Capsicum. Trés novas espécies silvestres de Capsicum oriundas da Mata Atlantica
foram descritas por BARBOZA e BIANCHETTI (2005): C. pereirae, C. friburgense e C.
hunzikerianum.

A pimenta tipo malagueta (C. frutescens) também conhecida como malaguetinha e
malaguetdo destaca-se por ser muito popular e consumida no Brasil. Seu nome
provavelmente foi designado do termo portugués usado para os frutos picantes dos graos-
do-paraiso, também chamados de malagueta, pertencentes a espécie Afromomum melegueta
(REIFSCHNEIDER et al., 2009). A variabilidade morfoldgica de formas, tamanhos e cores
de frutos de C. frutescens é inferior a verificada em outras espécies domesticadas do
género. O exemplo mais difundido, e por muito tempo considerado a Unica forma
domesticada, é aquela popularmente conhecida como pimenta tabasco (PICKERSGILL,
1971), cultivada nos Estados Unidos. BARAL e BOSLAND (2004) relatam a existéncia de
acessos de C. frutescens apresentando frutos grandes, pendentes e persistentes sugerindo a
existéncia de outras formas domesticadas, além do tabasco cultivado.

O centro de domesticacdo para C. frutescens ainda ndo estd bem definido.
Entretanto, partindo-se do pressuposto que as areas de maior diversidade genética
coincidem com as areas de provavel domesticacdo da espécie, alguns autores apontam que
as coletas realizadas na América Central, particularmente na Costa Rica, mostram uma
diversidade maior que aquelas da América do Sul e, por esse motivo, acreditam que C.
frutescens tenha sido domesticado nas terras baixas da América Central (PICKERSGILL,
1979, 1984). Outros autores apontam que no México é possivel encontrar populacdes
silvestres de C. frutescens com grande variabilidade morfologica e genética (JARRET et
al., 2007; CASTANON-NAJERA, 2008) e, por esse motivo, atribuem ao México o titulo
de centro de domesticacdo da espécie. A Mesoamerica (regido compreendida entre o centro
do México e o noroeste da Costa Rica) também foi citada por PICKERSGILL (2007) como
provavel area de domesticacdo das espécies C. annuum var. annuum e C. frutescens.

A distribuicdo geografica da espécie C. frutescens ocorre desde as terras baixas do

sudeste brasileiro até a América Central e as Antilhas (indias Ocidentais), no Caribe. Além
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das Américas é cultivada na Africa, india, China, Japdo e Tailandia (MOSCONE et al.,
2007; MONGKOLPORN e TAYLOR, 2011). Na Asia, cerca de 400 anos se passaram
desde sua introducdo e os povos indigenas de Taiwan e ilhas Batanes incorporaram essa
espécie na sua cultura utilizando seus frutos de varias maneiras como: condimentos na dieta
diaria, medicamentos, ornamental, usos rituais, € uso de folhas no preparo de sopas
(YAMAMOTO e NAWATA, 2009). As racas locais de C. frutescens sdo cultivadas em
varias regides tropicais e sub-tropicais do mundo. A existéncia de popula¢des locais é
mencionada em alguns paises das Américas como: no Peru, o tipo picante € denominado de
pimenta Pipi de Mono (ORTIZ et al., 2010); em Tabasco, no México, o morfotipo
semidomesticado chamado de Picopaloma (CASTANON-NAJERA et al., 2008) e no
Brasil, populacdo selvagens de C. frutescens vegetam na Bacia Amazonica (BIANCHETTI
e CARVALHO, 2005).

3.5 Banco de germoplasma

No melhoramento de plantas, a diversidade genética é fonte essencial do progresso
genético, motivando a coleta, manutencdo e a caracterizacdo de recursos genéticos da
maioria de espécies de plantas cultivadas desde o inicio do século 20 (NICOLAI et al.,
2013).

Até a decada de 1940, os centros de origem de espécies domesticadas foram
considerados fontes ilimitadas de variabilidade genética. A expansdo da fronteira agricola e
0 uso indiscriminado da terra, sem a preocupacédo de preservacdo do meio ambiente e dos
recursos genéticos para as geracoes futuras, pode levar a extincdo de parentes selvagem de
muitas espécies cultivadas, incluindo o género Capsicum. A possibilidade de uma
diminuicdo da diversidade genética dentro de uma espécie e espécies selvagens
relacionadas levou a comunidade cientifica a defender a manutencéo de recursos genéticos
de diferentes espécies vegetais (REIFSCHNEIDER, 2000).

Os recursos genéticos constituem-se na parte essencial da biodiversidade, que é
usada pelo homem para a promog¢do do desenvolvimento sustentavel da agricultura e
producdo de alimento (GOEDERT, 2007). Para VALOIS (1999) e a variabilidade de
espécies de plantas, animais e microrganismos integrantes da biodiversidade, de interesse
socio-econdmico atual e potencial para utilizagcdo em programas de melhoramento genético,

biotecnologia e outras ciéncias afins. Entende-se por germoplasma a base fisica do cabedal
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genético que reune o conjunto de materiais hereditarios de uma espécie (VALOIS et al.,
2010).

A conservacdo do germoplasma das espécies cultivadas é realizada principalmente
sob a forma ex situ, na qual a conservacdo de componentes da diversidade bioldgica é
realizada fora de seu habitat natural. Amostras ou acessos sao armazenados na forma de
sementes, plantas, estacas, polen, embrides, tecidos, células, DNA ou seus fragmentos
representantes da variacao genética da populacdo original. As unidades organizacionais que
tem como objetivo a conservacdo, 0 manejo e a utilizacdo da variabilidade genética sdo
denominadas de Bancos de Germoplasma (ENGLES, 2002).

Atualmente, a maioria das instituicbes de pesquisa nacionais e internacionais,
publicas e privadas mantem um banco ou colecdo de germoplasma vegetal, que incluem
espécies selvagens, cultivares e tipos especiais, populacées, linhagens ou variedades OP,
variedades obsoletas e hibridos (NASS et al., 2012). Melhoristas de plantas normalmente
apelam para 0 BAG para gerar novas cultivares mais produtivas, resistentes as doengas com
qualidade nutricional superior ou outras caracteristicas de interesse (RIBEIRO et al.,
2008a).

As principais atividades realizadas no BAG sdo: o enriquecimento da colecdo por
meio de intercambio e coleta, a correta identificagdo taxondmica, a multiplicacdo, a
caracterizagdo morfoldgica e molecular, a avaliagdo agrondmica preliminar, o
monitoramento e regeneracdo periddica dos acessos armazenados e a disponibilizacdo do
germoplasma e de todas as informacdes sobre o0s acessos. Essas atividades sdo dinamicas,
de alto custo, envolvem muitas areas de conhecimento e recursos humanos e sO se
justificam se os recursos genéticos forem utilizados ou se ainda houver expectativa de uso
futuro (NASS, 2001).

Os BAGs de Capsicum sdo mantidos por varias instituicdes internacionais e
nacionais. As principais colecdes estdo mantidas nos Estados Unidos, América do Sul,
Europa e Asia. A lista das colecbes de germoplasma de Capsicum foi fornecida
recentemente por DJIAN - CAPORALINO et al. (2007). Duas principais bases de dados
internacionais: GRIN (operado pelo departamento de agricultura dos Estados Unidos) e o
AVGRIS (operado pelo Centro Vegetal do Mundo em Taiwan — AVRDC) fornecem
informacOes acessiveis de acessos de Capsicum referentes a dados de passaporte,

caracterizacdo, avaliacdo, estoque e distribuigcéo de sementes.
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Existem algumas colecdes de Capsicum no Brasil que conservam em forma de
sementes a variabilidade das espécies em bancos de germoplasma. Na Embrapa Hortalicas,
no Distrito Federal, na Universidade Federal de Vigcosa (UFV), em Minas Gerais e no
Instituto Agrondmico de Campinas, em Sdo Paulo sdo encontradas as maiores colecoes

brasileiras de germoplasma de Capsicum.

3.5.1. BAG Capsicum mantido na Embrapa Hortalicas

O BAG Capsicum mantido na Embrapa Hortalicas foi iniciado ha 33 anos,
consolidando acBes de conservacdo ex situ de espécies do género Capsicum e de sua
variabilidade genética, com énfase nas espécies ameacadas e nas espécies com potencial de
uso econdmico. Atualmente, conta com mais de quatro mil entradas, entre cultivares de
polinizacdo aberta, hibridos, populacdes e linhagens representados principalmente pelas
cinco espécies domesticadas, dezenas de espécies semi-domesticadas e silvestres,
provenientes de varios paises e regides brasileiras. Esta colecdo tem servido como base
genética para um amplo programa de melhoramento da Embrapa e seus parceiros, no Brasil
e no exterior, que conta com mais de 30.000 linhagens e populacdes de espécies
domesticadas e semidomesticadas e tem desenvolvido vérias cultivares de diversos tipos de
pimentas picantes e de baixa pungéncia para diferentes segmentos do mercado
(CARVALHO et al., 2006; CARVALHO e BIANCHETT]I, 2008; REIFSCHNEIDER e
RIBEIRO, 2012).

Nos ultimos anos, a estratégia do BAG Capsicum tem concentrado esforcos em: 1)
atividades relacionadas aos recursos genéticos de Capsicum: enriguecimento,
caracterizacdo, conservacdo e organizacdo de um banco de dados; 2) fornecimento de
germoplasma com ampla variabilidade, adaptabilidade, producéo, resisténcia a doencas e
caracteristicas demandadas pelo programa de melhoramento genético; 3) disponibilizacéo
da documentagdo de dados de caracterizagdo e de fotos dos acessos na internet; 4)
capacitacao de varios estudantes de graduacao e pos-graduacédo de universidades publicas e
privadas, tais como: UnB, UENF, UFRJ, USP/ESALQ, UFG, UCB envolvidos em
atividades praticas do BAG; 5) analises nutricionais (capsaicina, carotenoides, vitamina C)
e de volateis (aroma) do germoplasma; 6) automacéo via utilizacéo de sistema de codigo de
barras desenvolvido para documentacéo, codificacdo e controle de estoques de sementes do

germoplasma; 7) participacdo de uma extensa rede de pesquisadores brasileiros envolvendo
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varias instituicdes e que trabalham em diferentes aspectos do germoplasma Capsicum,
desde expedi¢cGes na Amazodnia para determinar volateis arométicos em genotipos de
Capsicum brasileiros até o desenvolvimento de novas cultivares e hibridos com
caracteristicas agrondmicas e industriais de interesse que depende da variabilidade
disponivel dos seus recursos genéticos (CARVALHO et al., 2013).

As expedicOes de coleta de populagdes domesticadas, semidomesticadas e silvestres
de pimentas foram realizadas em &reas ameacadas na Amazo6nia (Norte do Brasil) e Mata
Atlantica (Sudeste do Brasil). Mais de 150 acessos de espécies domesticadas e
semidomesticadas foram coletados na regido Amazonica, e de 50 acessos de espécies
silvestres foram coletadas na Mata Atlantica. Acessos de C. chinense coletadas na regido
Amazonica mostraram enorme diversidade de formato do fruto, cor, tamanho e grau de
pungéncia. Muitos materiais apresentaram caracteristicas de interesse e, portanto, tém alto

potencial para uso imediato no programa de melhoramento.

3.6 Caracterizacao de recursos genéticos

A caracterizacdo € a descricdo e registro de caracteristicas morfoldgicas,
agrondmicas, citogenéticas, biogquimicas e moleculares do individuo. Além de proporcionar
melhor conhecimento do germoplasma disponivel, essencial para seu uso intenso em etapas
subsequientes, permite a identificacdo dos acessos duplicados, o estabelecimento de
colecgdes nucleares e a identificacdo dos modos de reproducdo predominantes nos acessos,
bem como da ocorréncia ou ndo de variabilidade intrinseca em acessos individuais
(VALLS, 2007). O referido autor enfatiza que a caracterizacdo e a avaliacdo s6 tem sentido
guando se busca diferencas por meio de caracteres descritivos que conduzam a
discriminacdo de diferentes acessos pertencentes a mesma espécie. Os resultados desses
estudos poderdo ser utilizados para verificar a necessidade ou ndo de introduzir novos
materiais na colecgdo e selecionar os de interesse para 0 melhoramento genético (ENGLES e
VISSER, 2003).

3.6.1 Caracterizagdo morfoldgica

A caracterizagdo morfologica consiste nas anotacfes de caracteres botanicos de alta

herdabilidade, facilmente visiveis ou mensuraveis, e que se expressem consistentemente em
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todos os ambiente observados nos acessos, por meio de listas de descritores. Na pagina
eletronica da Bioversity International antigo IPGRI — International Plant Genetic
Resources, vinculado ao CGIAR (Consultative Group on International Agricultural
Research) hé listas completas de descritores para diversas espécies, inclusive disponibiliza
a lista de descritores para Capsicum
(http://www.ecpgr.cgiar.org/fileadmin/bioversity/publications/pdfs/345_Descriptors_for_ca
psicum__ Capsicum_spp._.pdf).

A caracterizacdo morfoldgica e agronémica é normalmente a forma mais acessivel e
econbmica para conhecer e quantificar a diversidade genética e tem sido bastante utilizada
e priorizada nas colecGes de germoplasma de Capsicum mantidas pelo setor publico
brasileiro: Embrapa Hortalicas (CARVALHO et al., 2003, 2013), Embrapa Clima
Temperado (BUTTOW et al., 2010), Embrapa Roraima (LUZ, 2007), Instituto Agronémico
de Campinas (DOMENICO, 2011), Universidade Estadual Norte Fluminense (SUDRE et
al., 2010), Universidade Federal do Piaui (MONTEIRO et al., 2010), Universidade Federal
do Amazonas (FONSECA et al., 2008), Universidade Federal da Paraiba (SAPUCAY et
al., 2009), Universidade Federal de Vicosa (FINGER et al., 2010) e Universidade Federal
de Roraima (REGO et al., 2011).

3.6.2 Caracterizacdo molecular

Nas Ultimas décadas, diversas técnicas da genética molecular tém sido utilizadas em
estudos de evolucgdo, de diversidade genética inter e intra-especifica, origem genética e
identificacdo de novas variantes em diversas culturas, gerando informacdes importantes
para apoiar diferentes acfes de pesquisa desde a coleta até o uso dos recursos genéticos em
programas de melhoramento (FALEIRO, 2007).

A caracterizagdo molecular é uma ferramenta Gtil para a avaliacdo da diversidade
genética, pois 0s marcadores moleculares permitem a deteccdo de polimorfismo de
sequncia de DNA entre acessos de uma colecdo de germoplasma. O sitio do genoma
estudado pode ser também util em diferentes estudos genéticos como 0 mapeamento e
isolamento de genes (FERREIRA et al., 2007).

Marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer fen6tipo molecular
derivado de um polimorfismo de sequéncia de DNA, referente a um sitio conhecido ou

anonimo do genoma (FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998). Entre as vantagens dos
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marcadores moleculares estdo a obtencdo de um ndmero praticamente ilimitado de
polimorfismos genéticos, auséncia de influéncia do ambiente, possibilidade de detec¢do do
polimorfismo em qualquer estagio de desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de
célula ou tecidos. Além dessas vantagens, contribuem na tomada de decisdo nos processos
de coleta, manejo e intercdmbio de acessos em BAG, bem como auxiliam na escolha de
genitores a serem utilizados em programas de melhoramento (FALEIRO, 2007;
FERREIRA et al., 2007).

Os métodos mais efetivos para a analise da diversidade genética de plantas sdo
realizados por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). A PCR, ou reagédo
em cadeia através da polimerase, baseia-se na capacidade da enzima polimerase replicar
sequéncias de DNA, a partir de um par de pequenos fragmentos iniciadores (primers) que
flanqueiam a sequéncia que se deseja amplificar. A enzima DNA polimerase de DNA
resistente ao calor é chamada Taqg polimerase (SEMAGN et al., 2006; FERREIRA et al.,
2007).

Entre os marcadores que utilizam a PCR, os microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats) apresentarem varios aspectos positivos: heranca co-dominante, detecta
alto nivel de polimorfismo, alta reprodutibilidade das marcas,  multialélicos e
aparentemente sdo distribuidos em todo o genoma. A anélise de polimorfismos de SSR
poder ser automatizada e permitir uso de técnicas de fluorescéncia e multiplex (SEMAGN
etal., 2006; FERREIRA et al, 2007, FALEIRO, 2007; KALIA et al., 2011).

SSR sdo sequéncias muito curtas (2 a 5 pb) repetidas em tandem, ou seja, uma apds
a outra. A amplificacdo de SSR via PCR ¢ realizada através de primers especificos que
flanqueiam os microssatélites, sendo necessario primeiramente desenvolver tais primers
para a espécie a ser estudada (FALEIRO, 2007). A técnica de microssatélites revela
polimorfismo em determinado loco devido a diferengas no nimero de vezes em que, por
exemplo, um dinucleotideo (AG)n se repete naquele loco. Cada segmento amplificado de
tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco (FERREIRA et al., 2007).

De acordo com KALIA et al. (2011), o desenvolvimento de SSR é tradicionalmente
feito por isolamento de bibliotecas genémicas da espécie de interesse. Contudo, mais
recentemente algumas estratégias alternativas foram desenvolvidas para diminuir o tempo e
aumentar a capacidade de desenvolvimento de SSR, como identificacdo de sequéncias SSR
em RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), screening de sequéncias EST
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(Expressed Sequence Tags) disponiveis em bases de dados e pela transferibilidade de
marcadores de espécies relacionadas. Esta é uma vantagem adicional, porque em geral
ocorre alta taxa de transferibilidade entre espécies aparentadas e até mesmo entre géneros
da mesma familia, o que reduz consideravelmente os custos e 0 tempo necessario para a
pesquisa.

Pesquisadores do Laboratdrio de Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia durante o periodo de 1998 a 2001, desenvolveram 200 pares de primers
microssatélites para C. annuum (BUSO et al., 2000) e a transferibilidade para espécies C.

chinense e C. frutescens foi analisada durante o presente estudo.

3.6.3 Caracterizacao e identificacdo de espécies de Capsicum

A identificacdo de espécies, em alguns grupos, pode ser problematica. Entretanto, a
exatiddo no quesito identificacdo de espécies é condicdo primordial para qualquer trabalho
cientifico. No caso de germoplasma mal identificado o problema agrava-se, pois gasta-se
tempo e dinheiro promovendo-se a conservagdo de um material hipotético com reflexos
negativos ou comprometedores para a pesquisa e, conseqientemente, para o uso daquele
material.

Diversos taxonomistas identificaram erroneamente espécies de Capsicum,
notadamente aqueles que utilizaram apenas, ou principalmente, a morfologia como
ferramenta. Até o final do século XI1X mais de 90 nomes especificos foram associados as
espécies de Capsicum (PICKERSGILL et al., 1979; ESHBAUGH, 1980), pois diante de tal
diversidade morfoldgica dos frutos e do pouco conhecimento evolutivo das espécies, 0s
taxonomistas realizaram diferentes iniciativas na tentativa de registrar todas as formas ou
variacdes observadas.

Desde o trabalho de SMITH e HEISER JUNIOR (1957), até os dias atuais, existe
consenso quanto a existéncia de apenas cinco espécies cultivadas (ou domesticadas) no
género, porém nao na totalidade da comunidade cientifica. ESHBAUGH (1993), por
exemplo, ndo reconhece C. frutescens. A partir de uma rapida retrospectiva envolvendo
espécies de Capsicum, tomamos como referéncia as obras fundamentais de Carolus
Linnaeus (1753), onde foram originalmente descritas duas espécies, C. annuum L. e C.
frutescens L.; e Carolus Linnaeus (1767) onde foram descritas outras duas, C.baccatum L. e

C. grossum L. Depara-se com mais uma evidéncia dos problemas anteriormente
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comentados, pois segundo BARAL e BOSLAND (2002), C. grossum € sinénimo de C.
annuum L. var. annuum, ou seja, Linnaeus discriminou como espécies distintas, estados
morfologicos diferentes.

Ainda em relacdo aos nomes, desde os trabalhos de Linnaeus (1753, 1767) até o
trabalho de Ruiz e Pavon (1799), todas as espécies domesticadas haviam sido apontadas e
nomeadas (C. annuum L., C. pendulum Willd ou C. baccatum L., C. frutescens L. e C.
pubescens Ruiz & Pav.), exceto C. chinense. Considerando a ampla distribuicdo geogréfica
(sobrepondo-se a distribuicdo de C. annuum e C. frutescens) do que hoje consideramos
como C. chinense Jacg. e a popularidade da espécie na regido da América Central, mesmo
antes do descobrimento (IBPGR, 1983; PICKERSGILL, 1984), é muito provavel afirmar
que exemplares de C. chinense foram, inadvertidamente, incluidos dentro dos parametros
estabelecidos nas descricbes das espécies realizadas por Linnaeus e seus antecessores.
Segundo SMITH e HEISER JUNIOR (1957), materiais de C. chinense foram introduzidos
na Europa, logo apds o descobrimento das Américas. Entretanto, naquela época, devido as
raras descri¢des, era impossivel a distincdo entre essa espécie e C. annuum e, por esse
motivo, muitos materiais de C. chinense permaneceram sob a identificacdo de outras
espécies (SMITH e HEISER JUNIOR, 1957; BARAL e BOSLAND, 2004), especialmente
de C. annuum e C. frutescens. Uma evidéncia desse fato € que, em 1776, Jacquin descreveu
C. sinense Jacquin, originalmente para nomear e discriminar o que hoje conhecemos como
C. chinense Jacg., mas esse nome ndo foi considerado na época e foi somente reconhecido
no trabalho de SMITH e HEISER JUNIOR (1957).

Nesse contexto, PICKERSGILL (1988) e WALSH e HOOT (2001) apontam que,
como muitas espécies domesticadas possuem expressao diversificada de alguns caracteres e
que, muitas vezes, existe uma sobreposicdo de caracteres morfoldgicos, torna-se muito
dificil a correta identificacdo utilizando-se somente a caracterizacdo com base na
morfologia e, que essa tarefa exige a aplicagdo conjunta de outros métodos. Esse tipo de
erro é comum para todas as especies do género, mas especialmente frequente para aquelas
do complexo annuum/chinense/frutescens, com énfase para C. chinense e C. frutescens.
Diversos exemplos tiveram a identificagdo revista depois de passarem pela caracterizagdo
molecular (BARAL e BOSLAND, 2004; JARRET, 2008; ALBRECHT et al., 2012).

A identificacdo botanica correta da espécie € o primeiro passo no processo de

caracterizacdo e avaliagcdo de qualquer acesso, dentre as etapas subsequentes e correlatas.
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As dificuldades inerentes a complexa taxonomia das plantas cultivadas exigem alta
especializacdo por parte de pelo menos um membro da equipe, principalmente quando o
germoplasma de um produto envolve espécies silvestres (VALLS, 2007). A identificagdo
de acessos ao nivel taxondmico também tem sido realizada com base em marcadores
moleculares RAPD e ISSR (THUL et al., 2012) e para estabelecer relacGes genéticas dentro
e entre espécies de Capsicum (INCE et al., 2009, 2010).

3.6.4 Relacédo entre as espécies do género Capsicum

A partir da década de 1950, agora com o reconhecimento das espécies domesticadas
e de alguns ancestrais silvestres, foram intensificados os estudos morfologicos, de
cruzamentos e de caracterizacdo quimica e de proteinas com o intuito de esclarecer
afinidades e discrepancias entre as espécies.

Uma das primeiras tentativas foi a realizacdo de estudos com flavondides
(BALLARD et al.,, 1970, McLEOD et al. 1979a, 1979b, 1982, 1983), originando
agrupamentos que possuiam marcadores quimicos correlacionados aos morfologicos
(coloracdo das flores brancas x puarpuras). Diante da ampliagdo do conhecimento de cada
espécie bem como das relacGes entre espécies, 0s agrupamentos baseados na coloracao das
flores passaram a mostrar certa imprecisdo, como por exemplo: C. annuum, pertencente ao
agrupamento de flores brancas, apresenta algumas variedades com corolas purpuras
(WALSH e HOOT, 2001; DeWITT e BOSLAND, 2009); C. praetermissum Heiser
&Smith, pertencente ao agrupamento de flores brancas, possui corola violeta ou pdrpura
(HEISER JUNIOR e SMITH, 1958); C. eximium Hunz., pertencente ao agrupamento de
flores parpuras, possui flores com coloracdo que varia de purpura a completamente branca
(ESHBAUGH, 1979, 1982). A utilizacdo do marcador morfoldgico coloragdo das flores, na
tentativa de separar grupos de espécies, passou a receber menos atencdo, pois ndo se
aplicava para a totalidade das espécies pertencentes aqueles agrupamentos.

Resultados apresentados por PICKERSGILL et al. (1979), trouxeram novos
esclarecimentos aos estudos evolutivos do género utilizando taxonomia numérica, ao inves
de destacar a coloracao das flores, priorizaram outras afinidades morfoldgicas, sem deixar
de incluir as genéticas e reprodutivas. As espécies do género poderiam ser arranjadas em
trés agrupamentos diferentes, cada qual incluindo pelo menos uma espécie domesticada

somada as especies afins. Esses agrupamentos foram denominados de complexo annuum,
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complexo pubescens e grupo 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. Embora as barreiras
reprodutivas entre os diferentes complexos e grupos possam ser quebradas, esse fato
raramente ocorre em condicGes naturais (ESHBAUGH, 1993).

A partir do trabalho de PICKERSGILL et al. (1979), todos os trabalhos posteriores,
acrescidos de estudos cromossomicos, de hibridizagfes e moleculares, seguiram 0 mesmo
modelo de 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 et al , 2012).

A terminologia complexo traduz a reunido de espécies com extremas proximidades
morfoldgicas e reprodutivas e a dificuldade em discriminé-las como espécies distintas.
Nesse complexo (C. annuum/C. chinense/C. frutescens) sao incluidas as espécies
domesticadas, além dos provaveis ancestrais silvestres. Embora PICKERSGILL et al.
(1979) consigam diferenciar, morfologicamente, as espécies domesticadas, ndo conseguem
realizar a mesma tarefa em relacdo as espécies silvestres, tal a proximidade e sobreposicéo
de caracteres entre elas. Desse modo, PICKERSGILL et al. (1979) levantam a hipbtese que
as trés espécies (C. annuum/C. chinense/C. frutescens) foram domesticadas a partir de uma
Unica espécie ancestral, que se mostrava muito variavel e apresentava grande distribuicdo
geogréfica, desde o México até as terras baixas da América do Sul. Essa espécie ancestral
ocorreria em pequenas populacBes, separadas por distancias grandes o suficiente para
impedir a troca de genes entre elas. Esse fato favoreceria a diferenciacdo morfoldgica entre
as populacdes silvestres, de tal maneira que, alguma populacdo silvestre localizada na
MesoAmérica (México) teria dado origem ao C. annuum domesticado; que alguma
populacdo silvestre localizadas na Amazénia teria dado origem ao C. chinense
domesticado; e que alguma populacdo localizada na Amazonia e Indias Ocidentais teria
dado origem ao C. frutescens domesticado; ou seja, uma domesticacdo politopica (ou
alopatrica) a partir de um mesmo ancestral, resultando em trés espécies domesticadas

morfoldgica e geneticamente muito proximas. A hipotese evolutiva de PICKERSGILL et

27



al. (1979) foi compartilhada por alguns (McLEOD et al., 1983; AGUILAR-MELENDEZ et
al., 2009) e refutada por outros (parcialmente por LOAIZA-FIGUEROA et al., 1989).

A propria PICKERSGILL (1971), utilizando estudos de cario6tipos, ja havia
demonstrado o estreito relacionamento entre a espécie silvestre (C. annuum var. minimum
(Miller) Heiser ou C. annuum L. var. glabriusculum (Dunal) Heiser & Pickersgill) e
domesticada de C. annuum (C. annuum L. var. annuum), sugerindo a relacdo de
ancestralidade entre elas. Entretanto, a discriminacdo entre espécies, bem como o
estabelecimento de relacGes de ancestralidade tanto para C. chinense e C. frutescens
domesticados quanto para os silvestres ndo eram nem um pouco claros. O fato de
apresentarem similaridade morfol6gica e genética, somado a falta de dados conclusivos
capazes de discrimina-las, favoreceram a confusdo taxonémica e registros freqlientes dos

erros de identificacéo.

3.7 Colecao nuclear

Durante a década de 1970/1980, houve um grande esforco para coletar e conservar
germoplasma das principais espécies cultivadas, resultando no estabelecimento de grandes
colecdes de germoplasma. O tamanho das cole¢des e a limitacdo de recursos financeiros
contribuiram para estabelecer a defasagen entre o crescimento e o uso das cole¢des. De
modo a contornar esse problema, a formacdo de colecBes nucleares para as grandes
colecBes de germoplasma surge como uma estratégia de se concentrar recursos, esfor¢os, se
aprofundar conhecimentos e cruzar informacgdes para promover o uso eficiente da colecéo
de germoplasma (CORDEIRO e ABADIE, 2007).

O plano global de acdo para a conservacdo e utilizacdo sustentavel dos recursos
fitogenéticos para agricultura e alimentacdo recomenda o desenvolvimento de colecdo
nuclear como uma das atividades necessarias para melhorar o uso dos recursos genéticos
vegetais (VAN HINTUM et al, 2000).

O estabelecimento de colec¢do nuclear sugerido por FRANKEL (1984) e FRANKEL
e BROWN (1984) consiste na organizacéo de cole¢Ges de germoplasma com um ndmero
limitado de acessos de forma a representar a variabilidade genética da colecdo base ou
ativa, mantendo o maximo da divergéncia genética com o minimo de repetitividade e
redundancia. Portanto, uma colecéo nuclear pode ser uma fonte primaria de distribuicéo de

germoplasma para os melhoristas de plantas e outros programas nacionais, bem como para
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avaliacdo em varios ambientes (FRANKEL, 1984), com o intuito de auxiliar no
conhecimento sobre a diversidade e o uso potencial do germoplasma. Além disso, ao
estabelecer a colecdo nuclear é possivel reduzir o custo dos experimentos de avaliacao,
principalmente aqueles de caracterizagdo agronémica que demandam grande area de
avaliacdo com repeticdes e em diferentes locais para 0s estudos de interagdo genotipo X
ambiente.

A colecgéo nuclear ndo tem como objetivo a substituicdo de uma colecdo base ou
colecdo ativa, nem mesmo de uma colecdo de trabalho muito especializada (FALEIRO,
2007). A colecdo nuclear é uma estratégia que possibilita priorizar e concentrar as
atividades de caracterizacdo e avaliacdo dessa colecdo, de modo a formar uma base de
informacdo mais completa sobre esse conjunto de acessos e assim permitir o uso do
germoplasma (CORDEIRO e ABADIE, 2007). Os resultados desses estudos poderdo ser
utilizados para verificar a necessidade ou ndo de introduzir mais materiais na colecao e
selecionar os de interesse para 0 melhoramento genético (ENGLES e VISSER, 2003).

De acordo com BROWN e SPILLANE (1999) o conceito de uma cole¢do nuclear
deve compreender os quatros elementos basicos: a colecdo de germoplasma é uma grande
colecdo (do ponto de vista de manejo e uso) com integridade taxondémica; a colecdo nuclear
dessa grande colecdo tem um tamanho restrito; a colecdo nuclear ¢ uma amostra
representativa dessa colecao; e a colecdo nuclear é diversa.

O desenvolvimento de uma colecéo nuclear ndo é um processo simples e rapido, por
levar em consideracdo uma série de informacoes referentes ao germoplasma armazenado.
Existe muita discussdo sobre quais sdo os descritores adequados para serem usados no
desenvolvimento de uma cole¢do nuclear: morfoldgicos, genéticos, moleculares e
ecogeograficos.

Segundo FERREIRA et al. (2007), as colecdes de germoplasma atuais deveriam
ser caracterizadas molecularmente em um primeiro momento, utilizando os procedimentos
de analise automatizada em escala e oferecidos por marcadores moleculares, como a
genotipagem de locos microssatélites em sequenciador automaticos de DNA. Com base na
andlise de dados, colecBes nucleares poderiam ser estabelecidas e avaliadas com outros
descritores agrondmicos e morfoldgicos, incluindo bioensaios bioquimicos e fisiologicos.

Existem muitas abordagens para estabelecer uma cole¢do nuclear. Em geral, estas

abordagens tém trés etapas. O primeiro passo é descrever a diversidade genética de toda a
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colecdo. Varios descritores podem ser utilizado eventualmente em combinacdo (por
exemplo, dados do passaporte, origem geogréfica, caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas
e bioquimicas e marcadores moleculares). O segundo passo consiste em analisar a estrutura
da diversidade genética expressa pelos descritores diferentes e calcular a distancia genética
entre os acessos utilizando métodos de agrupamento. Desse modo, a colecdo inicial é
estratificada em grupo geneticamente homogéneos. E o Ultimo passo, as amostras de
acessos individuais séo selecionado a partir de toda a colegédo de modo a formar a colecédo
nuclear (BALFOURIER et al., 2007).

Na composicdo da colecdo 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 extraoplado para todos 0s acessos do mesmo
grupo de similaridade, o que pode ser confirmado por meio de caracterizacdo detalhada
desses acesssos (FALEIRO, 2007).

O desenvolvimento de uma cole¢do nuclear € um exercicio de amostragem, que
tenta assegurar a conservacdo dos alelos presentes na colecdo base (CORDEIRO e
ABADIE, 2007). Diferentes tipos de caracteristicas e estratégias de amostragem tém sido
desenvolvidos para o estabelecimento de cole¢cbes nucleares. Procedimentos de
estabelecimento e amostragens séo disponiveis em VAN HINTUM et al. (2000), BROWN
e SPILLANE (1999), VASCONCELOS et al. ( 2007).

Comumente é estabelecido que uma amostragem de 10% dos acessos fornece um
tamanho basico para uma colecdo nuclear, para captar entre eles 0 maximo da diversidade
disponivel da colecdo inteira. Esta generalizacdo é proposta por BROWN (1989), que
estimou uma amostragem de 10% para reter no minimo 70% dos alelos presentes na
colecdo inteira.

A utilizagdo de amostragens menores, em apenas 1% dos acessos da colec¢éo inicial,
nomeadas mini cole¢des nucleares, tem sido empregada para algumas culturas como: grao
de bico (211 acessos; UPADHYAYA e ORTIZ, 2001); sorgo (242 acessos; UPADHYAYA
et al., 2009). O tamanho reduzido dessas cole¢des tem fornecido oportunidades para a sua
avaliacdo eficiente e econdmica em varios ambientes e a identificagdo de novas fontes para
variagdo morfoagrondmica, qualidade, tolerancia ao estresse abiotico e bidtico em varias
culturas (UPADHYAYA et al., 2010).
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A amostragem de uma colecdo de germoplasma para estabelecer uma colegédo
nuclear requer um esforgo integrado envolvendo curadores, melhoristas, geneticista e
estatisticos. Defini¢do sobre o tamanho da colegédo nuclear de modo a facilitar o seu uso e a
escolha de critérios de classificacdo para os quais 0s acessos da colecdo base tenham
informacao, sdo essenciais (ABADIE et al., 2005).

Em relagdo a validacdo de cole¢Bes nucleares, FALEIRO (2007) relata que o
principio é analisar a variabilidade da colecdo base e da colecdo nuclear e verificar a
porcentagem da variabilidade presente na cole¢do nuclear. Os célculos das distancias entre
0s acessos da colecdo base e a colecdo nuclear podem ser realizados com base no
polimorfismo do DNA, célculo da riqueza e frequéncia alélica baseados em marcadores
multialélicos e co-dominantes.

A formacdo de colecdo nuclear tem sido desenvolvida em BAG mundiais para
vérias espécies vegetais como: arroz (LI et al., 2002), ervilha (LAZARO et al., 2006), cana-
de-agucar (AMALRAJ et al., 2006), trigo (BALFOURIER et al., 2007), milheto
(BHATTACHARIJEE et al.,, 2007), sorgo (UPADHYAYA et al, 2009), incluindo
Capsicum (ZEWDIE et al., 2004; NICOLAI et al., 2013). No Brasil, alguns esforcos foram
efetuados para a estruturacdo das colecdes nucleares de mandioca (CORDEIRO et al.,
1995), milho (NETTO et al., 2004), arroz (ABADIE et al., 2005), soja (OLIVEIRA, 2007)
e abobora (RAMOS, 2003).

Em Capsicum, apenas um estabelecimento de colecdo nuclear tinha sido publicado
(ZEWDIE et al., 2004) até 2013. Essa proposta foi realizada para estabelecer colecGes
nucleares das espécies de C. annuum, C. baccatum e C. chinense representativas da colecdo
mantida pela Unidade de Conservacdo de Recursos Genéticos de Plantas do Sul, Griffin,
GA, USA, com base em informacdes fenotipicas e analise de cluster.

Recentemente, NICOLAI et al. (2013) estabeleceram vérias colecdes nucleares de
C. annuum a partir da colecdo mantida pelo Instituto Nacional de Pesquisa Agropecuéria
(INRA), na Francga, utilizando 28 marcadores moleculares microssatélites a fim de
maximizar a diversidade genética, mas incluindo também 6 caracteristicas fenotipicos de
flores e frutos para otimizar a analise com caracteristicas horticolas. As cole¢Bes nucleares
variaram de 8,16, 32, 64 e 128 acessos representando 37 a 90% da diversidade genética de
C. annuum e seus parentes selvagens (var. glabriusculum). A utilizacdo da estratégica

algoritmo M (Maximizacdo) em que marcadores genéticos sdo usados maximizando a
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riqueza de alelos em cada locus, permitiram a selecdo dessas amostras nucleares menores e
ao mesmo tempo maximizaram a diversidade genética. As cole¢Bes nucleares menores
favorecem a andlise para o sequenciamento do genoma e analises de marcadores SNPs,
uma vez que Capsicum possui um genoma grande de 3.3 Gb, o que encarece o
sequenciamento completo. Uma colecdo nuclear grande com 332 acessos de C. annuum,
capturando 97 % da diversidade genética e fenotipica também foi estabelecida para estudos
de associacdo genetica.

A organizacédo da colecdo de germoplasma em torno de cole¢des 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. Nesse
contexto, o trabalho de tese de doutorado concluido por SILVA (2013) selecionou
descritores minimos para caracterizacdo de acessos do BAG Capsicum spp. da Embrapa
Hortalicas, caracterizado principalmente com base em dados de natureza qualitativa. Desta
colecdo, foram considerados 893 acessos (420 C. annuum, 106 C. baccatum, 307 C.
chinense e 60 C. frutescens), que estavam caracterizados segundo 56 descritores
morfologicos. Foram propostas listas de descritores minimos para a colecdo completa e
para as subcole¢des relacionadas as quatro espécies, que possibilitam reducdes de quase
50% no numero de descritores. A lista dos 30 descritores minimos de C. frutescens
propostos por esse autor foi validada no presente estudo para avaliar a variabilidade
genética dos 115 acessos que compdem a colecdo de germoplasma de C. frutescens da

Embrapa Hortalicas.

3.8 Populacéo base

A selecdo recorrente € um processo ciclico de melhoramento, que envolve a
obtencdo dos melhores individuos ou familias, que deverdo ser avaliados, selecionados e
intercruzados, visando, desse modo, aumentar a freqliéncia de alelos favoraveis e, por
consequéncia, melhorar a expressdo fenotipica da caracteristica sob sele¢éo.

E um processo extensivamente utilizado em plantas alégamas. Entretanto, nas
ultimas décadas o seu emprego tem sido ampliado em varias espécies autbgamas. Um dos
motivos é que a maioria das caracteristicas que os melhoristas trabalham sdo controladas
por varios genes e praticamente ndo existe uma linhagem que concentre todos os alelos

favoraveis. A selecdo recorrente € um modo eficiente de concentrar o maior nimero de
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alelos favoraveis em uma linhagem, por meio de ciclos sucessivos de selecdo e
recombinacdo das melhores familias (RAMALHO et al., 2001).

A condugéo de um programa de selegéo recorrente envolve trés etapas: a formagao
de uma populacdo base, a avaliacdo e a selecdo das familias e o intercruzamento das
melhores. Todas etapas possuem inumeras alternativas, cuja decisdo depende de uma série
de fatores.

Na formacédo da populacdo base é necessario que 0s genitores envolvidos tenham o
melhor desempenho possivel para a(s) caracteristicas(s) sob selecdo. Além disso, devem
apresentar a maior diversidade genética possivel, pois assim a populacdo base ird associar
média alta e alto nivel de variabilidade genética, que sdo condicGes indispensaveis para o
sucesso com a selecdo. Os melhoristas devem dedicar grande atencdo tanto na escolha
guanto no numero de genitores, pois o0 programa de selecdo recorrente € muito demorado.
Em principio de 10 a 20 genitores é um numero satisfatério (RAMALHO et al., 2001). A
identificacdo de genotipos superiores, que atendam aos interesses do mercado em relacao a
uma série de atributos agrondmicos é uma etapa importantissima para a constituicdo da
populacdo base e reflete no sucesso da selecao recorrente ao longo do tempo.

Apbs a escolha dos genitores, deve ser definido como esses individuos serdo
cruzados. Ha vérias opgdes como: cruzamentos multiplos, intercruzamento utilizando a
macho-esterilidade ou combinacdo dos pais e familias recombinantes. A selecdo na
populacdo base pode ser fenotipica (massal ou utilizando algum tipo de familia). A selecdo
fenotipica é aconselhavel quando a caracteristica apresenta alta herdabilidade e pode ser
selecionada visualmente. Para aquelas com menor herdabilidade, a selecdo deve ser
efetuada a partir da avaliacdo de familias em experimentos com repeticdes como: familias
de meios-irmdos, irmdo germanos ou enddgamas. Escolhida as melhores familias (ou
individuos), essas deverdo ser intercruzadas para obtencdo do préximo ciclo, podendo ser
adotado o intercruzamento artificial ou a utilizacdo de macho-esterilidade (RAMALHO et
al., 2001).
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1. RELACOES GENETICAS E MORFOLOGICAS ENTRE FORMAS
SILVESTRES E DOMESTICADAS DE PIMENTAS

(Capsicum frutescens E C. chinense )

CHAPTER I. MORPHOLOGICAL AND GENETIC RELATIONSHIPS BETWEEN
WILD AND DOMESTICATED FORMS OF PEPPERS (Capsicum frutescens and C.

chinense)
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RESUMO

As pimentas Capsicum chinense e C. frutescens fazem parte da biodiversidade brasileira, e
a Bacia Amazonica € a area de maior diversidade para essas espécies, especialmente para a
primeira. No entanto, pouco se sabe sobre sua historia evolutiva. Com o objetivo de
identificar gendtipos com caracteristicas silvestres e domesticadas, 30 acessos do banco de
germoplasma da Embrapa Hortalicas foram caracterizados por descritores morfoldgicos e
marcadores moleculares ISSR. Dos 72 primers testados, 42% apresentaram amplificacdo e
produziram 136 amplicons com alguns dos primers, nomeadamente i7Pv e i57Zm,
permitindo a identificacdo de cada espécie. Os primers ISSR também revelaram
polimorfismos dentro das espécies, especialmente entre as formas domesticadas e
silvestres. Quatro acessos silvestres coletados na regido Amazdnica (CNPH 4315, CNPH
4325B, CNPH 4337 e CNPH 4372) popularmente conhecidos como olho-de-peixe ou olho-
de periquito foram molecularmente classificados como C. chinense e apresentaram frutos
com caracteristicas tipicas de espécie silvestre: posicdo ereta, formato arredondado a
campanulado, tamanho pequeno (1,0 cm de comprimento e 0,8 cm de largura), peso médio
de 0,2 g, de cor vermelha escura quando maduro, facil destacamento do célice e presenca
de constricdo anelar entre o célice e o pedicelo (discriminativo de C. chinense). A forma
silvestre CNPH 4353 conhecida como malaguetinha foi morfologicamente e
molecularmente classificada como C. frutescens, demonstrando uma morfologia mais
preservada em C. frutescens do que em C. chinense. Foi encontrada uma correlagédo
significativa entre a caracterizacdo morfoldgica e molecular, e a combinagdo das duas
analises foi eficaz na identificacdo e na classificacdo das formas silvestres e domesticadas,

contribuindo para estudos evolutivos no género.

Palavras-chaves: caracterizacdo, diversidade, banco de germoplasma, domesticacéo, ISSR.
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ABSTRACT

Capsicum chinense and C. frutescens peppers are part of the Brazilian biodiversity, and the
Amazon Basin is the area of greatest diversity for them, especially for that former species.
Nevertheless, little is known about their evolutionary history. Aiming to identify genotypes
with wild and domesticated characteristics, 30 accessions of the germplasm bank of
Embrapa Vegetables were characterized using morphological descriptors and ISSR
molecular markers. Of the 72 primers tested, 42% showed amplification and produced 136
amplicons with some of the primers, namely i7Pv and 157Zm, allowing the identification of
each species. ISSR also revealed polymorphisms within a species, especially between
domesticated and wild forms. Four wild accessions collected in the Amazon region (CNPH
4315, CNPH 4372, CNPH 4337 and CNPH 4325B) popularly known as olho-de-peixe or
olho-de periquito were molecularly classified as C. chinense and showed fruit with similar
characteristics as the wild species: upright position, rounded to campanulate shape, small
size (1.0 cm long and 0.8 cm wide), average weight of 0.2 g, dark-red color when ripe, easy
detachment of calyx and presence of calyx annular constriction (discriminative of C.
chinense). The wild form CNPH 4353 known as malaguetinha was morphologically and
molecularly classified as C. frutescens, demonstrating a more preserved morphology in C.
frutescens than in C. chinense. A significant correlation was found between morphological
and molecular characterization, and the combination of the two analyses was effective in
identifying and classifying the wild forms and contributing to evolutionary studies in the

genus.

Key words: characterization, diversity, germplasm bank, domestication, ISSR.
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1.1 INTRODUCAO

O género Capsicum compreende cerca de 35 taxons (espécies e variedades) que,
classificados em categorias de acordo com o nivel de domesticacdo, correspondem a cinco
tdxons domesticados e trinta silvestres (semidomesticados e silvestres) (BIANCHETTI e
CARVALHO, 2005).

Os ancestrais silvestres de trés espécies (C. annuum var. annuum, C. baccatum var.
pendulum e C. pubescens) j& foram identificados, embora a histéria evolutiva das espécies
domesticadas de Capsicum ndo tenha sido totalmente consolidada. Esses ancestrais
silvestres apresentam frutos eretos, brilhantes, pequenos, ovalados, vermelhos, deciduos e
picantes e sua area de ocorréncia natural esta contida na area de distribuicdo da respectiva
espécie domesticada. Por outro lado, pouco se sabe sobre a histéria evolutiva de C.
frutescens e C. chinense. Alguns autores comentam sobre a dificuldade em determinar as
formas silvestres dessas espécies. WALSH e HOOT (2001) ainda acreditam que ndo exista
forma silvestre verdadeira de C. chinense.

C. annuum, C. chinense e C. frutescens tém sido tradicionalmente tratada como um
complexo, devido a sua alta proximidade morfoldgica e genética. Estas espécies, muitas
vezes, receberam um tratamento indiferenciado, inclusive na identificacdo do possivel
ancestral imediato (PICKERSGILL, 1988). Cada uma dessas trés espécies, no entanto,
possui pelo menos uma caracteristica exclusiva que permite a sua clara distin¢do. Neste
sentido, as mesmas caracteristicas devem ser observadas no ancestral silvestre, assim como
na forma domesticada. Por exemplo, C. annuum var. annuum domesticado e seu ancestral
silvestre (C. annuum var. glabriusculum) apresentam distintivamente ocorréncia de apenas
uma flor por ramificacéo e corola sem a presenca de manchas. Do mesmo modo, o provavel
ancestral silvestre de C. chinense domesticado deve apresentar constricdo na base do célice
(SMITH e HEISER JUNIOR, 1951), uma caracteristica discriminativa desta espécie.

Dos cinco taxons domesticados, C. chinense parece ser 0 que POSSui mMenos
informacdes associadas especialmente quanto a definicdo do centro de origem e provavel
progenitor, embora seja evidente que a regido Amazonica (Ameérica do Sul) seja o centro de
diversidade dessa espécie (ESHBAUGH, 1993). Entretanto, descobertas recentes podem
alterar esse quadro, pois os primeiros exemplares de C. chinense comportando as
caracteristicas compartilhadas pelas espécies silvestres do género, inclusive com a presenca

da constri¢do na base do calice, foram identificadas em Roraima (Brasil) por BARBOSA et
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al. (2002). Além disso, no extremo norte da Amazonica brasileira, os povos indigenas
utilizam pimentas C. chinense com caracteristicas silvestres, que nascem naturalmente em
serras ou pe-de-serra das regides do centro-norte e nordeste de Roraima e provavelmente
foram dispersas por aves. Para os indigenas, essas pimentas sdo plantadas em suas rocas
pela crenca mistica do “Curupira” ou “Atai-tai” e recebem o nome simbolico de “Pimenta
do Curupira” ou simplesmente “pimi’ro” (pimenta pequena, na lingua Macuxi)
(NASCIMENTO FILHO et al., 2007).

As formas domesticadas de C. chinense destacam-se pela ampla variabilidade
morfologica, expressa na diversidade de formas, tamanhos e cores dos frutos, que sdo
geralmente muito picantes e aromaéticos. Vale ressaltar algumas formas com baixa
pungéncia como a pimenta de bico, comum no Estado de Minas Gerais, Brasil. Os tipos de
pimenta mais conhecidos dessa espécie sdo habanero, pimenta-de-cheiro, murupi, pimenta-
de-bico (biquinho), pimenta-de-bode e cumari-do-para (RIBEIRO et al., 2008). No Brasil, a
pimenta murupi € o morfotipo preferido pelos indigenas e ndo-indigenas do Estado de
Roraima para preparar molhos e jequitaia (p6 de pimentas). Seus frutos sdo de formato
alongado, superficie rugosa, com coloracdo amarela ou vermelha quando maduro, peso
inferior a 4,5 gramas, aroma caracteristico e pungéncia elevada (BARBOSA et al., 2010),
que pode atingir valores acima de 220.000 SHU (Scoville Heat Unit) (RIBEIRO et al.,
2008). Essa espécie é popular em toda a regido tropical e muito usada para dar sabor e
pungéncia na cozinha caribenha (MOSES e UMAHARAN, 2012).

De modo geral, C. frutescens € caracterizado por apresentar frutos pequenos,
conicos, eretos, picantes, com parede delgada, geralmente coloracdo vermelha quando
maduros e célice sem constricdo na base (CARVALHO et al., 2006). Entretanto, variacGes
na forma, posicao, tamanho e coloracdo dos frutos ja foram observadas em populacdes de
C. frutescens e, por esses motivos, foram classificadas como domesticadas. O exemplo
mais difundido, e por muito tempo considerado a Unica forma domesticada, é aquela
popularmente conhecida como pimenta tabasco (PICKERSGILL, 1971), cultivada nos
Estados Unidos. BARAL e BOSLAND (2004) relatam a existéncia de acessos de C.
frutescens apresentando frutos grandes, pendentes e persistentes sugerindo a existéncia de
outras formas domesticadas, além do tabasco cultivado.

C. frutescens and C. chinense mostram uma adaptacéo e distribuicéo, especialmente

nas Ameéricas, em regides tropicais baixas, quentes e imidas. Desse modo, a distribuicdo
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geografica de C. frutescens corresponde as areas desde o sul do México, América Central,
Caribe (incluindo Indias Ocidentais), até o norte da América do Sul, incluindo a Colémbia,
Brasil (especialmente a Amaz6nia), Peru e Bolivia.

Expedicbes de coleta na regido Amazonica brasileira, desde a decada de 90,
possibilitaram a obtencdo de populacGes com caracteristicas capazes de discriminar as
espécies C. chinense (especialmente a presenca de constricdo no célice) e C. frutescens
(especialmente frutos alongados, paredes finas), bem como caracteristicas relacionadas a
categoria de espécies silvestres. Esses acessos enriqueceram o0 BAG Capsicum da Embrapa
Hortalicas e, a partir desses foi possivel encontrar cinco materiais com caracteristicas
silvestres, sendo um deles registrado como C. frutescens e quatro como C. chinense.

A adequada caracterizacdo desses acessos fornece uma indicacdo do grau de
domesticacdo e da interferéncia humana. Apenas uma parte do pool génico original é
selecionada no processo de domesticacdo (gargalo genético) a cada ciclo de selecdo. Dessa
forma, tal processo estd sempre associado a uma redugdo na diversidade genética da
populagdo escolhida (EYRE-WALKER et al.,, 1998). Assim, a identificacdo e a
incorporacdo de acessos silvestres em um programa de melhoramento genético podem
restituir parte da variabilidade genética perdida e permitir, por meio de combinacdes
genéticas, o surgimento de novos individuos mais adaptados, produtivos e resistentes a
doencas, dentre outras caracteristicas.

A partir de 1994, o uso dos marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat),
baseados em SSR, tornaram-se consideravelmente mais acessiveis (ZIETKIEWICZ et al.,
1994) para estudos genéticos e no melhoramento genético de espécies de interesse agricola.
A técnica de marcadores ISSR envolve a amplificacdo de DNA por PCR, usando um dnico
primer composto de uma sequiéncia de microssatélite, ancorado na regido 3" ou 5° por dois
a quatro nucleotideos arbitrarios (GONZALEZ et al., 2005). A utilizacdo dessa técnica
supera a limitagdo do conhecimento prévio das sequéncias dos microssatélites. E um
método simples, de custo relativamente baixo quando comparado com outros marcadores,
proporciona alta reprodutibilidade e apresenta elevado numero de fragmentos polimorficos.
Os marcadores ISSR sdo dominantes e o produto da amplificacdo ndo é conhecido, ou seja,
sdo marcadores aleatorios assim como os RAPDs (Random Amplification of Polymorphic

DNA). Entretanto, marcadores ISSR sdo mais confiaveis, 0s primers sdo maiores, por isso
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possuem maior superficie de ancoragem e a temperatura de anelamento é mais elevada, o
que proporciona uma maior especificidade (BORNET e BRANCHARD, 2001).

Marcadores ISSR tém sido usados para diversos fins, tais como, inferéncias
filogenéticas (DOGAN et al., 2007), avaliacdo da diversidade genética (AGUILERA et al.,
2011), estudos de complexos de espécies (MICHELAN et al., 2012), entre outros.

O presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo morfoldgica e
molecular de formas silvestres de Capsicum spp., comparando-0s com uma amostra
representativa dos demais acessos presentes no BAG. Buscou-se, ainda, verificar a exatiddo
da classificacdo taxondmica pre-existente e relatar a existéncia de gendtipos com

caracteristicas silvestres pertencentes as espécies C. frutescens e C. chinense.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Material Genético

Uma amostra de 30 acessos do BAG Capsicum foi utilizada nesse estudo, incluindo
cinco acessos (CNPH 4315, CNPH 4325B, CNPH 4337, CNPH 4353 e CNPH 4372) com
caracteristicas silvestres coletados na regido Amazbnica (Tabela 1). A amostra
compreendeu nove acessos registrados no BAG como pertencentes a espécie C. frutescens,
dezessete classificados como C. chinense, dois acessos da espécie C. baccatum, sendo um
C. baccatum var. praetermissum e um C. baccatum var. pendulum e, finalmente, dois
acessos de C. annuum, sendo um C. annuum var. glabriusculum e um C. annuum var.

annuum.

1.2.2 Caracterizagdo morfologica

As sementes dos acessos foram germinadas em bandejas de poliestireno contendo
substrato organico em casas de vegetacdo com telas anti-afidicas e, ap6s 45 dias, cinco
plantas de cada acesso foram transplantadas para o solo, também sob casa-de-vegetacao,
dispostas em linhas espagadas de 1,5 m, sendo o espacamento entre plantas na linha de 0,60
m. Procedeu-se, entdo, a caracterizacdo morfologica das plantas a partir de 90 dias apos a
semeadura, por meio de oito descritores internacionais recomendados para Capsicum

(IPGRI, 1995), todos relacionados ao fruto: cor na maturacdo, formato, posicéo,
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persisténcia entre fruto e pedicelo; comprimento, largura, peso e presenca de constricdo
anelar entre o célice e o pedunculo, sendo caracterizadas cinco plantas por acesso. Esses
descritores relacionados as caracteristicas de frutos foram escolhidos por fornecerem uma
indicacdo do grau de domesticacdo ocorrida no material genético do presente estudo, ja que
o fruto é o foco da selecdo. As espécies foram identificadas por meio de uma chave para
identificacdo de espécies e variedades domesticadas e semidomesticadas do género
Capsicum de ocorréncia no Brasil (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

Com base nas médias dos descritores boténicos, foram estimados coeficientes de
dissimilaridade genética para cada par de acessos de acordo com a Distancia Euclidiana
Média Padronizada - DEMP (STEEL e TORRIE, 1980). A matriz de dissimilaridade
genética gerada foi submetida a andlise de agrupamento por meio do método ndo
ponderado com base na média aritmética UPGMA (Unweighted pair-group method
arithmetic average) que gerou um dendograma. Para a realizacdo destas analises foi
utilizado o programa computacional GENES (CRUZ, 2006). O momento de parada do
algoritmo de aglomeracdo (corte do dendrograma) para definir o nimero de grupos, foi
definido segundo a distancia genética média entre os genotipos, utilizando-se o programa
NTSYS pc 2.1. Realizou-se também a dispersdo grafica baseada em escalas
multidimensionais por meio das coordenadas principais, com auxilio dos Programas SAS
(SAS INSTITUTE INC., 1989) e Statistica (STATSOFT INC, 1999).

1.2.3 Caracterizagdo molecular

Folhas de cada acesso foram coletadas e o DNA genémico extraido por meio do
método CTAB 2%, com modificacbes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). A
concentracdo de DNA foi estimada por eletroforese em gel de agarose a 1% de
concentracdo, comparando-se as intensidades de fluorescéncia de cada amostra corada com
brometo de etidio com diferentes padrdes de DNA Lambda. Cada amostra foi, entdo,
diluida para a concentracdo de 3,0 ng/pl.

A diversidade entre os materiais foi avaliada por meio de marcadores ISSR, sendo
doze deles desenvolvidos para feijdo (i1Pv a i12Pv) (ACAMPORA et al., 2007) e sessenta
para milho (i1Zm a i60Zm) (GIANFILIPPI, 2006). Para as rea¢des de PCR (Polymerase
Chain Reaction) foi feito um mix em um volume de 13 ul contendo: 2,59 ul de agua

MilliQ; 1,3 pl de tampao 10X; 0,25 pl de MgCl, 50 mM; 1,3 ul de dNTPs 2,5 mM cada;
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1,3 ul de BSA 2,5 mg/ml, 3 ul de primer a 1,2 mM; 0,26 ul de enzima Taq polimerase (5
U/ul) e mais 3 pl de DNA gendmico a 3 ng/ul. As reagdes de amplificagdo dos primers
ISSR ocorreram da seguinte forma: 94 °C por 5 min para desnaturacdo, 35 ciclos de 1 min a
94 °C, 1 min a 56 °C para anelamento e 1 min a 72 °C e, ao final, uma extensédo de 72 °C
por 10 min.

As reacOes de amplificagdo foram aplicadas em gel de agarose 1,5%, corado com
brometo de etidio (0,2 ug/ml), para separacdo dos fragmentos ISSR. Os géis foram
visualizados e fotografados sob luz ultravioleta.

As bandas polimérficas foram classificadas de acordo com a auséncia (0) e presenca
(1) e, sendo criadas matrizes com base no complemento do coeficiente de Jaccard,
utilizadas para comparacdo entre 0s acessos. Com base nas distancias genéticas,
estabeleceu-se um dendrograma pelo método UPGMA, sendo a consisténcia dos
agrupamentos analisada por meio de 1000 simulacbes de bootstrap, com o auxilio do
software GENES (CRUZ, 2006) e o ajuste da matriz de dissimilaridade com o respectivo
dendrograma estimado pelo coeficiente de correlagdo cofenético (r) utilizando-se o
programa NTSYS pc 2.1. Com auxilio desse mesmo software, a dissimilaridade média
global entre os materiais foi calculada e, sobre esse valor, foi tragada uma linha pontilhada
no gréfico, servindo como referéncia para a formacdo dos grupos de materiais. A dispersdo
grafica baseada em escalas multidimensionais foi realizada por meio das coordenadas
principais, com auxilio dos programas SAS (SAS INSTITUTE INC., 1989) e Statistica
(STATSOFT INC., 1999). Por fim, a significancia da associacdo entre as matrizes de
distancia obtidas por marcadores ISSR e por caracteres morfologicos foi estimada com base
no coeficiente de correlacdo de Pearson e no teste t, também por meio do programa

Statistica.

1.3 RESULTADOS
1.3.1 Caracterizagdo morfologica

Os oito descritores morfolégicos utilizados para a caracterizacdo detectaram
variagdo entre 0s acessos avaliados. A partir desses descritores, foram realizadas analises de

agrupamento e seu correspondente dendrograma de similaridade (Tabela 1, Figura 1).
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No dendrograma gerado a partir da caracterizacdo com descritores morfologicos
(Figura 1), trés grupos foram formados ao se considerar o valor de corte correspondente a
dissimilaridade média global entre os materiais (= 0,60). O grupo | foi 0 maior e englobou
18 acessos das quatro espécies estudadas. O grupo Il foi formado por 11 acessos de duas
especies, C. chinense e C. baccatum var. pendulum, e o grupo Il foi formado por apenas
um acesso, correspondente a C. annuum var. annuum (piment&o).

O grupo | englobou todos os acessos com caracteristicas silvestres, das quatro
espeécies avaliadas, C. frutescens (acesso CNPH 4353), C. chinense (acessos CNPH 4315,
CNPH 4325B, CNPH 4372, e CNPH 4337), C. annuum (CNPH 4212) e C. baccatum
(CNPH 3825).

Dentre esses acessos, 0s quatro representantes silvestres de C. chinense se
apresentaram muito proximos entre si, indicando grande similaridade morfoldgica entre 0s
frutos: posicdo ereta, formato arredondado a campanulada, tamanho pequeno (1,0 cm de
comprimento e 0,8 cm de largura), peso médio de 0,2 gramas, coloracdo vermelho escuro
quando maduros, com facil desprendimento dos célices (frutos deciduos), favorecendo a
remocao e, possivelmente a disseminacao das sementes. Foi verificada, também, presenca
de constricdo anelar entre o célice e o pedunculo, caracteristica discriminativa de C.
chinense.

Todos os acessos de C. frutescens estudados foram agrupados no Grupo I. O acesso
CNPH 4353, conhecido como malaguetinha também foi agrupado juntamente com os dois
acessos domesticados avaliados dessa espécie (CNPH 4161 e CNPH 4266), os quais sdo

cultivares de pimenta tabasco comercializadas no Brasil por empresas de sementes.
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Tabelal. Acessos do banco ativo de germoplasma de Capsicum da Embrapa Hortalicas utilizados nas analises morfoldgicas e moleculares.

N° Ti Espéci Cor do fruto na Formato do Posicdo do Persisténcia entre Compri- largura peso Constri¢do
CNPH po specie maturacao fruto fruto fruto e pedicelo n(ﬂ::qt)o (cm) (g9) angﬁ;go
4353 Malaguetinha C. frutescens vermelho escuro alongado ereta pouco persistente 15 0.4 0.2 ausente
3891 Malagueta C. frutescens laranja alongado ereta persistente 2.5 0.6 0.5 ausente
4266 Tabasco C. frutescens vermelho alongado ereta pouco persistente 2.8 0.7 0.7 ausente
4283 Malagueta C. frutescens vermelho escuro alongado ereta intermedidria 3.2 0.7 0.4 ausente
4304 Malagueta C. frutescens vermelho escuro alongado ereta intermedidria 2.4 0.6 0.4 ausente
4364 Malagueta C. frutescens vermelho escuro alongado ereta persistente 3.6 0.7 0.7 ausente
4095 Malagueta C. frutescens vermelho escuro alongado ereta persistente 2.7 0.7 0.7 ausente
4161 Tabasco C. frutescens vermelho escuro alongado ereta pouco persistente 3.2 0.8 1.0 ausente
3000 Tabasco C. frutescens vermelho claro alongado ereta persistente 2.2 0.5 0.7 ausente
4366C | Similar a Tabasco C. chinense vermelho escuro alongado ereta intermedidria 29 0.5 0.6 presente
4361 Similar a Tabasco C. chinense laranja alongado ereta intermedidria 2.0 0.6 0.4 presente
4325A | Similar a Malagueta C. chinense vermelho escuro alongado ereta pouco persistente 3.3 0.7 0.5 presente
4367A | Similar a Malagueta C. chinense vermelho escuro alongado ereta intermedidria 4.2 1.1 13 presente
4315 Olho de peixe C. chinense vermelho escuro arredondadof ereta pouco persistente 1.0 0.8 0.2 presente

campanulado
4337 Olho de periquito C. chinense vermelho escuro /arredondado ereta pouco persistente 1.0 0.8 0.2 presente
campanulado
4372 Olho de periquito C. chinense vermelho escuro arredondado/ ereta pouco persistente 1.0 0.7 0.2 presente
campanulado
4325B | Olho de peixe C. chinense vermelho escuro /arredondado ereta pouco persistente 1.0 0.8 0.2 presente
campanulado
3773 Bode C. chinense vermelho escuro arredondado pendente persistente 1.4 15 15 presente
15037 | Habanero C. chinense laranja campanulado pendente persistente 5.6 3.4 10.2 presente
4334A | Murupi C. chinense amarelo alongado pendente persistente 6.0 1.1 2.4 presente
4316 Similar a Malagueta C. chinense laranja campanulado ereta intermedidria 3.4 1.6 2.8 presente
4327 Similar a Habanero C. chinense laranja triangular pendente persistente 6.7 3.2 134 presente
4328A | Similar a Bode C. chinense vermelho escuro retangular pendente persistente 3.6 4.3 16.2 presente
4332 Similar a Cayenne C. chinense vermelho alongado pendente persistente 10.5 2.7 12.8 presente
4360 Murupi C. chinense amarelo palido alongado pendente persistente 5.0 1.0 1.6 presente
4330 Similar a Bode C. chinense vermelho escuro triangular pendente persistente 3.4 4.3 16.8 presente
3825 Cumari C, baccatu_m var. vermelho triangular ereta pouco persistente 0.9 0.6 0.2 ausente
praetermissum
4082 Dedo-de-moga C b;cncgslljl:nmvar. vermelho alongado pendente persistente 4.6 0.9 2.0 ausente
4212 Ornamental c. annuum var. vermelho escuro alongado ereta persistente 2.0 0.5 0.4 ausente
glabriusculum
40013 | Pimentdo C. annuum var. vermelho escuro retangular pendente persistente 8.2 5.2 65.0 ausente

annuum
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Figura 1. Dendrograma com acessos de Capsicum spp. construido com base em dados
multicategoricos obtidos a partir de descritores morfologicos.

Quatro descritores apresentaram resultados similares entre os acessos domesticados e
silvestres de C. frutescens: frutos eretos, de formato alongado, pouca persisténcia entre o
fruto e pedicelo e auséncia de constricdo anelar entre o calice e o pedunculo. Para os
demais descritores, houve variacdo quanto aos resultados. Comprimento, largura e peso dos
frutos foram inferiores no acesso silvestre CNPH 4353 (1,5 cm, 0,4 cm e 0,2 gramas,
respectivamente), enquanto os dois acessos domesticados (CNPH 4161 e CNPH 4266)
produziram frutos pesando mais que 0,7 g e medindo 3,0 cm de comprimento por 0,7 cm de
largura.

Ainda nesse mesmo grupo foram reunidos exemplares que apresentavam
caracteristicas silvestres pertencentes as espécies C. annuum e C. baccatum. O acesso
CNPH 4212, uma planta ornamental identificada como C. annuum var. glabriusculum
(forma silvestre de C. annuum) e 0 acesso CNPH 3825, identificado como C. baccatum var.

praetermissum (considerado uma forma silvestre de C. baccatum). Ambos 0s acessos
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apresentaram frutos eretos, coloracdo vermelho escuro quando maduros, formato alongado
(CNPH 4212) a triangular (CNPH 3825), medindo de 0,9 cm (CNPH 3825) a 2 cm (CNPH
4212) de comprimento por 0,5 cm de largura e peso variando de 0,2 g (CNPH 3825) a 0,4 g
(CNPH 4212).

O grupo Il foi formado por acessos que apresentaram caracteristicas tipicas de
plantas domesticadas, pertencentes as espécies C. chinense (CNPH 3773, CNPH 4316,
CNPH 4334A, CNPH 4367A, CNPH 4327, CNPH 15037, CNPH 4328A, CNPH 4330,
CNPH 4332 e CNPH 4360) e C. baccatum var. pendulum (CNPH 4082). Do mesmo modo,
o grupo Il foi constituido pelos acessos domesticados de C. annuum var. annuum (CNPH
40013).

Os acessos de C. chinense e C. baccatum com caracteristicas tipicas de plantas
domesticadas apresentaram diferencas nitidas em relacéo aos acessos silvestres das mesmas
espécies, tais como presenca de frutos pendentes (os frutos pendentes ficam por debaixo ou
protegidos pela folhagem e, desse modo, pouco visiveis aos passaros), ndo deciduos
(persistentes), de comprimento e largura superiores a 2 e 1,5 cm, respectivamente, peso
entre 2 a 17 gramas, além de diferentes formas (retangular, triangular, campanulada,
arredondada e alongada) e cores de fruto quando maduro (amarela, amarela-palida, laranja
e vermelha).

O grupo Il foi formado pelo Unico representante domesticado da espécie C.
annuum (CNPH 40013). Esse acesso € um pimentéo distinto em relacdo aos demais grupos
formados por apresentar frutos grandes que atingiram a maior largura e peso dentre os
materiais estudados (5,2 cm e 65 gramas, respectivamente).

A variabilidade morfolégica entre os acessos, estratificada por espécies, também foi
representada no grafico de dispersdo (Figura 2), que sugere a formacéo de pelo menos trés
grupos separados, parcialmente correspondentes com as espécies estudadas. O maior grupo
consistiu de acessos de C. chinense, que ficou isolado de outras espécies. No entanto, o
grupo constituido predominantemente de C. frutescens incluiu em suas extremidades
acessos de C. annuum e C. baccatum. O terceiro grupo correspondeu a dois acessos de

espécies diferentes, um C. annuum e um C. baccatum.
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Figura 2. Dispersdo de acessos de Capsicum spp. obtida a partir de dados multicategéricos
de descritores morfoldgicos

1.3.2 Caracterizacdo molecular

Dos 72 primers ISSR testados, trinta (42%) apresentaram amplificacdo para 0s
materiais analisados e todos demonstraram polimorfismo, produzindo um total de 136
amplicons polimorficos, com média de 4,5 amplicons polimoérficos por primer. Esses
primers possibilitaram a identificacdo de polimorfismos entre todas as espécies analisadas e
alguns deles, tais como i7Pv e i57Zm (Figura 3), permitiram diferenciar as espécies C.
annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens e, portanto, podem ser usados de forma
auxiliar na sua identificacéo.

Com base no padrdo revelado pelos 136 amplicons polimorficos, realizou-se o
agrupamento dos acessos e seu correspondente dendrograma de similaridade (Figura 4). As
distancias entre 0s acessos e a distribuicdo dos mesmos, estratificados por espécie, também

podem ser observadas nos graficos de dispersdo (Figura 5).
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Figura 3. Polimorfismos entre e dentro de espécies do género Capsicum verificados por meio da aplica¢do de dois primers iSSR (i7Pv
e 157Zm); “M” indica o marcador de peso molecular 1 Kb Ladder® (Invitrogen®).
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Figura 5. Dispersdo de acessos de Capsicum spp. obtida a partir de dados binarios de
marcadores moleculares do tipo ISSR.

A correlacdo entre a matriz de valores co-fenéticos e a matriz de similaridade foi de
0,94, indicando um excelente ajuste entre a matriz e o grafico. Cinco grupos foram
formados ao se considerar o valor de corte correspondente a dissimilaridade média global
entre os materiais (0,53), sendo que dois desses grupos, IV e V, foram formados somente
por um acesso e corresponderam as variedades C. baccatum var. praetermissum e C.
baccatum var. pendulum, respectivamente. O grupo Ill foi constituido por dois acessos da
mesma espécie, sendo um C. annuum var. glabriusculum e o outro C. annuum var.
annuum. Os maiores grupos, | e Il, englobaram 10 e 16 acessos e corresponderam as
espécies C. frutescens e C. chinense, respectivamente.

Os acessos apresentando caracteristicas silvestres foram, em geral, agrupados com
0s demais materiais da mesma espécie. A Unica excecdo ocorreu com a espécie C.
baccatum, em que o material domesticado e o silvestre formaram grupos exclusivos, ndo se

reunindo com nenhum outro material. Em C. chinense, um subgrupo foi formado com
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coeficiente de dissimilaridade de 0,37 em relacdo ao material mais proximo, dentro do
grupo formado pela espécie.

Finalmente, verificou-se a correlagdo entre a analise morfoldgica e a molecular (r =
0,56). Esse valor € significativo (p < 0,01) pelo teste t, porém de magnitude intermediaria,
indicando que as analises, embora estejam correlacionadas, ndo apresentam exatamente 0s

mesmos agrupamentos.

1.4 DISCUSSAO

No presente estudo, a caracterizagdo morfoldgica permitiu separar as formas
silvestres dos acessos domesticados de trés espécies de Capsicum (C. chinense, C. annuum
e C. baccatum). No entanto, a separacdo ndo ocorreu de forma tdo evidente entre as formas
silvestres e domesticadas da espécie C. frutescens (Figura 1). C. frutescens apresenta
morfologia altamente conservada entre 0s acessos e ao utilizarmos somente oito descritores
e todos eles relacionados ao fruto, € possivel que se tenha reduzido a precisdo da analise e
que isso tenha ocasionado a ndo separacgdo entre as formas silvestres e domesticadas.

Todos os acessos de C. frutescens estudados sdo encontrados no Grupo | do
dendograma da caracterizacdo morfoldgica. Uma explicacdo plausivel seria que a forma
dessa espécie apresenta uma morfologia altamente conservada (quando comparado a outras
espécies do género) e mostram caracteristicas de fruto (tamanho, posicdo e cor) tipicos das
espécies silvestres (WALSH e HOOT, 2001). Por esta razdo, autores como JETT (1973)
propde C. frutescens como ancestral provavel das outras espécies domesticadas.

As diferencas entre as formas silvestres e domesticadas de C. chinense foram
nitidamente distinguidas nesse estudo. Ademais, as caracteristicas morfologicas
identificadas nos acessos silvestres estudados sdo compartilhadas com as de espécies
silvestres em geral, ou seja, os frutos sdo eretos, brilhantes, pequenos (geralmente menores
que 2 cm), de forma ovada, sdo vermelhos quando maduros, soltam-se facilmente da planta
(deciduos) e sdo geralmente picantes (PICKERSGILL, 1969; 1971). Todas essas
caracteristicas estdo associadas a atratividade dos frutos e a dispersdo das sementes
realizada por passaros. A presenca e o tamanho do bico dos passaros acabam por selecionar
frutos deciduos, pequenos e de forma arredonda e a auséncia de dentes impede a
mastigacdo e a ocorréncia de danos mecénicos as sementes. Além dissso, 0s passaros

conseguem distinguir cores, atraindo-se pelas plantas com frutos eretos, brilhantes e
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vermelhos. Por fim, os passaros sdo neurologicamente insensiveis a capasaicina. A
capsaicina € um metabolito secundéario responsavel pela pungéncia das pimentas, que ndo
tem efeito repelente nos dispersores de sementes benéficos tais como o0s passaros
(TEWKSBURY e NABHAN, 2001).

As caracteristicas encontradas exclusivamente nas plantas domesticadas
normalmente ndo estdo presentes na natureza e sua presenca esta possivelmente relacionada
ao processo de domesticacdo, em que caracteristicas de importancia para 0 homem séo
selecionadas em detrimento dos tragos que representariam vantagens competitivas para as
plantas em ambiente natural. E provavel que os acessos silvestres estudados tenham
preservado caracteristicas como producdo de frutos pequenos, eretos, posicionados acima
da folhagem, com facil desprendimento e coloragdo vermelha intensa do fruto maduro por
significarem, esses tragcos, vantagens competitivas quanto a dispersdo de sementes
realizadas por passaros.

Mesmo ao considerarmos as modificacbes morfoldgicas induzidas pelo processo de
domesticacgdo, é de se esperar que as espécies domesticadas (ou em fase de domesticacao)
compartilhem algumas caracteristicas distintivas de seus parentes silvestres. Por exemplo,
C. baccatum var. pendulum (domesticado) apresenta distintivamente flores brancas com
manchas amarelas ou douradas na base dos lobos da corola, assim como seu ancestral
silvestre (C. baccatum var. baccatum); C. pubescens apresenta distintivamente flores com
corolas lilases, assim como seu ancestral silvestre (C. eximium).

Os resultados desse trabalho apresentaram acessos de C. chinense domesticados
discriminados pela presenca de uma constricdo na base do célice, que também foi
verificada nas formas silvestres, coletadas na regido Amazonica (CNPH 4315, CNPH
4325B, CNPH 4337 e CNPH 4372).

Ao se considerar o valor de dissimilaridade média global como referéncia para
delimitacdo dos grupos no dendrograma dos marcadores moleculares (Figura 4), apenas em
C. baccatum houve separacdo entre o acesso silvestre e o cultivado. Observou-se, no
entanto, que trés exemplares identificados como silvestres de C. chinense na caracterizagao
morfolégica (CNPH 4315, CNPH 4337 e CNPH 4372) foram posicionados no
agrupamento Il da caracterizagdo molecular correspondente aos acessos da espécie C.
chinense e reunidos em um sub-grupo altamente coeso (coeficiente de bootstrap = 95%),

demonstrando que esses materiais possuem entre si maior proximidade genética do que em

62



relacdo aos demais materiais domesticados. Entretanto, quando foi considerado o acesso
CNPH 4325B, formou-se um sub-grupo menos coeso (coeficiente de bootstrap = 59%),
com alto grau de similaridade embora esse material, na caracterizacdo morfoldgica, tenha
sido considerado como idéntico aos trés exemplares silvestres.

Partindo-se do pressuposto de que existe uma relacdo de ancestralidade entre as
formas silvestres e domesticadas, a ocorréncia de forma simpétrica entre elementos das
diferentes categorias, ou seja, a existéncia de uma coincidéncia ou sobreposi¢do parcial
entre a area de distribuicdo da espeécie domesticada e a area da espécie silvestre
proximamente relacionada corroboram essa conclusdo. Desse modo, ESHBAUGH (1970)
com base na morfologia e resultados de cruzamentos, propde a relacdo de ancestralidade
entre C. baccatum var. pendulum (domesticado) e C. baccatum var. baccatum (ancestral
silvestre) e aponta as terras baixas da Bolivia como provavel regido de onde teria
acontecido o processo de domesticacdo para a espécie. PICKERSGILL (1971) em
evidéncias morfoldgicas e cromossdmicas apresenta relacdo de ancestralidade entre C.
annuum var. annuum (domesticado) e C. annuum var. glabriusculum (ancestral silvestre) e
identifica o México como a provavel regido de onde teria acontecido o processo de
domesticacdo para a espécie; ESHBAUGH (1976) de acordo com evidéncias morfoldgicas,
quimiotaxonémicas e cruzamentos considera que C. eximium e C. cardenasii representem o
complexo de espécies ancestrais que deu origem a espécie domesticada C. pubescens e
identifica as terras de elevacdo mediana da Bolivia como a provavel regido de onde teria
acontecido o processo de domesticacdo para a especie.

As formas silvestres de C. chinense avaliadas no presente trabalho foram obtidas na
regido Amazonica brasileira, ou seja, na area de distribuicdo geografica da respectiva
espécie domesticada e provavel regido de onde teria acontecido o processo de domesticacdo
para a espécie. As evidéncias da proximidade genética com as formas domesticadas dessa
espécie foram fornecidas na caracterizagcdo molecular.

C. chinense apresenta melhor adaptacdo as condi¢bes de calor umido do que as
demais espécies domesticadas de Capsicum. Nesse sentido, pensa-se que tenha sido
domesticada nas planicies a leste dos Andes e espalhada em associagcdo com a mandioca
(PICKERSGILL, 1969).

Durante o processo de domesticacdo, quando o homem possui o papel de principal

agente de selecdo, ele é capaz de interferir no processo de evolugdo natural de uma espécie,
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distanciando o elo entre as espécies domesticadas e silvestres. Além disso, muitas espécies
podem representar formas intermediérias entre a silvestre e a domesticada (CARVALHO e
BIANCHETT]I, 2008).

De modo geral, C. frutescens por apresentar caracteristicas de espécies silvestres
(forma, coloracdo e posicdo dos frutos) e padrbes isoenzimaticos e morfoldgicos
semelhantes a C. chinense, foi considerada por alguns (ESHBAUGH et al., 1983 entre
outros) como a forma ancestral de C. chinense. Todavia, os estudos de BARAL e
BOSLAND (2004) e ALBRECHT et al. (2012) ndo concordam com essa hipotese, e seus
resultados mostram claramente a existéncia de duas espécies distintas morfoldgica,
filogenética e reprodutivamente.

Tanto o acesso CNPH 4353 (malaguetinha), no presente estudo apontado como
forma silvestre de C. frutescens, quanto os outros acessos tradicionalmente cultivados e
comercializados de C. frutescens, apresentaram resultados similares para alguns descritores
morfolégicos (especialmente quanto ao tamanho, posicdo e coloracdo dos frutos). Esses
resultados estdo de acordo com os de DeWITT e BOSLAND (2009) ao concluirem que C.
frutescens € a espécie que apresenta a morfologia mais conservada, com poucas formas,
tamanhos e cores de frutos em relacdo a C. annuum, C. baccatum ou C. chinense.

Em geral, populagdes silvestres e domesticadas diferem em vérias caracteristicas
que sdo alvos da selecdo humana. No entanto, algumas plantas domesticadas séo
indistinguiveis das silvestres e portanto ndo sdo geneticamente fixadas para alguma
caracteristica que as distinga das populaces silvestres. Todavia, a frequéncia de alelos que
regem os caracteres sujeitos a selecdo humana presumivelmente diferem, o que caracteriza
pelo menos uma domesticagao incipiente ou semidomesticagdo (PICKERSGILL, 2007).

Na caracterizacdo morfologica (Figura 1), todos os acessos com caracteristicas de
espécies silvestres, independentemente da classificacdo taxonémica da espécie, foram
agrupados no grupo . Neste grupo, observa-se que CNPH 4212 (C. annuum var.
glabriusculum) aparece como um grupo irmao de todos os outros acessos de C. frutescens,
demonstrando uma certa proximidade da espécie C. annuum e C. frutescens, enquanto
CNPH 3825 (C. baccatum var. praetermissum) aparece como 0 grupo irmdo de todos 0s
outros acessos do grupo I, demonstrando uma maior dissimilaridade e independéncia de
todos os acessos do grupo (incluindo acessos de C. annuum, C. frutescens e C. chinense).

Estes dados sdo consistentes com a literatura recente que indica linhas evolutivas
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independentes entre diferentes complexos de espécies relacionadas: complexo C. annuum
(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 et al., 2012).

Verificou-se, também, que na caracterizacdo molecular os componentes do grupo C.
annuum, C. chinense e C. frutescens mostraram-se geneticamente proximos entre si e
distintos do subgrupo de C. baccatum, corroborando a anélise morfologica do grupo I. As
especies C. frutescens (grupo 1) e C. chinense (grupo Il) apresentaram maior proximidade
entre si (similaridade = 0,37), com um coeficiente bootstrap de 100%, seguidas de C.
annuum (grupo IlI; similaridade = 0,31) e C. baccatum, a mais distinta em relacdo aos
grupos formados (grupo IV e V; similaridade = 0,29 e 0,27, respectivamente). Esses
resultados corroboram aqueles ja registrados na literatura com base na morfologia
(PICKERSGILL et al., 1979) e com a utilizacdo de técnicas moleculares (BUSO et al.,
2002; WALSH e HOOQOT, 2001; TAM, et al., 2009; INCE, et al., 2010; ALBRECHT et al.,
2012), entre outros.

Vale ressaltar que as variedades C. baccatum var. praetermissum (grupo 1V) e C.
baccatum var. pendulum (grupo V) apresentaram, entre si, baixa similaridade genética
(0,26), demonstrando a alta distancia genética existente entre variedades hipoteticamente
pertencentes a mesma espécie (C. baccatum).

A questdo relativa a inclusdo de variedades de C. baccatum dentro da mesma
espécie, apesar da baixa similiraridade com relagdo a elas, durou até o trabalho de
KOCHIEVA et al. (2004) que, utilizando ferramentas moleculares AFLP (polimorfismos
de comprimento de fragmentos amplificados), RAPD e ISSR para determinar o
relacionamento genético entre espécies e variedades de Capsicum, apresentaram resultados
que dao suporte ao reconhecimento de C. praetermissum como espécie autbnoma e nédo
mais uma variedade de C. baccatum. A conclusédo apontada por KOCHIEVA et al. (2004)
ja havia sido relatada por BUSO et al. (2002), analisando o DNA cloroplastico e, mais
recentemente, por ALBRECHT et al. (2012). Além disso, a mesma observacdo também é
apontada no presente trabalho, em que a baixa similaridade observada entre C. baccatum
var. praetermissum e C. baccatum var. pendulum justificaria a discriminacdo de espécies

diferentes.
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Devido a proximidade entre as duas espécies C. chinense e C. frutescens, existem
acessos domesticados que possuem fendtipos intermediérios, dificultando a identificacdo
das mesmas quando a classificacdo € baseada exclusivamente em dados morfol6gicos, visto
que ha sobreposicdo desses caracteres e influéncia de fatores ambientais. As informacdes
moleculares auxiliam nas evidéncias das diferencas existentes entre essas duas espécies
(BARAL e BOSLAND, 2004). A estreita relacdo entre elas foi compartilhada nas
caracteristicas de flor e na proximidade a nivel genotipico (THUL et al., 2012).

De acordo com a caracterizacdo morfoldgica no presente estudo, o acesso CNPH
4367A foi inicialmente classificado como C. chinense. Entretanto, quando realizada a
caracterizacdo molecular esse mesmo acesso (CNPH 4367A) foi incluido no grupo I, da
espécie C. frutescens (Figura 5). Ao se considerar somente o grupo de C. frutescens, esse
acesso apresentou-se como o mais divergente. De fato, as caracteristicas morfologicas do
material (flores eretas, frutos eretos, de forma alongada e, quando maduros, vermelhos e
com presenca de constricdo anelar entre o célice e o pedinculo) o coloca em uma condi¢do
intermediaria ou indefinida entre as duas espécies, podendo representar um estagio
intermediario no caminho evolutivo de diferenciacdo das duas espécies ou, até mesmo um
hibrido resultante da fecundacao cruzada entre as duas espécies. Resultado semelhante foi
verificado no trabalho de TAM et al. (2009), que ao utilizar técnica de SSAP (Sequence-
specific amplification polymorphism) e avaliar a estrutura genética de 86 acessos de sete
espécies de Capsicum, reclassificaram um acesso de C. frutescens como C. chinense. De
acordo com CARVALHO et al. (2006) é possivel que ocorra fluxo génico entre variedades
e até mesmo entre diferentes espécies do género, pois existe certa taxa de alogamia (ou
polinizagdo cruzada), favorecida por diferentes taxas de compatibilidade. Segundo BARAL
e BOSLAND (2004), a cultivar greenleaf tabasco oferece um excelente exemplo de
fenotipo intermediario e representa uma hibridacdo introgressiva e ndo uma variacao
intraespecifica. Essa cultivar foi desenvolvida por hibridacdo interespecifica entre C.
frutescens e C. chinense seguido por retrocruzamento repetido para C. frutescens.

A correlacdo entre a andlise molecular e a morfologica, realizadas no presente
estudo, foi significativa, embora de magnitude intermediaria. Esse dado confirma a
confiabilidade das informac6es obtidas em ambos os métodos independentemente, mas
demonstra, também, a importancia de se realizar as duas analises em conjunto para a

caracterizagdo dos materiais em um banco de germoplasma. As caracteristicas morfologicas
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nem sempre representam a distancia genética de forma clara e, portanto, a analise
morfoldgica tende a ser mais superficial e influenciada pelo ambiente. A anélise molecular,
por outro lado, apresenta uma descricdo mais detalhada e fiel a distancia genética real,
permitindo a maxima exploracdo da diversidade existente do banco. Porém, como ponto
negativo, ndo proporciona, por si s@, informacdes sobre caracteristicas de interesse para o
melhoramento, tais como resisténcia a estresses e produtividade. Assim, a associagéo de
andlises morfoldgicas e moleculares, como realizada no presente trabalho, € sugerida para a
caracterizacdo completa e detalhada de bancos de germoplasma visando o melhoramento de
plantas.

Existe uma série de pontos importantes para estudos adicionais direcionados na
identificacdo e uso de um ancestral silvestre de uma cultura. Em termos culturais, um
ancestral silvestre revela quais eram os recursos disponiveis em uma determinada regido,
em determinado tempo, e parte das necessidades humanas que os levaram a domestica-lo.
Em termos bioldgicos, pode-se mapear a atual distribuicdo geografica, inferir sobre a
distribuicdo pretérita e mapear a difusdo da espécie depois de domesticada; identificar os
centros de diversidade e de domesticacdo; identificar quais modificacdes estdo associadas a
domesticacdo; estabelecer o grau de parentesco ou relacdo de ancestralidade, entre outras.
Uma caracteristica partilhada para quase todas as plantas domesticadas € a drastica reducéo
na variabilidade genética durante e apds o processo de domesticacdo. Desse modo, 0
desenvolvimento de atividades direcionadas para conservacdo e utilizacdo desse tipo de
recurso genético é plenamente justificada, pois a incorporacdo de um ancestral silvestre em
um programa de melhoramento pode restituir parte da variabilidade genética perdida,
facilitando o desenvolvimento de genétipos para condicOes especificas de estresses bidticos

e abidticos, o que acarretaria um salto qualitativo e quantitativo para a cultura domesticada.

1.5 CONCLUSOES

Os resultados revelaram que a associagdo da caracterizacdo morfoldgica e molecular
foram eficazes e Uteis para a identificacdo e classificacdo das formas silvestres de C.
frutescens e C. chinense. Por meio da analise molecular, quatro exemplares com
caracteristicas silvestres (CNPH 4315, CNPH 4325B, CNPH 4337 e CNPH 4372) foram
classificados como C. chinense e apresentaram caracteristicas morfoldgicasemelhantes as

de espécies silvestres. E possivel, ainda, que esses materiais coletados na Bacia Amazonica,
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considerada a maior area de diversidade de C. chinense, compartilhem das mesmas
caracteristicas morfoldgicas dos ancestrais silvestres dessa espécie. Na analise molecular, a
forma silvestre CNPH 4353 foi classificada como C. frutescens. Entretanto, ndo se
distinguiu dos acessos de caracteristicas domesticadas. Esses resultados subsidiardo estudos
evolutivos do género, analises mais detalhadas de diversidade genética e esclarecimento das

relacOes filogenéticas entre os acessos no contexto do BAG de Capsicum da Embrapa.
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CAPITULO 2. TRANSFERIBILIDADE DE PRIMERS MICROSSATELITES DE
Capsicum annuum PARA C. frutescens E C. chinense

CHAPTER 2. TRANSFERABILITY OF MICROSATELLITE PRIMERS FROM
Capsicum annuum TO C. frutescens AND C. chinense

72



RESUMO

As espécies de pimentas Capsicum frutescens (inclui a popular pimenta malagueta) e C.
chinense (representada por varios tipos de pimentas: de-cheiro, de-bode, cumari-do-Par3,
habanero e biquinho) sdo preferencialmente consumidas e cultivadas no Brasil. Varios
acessos de ambas as espécies sdo conservados no banco ativo de germoplasma (BAG) da
Embrapa Hortalicas. A transferibilidade de primers microssatélites (SSR) entre espécies
aparentadas € uma estratégia que permite realizar a caracterizacdo dessas cole¢des, uma vez
que ndo existem primers SSR desenvolvidos especificamente para C. frutescens e C.
chinense, de forma a potencializar o uso desse germoplasma. O objetivo desse trabalho foi
analisar a transferibilidade de um conjunto de primers de C. annuum para as espécies C.
frutescens e C. chinense. Dos 185 primers SSR de C. annuum (CA) analisados, 116
(62,7%) apresentaram transferibilidade para as duas espécies. Destes, 19 (16,37%)
apresentaram-se polimorficos com uma média de 2,89 alelos por loco para C. frutescens e
35 (30,17%) mostraram polimorfismo com uma média de 3,3 alelos por loco para C.
chinense. Além disso, com a analise dos resultados, p6de-se verificar que 17 destes primers
podem ser utilizados para se analisar amostras constituidas pelas duas espécies estudadas.
Os marcadores microssatélites CA transferidos e polimorficos para as espécies C.
frutescens e C. chinense possibilitardo estudos da variabilidade genética, identificacdo de

duplicatas, estudo da filogenia e selecdo assistida por marcadores

Palavras-chaves: pimentas, banco de germoplasma, polimorfismo, melhoramento

genético.
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ABSTRACT

The pepper species Capsicum frutescens (includes the popular malagueta) and C. chinense
(represented by several types of peppers, such as de-cheiro, de-bode, cumari-do-Para,
habanero and biquinho) are typically grown and consumed in Brazil. Several accessions of
both species are conserved in the active germplasm bank (BAG) of Embrapa Vegetables.
Transferability of microsatellite primers (SSR) between related species is a strategy that
allows characterizing these collections, since no SSR primers specific for C. frutescens and
C. chinense has been developed. The aim of this study was to analyze the transferability of
a primer set of C. annuum to the species C. frutescens and C. chinense. From the 185 C.
annuum SSR primers (CA) analyzed, 116 (62.7%) were transferable to those two species.
Nineteen of them (16.37%) were polymorphic for C. frutescens with an average of 2.89
alleles per locus and 35 (30.17%) showed polymorphism for C. chinense with an average of
3.3 alleles per locus. Furthermore, it could be verified that 17 of those primers can be used
to analyze samples composed by the two species. The polymorphic microsatellite loci
transferred to C. frutescens and C. chinense will make studies of genetic variability
possible, with a number of applications such as the identification of duplicates, phylogeny
studies and marker assisted selection.

Key words: peppers, germplasm bank, polymorphism, breeding.
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2.1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um importante centro secundario de espécies domesticadas
do género Capsicum, possuindo consideravel diversidade em C. annuum var. annuum, C.
baccatum var.pendulum, C. frutescens e C. chinense (REIFSCHNEIDER, 2000). Destas, C.
frutescens (a popular pimenta malagueta) é uma das espécies de pimenta mais consumidas
e comercializadas no Brasil e C. chinense (representada pelas pimentas-de-cheiro, de-bode,
cumari-do-Pard, habanero e biquinho) é classificada como a mais brasileira das espécies
domesticadas, sendo a Bacia Amazonica sua area de maior diversidade. Ambas as espécies
possuem uma gama de acessos no BAG da Embrapa Hortalicas. A caracterizacdo da
variabilidade genética dessas espécies por meio de marcadores moleculares auxiliara o
programa de melhoramento da Embrapa, uma vez que podera detectar dissimilaridade entre
diferentes acessos em nivel de DNA.

Os marcadores do tipo microssatélites ou Single Sequence Repeats (SSR) sdo
sequéncias curtas repetitivas que ocorrem frequentemente nos genomas eucariotos. Em
comparagao a outros tipos de marcadores moleculares, SSR apresenta boa confiabilidade,
reprodutibilidade, discriminacdo e boa relacdo custo beneficio (SMITH et al., 1997).
Devido a sua distribuicdo onipresente nos genomas e ao seu alto polimorfismo, os SSR tém
sido amplamente utilizados em estudos sobre diversidade genética, evolugdo, construgédo de
mapas genéticos, quantitative trace loci (QTL) e mapeamento genético (PENG et al., 2000;
LEE et al., 2004).

Dentre os diferentes marcadores, os SSR sdo ferramentas indicadas para uma
analise gendmica detalhada. Esses marcadores caracterizam-se por serem multialélicos,
bastante estaveis e co-dominantes, ou seja, em cada loco analisado é possivel distinguir
homozigotos e heterozigotos, assim como identificar o genétipo especifico de cada
individuo de acordo com os alelos presentes na populacdo estudada. Uma vez obtidos os
primers informativos para uma espécie, 0os custos e a demanda de mao-de-obra sdo
reduzidos drasticamente, e 0s ensaios laboratoriais sdo rapidos, aumentando a
acessibilidade da técnica (FERREIRA et al., 2007).

O desenvolvimento de SSR é tradicionalmente feito por isolamento de bibliotecas
genbmicas da espécie de interesse (KALIA et al., 2011). Por outro lado, diversos estudos
demonstram semelhanca em sequéncias de DNA em regides localizadas nas bordas das

sequéncias repetitivas, constituintes dos microssatélites, em espécies diferentes (CIAMPI et
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al., 2008), indicando a possibilidade de se transferirem primers microssatelites entre
espécies aparentadas.

A transferibilidade de marcadores SSR entre espécies vegetais aparentadas e até
mesmo entre géneros da mesma familia tem sido avaliada como uma estratégia bastante
oportuna devido ao gasto de tempo e alto custo financeiro para o desenvolvimento desses
marcadores. Vérios trabalhos tém demonstrado transferibilidade elevada de marcadores
SSR para espécies dentro do mesmo género como relatado, por exemplo, em Cucumis
(RITSCHEL et al., 2004), Arachis (BRAVO et al., 2006) e até mesmo em Capsicum (Y1 et
al.,, 2006; NAGY et al., 2007; INCE, et al., 2010). No entanto, 0 sucesso da
transferibilidade pode variar dependendo das espécies trabalhadas. Espera-se, por exemplo,
que a probabilidade de se obter transferibilidade seja inversamente proporcional a distancia
evolucionaria entre as espécies (COTA et al., 2012).

No presente trabalho, objetivou-se analisar a transferibilidade de um conjunto de
primers de C. annuum para as espécies C. frutescens e C. chinense, de forma a possibilitar
0 estudo de materiais mantidos no BAG de Capsicum da Embrapa e contribuir para a

conservacao e uso desse germoplasma.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os doze acessos com maior variabilidade morfoldgica (Tabela 1) foram
selecionados de uma colecédo de 115 acessos de C. frutescens e 480 de C. chinense do BAG
de Capsicum da Embrapa Hortalicas com base na caracterizacdo morfoldgica feita por meio
de cinco descritores internacionais recomendados para frutos de Capsicum (IPGRI, 1995):
cor na maturacdo, formato, posicdo, presenca de constricdo anelar entre o calice e o
pedinculo e espessura da parede. Assim, foram selecionados quatro acessos de C.
frutescens (CNPH 3891, CNPH 4266, CNPH 4353, CNPH 4364), seis acessos de C.
chinense (CNPH 4315, CNPH 4316, CNPH 4327, CNPH 4328A, CNPH 4332, CNPH
4360) e ainda mais dois acessos de C. chinense, CNPH 4361 e CNPH 4325A, que
apresentaram caracteristicas morfoldgicas tipicas das duas espécies estudadas, levantando

duvida quanto a classificagdo taxondmica.
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Tabela 1. Caracterizagdo morfologica dos frutos de doze acessos de Capsicum do banco
ativo de germoplasma da Embrapa Hortalicas.

Acesso - : Fruto

(CNPH) Especie Tipo CM Posicéo Formato EP PCA
3891 C. frutescens Malagueta laranja ereta alongado 04 néo
4266 C. frutescens Tabasco vermelho ereta alongado 0,3 ndo
4353 C. frutescens Malaguetinha vermelho ereta alongado 0,5 ndo
4364 C. frutescens Malagueta vermelho ereta alongado 0,6 néo
4361 C. chinense Malagueta laranja ereta alongado 0,9 sim

4325A  C.chinense Similar a Malagueta vermelho ereta alongado 0,8 sim
4315 C. chinense Olho de peixe vermelho ereta campanulado 0,5 sim
4316 C.chinense Similar a Malagueta  laranja  pendente campanulado 1,8 sim
4327 C.chinense  Similar a Habanero laranja  pendente triangular 29 sim

4328A  C.chinense Similar a Bode vermelho pendente retangular 3 sim
4332 C.chinense  Similar a Cayenne vermelho pendente alongado 26 sim
4360 C. chinense Murupi amarelo  pendente alongado 1,2 sim

CM (Cor do fruto na maturacdo); EP (Espessura da parede em mm); PCA (presenca de
constri¢do anelar).

Folhas de cada acesso foram coletadas e 0 DNA genémico extraido por meio do
método CTAB 2%, com modificacbes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). A
concentracdo de DNA foi estimada por eletroforese em gel de agarose a 1% de
concentragdo, comparando-se as intensidades de fluorescéncia de cada amostra corada com
brometo de etidio com diferentes padrdes de DNA Lambda. Cada amostra foi, entdo,
diluida para a concentracdo de 3,0 ng/pl.

Cento e oitenta e cinco pares de primers microssatélites de C. annuum
desenvolvidos em um programa de analise gendmica de Capsicum no Laboratério de
Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (BUSO et al., 2000)
foram avaliados.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em C. frutescens e C. chinense foi feita
com mix contendo: 2,65 pl de dgua MilliQ; 1,3 ul de tampao 10X; 0,25 pl de MgCl, 50
mM; 1,3 ul de dNTPs 2,5 mM cada; 1,3 pl de BSA 2,5 mg/ml, 3 ul de primer a 0,9 mM;
0,2 ul de enzima Taq polimerase (5 U/ul) e mais 3 pl de DNA genomico a 3 ng/ul. As
reacOes de amplificacdo ocorreram da seguinte forma: 94 °C por 5 min para desnaturagéo,
30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 56 °C para anelamento e 1 min a 72 °C e, ao final, uma
extensdo de 72 °C por 10 min. A reacgédo foi submetida a eletroforese em gel de agarose a

1,5% utilizando-se tampao tris-borato-EDTA 1X e, em seguida, PCR com os primers que
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amplificaram produtos visiveis foram avaliados em gel de poliacrilamida a 5% corado com
nitrato de prata, seguindo-se o protocolo de CRESTE et al. (2001).

A avaliacdo do tamanho das bandas (alelos) foi realizada manualmente, utilizando-
se como comparativo o padrdo de tamanho DNA Ladder 10 pb, sendo as bandas com seus
respectivos tamanhos em pares de base anotados em planilha e analisados por meio da
funcdo summary statistics do software Power Marker (LIU, 2004), que contabilizou
tamanho da amostra, nimero de observacBes (equivalente ao nimero de genotipos
avaliados subtraido do numero de gendtipos faltantes), numero de genotipos,
disponibilidade (com relacdo as amostras ndo consideradas), numero de alelos, frequéncia
do alelo mais abundante, diversidade do gene (probabilidade de dois alelos escolhidos
aleatoriamente serem diferentes, indice também denominado heterizogosidade esperada),
heterozigosidade (heterozigosidade observada; é a proporcdo de individuos heterozigotos
na populacdo) e conteudo médio de informacéo polimorfica (PIC), uma medida relacionada
a qualidade ou a capacidade do marcador em diferenciar os individuos por meio da sua

informagdo de polimorfismos.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se a ocorréncia de transferibilidade para C. frutescens e C. chinense em
116 (62,7%) dos 185 primers SSR de C. annuum (CA) analisados. Os primers
microssatélites desenvolvidos para C. annuum foram, portanto, transferiveis as duas
espécies na maioria das vezes. Outros casos de sucesso na transferibilidade de primers
microssatélites para espécies do mesmo género foram reportados, tal como em Euterpe, de
E. edulis para E. oleracea, em que os sete loci testados apresentaram 100% de
aproveitamento (OLIVEIRA et al., 2010) e em Anacardium, de A. occidentale para A.
humile, tendo se verificado transferibilidade de todos os 11 loci analisados (COTA et al.,
2012).

No presente estudo, dentre os primers transferiveis, 19 (16,37%) apresentaram-se
polimorficos para C. frutescens (Tabela 2) e 35 (30,17 %) mostraram polimorfismo para C.
chinense (Tabela 3). Taxas mais elevadas de polimorfismo foram obtidas por INCE et al.

(2010), que detectaram a ocorréncia de polimorfismos entre as espécies C. annuum e
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Tabela 2. Primers transferiveis de Capsicum annuum para C. frutescens.

. . - . Gene L
Primers . Foward primer/ reverse primer Allele Size range . : Heterozigosity
(CA) Motif 5 -3 number (bp) d"z‘:‘;‘ty (Hy) PIC
[
19 (TC)1, CCGCAATGGCAGTATGATCT/ 4 98-104 0.69 1.00 0.63
CGGCTCTATCTACAACGGTG
20 (AG),7 CCGTAAAGAAATCAAACCAC/ 3 68-88 0.63 0.00 0.55
GCATGCACACATAAACACTC
26 (AG),3 CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 5 100-124 0.69 0.75 0.65
TGACTCAAATGCTCTCTGAA
27 (CA)12(CT)17ATCG(CT)g GCAGAGGACCAGTTAGCATA/ 3 128-132 0.63 0.50 0.55
TGTTCTGAGTCCACGATGCT
29 (AG)2 TGGGTAAAGGTACTTAGTAG/ 2 114-126 0.50 0.00 0.38
GTTGTATTGCTTTAGCTCAG
39 (CN)1s CATCCATATATCGATCGGCT/ 3 88-98 0.63 0.00 0.55
TTTCGACCATGTTCAGATCC
41 (AG),7 GACATCAGTGTTCTGCAAA/ 3 152-172 0.63 0.00 0.55
ACACTGGGTATGTTGTTGTA
49 (AG)2 CTATCTTCGCATATAGGCAG/ 2 130-132 0.38 0.00 0.30
AATCTCTGTGGCTGACTCAA
52 (GT)14(AG)14TAGC(GA)0 TAGCAGAGGACCAGTTAGCA/ 3 114-130 0.59 1.00 0.51
ATGTTCTGAGTCCACGATGC
56 (AG),3 CTTCGCATATAGGCAGATCA/ 3 110-130 0.41 0.50 0.37
TCTCTGTGGCTGACTCAAAT
62 (AG),, CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 4 78-84 0.66 0.50 0.60
GGTCAGACTACGCTCTCTCA
79 (TC)se CACTGGGTATGTTGTTGTAA/ 3 90-110 0.63 0.00 0.55
CCGTAAAGAAATCATACCAC
88 (AG)2, AATGGATGTTCCCTTGCTTT/ 2 160-162 0.38 0.00 0.30
CAACTGATCAACCATTCCGT
96 (AG),3 CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 3 108-116 0.59 1.00 0.51
AATCTCTGTGGCTGACTCAA
159 (AG)19 GCAGAAAATGGGTAAAGGTA/ 3 110-120 0.63 0.50 0.55
ATTGCTTTAGCTCAGAATGG
167 (TC)a4 CATTCTCTTCTTCTCAAACG/ 2 80-84 0.38 0.00 0.30
CACGTCAATCTGTTGTGAAA
172 (TC)eGCTA(TC)14(CA)15 ATGTTCTGAGTCCACGATGC/ 3 120-132 0.59 0.25 0.51
CTTAGCAGAGGGCCAGTTAG
174 (CT)1s CCTGCATTCACCATCTAGGA/ 2 252-254 0.50 0.00 0.38
GGAGCCTTGCCATAACAGAT
178 (CT)zs CCCAACTCATTTAATTCCAC/ 2 160-162 0.38 0.00 0.30
CACGTCAATCTGTTGTGAAA
Média - - 2,89 0,55 0,32 0,48
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Tabela 3. Primers transferiveis de Capsicum annuum para C. chinense.

. . . Size Gene L
Pl(’gl:)rs Motif Foward prlrr(15e'r{ gel;/erse primer nﬁ\:rl]egzr range diversity Heter(cﬁl)gosny PIC
(bp) (He) i
1 (AG)19 TGGCATGGTACTTCTTAGCA/ 4 110-116 0.65 0.88 0.58
AGACACCAAGCCATCAATTA
11 (CT)12 GTTGTTATCTCCTTTTCCCA/ 5 78-94 0.66 0.25 0.62
AAATGTTAGGAACTCACCAG
19 (TC)12 CCGCAATGGCAGTATGATCT/ 2 98-100 0.22 0.25 0.19
CGGCTCTATCTACAACGGTG
20 (AG)27 CCGTAAAGAAATCAAACCAC/ 3 68-90 0.32 0.13 0.29
GCATGCACACATAAACACTC
24 (TC)1s GTTATCTCCTTTTCCCAATC/ 5 84-94 0.63 0.25 0.59
AAATGTTAGGAACTCACCAG
26 (AG)23 CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 4 100-120 0.73 0.63 0.68
TGACTCAAATGCTCTCTGAA
27 (CA)12(CT)1;ATCG(CT)q GCAGAGGACCAGTTAGCATA/ 5 120-130 0.68 0.80 0.64
TGTTCTGAGTCCACGATGCT
29 (AG),, TGGGTAAAGGTACTTAGTAG/ 3 114-128 0.40 0.25 0.35
GTTGTATTGCTTTAGCTCAG
41 (AG)y GACATCAGTGTTCTGCAAA/ 3 152-174 0.32 0.13 0.29
ACACTGGGTATGTTGTTGTA
49 (AG)2 CTATCTTCGCATATAGGCAG/ 3 120-128 0.61 0.86 0.53
AATCTCTGTGGCTGACTCAA
54 (AG)2s GCAGAACATACTGAGACAGA 2 136-138 0.22 0.00 0.19
ICTAAGTGGTCATTCGAAGAG
55 (GT)7/(GA)23 CAGCGCTAAACAGAAGGAA/ 2 114-140 0.38 0.00 0.30
CTCTCTAAACACAAACGGCT
56 (AG)3 CTTCGCATATAGGCAGATCA/ 3 110-120 0.54 0.13 0.45
TCTCTGTGGCTGACTCAAAT
62 (AG)2 CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 4 78-84 0.49 0.38 0.46
GGTCAGACTACGCTCTCTCA
66 (TC)1s CAACCCATACAAATCATCCA/ 2 122-124 0.38 0.00 0.30
AGGGTTGAGCAATTCATAGA
67 (GA)»s CCGAGAAAATGCACACAAITG 4 90-104 0.68 0.13 0.62
ACATACTCTTCCTACAGCTA
75 (TC)2 CAACACTAAGTGGTCATTCG/ 2 136-138 0.38 0.00 0.30
CTGAGACAGAAATTCTTGCT
79 (TC)z CACTGGGTATGTTGTTGTAA/ 3 90-112 0.32 0.13 0.29
CCGTAAAGAAATCATACCAC
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Tabela 3. Continuagao...
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88

94

95

96

98

99

101

105

130

131

136

140

159

167

172

174

178

Média

(TC)2(TG),

(AG)2
(CT)s(AG)22
(AG)20
(AG)2s
(AG)20
(AG)2s
(AG)yr
(AG)20
(AG)as
(AG)zs
(AG)1s
(GA)z2
(AG)1
(TC)z4
(TC)sGCTA(TC)14(CA)13
(CT)

CTCAAGTGTGCCAGGTGATT/
GAGAGACAGGAAGAGACGT
ACA
AATGGATGTTCCCTTGCTTT/
CAACTGATCAACCATTCCGT

ACACAAAATGTCCCCGAA/
CCATTGACAAGGACAATTCT
CGCATATAGGCAGATCAAAT/
AATCTCTGTGGCTGACTCAA
CGCATATAGGCAGATCAAAT/
AATCTCTGTGGCTGACTCAA
CGAGCTAATGGCATGGTACT/
TCAGACACCAAGCCATCAAT
TTCGCATATAGGCAGATCAA/
AATCTCTGTGGCTGACTCAA
TGATTAGGGCGTAGGGTTTA/
TATTCCTCTTCACCTCCGCT
CTTCGCATATAGGCAGATCA/
GGCTGACTCAAATGCTCTCT
TGCATACGCTGGTGTGTC/
TTCAGCTGTGGTTATGGG
AAATGCACACAAAAACAC/
AATATGACCACATTTGTG
GTGGACTAACAGACTCAACG/
CTGATGATGCAGAACATGAT
GTGTGTCTGTGTGCATGAGC/
TTCAGCTGTGGTTATGGGA
GCAGAAAATGGGTAAAGGTA
/| ATTGCTTTAGCTCAGAATGG
CATTCTCTTCTTCTCAAACG/
CACGTCAATCTGTTGTGAAA
ATGTTCTGAGTCCACGATGC/
CTTAGCAGAGGGCCAGTTAG
CCTGCATTCACCATCTAGGA/
GGAGCCTTGCCATAACAGAT
CCCAACTCATTTAATTCCAC/
CACGTCAATCTGTTGTGAAA

3,30

106-122

150-162

112-114

108-120

108-120

122-128

120-130

130-134

112-120

112-126

114-130

150-156

90-114

110-120

80-130

88-132

160-260

160-200

0.22

0.67
0.22
0.66
0.70
0.55
0.54
0.22
0.54
0.55
0.66
0.47
0.55
0.55
0.66
0.36
0.62
0.57

0,50

0.00

0.38
0.00
0.43
0.88
1.00
0.13
0.00
0.13
0.25
0.14
0.00
0.38
0.25
0.63
0.14
0.29
0.38

0,29

0.19

0.61
0.19
0.62
0.64
0.46
0.45
0.19
0.45
0.46
0.59
0.36
0.46
0.51
0.62
0.33
0.59
0.54

0,44

81



C. frutescens com 34 pares de primers microssatélites, dentre os 45 pares testados,
correspondendo a uma taxa de 75,55% de polimorfismo.

Embora, dentro de cada espécie, 0s primers que detectaram polimorfismos entre
0s acessos tenham sido diferentes, dezessete deles foram coincidentes, ou seja, foram
polimorficos tanto entre os acessos de C. frutescens quanto entre os de C. chinense.
Assim, considerando-se que a temperatura de anelamento utilizada neste estudo foi
padronizada em 56 °C, ressalta-se que esses 17 primers podem ser utilizados para se
analisar amostras constituidas pelas duas espécies estudadas. Dentre esses primers,
CAA49 se destacou por ter apresentado faixa de amplitude de alelos diferente entre as
duas espécies (130-132 pb para C. frutescens e 120-128 pb para C. chinense), sendo,
portanto, capaz de diferencié-las. A amplitude de tamanho dos alelos foi de 68 a 254 e
68 a 260 pb para C. frutescens e C. chinense, respectivamente.

Um total de 55 alelos foi encontrado a partir dos 19 loci SSR polimorficos entre
0s acessos de C. frutescens. O nimero de alelos por loco variou de 2 a 4 com média de
2,89. O conteudo de informacdo polimérfico (PIC) variou de 0,30 a 0,65. Os loci que
apresentaram maior informacdo de polimorfismo foram: CA 62, CA 19, CA 26 com
valores de 0,60; 0,63 e 0,65, respectivamente. Em dez dos 19 loci (CA 20, CA 29, CA
39, CA 41, CA 49, CA 79, CA 88, CA 167, CA 174, CA 178) a heterozigosidade
observada (H,) foi 0, correspondendo a 100% homozigostos e, em trés locos (CA 19,
CA 52, CA 96), verificou-se H, igual a 1, correspondendo a 100% de individuos
heterozigotos.

O ndmero de alelos identificados entre os individuos amostrados de C. chinense
foi de 119, com variacdo de 2 a 5 alelos por loco e média de 3,33. Observou-se em
apenas 8 dos 35 loci (CA54, CA 55, CA 66, CA 75, CA 80, CA 94, CA 101, CA 136)
Hoigual a 0 e 5 dos 35 loci (CA 1, CA 27, CA 49, CA 96, CA 98) apresentaram valores
de H, superiores a heterozigosidade esperada (He). Os loci analisados em C. chinense
mostraram uma variagdo do PIC de 0,19 a 0,68, com nivel elevado (superior a 0,5) de
informacdo de polimorfismo, de 0,62 para CA 11, CA 67, CA95e CA 167 e de 0,64 e
0,68 para CA 96 e CA 26, respectivamente.

O valor médio do PIC obtido tanto para C. frutescens (0,48) quanto C. chinense
(0,44) foi maior em relagdo ao observado por NAGY et al. (2007) em 14 linhagens de
C. annuum avaliadas por meio de dois marcadores microssatélites (EPMS= 0,30 e
GPMS= 0,27) e menor, quando o referido autor avaliou 33 gendtipos de oito espécies
domesticadas e silvestres de Capsicum (EPMS= 0,67 e GPMS= 0,68). Esse nivel mais

elevado de polimorfismo interespecifico encontrado foi, provavelmente, devido ao fato
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de que os materiais usados eram muito diversificados. Marcadores microssatelites
polimérficos desenvolvidos para mapeamento em Capsicum por LEE et al. (2004) a
partir de bibliotecas gendmicas demonstraram um elevado valor de PIC (0,75), sendo o
dobro do valor obtido pelos mesmos autores com primers desenhados a partir do banco
de dados GenBank (0,38).

A diferenca entre o nimero de alelos nos individuos amostrados para C. chinense
e C. frutescens foi nitidamente percebida nesse estudo. O menor nimero de alelos
apresentados para C. frutescens, assim como o alto indice de homozigose encontrado
apesar da escolha dos materiais estudados ter buscado a maior representatividade do
germoplasma disponivel (Tabela 1), é, possivelmente, reflexo da variabilidade genética
apresentada por essa espécie, visto que C. frutescens é a espécie que apresenta a
morfologia mais conservada, com poucas formas, tamanhos e cores de frutos em relacao
a C. annuum, C. baccatum ou C. chinense (DeWITT e BOSLAND, 2009). Ao contrario,
C. chinense destaca-se pela ampla variabilidade morfoldgica, expressa na diversidade de
formas, tamanhos e cores dos frutos, que sdo geralmente muito picantes e aromaticos
(RIBEIRO et al., 2008).

2.4 CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites CA desenvolvidos foram transferiveis e
polimérficos para as espécies C. frutescens e C. chinense e poderdo ser de grande valia
para estudos da variabilidade genética, identificacdo de duplicatas, estudo da filogenia e

selecdo assistida por marcadores, entre outras aplicacoes.
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CAPITULO 3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, MOLECULAR E DO
TEOR DE CAPSAICINOIDES EM ACESSOS E POSSIVEIS HIBRIDOS
NATURAIS DE Capsicum frutescens E C. chinense

CHAPTER 3. MORPHOLOGICAL, MOLECULAR AND CAPSAICINOID
CHARACTERIZATION OF ACCESSIONS AND PUTATIVE NATURAL
HIBRIDS OF Capsicum frutescens AND C. chinense
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RESUMO

As especies domesticadas Capsicum chinense e C. frutescens sdo muito proximas
geneticamente, sendo dificil a distingdo dos acessos destas espécies, principalmente se
for considerada a possibilidade de ocorréncia de hibridos naturais interespecificos. O
objetivo desse trabalho foi realizar a caracterizagdo morfologica e molecular, bem como
a determinacdo do teor de capsaicindides nos acessos e possiveis hibridos naturais de C.
chinense e C. frutescens. Foram utilizados 12 descritores morfoldgicos e alelos de 16
loci microssatélites. Para quantificar o teor de capsaicindides, foram analisados 0s
teores de capsaicina, dihidrocapsaicina, norcapsaicina e total de capsaicindides nos
frutos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para confirmar a ocorréncia de
hibridos naturais, testes de viabilidade polinica e de compatibilidade genética foram
realizados entre 0s acessos utilizados. Os resultados mostraram que embora as espécies
C. chinense e C. frutescens apresentem similaridades e caracteristicas compartilhadas
com sobreposicdo de caracteres morfoldgicos, sdo de fato distintas pelas analises com
microssatélites. Testes de viabilidade polinica e de compatibilidade genética
evidenciaram a possibilidade de ocorréncia de hibridos naturais entre C. chinense e C.
frutescens. Os acessos CNPH 4325A e CNPH 4361 apresentaram indicativos de serem
resultados de hibridizacdo natural, em especial o acesso CNPH 4361, que apresenta
caracteristicas tipicas de ambas as espécies, observadas nas flores e nos frutos,
ocupando uma posicdo intermediaria tanto no dendrograma como no gréafico de
dispersdo na analise molecular. A ocorréncia de alelos em heterozigose em seis loci e
conteddo de capsaicina, de 154 mil SHU, também sugeriram que o acesso CNPH 4361

€ um hibrido natural entre C. chinense e C. frutescens.

Palavras-chaves: viabilidade polinica, caracterizacdo reprodutiva, relacdes genéticas

entre as espécies, identificacdo de espécies.
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ABSTRACT

The domesticated species Capsicum chinense and C. frutescens are very close
genetically and the morphologic distinction between these species is difficult, especially
considering the possibility of natural interspecific hybridization. In this study, we aimed
to perform morphological and molecular characterization, as well as the determination
of capsaicinoids in the accessions and putative natural hybrids of Capsicum chinense
and C. frutescens. Twelve morphologic descriptors and 16 microsatellite loci were used.
The determination of capsaicinoids comprised the analysis of capsaicin,
dihidrocapsaicin, norcapsaicin and total capsaicinoids in fruits by means of high
performance liquid chromatography (HPLC). To confirm the occurrence of natural
hybrids, pollen viability and genetic compatibility tests were carried out between the
studied accessions. Although the species C. chinense and C. frutescens showed
similarities, they were molecularly distinct by microsatellite analyzes. Pollen viability
and genetic compatibility tests evidenced the possibility of natural hybridization
between C. chinense and C. frutescens, especially for CNPH 4361, which presented
similar characteristics of the both species in flowers and fruits, occupying an
intermediate position in the dendrogram and in the scatter plot of the molecular
analysis. The occurrence of heterozygous alleles at six loci and content of capsaicin of
154 thousand SHU also suggests CNPH 4361 is a natural hybrid between C. chinense
and C. frutescens.

Key words: polen viability, reproductive characterization, genetic relationships among

species, identification of species.
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3.1 INTRODUCAO

A partir da introducdo das pimentas e dos pimentdes na Europa, botanicos e
outros estudiosos se depararam com algumas dificuldades para esclarecer as
delimitacBes de cada espécie, assim como as relacBes existentes dentro e entre elas.
Dentre as dificuldades enfrentadas, ressalta-se o fato de que muitas das plantas
estudadas se encontravam em processo de domesticacdo ou completamente
domesticadas, submetidas, assim, & selecdo humana. Nos processos artificiais de
selecdo, promove-se uma série de eventos, tais como cruzamentos intraespecificos,
propagacdo clonal, hibridacdo interespecifica, isolamento geografico e, como
consequéncia disso, sdo gerados cultivares ou landraces, que podem apresentar até
mesmo condi¢bes como a poliploidia (PICKERSGILL, 1986a, 1986b). Todas essas
alteracbes associadas a domesticacdo dificultaram sobremaneira os trabalhos
taxonémicos e de identificacdo de espécies do género Capsicum.

A existéncia de uma intima relacdo entre C. annuum, C. chinense e C.
frutescens fez com que essas espécies fossem tratadas como um Unico complexo
(PICKERSGILL et al., 1979; ESHBAUGH et al., 1983). Essa terminologia (complexo)
se refere a reunido de espécies com proximidade morfoldgica e reprodutiva
extremamente alta, sendo dificil a discriminacdo em diferentes espécies.
PICKERSGILL (1988) acreditava que as espécies que apresentavam pequenas
diferencas morfologicas, de dificil distingdo, também deveriam apresentar barreiras
reprodutivas fracas ou desenvolvidas com imperfeicdo e, por esse motivo, questionava
a identidade das espécies do complexo annuum/chinense/frutescens como distintas.
Essa similaridade estimulou a elaboracdo de hipéteses sobre a real identidade de C.
chinense e C. frutescens questionando se as duas se comportavam como entidades
distintas ou néo.

Dessa forma, PICKERSGILL (1977) prop6s o agrupamento de C. chinense e
C. frutescens em uma Unica espécie. ESHBAUGH (1993) apontaram que C. chinense e
C. frutescens representariam varia¢des dentro da mesma espécie, formando um continuo
morfolégico por meio de uma sobreposicdo de caracteres. BARAL e BOSLAND
(2004), citando outros autores, comentaram que a maior questdo taxondémica
envolvendo C. chinense e C. frutescens € se as duas espécies sdo realmente diferentes
ou se sdo apenas variedades botanicas de uma mesma espécie. Mais recentemente,
entdo, GUZMAN et al. (2005) concluiram que as espécies C. annuum, C. chinense e C.

frutescens séo, de fato, morfologicamente distintas, mas somente quando consideradas
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sob uma perspectiva taxondmica e ndo sob uma perspectiva biologica. Por outro lado,
resultados atuais, especialmente aqueles gerados por ferramentas moleculares e
corroborados por dados morfoldgicos e reprodutivos concordam que C. chinense e C.
frutescens, embora similares, representam duas espécies filogenética e reprodutivamente
distintas (BARAL e BOSLAND, 2004; KOCHIEVA et al., 2004; ALBRECHT et al.,
2012; IBIZA et al., 2012; BROW et al., 2013).

Durante a caracterizacdo morfoldgica de acessos mantidos no BAG de Capsicum
na Embrapa Hortalicas, observou-se que a maior parte dos acessos apresentavam frutos
com caracteristicas morfoldgicas especificas de C. chinense (flores eretas ou
medianamente pendentes, frutos geralmente pendentes com formatos e cores altamente
variados, parede externa espessa e presenca de constricdo anelar entre o célice e o
pedunculo) ou de C. frutescens (flores exclusivamente eretas, frutos exclusivamente
eretos, alongados, vermelhos, picantes, com parede externa muito fina e sem constrigédo
anelar entre o calice e o pedunculo), podendo ser claramente diferenciados e, assim,
classificados. No entanto, alguns acessos, como CNPH 4361 e CNPH 4325A, reuniram
caracteristicas especificas de ambas as espécies (flores eretas, frutos eretos, de forma
alongada, vermelhos quando maduros, parede externa mediana e presenca de constri¢do
anelar entre o célice e o peddnculo), sugerindo a possibilidade de se tratarem de
hibridos naturais.

A possibilidade de formacdo de hibridos entre C. chinense e C. frutescens foi
comprovada desde trabalhos mais antigos (SMITH e HEISER JUNIOR, 1957;
ESHBAUGH, 1970; PICKERSGILL et al., 1979; PICKERSGILL, 1984, 1988) até
trabalhos mais recentes (BARAL e BOSLAND, 2004; MELO et al., 2010; STELARI et
al., 2010; MONTEIRO et al.,, 2011; LIJUN e XUEXIAO, 2012). Um estudo
comparativo entre os possiveis hibridos identificados no BAG de Capsicum e outros
acessos representativos da diversidade existente em C. frutescens e C. chinense,
realizados por meio de caracterizacdo morfoldgica, determinacdo do teor de
capsaicindides e da aplicacdo de marcadores microssatélites poderiam, em tese, verificar
a hipotese de hibridizacdo natural nos acessos CNPH 4361 e CNPH 4325A.

Adicionalmente, a avaliacdo da capacidade reprodutiva desses materiais por
meio da analise da viabilidade polinica seria um indicativo da distancia genética entre
0s parentais, podendo assim proporcionar maior entendimento sobre a relagdo entre as
espécies C. frutescens e C. chinense e, em especial, esclarecer se a hibridizacdo entre

essas duas espécies poderia originar um individuo potencialmente fértil.
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A viabilidade do pdlen é considerada uma etapa decisiva na fertilizacdo, pois
indica a capacidade do grdo de polen em germinar no estigma da flor e fertilizar o 6vulo
(DAFNI, 1992). Informagdes sobre a viabilidade do pdlen séo essenciais para estudos
sobre a biologia reprodutiva de espécies de plantas, permitindo a confirmacdo e
compreensdo dos resultados relatados de certos cruzamentos. De um modo geral, a
viabilidade do polen de um hibrido varia desde valores muito baixos, sugerindo a
esterilidade masculina completa, para valores intermediarios a alto, indicando a
fertilidade da combinacéo. A viabilidade do pdlen inferior a 50 % pode resultar a partir
de uma falta de homologia cromossémica, provavelmente devido a distancia genética
entre as espécies, presenca de translocacGes de heterozigotos ou devido a presenga de
genes de esterilidade masculina citoplasmatica.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacéo
morfoldgica e molecular, assim como do teor de capsaicindides de acessos e possiveis
hibridos naturais de C. chinense e C. frutescens. Testes de viabilidade polinica e
compatibilidade genética foram realizados para confirmar a existéncia de dois possiveis

hibridos naturais.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material genético

Foram analisados quatro acessos de C. frutescens (CNPH 3891, CNPH 4266,
CNPH 4353, CNPH 4364), cinco de C. chinense (CNPH 4315, CNPH 4316, CNPH
4327, CNPH 4328A, CNPH 4332, CNPH 4360) e dois possiveis hibridos naturais
destas duas espécies (CNPH 4325A e CNPH 4361), os quais foram multiplicados e

caracterizados no telado da Embrapa Hortalicas (Tabela 1).

3.2.2 Caracterizagdo morfoldgica

A caracterizacdo morfologica foi feita utilizando-se descritores internacionais
recomendados para Capsicum (IPGRI, 1995): sete descritores para flor (nimero de flor
por axila, posicdo da flor, cor da corola, cor da antera, cor do filamento, posi¢do do
estigma e margem do célice) e cinco descritores para frutos (cor na maturagéo, formato,
posicdo, presenga de constricdo anelar entre o calice e o pedunculo e espessura da

parede). As espécies foram identificadas por meio de uma chave para identificacdo de
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especies e variedades domesticadas e semidomesticadas do género Capsicum de
ocorréncia no Brasil (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

3.2.3 Caracterizacdo molecular

Folhas de cada acesso foram coletadas e 0 DNA genémico extraido utilizando-
se 0 método CTAB 2%, com modificacbes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
A concentracdo de DNA foi estimada por eletroforese em gel de agarose a 1% de
concentragdo, comparando-se as intensidades de fluorescéncia de cada amostra corada
com brometo de etidio com padrdes de DNA Lambda de diferentes concentra¢@es. Cada
amostra foi diluida para a concentracéo de 3,0 ng/ul.

Reacdes de amplificacdo de amostras de DNA de cada acesso foram realizadas
utilizando 16 pares de primers SSR selecionados a partir de 185 pares de primers
microssatélites de C. annuum desenvolvidos no Laboratério de Genética Vegetal da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (BUSO et al., 2000). As reacdes de PCR
(Polymerase Chain Reaction) foram feitas em volume de 10 pl composta pela seguinte
combinagdo de reagentes: 5,55 ul de agua MilliQ; 1,0 ul de tampao 10X; 0,3 ul de
MgCl; 50 mM; 0,8 ul de dNTPs 2,5 mM cada; 0,8 ul de BSA 2,5 mg/ml, 0,3 pul de
primer a 5 uM; 0,25 ul de enzima Taq polimerase (5 U/ul) ¢ mais 1 pl de DNA
gendmico a 3 ng/ul. As reagdes de amplificacdo ocorreram da seguinte forma: 95 °C por
15 min para desnaturacdo, 30 ciclos de 30 seg a 95 °C, 1,30 min a 56 °C para
anelamento e 1 min a 72 °C e, ao final, uma extensao de 60 °C por 50 min. Os produtos
da amplificacdo foram resolvidos em gel de poliacrilamida a 5% de concentracdo, de
acordo com o protocolo de CRESTE et al. (2001), submetido a uma corrente elétrica
ajustada para 90 watts por aproximadamente 60 minutos, sendo corado com nitrato de
prata para a verificacdo do perfil eletroforético obtido.

As distancias genéticas obtidas a partir dos marcadores microssatélites foram
calculadas com auxilio do Programa Genes (CRUZ, 2006), baseando-se na seguinte
formula:

DGij = 1- (NLC/NTL) sendo: DGij = Distancia genética entre 0s acessos i e j; NLC =
NUmero de Locos Coincidentes; NTL = Numero Total de locos.

O NLC ¢ o somatdrio das coincidéncias alélicas de cada loco analisado, sendo
que cada coincidéncia pode assumir o valor 1 (dois alelos coincidentes); 0,5 (um alelo
coincidente) e 0 (nenhum alelo coincidente) para encontros (0 1) e (1 0).
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As matrizes de distancias genéticas obtidas foram utilizadas para realizar as
andlises de agrupamento dos acessos. Para a formacdo de grupos via dendrograma, foi
utilizado como critério de agrupamento o método UPGMA (Unweighted pair-group
method arithmetic average). Foi realizada também a dispersdo grafica baseada em
escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais, com auxilio
dos Programas SAS (SAS INSTITUTE INC., 1989) e Statistica (STATSOFT INC.,
1999).

3.2.4 Determinacdo do teor de capsaicindides

Os teores de capsaicina, dihidrocapsaicina, norcapsaicina e total de
capsaicindides nos frutos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) utilizando-se o método AOAC Official Method 995.03 (GRYPA, 2011) para
determinagéo entre 750 e 650.000 Unidades de Calor Scoville (SHU).

Amostras dos frutos de cada um dos 12 acessos foram picadas e colocadas em
estufa, com ventilacdo forcada de ar, para secagem durante 3 dias a temperatura de
aproximadamente 60 °C. As amostras secas de cada acesso foram trituradas em moinho
e pesadas em aliquota de 12,5 g e colocadas em um frasco ao qual adicionou-se 100 ml
de etanol desnaturado. Os frascos foram acoplados a um condensador por refluxo e
mantidos a 80 °C, durante 5 horas. Ao final deste periodo, o sobrenadante foi mantido
em geladeira a 4° C, para posterior analise por HPLC.

As amostras foram filtradas através de uma membrana FG (fluoropore) em
PTFE 0,45 um de poro hidrofébica, com auxilio de uma seringa de 5 ml, coletando-se 2
ml do material filtrado em frascos para HPLC. As condi¢bes do HPLC foram formadas
por uma fase mdvel composta por acetonitrila (40%) e agua contendo 1% de &cido
acético (60%), que atravessa uma fase estacionaria formada pela coluna 150 mm x 4,6
mm x 5 m a um fluxo de 1,5 ml por minuto, resultando em um tempo total de corrida de
30 minutos para cada amostra. Foram injetados 20 pl de cada amostra em duplicatas,
que percorreram a fase estaciondria juntamente com a fase movel. Os picos de
capsaicindides foram obtidos a partir de um detector do tipo fotodiodo (PDA-
“photodiode array detector”) UV-vis (ultravioleta — visivel), utilizando-se como
referéncia o comprimento de onda de 280 nm. A identificacdo dos capsaicinoides foi
baseada na comparacdo do tempo de retencdo dos picos relativos aos capsaicinoides
encontrados em amostras de padrdes comerciais de capsaicina e dihidrocapsaicina. A

quantificacdo dos capsaicindides foi feita a partir da area do pico obtida da inje¢cdo do
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padrdo de capsaicina, na concentracdo de 0,015 mg/ml e 0,15 mg/ml, a cada 6 amostras

injetadas, conforme a formula a seguir:
C= (Pc/Ps) x (Cs/Wt) x (200/0,89) x 16100
C — quantidade de capsaicina em SHU
Pc — Area do pico relativo a capsaicina
Ps - Area do pico relativo ao padrio de capsaicina
Cs — Concentracdo do padréo de capsaicina

W1t — Peso da amostra teste

3.2.5 Avaliacéo da viabilidade polinica e compatibilidade genética

Para a analise da viabilidade dos grdos de polen foram utilizados protocolos
convencionais de GUERRA e SOUZA (2002), e SINGH (2002). Para cada acesso
foram coletados, aleatoriamente, botdes florais, em diferentes fases de desenvolvimento
de plantas mantidas em casa de vegetacdo na Embrapa Hortalicas. Esses botbes foram
fixados em etanol-acido acético (3:1) por 24 h e estocados em alcool a 70% em
refrigerador, até o momento da analise.

A viabilidade do pélen foi estimada no Laborat6rio de Citogenética da Embrapa
Recursos Genético e Biotecnologia. Para cada acesso foram analisados pelo menos 1000
grdos de polen/flor corados com orceina acética a 2%. Grdos com tamanhos
visivelmente normais, protoplasma corado e com a exina intacta foram considerados
como viaveis e aqueles vazios ou mal formados, como inviaveis.

Cruzamentos artificiais foram realizados entre quatro acessos de C. chinense
(CNPH 4315, CNPH 4316, CNPH 4328 A, CNPH 4360) e quatro acessos de C.
frutescens (CNPH 3891, CNPH 4353, CNPH 4364, CNPH 4266), com 0s dois acessos
que levantaram duvida quanto a classificacdo taxonémica (CNPH 4361 e CNPH
4325A) Para a obtencdo da geracdo F1, foram realizadas todas as possiveis
combinacdes artificiais entre os acessos, incluindo hibridizacdes reciprocas, conforme o
esquema da Tabela 2.

As hibridactes foram realizadas nas plantas mantidas em casa de vegetacdo na
Embrapa Hortaligas. Os cruzamentos foram executados colocando-se o pélen extraido
da planta usada como pai sobre o estigma da flor da planta usada como mée. Antes

dessa operacéo, a flor que recebeu o polen foi emasculada (as anteras foram retiradas)
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na fase de botdo. Inicialmente, dez hibridiza¢es por combinacdo foram efetuadas, mas
nos casos em que a flor foi abortada apds a polinizacdo, a hibridacdo foi repetida. Até
20 hibridizagdes foram feitas para algumas combinagoes.

A porcentagem de pegamento, o nimero de frutos, o nimero de sementes e a
germinacdo de sementes obtidas foram estimados para cada cruzamento realizado. A
taxa de pegamento foi calculada por meio das anota¢fes do nimero de hibridizaces
efetuadas e abortadas. Os frutos maduros na geracdo F1 foram colhidos e a producédo de
sementes em cada fruto foi registrada. A porcentagem de germinacdo das sementes F1
foi avaliada em laboratério. Duas plantulas F1 de cada combinagdo hibrida foram
selecionadas e transplantadas para vasos em casa de vegetacdo, para verificar a
producéo de frutos e sementes na geragao F2.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Caracterizagdo morfoldgica

As caracteristicas morfoldgicas verificadas nas flores e nos frutos dos doze
acessos de Capsicum, bem como a classificacdo das espécies por meio da chave de
identificacdo sdo apresentadas na Tabela 1.

Dentre as doze caracteristicas de flores e frutos avaliadas, os quatro acessos de
C. frutescens sdo os que mostram as menores variacdes. As flores desses acessos sdo
eretas, corola branca esverdeada, posicdo do estigma excerto e apresentam variacdes no
namero de flores por axila (uma ou duas e as vezes trés), cor da antera (azul palido ou
azul violeta), cor do filamento (violeta claro ou branco) e margem do calice (inteira ou
medianamente dentada). Os frutos sdo eretos, formato alongado, coloracdo vermelha
guando maduros, sem constri¢do anelar entre o célice e o peddnculo e com variacdo na
espessura da parede de 0,3 a 0,6 mm. Entretanto, os seis acessos de C. chinense
apresentam grande variabilidade para todas as caracteristicas avaliadas, exceto para a
cor da corola (branca esverdeada), margem do calice medianamente dentada e presenca
de constricdo entre o calice e o pedunculo, caracteristica exclusiva desta espécie.
Variagdes sdo observadas nas flores quanto ao numero de flores por axila (uma ou duas
e as vezes trés), posicdo da flor (ereta e ou medianamente pendente), cor da antera
(violeta ou amarela), cor do filamento (violeta ou branco) e posi¢cdo do estigma (excerto
ou mesmo nivel). Os frutos apresentam variacbes na coloracdo quando maduros
(amarelo, laranja ou vermelho), posicdo (ereta ou pendente), formato (alongado,

campanulado, retangular ou triangular) e espessura da parede (0,5 a 3 mm).
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Tabela 1. Caracterizacdo morfologica das flores e dos frutos de doze acessos de Capsicum do banco ativo de germoplasma da Embrapa Hortalicas.

N® - Flor Fruto

Acesso | Espécie > ESEiC'e Tipo NFA Posicao Cor da Cor da Cor do Posicao Margem CM Posi¢éo Formato EP | PC

CNPH flor corola antera filamento estigma calice

3891 C. C. Malagueta 2 ereta branca azul violeta excerto inteira vermelho ereta alongado 0.4 nédo
frutescens | frutescens esverdeada palido claro

4266 C. C. Tabasco 1 ereta branca azul violeta excerto intermed. | vermelho ereta alongado 0.3 | ndo
frutescens | frutescens esverdeada palido

4353 C. C. Malagueti 2(3) ereta branca azul branco excerto inteira vermelho ereta alongado 0.5 | nédo
frutescens | frutescens | nha esverdeada violeta

4364 C. C. Malagueta | 2 (3) ereta branca azul violeta excerto inteira vermelho ereta alongado 0.6 nédo
frutescens | frutescens esverdeada violeta claro

4361 ? C. Similar a | 2(3) ereta branca amarela branco excerto intermed. laranja ereta alongado 09 | sim

frutescens | Tabasco esverdeada
4325A ? C. Similar a 2 ereta branca violeta violeta mesmo inteira vermelho ereta alongado 0.8 | sim
chinense Malagueta esverdeada forte nivel

4315 C. C. Olho de 2 ereta branca violeta violeta excerto intermed. | vermelho Ereta campanulado | 0.5 | sim
chinense | chinense peixe esverdeada

4316 C. C. Similar a | 2(3) ereta branca violeta violeta excerto intermed. laranja pendente campanulado 1.8 | sim
chinense | chinense Malagueta esverdeada forte

4327 C. C. Similar a 1 intermed. branca amarela branco excerto intermed. laranja pendente triangular 29 | sim
chinense | chinense Habanero esverdeada

4328 A C. C. Similar a | 2(3) ereta, branca amarela violeta excerto intermed. | vermelho pendente retangular 3.0 | sim
chinense | chinense Bode intermed. | esverdeada claro

4332 C. C. Similar a | 2(3) ereta, branca amarela violeta excerto intermed. | vermelho pendente alongado 2.6 | sim
chinense | chinense Cayenne intermed. esverdeada claro

4360 C. C. Murupi 2 Ereta branca amarela branco mesmo intermed. amarelo pendente alongado 1.2 | sim
chinense | chinense esverdeada nivel

NFA (Numero de flores por axila), CM (Cor do fruto na maturacéo); EP (Espessura da parede em mm); PC (presenca de constrigdo anelar).

*Espécies identificadas pela caracterizagdo morfoldgica.
**Espécies identificadas pela caracterizagdo molecular.




Os acessos CNPH 4361 e CNPH 4325A, possiveis hibridos naturais, reuniram
caracteristicas de ambas as espécies observadas nas flores (posi¢do ereta, corola branca
esverdeada, cor do filamento branco ou violeta, posi¢do do estigma excerto ou mesmo
nivel, margem do calice inteira ou medianamente dentada) e nos frutos (posicéo ereta,
formato alongado, vermelho ou laranja quando maduro, espessura da parede mediana de

0,8 a 0,9 mm e presencga de constri¢do anelar entre o calice e o pedunculo).

3.3.2 Caracterizacdo molecular

A anélise de agrupamento realizada conforme as distancias genéticas (Figura 1)
apresenta nitida separacao dos 12 acessos em 2 grupos distintos com alto valor de
dissimilaridade genética (0,84). Os acessos tipicos de C. frutescens (CNPH 3891,
CNPH 4266, CNPH 4353, CNPH 4364) e o acesso CNPH 4361, um dos possiveis
hibridos, foram alocados no grupo localizado na parte superior do dendrograma. O
outro grupo englobou os tipos varietais de C. chinense (CNPH 4315, CNPH 4316,
CNPH 4327, CNPH 4328A, CNPH 4332 e CNPH4360) e 0 acesso CNPH 4325A,
também um possivel hibrido. Os dois possiveis hibridos ficaram em posi¢des distintas
no grafico. O acesso CNPH 4361 foi agrupado com os acessos de C. frutescens,
apresentando uma dissimilaridade genética realativamente alta (0,58) em relacdo ao
material mais proximo (CNPH 4353), também visivel no grafico de dispersao (Figura
2). J& 0 acesso CNPH 4325A apresentou dissimilaridade genética consideravelmente
baixa com relacdo ao grupo de acessos mais proximo (de 0,25 ao grupo formado por
CNPH 4316 e CNPH 4360, acessos tipicos da espécie C. chinense).

A analise dos alelos obtidos por meio de genotipagem (Tabela 2), verificou que,
em alguns loci, os possiveis hibridos apresentaram uma mistura de alelos que ocorreram
de forma exclusiva em cada espécie nos materiais estudados. Para o acesso CNPH 4361,
essa mistura ocorreu em seis (CA 29, CA 56, CA 88, CA 167, CA 172 e CA178) dos 16
loci estudados e para 0 CNPH 4325A, somente em dois (CA 27 e CA 174). O acesso
CNPH 4361 apresentou 16 alelos exclusivos para C. frutescens e seis exclusivos para C.
chinense, enquanto CNPH 4325A apresentou dois e 17 exclusivos para C. frutescens e

C. chinense, respectivamente.
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C. frutescens CNPH 3891

C. frutescens CNPH 4364

C. frutescens CNPH 4266

C. frutescens CNPH 4353

? CNPH 4361

? CNPH 4325A

C. chinense CNPH 4316

C. chinense CNPH 4360

C. chinense CNPH 4332

C. chinense CNPH 4315

C. chinense CNPH 4328A

C. chinense CNPH 4327

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Dissimilaridade genética

Figura 1. Anélise de agrupamento de 12 acessos de Capsicum com base na matriz de
distdncias genéticas calculadas as coincidéncia alélicas de 16 loci microssatélites.
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Legenda

1= CNPH 3891 7= CNPH 3825
2= CNPH 4266 8= CNPH 3825
3= CNPH 4353 9= CNPH 3825
4= CNPH 4364 10= CNPH 3825
5= CNPH 4361 11= CNPH 3825

6= CNPH 4325A

12= CNPH 3825
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Figura 2. Disperséo gréafica de 12 acessos de Capsicum com base na matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se coincidéncias alélicas de

16 loci microssatélites.
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Tabela 2. Genotipagem de doze acessos de Capsicum do banco ativo de germoplasma da Embrapa Hortalicas.

Primers Alelos presentes (pb)
(CA) C. frutescens supostos hibridos C. chinense

CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH

3891 4266 4353 4364 4361* 4325A* 4315 4316 4327 43282 4332 4360
19 100/98 100/98 | 104/102 | 100/98 100/98 98/98 98/98 98/98 100/98 98/98 98/98 98/98
20 70/70 68/68 68/68 88/88 88/68 88/88 88/88 88/88 90/90 88/88 88/88 88/88
26 124/100 | 120/114 | 116/100 | 100/100 | 100/100 | 120/114 | 120/114 | 120/116 | 116/116 | 120/116 | 100/100 | 116/100
27 - 130/128 - 132/132 | 180/128 | 132/122 | 122/120 - 122/120 - - 122/122
29 126/126 | 114/114 | 114/114 | 126/126 | 128/114 | 128/128 | 128/128 | 128/128 | 128128 128/120 | 120/120 | 128/128
41 154/154 | 152/152 | 152/152 | 172/172 | 172/152 | 172/172 | 172/172 | 172/172 | 174/174 | 172/172 | 172/172 | 172/172
49 130/130 | 130/130 | 132/132 | 130/130 - 128/122 | 128/120 | 128/122 | 128/120 | 122/122 | 128/122 | 128/122
56 110/110 | 110/110 | 130/110 | 128/110 | 120/110 | 120/120 | 118/118 | 118/118 | 118/118 | 120/120 | 120/120 | 120/120
62 82/80 82/82 84/84 82/78 84/78 78/78 82/80 78/78 78/78 82/80 78/78 78/78
79 92/92 90/90 90/90 110/110 | 120/90 110/110 | 110/110 | 110/110 | 112/112 | 110/110 | 110/110 | 110/110
88 162/162 | 162/162 | 160/160 | 162/162 | 162/150 | 158/150 | 160/160 | 158/158 | 160/160 | 160/160 | 160/150 | 150/150
96 114/108 | 114/108 | 116/108 | 114/108 | 108/108 | 120/116 | 120/114 | 120/114 | 120/114 | 120/116 | 120/116 | 120/116
167 84/84 84/84 80/80 84/84 86/80 86/85 86/85 86/86 130/130 88/85 86/85 86/86
172 130/130 | 132/132 | 132/132 | 130/130 | 182/120 | 120/120 | 120/120 | 120/120 88/88 120/120 - 120/120
174 254/254 | 252/252 | 252/252 | 254/254 | 254/252 | 260/254 | 260/260 | 250/250 | 250/250 - 250/250 | 250/250
178 162/162 | 162/162 | 160/160 | 162/162 | 164/160 | 164/164 | 164/164 | 164/164 | 200/200 | 166/163 | 164/163 | 164/164

*Alelos com a cor vermelha ocorrem exclusivamente nos acessos estudados da espécie C. frutescens e azul, C. chinense.
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3.3.3 Determinacéo do teor de capsaicindides

O teor de capsaicinoides totais, norcapsaicina, dihidrocapsaicina e capsaicina
encontrados para amostras dos frutos secos dos doze acessos estdo apresentados na
Tabela 3. Os resultados obtidos para o teor de capsaicinoides totais para a espécie C.
frutescens (CNPH 3891, CNPH 4353, CNPH 4364, CNPH 4266) variaram de 150 a 234
mil SHU e para a espécie C. chinense (CNPH 4315, CNPH 4316, CNPH 4328 A,
CNPH 4360) de 12,03 a 249 mil SHU.

Diferencas significativas foram observadas para o conteudo de norcapsaicina,
dihidrocapsaicina e capsaicina. O teor mais elevado de norcapsaicina foi observado na
espécie C. chinense (CNPH 4316: 9.327 SHU) e de dihidrocapsaicina para a espécie C.
frutescens (CNPH 4364: 76.249 SHU).

O acesso CNPH 4360 (C. chinense) apresentou 0 maior teor de capsaicina
(200.243 SHU). Para a espécie C. frutescens o maior teor de capsaicina encontrado foi
no acesso CNPH 4353 (169.166 SHU). Entretanto, o menor teor de capsaicina (9,92
SHU) foi obtido para o0 acesso CNPH 4328A (C. chinense). O possivel hibrido CNPH
4361 mostrou conteudo de capsaicina intermediario (154.008 SHU).

Tabela 3. Teor de capsaicindides totais, norcapsaicina, dihidrocapsaicina e capsaicina
de acessos de Capsicum do banco ativo de germoplasma da Embrapa Hortalicas.

N° Tipo Capsaicindides | Norcapsaicina | Dihidrocapsaicina | Capsaicina

Acesso Totais (SHU) (SHUL) (SHUL) (SHUL)

CNPH

3891 Malagueta 150.787,25  a | 2.993,00 d | 39.109,93 e | 108.096,30 f

4266 Tabasco 196.271,70 ¢ | 2.786,89 d | 53.343,49 c | 140.153,25 d

4353 Malaguetinha | 234.749,70 b | 4.500,06 c | 61.095,34 b | 169.166,30 b

4364 Malagueta 202.250,55 ¢ | 5.433,14 b | 76.249,34 a | 120.580,05 e

4361 Similar a 186.726,30 d | 4.108,95 c | 28.620,81 f | 154.008,50 c
Tabasco

4325 A Similar a 183.014,30 d | 1.310,30 e | 41.595,72 e | 140.120,05 d
Malagueta

4315 | Olho de peixe | 196.711,55 ¢ | 1.601,79 e | 33.007,63 f| 162.114,15 ¢

4316 Similar a 203.393,40 ¢ | 9.327,01 a | 30.941,88 f| 163.136,50 ¢
Malagueta

4327 Similar a 22212765 b | 6.230,31 b | 41.889,71 e | 174.019,60 b
Habanero

4328 A | Similar a Bode | 12,03 flo0 fl211 gl992 g

4332 Similar a 9.742,00 f | 1.000,00 f| 2.575, 36 g | 7.177,84 g
Cayenne

4360 Murupi 249.640,20 a | 2.419,40 d | 46.989,70 d | 200.243,10 a

Letras diferentes na coluna indicam médias significativamente diferentes pelo teste de Scott Knott a 5%.
Os dados foram transformados para X+1 antes da realizacédo das analises. Coeficiente de variagao (CV) =
3,75% para Capsaicinoides totais, 10,86% para Norcapsaicina, 4,33% para Dihidrocapsaicina e 3.89%
para Capsaicina.
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3.3.4 Avaliacdo da viabilidade polinica e compatibilidade genética

Elevada porcentagem de grdos de polen viaveis foi observada para a maioria dos
acessos de C. chinense (73,4% a 95%), com excecdo do acesso CNPH 4327 (57%)
(Tabela 4). Os acessos de C. frutescens apresentaram valores intermediéarios de
viabilidade do polen (64,7% a 88,6%). Os dois acessos CNPH 4361 e CNPH 4325A
apresentaram resultados distintos. O acesso CNPH 4325A apresentou alta porcentagem
de viabilidade de pdlen (90,3%), enquanto o acesso CNPH 4361, destacou-se pela baixa
porcentagem de gréos de polen viaveis (38,8%).

Tabela 4. Estimativa da viabilidade polinica de doze acessos de Capsicum do banco
ativo de germoplasma da Embrapa Hortalicas.

N° Flor** Média
Acesso | Espécie * Geral
CNPH 1 2 3 4 5 %

3891 | C. frutescens | 95,2 90,8 92,8 84,2 80,2 88,6
4266 | C. frutescens | 66,0 68,6 57,6 56,0 75,5 64,7
4353 | C. frutescens | 79,7 73,5 81,1 82,4 83,3 80,0
4364 | C. frutescens | 61,1 52,0 59,0 93,1 93,6 71,8
4361 | C. frutescens | 41,0 36,5 40,6 38,1 37,7 38,8
4325 A | C.chinense | 94,7 86,4 94,0 85,5 90,7 90,3
4315 | C.chinense | 78,0 70,9 84,7 77,4 56,1 73,4
4316 C.chinense | 95,4 92,8 94,9 97,5 94,6 95,0
4327 C. chinense | 47,2 57,0 59,5 72,9 48,5 57,0
4328 A | C.chinense | 88,7 94,7 94,2 94,6 94,4 93,3
4332 | C.chinense | 71,2 83,9 83,10 86,2 89,4 83,5
4360 C. chinense | 93,8 89,4 91,5 90,8 92,4 91,6

*Espécies identificadas pela caracterizagdo molecular
**Porcentagem do pélen vidvel em 1000 gréos de pélen/flor

Com relacdo a compatibilidade genética (Tabela 5), as hibridacdes
intraespecificas apresentaram variacGes na taxa de pegamento de 47,2% a 84,74%;
numero de frutos na F1 de 4 a 11; nimero de sementes na F1 de 1 a 8; germinacéo das
sementes na F1 de 73% a 98,6%; numero de frutos na F2 de 14 a 27 e nimero de
sementes na F2 de 4 a 6. Nas hibridacGes interepecificas, as variacbes observadas
foram: taxa de pegamento de 53,2 a 83,2%; numero de frutos na F1 de 7 a 10; nimero
de sementes na F1 de 2 a 5; germinacgéo das sementes na F1 de 75,2% a 85,1%; numero
de frutos na F2 de 11 a 38 e nimero de sementesnaF2 de 4 a 7.

102



Tabela 5. Cruzamentos de acessos de Capsicum do banco ativo de germoplasma da Embrapa Hortaligas.

Combinag0es de hibridicdes

Cruzamentos

@xd

Taxa Média
de Pegamento
(%)

Médias na F1

Médias na F2

N° fruto

N°sementes
[fruto

Germinagao
de sementes %

N° fruto

N° sementes
[fruto

C. frutescens x C. chinense

3891 x 4325A
4353 x 4325A
4364 x 4325A
4266 x 4325A

83,2

5

71,8

38

4

C. chinense x C. frutescens

4325A x 3891
4325A x 4353
4325A x 4364
4325A X 4266

76,9

10

85,1

32

C. chinense x C. chinense

4315 x 4325A
4316 x 4325A
4328A x 4325A
4360 x 4325A

84,7

73

27

C. chinense x C. chinense

4325A x 4315
4325A x 4316
4325A x 4328A
4325A x 4360

70,3

11

79,7

22

C. frutescens x C. frutescens

3891 x 4361
4353 x 4361
4364 x 4361
4266 x 4361

73,4

70

14

C. frutescens x C. frutescens

4361 x 3891
4361 x 4353
4361 x 4364
4361 x 4266

47,2

98,6

16

C. chinense x C. frutescens

4315 x 4361
4316 x 4361
4328A x 4361
4360 x 4361

77,9

10

75,2

11

C. frutescens x C. chinense

4361 x 4315
4361 x 4316
4361 x 4328A
4361 x 4360

53,2

76,9

13

103



3.4 DISCUSSAO
3.4.1 Caracterizagdo morfoldgica

No presente estudo, nos quatro acessos identificados morfologicamente como C.
frutescens esté presente o caracter posicdo da flor ereta e nos seis acessos de C. chinense
a constricdo anelar entre o pedicelo e calice. Os acessos CNPH 4361 e CNPH 4325A
apresentaram esses dois caracteres tipicos das duas espécies estudadas. A ocorréncia
simultanea de caracteristicas tipicas de ambas espécies dificulta a classificacdo
taxonomica.

Considerando a diversidade morfologica e estrutural observada em plantas
cultivadas, PICKERSGILL (1988) comenta que, os caracteres morfologicos
influenciados pela selecdo humana, por si s6, ndo sdo confiaveis ou ndo sao suficientes
para a delimitacdo de espécies. Entretanto, para cada espécie, existem outros caracteres
(ndo influenciados pela selecdo artificial) que podem ser considerados como
diagnosticos para a maior parte dos acessos, pois apresentam estabilidade e podem,
realmente, ajudar na discriminacdo das espécies, embora muitos deles ndo sejam
exclusivos, mas compartilhados por mais de uma espécie. BARAL e BOSLAND
(2004), por exemplo, apontam que os caracteres constricdo do célice e posicao das
flores sd@o muito utilizados para diferenciar C. chinense de C. frutescens. Comentam que
apenas o caracter posicdo da flor (flor ereta) esta presente em 98% dos acessos de C.
frutescens, porém esse mesmo caracter é compartilhado por 8% dos acessos
pertencentes a C. chinense. Outra observacdo dos autores é que o caracter constricdo
anelar entre o pedicelo e céalice estd presente em mais de 92% dos acessos de C.
chinense, porém é compartilhado com 5% dos acessos de C. frutescens.

PICKERSGILL (1988) e WALSH e HOOT (2001) apontam que, como muitas
espécies domesticadas possuem expressao diversificada de alguns caracteres e que,
muitas vezes, existe uma sobreposicao de caracteres morfoldgicos, torna-se muito dificil
a correta identificagdo utilizando-se somente a caracterizagdo com base na morfologia e,
que essa tarefa exige a aplicacdo conjunta de outros métodos. Esse tipo de erro é comum
para todas as espécies do género, mas especialmente freqliente para aquelas do

complexo annuum/chinense/frutescens, com énfase para C. chinense e C. frutescens.

3.4.2 Caracterizacdo molecular

A formacéo de hibridos é um fator que pode ampliar os problemas relacionados
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a identificacdo com base na caracterizacdo morfologica e s6 podem ser identificados
com a aplicacdo de outras técnicas, especialmente as moleculares.

A Dbibliografia registra varios exemplos de acessos que inicialmente foram
identificados por descritores morfoldgicos e que tiveram a identificacdo revista depois
de passarem por caracterizacdo molecular. ALBRECHT et al. (2012), em colec¢des do
USDA/ARS, apontam que alguns acessos, inicialmente identificados como C. chinense,
foram reidentificados como C. frutescens.

BOSLAND e BARAL (2007), ao estudarem a pimenta Bhut Jolokia proveniente
de Assam, na india, constataram que se tratava de uma das pimentas mais picantes do
mundo, atingindo um milh&o de SHU, bem como identificaram por meio de caracteres
morfolégicos como C. chinense. Entretanto, na analise molecular, a presenca de
marcadores RAPD especificos para as espécies C. chinense e C. frutescens revelou uma
hibridizacdo interespecifica natural, com maior proximidade para C. chinense e que
talvez tenha ocorrido introgressao genética de C. frutescens.

Neste contexto, a presenca em heterozigose de alelos supostamente exclusivos
de cada espécie ¢ um forte indicativo da ocorréncia de hibridizacdo entre as duas
espécies, principalmente no acesso CNPH 4361. Esse indicativo, no CNPH 4325A, nédo
é tdo forte, mas, a ocorréncia de mistura dos alelos supostamente especificos de cada
espécie, em pelo menos dois loci, nesse acesso, pode indicar que a hibridizacdo tenha
ocorrido em alguma geracao anterior, seguida de algum processo de retrocruzamento
recorrente para C. chinense. A producdo de alguma quantidade de polen viavel, mesmo
que inferior aos materiais ndo hibridos, confirma a possibilidade de que os hibridos
tenham continuado o processo reprodutivo, avancando, assim, um certo nimero de
geracOes. A ocorréncia de alelos especificos de C. chinense no acesso CNPH 4325A em
namero muito superior (17) ao de C. frutescens (2) permite compreender melhor o
agrupamento coeso do acesso CNPH 4325A com C. chinense (0,25 de dissimilaridade
genética). O mesmo ndo ocorreu com o0 acesso CNPH 4361, que apresentou
agrupamento pouco coeso com C. frutescens (0,58 de dissimilaridade genética),
explicado pela presenga de grande nimero de alelos especificos de C. chinense (6), 0s
quais se apresentaram em heterozigose com alelos especificos de C. frutescens em seis
loci.

A analise molecular apresenta indicativos de que os acessos CNPH 4361 e
CNPH 4325A tenham sido resultado de hibridizacéo natural. E possivel, no entanto, que
um numero diferente de geracBes tenha ocorrido apos esse evento em cada um dos

possiveis hibridos estudados.
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3.4.3 Determinagao do teor de capsaicindides

A pungéncia, conferida pela concentracdo de capsaicindides, € uma das
caracteristicas e atributos de qualidade dos frutos mais importante e atrativa encontrada
em ambas espécies. O grau sensorial de pungéncia produzido pela capsaicina
tradicionalmente medido em Unidades de Calor Scoville (SHU) variam de zero a mais
de 300.000 (pimentas muito picantes). O nivel de pungéncia para a pimenta malagueta
varia entre 80 a 164 mil SHU e as recordistas brasileiras em pungéncia sao as da espécie
C. chinense, conhecidas como pimenta cumari-do-Paré e pimenta murupi, cujos valores
atingem cerca de 210 e 223 mil SHU, respectivamente (RIBEIRO et al., 2008;
REIFSCHNEIDER et al., 2009).

Nesse sentido, embora C. chinense tenha apresentado materiais com baixissima
pungéncia, essa espécie apresentou acessos altamente pungentes, cuja pungéncia é
equivalente ou até mesmo superior aos acessos de C. frutescens. O teor mais elevado de
norcapsaicina foi observado em um acesso de C. chinense e de dihidrocapsaicina em um
acesso de C. frutescens. Em geral, foi verificada uma tendéncia de maiores teores de
dihidrocapsaicina em C. frutescens do que em C. chinense nos acessos estudados. Os
possiveis hibridos apresentaram valores de capsaicina proximos aos de C. frutescens.

Nos Estados Unidos, a pimenta tabasco é considera muito picante e a pungéncia
varia entre 30.000 a 50.000 SHU (DeWITT e BOSLAND, 1996). Na india, a variedade
Tezpur (C. frutescens var. Nagahari) parece ser a pimenta mais picante dessa espécie,
que segundo MATHUR et al. (2000) atingiu um nivel de pungéncia muito alto de
855.000 SHU.

No presente estudo, a pimenta mais picante foi a tipo murupi (CNPH 4360 — C.
chinense) com teor de capsaicina de 200 mil SHU. O maior teor de capsaicina
encontrado para a espécie C. frutescens foi para a pimenta malaguetinha (CNPH 4353)
com 169 mil SHU. A pimenta tabasco (CNPH 4266) com 140 mil SHU apresentou um
teor bem mais elevado que a pimenta tabasco dos Estados Unidos (entre 30.000 a
50.000 SHU). O acesso CNPH 4361 mostrou contetdo de capsaicina de 154 mil SHU.

3.4.4 Avaliacéo da viabilidade polinica e compatibilidade genética

Apesar de uma forte semelhanca morfoldgica entre as espécies C. chinense e C.
frutescens, SMITH e HEISER JUNIOR (1957) compararam sistematicamente pela
primeira vez as duas especies e relatam que sdo distinguidas morfologicamente e

apresentam uma barreira de esterilidade eficaz altamente desenvolvida, que as mantém
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separadas. Os ensaios de hibridacdo entre as referidas espécies resultaram em uma
producdo muito baixa de sementes, bem como uma viabilidade muito baixa de pdlen
nas plantas da geracdo F1, que produziram sementes ndo viaveis. Entretanto, o nivel de
compatibilidade de cruzamento entre C. chinense e C. frutescens verificado por
ESHBAUGH (1976) € pelo menos tdo alto como o de C. annuum var. annuum e C.
annuum var. aviculare. Esse autor comenta que C. frutescens e C. chinense estdo mais
proximos morfologicamente do que as duas variedades de C. annuum.

Os resultados obtidos no estudo sinalizam que a viabilidade de polen do acesso
CNPH 4361, um possivel hibrido, foi a mais baixa (38,8%) em relacdo aos demais
acessos avaliados. Esse acesso foi coletado na regido Amazdnica considerada area de
maior diversidade da espécie C. chinense e de ocorréncia de populagdes silvestres de C.
frutescens, sendo mais um indicativo da possibilidade de formacéo de hibridos naturais
entre C. chinense e C. frutescens. O acesso CNPH 4325A, que também apresentou
possibilidade de ser um hibrido pela caracterizacdo morfologica, mas que, na analise
molecular mostrou-se altamente similar a C. chinense, apresentou alta viabilidade de
polen (90,3%), um indicativo de que a hibridizacao, caso tenha de fato ocorrido foi ha
um namero consideravel de geracdes.

Na caracterizacdo reprodutiva de hibridos interespecificos realizada por
MONTEIRO et al. (2011), o hibrido obtido do cruzamento entre as espécies C. chinense
e C. frustescens também apresentou viabilidade de pélen alta (94%), confirmando que
estas duas espécies sdo compativeis, possibilitando a producdo de hibridos férteis.
Entretanto, no estudo de BARAL e BOSLAND (2004), a viabilidade do pdlen de
progénies F1 derivadas das hibridacdes interspecificas entre C. chinese e C. frutescens
foi de 28% e das progénies F1 derivadas da hibridacdo intraspecifica dessas espécies foi
de 75%.

Quando as diferencas morfoldgicas sdo sutis, as barreiras interespecificas a troca
de genes estdo, também, imperfeitamente desenvolvidas. Dessa forma, a classificacdo
de C. annuum, C. chinense e C. frutescens como espécies distintas poderia ser
questionada (PICKERSGILL, 1988).

A separagdo de C. chinense e C. frutescens em espécies distintas tem sido
questionada por alguns pesquisadores (ESHBAUGH, 1993; PICKERSGILL, 1988).
Verifica-se, dessa forma que esses conflitos tém confundido as relages bioldgicas e
taxonémicas entre estas duas espécies.

Diante do exposto, as possiveis combinagdes de hibridos entre 0 CNPH 4631

com quatro acessos de C. chinense e com quatro de C. frutescens ndo apresentaram
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diferencas na fertilidade, quando cruzados com qualquer uma das espécies. AS
observagdes verificadas nesse estudo preliminar de hibridizacGes tendem a concordar
com as conclusdes obtidas por GUZMAN et al. (2005) que as espécies C. annuum, C.

chinense e C. frutescens ndo sdo distintas sob uma perspectiva bioldgica.

3.5 CONCLUSAO

Os resultados sinalizam que embora as espécies C. chinense e C. frutescens
apresentem similaridades e caracteristicas compartilhadas com sobreposi¢do de
caracteres morfoldgicos, sdo de fato molecularmente distintas pelas analises com base
em marcadores microssatélites. Os acessos CNPH 4325A e CNPH 4361 coletados na
regido Amazénica, considerada area de maior diversidade da espécie C. chinense e de
ocorréncia de populacbes silvestres de C. frutescens, apresentam caracteristicas
morfolégicas e alelos especificos de ambas espécies e indicativos de serem resultado de

hibridizacdo natural.
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RESUMO

Dentre as cinco espécies domesticadas de Capsicum, C. frutescens tem sido pouco
estudada e explorada no melhoramento de plantas. Nesse sentido, a caracterizacdo pode
exercer um papel estratégico, potencializando o maximo aproveitamento dos recursos
genéticos disponiveis. O objetivo desse trabalho foi de avaliar a variabilidade genética
dos 115 acessos que compdem a colecdo ativa de germoplasma de C. frutescens da
Embrapa Hortalicas, com base em caracteristicas morfolégicas e marcadores
moleculares microssatélites (SSR). A caracterizacdo morfologica foi feita utilizando-se
57 descritores internacionais e a caracterizagdo molecular baseada em 239 alelos de 24
loci microssatélites. Foram estimadas distancias genéticas entre os 115 acessos, a partir
das quais foram realizadas analises de agrupamento por meio de dendrogramas e
dispersdes graficas baseadas em escalas multidimensionais. Foram, ainda, estimadas as
correlagbes entre as varidveis morfologicas quantitativas e entre as analises
morfolégicas e moleculares. A diversidade genética intraespecifica foi analisada e
quantificada tanto por meio dos descritores morfoldgicos quanto por meio dos
marcadores SSR, permitindo a formacdo de seis grupos de similaridade em cada uma
das andlises. Os marcadores SSR demonstraram maior capacidade de discriminagdo em
relacdo aos descritores morfolégicos para os tipos mais populares de C. frutescens
encontrados no Brasil (pimenta malagueta, malaguetinha e tabasco). A altura e a largura
das plantas foram as variaveis que apresentaram maior contribuicdo no indice de
diversidade genética. A variabilidade genética analisada no trabalho evidencia a
importancia dos recursos genéticos para o desenvolvimento de novas cultivares de C.

frutescens com potencial para diversos nichos de mercados.

Palavras-chaves: pimentas, polimorfismo, microssatélites, descritores, banco de

germoplasma, analise multivariaveis.
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ABSTRACT

Among the five domesticated species of Capsicum, C. frutescens has been little studied
and exploited in plant breeding. In this sense, characterization can play a strategic role
optimizing the use of the genetic resources available. This study aimed at evaluating
genetic variability of 115 accessions that compose the C. frutescens active germplasm
collection of Embrapa Vegetables, based on morphological, agronomic and
microsatellite (SSR) traits. Morphologic and agronomic characterization were carried
out using 57 international descriptors, and molecular characterization, based on 239
SSR alleles from 24 loci. Genetic distance among 115 accessions was estimated and
clustering analyses were carried out from dendrogram and dispersion graphics based on
multidimensional scaling. Correlation coefficients among quantitative morpho-
agronomical variables and among the morphological and the molecular analyses were
also estimated. The intraspecific genetic diversity was analyzed and quantified by
means of morphologic and agronomic descriptors and by means of SSR markers,
allowing the formation of six similarity groups in each analysis. The SSR markers
showed greater capacity for discrimination of morphological and agronomic traits for
the most popular types of C. frutescens found in Brazil (pimenta malagueta,
malaguetinha and tabasco). Height and width of plants were the variables that showed
the highest contribution to the genetic diversity coefficient. Genetic variability analyzed
in this research highlights the importance of the genetic resources for developing new

cultivars of C. frutescens with potential for many markets.

Key words: peppers, polymorphism, SSR markers, descriptors, germplasm bank,

multivariate analyses.
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4.1 INTRODUCAO

O Brasil é um importante centro de diversidade de espécies domesticadas do
género Capsicum, como: C. annuum var. annuum, C. baccatum var. pendulum, C.
frutescens e C. chinense. Apenas C. pubescens ndo € encontrada no Brasil
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Capsicum frutescens € uma das espécies domesticadas mais cultivadas no Brasil.
As plantas desta espécie sdo tipicamente eretas com uma ou duas flores por no, com
corolas verdes ou branco esverdeadas. Ndo h& presenca de calice dentado e constri¢éo
anelar no calice, localizada entre o calice e o peddnculo. Os frutos sao eretos, macios e
deciduos (D'ARCY e ESHBAUGH, 1974) e geralmente sdo pequenos, conicos, com
paredes muito finas, coloragdo vermelha quando maduros e elevado teor de capsaicina
(RIBEIRO et al., 2008).

A variabilidade morfologica de C. frutescens € inferior a verificada em outras
espécies domesticadas do género (SMITH e HEISER JUNIOR, 1957). Segundo
DeWITT e BOSLAND (2009), a razdo da reduzida diversidade de formas, tamanhos e
cores de frutos em relacdo as espécies domesticadas (C. annuum, C. baccatum ou C.
chinense) ndo é bem definida.

E importante ressaltar que a diversidade morfologica dos frutos é guiada pelo
homem, ou seja, as diferencas de tamanho, forma e cor resultam da sele¢cdo do homem
com base nos frutos que sao colhidos para o préximo cultivo. Provavelmente existe uma
correlacdo entre a diversidade desses caracteres e o processo de selecdo (domesticacao).
Isso pode ser um indicativo de que C. frutescens ndo tenha sido submetida a rigidos ou
frequentes processos de selecdo ou que tenha ocorrido de forma tdo intensa e restritiva,
propiciando uma variabilidade morfoldgica inferior em relacdo as outras espécies
domesticadas.

Alguns estudos podem ser encontrados descrevendo a variabilidade do
germoplasma de C. frutescens. A variabilidade genética entre acessos C. frutescens tem
sido verificada com base em marcadores moleculares RAPD (BARAL e BOSLAND,
2004), LTR-retrotransposon (TAM et al., 2009), caracteristicas fisico-quimicas de
frutos (JARRET et al., 2007), além de descritores morfoagrondmicos (SUDRE et al.,
2005).

BARAL e BOSLAND (2004) relatam a existéncia dos acessos de C. frutescens
mostrando frutos grandes, pendentes e persistentes. JARRET et al. (2007) analisaram

frutos de 40 acessos de C. frutescens da colecdo de germoplasma do departamento de
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Agricultura dos EUA, para uma série de parametros de qualidade dos frutos, incluindo:
tamanho, peso, concentracdo de capsaicinoides, sacarose, glicose, frutose, &cido malico
e 4cido total equivalente e verificaram uma faixa de variagdo de 4 a 14 vezes em valores
para as caracteristicas examinadas, sugerindo a presenca de variabilidade suficiente para
essas caracteristicas dentro desta espécie.

A variabilidade genética nesta espécie domesticada quase ndo foi explorada no
melhoramento de plantas. Existem poucas cultivares de pimenta da espécie C.
frutescens comercializadas no mundo: tabasco, tabasco greenleaf, malagueta e siling
labuyo (DeWITT e BOSLAND, 2009). Além disso, ocorrem muitos erros de
identificacdo dessa espécie e muitas cultivares listadas em catalogos de sementes como
C. frutescens séo na realidade cultivares de C. annuum.

O conhecimento da variabilidade genética entre 0s acessos de uma espécie tem
uma grande importancia para 0 manejo correto e 0 uso destes recursos nos programas de
melhoramento genético e para diversificacdo de sistemas produtivos. Nesse contexto, a
caracterizacdo da colecdo de germoplasma tem uma aplicacdo estratégica na valoracao
dos recursos genéticos, além de proporcionar dados basicos que sdo necessarios ao
melhoramento de plantas ou para a identificacdo e caracterizacdo de genes de interesse
(CASTELLEN et al., 2007).

A caracterizacdo morfoldgica e agrondmica é normalmente a forma mais
acessivel e econbmica para quantificar a variabilidade genética. Por sua vez, a
caracterizacdo molecular ¢ uma ferramenta util para a avaliacdo da variabilidade
genética de colecBes de germoplasma, pois os marcadores moleculares podem ser
obtidos em grande nimero, apresentam comportamento mendeliano, sdo neutros e ndo
sofrem efeitos ambientais. Os marcadores microssatélites conhecidos com SSR (Simple
Sequence Repeats) sdo co-domimantes, detectam alto nivel de polimorfismo, sdo
multialélicos, bastantes estaveis e indicados para o estudo da variabilidade genética em
plantas (FERREIRA et al., 2007; FALEIRO, 2007).

A obtencdo do conhecimento cientifico por meio da caracterizacéo de acessos de
C. frutescens utilizando marcadores moleculares e caracteristicas morfoldgicas permite
a valoragdo, a conservagdo e o uso de uma biodiversidade essencialmente brasileira,
com o intuito de identificar novas fontes potenciais de variabilidade genética, orientar e
aumentar a eficiéncia do programa de melhoramento e contribuir para o
desenvolvimento de novas cultivares de tipos varietais como a pimenta malagueta.

Diante do exposto, objetivou-se no presente trabalho avaliar a variabilidade

genética dos 115 acessos que compdem a colecdo ativa de germoplasma de C.
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frutescens da Embrapa Hortalicas, com base em caracteristicas morfologicas e

marcadores moleculares microssatélites.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Material genético

O material genético utilizado no trabalho foi analisado em campo e telado na
area experimental da Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, no periodo de setembro de 2009
a marco de 2010. Cento e quinze acessos do BAG de Capsicum, mantido na Embrapa
Hortalicas, foram avaliados com base em caracteristicas morfoldgicas e moleculares
(Tabela 1). A semeadura desses acessos foi realizada em bandejas de isopor de 72
células, contendo substrato organico, mantidas em casa de vegetacdo. Cerca de 45 dias
depois, as mudas foram transplantadas para o solo, ainda em telado em espacamento de
0,60 m entre plantas e 1,5 m entre fileiras. A irrigagéo foi realizada por gotejamento e 0
cultivo conforme o recomendado para sistemas de producdo de pimentas Capsicum
(RIBEIRO et al., 2008).
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Tabela 1. Acessos de Capsicum do banco ativo de germoplasma de Capsicum, mantido
na Embrapa Hortalicas, avaliados com base em caracteristicas morfoldgicas e

moleculares.
ESPECIES ESPECIES
RE%Z};E'O ORIGEM IDENTIFICADAS IDENTIFICADAS
MORFOLOGICAMENTE MOLECULARMENTE
1 63 Minas Gerais C. frutescens C. frutescens
2 287 Goiéas C. frutescens C. frutescens
3 595 Sete Lagoas, MG C. frutescens C. frutescens
4 597 Anapolis, GO C. frutescens C. frutescens
5 1386 Arapiraca. AL C. frutescens C. frutescens
6 2631 Paracatu, MG C. frutescens C. frutescens
7 2744 Belém, PA C. frutescens C. frutescens
8 2841 Brasiléia, AC C. frutescens C. frutescens
9 2866 A Guajara Mirim, RO C. frutescens C. frutescens
10 2866 B Guajara Mirim, RO C. chinense C. chinense
11 2869 Guajara Mirim, RO C. frutescens C. frutescens
12 2870 Guajara Mirim, RO C. frutescens C. frutescens
13 2871 Porto Velho, RO C. chinense C. chinense
14 3000 Europa C. frutescens C. frutescens
15 3241 Brasilia, DF C. frutescens C. frutescens
16 3257 Sédo Luis, MA C. frutescens C. frutescens
17 3286 Castanhal, PA C. frutescens C. frutescens
18 3349 Lagoa Santa, MG C. frutescens C. frutescens
19 3374 Ceasa, DF C. frutescens C. frutescens
20 3399 Belém, PA C. frutescens C. frutescens
21 3410 Formosa, MG C. frutescens C. frutescens
22 3414 Petropolis, RJ C. frutescens C. frutescens
23 3440 Séo Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
24 3446 Séo Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
25 3448 Manaus, AM C. frutescens C. frutescens
26 3453 Manaus, AM C. chinense C. chinense
27 3462 Iranduba, AM C. frutescens C. frutescens
28 3470 Iranduba, AM C. frutescens C. frutescens
28 3484 Pres. Figueiredo, AM C. frutescens C. frutescens
30 3499 Manacaparu, AM C. frutescens C. frutescens
31 3535 A Rio Preto da Eva, AM C. frutescens C. frutescens
32 3535 B Rio Preto da Eva, AM C. chinense C. chinense
33 3539 Itacoatiara, AM C. frutescens C. frutescens
34 3546 Itacoatiara, AM C. frutescens C. frutescens
35 3550 Itacoatiara, AM C. frutescens C. frutescens
36 3606 A Urucarg, AM C. frutescens C. frutescens
37 3606 B Urucara, AM C. frutescens C. frutescens
38 3612 Silves, AM C. frutescens C. frutescens
39 3621 Montes Claros, MG C. frutescens C. frutescens
40 3630 EUA C. frutescens C. frutescens
41 3645 Teresina, Pl C. frutescens C. frutescens
42 3646 Teresina, Pl C. frutescens C. frutescens
43 3647 Teresina, Pl C. frutescens C. frutescens
44 3648 Teresina, Pl C. frutescens C. frutescens
45 3649 Teresina, Pl C. frutescens C. frutescens
46 3667 Sao Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
47 3696 Goiania, GO C. frutescens C. frutescens
48 3697 Sé&o Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
49 3698 Piracanjuba, GO C. frutescens C. frutescens
50 3715 Boa Vista, RO C. frutescens C. frutescens
51 3716 Boa Vista, RO C. chinense C. frutescens
52 3746 - C. frutescens C. frutescens
53 3804 Piracanjuba, GO C. chinense C. frutescens
54 3805 Piracanjuba, GO C. chinense C. frutescens
55 3806 Piracanjuba, GO C. chinense C. frutescens
56 3813 Caldas Novas, GO C. chinense C. frutescens
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Tabela 1. Continuagao...

57 3815 Piracanjuba, GO C. chinense C. frutescens
58 3816 A Piracanjuba, GO C. frutescens C. frutescens
59 3816 B Piracanjuba, GO C. chinense C. chinense
60 3818 Piracanjuba, GO C. chinense C. frutescens
61 3819 Sé&o Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
62 3820 Salvador, BA C. frutescens C. frutescens
63 3821 Salvador, BA C. frutescens C. frutescens
64 3835 Sé&o Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
65 3847 Barretos, SP C. frutescens C. frutescens
66 3861 Cha Grande, PE C. frutescens C. frutescens
67 3880 Nova Estrela, RO C. frutescens C. frutescens
68 3885 Ji-Parana, RO C. frutescens C. frutescens
69 3891 Rolim de Moura, RO C. frutescens C. frutescens
70 3894 Ouro Preto do Oeste, RO C. frutescens C. frutescens
71 3906 Campo Grande, MT C. frutescens C. frutescens
72 3932 Manaus, AM C. frutescens C. frutescens
73 3944 Natal, RN C. frutescens C. frutescens
74 3984 Farroupilha, RS C. frutescens C. frutescens
75 4005 Araguatins, TO C. frutescens C. frutescens
76 4011 Petrolina de Goias, GO C. frutescens C. frutescens
77 4020 Belo Horizonte, MG C. frutescens C. frutescens
78 4037 Guarai, TO C. frutescens C. frutescens
79 4052 Sdo Luis, MA C. frutescens C. frutescens
80 4069 Ceasa, DF C. frutescens C. frutescens
81 4082 Abadiania, GO C. baccatum var. C. baccatum var. pendulum
pendulum
82 4083 Abadiania, GO C. frutescens C. frutescens
83 4084 A Abadiania, GO C. frutescens C. frutescens
84 4084 B Abadiania, GO C. chinense C. chinense
85 4085 Abadiania, GO C. frutescens C. frutescens
86 4095 Porto Alegre, RS C. frutescens C. frutescens
87 4105 Petrolina de Goias, GO C. frutescens C. frutescens
88 4138 Belém, PA C. frutescens C. frutescens
89 4154 A Belo Horizonte, MG C. frutescens C. frutescens
90 4154 B Belo Horizonte, MG C. chinense C. chinense
91 4161 S&o Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
92 4184 Bujari, AC C. frutescens C. frutescens
93 4191 Rio Branco, Acre C. frutescens C. frutescens
94 4195 Rio Branco, Acre C. frutescens C. frutescens
95 4212 Brasilia, DF C. annuum var. C. annuum var.
glabriusculum glabriusculum

96 4224 Rianépolis, GO C. frutescens C. frutescens
97 4231 Ceres, GO C. frutescens C. frutescens
98 4237 Rialma, GO C. frutescens C. frutescens
99 4263 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
100 4264 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
101 4265 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
102 4266 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
103 4267 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
104 4268 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
105 4269 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
106 4270 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
107 4271 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
108 4272 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
109 4273 Fortaleza, CE C. frutescens C. frutescens
110 4274 Itapuranga, GO C. chinense C. chinense
111 4283 S&o Gabriel da Cachoeira, AM C. frutescens C. frutescens
112 4304 Sao Gabriel da Cachoeira, AM C. frutescens C. frutescens
113 4353 Marituba, PA C. frutescens C. frutescens
114 4364 Cucui, AM C. frutescens C. frutescens
115 4367 Cucui, AM C. chinense C. chinense

115 acessos de

C. frutescens

97 acessos de
C. frutescens

104 acessos de
C. frutescens
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4.2.2 Caracterizagdo morfoldgica

A caracterizacdo morfologica dos 115 acessos foi feita utilizando-se 57
descritores internacionais recomendados para Capsicum (IPGRI, 1995). As informacoes
obtidas com base nos 57 descritores foram comparadas com as informagdes obtidas com
base em 30 descritores minimos de C. frutescens propostos por SILVA et al. (2013) e
em 12 descritores quantitativos selecionados entre os 57 descritores (Tabela 2). As
espécies foram classificadas por meio de uma chave para identificagdo de espécies e
variedades domesticadas e semidomesticadas do género Capsicum de ocorréncia no
Brasil (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

Os dados da caracterizacdo morfolégica que compreenderam as 57
caracteristicas qualitativas e quantitativas categdricas, foram utilizados para estimar a
distancia genética entre os acessos utilizando andlise de correspondéncia simples, que
permite explorar estatisticamente um conjunto de dados multivariados de “n” individuos
avaliados em “p” varidveis categdricas. A mesma metodologia para estimar a distancia
genética entre os acessos foi utilizada com base nas informagdes dos 30 descritores
minimos.

As estimativas das distancias genéticas entre 0s acessos com base nas 12
caracteristicas quantitativas foram realizadas de acordo com a Distancia Euclidiana
Média Padronizada (STEEL e TORRIE, 1980). A contribuicdo relativa de cada
descritor quantitativo foi mensurada segundo o método de SINGH (1981). Correlagdes
fenotipicas entre as caracteristicas quantitativas foram estimadas utilizando o
coeficiente de correlacdo de Pearson, com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2006).

As matrizes de distancias genéticas entre os 115 acessos de C. frutescens
calculadas com base em 57 descritores internacionais, 30 descritores minimos e 12
caracteristicas quantitativas foram utilizadas para realizar as analises de agrupamento
por meio de dendrogramas, utilizando-se como critério 0 método do UPGMA
(Unweighted pair-group method arithmetic average) e também a dispersédo grafica
baseada em escalas multidimensionais por meio das coordenadas principais, com
auxilio dos Programas SAS (SAS INSTITUTE INC., 1989) e Statistica (STATSOFT
INC, 1999).
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Tabela 2. Dados de passaporte e descritores morfolégicos de Capsicum aplicados na

caracterizacdo morfoldgica.

Passaporte/Parte Vegetativa

Inflorescéncia/Semente

Fruto

Procedéncia”
Espécie
Altura da planta®?

Largura da planta*?

Cor da folha'
Forma da folha
Densidade de folha*

Forma da haste!

Cor da haste!

Comprimento da haste'?
Diametro da haste®?

Densidade de ramificacdo"

Antocianina nodal*
Habito de crescimento

Brotacdo abaixo da primeira
bifurcacio®

Pubescéncia da folha

Pubescéncia da haste

Macho esterilidade
Margem do célice’
N° de flores/axila*

Pigmentacdo do célice

Posicéo da flor*

Posicao do estigma®
Constricdo anelar do
calice

Cor da mancha da corola

Cor da antera®

Cor do filamento*
Cor da corola
Dias inicio
florescimento™?
Forma da corola®
Cor da semente

N° de semente/fruto

Superficie da semente

Persisténcia do fruto®
N° de l6culos™?
Espessura da parede?

Comprimento do
peddinculo?

Peso do fruto?
Largura do fruto?
Pungéncia’

Formato do fruto

Dias inicio frutificacio™?

Cor do fruto imaturo
Cor do fruto maduro*

Comprimento da placenta

Aroma’
Comprimento do fruto*?

Apéndice da ponta do
fruto

Mistura varietal
Segregacéo

Ombro do fruto

Posicéo do fruto®
Mancha de antocianina
Pescoco da base do fruto
Forma da ponta do fruto
Secgéo transversal®

Superficie do fruto*

! Descritores minimos para Capsicum frutescens

? Descritores quantitativos

4.2.3 Caracterizacdo molecular

Amostras de foliolos de duas plantas de cada acesso, coletadas individualmente,

foram obtidas para a extracdo do DNA, realizada pelo método CTAB 2%, com
modificagfes (FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998). A concentragédo de DNA de cada
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tubo foi estimada por eletroforese em gel de agarose a 1% comparando-se as
intensidades de fluorescéncia de cada amostra corada com brometo de etidio com
padrées de DNA Lambda com diferentes concentracdes. Cada amostra foi diluida para a
concentracédo de 3,0 ng/ul.

Reacdes de amplificacdo de amostras de DNA de duas plantas de cada um dos
115 acessos foram realizadas utilizando 24 pares de primers SSR selecionados a partir
de 185 pares de primers microssatélites de C. annuum desenvolvidos no Laboratério de
Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (BUSO et al., 2000)
e outros 14 pares de primers microssatélites desenvolvidos por NAGY et al. (2007). Os
pares de primers que geraram marcadores com maior resolugdo e polimorfismo foram
utilizados na caracterizagdo molecular dos acessos de C. frutescens. A reacdo foi
realizada em volume de 10 pl composta pela seguinte combinagdo de reagentes: 5,55 pl
de dgua MilliQ; 1,0 pul de tampao 10X; 0,3 ul de MgCl, 50 mM; 0,8 ul de dNTPs 2,5
mM cada; 0,8 pul de BSA 2,5 mg/ml, 0,3 pl de primer a 5 uM marcados com
fluorescéncias 6-FAM (azul), HEX (verde) e NED (amarela); 0,25 pul de enzima Tag
polimerase (5 U/ul) ¢ mais 1 pl de DNA genomico a 3 ng/ul. As reagdes de
amplificacdo ocorreram da seguinte forma: 95 °C por 15 min para desnaturacdo, 30
ciclos de 30 seg a 95 °C, 1,30 min a 56 °C para anelamento e 1 min a 72 °C e, ao final,
uma extenséo de 60 °C por 50 min.

A genotipagem das 230 amostras de DNA foi realizada de forma automatizada
com uso de um sequenciador modelo ABI 3730 e, para sua utilizacdo, o preparo das
amostras, ap6s a PCR, foi feito misturando-se 1 pl da reagdo a 10 ul do agente
desnaturante formamida (HiDi) e 1 pl do padrao de peso molecular (ROX). A mistura
foi entdo desnaturada por 5 minutos a 95 °C. Apds a passagem pelo sequenciador, a
demarcacdo dos picos de fluorescéncia e dos alelos detectados para a obtencdo da
genotipagem foi feita manualmente com auxilio do software GeneMapper versdo 4.1
(Applied Biosystems), sendo o arredondamento do tamanho dos alelos realizado por
meio do software AlleloBin (PRASANTH et al., 2006). Por fim, obteve-se uma planilha
com a identificacdo de cada planta analisada e os respectivos alelos, presentes em cada
um dos 24 locos SSR analisados.

Para cada um dos 24 pares de primers SSR foi estimado o numero de alelos e 0
contetdo informativo de polimorfismo ou PIC (Tabela 3), através do programa Power
Marker (LIU, 2004).
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Tabela 3. Primers microssatélites utilizados na analise de 115 acessos de Capsicum.

Sequéncia 5'—3’

Temperatura de

NUmero de

Primers F/IR anelamento (°C) Alelos PIC

19° CCGCAATGGCAGTATGATCT/ 56 4 0.46
CGGCTCTATCTACAACGGTG

20! CCGTAAAGAAATCAAACCAC/ 56 7 0.58
GCATGCACACATAAACACTC

26 CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 56 10 0.59
TGACTCAAATGCTCTCTGAA

27* GCAGAGGACCAGTTAGCATA/ 56 12 0.64
TGTTCTGAGTCCACGATGCT

29* TGGGTAAAGGTACTTAGTAG/ 56 10 0.67
GTTGTATTGCTTTAGCTCAG

41t GACATCAGTGTTCTGCAAA/ 56 7 0.59
ACACTGGGTATGTTGTTGTA

49! CTATCTTCGCATATAGGCAG/ 56 12 0.75
AATCTCTGTGGCTGACTCAA

521 TAGCAGAGGACCAGTTAGCA/ 56 11 0.65
ATGTTCTGAGTCCACGATGC

56! CTTCGCATATAGGCAGATCA/ 56 10 0.65
TCTCTGTGGCTGACTCAAAT

62! CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 56 9 0.56
GGTCAGACTACGCTCTCTCA

79! CACTGGGTATGTTGTTGTAA/ 56 5 0.57
CCGTAAAGAAATCATACCAC

gt AATGGATGTTCCCTTGCTTT/ 56 10 0.46
CAACTGATCAACCATTCCGT

96! CGCATATAGGCAGATCAAAT/ 56 10 0.62
AATCTCTGTGGCTGACTCAA

131! AAATGCACACAAAAACAC/ 56 8 0.49
AATATGACCACATTTGTG

159* GCAGAAAATGGGTAAAGGTA/ 56 13 0.70
ATTGCTTTAGCTCAGAATGG

1671 CATTCTCTTCTTCTCAAACG/ 56 13 0.50
CACGTCAATCTGTTGTGAAA

172} ATGTTCTGAGTCCACGATGC/ 56 12 0.69
CTTAGCAGAGGGCCAGTTAG

174* CCTGCATTCACCATCTAGGA/ 56 8 0.44
GGAGCCTTGCCATAACAGAT

178t CCCAACTCATTTAATTCCAC/ 56 12 0.52
CACGTCAATCTGTTGTGAAA

EPMS 3312 AACCCAATCCCCTTATCCAC/ 57 11 0.69
GCATTAGCAGAAGCCATTTG

EPMS 376° ACCCACCTTCATCAACAACC/ 57 7 0.48
ATTTGTGGCTTTTCGAAACG

EPMS 386° ACGCCAAGAAAATCATCTCC/ 57 7 0.53
CCATTGCTGAAGAAAATGGG

EPMS 4172 CGCATATACATACATAAATTCTTTC/ 57 6 0.36
TCAACATCTCACCGAAGCTG

GPMS 1122 TCCCTCAGCAGCAACAATTT/ 57 16 0.59
GTCGGGCTCTTTGATTGTGT

Média 57 9.6 0,57

Total 239

TBUSO et al., 2000; * NAGY et al., (2007)
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As distancias genéticas obtidas a partir dos marcadores microssatélites foram
calculadas com auxilio do Programa Genes (CRUZ, 2006), baseando-se na seguinte
formula:

DGij = 1- (NLC/NTL) sendo: DGij = Distancia geneética entre 0s acessos i € j;
NLC = Ndmero de Locos Coincidentes; NTL = Numero Total de locos.

O NLC é o somatorio das coincidéncias alélicas de cada loco analisado, sendo
que cada coincidéncia pode assumir o valor 1 (dois alelos coincidentes); 0,5 (um alelo
coincidente) e 0 (nenhum alelo coincidente).

A matriz de distancias geneticas obtidas foi utilizada para realizar as analises de
agrupamento por meio de dendrograma, utilizando-se como critério de agrupamento, o
método do UPGMA e também a dispersdo grafica baseada em escalas
multidimensionais por meio das coordenadas principais, com auxilio dos Programas
SAS (SAS INSTITUTEINC, 1989) e Statistica (STATSOFTINC, 1999).

Foram estimadas as correlacdes entre as distancias genéticas calculadas com
base em marcadores moleculares SSR e as calculadas com base em 57 descritores
internacionais, 30 descritores minimos e 12 caracteristicas quantitativas, utilizando o
coeficiente de correlacdo de Pearson, com o auxilio do programa estatistico Genes
(CRUZ, 2006).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Caracterizacdo morfolégica

Apb6s o emprego da chave para identificacdo de espécies na caracterizacdo
morfoldgica, alguns acessos registrados como C. frutescens no BAG Capsicum foram
re-classificados como pertences as espécies C. chinense (16 acessos), C. baccatum var.
pendulum (1 acesso) e C. annuum var. glabriusculum (1 acesso) (Tabela 1).

Dos 57 descritores utilizados na caracterizagdo morfoldgica (Tabela 2), 16 foram
monomorficos, ou seja, ndo foram verificadas diferencas entre os acessos avaliados:
pubescéncia da haste, forma da folha, pubescéncia da folha, posicdo da flor, cor da
corola, cor da mancha da corola, pigmentacdo do calice, constricdo anelar do calice,
posicao do fruto, apéndice da ponta do fruto, pescogo na base do fruto, comprimento da
placenta, cor da semente, niUmero da semente/fruto, macho esterilidade e mancha de
antocianina. Dois destes descritores estdo entre descritores minimos sugeridos por
SILVA et al. (2013): posicéo da flor e posigéo do fruto.
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Os descritores que apresentaram maiores diferencas de classes entre 0s acessos
de C. frutescens foram: altura da planta, largura da planta, comprimento da haste,
didmetro da haste, dias para inicio do florescimento, numero de flores por axila, dias
para inicio da frutificacdo, peso do fruto e comprimento do pedunculo.

Entre as 12 caracteristicas quantitativas, as que apresentaram maior contribuicdo
relativa para a divergéncia genética pelo método de Singh foram a largura e altura da
planta e as que apresentaram menor contribui¢do foram a largura do fruto e o nimero de

I6culos (Tabela 4).

Tabela 4. Contribuicdo relativa de 12 descritores morfolégicos quantitativos de
Capsicum para divergéncia genética pelo método de SINGH (1981).

Descritores Quantitativos Contribuicéo Relativa (%)
Comprimento do fruto 0.022
Largura do fruto 0.005
Espessura da parede 0.008
Comprimento do peddnculo 0.009
Peso do fruto 0.058
Numero de l6culos 0.006
Altura da planta 39.563
Largura da planta 47.701
Comprimento da haste 4.894
Diametro da haste 0.026
Dias de florescimento 3.700
Dias de frutificacdo 4.006

O comprimento e a largura do fruto apresentaram correlagdo positiva e
estatisticamente significativa entre si e com a espessura da parede do fruto,
comprimento do peddnculo, peso do fruto, e nimero de l6culos (Tabela 5). A espessura
da parede do fruto também foi positivamente correlacionada com o peso do fruto e com
numero de loculos, mas foi negativamente correlacionada com o comprimento da haste.
O comprimento do pedunculo foi positivamente correlacionado com o peso do fruto e
este com o numero de l6culos. O numero de I6culos mostrou correlagdo negativa com o
comprimento da haste (Tabela 5).

A altura e a largura da planta foram positivamente correlacionada entre si e com
0 comprimento e diamétro da haste, mas a largura da planta foi negativamente

correlacionada com dias para inicio de florescimento e de frutificagdo. O comprimento
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da haste mostrou correlagédo positiva com o didmetro da haste, bem como ocorreu entre

dias para inicio de florescimento com dias para o inicio da frutificacdo (Tabela 5).

Tabela 5. Correlagbes entre 12 descritores morfolégicos quantitativos estimadas de
acordo com coeficiente de correlacdo de Pearson e teste t, por meio do programa
estatistico Genes (CRUZ, 2001).

LF EPF CPE PF NL AL LP CH DH DFL DFR
CF 0,41** | 0,35** | 0,26** | 0,36** | 0,20* | 0,82 | 0,10 -0,10 0,09 - 0,07 -0,16
LF 0,68** | 0,28** | 0,90** | 0,66** | -0,01 | 0,03 -0,12 0,09 0,02 -0,04
EPF -0,03 | 0,63** | 0,69** | -0,02 | 0,02 -0,25** | -0,04 | -0,03 -0,03
CPE 0,22* | -0,09 |0,03 |-002 | 0,04 0,06 -0,03 0,04
PF 0,64** | 0,01 | 0,03 -0,10 0,11 0,04 0,01
NL -0,02|-005 |-022* | 0,07 0,11 0,07
AL 0,74** | 0,57** | 0,64** | -0,11 0,01
LP 0,45** | 0,63** | -0,34** | -0,21*
CH 0,39** | -0,03 0,09
DH 0,05 0,09
DFL 0,85**
DFR

CF (Comprimento do fruto); LF (Largura do fruto); EPF (Espessura da parede do fruto ); CPE
(Comprimento do pedunculo); PF (Peso do fruto); NL (Numero de léculos); AL (Altura daplanta); LP
(Largura da planta); CH (Comprimento da haste); DH (Diametro da haste); DFL ( Dias de florescimento);
DFR ( Dias de frutificacao).

As distancias genéticas entre os acessos de Capsicum com base nos 57
descritores internacionais, 30 descritores minimos e 12 caracteristicas quantitativas
variam entre 0 a 0,509; 0 a 0,733 e 0 a 2,32, respectivamente, permitindo verificar e
quantificar a variabilidade genética entre os acessos. De acordo com as analise dos 57
descritores, ndo foram observadas diferencas entre os acessos CNPH 4263 e CNPH
4270. Em relagdo aos 30 descritores minimos, ndo foram observadas diferencas entre
0s acessos CNPH 4263 até CNPH 4273, procedentes de linhagens de pimenta tabasco
do programa de melhoramento, bem como os acessos CNPH 4085 e CNPH 4105,
procedentes de municipios do estado de Goiaés.

As distancias geneticas calculadas conforme os marcadores microssatelites
variam entre 0 e 0,978. Distancias genéticas nulas foram obtidas apenas entre repeticdes
de plantas do mesmo acesso, mostrando que os marcadores moleculares apresentaram
maior poder de resolucdo e diferenciacdo entre os acessos, quando comparados com 0s
descritores morfoldgicos. Distancias genéticas elevadas foram obtidas para o acesso

CNPH 3805, o qual tinha sido classificado como C. chinense na caracterizagéo
126




morfoldgica. Provavelmente esse acesso € advindo de fecundagfes cruzadas, resultante
da proximidade de plantio entre as espécies C. chinense e C. frutescens.

As anélises de agrupamento realizadas com base na matriz de distancias
genéticas calculadas utilizando 57, 30 e 12 descritores e de alelos gerados por 24 pares
de primers para microssatélites sdo apresentadas nas Figuras 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. As distancias entre os acessos e a distribuicdo dos mesmos também
podem ser observadas nos graficos de dispersdo, quando estratificados por espécies
(Figura 5), por origem (Figura 6) ou por tamanho de fruto (Figura 7).

A analise de agrupamento realizada com base na matriz de distancias genéticas
calculadas a partir de 30 descritores minimos propostos por SILVA et al. (2013) nédo
permitiu a diferenciacdo de varios acessos entre os 115 (Figura 2). A maioria desses
acessos sao linhagens de pimenta tabasco do programa de melhoramento da Embrapa.

Quando realizada com base nos 57 descritores ocorreu uma maior resolucéo e
diferenciacdo dessas linhagens e demais acessos avaliados. Essa analise permitiu
subdividir os 97 acessos classificados como C. frutescens em seis grupos de
similaridade genética a uma distancia genética relativa de 0,68. O numero de acessos
por grupo variou de 1 (2,1%) a 58 (59,8%). Os acessos CNPH 3821 (proveniente de
Salvador, BA) e CNPH 3630 (proveniente dos EUA) apresentaram maiores diferengas
em relagcdo aos demais acessos avaliados de C. frutescens e formaram o segundo e 0
sexto grupo com apenas um acesso, respectivamente. No entanto, o terceiro grupo foi
formado por 58 acessos.

O acesso CNPH 3821 distinguiu-se morfologicamente dos demais por ser o
unico que apresentou frutos com formato da ponta afundada e comprimento de placenta
entre ¥ a % do tamanho do fruto. Os demais acessos dessa espécie apresentaram 0
formato da ponta de fruto pontiagudo a truncado e comprimento de placenta acima de %2
do tamanho do fruto.

O acesso CNPH 3630 é um tipo de pimenta tabasco que apresentou a menor
similaridade em relacdo aos treze acessos de tabasco. Diversos descritores contribuiram
para que o referido acesso formasse um grupo individual: densidade de folha densa; trés
flores por axila; cor da antera violeta; filamento branco; elevado comprimento,
espessura de parede e comprimento do pedinculo do fruto; ombro do fruto agudo;
superficie do fruto lisa; coloragcdo do fruto imaturo verde amarelado e de vermelho
escuro quando maduro.

Os treze acessos exclusivamente do tipo pimenta tabasco (CNPH 4263 até 4273,

CNPH 3000 e CNPH 3861) constituiram o quarto grupo. Caracteristicas comuns aos
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acessos desse grupo distingiram do acesso CNPH 3630: densidade de folha
intermediaria; uma flor por axila; cor da antera azul péalida; filamento violeta;
comprimento do fruto, espessura de parede e comprimento do pedinculo do fruto
intermediario; ombro do fruto obtuso; superficie do fruto rugosa; pouca persisténcia do

fruto; coloracédo do fruto imaturo verde amarelado e vermelho quando maduro.

4.3.2 Caracterizacdo molecular

Na caracterizacdo molecular foram agrupados 104 acessos pertencentes a C.
frutescens (Figura 4), incluindo os 97 de C. frutescens mais outros sete classificados na
caracterizacdo morfolégica como C. chinense. As distancias genéticas calculadas a
partir dos marcadores SSR permitiram subdividir os 104 acessos em seis grupos de
similaridade genética a uma distancia genética relativa de 0,50. O numero de acessos
por grupo variou 1 (0,94 %) a 61 (57,5%). Observou-se também que nenhum desses
agrupamentos relacionou-se com a procedéncia geografica dos acessos.

O gréfico de dispersdo por espécie (Figura 5D) corrobora com o que foi
observado na analise de agrupamento. Fica evidente a formacdo de um maior grupo de
similaridade envolvendo mais de 58 acessos de C. frutescens, bem como a presenca de
fenotipos intermedidrios que ocupam a mesma regido grafica entre as duas espécies C.
chinense e C. frutescens.

Na analise molecular, as pimentas malaguetinhas com quatro representantes
(CNPH 3606B, CNPH 3894, CNPH 4037, CNPH 4353) apresentaram uma elevada
similaridade. Esses acessos possuem as seguintes caracteristicas de pimentas silvestres:
frutos eretos, de forma alongada, tamanho pequeno (1 a 2 cm de comprimento e 0,4 cm
de largura), peso médio de até 0,2 gramas, coloragdo vermelho escuro quando maduros,
com facil desprendimento dos calices (frutos deciduos), favorecendo a remocéo e a
dispersdo eventual das sementes. Foi verificado, também, que esses acessos foram
agrupados (grupo 4) juntamente com 14 acessos (CNPH 3000, CNPH 3861, CNPH
4161 e CNPH 4263 até 4273) de pimentas tipo tabasco. Oito descritores apresentaram
resultados similares entre os frutos dos acessos dos tipos de pimenta malaguetinha e
tabasco: frutos eretos, de formato alongado, persisténcia entre o fruto e o pedicelo foi
baixa, nimero de l6culos 2, comprimento da placenta acima de ¥z do tamanho do fruto,
superficie rugosa, pungéncia elevada e aroma baixo.

Verificou-se correlagdes positivas e altamente significativas entre as distancias

genéticas calculadas com base em 57 descritores internacionais, 30 descritores minimos
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e 12 caracteristicas quantitativas e nos marcadores moleculares SSR (Tabela 6). O
maior valor de correlacdo ocorreu entre os 30 descritores minimos e os 57 descritores
morfoldgicos indicando elevada magnitude e demonstrando que os 30 descritores
minimos podem se aplicados na caracterizagdo morfologica de C. frutescens, ao invés
de 57. As demais correlacGes apresentaram magnitude intermediaria, mostrando que as
andlises morfoldgicas e moleculares, embora estejam correlacionadas, ndo apresentam

exatamente as mesmas informacoes e 0s mesmos agrupamentos.

Tabela 6. Correlagbes entre as distancias genéticas calculadas para 115 acessos de
Capsicum com base em 57 descritores internacionais (D57), 30 descritores minimos
(D30), 12 descritores quantitativos (D12) e 24 loci SSR (molecular).

D30 D57 Molecular
D12 0,4898** 0,6005** 0,4638**
D30 0,9155** 0,5797**
D57 0,6604**

**: Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.

4.4 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra a presenca de variabilidade genética intraespecifica
de C. frutescens do BAG Capsicum da Embrapa Hortalicas. Alguns acessos
apresentaram distancias genéticas altas entre si obtidas tanto por meio de descritores
morfoldgicos quanto por marcadores moleculares SSR, permitindo a formagao de seis
grupos dististos em cada uma das analises.

Entretanto, em ambas andlises houve a formacdo de grupos que incluiram mais
de 58 acessos, demonstrando elevada similaridade genética em mais de 50% dos
acessos avaliados.

O acesso CNPH 3821 foi o Unico que formou um grupo individual tanto na
caracterizagdo morfoldgica quanto na molecular, sendo identificado como o mais
discrepante dentre os acessos avaliados de C. frutescens.

Nos graficos de dispersao da analise molecular estratificadas por espécie, origem
e tamanho de frutos observa-se uma maior resolucédo e diferenciagéo entre os acessos
em relacdo a anélise morfoldgica. A formacdo de um maior grupo de similaridade fica
evidente na andlise molecular estratificada por espécie, bem como da relagdo muito

proxima entre 0s acessos das espécies C. chinense e C. frutescens.
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O dendrograma resultante dos 12 descritores morfologicos quantitativos
apresentou menor capacidade de discriminacdo dos acessos avaliados em relacdo aos
descritores morfoldgicos (57 e 30 descritores), bem como nédo apresentou formacao dos
agrupamentos por especies. Em relacdo a contribuicdo desses descritores para a
divergéncia genética entre os acessos de C. frutescens foi observada que as maiores
contribuicGes foram relacionadas aos caracteres altura e largura da planta. Uma possivel
explicagdo é que essas caracteristicas sdo muito influenciadas pelo ambiente. Essas
caracteristicas também mostraram correlacdo positiva entre si e com o comprimento e
diamétro da haste, mas a largura da planta foi negativamente correlacionada com os dias
para inicio de florescimento e de frutificacdo. Resultados similares foram obtidos por
REGO et al. (2011) no estudo da variabilidade fenotipica de 40 acessos tradicionais de
C. baccatum. A altura e largura de plantas, altura da primeira bifurcacdo e o nimero de
frutos por planta foram correlacionadas positivamente entre elas e com o rendimento. A
maior correlagdo ocorreu entre a producéo e a altura de planta.

ORTIZ et al. (2010) relatam que descritores qualitativos (cor das sementes, cor e
mancha da corola, constricdo do célice, nimeros de flores por né e cor do filamento)
serviram para atribuir aos acessos de Capsicum as suas respectivas espécies, enquanto a
variabilidade intraespecifica foi melhor avaliada pela anélise multivariada quantitativa:
relacdo comprimento/largura do fruto, nimero de dias para a floracdo, comprimento das
folhas, e comprimento da antera, filamentos e pedicelo.

Os descritores qualitativos multicategéricos permitiram uma melhor
diferenciacdo interespecifica em relacéo aos descritores quantitativos provavelmente em
funcdo do tipo de heranca génica, pois tais descritores sdo controlados por poucos genes
e, portanto, menos afetados pelo ambiente (MONTEIRO et al., 2010).

A coleta de dados multicategoricos é pratica, econbmica e demanda menor
tempo comparado a dados quantitativos e dados moleculares. Porém, cada um tem sua
importancia singular, sendo preferivel que uma colecdo de germoplasma seja 0 mais
amplamente estudada para dar maior suporte a pesquisas e ao banco de dados da
colecdo. A caracterizagdo multicategorica e o estudo da divergéncia baseado nesses
dados sdo alternativas viaveis para se estudar bancos e colecdes de germoplasma que
tém poucos recursos humanos e financeiros (SUDRE et al., 2006).

Dentre as analises morfologicas, os 57 descritores internacionais apresentaram
uma maior capacidade de discriminagdo, quando foram comparados a aplicacdo de 30
descritores minimos de C. frutescens propostos por SILVA et al. (2013) e os 12

descritores quantitativos.
130



Verificou-se tambeém uma correlacdo alta acima de 0,90, entre as distancias
genéticas calculadas com base nos 30 descritores minimos e nos 57 descritores
internacionais, demonstrando ser apropriada a utilizacdo dos descritores minimos
propostos por SILVA et al. (2013). Entretanto, por meio dos 30 descritores minimos
foram identificadas 10 duplicatas, enquanto com a utilizagdo dos 57 descritores, apenas
uma duplicata foi identificada. Dessa forma, o maior numero de descritores aplicados
na caracterizacdo morfolégica aumentou a resolucdo das similaridades e
dissimilaridades entre 0s acessos.

Considerando os resultados obtidos, pode-se constatar que cerca de 17
descritores morfologicos foram monomorficos, ou seja, mostraram-se invariaveis e
incapazes de discriminar os acessos de C. frutescens. Estes descritores poderiam ser
eliminados nas proximas caracterizacdes. No entanto, ressalta-se que os descritores
relacionados a inflorescéncia sdo caracteristicas muito importantes para distinguir as
espécies domesticadas do género Capsicum como, por exemplo, a constricdo anelar do
calice que é uma das principais caracteristicas morfol6gicas de distincdo entre C.
frutescens e C. chinense (SMITH e HEISER JUNIOR, 1951).

As andlises realizadas com marcadores moleculares demonstraram maior
capacidade de discriminacdo em relacdo aos descritores morfolégicos (57, 30 e 12
descritores). O dendrograma resultante desses dados moleculares permitiu um
agrupamento claro dos tipos mais populares de C. frutescens encontrados no Brasil
(pimenta malagueta, malaguetinha e tabasco).

Os acessos do tipo pimenta malaguetinha, com frutos de tamanho inferior
geralmente sdo confundidos com resto de colheita ou considerados como decorréncia
de ataque de viroses. No entanto, no presente trabalho, houve a formacdo de um sub-
grupo especifico para 0s acessos de malaguetinha, constatando-se, assim, a sua
determinacdo genética, ou seja, sua identificacdo como um morfotipo dentro de C.
frutescens.

Os 239 alelos gerados a partir dos 24 loci SSR fora m suficientes para
discriminar 104 acessos de C. frutescens dos 115 acessos avaliados. Para os loci SSR
analisados neste trabalho, o conteudo de informacdo do polimorfismo (PIC) variou de
0,36 a 0,75 com média geral de 0,57. Dentre os 24 loci SSR, 18 (75%) foram
polimorficos com PIC superior a 0,5, evidenciando a variabilidade genética entre 0s
acessos de C. frutescens analisados e confirmando dados da caracterizacdo morfologica

do presente estudo.
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A analise de divergéncia genética entre os acessos de C. frutescens foi realizada
em uma amostragem com distribuicdo geogréfica ampla de acessos coletados em areas
geogréficas de diferentes condicBes ecoldgicas nas regibes Norte, Nordeste e Centro-
Oeste brasileiras. A diversidade de locais de coleta implica diferentes capacidades
adaptativas dos acessos analisados, 0 que & de extremo interesse para programas de
melhoramento genético visando a obtencdo de cultivares adaptadas a diferentes regides
ou sistemas agricolas do pais.

No desenvolvimento de novas cultivares, o melhorista deve considerar além da
distdncia entre o0s acessos e adaptacdo aos sistemas agricolas, caracteristicas
morfologicas do grupo de pimentas com o qual esta trabalhando e as exigéncias e
preferéncias de mercado. O mercado de pimenta malagueta no Brasil € destinado tanto
para a comercializacdo in natura, quanto processada na forma de conservas ou molhos
liquidos (RIBEIRO et al., 2008).

A variabilidade genética intraespecifica de C. frutescens encontrada no presente
estudo apresenta boa disponibilidade de germoplasma com caracteristicas morfoldgicas
para desenvolvimento de cultivares destinadas para atender diferentes nichos de
mercados.

Caracteristicas morfologicas foram observadas na variabilidade genética
intraespecifica de C. frutescens que poderdo atender as exigéncias do mercado, tanto
para a comercializacdo in natura, quanto processada na forma de conservas ou molhos
liquidos.

Para a comercializacdo in natura sdo preferidos frutos com maior tamanho, peso
e facil desprendimento dos calices, para qual destacaram-se no presente estudo 0 acesso
CNPH 3649 (comprimento do fruto=3,5 cm; largura=1 cm; peso fresco=1,3 g), CNPH
3944 (comprimento do fruto=3,7 cm; largura=1,1 cm; peso fresco=1,4 g) e CNPH 4161
(comprimento do fruto=3,2 c¢cm; largura=0,8 cm; peso fresco=1,1g). JARRET et al.
(2007) observou variagfes bem maiores no tamanho e peso dos frutos de C. frutescens:
0 maior comprimento atingiu 8,5 cm (P1 439502) e o peso fresco 4,04 g (GRIF 9315).

Quando processados em conservas, os frutos da pimenta malagueta séo usados
inteiros e devem ser adaptados ao envasamento e as caracteristicas comerciais, ou seja,
possuir tamanho pequeno, resisténcia a rachaduras, livres de manchas, coloracgdo intensa
e qualidade organolépticas como sabor, aroma e pungéncia. Além disso, quando as
pimentas sdo destinadas para a industria de conservas e molhos, ha preferéncia por
frutos que sejam facilmente destacados do célice (persisténcia baixa), sem resultar na

producdo de ferimentos visando evitar o0 escurecimento dos frutos apds o
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acondicionamento (PINTO et al.,, 1999) e operacdo adicional no galpdo de
beneficiamento, para retirada do peddnculo. A presenca destas caracteristicas para a
producdo de conservas foi verificada nos acessos CNPH 2869, CNPH 3484, CNPH
3546, CNPH 3612, CNPH 3715 e CNPH 3894.

Uma das principais formas de consumo de pimentas do género Capsicum no
Brasil, e no mundo, é o molho liquido. Geralmente sdo usadas pimentas de frutos
maiores, com polpa carnuda, de coloracdo vermelha e pungentes. Pimentas do tipo
malagueta e tabasco, apesar de possuirem frutos pequenos, sdo empregadas na
fabricacdo de molhos liquidos, utilizadas sozinhas ou em misturadas (“blend”) com
outras pimentas na preparacdo de molhos mais picantes (RIBEIRO et al., 2008). Os
frutos de maior espessura de polpa proporcionam maior quantidade de polpa. Para esse
nicho de mercado destacaram-se os acessos CNPH 2631, CNPH 3000, CNPH 3499,
CNPH 3630, CNPH 3645, CNPH3646, CNPH 3649, CNPH 3819, CNPH 3820 e CNPH
3944,

4.5 CONCLUSAO

A obtengdo do conhecimento sobre a caracterizagdo morfoldgica juntamente
com a molecular dos acessos da espécie C. frutescens sdo informacdes importantes que
podem auxiliar o programa de melhoramento de Capsicum da Embrapa visando o
desenvolvimento de novas cultivares de pimenta malagueta. Descritores morfoldgicos e
marcadores moleculares do DNA se mostraram importantes e complementares na
geracdo de informacgdes como na classificacdo de espécies. Este estudo mostrou que 0s
acessos sdo divergentes, havendo variabilidade genética para desenvolvimento de
cultivares de C. frutescens para diversos nichos como: comercializagdo in natura e

producdo de conservas e molhos.
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CAPITULO 5. COLECAO NUCLEAR DE Capsicum frutescens COM BASE EM
DESCRITORES MORFOLOGICOS E MOLECULARES

CHAPTER 5. CORE COLLECTION OF Capsicum frutescens BASED ON
MORPHOLOGIC AND MOLECULAR DESCRIPTORS
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RESUMO

A colegdo nuclear € um grupo de acessos que retem parte significativa da variabilidade
genética existente em uma colecdo original visando melhorar a conservacdo, a
acessibilidade e o uso de recursos genéticos pelos programas de melhoramento. Neste
trabalho, buscou-se estabelecer uma colegéo nuclear de Capsicum frutescens a partir de
uma colecdo ativa de germoplasma de 115 acessos mantida na Embrapa Hortalicas,
utilizando um conjunto de informagdes de 57 caracteres morfologicos e 239 alelos de 24
loci de marcadores microssatélites, além da incidéncia de virose. A sele¢do dos acessos
para a composicdo da colecdo nuclear foi realizada de acordo com a andlise da
variabilidade genética da colecdo ativa utilizando-se andlises multivariadas de
agrupamentos e dispersdo grafica. Os critérios de selecdo dos acessos dentro de cada
grupo de similaridade foram distancia genética entre 0s acessos e incidéncia de virose,
contemplando pelo menos um acesso por grupo. A representatividade da variabilidade
alélica foi analisada pelos marcadores moleculares microssatélites, calculando-se a
porcentagem de alelos da colecdo ativa presente em cada grupo de acessos selecionados
com base na selecdo aleatéria e trés diferentes estratégias (selecdo baseada na
variabilidade morfolégica, molecular e molecular mais incidéncia de virus) para a
composicdo das colecdes nucleares. A colecdo nuclear foi constituida por 13 acessos,
aproximadamente 12,5% da colecdo ativa. A melhor estratégia de estabelecimento foi
obtida por marcadores moleculares SSR e incidéncia de viroses, que atingiu a maior
representatividade alélica e capturou 77% da variabilidade genética, além de representar
satisfatoriamente a diversidade geogréfica. Os caracteres morfolégicos usados também
apresentaram uma representatividade alta da variabilidade genética (73%) e uma
correlacdo significativa (0,66) com a analise molecular. Foi possivel o estabelecimento
da colecdo nuclear de C. frutescens utilizando-se marcadores moleculares SSR e
caracteristicas morfoldgicas, demonstrando-se a importancia e as implicacdes de se

utilizarem diferentes grupos de caracteristicas e estratégias de sele¢éo.

Palavras-chaves: colecdo de germoplasma, variabiliadade genética, pimenta,

microssatélites.
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ABSTRACT

Core collection is a group of accessions that retains significant part of the genetic
variability of a complete collection and is used to improve conservation, accessibility
and use of genetic resources for breeding programs. In this study, we aimed to establish
a core collection of Capsicum frutescens from an active germplasm collection of 115
accessions maintained at Embrapa Vegetables, using a set of information of 57
morphological traits and 239 alleles of 24 of microsatellite loci, as well as incidence of
viral diseases. The selection of accessions for composing the core collection was based
on the analysis of the genetic variability of the active collection using multivariate
analysis of clusters and graphical dispersion. The criteria for selection of accessions
within each similarity group were the genetic distance between accessions and the
incidence of viruses, at least one accession being selected from each group. The
representativeness of the allelic variability was analyzed by microsatellite markers by
calculating the percentage of alleles present in each group of accessions selected based
on random selection and three different strategies (selection based on variability of
morphologic traits, SSR loci, and SSR plus incidence of virus) for the composition of
the core collections. The core collection consisted of 13 accessions, approximately 12.5
% of the active collection. The best strategy of selection was SSR loci plus incidence of
viruses, which reached the highest allelic representativity (77%) and satisfactorily
represented the geographic diversity. The used morphological traits also showed a high
representation of the allelic variability (73%) and a significant correlation with the
molecular analysis (0.66). It was possible to establish a core collection of C. frutescens
using SSR molecular markers and morphological traits demonstrating the importance

and implications of using different sets of traits and selection strategies.

Key words: germplasm collection, genetic variability, pepper, SSR markers.
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5.1 INTRODUCAO

A espécie Capsicum frutescens encontra-se disseminada por todas as regides
brasileiras, sendo principalmente encontrada e amplamente utilizada na regido Norte
(IBPGR, 1983; SMITH e HEISER JUNIOR, 1957, BARBOSA et al., 2002), bem como
apresenta boa representatividade nas regides Centro-Oeste e Nordeste devido a sua
adaptabilidade a diferentes condicGes edafoclimaticas (BIANCHETTI e CARVALHO,
2005).

Alguns exemplos de utilizagdo da pimenta malagueta na culinaria e na medicina
destacam a importancia da espécie C. frutescens na regido Amazoénica como o uso da
damorida (caldo geralmente preparado a base de pimenta malagueta, servido com peixe
ou carne de caca, hoje um prato regional), a jiquitaia (pimenta desidratada em pd, as
vezes com sal) e os molhos preparados artesanalmente com pimentas inteiras e/ou
trituradas acrescidas de uma base liquida (tucupi - manipueira extraida da mandioca,
soro-de-leite, vinagre, etc). O uso medicinal pelos indios € muito amplo e os Yanomami
da floresta, os Macuxi, Wapichana e Taurepang do lavrado usam a pimenta malagueta
para curar oftalmia, febre e até malaria (NASCIMENTO FILHO et al., 2007). Diversos
pratos tipicos regionais do Brasil utilizam a malagueta e outros tipos de pimenta, como
por exemplo: acarajé e vatapa na Bahia, pato no tucupi na regido Norte, galinhada no
Centro-Oeste e feijoada no Rio de Janeiro (REIFSCHNEIDER et al., 2009).

Independentemente da importdncia no Brasil, h4 pouca disponibilidade de
informacdo sobre a morfologia e a variabilidade existente em C. frutescens, bem como
outros caracteres que possam tornd-las de grande valor para  programas de
melhoramento. Segundo JARRET et al. (2007), grande parte das variedades da pimenta
tabasco (C. frutescens) cultivadas nos Estados Unidos foi resultado da sele¢cdo humana
dentro de variedades existentes e ha poucos dados disponiveis na literatura cientifica
sobre a variabilidade de caracteristicas agrondmicas ou horticolas dentro do pool
geneético dessa especie.

Acessos coletados em uma ampla area geografica de diferentes condicdes
ecologicas nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil indicam que essas
regides podem ter desempenhado um papel importante na diferenciagdo genética dessa
especie. Esses acessos estdo armazenados no banco ativo de germoplasma de Capsicum
(BAG) da Embrapa Hortaligas. Para auxiliar o estudo da variabilidade genética contida

no BAG e, consequentemente, permitir o uso dessa colecdo pelos programas de
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melhoramento, varias estratégias podem ser adotadas, dentre elas o estabelecimento da
colecdo nuclear de C. frutescens.

A colecdo nuclear consiste em um conjunto reduzido de acessos que procura
representar a variabilidade genética de uma colecdo de germoplasma, com um minimo
de redundancia (FRANKEL e BROWN, 1984). Essa estratégia possibilita priorizar e
concentrar as atividades de caracterizacdo e avaliagdo dessa colecdo, de modo a formar
uma base de informacdo mais completa sobre esse conjunto de acessos e assim permitir
0 uso do germoplasma (CORDEIRO e ABADIE, 2007). Dentre as consequéncias
praticas do desenvolvimento de uma colecdo nuclear ressaltam-se: potencializar a
exploracdo da diversidade genética da colecdo pelos programas de melhoramento
genético e servir de base para estudos sobre a propria representatividade da colecdo em
relacdo a variabilidade genética da espécie (FERREIRA et al., 2007).

Marcadores microssatélites tém sido utilizados para o estabelecimento de
colecdo nuclear e mostraram em um estudo sobre a diversidade do trigo, ser uma
ferramenta muito efetiva tanto para avaliar grandes colecGes de recursos genéticos como
para a construcdo de uma colecéo nuclear (BALFOURIER et al., 2007). Em Capscium,
a compilacdo de dados fenotipicos e genotipicos (genotipagem com 28 marcadores
SSR) permitiu o estabelecimento de uma colec¢éo nuclear de 332 acessos de C. annuum,
capturando 97 % da diversidade genética e fenotipica para estudos de associacao
genética (NICOLAI et al., 2013).

A colecdo nuclear pode ser estabelecida visando representar a diversidade
genética, cultural, de uso, ecolégica ou geografica, bem como para caracteres de
importancia agrondmica como resisténcia a doengas e pragas. As viroses contam entre
as doencas mais importantes e complexas para as espécies do género Capsicum,
principalmente para a pimenta malagueta (C. frutescens), podendo afetar a
produtividade e resultar em perdas significativas na produgdo. A severidade de
sintomas, assim como também as perdas, sd0 mais pronunciadas quando a planta é
infectada no estadio de mudas ou no caso de ocorréncia de infec¢do mista, quando mais
de uma espécie de virus infecta a mesma planta. A intensidade dos sintomas em plantas
afetadas depende da espécie de pimenta e do nivel de resisténcia da variedade, idade da
planta na época da infeccédo, nivel de viruléncia da estirpe do virus, ocorréncia de mais
de um virus infectando a planta, condigdes ambientais e nutricdo da planta. Diversos
virus infectam pimenteiras, sendo os mais importantes 0s potyvirus, os tospovirus, o
tobamovirus e o cucumovirus (INOUE-NAGATA et al., 2002; PERNEZNY et al.,
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2003). Hibridos e linhagens de C. frutescens do programa de melhoramento da Embrapa
oriundos do BAG apresentaram incidéncia a virus (LIMA et al., 2011).

Neste trabalho, buscou-se estabelecer uma colecdo nuclear de C. frutescens a
partir de uma colecdo ativa de 115 acessos, empregando informacdes da caracterizacao
morfoloégica com 57 descritores, da incidéncia de viroses e da caracterizacdo molecular

utilizando 239 alelos de 24 loci de marcadores SSR.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Material genético

Cento e quinze acessos identificados como C. frutescens no BAG de Capsicum
mantido na Embrapa Hortalicas (Tabela 1) foram avaliados para as caracteristicas
morfoldgicas, incluindo a incidéncia de viroses, além da caracterizacdo utilizando

marcadores moleculares microssatélites.

5.2.2 Caracterizacdo morfoldgica e molecular

A caracterizagdo morfoldgica dos 115 acessos foi feita utilizando 57 descritores
internacionais recomendados para Capsicum (IPGRI, 1995) avaliados em cinco plantas
de cada acesso. Na avaliacdo dos caracteres relacionados aos frutos, com excecdo de
peso, para o qual foram considerados 10 frutos/planta/acesso, os demais descritores
foram avaliados em 5 frutos /planta / acesso.

As espécies foram classificadas por meio de uma chave para identificacdo de
espécies e variedades domesticadas e semidomesticadas do género Capsicum de
ocorréncia no Brasil (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

A incidéncia de virose nos acessos de Capsicum foi avaliada em campo e em
telado por LIMA et al. (2010, 2011), por meio de sintomas visuais tipicos de infec¢do
viral, pela presenca de insetos vetores nas areas infectadas e por meio de teste
sorologico DAS-ELISA. As plantas foram avaliadas para a presenca de tospovirus
(Tomato spotted wilt virus — TSWV; Groundnut ringspot virus — GRSV, Tomato
chlorotic spot virus — TCSV), potyvirus (Potato virus Y — PVY; Pepper yellow mosaic
virus — PepYMYV), tobamovirus (Pepper mild mottle virus— PMMoV) e cucumovirus
(Cucumber mosaic virus — CMV).

O critério de selecdo entre 0s acessos para a incidéncia de viroses foi o de menor

ocorréncia de mais de um tipo desses virus infectando as plantas de cada acesso.
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Tabela 1. Acessos de Capsicum do banco ativo de germoplasma de Capsicum, mantido
na Embrapa Hortalicas, avaliados com base em caracteristicas morfoldgicas e
moleculares e respectivos grupos de similaridade genética obtidos nas andlises de
agrupamento.

AGRUPAMENTOS E AGRUPAMENTOS E
o ESPECIES ESPECIES
N"CNPH ORIGEM IDENTIFICADAS IDENTIFICADAS

MORFOLOGICAMENTE MOLECULARMENTE
1 63 Minas Gerais C. frutescens Gl C. frutescens Gl
2 287 Goias C. frutescens G3 C. frutescens G2
3 595 Sete Lagoas, MG C. frutescens G5 C. frutescens Gl
4 597 Anapolis, GO C. frutescens G5 C. frutescens Gl
5 1386 Arapiraca. AL C. frutescens Gl C. frutescens G6
6 2631 Paracatu, MG C. frutescens G5 C. frutescens Gl
7 2744 Belém, PA C. frutescens G3 C. frutescens G2
8 2841 Brasiléia, AC C. frutescens Gl C. frutescens G6
9 2866 A® Guajara Mirim, RO C. frutescens G3 C. frutescens G2
10 2866 B? Guajarad Mirim, RO C. chinense G7 C. chinense G7
11 2869 Guajara Mirim, RO C. frutescens Gl C. frutescens G6
12 2870 Guajara Mirim, RO C. frutescens Gl C. frutescens G6
13 2871 Porto Velho, RO C. chinense G7 C. chinense G7
14 3000 Europa C. frutescens G4 C. frutescens G4
15 3241 Brasilia, DF C. frutescens Gl C. frutescens Gl
16 3257 Sdo Luis, MA C. frutescens Gl C. frutescens Gl
17 3286 Castanhal, PA C. frutescens G3 C. frutescens G2
18 3349 Lagoa Santa, MG C. frutescens G3 C. frutescens G2
19 33741 Ceasa, DF C. frutescens G3 C. frutescens G2
20 3399 Belém, PA C. frutescens G3 C. frutescens G2
21 3410 Formosa, MG C. frutescens G3 C. frutescens G2
22 3414 Petropolis, RJ C. frutescens G3 C. frutescens G2
23 3440 Sdo Paulo, SP C. frutescens G3 C. frutescens G2
24 3446 Séo Paulo, SP C. frutescens G3 C. frutescens G2
25 3448 Manaus, AM C. frutescens Gl C. frutescens Gl
26 3453 Manaus, AM C. chinense G7 C. chinense G7
27 3462 Iranduba, AM C. frutescens G3 C. frutescens G2
28 3470 Iranduba, AM C. frutescens G3 C. frutescens G2
28 3484 Pres. Figueiredo, AM C. frutescens Gl C. frutescens G6
30 3499 Manacaparu, AM C. frutescens Gl C. frutescens G1
31 3535 A? Rio Preto da Eva, AM C. frutescens G3 C. frutescens G2
32 3535 B? Rio Preto da Eva, AM C. chinense G7 C. chinense G7
33 3539 Itacoatiara, AM C. frutescens G3 C. frutescens G2
34 3546 Itacoatiara, AM C. frutescens Gl C. frutescens G6
35 3550 Itacoatiara, AM C. frutescens G3 C. frutescens G2
36 3606 A? Urucarg, AM C. frutescens G3 C. frutescens G4
37 3606 B? Urucarg, AM C. frutescens G3 C. chinense G7
38 3612 Silves, AM C. frutescens Gl C. frutescens G6
39 3621 Montes Claros, MG C. frutescens G3 C. frutescens G2
40 3630 EUA C. frutescens G2 C. frutescens Gl
41 3645 Teresina, Pl C. frutescens G3 C. frutescens G2
42 3646 Teresina, Pl C. frutescens G3 C. frutescens G2
43 3647 Teresina, Pl C. frutescens G3 C. frutescens G2
44 3648 Teresina, Pl C. frutescens G3 C. frutescens G2
45 3649 Teresina, Pl C. frutescens G4 C. frutescens G6
46 3667 Sao Paulo, SP C. frutescens G3 C. frutescens G2
47 3696 Goiania, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
48 3697 S&o Paulo, SP C. frutescens G3 C. frutescens G2
49 3698 Piracanjuba, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
50 3715 Boa Vista, RO C. frutescens Gl C. frutescens G6
51 3716° Boa Vista, RO C. chinense G7 C. frutescens G3
52 3746 - C. frutescens Gl C. frutescens Gl
53 3804° Piracanjuba, GO C. chinense G7 C. frutescens G2
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TABELA 1. Continuacdo...

54 3805° Piracanjuba, GO C. chinense G7 C. frutescens G2
55 3806° Piracanjuba, GO C. chinense G7 C. frutescens G2
56 3813° Caldas Novas, GO C. chinense G7 C. frutescens G2
57 3815° Piracanjuba, GO C. chinense G7 C. frutescens G2
58 3816 A? Piracanjuba, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
59 3816 B? Piracanjuba, GO C. chinense G7 C. chinense G2
60 3818° Piracanjuba, GO C. chinense G7 C. frutescens G2
61 3819 Sao Paulo, SP C. frutescens Gl C. frutescens Gl
62 3820 Salvador, BA C. frutescens Gl C. frutescens Gl
63 3821 Salvador, BA C. frutescens G6 C. frutescens G5
64 3835 Sé&o Paulo, SP C. frutescens G3 C. frutescens G2
65 3847 Barretos, SP C. frutescens G3 C. frutescens G2
66 3861 Chéa Grande, PE C. frutescens G4 C. frutescens G4
67 3880 Nova Estrela, RO C. frutescens G3 C. frutescens G2
68 3885 Ji-Parana, RO C. frutescens G3 C. frutescens G2
69 3891 Rolim de Moura, RO C. frutescens G3 C. frutescens G2
70 3894 Ouro Preto do Oeste, RO C. frutescens G3 C. frutescens G4
71 3906 Campo Grande, MT C. frutescens G3 C. frutescens G2
72 3932 Manaus, AM C. frutescens G3 C. frutescens G2
73 3944 Natal, RN C. frutescens G3 C. frutescens G4
74 3984 Farroupilha, RS C. frutescens G3 C. frutescens G2
75 4005° Araguatins, TO C. frutescens G3 C. frutescens G2,G3
76 4011 Petrolina de Goias, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
77 4020 Belo Horizonte, MG C. frutescens G3 C. frutescens G2
78 4037 Guarai, TO C. frutescens G3 C. frutescens G4
79 4052 Sdo Luis, MA C. frutescens G3 C. frutescens G2
80 4069 Ceasa, DF C. frutescens G3 C. frutescens G2
81 | 4082 Abadiania, GO C.baccatum | o, | C.baccatum 7
var. pendulum var. pendulum
82 4083 Abadiania, GO C. frutescens Gl C. frutescens G2
83 4084A° Abadiania, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
84 4084B% Abadiania, GO C. chinense G3 C. chinense G3
85 4085 Abadiania, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
86 4095 Porto Alegre, RS C. frutescens G3 C. frutescens G2
87 4105 Petrolina de Goias, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
88 4138 Belém, PA C. frutescens G3 C. frutescens G2
89 4154 A? Belo Horizonte, MG C. frutescens G3 C. frutescens G2
90 4154 B? Belo Horizonte, MG C. chinense G3 C. chinense G7
91 4161 S&o Paulo, SP C. frutescens C. frutescens
92 4184 Bujari, AC C. frutescens G3 C. frutescens G2
93 4191 Rio Branco, Acre C. frutescens G3 C. frutescens G2
94 4195 Rio Branco, Acre C. frutescens G3 C. frutescens G2
95 4212 Brasilia, DF C. annuum var. a7 C. annuum var. G7
glabriusculum glabriusculum
96 4224 Riano6polis, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
97 4231 Ceres, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
98 4237 Rialma, GO C. frutescens G3 C. frutescens G2
99 4263 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
100 4264 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
101 4265 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
102 4266 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
103 4267 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
104 4268 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
105 4269 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
106 4270 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
107 4271 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
108 4272 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
109 4273 Fortaleza, CE C. frutescens G4 C. frutescens G4
110 4274 Itapuranga, GO C. chinense G4 C. chinense G7
111 4283 S&o Gabriel da Cachoeira, AM C. frutescens Gl C. frutescens G2
112 4304 Sao Gabriel da Cachoeira, AM C. frutescens Gl C. frutescens G3
113 4353 Marituba, PA C. frutescens Gl C. frutescens G4
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114 4364 Cucui, AM C. frutescens Gl C. frutescens G2
115 4367 Cucui, AM C. chinense G7 C. chinense G7
TAcessos segregantes . “Acessos com mistura de espécies. *Acessso com diferentes identificaces de espécies.

Vinte e quatro pares de primers que geraram marcadores com maior resolugéo e
polimorfismo foram utilizados na caracterizagdo molecular dos acessos de C.
frutescens: CA 19, CA 20, CA 26, CA 27, CA 29,CA 41, CA 49, CA 52, CA 56, CA
62, CA 79, CA 88, CA 96, CA 131, CA 159, CA 167, CA 172, CA 174, CA 178, EPMS
331, EPMS 376, EPMS 386, EPMS 417.

Amostras de foliolos de duas plantas de cada um dos 115 acessos estudados
foram coletadas individualmente e utilizadas para a extracdo do DNA, realizada pelo
método CTAB 2%, com modificacbes (FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998). A
concentracdo de DNA de cada tubo foi estimada por eletroforese em gel de agarose a
1% comparando-se as intensidades de fluorescéncia de cada amostra corada com
brometo de etidio com padroes de DNA Lambda de diferentes concentracbes. Cada
amostra foi diluida para a concentracdo de 3,0 ng/ul.

ReacOes de amplificacdo de 230 amostras de DNA utilizando 24 pares de
primers SSR foram realizadas conforme descritas no capitulo 4, bem como o preparo
das amostras para genotipagem no sequenciador modelo ABI 3730.

Os dados da caracterizacdo morfoldgica, que compreenderam as 57
caracteristicas qualitativas e quantitativas categdricas, foram utilizados para estimar a
distancia genética entre os acessos utilizando a analise de correspondéncia simples. As
distdncias genéticas obtidas a partir dos marcadores microssatélites foram calculadas
com auxilio do Programa Genes (CRUZ, 2006), conforme a seguinte formula:

DGij = 1- (NLC/NTL) sendo: DGij = Distancia genética entre 0s acessos i € j;
NLC = Ndmero de Locos Coincidentes; NTL = Numero Total de locos.

O NLC ¢ o somatdrio das coincidéncias alélicas de cada loco analisado, sendo
que cada coincidéncia pode assumir o valor 1 (dois alelos coincidentes); 0,5 (um alelo
coincidente) e 0 (nenhum alelo coincidente) para encontros (0 1) e (1 0).

As matrizes de dissimilaridade genética entre os 115 acessos com base nos 57
descritores multicategdricos, bem como nos marcadores moleculares foram utilizadas
para realizar a analise de agrupamento por meio de dendrograma utilizando o método do

UPGMA (Unweighted pair-group method arithmetic average) como critério de
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agrupamento. Realizou-se também a dispersdo grafica baseada em escalas
multidimensionais por meio das coordenadas principais, com auxilio dos Programas
SAS (SAS INSTITUTE INC., 1989) e Statistica (STATSOFT INC., 1999).

5.2.3 Composicao da colecdo nuclear

O método de selecdo dos acessos para a composicdo da colecdo nuclear é a
estratégia de escolha dependente da diversidade genética (RAAMSDONK e WIINKER,
2000). A porcentagem da reducgéo da colecdo ativa foi realizada com base nos estudos
de variabilidade genética utilizando andlises de agrupamentos. Os grupos de
similaridade foram estabelecidos utilizando os descritores morfoldgicos e os marcadores
moleculares microssatélites. Os critérios de selecdo dentro de cada grupo foram a
distancia genética entre os acessos e a incidéncia de virose, contemplando pelo menos
um acesso por grupo. Quatro composicGes de colecdo nuclear foram propostas
empregando a selecdo aleatdria (controle) e trés estratégias: 1. selecdo com base na
representatividade dos grupos de similaridade definidos pelos descritores morfolégicos;
2. selecdo com base na representatividade dos grupos de similaridade definidos pelos
marcadores moleculares SSR; 3. sele¢cdo com base na representatividade dos grupos de
similaridade definidos pelos marcadores moleculares SSR e incidéncia de viroses.

A representatividade da variabilidade alélica foi analisada pelos marcadores
moleculares microssatélites, calculando-se a porcentagem de alelos da colecdo ativa
presente em cada grupo de acessos selecionados com base no controle e nas diferentes
estratégias propostas para a composicdo das colecBes nucleares. Foi também
estabelecida uma colecdo nuclear tendo como referéncia a representatividade dos grupos
definidos pelos marcadores moleculares SSR e a incidéncia de viroses contemplando
100% da variabilidade alélica.

5.3 RESULTADOS

Os 115 acessos avaliados por meio da chave para identificacdo de espécies
resultaram em 97 acessos de C. frutescens, 16 acessos de C. chinense, 1 acesso de C.
baccatum var. pendulum e 1 acesso de C. annuum var. glabriusculum.

A analise de agrupamento realizada de acordo com a matriz de distancias
genéticas calculadas a partir dos 57 descritores morfologicos (Figura 1) permitiu

subdividir os 97 acessos classificados como C. frutescens em seis grupos de
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similaridade genética a uma distancia genética relativa de 0,68. Na caracterizacdo
molecular foram agrupados 104 acessos pertencentes a C. frutescens (Figura 2),
incluindo os 97 de C. frutescens mais outros sete classificados como C. chinense. As
distancias genéticas calculadas a partir de marcadores SSR permitiu subdividir os 104
acessos também em seis grupos de similaridade genética a uma distancia genética
relativa de 0,50.

O grupo 1 foi composto por 12 acessos, dos quais 11 sdo tipicamente pimenta
malagueta e um pimenta tabasco. As principais caracteristicas distintas desse grupo em
relacdo aos demais sdo: florescimento e frutificacdo precoce, com inicio 30 e 60 dias
ap6s o transplante, respectivamente; fruto com ombro agudo e persisténcia
intermediaria, ou seja, facilidade média de desprendimento do fruto maduro.

O grupo 2 foi constituido por 61 acessos, a maioria pertencente ao tipo pimenta
malagueta, diferindo dos demais grupos por apresentar plantas com 0 menor
comprimento (45 a 65 cm), largura (120 a 160 cm), comprimento da haste (15 a 30 cm)
e didmetro da haste (1 a 2 cm), além de formar um subgrupo de acessos com presenca
da constricdo anelar do célice e morfologicamente identificados como C. chinense.

O grupo 3 foi formado por cinco acessos, sendo trés classificados
morfologicamente como C. chinense e dois C. frutescens. Nesse grupo, ocorreu de
forma predominante o florescimento e frutificacdo tardio, com inicio 90 e 120 dias ap6s
o transplante, respectivamente; frutos com menor comprimento (1 a 2 cm), maior
largura (5 a 8 cm), maior espessura da parede (4 a 5 mm) e ombro truncado; além da
presenca da constri¢do anelar do calice nos acessos classificados como C. chinense.

O grupo 4 foi constituido por 18 acessos formando dois subgrupos, um dos quais
com 4 acessos tipicamente de pimenta malaguetinha e o outro com 14 acessos de
pimenta tabasco. Esse grupo se distinguiu dos demais por apresentar plantas com o
maior comprimento (acima de 85 cm), largura (acima de 160 cm), comprimento da
haste (acima de 50 cm) e largura da haste (acima de 3 cm); margem do calice da flor
intermedidria; persisténcia baixa, ou seja, alta facilidade de desprendimento do fruto
maduro e cor do fruto imaturo verde amarelado presente nos acessos tipo tabasco.

O grupo 5 foi composto por apenas um acesso (CNPH 3821), apesar de possuir
caracteristicas semelhantes as malaguetas, foi o Unico que apresentou fruto com forma
da ponta afundada, seccdo transversal intermediéria, comprimento da placenta entre ¥4 a

% e 0 maior comprimento do pedinculo (acima de 3 cm).
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Figura 1. Analise de agrupamento de 115 acessos de Capsicum com base na matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se 57 descritores
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O grupo 6 foi constituido por 9 acessos do tipo pimenta malagueta, que
apresentou plantas com habito de crescimento ereto e frutos com persisténcia baixa, ou
seja, com facilidade alta de desprendimento do fruto maduro.

As colecdes nucleares de C. frutescens foram constituidas por 13 acessos
(12,5%) da colecéo ativa. Os 13 acessos selecionados em cada estratégia, bem como a
representatividade alélica de cada colegdo nuclear em relacdo a colecdo ativa sdo
apresentadas na Tabela 2.

A representatividade alélica das colecdes nucleares variou de 29,3% (selecédo
aleatéria) a 77% (selecdo com base em marcadores moleculares e virose). A
representativade da colecdo nuclear estabelecida com base nos 57 descritores
morfologicos (73%) e da estabelecida com base nos marcadores moleculares SSR
(75,8%) foi semelhante. A correlacdo positiva de 0,66 entre as distancias genéticas
calculadas de acordo com os descritores morfoldgicos e os marcadores moleculares
explica este resultado. A analise morfolgica com base em 57 descritores foi muito
completa, equivalendo-se a analise molecular. A boa representatividade da variabilidade
genética das colecdes nucleares estabelecidas no trabalho também pode ser verificada
nos graficos de dispersdo (Figuras 3 e 4).

Certamente, a reducdo do numero de descritores morfoldgicos na caracterizacdo
dos acessos e também a reducdo do nimero de acessos poderiam levar a uma menor
representatividade da variabilidade alélica da colecdo ativa.

A colecdo nuclear estabelecida de acordo com os marcadores moleculares e a
incidéncia de viroses atingiu a maior representatividade de 77% da variabilidade
genética da colecdo ativa. Os 13 acessos selecionados de C. frutescens nessa colecao
representaram as trés regides de coletas: a regido Norte (53,8%), Nordeste (30,8%) e a
Centro-Oeste (15,4%). Todas as regides foram representadas indicando que a técnica de
amostragem foi adequada, além da maior porcentagem obtida na regido Norte, que €
considerada a area de maior diversidade e onde a pimenta malagueta é muito consumida
pelas comunidades indigenas locais, sendo encontradas até mesmo em populagdes
silvestres da espécie. Além disso, os acessos selecionados foram bem distribuidos no
gréfico de dispersdo (Figura 3b), representando boa parte da variabiliadade genética dos
acessos da colecdo ativa.

A obtencdo de 100% da representatividade alélica foi atingida com a incluséo de
oito acessos (Tabela 2). Entretanto, essa maxima variabilidade alélica somente foi
possivel com a inclusdo de trés acessos segregantes para caracteristicas de formato e

tamanho de frutos, dois acessos com mistura de espécies, bem como de trés acessos
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Tabela 2. Colegdes nucleares de Capsicum frutescens estabelecidas com base na
selecdo aleatoria e em trés estratégias de selecdo e respectivas representatividades
alélicas em relacdo a colec¢do ativa e a representada com 100% da variabilidade alélica.

Estratégias de Aleatoria Morfolégica  Molecular  Molecular +  Molecular +
Selec¢do Virus Virus
CNPH287  CNPH63  CNPH63 CNPH597 ~ CNPHS597

CNPH 2744 CNPH287 CNPH287 CNPH3470  CNPH3470

CNPH 3286 CNPH575 CNPH 1386 CNPH 3484  CNPH 3484

CNPH 3399 CNPH 3446 CNPH2841 CNPH3698  CNPH 3698

CNPH 3440 CNPH3550 CNPH3286 CNPH3715  CNPH3715

CNPH 3462 CNPH 3630 CNPH3399 CNPH3820  CNPH3820

CNPH 3470 CNPH 3645 CNPH3630 CNPH3s21 ~ CNPH3821

CNPH 3539 CNPH3649 CNPH3716 CNPH38s1  CNPH 3861

CNPH 3697 CNPH3821 CNPH3835 CNPH 3885  CNPH 3885

CNPH 3932 CNPH3944 CNPH3894 CNPH 3891  CNPH 3891

Aoessos CNPH 4020 CNPH 4020 CNPH 4037 CNPH 3894  CNPH 3894

selecionados

CNPH 4283 CNPH4263 CNPH4161 CNPH 3944  CNPH 3944

CNPH 4364 CNPH4304 CNPH 4264 CNPH4304  CNPH 4304

- - ) . CNPH 3374!

- - ] ] CNPH 3606°

- - - . CNPH 3646"

- - ] ] CNPH 4005"

- - - . CNPH 4084°
] ) . . CNPH 3716°
) ] ] ) CNPH 3805°
] ) . . CNPH 3813°

Repres. Alélica (%) 29,3 73 75,8 77 100

! Acessos segregantes

2 Acessos com mistura de espécies

Acessos identificados na caracterizagdo morfolégica como C. chinense e na molecular como C.
frutescens.

identificados na caracterizacdo morfoldgica como C. chinense e na molecular como C.
frutescens. Nos dados de passaportes desses trés acessos constavam que eram advindos
de provaveis fecundagdes cruzadas, resultantes da proximidade de plantio entre as
espécies C. chinense e C. frutescens.

A escolha dos acessos de C. frutescens para a cole¢cdo nuclear com menor
incidéncia de virus foi realizada com base nos resultados da avaliagdo de 31 acessos no
campo e 71 acessos no telado, totalizando 543 amostras coletadas e analisadas em teste
soroldgico para incidéncia de sete virus (TSWV, GRSV, TCSV, PVY, PepYMV,
PMMoV, CMV), ndo tendo sido realizadas inoculagdes artificiais. A presenca de um ou

mais dos virus foi detectada em 70 de 341 amostras analisadas e os virus detectados
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Figura 3. Disperséao grafica de 104 acessos de Capsicum frutescens com base na matriz
de distancias genéticas estimadas utilizando 239 alelos de 24 loci de marcadores
moleculares microssatélites (SSR). Os 13 acessos em destaque foram selecionados com
base na representatividade dos grupos de similaridade definidos: a) pelos marcadores
SSR; b) pelos marcadores SSR e incidéncia de virose e c) pelos descritores
morfologicos.
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Figura 4. Dispersdo grafica de 97 acessos de Capsicum frutescens com base na matriz
de distancias genéticas estimadas utilizando 57 descritores morfologicos. Os 13 acessos
em destaque foram selecionados com base na representatividade dos grupos de
similaridade definidos: a) pelos descritores morfoldgicos; b) pelos marcadores SSR e c)
pelos marcadores SSR e incidéncia de virose.
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com maior frequéncia de incidéncia foram: PMMoV (39%) PepYMV (19,4%), TSWV
(18,8%), GRSV (17%) e PVY (14,7%). TCSV e CMV néo foram encontrados nas
plantas desses acessos. Em telado, a presenca de um ou mais dos virus foi detectada
em 159 de 202 amostras analisadas e os virus detectados com maior frequéncia foram:
TCSV (33,2%), PepYMV (32,7%), PMMoV (29,2%), seguido de TSWV (13,9%).
CMV e PVY ndo foram detectados.

4 DISCUSSSAO

Os acessos de C. frutescens avaliados nesse estudo coletados na regido
Amazonica, provavelmente sofreram intenso processo de selecdo/domesticacdo por
parte dos indigenas amazénicos com o consequente desenvolvimento de inimeras racas
locais, plenamente adaptadas as condi¢des ecoldgicas da regido.

A andlise de divergéncia genética entre acessos de C. frutescens foi realizada
com a maior amostragem possivel, obtida por meio de coletas em uma ampla area
geografica de diferentes condicbes ecoldgicas nas regides Norte, Nordeste e Centro-
Oeste brasileiras, relevantes para os programas de melhoramento dessa espécie. Esta
coleta em diferentes regides ofereceu subsidios para conduzir a selegdo de acessos para
a composicdo da colecdo nuclear levando em conta também a diversidade geografica.
Assim, procurou-se assegurar uma distribuicdo geografica proporcional ao nimero de
coletas em cada uma das unidades da Federacdo, que ocorreu em maior proporcao na
regido Norte, ou seja, area territorial localizada na Bacia Amazénica onde essa espécie
apresenta maior diversidade e ha ocorréncia de populacgdes selvagens.

Os acessos selecionados na colecdo nuclear apresentaram uma distribuicéo
espacial semelhante aquela da cole¢do ativa, além de uma elevada representatividade
em relacdo a espécie, principalmente para os tipos mais populares de C. frutescens
encontrados no Brasil, pimenta malagueta, malaguetinha e tabasco.

A colecgéo nuclear proposta no presente estudo mais promissora para 0 programa
de melhoramento genético é a com base nos marcadores moleculares e incidéncia de
virose, por apresentar a maior representatividade da variabilidade genética, o que
permite maximizar as possibilidades génicas, aumentando as probabilidades de sucesso
no desenvolvimento de cultivares adaptadas a diferentes regides e ecossistemas, bem
como de baixa incidéncia de viroses.

Os 13 acessos da colecdo nuclear selecionados de acordo com marcadores

moleculares e incidéncia de viroses (Figura 4A) apresentaram alta representatividade
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alélica (77%) e ocuparam praticamente toda a dispersao grafica, representando boa parte
da variabilidade genética da colecdo ativa. Dentre o0s acessos selecionados,
quatro(CNPH 597, CNPH 3470, CNPH 3484 e CNPH 3698) ndo apresentaram
incidéncia de virus. Para os demais acessos selecionados foi detectada a incidéncia de
um (TCSV: CNPH 3885, CNPH 3891, CNPH 3894 ou TSWV: CNPH 3944) ou mais de
um virus avaliado. A ocorréncia natural do virus PMMoV foi verificada em 68% das
543 amostras coletas em campo ou telado, provavelmente, veiculado pela semente e/ou
disseminado entre plantas no campo devido aos tratos culturais, sugerindo que a
dispersdo desse virus é muito expressiva em C. frutescens.

A inclusdo de oito acessos a essa cole¢do nuclear mais promissora (constituida
por 13 acessos) permitiu a obtencdo de 100% da representatividade alélica (Tabela 2).
Entretanto, essa maxima variabilidade alélica somente foi possivel com a adicdo de
acessos segregantes, com mistura de espécies e identificados na caracterizacdo
morfoldgica como C. chinense e na molecular como C. frutescens.

No estudo da caracterizacdo morfoldgica, os acessos CNPH 3716, CNPH 3804,
CNPH 3805, CNPH 3806, CNPH 3813, CNPH 3815 e CNPH 3818 foram inicialmente
classificados como C. chinense. No entanto, quando realizada a caracterizacdo
molecular, os referidos acessos foram classificados como C. frutescens e alocados na
analise de agrupamento no grupo 2, apresentando-se como 0s mais divergentes dentro
desse grupo. De fato, nos dados de passaportes desses acessos constavam que eram
advindos de provaveis fecundacdes cruzadas, resultantes da proximidade de plantio
entre as duas espécies. Os dados obtidos sugerem que esses acessos sejam resultados de
hibridizacGes interespecifica e ndo da variacao intraespecifica.

As pimentas produzem flores perfeitas (hermafroditas) e se reproduzem
geralmente por autofecundacdo, devido a morfologia de suas flores. No entanto, a taxa
de polinizagdo cruzada natural pode variar de 2 a 90%, dependendo da cultivar, do
local, da época, das condi¢des climaticas, da populacdo de insetos, etc (TANKSLEY,
1984). Segundo BARAL e BOSLAND (2004), acessos de Capsicum com fendtipos
intermediérios podem ser explicados devido a hibridacdo introgressiva, ou seja, genes
de uma espécie movem para outra através do processo de hibridacdo interespecifica
seguida de retrocruzamentos sucessivos a um dos pais.

O estabelecimento da colegdo nuclear de C. frutescens realizada em nivel de
espécie foi uma estratégia adotada com vistas a facilitar a utilizagdo desse germoplasma
pelos melhoristas e preservar a diversidade genética intraespecifica. Cole¢6es nucleares

de espécies de Capsicum (C. annuum, C. baccatum e C. chinense) também foram
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formadas para a colecdo mantida pela Unidade de Conservacdo de Recursos Genéticos
de Plantas do Sul, Griffin, GA, Estados Unidos (ZEWDIE et al., 2004). Segundo 0s
autores, a estratificacdo em espécie antes de implementar o processo de agrupamentos
foi estrategicamente importante, porque os genes ou alelos encontrados em diferentes
espeécies de Capsicum podem diferir. Além disso, a hibridacéo interespecifica é dificil e
laboriosa para transferir caracteristicas entre as espéecies de Capsicum.

Existe muita discussdo sobre quais sdo os descritores adequados para serem
usados no desenvolvimento de uma colecdo nuclear — morfoldgicos, genéticos,
moleculares, ecogeograficos. Os 97 acessos de C. frutescens avaliados nesse trabalho
apresentaram alta variabilidade para varias caracteristicas morfol6gicas como tamanho,
peso, persisténcia, incidéncia de virose. Presumivelmente, muita desta diversidade foi
capturada pelos acessos selecionados para a colecdo nuclear com base nos descritores
morfologicos e que podem ser utilizados eficazmente pelo programa de melhoramento.
E importante ressaltar que os caracteres morfologicos usados foram relevantes na
composicdo de colecdo nuclear de C. frutescens, pois apresentaram uma
representatividade da variabilidade genética de 73%. Além disso, a correlacdo entre a
analise molecular e a morfoldgica, realizadas neste estudo, foi relativamente elevada e
altamente significativa.

Os marcadores moleculares SSR detectaram altos niveis de variabilidade entre
0s acessos e foram Uteis na selecdo de acessos para a colecdo nuclear e para o
esclarecimento das relacBes genéticas entre eles. O nimero de agrupamentos utilizando
descritores morfoldgicos e marcadores moleculares foram semelhantes, mas
apresentaram certas diferencas nas subdivisdes dos acessos demonstrando a importancia
e complementaridade de diferentes analises para estimativas da diversidade genética e
composicdo de colec¢des nucleares.

Os dados do presente estudo confirmam a confiabilidade das informacdes
obtidas em ambos o0s métodos independentemente, e demonstram também, a
importancia de se relacionar as variantes alélicas associadas as variagdes fenotipicas.

A constituicdo da cole¢do nuclear ndo deve ser considerada como permanente,
em vez disso, deve ser dinamica como a avaliacdo de novos acessos e informacdes
adicionais quando disponiveis. Espera-se que a colecdo nuclear proposta para C.
frutescens incremente o0 uso dos recursos genéticos e a eficiéncia do programa de
melhoramento de C. frutescens realizado na Embrapa e assim contribua para o
desenvolvimento de novas cultivares de C. frutescens para atender a demanda da

sociedade.
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5.5 CONCLUSAO

Foi possivel o estabelecimento de cole¢des nucleares com base no conjunto de
caracteres utilizando-se marcadores moleculares SSR e caracterizacdo morfoldgica,
além da incidéncia a virose. Com 12% dos acessos da colecdo ativa foi obtida a
representatividade da variabilidade genética de 77% em C. frutescens, favorecendo o
estabelecimento daquela que devera ser a primeira colecdo nuclear de Capsicum para o

programa de melhoramento realizado na Embrapa.
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CAPITULO 6. VARIABILIDADE GENETICA DA COLECAO NUCLEAR E DA
POPULACAO BASE DO MELHORAMENTO GENETICO DE Capsicum
frutescens, UTILIZANDO DESCRITORES MORFOLOGICOS E
MOLECULARES

CHAPTER 6. GENETIC VARIABILITY OF A CORE COLLECTION AND A
BASE BREEDING POPULATION OF Capsicum frutescens USING
MORPHOLOGIC AND MOLECULAR DESCRIPTORS
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RESUMO

Caracteristicas morfolégicas e moleculares foram utilizadas para avaliar e comparar a
variabilidade genética de uma colecdo ativa (104 acessos), de uma colecdo nuclear (13
acessos) e de uma populacdo base de melhoramento genético (6 acessos) de Capsicum
frutescens. Os acessos foram caracterizados por meio de 57 descritores internacionais
recomendados para Capsicum e 239 alelos de 24 loci de microssatélites. Distancias
genéticas entre os acessos foram obtidas com base nos descritores e nos marcadores
moleculares. As matrizes de distancias genéticas entre os acessos foram utilizadas para
realizar a dispersdo grafica baseada em escalas multidimensionais por meio das
coordenadas principais. A representatividade da variabilidade genética foi analisada
calculando-se a porcentagem de classes e de alelos da colecdo ativa presentes na
colecéo nuclear e na populagéo base de melhoramento. Verificou-se maior variabilidade
genética entre os acessos da colecdo nuclear em relacdo a populacdo base, tanto na
caracterizacdo morfoldgica quanto na molecular. Os descritores polimérficos que
evidenciaram maior variabilidade foram os que apresentaram mais de quatro classes
distintas: comprimento da planta, comprimento da haste, dias até o inicio do
florescimento, dias até o inicio da frutificacdo, cor do fruto maturo e peso do fruto. A
representatividade da variabilidade genética da colecdo ativa com base na anélise
molecular (% de alelos) foi de 35% e 77% na populacdo base e na cole¢do nuclear,
respectivamente. Com base na caracterizacdo morfologica por meio dos descritores
categoricos (% de classes fenotipicas), a representatividade foi de 63% e 81% na
populacdo base e na colecdo nuclear, respectivamente. Os acessos da colecdo nuclear
ficaram consideravelmente dispersos, ocupando praticamente toda a dispersao grafica.
Os resultados demonstram, dessa forma, que os acessos da colecdo nuclear podem
aumentar a base genética dos programas de melhoramento genético de C. frutescens,

maximizando as possibilidades de combinagdes génicas desejaveis.

Palavras-chaves: melhoramento genético, cole¢cdo de germoplasma, polimorfismo,

microssatélites, caracterizacao.
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ABSTRACT

Morphological and molecular characteristics were used to evaluate and to compare the
genetic variability in a full collection (104 accessions), core collection (13 accessions)
and a base breeding population (6 accessions) of Capsicum frutescens. The accessions
were characterized using 57 international descriptors recommended for Capsicum and
239 alleles from 24 microsatellite loci. Genetic distances among accessions were
obtained based on descriptors and molecular markers characterization. The genetic
distances among accessions were used to perform graphic dispersion based on
multidimensional scaling using main coordinates. The representativeness of the genetic
variability was analyzed by calculating the percentage of phenotypic classes and alleles
of the active collection present in the core collection and base breeding population. A
higher genetic variability among accessions was found in the core collection, both in the
morphological and molecular characterization. The polymorphic descriptors that
showed greater variability were those with more than four distinct classes: plant length,
stem length, days until the beginning of flowering, days to onset of fruiting, mature fruit
color and fruit weight. The representativeness of genetic variability in the molecular
analysis (% of alleles) was 35 % and 77 % in the base breeding population and in the
core collection, respectively and in the morphological analysis (% of phenotipic classes)
was 63 % and 81% in the base breeding population and in the core collection,
respectively. The core collection accessions were considerably dispersed, occupying
almost the entire graphic dispersion. The results show that core collection accessions
can increase the genetic base of C. frutescens breeding programs, maximizing the

chances of desirable gene combinations.

Key words: breeding, germplasm collection, polymorphism, SSR markers,

characterization.
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6.1 INTRODUCAO

A maioria dos agricultores brasileiros que cultiva a pimenta malagueta realiza a
propria selecdo de frutos, utilizando as sementes para os proximos cultivos. Geralmente,
sdo sementes de qualidade inferior, apresentam baixa germinacdo, podem carrear
patdgenos e resultar em menor uniformidade de emergéncia das plantulas e
produtividade. Além disso, as cultivares de pimenta malagueta encontradas no mercado
brasileiro ndo sdo homogéneas e apresentam grandes variacdes na morfologia e na
produtividade e, em muitos casos, ndo sdo identificadas corretamente, ou seja, nao
pertencem a C. frutescens. Existe uma demanda crescente por parte de produtores
brasileiros por novas cultivares, principalmente por pimentas do tipo malagueta
(RIBEIRO et al., 2008).

O desenvolvimento de novas cultivares de pimenta malagueta e hibridos com
caracteristicas agrondémicas e industriais de interesse, com vistas a aumentar a
produtividade, qualidade e conseqilientemente a competitividade do agronegocio de
Capsicum no Brasil, depende da variabilidade genética disponivel na espécie de C.
frutescens.

A conservacdo e a caracterizacdo do BAG de Capsicum da Embrapa Hortalicas
tém sido estratégicas importantes para o programa de melhoramento genético para a
disponibilizagdo de germoplasma com variabilidade, adaptabilidade, produtividade e
caracteristicas exigidas pelo mercado, visando a obtencdode individuos superiores que
combinam caracteristicas desejaveis para os diferentes segmentos da cadeia produtiva
(RIBEIRO et al., 2008; REIFSCHNEIDER et al., 2013).

A caracterizacdo e a avaliacdo dos acessos conservados em um BAG € a etapa
basica e fundamental para o programa de melhoramento genético que possibilita 0 uso e
0 conhecimento do germoplasma disponivel, permitindo a identificacdo dos acessos
redundantes e o estabelecimento de cole¢des nucleares (VALLS, 2007). Os resultados
desses estudos podem ser utilizados para verificar a necessidade ou nao de introduzir
novos materiais na colecdo e selecionar os de interesse para 0 melhoramento genético
(ENGLES e VISSER, 2003).

O programa de melhoramento de Capsicum realizado na Embrapa é direcionado
para o desenvolvimento de linhagens, cultivares e hibridos com resisténcia multipla a
doencas e melhor qualidade de fruto. Recentemente, esforcos estdo sendo concentrados

para o desenvolvimento de cultivares de pimentas tipo malagueta (ULHOA, 2009),
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habanero (SOUZA et al., 2010), jalapefio amarelo (ULHOA, 2013) e biquinho laranja
(HEINRICH, 2013).

Nesse sentido, foi estabelecida uma populagédo base de C. frutescens visando sua
conservacdo e garantia da disponibilidade de suficiente variabilidade genética, para
posterior utilizacdo no desenvolvimento de novas cultivares de pimenta malagueta. Com
o0 intuito de selecionar materiais promissores de pimenta malagueta para a formacéo da
populagéo base, 32 acessos de C. frutescens provenientes do BAG foram caracterizados
morfologicamente e avaliados quanto a caracteristicas fabris em condicGes de campo e
em casa de vegetacdo da Embrapa Hortalicas. Os critérios para selecdo de gendtipos
com potencial agrondmico foram: precocidade (< 80 dias), coloragdo dos frutos
(vermelho/vermelho-escuro), peso do fruto (> 0,8 g) e menor incidéncia de viroses.
Com base nos resultados obtidos, seis acessos foram pré-selecionados (CNPH 2744,
CNPH 3257, CNPH 3448, CNPH 3462, CNPH 3746 e CNPH 3835) (ULHOA et al.,
2009).

Os acessos considerados superiores foram utilizados em cruzamentos dialélicos.
As sementes F1 e F2 obtidas foram utilizadas para compor a populacdo base, que vem
sendo utilizada nos programas de melhoramento nos Gltimos anos, a qual foi registrada
como CNPH 20470 (ULHOA et al., 2011).

Neste trabalho, objetivou-se comparar a variabilidade genética de uma colecdo
nuclear com a da populacéo base de pimenta malagueta do programa de melhoramento,

utilizando marcadores microssatélites e caracteristicas morfoldgicas.

6.2 MATERIAL E METODOS

Dezenove acessos de C. frutescens foram utilizados nesse estudo (Tabela 2), dos
quais 6 participaram da sintese da populagdo base e 13 do estabelecimento da colecédo
nuclear. A colecdo ativa de 104 acessos também foi analisada para os calculos de
representatividade alélica e de classes fenotipicas.

A caracterizacdo morfologica dos 19 acessos de C. frutescens foi feita
utilizando-se 57 descritores internacionais recomendados para Capsicum (IPGRI, 1995)
(Tabela 1).

A caracterizagdo molecular foi realizada utilizando 24 pares de primers de
microssatélites: CA 19, CA 20, CA 26, CA 27, CA 29, CA 41, CA 49, CA 52, CA 56,
CA 62, CA 79, CA 88, CA 96, CA 131, CA 159, CA 167, CA 172, CA 174, CA 178,
EPMS 331, EPMS 376, EPMS 386, EPMS 417.
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Tabela 1. Descritores morfoldgicos e agrondmicos aplicados na caracterizacdo da colecdo de germoplasma de Capsicum da Embrapa

Descritor valor | Descritor valor | Descritor valor Descritor valor | Descritor valor | Descritor Descritor valor
valor
1.Procedéncia >125-150 ..o 4 | 19.N° de flores/axila Claro ..o 6 pendente e intermedidria 11 | 3283 e intermediario ..........c....... 5
ASia oo 1 acimade 150 .......c.cc.c.... 5 UM s 1 25.Cor do filamento pendente e ereto ............... 13 [acimade3 ... PErsiStente ......ccovvveinrinnees 7
Africa . 2 10.Comp. haste (cm) duas ........ 2 Pranco ......ccocoeeieniiiens 1 intermedidrio e ereto ....... 15 | 39.Espessura da parede 48.Comp. da placenta
Europa........ 3 até 15 ... w1 [ trésoumais ................. 3 | amarelo .. 2 33.Cor fruto maduro Do fruto (mm) até s ... 1
EUA e Canada . 4 >15a30 .. 2 | muitas c/ entre-n6 curto . 4 | verde... 3 1 até0,3 e deYaa% ... v 2
México ............. .. 5 >30a50...... w3 |UMaeduas.......... 5 azul ............ 4 e 2 |[>03a05 acimade¥2 oo, 3
América Central ............. 6 acimade 50 .......ccccceeee 4 | uma, duas e trés 6 violeta claro .. 5 amarelo laranja pélido ..... 3 |>05a08 49.Pungéncia
Am. do Sul (exc. Brasil) 7 11.Diam. haste (cm) duas e trés ............ .7 violeta ........... 6 amarelo laranja .. 4 |>08al.. . OCE oo 1
Brasil (Norte) .........cc...... 8 AL o 1 |duas, trés e quatro ................ 8 azul violeta .........c........ 7 laranja palido ................... 5 [>1al3 ., picante baixXo .......c.c.cccveunee 2
Brasil (Nordeste) ............ 9 2182 e 2 | 20.Pose da flor 26.Posigdo do estigma laranja ..o 6 [acimadel,3 ... picante médio ..........c.cco.ne. 3
Brasil (Centro-Oeste) ..... 10 |>2a3.... 3 | pendente .......cccoviinieininenn. 3 INSErto ...cvvvveveeicieiiciane 3 vermelho claro 7 | 40.0mbro do fruto picante alfo ........cccoeveveiennen. 4
Brasil (Sudeste) v 11 Jacimade3 ... 4 | intermediéria . 5 mesmo nivel .. 5 vermelho ..... 8 | agudo ... 50.Aroma
Brasil (Sul) ..................... 12 | 12.Densid. ramificacéo 7 [ 0L=] £ (0 ORI 7 vermelho escuro 9 |obtuso..... 1
2.Espécie ESPASA ...vuvvveerrerinrrineas 3 9 mesmo nivel e excerto ... 9 violeta ................ 10 | truncado .. 2
C. annuum ... 1 intermediéria .. 5 | intermediéria e ereta ... .. 11 |inserto e mesmo nivel ... 11 | marrom 11 | cordato .... 3
C. baccatum .. . 2 densa .....ccevvveeceniniinennn 7 | pendente e intermediéria ..... 13 |inserto e excerto ............ 13 | preto ..... v 12 [ 10DALO e 51.Cor da semente
C. chinense ........c.cocvvvene 3 13.Brotagéo abaixo da 21.Cor da corola 27.Pigmento do célice amarelo .......cccoeveinenns 13 | 41.Pescoco na base amarelo ........ccocoveciceinennn 1
C. frutescens ................. 4 primeira bifurcacéo Pranco ... 1 AUSENEE ..o 0 amarelo palido ................. 14 | do fruto MATOM ..o 2
3.Cor da haste AUSENEE ..o 1 | amarelo claro 2 Presente .......ccoevvenean 1 34.Formato do fruto ausente 3
VEIAE ..o 1 esparsa ... 3 |amarelo ................ 3 28.Margem do célice alongado ..... 1 | presente 4
verde c/ estrias violetas . 2 intermedidria ................. 5 | amarelo esverdeado ............. 4 INEEINO v 1 arredondado ... 2 |42.Formato da ponta 52.Superficie da semente
Violeta ..oocvinniiiis 3 densa .o 7 | violeta c/ base branca........... 5 intermediario ................. 2 triangular .......cccoeeeenenne 3 | dofruto 1iS8 oo 1
4.Antocianina nodal 14.Densidade de folha branco c/ base violeta .......... 6 dentado ........ccoooveuennnee. 3 campanulada ..........c........ 4 | pontiagudo .........ccceueuennne FUQOSA -eovveeiieieresieiee e 2
VErde .o 1 ESPAISA ...vuevreerririrrrineas 3 | branco ¢/ margem violeta..... 7 29.Constricédo anelar retangular .............cccovneen. 5 | truncado (“blunt”) COrTUgada .......coovevevevvrverannns 3
violeta claro ................... 3 intermedidria ................. 5 [ violeta ..o 8 no célice 35.Comprimento do afundado .........cooeeeennnes 53.NUmero sementes
Violeta ......coovvvvniiiiiiine 5 deNSa ..o 7 | branco esverdeado ............... 9 ausente 0 fruto (cm) afundado c/ ponta ........... por fruto
violeta escuro ................. 7 15.Cor da folha branco ¢/ mancha presente 1 até 1 1 | 43.Apéndice na ponta menor de 20 ........ccocceeieennne 1
5.Formato da haste amarelo ... 1 | PUIPUIE .o 10 | 30.Dias até inicio da >la?2 2 | dofruto 20250 ........ e 2
cilindrica ......cccccvvcunenne. 1 vede claro 2 | branco esverdeado c/ frutificacdo >2a3 3 |ausente ..o acimade 50 .......ccooviinne 3
angulada ........cccceeeiinnne 2 VEIAE ..o 3 | mancha purpura .........c......... 11 | até 107 oo 1 >3a4 4 [ presente ....cccoooiiiinnns 54.Segregagéo
alado ..o, 3 verde esCuro ... 4 | 22.Cor manchada 1072115 e 2 S586 i 5 | 44.Seccdo transversal auséncia de segregacdo 0
6.Pubescéncia da haste violeta-claro ... 5 | corola 115a122 3 acimade 6 ......ccoevuenenn 6 | levemente corrugado ...... frutos c/ formatos diferentes 1
ESPAISA ..vvvvireireieinnnas 3 Violeta ......coovveveniieninne 6 | branco .....cccccevveiiciiinnn 1 acimade 122 ................. 4 36.Largura do fruto (cm) intermediario .................. plantas c/ e sem entre-n6s
intermediaria .................. 5 mesclado ........ccooeeenne 7 [ amarelo .....cccocooiiiiiiiies 2 31.Cor fruto imaturo até 0,5 .o 1 |[corrugado .....cccovevrnnee CUIMOS oo 2
deNSA ..o 7 verde c/ antocianina....... 8 | verde amarelado 3 branco 1 >0,5a0,7 2 | 45.Namero de l6culos frutos c/ cor es diferentes .... 3
7.Altura da planta (cm) 16.Forma da folha verde ... 4 | amarelo... 2 >0,7a0,9 3 fruto e planta c/ e sem .........
A 50t crrirenes 1 deltdide ..........ccevrrennnnn. 1 |violeta ........ . 5 |verde.... 3 >09al5... . 4 antocianing .........ccoovevernen. 4
>50-100 ... 2 ovalada .......cccovveerenne 2 [semmancha ... 6 laranja 4 acimade 15 ... 5 flores ¢/ cores diferentes.... 5
> 100 - 125.....ccciiininns 3 lanceolada ..o 3 | 23.Forma da corola ViOleta ....c.ooeveveeviiiriine 5 37.Peso do fruto (g) QUALTO .o frutos c/ posicdes diferentes 6
>125-150... . 4 17.Pubescéncia folha rotada ........cocoeeeeeeinieiinnnes 1 violeta escuro . 6 até 0,3 1 | CINCO coiiiiiiciciiiens 55.Mistura varietal
acima del50 ........coe..e. 5 ESPArSA ...v.evviiiiiiinns 3 | campanulada..........cccooovene. 2 amarelo esverdeado ....... 7 >0,3205 i 2 | 46.Superficie do fruto AUSENTE ..o 0
8.Habito crescimento intermediéria ................. 5 | intermediaria ............c.c....... 3 verde amarelado ............ 8 >0,520,7 oo 3 | HSO s PreSente .......ccovovveevveaunnnnns 1
prostrado .........ccccvveeenne. 3 densa ....oveniiiiiiieine 7 | 24.Cor da antera branco amarelado . 9 >0,7a009 ... 4 | semi-rugoso 56.Macho esterilidade
intermediario 5 18.Dias até inicio do branco .... 1 MArroM ........ccceveveererninins 10 |>09a12 .. .. 5 ]rugoso.... ausente ... ... 0
(110 TN 7 florescimento amarelo .. 2 32.Posigéo do fruto acimade 1,5 ... 6 | liso c/ estrias ........c.cocoueee PreSENTE ...cvovivrieeiricisiiiaiaiias 1
9.Largura planta (cm) 1 |azul palido .......ccccoevvrnnee 3 | pendente .......ccoevininin 3 38.Comp. pedinculo (cm) 47 Persisténcia entre 57.Mancha antocianina
até 50 . 1 2 | AZUl e 4 | intermediario ................ 5 até 1,5 oo 1 | fruto/ pedicelo no fruto
>50-100 ... e 2 3 | violeta ..o 5 7 51582 s 2 | pouco persistente ............ AUSENEE v 0
>100 — 125......conuee. vy 3 4 | amarelo ¢/ mancha azul 9 PreSente .....ccovevvveeerianninnnns 1
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Amostras de foliolos de duas plantas de cada um dos acessos estudados foram
coletadas individualmente e utilizadas para a extracdo do DNA, realizada pelo método
CTAB 2%, com modificac0es (FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998). A concentragédo
de DNA de cada tubo foi estimada por eletroforese em gel de agarose a 1%
comparando-se as intensidades de fluorescéncia de cada amostra corada com brometo
de etidio com padrbes de DNA Lambda de diferentes concentracfes. Cada amostra foi
diluida para a concentracdo de 3,0 ng/pl.

As reacdes de amplificacdo de DNA utilizando-se os 24 pares de primers SSR
foram realizadas conforme descritas no capitulo 4, bem como o preparo das amostras
para genotipagem no sequenciador modelo ABI 3730.

As distancias geneticas obtidas a partir dos marcadores microssatélites foram
calculadas com auxilio do Programa Genes (CRUZ, 2006), baseando-se na seguinte
formula:

DGij = 1- (NLC/NTL) sendo: DGij = Distancia genética entre 0s acessos i € j;
NLC = Numero de Locos Coincidentes; NTL = Numero Total de locos.

O NLC ¢ o somatdrio das coincidéncias alélicas de cada loco analisado, sendo
que cada coincidéncia pode assumir o valor 1 (dois alelos coincidentes); 0,5 (um alelo
coincidente) e 0 (nenhum alelo coincidente) para encontros (0 1) e (1 0).

As distancias genéticas entre os acessos da colecdo ativa, cole¢do nuclear e
populacdo base do melhoramento foram utilizadas para as andlises de dispersdo grafica
baseada em escalas multidimensionais por meio das coordenadas principais, com
auxilio dos Programas SAS (SAS INSTITUTE INC., 1989) e Statistica (STATSOFT
INC., 1999).

A representatividade da variabilidade genética da colecdo ativa na colecdo
nuclear e na populacdo base do melhoramento foi calculada com base na analise dos
descritores morfoldgicos categéricos e com base na analise molecular. O célculo foi
baseado na porcentagem de classes fenotipicas e de alelos da colecéo ativa presente nos

acessos da colecdo nuclear e da populagdo base do melhoramento.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacdo dos descritores morfolégicos aplicados aos acessos
da colecéo nuclear e da populagéo base séo apresentados na Tabela 2.
Os descritores da haste (cor e pubescéncia), da folha (forma e pubescéncia), da

flor (posigdo, cor da corola, cor mancha da corola, pigmentacdo do célice, macho
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Tabela 2. Valores dos descritores morfolégicos aplicados na caracterizacdo da cole¢do de germoplasma de Capsicum da Embrapa Hortaligas.

Colecdo Nuclear Populacdo Base
Registro (CNPH) 597 3470 3484 3698 3715 3820 3821 3861 3885 3891 3894 3944 4304|2744 3257 3448 3462 3746 3835
1.Procedéncia 10 12 13
2.Espécie 4 4 4

3.Cor da haste
4.Antocianina nodal
5.Forma da haste
6.Pubescéncia da haste
7.Altura da planta
8.Habito de crescimento
9.Largura da planta
10.Comprimento da haste
11.Didmetro da haste
12.Densidade de ramificacdo
13.Brotacéo
14.Densidade de Folha
15.Cor da Folha
16.Forma da Folha
17.Pubescéncia da Folha
18.Dias até inicio florescimento
19.N° de flores/axila
20.Posicéo da flor

21.Cor da corola

22.Cor mancha da corola
23.Forma da corola
24.Cor da antera

25.Cor do filamento
26.Posicédo do estigma
27.Pigmentacdo do calice
28.Margem do calice
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P O~NOTWNODONNPPOLONPMPOOOOWNPPOOWWEREREREDMO
P O~NPFPWRFPRODONOPFRPWNWONOONOOOONOTWNERFER DO
HO\l0100NO‘J@\II\)I—‘OJI\)-&\I\I\INNOJCHOO(DI—‘(DI—‘&S
P O~NOUIFRPOODONOPFRPWNWODOOITWWEANWWNREFREFP MO
RPO~NPFPFWPFRPROONOPFRPWONMNWLWONONPEENWWDNE R MO
P ONOWRFRFROONOPRPRWONPMPONOOTWWWNPRPWERRE MO
P O~~NOWRFRPRODONNOUOITWONPAENOONWWWOPRRWEREDMO
P O~NOIWERFRPROONDNDNOLONPENNNDNWPAPRONWE WERE MO
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P OOCITOITWNO O~NONWNENONDNDNNWOOWWERERERE MO
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P O~NPFPFWPFRPROONORFRPWONMAMAONOINOIOITOITOTWNRERFR DO
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Tabela 2. Continuacao ...
29.Constricdo anelar do calice
30.Dias até inicio da frutificacdo
31.Cor fruto imaturo
32.Posicéo do fruto

33.Cor fruto maduro
34.Formato do fruto
35.Comprimento do Fruto
36.Largura do fruto

37.Peso do fruto
38.Comprimento do pedunculo
39.Espessura da parede do fruto
40. Ombro do fruto

41.Pescoco na base do fruto

42. Forma da ponta do fruto
43.Apéndice na ponta do fruto
44.Seccao transversal
45.Numero de loculos
46.Superficie do fruto

47 Persisténcia entre fruto/pedicelo

48.Comprimento da placenta
49.Pungéncia

50.Aroma

51.Cor da semente
52.Superficie da semente
53.N°sementes por fruto
54.Segregacédo

55.Mistura varietal

56.Macho esterilidade
57.Mancha antocianina no fruto
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esterilidade e constricdo anelar do calice), do fruto (posicao, forma, pescoco, apéndice da
ponta, niumero de Iéculos e mancha da antocianina), da semente (cor e superficie), da
segregacdo e da mistura varietal foram monomorficos, tanto para os acessos da colegdo
nuclear, quanto para a populacdo base. Assim, dos 57 descritores aplicados, 37
evidenciaram polimorfismo.

A maior variabilidade foi observada nos acessos da colecdo nuclear verificada por
meio dos seguintes descritores: comprimento da planta, comprimento da haste, dias até o
inicio do florescimento, dias até o inicio da frutificacdo, cor do fruto maduro e peso do
fruto. Cada um desses descritores evidenciou mais de quatro classes fenotipicas distintas.

O grande namero de classes verificado para os seis descritores na avaliacdo dos
13 acessos da colecdo nuclear é um indicativo da condicdo favoravel a realizacdo de
melhoramento para os caracteres avaliados. Quanto mais divergentes forem os genitores,
maior a possibilidade de recombinacao de alelos distintos, acarretando em maior amplitude
de classes e combinagdes génicas.

No estudo da caracterizacdo de 56 acessos da colecdo de Capsicum spp. da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), com base em 11 descritores foram
identificados acessos com potencial de utilizacdo como genitores em cruzamentos para
obtencdo de progénies com alta heterose (SUDRE et al., 2005) Além da distancia, os
referidos autores enfatizam que é necessdrio saber se o acesso escolhido possui
caracteristicas desejadas. Desta maneira, destacam a importancia de se fazer a
caracterizacdo morfoagronémica, com dados qualitativos e quantitativos.

A colecéo nuclear de C. frutescens constituida por 13 acessos e a populacédo base,
formada por 6 acessos, bem como a representatividade das classes fenotipicas categoricas e

de alelos em relacédo a colecdo ativa sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Representatividade alélica e fenotipica da cole¢do nuclear (molecular + virus) e
da populacédo base de melhoramento de C. frutescens.

Colegéo Nuclear Populacdo Base

CNPH 597 CNPH 2744
CNPH 3470 CNPH 3257
CNPH 3484 CNPH 3448
CNPH 3698 CNPH 3462
CNPH 3715 CNPH 3746
CNPH 3820 CNPH 3835
CNPH 3821 -
CNPH 3861 -
CNPH 3885 -
CNPH 3891 -
CNPH 3894 -
CNPH 3944 -
CNPH 4304 -

Repres. Alélica (%) 77 35

Repres. Classes

Fenotipicas (%) 81 63

A representatividade alélica na populacdo base foi de 35% e na colecdo nuclear de
77%. Essa diferenca de representatividade da variabilidade também pode ser verificada nos
graficos de dispersdo (Figura 1). Os acessos selecionados para composicdo da colecdo
nuclear apresentaram-se bem distribuidos no grafico de dispersdo, ocupando praticamente
toda a dispersdo grafica e dessa forma representando boa parte da variabilidade genética da
colecdo ativa. Por outro lado, 0s seis acessos que constituiram a populacdo base ficaram
muitos proximos entre si, demonstrando que sdo pouco representativos (35 %) em relacdo a
variabilidade alélica disponivel na colecéo ativa. As distancias genéticas entre 0s acessos da
colecdo nuclear estimadas com base nos marcadores moleculares variaram de 0,0217 a

0,9348 e entre os acessos da populagéo base de 0,0417 a 0,6087
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Figura 1. Dispersao grafica de 104 acessos de Capsicum frutescens com base na matriz de
distancias genéticas estimadas utilizando 239 alelos de 24 loci microssatélites (SSR). (e) 13
acessos selecionados para composicdo da colecdo nuclear (A) e (*) seis acessos que
constituem a populacdo base do programa de melhoramento (B).

A representatividade da variabilidade genética com base nos descritores
morfolégicos (% de classes fenotipicas) foi de 63% e 81% na populacdo base do
melhoramento e na colecdo nuclear, respectivamente. Esta menor amplitude de
representatividade se deve ao fato de acessos caracterizados pelos descritores morfoldgicos
apresentarem menores distancias genéticas entre si em relacdo as distancias obtidas com os
marcadores SSR. As distancias genéticas entre os acessos da colecdo nuclear estimadas
com base nos descritores morfoldgicos variaram de 0,158 a 0,438 e entre 0s acessos da
populagéo base de 0,158 a 0,404.

A utilizacdo de acessos proximos geneticamente ndo € recomendada para o
planejamento de cruzamentos de um programa de melhoramento. Nesse sentido, com base
nos resultados obtidos, verifica-se que os acessos da cole¢do nuclear apresentaram maiores
distancias genéticas entre si, 0 que possibilitaria uma ampliacdo da base genética do
programa de melhoramento. Esta ampliacdo da base genética poderia também ser obtida

utilizando os acessos da colegédo ativa, entretanto, a utilizacdo de um menor nimero de
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acessos da colecdo nuclear permite a reducdo do numero de potenciais genitores e de
cruzamentos, bem como dos custos de mdo de obra necessaria para a realizacdo de
cruzamentos e demais etapas.

A identificacdo de combinacbes parentais que produzem hibridos de rendimento
superior € uma etapa importante para o sucesso do programa de melhoramento. Genitores
com capacidade de combinacéo alta e distancias genéticas altas entre si apresentam maior
probabilidade de producdo de hibridos com melhor desempenho agrondmico (COX e
MURPHY, 1990; DIERS et al.,1996).

Em estudo realizado para quantificar a diversidade genética baseada em
caracteristicas morfolégicas e marcadores AFLP entre sete linhagens parentais de
Capsicum annuum e avaliar a relacéo entre a distancia genética e o desempenho de hibridos
derivados mostrou que a maioria dos hibridos superaram os genitores para a producdo de
frutos, precocidade e altura da planta. Medidas de distancia baseadas em caracteristicas
morfolégica e em AFLP foram eficientes para alocar genotipos de pimenta em grupos
heterdticos (GELETA et al., 2004).

Marcadores moleculares RAPD mostraram-se de grande utilidade para a
composicdo de amostras nucleares de Stylosanthes guianensis com a obtencdo de altas
taxas de representatividade da variabilidade genética da colecdo original, o que é de
extrema importancia para a selecdo de genitores para estabelecimento de um programa de
melhoramento genético, assim como para selecdo de acessos para programas de
conservacao e caracterizacdo de recursos genéticos (FALEIRO et al., 2004).

No presente estudo, a maior representatividade da variabilidade genética da colecdo
ativa, assim como as maiores distancias genéticas entre acessos da colecdo nuclear de C.
frutescens, permite maximizar as possibilidades de combinacBes génicas, aumentando as
chances de sucesso no desenvolvimento de novas cultivares adaptadas a diferentes regides e
ecossistemas. A utilizacdo de apenas 13 acessos selecionados na cole¢do nuclear tem o
potencial de reduzir o numero de cruzamentos com aproveitamento otimizado da

variabilidade genética disponivel.
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6.4 CONCLUSAO

Verificou-se maior variabilidade genética entre 0s acessos da colecdo nuclear em
relagdo a populacéo base do programa de melhoramento. A maior amplitude de classes dos
descritores morfoldgicos e a maior representatividade da variabilidade alélica observada
nos acessos da colecdo nuclear acarretam na maior possibilidade de obtencdo de
combinagOes génicas pelo melhoramento, assim como evidencia o potencial de utilizacéo
dos acessos como genitores em cruzamentos para obtencdo de progénies com maior

heterose e desempenho agronémico.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou a existéncia de exemplares com caracteristicas
silvestres pertencentes as espécies Capsicum frutescens e C. chinense coletados na Bacia
Amazonica brasileira e esses resultados poderdo subsidiar estudos evolutivos do género,
analises mais detalhadas de diversidade genética e esclarecimento das relacdes filogenéticas
entre essas duas espécies de Capsicum.

Conjuntos de primers microssatélites desenvolvidos para C. annuum foram
transferiveis e polimorficos para as espécies C. frutescens e C. chinense e poderdo ser de
grande valia para estudos da variabilidade genética, identificacdo de duplicatas, estudo da
filogenia e selecdo assistida por marcadores, entre outras aplicacGes.

As espécies C. chinense e C. frutescens apresentam similaridades e caracteristicas
compartilhadas com sobreposicdo de caracteres morfoldgicos, bem como indicativos de
hibridizacdo natural de acessos coletados na regido Amazonica, considerada area de maior
diversidade da espécie C. chinense e de ocorréncia de populacbes silvestres de C.
frutescens. No entanto, os acessos dessas espécies foram distintos pela analise com base em
marcadores microssatélites. Recomenda-se um estudo envolvendo uma amostragem maior
de acessos coletados nessa regido, para confirmacao da classificacdo dessas duas espécies
como entidades distintas.

Embora a variabilidade morfolégica de formas, tamanhos e cores de frutos de C.
frutescens seja inferior a verificada em outras espécies domesticadas do género, 0s acessos
que compdem a colecdo ativa de germoplasma de C. frutescens da Embrapa Hortalicas
apresentam variabilidade genética para desenvolvimento de cultivares para diversos nichos
como: comercializagéo in natura e producgédo de conservas e molhos. O estabelecimento da
colecdo nuclear com 13 acessos de C. frutescens representando 77% da variabilidade
genética da colecdo ativa possibilita uma ampliacdo da base genética do programa de
melhoramento.

Os marcadores SSR demonstraram maior capacidade de discriminacdo em relacédo
aos descritores morfologicos. A analise molecular permitiu um agrupamento claro dos tipos
mais populares de C. frutescens encontrados no Brasil (pimenta malagueta, malaguetinha e
tabasco). No entanto, foi observada a importdncia da realizacdo da caracterizagdo

morfologica dos acessos para atender as exigéncias do mercado nos diferentes nichos.
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Assim, a associacdo de analises morfolégicas e moleculares, como realizada no
presente trabalho, é sugerida para a caracterizacdo completa e detalhada de bancos de

germoplasma visando o melhoramento de plantas.
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