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RESUMO

Moreira, S.O.; D.S.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Marco, 2012. Caracterizacdo morfolégica e molecular de pré-cultivares de
Capsicum annuum L. com resisténcia a mancha-bacteriana. Professora
orientadora: Rosana Rodrigues. Professores Conselheiros: Alexandre Pio Viana e
Antonio Teixeira do Amaral Junior.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro possui um programa
de melhoramento com o objetivo de se obter cultivares de Capsicum annuum
resistentes a mancha-bacteriana, uma doenca importante para a cultura do
pimentdo e das pimentas. Nesse programa, iniciado em 1998, foram obtidas
linhas recombinadas, por meio do método Single Seed Descent (SSD),
promissoras para o langamento de cultivares de pimentdo e pimenta. Este
trabalho teve como objetivos realizar ensaios preliminares de distinguibilidade e
homogeneidade, seguindo as diretrizes estabelecidas pelo Servico Nacional de
Protecao de Cultivares (SNPC), caracterizando oito linhas recombinadas (LR) por
meio de variaveis quantitativas, qualitativas e marcadores moleculares inter
simple sequence repeat (ISSR); e avaliar as LRs em relagdo a resisténcia a
mancha-bacteriana (RMB). Foram analisados oito LRs, o genitor UENF 1381 e a
cultivar Casca Dura lkeda, que foi utilizada com o padrdo. Foram instalados dois
experimentos, um em condicoes de campo para a avaliagdo dos descritores
fenotipicos (seis quantitativos e 47 qualitativos) e outro em casa de vegetacéo
para analise da RMB e coleta de material para analise molecular. Para andlise

molecular foram utilizados 15 pares de iniciadores ISSR. Para cada tipo de
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variavel (quantitativo, qualitativo e molecular), foram obtidas matrizes de
dissimilaridade e, com o algoritmo de Gower, foi realizada uma matriz de
dissimilaridade conjunta. Para cada matriz obtida foi realizado um agrupamento
pelo método da ligagdo média entre grupo (UPGMA) e pelo método de Tocher.
Foram analisados o coeficiente de correlagédo cofenético e a correlagdo de Mantel.
As LRs testadas tiveram ampla variabilidade quanto a producdo e o formato de
frutos e as linhas LR 1, 2, 6 e 8 foram resistentes a mancha-bacteriana. Dezoito
descritores multicategéricos foram idénticos para todos os gendétipos analisados.
Dentre os descritores com capacidade de distincdo entre os gendtipos estdo a
pigmentagdo antocianica dos nés, o comprimento e a pilosidade da folha, a
profundidade da depressao peduncular do fruto, a intensidade da coloragdo dos
frutos antes da maturacdo, a forma do apice, o0 comprimento e o didmetro de fruto,
e a RMB. A homogeneidade foi verificada para todos os genoétipos em 28 dos 47
descritores. As LR 1, 2, 3, 5 e 6 foram as mais homogéneas. Para as variaveis
quantitativas, o dendrograma formou dois grupos, sendo um formado pela cultivar
padrdo, e o outro por todas as LR. Para os dados qualitativos, o agrupamento
permitiu uma melhor diferenciacdo entre as linhas estudadas. A formagédo dos
grupos pelo método de Tocher foi idéntica ao UPGMA para os dados fenotipicos.
Para os dados moleculares, houve a formagédo de cinco grupos, sendo que as
linhas 1, 2, 3 e 5 ficaram isoladas. Na analise conjunta, usando o algoritmo de
Gower, foi observada a formacgao de trés grupos distintos, sendo menos eficiente
na distincdo dos gendétipos, porém, concordante com os demais dendrogramas.
Para todos os agrupamentos, o coeficiente de correlacao cofenética foi superior a
83 %. Foi observado que ha descritores com capacidade de distincdo entre as
linhas, porém ha a necessidade de melhorar a uniformidade dentro das linhas
antes de iniciar os testes de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade
solicitados pelo SNPC para a protecao de cultivares.



ABSTRACT

Moreira, S.O.; D.S.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
March, 2012. Morphological and molecular characterization of pre-cultivars of
Capsicum annuum L. with resistance to bacterial spot. Advisor: Rosana
Rodrigues. Committee members: Alexandre Pio Viana and Anténio Teixeira do
Amaral Junior.

The Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro has a plant
improvement program with the objective of breeding Capsicum annuum cultivars
resistant to bacterial spot, a relevant disease of pepper and spice crops. By this
program, initiated in 1998, promising recombinant lines for new sweet and hot
pepper cultivars were obtained by the single seed descent (SSD) method. The
purpose of this study was to characterize eight recombinant lines (RL) in
preliminary tests of distinctness and uniformity, according to the guidelines of the
Brazilian plant variety protection service (SNPC), based on quantitative variables,
qualitative variables and inter simple sequence repeat (ISSR) molecular markers;
and to evaluate the RLs for resistance to bacterial spot (RBS). The eight RLs, the
parent UENF 1381 and the control cultivar Casca Dura lkeda were analyzed. Two
experiments were established, one in field conditions to assess the phenotypic (6
gquantitative and 47 qualitative) descriptors, and the other in a greenhouse for
analysis of the RBS and sampling for molecular analysis. Fifteen pairs of ISSR
primers were used for molecular analysis. For each type of variable (quantitative,
qualitative and molecular) dissimilarity matrices were obtained, and by the Gower

algorithm, a joint dissimilarity matrix was constructed. For each matrix, clustering
X



was performed by the Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages
(UPGMA) and the Tocher method. Analyses using the cophenetic correlation
coefficient and the Mantel correlation were performed. The tested RLs had wide
variability in terms of yield and fruit shape and the RL 1, 2, 6, and 8 were resistant
to bacterial spot. Eighteen multicategoric descriptors were identical for all
genotypes analyzed. Some of the descriptors capable of distinguishing genotypes
from each other are anthocyanin pigmentation of the nodes, length of leaf hairs,
depth of the peduncular fruit depression, fruit color intensity prior to maturation,
apex shape, length and fruit diameter, and RBS. Homogeneity of all genotypes
was observed for 28 of 47 descriptors. RL 1, 2, 3, 5 and 6 were the most
homogeneous. For the quantitative variables, the dendrogram formed two groups,
one with the control cultivar and the other containing all RL. For the qualitative
data, the grouping allowed a better differentiation of the lines. The groups formed
by Tocher were identical to those based on UPGMA for phenotypic data. By the
molecular data analysis, five groups were formed, from which the lines 1, 2, 3 and
5, were isolated. In the combined analysis, using the Gower algorithm, three
distinct groups were clustered, which were less effective in distinguishing
genotypes, but consistent with the other dendrograms. For all groups, the
cophenetic correlation coefficient was higher than 83%. Some of the descriptors
were capable of distinguishing between the lines, although the uniformity within
lines should be improved before testing distinctness, uniformity and stability, as
required by the SNPC for the protection of plant varieties.
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1. INTRODUGAO

O género Capsicum, que engloba as pimentas e os pimentdes, possui
grande importancia econémica, e seus frutos sdo utilizados em todo o mundo, in
natura ou na forma processada. O agronegécio, envolvendo somente a espécie
Capsicum annuum, exerce importancia na agricultura familiar e na integracao do
pequeno agricultor com a agroindustria (Ribeiro e Cruz, 2004). Além disso, por
sua elevada capacidade de geragdo de emprego e renda e por seu custo de
produgao por hectare ser relativamente baixo, principalmente se comparado aos
custos de outras hortalicas, essa espécie posiciona-se dentro da agricultura
brasileira como sendo de grande valor socioeconémico (Costa e Henz, 2007).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF)
desenvolve um programa de melhoramento de Capiscum annuum visando obter
cultivares resistentes a mancha-bacteriana, uma doenca que diminui,
significativamente, a qualidade dos frutos e a rentabilidade da producao. Nesse
programa, a partir do cruzamento entre os acessos UENF 1421 (pimentéo
suscetivel) e UENF 1381 (pimenta resistente), foram obtidas 18 linhas
recombinadas promissoras para a resisténcia e producao de frutos, utilizando-se
o0 SSD (Single Seed Descent), como método de melhoramento (Riva et al., 2009).
Em sequéncia, Moreira (2008) e Moreira et al. (2009; 2010a) identificaram as
melhores linhas a serem cultivadas em condicdes de campo e em ambiente

protegido, no estado de Rio de Janeiro.



A obtencado de cultivares que atendam aos agricultores e consumidores
envolve muita dedicacdo dos melhoristas nos trabalhos de pesquisa na area de
genética e melhoramento (Moreira et al., 2010b). Para que os direitos autorais
dos obtentores dessas cultivares possam ser respeitados, legislacbes especificas
tém sido criadas em diversos paises (Schuster et al., 2006).

No Brasil, para a obtencgéo de certificado de protecao de cultivares junto ao
Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), é necessario seguir
determinadas instru¢oes estabelecidas pela Lei de Protecdo de Cultivares (LPC)
(Brasil, 1997). Assim, experimentos que possam comprovar a distinguibilidade,
homogeneidade e estabilidade (DHE) de uma nova cultivar devem ser realizados
mediante adocao de condicdes estabelecidas pela legislacdo, tais como numero
minimo de dois ciclos de crescimento e parcelas experimentais de tamanho
suficiente para garantir as observagdes necessarias (Brasil, 2006).

Tradicionalmente, as caracteristicas avaliadas nos testes de DHE séo
caracteres morfolégicos com relevancia agrondmica (Bernet et al., 2003). Esse
teste € baseado em descritores qualitativos, na maioria multicategéricos, que sao
avaliados nos diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Apesar de estas
caracteristicas serem pouco afetadas pelo ambiente em funcdo do tipo de
heranga génica, esses descritores apresentam limitacées, como a subjetividade
no momento da avaliacdo e tempo gasto para realiza-las, uma vez que muitos
descritores sdo observados na planta adulta (Priolli et al., 2002; Monteiro et al.,
2010).

Tao importante quanto as caracteristicas morfolégicas, a capacidade
produtiva, como o0 numero e o peso dos frutos, sdo de suma importancia para que
uma cultivar seja utilizada pelos agricultores. Assim, apesar de nao estarem
incluidas, de forma direta, nos testes de DHE, algumas caracteristicas
agrondémicas relacionadas a produtividade devem ser avaliadas. Entretanto, essas
variaveis sdo governadas por varios genes e, desse modo, sua expressao é
influenciada por fatores ambientais, o que pode implicar falhas nas observagoes.
Além disso, essas varidveis podem ndo ser suficientes para diferenciar cultivares
relacionadas ou que possuem a mesma genealogia, como no caso de linhas
recombinadas (Priolli et al., 2002).

J& os marcadores moleculares mostram diferencas em nivel de DNA, que

nao sao afetadas pela fase de crescimento da planta, local e época de plantio ou



pelas praticas agronGmicas utilizadas (Kwon et al., 2005). As técnicas
moleculares, apesar de, ainda, ndo serem reconhecidas como metodologia oficial,
vém sendo utilizadas para caracterizar e identificar cultivares para fins de
protecdo (Schuster et al., 2006). Dentre os tipos de marcadores moleculares, os
ISSR (inter-simple sequence repeats) estdo sendo utilizados com sucesso na
diferenciacao de cultivares (Gouldo e Oliveira, 2001; Reddy et al., 2002; Shen et
al., 2006).

Independente da base de dados utilizada, a analise de divergéncia
genética, associada a analise de agrupamentos, pode ser empregada para
caracterizar a variabilidade tanto entre quanto dentro dos genaétipos de interesse,
e se constituem em excelentes alternativas para facilitar a interpretacédo de dados
(Monteiro et al., 2010). Entretanto, a geracao de um grande nimero de dados de
diferentes categorias (quantitativos, qualitativos e moleculares) pode dificultar a
interpretacdo dos resultados de caracterizacdo e avaliacdo de acessos. Sendo
assim, a andlise conjunta das diferentes variaveis pode fornecer melhor distin¢do
entre os gendtipos (Goncalves et al., 2009; Rocha et al., 2010).

Considerando-se a continuidade do programa de melhoramento de
pimentas e pimentdes no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da
UENF, este trabalho tem como objetivos: i) realizar ensaios preliminares de
distinguibilidade e homogeneidade, em plantio convencional, segundo as
instrugcdes do Servico Nacional de Protecao de Cultivares para Capsicum annuum
L. (contidas no Ato n.? 2 de 22 de marco de 2006); ii) caracterizar oito linhas
endogamicas recombinadas obtidas no programa de melhoramento da UENF e
diferencia-las entre si e das cultivares comerciais, por meio de caracteres
guantitativos, multicategéricos, marcadores moleculares (ISSR); e iii)) avaliar as

linhas recombinadas quanto a resisténcia @ mancha-bacteriana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem, domesticacao e botanica de Capsicum annuum L.

Pertencente a familias das solanaceas, o género Capsicum possui 31
espécies confirmadas e cinco em vias de serem classificadas (Moscone et al.,
2007). Os registros mais antigos do consumo do género Capsicum datam de
9.000 a.C., encontrados em exploragdes arqueoldgicas realizadas em Tehuacan,
México (Rufino e Penteado, 2006). Ha relatos da existéncia de um morfotipo de
amido féssil, oriundo de frutos de Capsicum spp., comumente encontrado em
artefatos, ferramentas, vasilhas de ceramica, entre outros. Esses microfésseis,
exclusivos do género Capsicum, foram encontrados em sete sitios arqueoldgicos,
entre o Arquipélago das Bahamas e na América do Sul Andina, datando de 6.000
anos atras (Perry et al., 2007).

As espécies desse género podem ser divididas com base no processo de
domesticacao, sendo que as espécies domesticadas sado: Capsicum annuum, C.
pubescens, C. frutescens, C. chinense e C. baccatum. (IBPGR, 1983;
Mongkolporn e Taylor, 2011). Dentre as espécies desse género, C. annuum € a
de maior importdncia econdmica, a mais cultivada e com diversas formas
domesticadas. Nessa espécie, estdo incluidos os pimentdes, as pimentas doces
para paprica, as pimentas ‘Jalapeno’, ‘Cayenne’, ‘Serrano’, ‘Cereja’, entre outras,
além de algumas cultivares ornamentais (Moreira et al., 2006).



A taxonomia do género Capsicum é complexa, devido a grande
variabilidade de formas existentes e a diversidade de critérios utilizados para sua
classificacdo. Contudo, a espécie C. annuum ¢é pertencente a divisao
Spermatophyta (nova classificacdo proposta:  Magnoliophyta), classe
Dicotyledonea (nova classificacdo proposta: Magnoliopsida), ordem Solanales,
familia Solanaceae, subfamilia Solanoideae e tribo Solaneae (Heiser e Pickersgill,
1969).

A planta é arbustiva, com caule semilenhoso, que pode ultrapassar um
metro de altura. As plantas sdo cultivadas como plantas herbaceas anuais,
embora sejam perenes. C. annuum possui flores isoladas, pequenas e
hermafroditas, com cinco anteras e um unico estigma; sua corola possui
coloracdo branca leitosa. E uma planta de autofecundacdo, embora a taxa de
cruzamento possa ser elevada, dependendo da acdo de insetos polinizadores.
Seus frutos sdo bagas ocas, pendentes, de tamanho e formato variados,
geralmente coénico ou cubico, de cores com diferentes gradacdes, passando,
quando maduros, por verde, vermelho, amarelo, creme, roxo, dentre outras,
(Vinals, 1996). A espécie C. annuum é dipldide, com 2n = 24 cromossomos
(Moscone et al., 2007).

Em Capsicum annuum, podem existir frutos pungentes ou nao-pungentes.
A pungéncia da pimenta deve-se a presenga de alcaldides, entre eles, a
capsaicina e diidrocapsaicina. Essas substancias estdo presentes na placenta,
nas sementes e, em menor quantidade, no pericarpo. A quantidade desses
alcaloides, nas pimentas, pode variar de 0 (pimentas doces) a 300.000 SHU
(Scoville Heat Unif) ou mais (pimentas picantes). A pungéncia nos frutos é
condicionada pelo gene C (Lippert et al., 1965). Blum et al. (2002) localizaram o
locus C no cromossomo 2, na geragao F» do cruzamento entre C. frutescens e C.
annuum. Entretanto, para a espécie C. chinense, Stewart Jr et al. (2007)
relataram que a presenca de capsaicinodides é controlada pelo locus Pun 1 e, no
homozigoto recessivo puni/puni, ndo houve sintese desses compostos.

2.2. Usos e conteudo nutricional

As pimentas e os pimentdes foram, possivelmente, os primeiros aditivos

alimentares utilizados pelas civilizagbes antigas do México e América do Sul,



sendo usado para dar aroma, cor, sabor e preservar os alimentos (Pikersgill,
1997). Esses frutos estdo presentes na culinaria da maioria dos paises, sendo
amplamente utilizados como condimento, corante e hortalicas. Os tipos pungentes
sado usados frescos, verdes ou maduros, curtidos, secos ou industrializados. Os
tipos nao-pungentes sado amplamente utilizados, verdes ou maduros, como
hortalicas, sendo, também, consumidos frescos, curtidos, assados, cozidos,
secos, em pd ou em conserva (Vinals, 1996; Pickersgill, 1997; Filgueira, 2008;
Moreira et al., 2006). Os frutos de Capsicum contém as vitaminas A, B4, Bo, E e,
principalmente, vitamina C. Possuem, ainda, proteinas, glicidios, lipidios,
minerais, agua e fibras (Geleta e Labuschagne, 2006). Quando consumidos na
dieta, em quantidades adequadas, podem assegurar a manutencao das funcdes
vitais do organismo, suprindo as necessidades de energia, de elaboracdo e
manutencao dos tecidos e de equilibrio bioldgico. Os frutos possuem pigmentos,
como os carotenodides, responsaveis pela sua coloragdo e pelo corante vermelho
da péprica (IBPGR, 1983; Carvalho et al., 2010).

Além de usos culindrios, pimentas e pimentdes estdo sendo estudados por
areas relacionadas a medicina e a farmacia, por sua acdo conservante,
antimicrobiana, para fins terapéuticos e na prevencao de doencas. Carvalho et al.
(2010) estudaram a atividade antimicrobiana in vitro de pimentas e pimentdes
sobre quatro bactérias que infectam e intoxicam alimentos, onde quatro genétipos
estudados apresentaram atividade de inibicdo e inativagcdo seletiva sobre
salmonelas, coliformes fecais, enterococos e estafilococos. Santos et al. (2011),
utilizando os materiais advindos do Programa de Melhoramento de Capsicum da
UENF, relataram que os extratos de capsaicina e diidrocapsaicina, na
concentracdo de 1,25 pg/mL, inibiram o crescimento de Streptococcus mutans. E
Ribeiro et al. (2007) observaram que proteinas extraidas das sementes de C.
annuum inibiram o crescimento de leveduras Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Pichia membranifaciens,
Kluyveromyces marxiannus e Candida guilliermondii, bem como foram capazes
de causar a desorganizagdo da parede celular nas diferentes leveduras. Por
serem fontes de trés antioxidantes naturais (vitamina C, os carotendides e a
vitamina E), os frutos de Capsicum sao utilizados na prevencdo de doencas
degenerativas como o céancer, doengas cardiovasculares, cataratas, mal de

Parkinson e mal de Alzheimer.



2.3. Ocorréncia de doencas: um fator limitante as culturas de pimentao e

pimenta

Vérias doencas sao relatadas na literatura como sendo de grande
importancia nas culturas do pimentao e da pimenta (Carmo et al., 2006; Filgueira
2008; Glosier et al., 2008; Bnejdi et al., 2009; Marame et al., 2010).

Entre as de etiologia fungica, destacam-se a antracnose, a murcha-de-
fitéftora e o oidio. A antracnose [Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc] é
relatada como uma das doencas mais comuns nos frutos de C. annuum e para
varias outras espécies de importancia agrondmica, como tomate, jil6 e berinjela. E
provocada por um fungo de solo que ataca plantas desde a sementeira até a fase
adulta e se caracteriza pelas lesées que provoca nos frutos, no campo ou em pés-
colheita (Carmo et al., 2006).

A murcha-de-fitéftora (Phytophthora capsici Leonian), também conhecida
como requeima, esta distribuida em quase todos os continentes, em regiées de
clima temperado ou tropical. Os sintomas tipicos da doenga sdo a murcha
repentina, necrose de coloragdo marrom-escura no colo e a morte da planta.
Diversos métodos de controle tém sido adotados a fim de impedir que a doenca
se estabelega, porém todos os métodos sugeridos tém limitagdes (Santos e Goto,
2004; Glosier et al., 2008). Ja o oidio [Leveillula taurica (Lév.) G. Arnaud] tem sido
considerada a doenga mais problematica sob cultivo protegido no Brasil e em
outros paises, causando desfolha de até 75 % e perdas de até 40 % da producéo.
Seu controle por meio de fungicidas sistémicos tem se mostrado ineficaz, sendo a
resisténcia genética a melhor alternativa (Blat et al., 2005).

Entre as doengas virais, ha relatos de infecgdo natural por mais de 20
espécies de virus, sendo os mais importantes no Brasil, o PVY (Potato virus Y), o
PepYMV (Pepper Yellow Mosaic Virus), o TMV (Tobacco Mosaic Virus) e os
tospovirus (Inoue-Nagata et al., 2001; Inoue-Nagata et al., 2002; Carmo et al.,
2006).

O PVY é considerado um dos mais importantes, que impede o plantio de
pimentdes suscetiveis no Centro-Sul do pais (Kurozawa e Pavan, 1997). A série
‘Agronémico’, desenvolvida por um programa de melhoramento de pimentao
visando a incorporacdo de genes de resisténcia ao mosaico causado pelo PVY,

foi bastante eficiente e impediu a disseminagao das estirpes do virus presentes no



Brasil (Carmo et al., 2006). Em pimenta, n&o ha cultivares com os genes de
resisténcia ao PVY (Inoue-Nagata et al., 2001; Inoue-Nagata et al., 2002; Marame
et al., 2010).

Entre as doencas de etiologia bacteriana, destacam-se a murcha-
bacteriana (Ralstonia solanacearum) e a mancha-bacteriana (Xanthomonas
euvesicatoria) (Jones et al., 2004). A murcha-bacteriana ocorre, em maior
frequéncia, em regides quentes e umidas. A bactéria sobrevive no solo por varios
anos e tem uma ampla gama de hospedeiros. Seu sintoma € a murcha rapida das
plantas, em principio nas horas mais quentes do dia, até a murcha permanente e
a morte da planta (Coelho Netto et al., 2004; Araujo et al., 2005).

2.3.1. Mancha-bacteriana

A mancha-bacteriana, causada por Xanthomonas euvesicatoria, é
considerada a principal doenca bacteriana da cultura da pimenta e do pimentéo.
Pode causar danos foliares enormes, tanto em ambiente protegido quanto no
campo, acarretando perda da producdo e qualidade dos frutos (Kimura 1984;
Mello et al., 1996; Sahin e Miller, 1998; Jones et al., 2004, Macuzzo et al., 2009a;
Macuzzo et al., 2009b; Riva-Souza et al., 2009; Hamza et al., 2010).

O primeiro relato da mancha-bacteriana ocorreu no sul da Africa, em 1914,
na cultura do tomateiro e, em 1920, foi descrita por Ethel Doidge (Jones et al.,
1998). No Brasil, na cultura do pimentdo, foi observada, pela primeira vez em
1947, na regidao do nordeste brasileiro. Desde entdo, € uma das doencas
bacterianas mais difundidas no Brasil, sendo encontrada em todas as regides
produtoras (Kimura, 1984; Macuzzo et al., 2009b).

Xanthomonas euvesicatoria é uma bactéria gram-negativa, baciliforme,
movel por meio de um flagelo polar, formadora de colénia amarela lisa em meio
de nutriente-agar (Kurozawa e Pavan, 1997; Jones et al., 1998; Jones et al.,
2004).

A infecg@o ocorre por meio de ferimentos e aberturas naturais (estébmatos e
hidatédios) e a colonizacdo dos espacos intercelulares € localizada, induzindo
sintomas Vvisiveis, como lesdes encharcadas que, posteriormente, se tornam
necroses, resultando em desfolha e frutos severamente manchados, levando a

perdas economicamente importantes para a cultura. A doenga se manifesta em



qualquer fase de desenvolvimento da planta e a severidade da doenga e os danos
causados sao dependentes da umidade relativa e temperatura do ar. O processo
infeccioso é favorecido por umidade relativa entre 95 e 100 % e temperaturas
entre 22 e 32 °C (Kimura, 1984; Kurozawa e Pavan, 1997; Macuzzo et al., 2009b).
Macuzzo et al. (2009b) notaram um acréscimo gradativo de doenga a medida que
a temperatura aumentou de 15 para 25 °C, para um periodo continuo de
molhamento foliar. No intervalo entre 25 e 30 °C ocorreu um aumento acentuado
de severidade quando o periodo de molhamento foliar ultrapassou 20 horas. Por
outro lado, a temperatura de 30°C houve um decréscimo da severidade, e a 15
°C, nao houve aparecimento de sintomas mesmo apo6s 40 horas de molhamento
foliar.

A doenca é disseminada pelo vento, pela agua da chuva, por insetos, pelo
uso de ferramentas e sementes contaminadas, sendo as sementes contaminadas
a principal forma de disseminacdo a longas distancias (Macuzzo et al., 2009a;
Moretti et al., 2009). Carmo et al. (2001) relataram que sementes de pimentédo
com 0,01 % de contaminagao podem resultar em 100 % de mudas contaminadas
ao final de 30 dias, sob condicdes favoraveis.

A prevengao da doenga deve incluir o uso de sementes e mudas sadias,
obtidas a partir de lavouras livres da doencga, e a rotacdo de culturas, evitando
solanaceas (Cuppels et al., 2006). No campo, a mancha-bacteriana é de dificil
controle, devido, principalmente, a baixa eficiéncia dos antibidticos e a
predominancia de estirpes resistentes ao sulfato de estreptomicina e aos produtos
a base de cobre. Apesar de serem recomendados no inicio de ocorréncia da
doenca, os antibibticos contribuem para a selecao de populacdes resistentes aos
principios ativos dos produtos, para o aumento do risco de contaminagao
ambiental e do consumidor, e do custo de producao (Kimura, 1984; Carmo et al.,
2001; Carmo et al., 2006; Cuppels et al., 2006; Silva et al., 2006; Macuzzo et al.,
2009a).

Varios autores citam o uso de cultivares resistentes como o processo mais
eficaz no controle de doencas em plantas (Mello et al., 1996; Sahin e Miller, 1996;
Sahin e Miller, 1998; Romero et al., 2001; Quezado-Duval e Camargo, 2004;
Silva-Lobo et al., 2005a; Silva-Lobo et al., 2005b). A resisténcia genética é
desejada, uma vez que reduz a contaminagcdo do ambiente e dos alimentos pelo

uso de agrotoxicos (Lopes e Avila, 2002).
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Para o desenvolvimento de cultivares resistentes, é fundamental conhecer
a variabilidade do agente etiol6gico (Mello et al., 1996; Silva-Lobo et al., 2005b;
Cuppels et al., 2006; Moretti et al., 2009; Hamza et al., 2010). A taxonomia e a
evolucdo das espécies do género Xanthomonas, associadas ao tomate e ao
pimentao, tém sido objeto de discussao desde 1921, logo apo6s a sua descoberta
(Silva-Lobo et al., 2005b).

Um dos aspectos envolvidos nesses estudos é a interacdo dos genes de
aviruléncia do patégeno com os genes de resisténcia do hospedeiro. Essa
interacao resulta em consideravel variacao nos isolados do género Xanthomonas
patogénicos ao tomate, ao pimentao e a pimenta. Baseado nessa interagao, trés
grupos de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), como era denominada
a época, foram identificados: o grupo do tomate (XcvT), patogénico somente ao
tomate; o grupo do pimentao (XcvP), somente patogénico ao pimentado, € o grupo
tomate-pimentdo (XcvTP), patogénico tanto para o tomate quanto para o
pimentdo (Sahin e Miller, 1996, Jones et al., 1998). Ainda de acordo com essa
classificacdo, dentro de cada um desses grupos, existem racas fisiolégicas. No
grupo XcvP, nove ragas fisioldgicas associadas ao género Capsicum foram
identificadas e denominadas como PO, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8 (Jones et
al., 1998).

Pelo fato do patégeno ter se mostrado varidvel em suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, foi possivel distingui-los em grupos. Em 1995,
Vaunterin et al. (1995) propuseram a separacdao da espécie Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria em dois grupos: Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (Grupo A) para isolados ndo aminoliticos; e Xanthomonas vesicatoria
(Grupo B) para isolados fortemente animoliticos.

Em estudos posteriores realizados por Jones et al. (2000), incluindo testes
de patogenicidade, atividade enzimatica, marcadores genéticos, hibridizacdo
DNA-DNA e comparagcdo de sequéncias de RNA, concluiu-se que, dentro do
grupo XcvTP, existiam quatro tipos fenotipicos distintos, os quais englobavam trés
espécies diferentes, a saber: X. axonopodis pv. vesicatoria (grupos A e C), X.
vesicatoria (grupo B) e X. gardneri (grupo D). O grupo C foi colocado com o
subgrupo de A, pois apresentavam diferencas fenotipicas, mas alta homologia em
experimentos de hibridizacdo DNA-DNA. Ja o grupo D mostrou-se pouco
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relacionado com os grupos A e B, sendo classificado como uma terceira espécie
associada a doenca.

Entretanto, Jones et al. (2004) mostraram que a espécie X. axonopodis pv.
vesicatoria possuiam menos de 70% de similaridade, em nivel de DNA, com a X.
axonopodis. Observaram, ainda, que os isolados do grupo C eram diferentes dos
isolados do grupo A, por serem fortemente aminoliticos e pectoliticos e, também,
por diferencas na utilizacdo do carbono. Por isso, propuseram a reclassificagcao
dos grupos A e C para Xanthomonas euvesicatoria e Xanthomonas perforans,
respectivamente (Jones et al., 2004; Cuppels et al., 2006; Robbins et al., 2009).

Trés genes dominantes de resisténcia a mancha-bacteriana (Bs1, Bs2 e
Bs3) foram identificados nos acessos Pl 163192 (C. annuum), Pl 260435 (C.
chacoense) e Pl 271322 (C. annuum), respectivamente (Jones et al., 1998; Sahin
e Miller, 1998). Esses genes foram introduzidos em trés linhas quase-isogénicas
de pimentao, derivadas da cultivar Early California Wonder, denominadas ECW-
10R, ECW-20R e ECW-30R, cada uma contendo um gene de resisténcia acima
citado (Jones et al., 1998).

Vérias pesquisas, objetivando a identificacdo de fontes de resisténcia a
mancha-bacteriana e obtengao de cultivares resistentes em Capsicum, ja foram
realizadas por diferentes autores. Sahin e Miller (1998) avaliaram 170 gendétipos
de Capsicum de oito espécies diferentes e identificaram somente um gendtipo de
C. pubescens resistente a Xcv raca 6. Noda et al. (2003), realizando sele¢cao em
pimentdo, sob condi¢cdes naturais de infeccdo, observaram que a selecédo de
gendtipos mais resistentes ao patdégeno conduzia a selecdo de gendtipos mais
produtivos.

2.4. Melhoramento de Capsicum annuum na UENF

A UENF, desde o ano 2000, vem mantendo um programa de
melhoramento, objetivando o desenvolvimento de cultivares de C. annuum
resistentes a mancha-bacteriana.

Entre os resultados obtidos, cita-se a identificacdo dos acessos UENF
1381, UENF 1496, UENF 1498, UENF 1558, UENF 1573, UENF 1578 e UENF
1585, como fontes de resisténcia a mancha-bacteriana (Sudré, 2003); a indicacéao

da combinacdo UENF 1421 x UENF 1381, como superior para obtencdo de
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cultivares resistentes a mancha-bacteriana com caracteristicas agronémicas
desejaveis (Costa et al., 2002). Posteriormente, foram identificados pelo menos
de trés genes recessivos, controlando a resisténcia no cruzamento UENF 1421 x
UENF 1381 (Riva et al., 2004). E ainda, observou-se que, utilizando-se o0 método
genealdgico, a selecdo combinada foi 6,5 % mais eficiente do que a selecao entre
e dentro de familias oriundas do cruzamento UENF 1421 x UENF 1381 (Riva-
Souza et al., 2007).

O avanco de geragdes do cruzamento UENF 1421 x UENF 1381 foi
realizado pelo método SSD (Single Seed Descent), e foram identificadas 18 linhas
endogamicas recombinadas promissoras para resisténcia a mancha-bacteriana
(Riva, 2006; Riva-Souza et al., 2009). Moreira (2008) e Moreira et al. (2009;
2010a) estudaram a interacdo dessas linhas com o ambiente e identificaram as
melhores para o plantio convencional e para o cultivo em ambiente protegido com
manejo organico, no estado do Rio de Janeiro. Apds esse estudo, foi possivel
identificar um menor namero de linhas, com resisténcia a mancha-bacteriana e
caracteristicas agrondmicas desejaveis. Tais linhas estdo sendo utilizadas na
continuagdo do programa de melhoramento, que visam a execugéo de ensaios de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) para requerer o pedido de
protecdo de cultivar junto ao Ministério de Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA).

2.5. Protecao de cultivares

A obtencado de cultivares que atendam aos agricultores e consumidores
envolve muita dedicacdo dos melhoristas nos trabalhos de pesquisa na area de
genética e melhoramento de plantas (Moreira et al., 2010b). Além disso, 0
desenvolvimento de novas cultivares de plantas é demorado e caro e, no caso de
plantas autbgamas, como a pimenta, estas podem ser facilmente reproduzidas
sem controle. Por essa razdo, para que haja estimulo na continuidade das
pesquisas, foi desenvolvido um mecanismo legal de protecdo para essas
inovagodes (Carraro, 2005).

A protecao de cultivares garante os direitos intelectuais aos obtentores,
possibilitando que empresas publicas e privadas possam ser beneficiadas com o

ingresso de recursos decorrente dos direitos sobre as cultivares que
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desenvolvem, dando sustentabilidade a continuidade de programas de
melhoramento e o subsequente langcamento de cultivares de interesse para o
agronegécio (Kumar et al., 2001; Carvalho et al., 2009).

Com o objetivo de fornecer e promover um sistema efetivo de protecao de
variedade vegetais, encorajando o desenvolvimento de novas cultivares para o
beneficio da sociedade, foi criada, em 1961, a Unido Internacional para a
Protecao de Cultivares (UPOV). Trata-se de um acordo multilateral que determina
as normas comuns para o reconhecimento e a protecédo da propriedade intelectual
dos obtentores de novas variedades vegetais. Esse marco regulatério deve ser
seguido pelos paises signatarios ao estabelecerem os certificados de Protecéo de
Variedade de Plantas (PVP) nas legislacbes locais (Kumar et al., 2001; Aviani et
al., 2008; UPQV, 2009; Brasil, 2011).

O acordo inicial de 1961 foi revisado pela UPOV em 1972, em 1978 e em
1991. Atualmente todos os 66 estados membros sao signatarios das Atas de 1978
e 1991. A Ata de 1978 previa, dentre outros aspectos, que as variedades
protegidas deveriam ser distintas, homogéneas e estaveis e proibia a dupla
protecdo (simultaneamente por direito de melhorista e patente). A Ata de 1991
agregou a exigéncia de a variedade ser nova (nao ter sido colocada a venda por
um periodo determinado de tempo), ampliou o prazo de protecdo e introduziu a
nocao de variedade essencialmente derivada (Carraro, 2005; Carvalho et al.,
2007; Aviane et al., 2008). Qualquer nova adesdo a UPOV deve subscrever os
termos da Ata de 1991 (Aviani et al., 2008).

O Brasil aderiu oficialmente a UPOV em 23 de maio de 1999, ainda
optando pela convencao de 1978, a qual serviu de base para a elaboracéo da Lei
de Protecdo de Cultivares. No entanto, existem diversas caracteristicas na
legislacdo brasileira que sao plenamente compativeis com a convengao de 1991,
das quais as mais marcantes sao o conceito de cultivar essencialmente derivada,
o prazo do certificado de protecdo e a manutencdo dos direitos dos pequenos
produtores (Carraro, 2005; Carvalho et al., 2007).

A Lei de Protecao de Cultivares (LPC), ou Lei 9.456, foi regulamentada no
dia de 7 de novembro de 1997, através do Decreto n.° 2.366 do Presidente da
Republica (Brasil, 1997). Na denominacgao da lei, cultivar é “(...) a variedade de
qualquer género ou espécie vegetal superior que seja claramente distinguivel das

outras cultivares conhecidas por margem minima de descritores, por sua
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denominagcao propria, que seja homogénea e estavel quanto aos descritores
através de geragdes sucessivas e seja de espécie passivel de uso pelo complexo
agroflorestal, descrita em publicacdo especializada disponivel e acessivel ao
publico, bem como a linhagem componente de hibridos (...)” (Brasil, 1997).

A LPC tem como objetivos a protegdo de novas cultivares, ou cultivares
essencialmente derivadas, produzidas nos programas de melhoramento genético
conduzidos por instituicbes de pesquisa publicas e privadas, como também a
garantia dos direitos do criador (Casali, 1997; Vieira, 2004). A cultivar é
considerada essencialmente derivada de outra (cultivar inicial) quando: é
predominantemente derivada de uma inicial e retém a expressédo do gendtipo ou
combinacdo de gendtipos da cultivar inicial; € claramente distinguivel da cultivar
inicial; e, exceto pelas diferencas que resultam do processo de derivacao, é
analoga a cultivar inicial na expressao de caracteristicas essenciais que resultam
do gendtipo inicial (UPOV, 1991).

A protecao recai sobre o material de reproducdo das plantas (semente,
tubérculos, estacas, etc.) e seu periodo de protecdo € de 15 anos, exceto para
videiras e arvores frutiferas, florestais e ornamentais, para as quais a duracao é
de 18 anos. Findo o periodo de protecdo, a cultivar entra em dominio publico e
nenhum direito podera impedir sua livre utilizagdo (Castro, 2006). Também ha
possibilidades de cancelamento da protecdao quando ocorrer, dentre outras
situacdes, a perda de homogeneidade ou estabilidade, quando for comprovado
que a cultivar tenha causado impacto desfavoravel ao ambiente e a saude
humana (Casali, 1997; Aviani et al., 2008).

Os requisitos necessarios para a protecao de cultivares séo: ser produto de
melhoramento genético; ser uma espécie passivel de protecdo; nao ter sido
comercializada no exterior ha mais de quatro anos (ou ha mais de seis anos, nos
casos de videira ou arvores); nao ter sido comercializada no Brasil ha mais de um
ano; e ser distinta, homogénea e estavel (Aviani et al., 2008; Carvalho et al.,
2009).

Outro ponto que merece destaque sao as restricoes impostas pelo Artigo 9°
da LPC. Nesse artigo, fica assegurado o direito do obtentor de explorar
comercialmente sua criacdo, ficando vedado a terceiros sem expressa
autorizacdo. A lei ndo fala em valores de royalties, deixando livre a negociagéao

entre obtentor e licenciado (pessoa fisica ou juridica responsavel pela
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multiplicagdo e comercializagdo das sementes), devendo o préprio mercado
regular esse valor (Carraro, 2005). A obtencao do certificado de protecao, todavia,
nao habilita o titular a produzir e comercializar a cultivar. Para isso, € necessario
efetuar inscricbes no Registro Nacional de Cultivares (RNC) e no Registro
Nacional de Sementes e Mudas (RENASEM) (Brasil, 2011).

Segundo Casali (1997), a proibicdo da comercializagdo por terceiros pode
influenciar diretamente a olericultura, uma vez que as cultivares protegidas
poderdo ser monopolizadas a medida que as pequenas empresas — principais
produtoras de sementes de olericolas - forem desaparecendo. Marinho et al.
(2011) relatam que empresas multinacionais tém capacidade de desenvolver
rapidamente suas pesquisas e criar novas tecnologias e, assim, tais empresas
vao ter propor¢des maiores do mercado brasileiro, reduzindo o espag¢o ocupado
por empresas locais. Sobre este aspecto, porém, Carvalho et al. (2007) relatam
que o quadro é favoravel a producao de sementes por empresas nacionais de
porte regional e que € possivel organizar parcerias voltadas para o
desenvolvimento e comercializagdo de novas cultivares, estabelecendo
complementaridade entre todos os agentes que participam do processo de
inovacgao.

Cabe ressaltar que o Artigo 10 da LPC determina que n&o fere o direito de
propriedade sobre a cultivar protegida aquele que: reserva e planta sementes
para uso préprio; usa ou vende como alimento ou matéria-prima o produto obtido
do seu plantio, exceto para fins reprodutivos; utiliza a cultivar como fonte de
variacdo no melhoramento genético ou na pesquisa cientifica; ou que, sendo
pequeno produtor rural, multiplica sementes, para doagcdo ou troca,
exclusivamente para outros pequenos produtores rurais, no ambito de programas
de financiamento ou de apoio a pequenos produtores rurais, conduzidos por
6rgaos publicos ou organizacdes nao-governamentais, autorizados pelo Poder
Publico (Brasil, 1997). Com isso, ficou preservado o direito do pequeno produtor,
permitindo a ele reservar para uso proprio, trocar ou doar material de plantio sem
que tenha que pagar royalties ao titular da protecdo. Preserva, também, os
direitos do melhorista, ja que qualquer empresa ou individuos podem fazer uso de
material protegido para desenvolver pesquisas cientificas ou como fonte de
variagcdo no melhoramento genético, sem que, com isso, tenham necessidade de

pedir autorizacao (Aviani et al., 2008; Brasil, 2011).



16

A LPC também tem a intencdo de facilitar o intercambio de material
genético e, assim, promover o enriquecimento genético da agricultura brasileira,
bem como permitir a importacdo de sementes comerciais € assegurar, em
contrapartida, que o Brasil também possa exportar esse tipo de material.
Entretanto, Marinho et al. (2011) enfatizam que tem havido restricdes (veladas ou
ostensivas) no intercambio de germoplasma entre instituicées locais, 0 que nao é
uma situacdo positiva para o progresso dos programas de melhoramento de
plantas no Brasil. Pelo contrario, os programas devem ter facilidades para a
obtencao de acesso ao material em bancos de germoplasma nacionais, a fim de

favorecer o continuo avango do agronegdcio brasileiro.

2.5.1. Protecao de cultivares em plantas autégamas

Existem duas formas de se estabelecer o controle sobre sementes: a
bioldgica, em que € possivel controlar a polinizacao das culturas; e a legal, feita
pela protecao da propriedade intelectual de plantas (Carraro, 2005).

O controle da polinizagao feito pelo melhorista, no sentido de manter a
homogeneidade da cultivar, somente é efetivo para cultivares hibridas. Para os
hibridos, o controle de sua obtengdo € mantido quando se tem a posse das
linhagens que os originaram, permitindo um "patenteamento natural" de sementes
(Marinho et al., 2011). Aliado a isso, a constituicdo genética de um hibrido n&o
permite a sua multiplicacdo sem que haja perda de homogeneirdade e
produtividade, causada pela segregacao genética ocorrida em geracao F» (Allard,
1971). Assim, as empresas produtoras de sementes de hibridos se utilizavam de
mecanismos nao-juridicos para a apropriacdo dos direitos e retorno dos
investimentos em tecnologia, que é o chamado “segredo de linhagem” (Carraro,
2005).

Para plantas autbgamas, a constituicdo do material genético permanecera
inalterada com as sucessivas geracdes, podendo os agricultores produzir as
sementes da sua propria lavoura (Allard, 1971; Moreira et al., 2010b). Assim, a
protecao de cultivares pode influenciar mais diretamente para as cultivares que se
constituem linhas puras (Carvalho et al., 2009)

A producdo de sementes de plantas autégamas, no aspecto da origem de

cultivares, pode ser classificada, no Brasil, em dois periodos distintos: antes e
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depois da aprovagéo da LPC. O primeiro caracterizou-se pelo dominio publico das
cultivares, ou seja, os produtores de sementes tinham livre acesso as mesmas
para a alimentacao de seus programas de multiplicacdo e comércio de sementes.
No segundo periodo, ap6s a aprovacdo da lei, as novas cultivares que foram
sendo liberadas passaram a ter a possibilidade de receber o Certificado de
Protecdo, aumentando gradativamente o numero de variedades e o volume de
sementes com protecdo. Essas cultivares, a partir de entdo, necessitam de
autorizacdo dos respectivos obtentores para uso comercial. Essa alteragao
mudou o comportamento das empresas € do mercado de sementes de plantas
autdogamas no pais (Carraro, 2005; Brasil, 2011).

Diante das diferencas nas estruturas genéticas das cultivares, Villas Bbas
(2008) relata que o fato de a hibridagao assegurar os direitos do obtentor sobre
novas variedades de espécies cultivadas em larga escala, estimulou a
consolidacdo de empresas especializadas na producdo de sementes,
principalmente de milho, na Europa, nos Estados Unidos e no Brasil. Em outras
espécies, nas quais a hibridacdo nao tinha aplicagdo, o setor publico atuou mais
intensamente, e desenvolveram-se grandes programas internacionais de

melhoramento (Wilkinson e Castelli, 2000).

2.5.2. Participacao publica e privada na protecao de cultivares

Como consequéncia da LPC, houve um aumento nos investimentos em
programas de melhoramento genético, resultando no desenvolvimento de novas
cultivares, mais produtivas e adaptadas as exigéncias dos agricultores (Vieira,
2004; Castro, 2006). Villas Bbas (2008) relata que, apds dez anos da implantagéo
da Lei de Protecao de Cultivares, foi constado que esta proporcionou estimulo a
pesquisa agropecuaria brasileira no campo da genética e do melhoramento e
resultou em beneficios aos agricultores e consumidores brasileiros que adotaram
as novas cultivares. Esse estimulo pode ser percebido pelo nimero crescente de
cultivares protegidas. Em 2008, havia 1.047 certificados de protecdo concedidos
(Aviani et al., 2008). Marinho et al. (2011) relatam a existéncia de 1.405
certificados de protecdo emitidos até o ano de 2010. No inicio de 2012, esse
numero ja havia subido para 1.568 certificados emitidos (Brasil, 2012). Sdo 163
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certificados emitidos em pouco mais de um ano, representando um incremento de
10,39 %. Entre 2008 e 2012, o incremento foi de quase 50 %.

A participacdo publica na obtencdo de cultivares protegidas vem caindo
nos ultimos anos. Em pesquisa feita por Carvalho et al., (2007), com dados
levantados até 2003, as instituicOes publicas de pesquisa nacionais detinham, a
época, praticamente 40 % do total de cultivares protegidas no Brasil. Juntamente
com cultivares protegidas de cooperativas e associagcdes nacionais, chegava-se a
60 % do total. As empresas privadas representavam quase 40 %. Em 2008,
Aviani et al. (2008) relataram que empresas publicas continuavam com cerca de
40 % do total de cultivares protegidas, porém o numero de cultivares protegidas
por empresas estrangeiras ja era maior que 35 %, tendo empresas nacionais
perdido espaco. Em 2010, os numeros ja indicavam que as empresas privadas
dominavam o mercado de cultivares protegidas, com participacdo de 53,56 %.
Entre as prote¢des solicitadas pelo setor privado, 61,35 % foram feitas por
empresas estrangeiras. As instituicdes publicas detinham 42,83 %. Outras
cultivares foram obtidas por parceria publico/privada (3,61 %) (Marinho et al.,
2011).

Marinho et al. (2011) observaram ainda que 26 instituicbes publicas
possuiam certificados de protegdes emitidos, dos quais somente oito sdo de
universidades. Institutos de pesquisa foram responsaveis por 78,7 % das
protec¢des, enquanto as universidades representaram 11,1 %, e a restante (10,2
%), foi desenvolvido por meio de parcerias entre as instituicbes. A Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) tinha 289 protecdes exclusivas e
34 em parceria, totalizando 323, o que correspondia a 71,6 % das protecdes
mantidas por instituicdes publicas.

A pequena participacéo de universidade deve-se ao fato de que, em geral,
as universidades tém como principal objetivo a formacao de pesquisadores, além
de terem dificuldades operacionais e financeiras, de manter experimentos
relativamente grandes por muitos anos, fator essencial para o desenvolvimento de
uma cultivar (Moreira et al., 2010b). Segundo Carraro (2005), no Brasil, as
universidades dao énfase a pesquisa basica, enquanto a pesquisa aplicada era
mais presente nos centros regionais de pesquisa € nos institutos estaduais.
Especificamente para o feijoeiro, Matos et al. (2007) citaram que, entre o0s

programas do setor publico, a Embrapa e outras empresas estaduais continuarao
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a ter a responsabilidade de obter novas linhagens que substituam, com
vantagens, as pré-existentes.

A legislacdo de protecédo de cultivares, nos Estados Unidos, provocou o
deslocamento da pesquisa publica para atividades mais basicas, passando a
executar o melhoramento genético de populagdes, enquanto a liberagdo de
cultivares tornou-se atividade quase exclusiva do setor privado. Na Inglaterra, a
instituicdo publica, que tinha uma histéria de sucesso no melhoramento genético
vegetal foi desmembrada, separando-se a pesquisa basica do langamento de
cultivares, para, posteriormente, ser privatizada. No Brasil, a legislacdo de
protecdo de cultivares, ao assegurar os direitos de propriedade intelectual sobre
cultivares de espécies autégamas, estimulou a iniciativa privada a atuar mais
intensamente no melhoramento genético (Villas Bbas, 2008).

Parcerias entre instituicbes publicas de pesquisa com industrias de
sementes de determinados géneros e espécies vegetais - como soja, trigo,
algoddo e forrageiras - foram articuladas com a vigéncia da LPC. Nessas
parcerias, o setor privado apdia determinado programa de melhoramento, cujas
cultivares sédo protegidas em nome da entidade obtentora. E a producdo de
sementes dessas cultivares é licenciada com exclusividade, mediante pagamento
de royalties, por determinado periodo, as empresas de sementes que financiaram
o programa de melhoramento. Em 2008, a Embrapa arrecadou cerca de 15
milhdes de reais com os royalties provenientes das parcerias publico/privadas (1,2
% do or¢gamento total da institui¢cdo) (Brasil, 2011).

Especificamente para hortalicas, Marinho et al. (2011) perceberam que,
mesmo com a possibilidade de retorno financeiro, dada pela LPC, as instituicdes
publicas ndo estdo contrabalangcando o mercado nesse segmento, deixando
essas culturas para o controle de empresas privadas. Portanto, é necessario
estabelecer politicas que impulsionem o setor publico para se tornar mais
competitivo na protecdo destas espécies, que tém um papel importante na
segurancga alimentar da nacao. Isso também ajudaria a agricultura familiar, que
tem um forte impacto social sobre o emprego de mao-de-obra ociosa. Esses
autores observaram que a batata tem 67 certificados de protecdo (95,52 % do
setor privado); a alface, 31 certificados (96,8 % pelo setor privado); e a cenoura,
trés protecdes (100 % pelo setor privado). Para o tomate e para a beterraba, nao

ha nenhuma cultivar protegida (Marinho et al., 2011). Para Capsicum spp,
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atualmente, ha duas cultivares protegidas ‘BRS Sarakura’ e ‘BRS Garga’, ambas
desenvolvidas pela Embrapa (Carvalho et al., 2009; Brasil, 2012).

2.5.3. Teste de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade

O teste de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) € uma
das exigéncias legais para concessao do titulo de propriedade intelectual as
novas cultivares candidatas a prote¢do. Para tanto, devem ser conduzidos a partir
de metodologias que assegurem a harmonizacdo das avaliagcbes, e, por
conseguinte, a confiabilidade dos dados coletados, garantindo a eficacia da
protecao concedida (Brasil, 2011).

Em alguns paises, os testes DHE sao realizados de forma centralizada, por
uma instituicdo oficial, proporcionando um maior controle sobre as varidveis
envolvidas nos exames. No Brasil, o sistema de protecdo de cultivares permite
que os melhoristas conduzam os testes DHE e produzam um relatério final com
os resultados, de acordo com os principios contidos nas diretrizes de DHE
publicadas para cada espécie, sendo a decisdo sobre a protecdo da cultivar
baseada nesse relatério (Brasil, 2011). Os testes de DHE s6 podem ser
realizados para as espécies que possuem descritores morfologicos publicados no
Diario Oficial (Aviani et al., 2008; Carvalho et al., 2009). Quando a espécie (ou
género) nao possuir os descritores publicados, 0s responsaveis pela execugao
dos testes de DHE devem entrar em contato com o MAPA/SNPC para que as
diretrizes possam ser elaboradas e publicadas (Brasil, 2011).

Para a organizacdo de testes de DHE, é necessario estudar
criteriosamente as diretrizes oficiais para a cultivar candidata e observar fatores
como: numero de ciclos de crescimento; delineamento experimental do ensaio;
numero total de plantas e numero de plantas a serem avaliadas; numero de
repeticbes e parcelas; métodos e épocas adequadas para observacdo das
caracteristicas (Brasil, 2011).

O Ato n.%2, de 22 de marc¢o de 2006, define as instrugbes para a execugao
dos ensaios de DHE de cultivares de pimenta e pimentao (Capsicum spp.). Essas
instrucdes visam a estabelecer diretrizes para a avaliacdo dos testes de DHE,
uniformizando o procedimento técnico de comprovacdo de que a cultivar

apresentada é distinta de outra(s), cujos descritores sejam conhecidos, e que seja
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homogénea quanto as suas caracteristicas ao longo dos ciclos reprodutivos e
estavel quanto a repeticdo das mesmas caracteristicas ao longo das geracdes
(Brasil, 2006).

Esses testes baseiam-se, principalmente, em caracteristicas morfoldgicas
de sementes, plantulas e plantas adultas e, em alguns casos, na resisténcia a
determinadas doencgas (Schuster et al., 2006). Para Capsicum ssp., o teste de
DHE é baseado em 48 descritores binarios ou multicategéricos, avaliados desde a
formacao das mudas, passando pela arquitetura das plantas e formato de folha e
frutos (Brasil, 2006). Para o certificado de protecédo, ndo importa se a cultivar a ser
protegida é mais produtiva ou tem melhor arquitetura do que outras. Assim, os
testes de DHE nao englobam caracteristicas agrondmicas (quantitativas), sendo
essas variaveis importantes nos ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU)
requerido no pedido de registro da cultivar.

A caracterizagdo morfoagronémica dos testes de DHE baseia-se na
tomada de dados botanicos de alta herdabilidade, facilmente detectaveis ou
mensuraveis. Esses aspectos morfolégicos e fenol6gicos devem ser observados
de forma sistemdtica nas cultivares a serem testadas, utilizando-se lista de
descritores. Entretanto, a identificacdo de um acesso, com base, apenas, em
caracteristicas fenotipicas, nao oferece total seguranca devido a insuficiéncia ou
escassez de polimorfismo, plasticidade ambiental, dependéncia do estadio de
desenvolvimento da planta e do tipo de heranca dos caracteres (Costa et al.,
2009).

Deve-se considerar, também, que os programas de melhoramento tém
objetivos semelhantes. Para as cultivares de pimenta e pimentdo, o foco desses
programas sao a produtividade, resisténcia a doencas e teor de capsaicina nos
frutos. Entretanto, algumas destas caracteristicas sdo quantitativas, e a
caracterizacao baseada somente no fenétipo pode nao ser efetiva (Minamiyama
et al., 2006).

Assim, apesar da grande importancia das caracteristicas morfoloégicas para
observacdo da diversidade entre os genoétipos, esses descritores possuem
limitagbes, podendo n&o ser suficientes para diferenciar cultivares relacionadas ou
que possuem a mesma genealogia, como no caso de linhas recombinadas

(Becher et al., 2000; Priolli et al., 2002). Uma maneira alternativa de avaliar a
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diversidade genética entre linhagens € por meio das informagbes obtidas em

estudos moleculares.

2.5.4. Uso de marcadores moleculares nos testes de DHE

Os marcadores moleculares podem auxiliar na protecao de cultivares, pois
podem acelerar os testes de DHE, diminuindo o tempo entre a obtencédo e a
comercializagcdo das cultivares e facilitam a identificacdo de propagacao
fraudulenta de sementes e plantulas. Os marcadores moleculares tém, ainda,
potencial para diferenciar duas cultivares que possuem a mesma genealogia, mas
sdo adaptados a regides de cultivo diferentes (Becher et al., 2000). Portanto, a
identificagdo e a diferenciacdo das cultivares devem, também, serem realizadas
por meio dos marcadores moleculares (Kwon et al., 2005).

O comité de variedades da Associacdo Internacional para Testes em
Sementes (ISTA), responsavel pela padronizacao dos testes e técnicas para a
caracterizacao de cultivares, e cujas normas sdo adotadas pela UPOQV, ja
considera os uso dos marcadores SSR (Single Sequece Repeat), SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
para a caracterizagdo de cultivares (ISTA, 2009).

No Brasil, as técnicas moleculares vém sendo utilizadas no ambito da
protecdo de cultivares somente como ferramenta auxiliar na analise de processos,
como, por exemplo, na comprovacdo da origem genética da cultivar, na
identificagdo de cultivares em caso de uso indevido e em atividades de
fiscalizagdo. Caso as diferencas em nivel de DNA n&o sejam relacionadas a uma
expressao fenotipica, a técnica molecular é empregada, complementarmente, as
analises convencionais, como perfis genéticos da cultivar (fingerprinting). Assim, a
candidata a protecdo sera considerada distinta quando os descritores
morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos, usualmente empregados, forem
suficientes para diferencia-las das demais cultivares conhecidas (Brasil, 2011).

Alguns trabalhos, nos quais os marcadores moleculares foram utilizados
para complementarem os testes de DHE, ja foram publicados. Entre eles, Bernet
et al. (2003) utilizaram os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) em novas cultivares de abdboras, para fins de protecdo. Ja Riek et al.

(2001) estudaram o uso de AFLP como método alternativo para o teste de DHE
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em beterraba agucareira. No caso do eucalipto, devido a clonagem para
propagacao comercial, ha a indicacdo de 25 microssatélites internacionalmente
referendados para informar o perfil genético das cultivares (Brasil, 2011).

Dentro dos diferentes tipos de marcadores, os microssatélites possuem
propriedades que os tornam extremamente Uteis na caracterizacdo de cultivares.
Variagbes nas regides dos microssatélites resultam em grande numero de alelos
detectados por loco, garantindo a completa diferenciacdo dos genoétipos de
interesse (Schuster et al., 2006). Um estudo realizado por Gouldo e Oliveira
(2001) em cultivares de macd mostrou que esses marcadores foram mais
eficientes na diferenciagdo de cultivares do que os marcadores RAPD e AFLP.
Microssatélites sdo pequenas regides de DNA, contendo de um a seis
nucleotideos repetidos em tandem em todo o genoma eucariético. Duas
diferentes estratégias podem ser usadas com os microssatélites: SSR (Simple
Sequence Repeats) e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) (Gouldo e Oliveira,
2001).

A vantagem do ISSR, frente ao SSR, é que ele ndo necessita de
conhecimentos prévios do genoma a ser estudado para o desenho de seus
iniciadores. No ISSR, as sequéncias de DNA sao amplificadas entre dois
microssatélites idénticos, porém orientados em direcbes opostas. Os iniciadores
podem ser ancorados nas extremidades 5 ou 3’, com um a quatro nucleotideos
degenerados, ou, ainda, n&o ser ancorados (Bornet e Branchard, 2001). Quando
comparado a outros marcadores com base em PCR n&o-especifico, como RAPD,
o ISSR produz fragmentos com grande reprodutibilidade e requer pouca infra-
estrutura em termos de equipamentos de laboratério para execucdo dos
experimentos A desvantagem desse método é o fato dele ser dominante, nao
sendo tdo informativo quanto o SSR (Bornet e Branchard, 2001; Gouléo e
Oliveira, 2001; Reddy et al., 2002; Ruanet et al., 2005; Caixeta et al., 2006).

Com intuito de diferenciar cultivares de Dendrobium officinale, Shen et al.
(2006) citam que 10 iniciadores ISSR produziram 115 bandas polimorficas,
diferenciando oito populagcdes dessa espécie. Kumar et al. (2001) distinguiram,
com quatro iniciadores ISSR, quatro cultivares de pimenta, sobre as quais havia
suspeita de producao e propagacao fraudulenta. Segundo Reddy et al. (2002),
com o aumento da necessidade de protecdo de cultivares, os marcadores ISSR
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terdo um papel importante, por sua eficiéncia na distincdo de genétipos, mesmo

sendo estes estreitamente relacionados.
2.6. Divergéncia genética

A divergéncia genética, simplificadamente, pode ser definida como a
distancia genética entre as populacdes, individuos ou organismos, avaliada por
meio de caracteres morfoagronémicos, fisioldgicos, polimorfismos de DNA, dentre
outros, conforme o interesse do pesquisador (Amaral Junior e Thiébaut, 1999).

Ao longo dos anos, houve um aprimoramento das técnicas multivariadas
para quantificacdo da divergéncia genética, permitindo considerar,
simultaneamente, inUmeras caracteristicas (Sudré et al., 2007; 2010). A
divergéncia genética tem sido determinada a partir das informag¢des multiplas de
cada gendétipo, que sdo expressas em medidas de dissimilaridade, obtidas por
meio das variaveis quantitativas, multicategéricas e binarias (Cruz e Carneiro,
2003). No Brasil, dentre os diferentes descritores, os quantitativos estdo entre os
mais estudados em hortalicas (Rocha et al., 2009).

Quando sao utilizados descritores quantitativos, o célculo das medidas de
dissimilaridade pode ser obtido pelo método da Distancia Euclidiana, Distancia
Euclidiana Média, Distancia de Mahalanobis ou Distancia de Manhattan. A
distancia generalizada de Mahalanobis (D?) é a medida de dissimilaridade
preferida pelos pesquisadores, por serem estimados a partir de ensaios
experimentais com repeticdes, permitindo a obten¢cdo da matriz de variancias e
covariancias residuais (Sudré et al., 2005; Rocha et al., 2009; Goncalves et al.,
2009; Neitzke et al., 2010). A Distancia de Manhattan, também denominada por
quarteirdo ou city block, ainda é pouco utilizada para o célculo da distancia
genética. Considerando esse aspecto, Cargnelutti Filho e Guadagnin (2011),
realizaram um estudo comparado a Distancia de Manhattan com a Distancia
Euclidiana e concluiram que, independentemente das medidas de dissimilaridade
(euclidiana e Manhattan), o decréscimo da consisténcia do agrupamento foi mais
afetado pelo acréscimo do numero de gendétipos e de variaveis.

Quando os descritores sao qualitativos, a analise da divergéncia é feita por
meio da moda de cada gendtipo para cada descritor, sendo calculado um indice
de dissimilaridade (Cruz e Carneiro, 2003). Ja para dados binérios, obtidos via
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marcadores moleculares, as medidas de similaridade podem ser obtidas por meio
de diferentes indices. Na pratica, os indices de uso mais rotineiro sdo o
coeficiente de coincidéncia simples, o de Jaccard e o de Nei e Li. O coeficiente de
coincidéncia simples é muito utilizado por ser idéntico ao quadrado da Distancia
Euclidiana Média (muito utilizados para descritores quantitativos), e os indices de
Jaccard e de Nei e Li sdo interessantes por excluirem a coincidéncia de auséncia
de bandas para um par de gendtipos (tipo 0 — 0) (Cruz e Carneiro, 2003).

A geracdo de um grande numero de dados de diferentes categorias
(qualitativos e quantitativos) pode ser um fato que dificulta a andlise e a
interpretagédo dos resultados de caracterizacdo e avaliagdo de germoplasma,
muitas vezes resultando na incompleta distingdo entre os acessos (Rocha et al.,
2010). A andlise conjunta dessas variaveis, no entanto, torna-se uma alternativa
interessante, para uma melhor quantificacdo da variabilidade genética dos
gendtipos (Goncalves et al., 2009).

2.6.1. Algoritmo de Gower

Uma técnica que permite a analise simultdnea de variaveis continuas e
categoéricas foi proposta por Gower (1971). Apesar dessa andlise simulténea ter
sido proposta ha mais de 40 anos, somente nos ultimos anos essa analise tem
sido utilizada com maior frequéncia para quantificar a dissimilaridade genética
(Vieira et al., 2007; Gongalves et al., 2008; 2009; Cabral et al., 2010; Moura et al.,
2010; Rocha et al., 2010; Sudré et al., 2010). Isso pode ter ocorrido pela falta de
conhecimento das técnicas estatisticas que permitem essa abordagem e pela
falta de programas computacionais livres que possam analisar tal procedimento
(Rocha et al., 2010).

O Algoritmo de Gower foi utilizado para andlise conjunta de dados
qualitativos e moleculares em tomateiro (Gongalves et al., 2008; 2009);
quantitativos e moleculares em trigo (Vieira et al., 2007); quantitativos e
qualitativos, também em tomateiro (Rocha et al., 2010) e em pimenteiras (Moura
et al., 2010; Sudré et al., 2010); e quantitativos, qualitativos e moleculares em
feijoeiro (Cabral et al., 2010).

A técnica proposta por Gower (1971) permite que valores da matriz de

distancia figuem compreendidos entre 0 e 1, sendo necessaria a padronizagao
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das variaveis (Rocha et al., 2010). De posse da matriz de distancia, realiza-se
uma andlise de agrupamento Unica para as diferentes variaveis. Este
agrupamento tem por principio juntar os acessos em grupos, de forma que haja
uniformidade dentro e heterogeneidade entre grupos (Gongalves et al., 2009).

2.6.2. Métodos de agrupamento

As estimativas de dissimilaridade atendem aos objetivos do melhorista por
quantificarem e informarem o grau de semelhanca ou de diferenca apresentado
entre dois quaisquer gendtipos. Entretanto, quando o numero de gendtipos é
relativamente alto, torna-se praticamente invidvel o reconhecimento dos grupos
que apresentam semelhancas a partir da matriz de dissimilaridade. Contudo, com
0 uso de técnicas de agrupamento, pode-se classificar os genétipos em varios
grupos de forma que exista homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade
entre os grupos, seguindo o critério de similaridade ou de dissimilaridade (Cruz e
Carneiro, 2003; Cargnelutti Filho e Guadagnin, 2011).

O processo de agrupamento é baseado em medidas de dissimilaridade
(Distancias Euclidianas, Mahalanobis, Manhanttan, Coincidéncia Simples,
Complemento do Coeficiente de Jaccard, dentre outras). Entre os varios métodos
de agrupamento, os mais usuais no melhoramento de plantas, sdo os
hierarquicos e os de otimizagéo (Cruz et al., 2004).

Os métodos de agrupamento hierarquicos e de otimizagdo se distinguem
pelo tipo de resultado a ser fornecido e pelas formas de se definir a proximidade
entre um individuo e um grupo ja formado, ou entre dois grupos quaisquer. O
método hierarquico tem como objetivo agrupar os genétipos por um processo que
se repete em varios niveis até que se estabeleca um dendrograma. Dentre os
métodos hierarquicos, o0 método da ligacdo média entre grupo (unweighted pair-
group average - UPGMA) é o mais utilizado em diversidade, tendo vantagem
sobre os demais métodos por considerar médias aritméticas das medidas de
dissimilaridade, o que evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos
entre os gendtipos (Cruz e Carneiro, 2003). Segundo Cargnelutti Filho e
Guadagnin (2011) e Cargnelutti Filho et al. (2010), que compararam diferentes
técnicas de agrupamento em trigo e em feijoeiro, respectivamente, os

agrupamentos mais consistentes, revelados por maior coeficiente de correlagdo
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cofenética, foram aqueles formados pelo método da ligagdo média entre grupo —
UPGMA.

Um importante fator a ser considerado na definicdo de qual método de
agrupamento hierarquico utilizar é sua consisténcia e adequagédo aos dados.
Alguns métodos estatisticos de analises, como, por exemplo, a andlise de
correlacao cofenética associada a andlise de agrupamento, podem ser
empregados para aumentar a confiabilidade das conclusdes frente a interpretacao
dos dendrogramas (Sokal e Rohlf, 1962). A correlagdo cofenética € uma analise
que estabelece uma correlacdo entre a matriz de similaridade, ou de
dissimilaridade, com o dendrograma gerado através desta, ou seja, compara as
reais distancias obtidas entre os acessos com as distancias representadas
graficamente, sujeitas ao acumulo de erro (Kopp et al., 2007; Cargnelutti Filho e
Guadagnin, 2011).

Nos métodos de agrupamento de otimizagcao, os gendétipos séo incluidos no
mesmo grupo com o objetivo de estabelecer maxima, ou minima, participacdo que
aperfeicoe alguma medida predefinida (Cruz et al., 2004). Entre os métodos de
agrupamento de otimizagdo, o mais utilizado no melhoramento genético é o
método de Tocher. Esse método consiste na identificagcdo do par dos individuos
mais similares, a partir da matriz de dissimilaridade, que formarao o grupo inicial.
Posteriormente, é avaliada a possibilidade de inclusdo de novos individuos,
adotando-se o critério de que a média das medidas de dissimilaridade dentro de
cada grupo deve ser menor que a distancia média entre quaisquer grupos (Cruz e
Carneiro, 2003). Esse método tem como vantagem principal a facil interpretacao
dos grupos formados. Sudré et al. (2007), ao revisar os trabalhos publicados
sobre a pesquisa com recursos genéticos de hortalicas, observaram que esse foi
o método mais utilizado.

Alguns trabalhos de divergéncia genética para Capsicum spp. estao
disponiveis na literatura, empregando diferentes tipos de descritores, bem como
associando-os. Utilizando descritores quantitativos, Sudré et al. (2005)
caracterizaram 56 acessos do Banco de Germoplasma de Capsicum da UENF e
observaram que houve concordancia entre as diferentes técnicas multivariadas de
andlises da divergéncia genética. Bento et al. (2007) quantificaram a divergéncia
fenotipica entre 29 acessos de Capsicum spp., com base em caracterizacédo
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morfolégica e agrondémica usando 37 descritores e a analise de variaveis
multicategoricas foi eficiente na quantificagdo da divergéncia fenotipica.

Neitzke et al. (2010) caracterizaram 17 acessos de Capsicum com
potencial ornamental por meio de oito descritores quantitativos e 22 qualitativos
multicategéricos e observaram que a analise qualitativa distinguiu melhor os
acessos. Estes autores concluiram, ainda, que a utilizacdo de ambos os
descritores, analisados separadamente, possibilita uma analise mais fidedigna da
dissimilaridade genética. Em contraponto, Costa et al. (2009) concluiram que a
caracterizacdo morfoagronbmica e 0s marcadores moleculares foram
complementares na avaliagdo da diversidade genética da colegdo de Capsicum
por eles estudada. Nesse estudo, a associacdo dos dados foi fundamental para
uma completa distincdo dos acessos e, também, demonstraram a importancia do
uso de diferentes técnicas de caracterizacdo para o conhecimento e uso dos
acessos.

Moura et al. (2010) observaram que, nos grupos de Capsicum spp.
formados pelo agrupamento UPGMA, houve uma maior eficiéncia na separagao
dos gendtipos quando foram utilizadas as varidaveis qualitativas em comparacao
com as quantitativas, indicando uma maior contribuicdo das variaveis qualitativas
na explicacdo dos agrupamentos formados com base nos caracteres estudados.
Entretanto, esses autores afirmam que o fato das variaveis qualitativas terem sido
mais discriminantes, n&o invalida a necessidade de utilizar descritores
quantitativos nos estudos de divergéncia genética, pois estes sdo caracteres de
grande relevancia para programas de melhoramento.

Métodos alternativos para o estudo da divergéncia genética sdo aqueles
baseados na dispersao grafica dos gendtipos, assim, a dispersao dos acessos em
sistemas de eixos cartesianos nos quais a variabilidade disponivel é aproveitada
(Cruz et al., 2004). A utilizacdo conjugada de métodos dispersao gréafica e de
agrupamentos tem sido a alternativa mais adequada em estudos de diversidade
genética (Cruz e Carnerio, 2003).

Existem varias técnicas que possibilitam a analise por meio de dispersao
grafica. As técnicas de componentes principais e variaveis canénicas sao
utilizadas quando se dispde de dados originais. Essas técnicas guardam
correspondéncia com o agrupamento baseado nas dissimilaridades expressas
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pela distancia euclidiana e de Mahalanobis, respectivamente (Cruz e Carneiro,
2003).

A técnica dos componentes principais tem sido de grande utilidade no
melhoramento genético, por permitir simplificar um conjunto de dados, resumindo
informacgdes, originalmente de varias variavies, em poucos componentes, que
apresentam as propriedades de reterem 0 maximo da variagdo originalmente
disponivel (Cruz e Carneiro, 2003).

J& a técnica das variaveis canénicas, apesar de similar a metodologia dos
componentes principais, esta se baseia nas informagbes entre e dentro dos
acessos (ou de individuos de cada acesso), havendo, portanto, necessidade de
dados com repeticdes. Assim, considera-se que a analise de variaveis canénicas
constitui-se um procedimento alternativo a andlise de componentes principais, nas
situacées em que se tém dados experimentais com repeticdo, de modo que seja
possivel obter médias e a matriz de dispersdo (matriz de variancias e
covariancias) residual entre os dados.

Segundo Cruz et al (2004), para um estudo da diversidade por meio dos
componentes principais e das variaveis canénicas ser satisfatorio, as primeiras
variaveis devem reter grande parte da variacao total, em geral, acima de 80 %.
Sudré et al (2005) estudaram a divergéncia genética de 56 acessos de Capsicum
por meio das varidveis candnicas, onde encontraram as estimativas dos
autovalores associados as variaveis candnicas de 11 variaveis, e as duas
primeiras caracteristicas avaliadas explicaram 83,72 % da variacdo total. Assim,
foi possivel analisar a dispersao grafica bidimensional dos dois primeiros escores.
Para Bento et al (2007), a analise dos trés primeiros componentes principais, em
29 acessos de Capsicum, explicaram cerca de 80% da variancia total,

adequando-se a uma representacao grafica tridimensional.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Genétipos

Foram avaliadas as linhas recombinadas (LR) 1, 2, 3, 5, 6, 8, 11 e 13.
Essas linhas foram selecionadas por serem resistentes a mancha-bacteriana ou
por terem melhores resultados em condicado de campo ou em cultivo protegido e
organico, em estudos preliminares realizados por Moreira (2008) e Moreira et al.
(2009, 2010a). As linhas recombinadas correspondem a geracao F; do
cruzamento entre os acessos UENF 1421 e UENF 1381. O acesso UENF 1421 é
suscetivel a mancha-bacteriana, apresentando caracteristicas de producéo e
qualidade do fruto que atendem ao mercado de pimentao. O acesso UENF 1381 é
uma pimenta que vem sendo utilizada como fonte de resisténcia a mancha-
bacteriana no programa de melhoramento desenvolvido pela UENF. As linhas
foram obtidas pelo método do SSD (Single Seed Descent) e selecionadas para a
resisténcia a mancha-bacteriana e outros atributos agronémicos por Riva-Souza
et al. (2009).

Segundo a LPC, para a cultivar ser protegida, esta deve se distinguir
claramente de qualquer outra cuja existéncia seja reconhecida na data do pedido
de protecéao (Brasil, 1997). No momento da instalagdo do experimento, ndao havia
cultivares de Capsicum annuum L. protegidas. As cultivares ‘BRS Garca’ e ‘BRS
Sarakura’ s6 obtiveram seus certificados de protecdao publicados apds a

instalagdo do experimento (Brasil, 2012). Dentre as cultivares registradas, as que



31

apresentavam caracteristicas proximas as das linhas recombinadas em teste,
principalmente ligadas aos frutos, nao eram da espécie C. annuum, o0 que impede
a analise comparativa. As cultivares de C.annuum registradas eram pimentodes,
com padrdes de frutos e arquitetura de planta também muito diferentes das linhas.
Nos testes de DHE das cultivares ‘BRS Garca’ e ‘BRS Sarakura’, estas foram
comparadas entre si, com uma mistura varietal de pimenta jalaperio (CNPH 1287-
S; material original das cultivares) e com cultivar comercial de Jalapefio (Brasil,
2012).

As linhas recombinadas foram comparadas com as cultivares protegidas
cultivares BRS Gargca e BRS Sarakura por meio das caracteristicas descritas no
certificado de protecdo. Além das linhas recombinadas, também foram avaliadas
o genitor UENF 1381 e uma cultivar comercial de pimentdo denominada Casca
Dura Ikeda, desenvolvida pela Isla Semente LTDA (Isla, 2012), respectivamente
padrao de resisténcia e suscetibilidade a mancha-bacteriana.

3.2. Condicoes experimentais

O experimento de campo foi conduzido na area de convénio da Estacao
Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro
(PESAGRO — RIO) com a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro - UENF, localizada em Campos dos Goytacazes, RJ, latitude 21219'23"S e
longitude de 41°19'40"W, a 13 m de altitude, no periodo de abril a dezembro de
2010.

As mudas foram produzidas em bandeja de isopor com 128 células em
substrato comercial e mantidas em casa de vegetacdo. Foram semeadas trés
sementes por célula e, apds a germinacgao, foi realizado o desbaste, deixando
apenas uma plantula por célula. Trinta dias apds a semeadura, quando as mudas
estavam com quatro a cinco folhas definitivas, foi feito o transplantio para a area
experimental, que foi previamente preparada e adubada. A adubacao quimica foi
realizada de acordo com a andlise de solo e com o Manual de Adubagéo para o
Estado do Rio de Janeiro (De Polli et al., 1988). Para a correcao de deficiéncias
nutricionais, foram realizadas duas aplicacées de cloreto de célcio (6 %) e uma
aplicacdo de sulfato de magnésio (20 %) via pulverizacao foliar (Pinto et al.,

2006). Os demais tratos culturais como capinas, tutoramento e controle de pragas
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foram realizados segundo a recomendagéo para a cultura (Filgueira, 2008; Pinto
et al., 2006). Para irrigacao, utilizou-se o sistema de asperséo.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com
trés repeticées, sendo cada parcela constituida por 18 plantas, totalizando 540
plantas. O espagamento foi de 1,0 x 0,5 m, sendo 1,0 m entre fileiras e 0,5 m
entre plantas, totalizando 9,0 m? por parcela. O Ato N° 2, de 2006, determina que,
em avaliacbes em campo, cada teste inclua um total minimo de 35 plantas,
divididas em duas ou mais repeticdes (Brasil, 2006). Assim, exceto para a reacao
a mancha-bacteriana, a observacao de cada variavel foi realizada em 12 plantas
de cada parcela por bloco, totalizando 36 plantas. Foram realizadas sete colheitas
entre agosto e dezembro de 2010.

3.3. Caracteristicas avaliadas
3.3.1. Descritores quantitativos

As seguintes caracteristicas foram avaliadas: numero total de frutos (NTF);
peso total de frutos (PTF), em gramas; peso médio dos frutos (PMF), em g/fruto,
obtido pela divisao do PTF pelo NTF; comprimento dos frutos (CF), em mm;
didametro dos frutos (DF), em mm, ambos medidos em uma amostra aleatéria de
cinco frutos de cada planta avaliada, totalizando 180 frutos por genétipo; e,
relagdo comprimento/diametro do fruto (CF/DF) obtido pela divisdo do CF pelo
DF. As analises foram feitas com base na média das parcelas.

Foi realizada uma analise de variancia individual, segundo a descricao feita
por Cruz et al. (2004), considerando um delineamento de blocos ao acaso
envolvendo g gendtipos e b blocos, em que as observacdes feitas nas parcelas
sdo dadas pelo modelo estatistico:

Y,=u+G +B,;+¢;

Onde:

Y, : observagao obtida na parcela com i-ésimo genétipo no j-ésimo bloco;

U : constante geral;

G, : efeito fixo do i-ésimo gendtipo (i =1, 2, ..., 9);

B;: efeito do j-ésimo bloco (j = 1, 2, ..., b), considerado aleatério com NID



33

g, : erro aleatério com NID (0, 6°).

As médias foram agrupadas pelo algoritmo proposto por Scott-Knott (1974).
3.3.2. Descritores multicategoéricos

Foram avaliados 46 descritores multicategéricos que estdo entre os
sugeridos pelo Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA, para
a execucao dos ensaios de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade de
cultivares de pimenta e piment&o, contidos no Ato n.? 2 de 22 de margo de 2006
(Brasil, 2006) (Quadro 1). Além desses descritores, foi incluida a resisténcia a
Mancha-Bacteriana, avaliada pela escala de nota (descritor 47).

Para avaliacdo desses descritores, foi utilizada a comparacéo lado a lado,
na qual a distinguibilidade é baseada na observacédo direta das cultivares nos
testes de campo. Nessa situagdo, nao ha mensuracédo. As caracteristicas séo
observadas visualmente, concedendo, apenas, uma nota por caracteristica para
cada cultivar envolvida no ensaio. Essa abordagem é utilizada para ensaios com
cultivares muito semelhantes, para espécies propagadas vegetativamente e
plantas autégamas, nas quais, existe relativamente pouca variagdo entre as
plantas da cultivar (Brasil, 2011).

Quando a avaliacado foi realizada nos frutos, estes estavam maduros,
advindos do segundo ou terceiro n6, com flor. Quando foi observada em folhas,
elas estavam completamente desenvolvidas e se encontravam nos brotos
secundarios laterais, depois da primeira ramificacdo, no momento em que estes

estavam florescendo.
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Quadro 1. Descritores multicategéricos avaliados em oito linhas recombinadas, no
genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial de Capsicum annuum. Campos

dos Goytacazes, UENF, 2011

Nota de
Caracteristica Avaliacao da caracteristica cada
avaliacao
1. Plantula: pigmentagéo antocianica ausente 1
no hipocaétilo presente 2
2. Planta: posicao das hastes ereta 1
semiereta 3
horizontal 5
prostrada 7
3. Planta: comprimento da haste curto 3
medio 5
longo 7
4. Planta: entrends curtos (na parte ausente 1
mais alta) presente 2
5. Apenas cultivares com entrends
curtos:
. ) nenhum
Planta: numero de entrends entre a .
o ] um a trés
primeira flor e os entrenods curtos . .
. mais de trés
(teste a ser feito em plantas sem
desbrota)
6. Apenas cultivares sem entren6
3 , curto
curto (em brotacdes laterais o
o _ medio
primarias): Planta: comprimento do
longo

entrend

7. Planta: pigmentacao antocianica

na altura dos nés

ausente ou muito fraca
fraca
média
forte

muito forte

© N O W =
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Caracteristica

Avaliacao da caracteristica

Nota de
cada
avaliacao

8. Folha: comprimento da lamina

curto
médio

longo

3

9. Folha: largura

estreita
média

larga

10. Folha: coloragéo verde

clara
média

escura

N O WO N O WO N O

11. Folha: variegacéao

ausente
presente

\}

12. Folha: pigmentacao antocianica

ausente
fraca
média

forte

—

N O W

13. Folha: pilosidade

ausente
esparsa
média

densa

N o ow o=

14. Folha: rugosidade

ausente
fraca
média

forte

15. Flor: numero de flores por axila

uma
duas

trés ou mais

2l N O w =

16. Flor: posicao do pedunculo

ereta
intermediaria

pendente

= W N

o W
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Caracteristica

Avaliacao da caracteristica

Nota de
cada
avaliacao

17. Flor: coloracéao da corola

branca
branca c/ base violeta
branca com margem violeta
branca esverdeada
branca esverdeada com
margem violeta
amarela clara
amarela
amarela esverdeada
violeta ¢/ base branca

violeta

1

A W DN

© 00 N O O,

Y
o

18. Flor: mancha na corola

ausente

presente

N —

19. Flor: coloracdo da mancha na

corola

branca
amarela
verde amarelada
verde

violeta

20. Flor: coloracao da antera

branca
amarela
amarela com mancha azul
azul palido
azul

violeta

21. Flor: coloracao do filamento

branca
amarela
amarela com mancha azul
azul palido
azul

violeta

= oo 00 A WO N =200~ O DD =

oo O B~ W N
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Caracteristica

Avaliacao da caracteristica

Nota de
cada
avaliacao

22. Flor: posicao do estigma

inserto
mesmo nivel

excerto

3
5

23. Fruto: coloracéo antes da

maturagao

branco-esverdeada
amarelada
verde

roxa

—

24. Fruto: intensidade da coloracao
antes da maturacéao

clara
média

escura

25. Fruto: posicao

ereta
intermedidria

pendente

N O WO N O W~ WD

26. Fruto: comprimento

muito curto
curto
médio
longo

muito longo

—

© N o0 W

27. Fruto: didmetro

muito pequeno
pequeno
médio
grande
muito grande

—

© N 00 W
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Caracteristica

Avaliacao da caracteristica

Nota de
cada
avaliacao

28. Fruto: forma predominante da
sec¢ao longitudinal

achatada
arredondada
cordiforme
quadrangular
retangular
trapezoidal
triangular
estreito-triangular
forma de chifre
ovalada

eliptica

1

© 00 N O O b~ W N

e
- O

29. Fruto: forma predominante da

secao transversal

eliptica
angulada

arredondada

30. Fruto: sinuosidade do pericarpo

na por¢ao basal

ausente ou muito fraca
fraca
média
forte

muito forte

- W N =

31. Fruto: textura da superficie

lisa
levemente enrugada

fortemente enrugada

= © N O W

32.Fruto: coloragdo na maturidade

amarela
alaranjada
vermelha
marrom

roxa

= W N

a b~ W D
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Caracteristica

Avaliacao da caracteristica

Nota de
cada
avaliacao

33. Fruto: intensidade da coloracao
na maturidade

clara
média

escura

3

34. Fruto: brilho

fraco
médio

forte

N O WO N O

35. Fruto: profundidade da

depresséo peduncular

ausente ou muito rasa
rasa
média
profunda

muito profunda

—

36. Fruto: forma do apice

aguda
arredondada
deprimida

N O W © N o »w

37. Fruto: profundidade dos sulcos

interloculares

ausente ou muito rasa
rasa
média
profunda
muito profunda

—

38. Fruto: numero predominante de

[6culos

dois
dois e trés
trés e quatro

quatro e mais de quatro

= ©O© N O W

39. Fruto: espessura do pericarpo

fina
média

grossa

40. Placenta: tamanho

pequeno
médio

grande

N O WO N O W WD
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Quadro 1, Cont

Nota de
Caracteristica Avaliacao da caracteristica cada
avaliacao

41. Pedunculo: comprimento curto 3
médio 5
longo 7
42. Pedunculo: espessura fino 3
médio 5
grosso 7
43. Calice: margem inteira 1
intermediaria 2
dentada 3

44. Calice: constricao anelar ausente
presente 2
45. Calice: aspecto nao envolvente 1
envolvente 2
46. Fruto: capsaicina na placenta ausente 1
presente 2

47. Reacao a Mancha-Bacteriana | Auséncia de sintoma visivel
(sintomas na area inoculada) Clorose 2
Clorose com pontos
necrosados
Mancha necrosada
Totalmente necrosada

A presenca ou auséncia de capsaicina (descritor n° 46), foi avaliada
através da imersao de uma porcdo da placenta, de aproximadamente 1,0 cm,
retirada de frutos em uma solugdo de 3 mL de vanadato de aménio de acordo
com as modificagdes feitas no método de Derera (2000) por Riva (2006). Foi
avaliado um fruto por planta.

A recomendacdo do SNPC para o teste de DHE, apesar das variaveis
serem discretas, € dividir os descritores em qualitativos, pseudoqualitativos e
quantitativos. As caracteristicas qualitativas (QL) sdo os descritores que se
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enquadrem em dois niveis e ndo devem ser consideradas distintas, caso tenham
o mesmo nivel de expressdo. As caracteristicas pseudoqualitativas (PQ) sdo os
descritores em que a amplitude da variacao é, ao menos, parcialmente continua e
se dividem em um maior numero de niveis de expressdo. Por fim, as
caracteristicas quantitativas (QN) sdo aquelas cuja expressdo cobre toda a
amplitude de variacdao de um extremo a outro. A expressdo pode ser registrada
por meio de uma escala linear unidimensional, e a divisdao fornece uma
distribuicdo homogénea da escala (Brasil, 2011). No entanto, neste trabalho foi
considerada a divisdo classica das variavies, separadas em varidveis binarias,
com dois niveis de expressao, e varidveis multicategdricas, com varios niveis de
expressao.

Para a avaliagdo da homogeneidade, quando as plantas que compdem a
cultivar sdo muito similares, como em plantas autégamas, a homogeneidade é
avaliada pelo numero de exemplares claramente distintos, sendo consideradas
plantas atipicas (Brasil, 2011). Assim, para a verificagdo da homogeneidade, foi
utilizado o padrao de 2 % com probabilidade de 95 % de ocorréncia para plantas
fora de tipo, como determinado no Ato N? 2, de 2006. Assim, para os genotipos
em estudo, que foram analisadas em cultivo convencional, serem considerados
homogéneos, o numero maximo de plantas com caracteristicas fora do tipo foi de
duas plantas. (Brasil, 2006). Para ser considerada atipica, a planta foi claramente

distinta das outras que compdem a linhagem.

3.3.2.1. Reacao a mancha-bacteriana

Para a reacdo a mancha-bacteriana (RMB), foi instalado um experimento,
sob condi¢cbes controladas, em casa de vegetacdo na Unidade de Apoio a
Pesquisa (UAP) da UENF, em delineamento inteiramente casualizado com dez
repeticdes e uma planta por parcela. O experimento foi conduzido entre julho e
setembro de 2011.

As mudas foram produzidas em bandeja de isopor com 128 células em
substrato comercial e mantidas em casa de vegetacdo. Foram semeadas trés
sementes por célula e, apds a germinacao, foi realizado o desbaste, deixando
apenas uma plantula por célula. As mudas foram transplantadas para vasos

plasticos de 500 mL aos 30 dias ap6s a semeadura.
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A inoculagdo foi realizada 15 dias apo6s o transplantio, por meio da
infiltracdo de suspensdo bacteriana (in6culo) na superficie abaxial da folha
previamente identificada (Costa et al., 2002; Quezado-Duval e Camargo, 2004;
Riva et al., 2004a). Foi inoculado 1 cm? de &rea foliar (Riva, 2006). Para o preparo
do inoculo, foi utilizado o isolado ENA 4135, caracterizado como ragca T1P3 em
testes realizados anteriormente por Riva et al. (2004b) com base em genoétipos
diferenciadores propostos por Jones et al. (1998) e resistentes ao cobre (Aguiar et
al., 2000). O isolado preservado em agua foi recuperado, transferindo a
suspensao bacteriana para placas de Petri, contendo meio DYGS, com auxilio de
alca de platina (Rodrigues Neto et al., 1986). Apds a permanéncia em estufa por
48 h a 28 °C, as colbnias bacterianas foram suspensas em agua destilada e
autoclavada, e sua concentragcdo ajustada para 10® ufc/mL com auxilio de
espectofotébmetro, utilizando-se o comprimento de onda de 600 nm e a
absorbancia de 0,300 (Aspo = 0,3) (Quezado-Duval e Camargo, 2004). Em
seguida, foi realizada uma diluicdo em série até a concentragcdo de 10° ufc/mL,
segundo Riva (2006).

A avaliacdo da reagdo a mancha-bacteriana foi realizada a partir do quinto
dia apds a inoculacao, por meio de sete observacdes, com intervalo de um dia,
conferindo notas de 1 a 5 para os sintomas no local da inoculagdo. A nota 1 foi
conferida quando n&o havia nenhum sintoma visivel; a nota 2, quando o local de
inoculagédo apresentava cor amarelada; a nota 3, foi aplicada quando as folhas
estavam amareladas e com alguns pontos de necrose; para a nota 4, quando
apresentaram manchas necrosadas e a nota 5, quando a area inoculada estava
totalmente necrosada (Figura 1). Ao final das avaliagdes, as plantas que
receberam média das notas iguais ou inferiores a 2 foram consideradas como
resistentes e as que receberam notas superiores a esta, suscetiveis (Riva, 2006).

Posteriormente, os valores das notas foram utilizados para calcular a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), por meio do programa
AVACPD (Torres e Ventura, 1991). Os dados foram submetidos a andlise de
variancia univariada, considerando o delineamento inteiramente casualizado, em

que as observacdes feitas nas parcelas sao dadas pelo modelo estatistico:
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Y, =u+G, +¢;
Onde:
Y, : observagao obtida pelo i-6simo gendtipo na j-ésima parcela;
U : constante geral;
G, : efeito fixo do i-ésimo gendtipo (i=1, 2, ..., 9);

g, : erro aleatério com NID (0, &°).

As médias foram agrupadas pelo algoritmo proposto por Scott-Knott (1974).
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i

Figura 1. Escala de nota utilizada na avaliacao da reacdo a Mancha-Bacteriana .
A = nota 1 (sem sintoma visivel); B = nota 2 (area inoculada amarelada); C = nota
3 (&rea inoculada amarelada e com pontos de necrose); D = nota 4 (area
inoculada com manchas necrosadas); E = nota 5 (area inoculada totalmente
necrosada). Campos dos Goytacazes, UENF, 2011.
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3.3.3. Analise molecular

As analises moleculares, utilizando marcadores ISSR, foram conduzidas no
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV), setor de Genética
Aplicada, no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Para a analise molecular, a extracdo do DNA foi feita em tecido foliar
jovem, retirado das plantas obtidas para a avaliagdo da resisténcia a mancha-
bacteriana, previamente a inoculacdo. Foram retiradas amostras foliares de dez
plantas em bulk.

Cerca de 50 mg de tecido macerado foi transferido para tubos de 1,5 mL e
imersos em N, liquido para a extracdo de DNA, que foi realizado de acordo
com o protocolo PLANT GENOMIC DNA MINI KIT (Kit YGP100), com algumas
modificacdes.

Foram adicionados, aos tubos que continham as amostras, 400 pyL de
tampao de extracao 1 (GP1 “Buffer’) e 5 uL RNase (10 mg/mL) e agitados com
0 uso do voértex. Esse material foi incubado a 65 °C por dez minutos. Durante a
incubagado, o tubo foi invertido a cada cinco minutos. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de tampao 2 (GP2 “Buffer”), e os tubos foram agitados por
vortex para a obtencdo de uma mistura homogénea. Logo apds, os microtubos
foram incubados em freezer, por trés minutos. Essa mistura (cerca de 500 pL) foi
transferida para um novo tubo, com uma coluna de filtro posicionada em um
tubo coletor de 2 mL. Esse material foi centrifugado, por trés minutos, a 13.000
g- A coluna de filtro foi descartada e, cuidadosamente, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Foram adicionados 750 uL de tampao 3 (GP3
“Buffer” com isopropanol) ao filtrado (produto da lise celular) e agitado
imediatamente utilizando o vértex por cinco segundos. Logo em seguida, toda a
solucao foi transferida para uma coluna matriz posicionada em um tubo coletor.
Foi feita uma nova centrifugacdo, a 13.000 g, por dois minutos. O material
filtrado que continuou no tubo coletor foi descartado.

Foram adicionados 400 pL de tampao de lavagem (“Wash Buffer” W1),
contendo etanol na coluna, e centrifugados novamente, a 13.000 g, por 30
segundos. Foi feito o descarte do filtrado, repetindo-se a etapa, adicionando-se

600 pL de “Wash Buffer” W1. A coluna matriz foi transferida para um tubo limpo
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de 1,5 mL, adicionando-se 100 puL do tampéo de eluigdo pré-aquecido no centro
da coluna matriz. O material ficou em descanso por cinco minutos, até o tampéao
de eluicdo ser absorvido pela matriz. Foi feita uma altima centrifugacao a 13000 g,
por 30 segundos, para eluir o DNA purificado.

A determinagdo da concentragdo de DNA foi feita com auxilio de
espectrofotdbmetro modelo Pico100 (Picodrop Microliter UV/Vis Spectrophotometer
for use with Disposable UVpette Tips), quando foi medida a absorbancia nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nanémetros, bem como, analisada a sua
pureza de acordo com a razdo A260/A280. A determinagdo da concentragao foi
feita com amostras de 2 uL, preservando-as. Paralelamente, as amostras foram
avaliadas em gel de agarose a 1,0 % e coradas com a mistura de Blue Juice
6X com Gel Red 0,002X, na proporcado de 1:1. A visualizagao do gel foi feita
por meio de luz ultravioleta (Fotodocumentador MiniBis Pro — Bio-imaging
Systems).

Para melhorar a pureza, o DNA foi novamente centrifugado a 13.000 g, por
cinco minutos, sendo o sobrenadante cuidadosamente transferido para novos
tubos, e as impurezas sedimentadas foram eliminadas. Apds essa etapa o DNA
purificado foi diluido em dez vezes. Foi realizada, ainda, mais uma lavagem com
RNase, quando foram adicionados 10 pL de RNase (10 mg/uL) e mantidos em
banho-maria por 30 minutos, sendo o resultado final a solugcdo de trabalho.
Posteriormente, para as reagdes de polimerase em cadeia (PCR), o DNA foi
diluido e padronizado na concentracdo de 5 ng.puL”. Quando ndo estavam em

andlise, o DNA foi mantido a -20°C.
3.3.3.1. Condicoes de amplificacao

As reacdes de amplificacdo foram completadas para um volume final de
13 uL, contendo os seguintes reagentes: 6,1 uL de agua ultrapura; 1,5 pL de
Tamp&o 10X; 0,78 uL de MgClz na concetragéo de 25mM; 1,5 uL de dNTP 2mM;
1,0 yL de oligonucleotideos iniciadores a 5uM e 0,12 unidade de Taq DNA
polimerase. Foram aplicadas 2 pL de DNA na concentragdo de 0,5 ng.uL™”, e,
posteriormente adicionado o mix descrito anteriormente.

As reacoes foram realizadas em termociclador GeneAmp (GeneAmp PCR

System 9700 Thermal cycler Applied Biosystems) e conduzidas com a seguinte
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programagao: quatro minutos a 94 °C para desnaturagéo inicial, seguindo-se 0s
42 ciclos, cada um consistiu de 94 °C por um minuto, 40-55 °C por um minuto
(dependendo do iniciador utilizado), 72 °C por trés minutos e uma extensao final
a 72 °C por sete minutos. Os fragmentos amplificados foram, entédo, separados
em gel de agarose 2,0 %, coradas com a mistura de Blue Juice 6X com Gel
Red 0,002X, na proporcao de 1:1, e submetidos a luz UV para visualizacdo dos
resultados (Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging System). As imagens
dos géis foram capturadas para posterior anélise.

Foram testados, numa amostra de trés gendtipos, 47 iniciadores, sendo 16
deles obtidos para Capsicum annuum por Kumar et al. (2001). Os demais
iniciadores pertencem ao Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV),
setor de Genética Aplicada e foram, anteriormente, utilizados em diferentes
espécies (cana-de-agucar, mamao e milho). Foram selecionados os 15
iniciadores de maior polimofismo nos gendtipos testados. As condicbes de
amplificacdo foram otimizadas para cada iniciador testado, detectando-se a
temperatura mais adequada para amplificagao (Tabela 1).

O levantamento dos dados binarios, advindos dos marcadores
moleculares, foi obtido analisando visualmente as bandas mais consistentes e
evidentes nos dez acessos estudados. As marcas (bandas) foram codificadas
com zeros (auséncia de banda) e uns (presenca de banda), estabelecendo a

matriz binaria.
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Tabela 1. Iniciadores ISSR selecionados para diferenciacdo de oito linhas
recombinadas, o genitor UENF 1381 e uma cultivar comercial de Capsicum
annuum L. e a respectiva temperatura de anelamento. Campos dos Goytacazes,
UENF, 2011

Iniciador Sequéncia Temperatura (°C)

3 (CAC)3GC 50
5 (AG)8YT 51,5
14 (GA)SC 52
15 (CT)8G 52,5
17 (AC)8T 50
18 (AG)8YC 50
19 (AG)BYA 50
20 (GA)BYT 51,5
21 (CA)8RG 52,5
22 (GT)8YC 52,5
25 (ATG)6 51,5
30  VHV(GT)7 48
51 (ATC)BT 52,5
56  (G(CTA)B 52,5
71 (AG)7C 50

* Numero de identificacdo utilizado no Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV), setor de Genética Aplicada.

3.4. Divergéncia genética
3.4.1. Obtencao das matrizes de dissimilaridade

Para os dados quantitativos, a matriz de dissimilaridade foi calculada de
trés formas: pela Distancia Euclidiana e pela Distancia de Mahalanobis (D?), com
o objetivo de se estudar a divergéncia genética por meio dos componentes
principais e pelas variaveis canénicas, respecitivamente; e pela Distancia de
Manhattan, a fim de se obter uma matriz de distancia com dimensdes entre 0 e 1,
para, posteriormente, poder correlacionar com o0s dados moleculares

e qualitativos.
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A distancia Euclidiana, sendo X, a observagao do i-ésimo genétipo (i = 7,

2, ..., p), em referéncia ao j-ésimo carater (j = 1, 2, ... , n) estudado, definiu-se a

distancia euclidiana entre dois gendétipos por meio da expressao:

:\/zj:(xij -X,,)

A distancia de Mahalanobis (D?), de posse da matriz de variancias e
covariancias residuais obtida na analise de variancia, foi dada por:

2

Dii' = 5'1//_15
Em que:

v : matriz de variancias e covariancias residuais;

8 :[d1dz...dJ], sendo d, =Y, -Y, ;

ij i'j?

Y, - média do i-ésimo gendtipo em relagéo a j-ésima variavel.

A distancia de Manhattan (dii') entre o par de genétipos i e i, considerando

que Y, € a observagéo do i-ésimo gendtipo para a j-ésima caracteristica, foi dada

por:

2l

niz'
dii'=

Para a analise dos dados multicategoéricos, foi calculado o indice de
similaridade, que expressa a porcentagem de coincidéncia de similaridade,

considerando as varias caracteristicas analisadas de acordo com o modelo
proposto por Cruz e Carneiro (2003).

" C+D
Em que:
C : concordancia de categoria

D : discordéancia de categoria

Foi empregado o complemento (1-s,) na constru¢do da matriz de

dissimilaridade entre os acessos.
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Para os dados moleculares, com as bandas geradas de cada iniciador, foi
construida a matriz bindria, utilizada para calcular a matriz de dissimilaridade pelo
complemento aritmético do indice de Jaccard. Segundo Cruz e Carneiro (2003),
indice de Jaccard € dado por:

a

a+b+c

S

Em que;

a : valor que quantifica o nUmero de coincidéncia do tipo 1-1 para cada par
de genotipos;

b : valor que quantifica o nimero de coincidéncia do tipo 1-0 para cada par
de genotipos;

¢ : valor que quantifica o numero de coincidéncia do tipo 0-1 para cada par
de gendtipos.

Assim como para os dados multicategéricos, foi empregado o complemento
(1-s,) na constru¢do da matriz de dissimilaridade para dos dados binarios entre
0S acessos.

O poder de resolugdo de cada iniciador foi calculado utilizando a
metodologia de Prevost e Wilkinson (1999), onde o valor de uma determinada
banda pode ser medido por sua semelhanca com a condicdo ideal (50 % dos

gendtipos contendo a banda). Essa informagdo da banda (I,) pode ser
representada em uma escala de 0 a 1, pela férmula:
0,5~ p))

Onde p é a proporcao de genétipos de contém a banda.

I, =1-(2x

Consequentemente, o poder de resolugao de cada iniciador (R,), pode ser

representado pela soma desses valores ajustados. Assim:

Rp = zlh-
3.4.2. Algoritmo de Gower
A matriz de dissimilaridade com a analise conjunta dos dados quantitativos,

multicategéricos e binarios foi obtida pelo algoritmo de Gower (1971), expresso
por:
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Em que:

K : € o numero de variaveis (k =1, 2, ..., p); sendo p o namero total de
variaveis;

i e J: par de gendtipos, para os quais é calculada a distancia genética;

W, € um peso dado a comparagédo ik, atribuindo 1 para comparagoes
validas e valor 0 para comparacodes invalidas (quando o valor da variavel esta
ausente em um ou nos dois gendtipos)

S, : € a contribuicdo da variavel k na similaridade entre os individuos i e j,

possuindo valores entre 0 e 1, sendo que:
i) Para uma varidvel nominal, se o valor da variavel k € o mesmo para

ambos os individuos (i e j), entdo S, =1, caso contrario, é igual a

Zero;

i) Para uma variavel continua S, = , em que x, € x, Sa0 0s

valores da variavel k para os genotipos i e j, respectivamente, e R, é
a amplitude da variavel k na amostra. A divisédo por R, elimina as

diferencas entre as escalas das variaveis, produzindo um valor

dentro do intervalo [0, 1] e pesos iguais (Rocha et al., 2010).
3.4.3. Agrupamentos

Os agrupamentos foram realizados para cada matriz de dissimilaridade
obtida. Para essa analise, foi utilizado o método hierarquico da ligacdo média
entre grupo (Unweighted Pair-Group Average - UPGMA). Esse método foi
preferido por ter maior coeficiente de correlacdo cofenético dentre os métodos
hierarquicos de agrupamento (Sokal e Rohlf, 1962).

No método UPGMA, a distribuicdo dos individuos no dendrograma néao
segue um critério de formacédo de grupos, uma vez que o principal aspecto
desse método consiste nas ramificacdes que sao obtidas. Os individuos séo
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agrupados aos pares, utilizando-se médias aritméticas da dissimilaridade. O
dendrograma prioriza 0os genétipos com maior similaridade, e as distancias entre

um individuo e um grupo formado pelos individuos i e j sao calculadas por:
d(ij)k = médialdik +djk}= (&2‘0")

Onde:
d(ij)k : distancia média entre o grupo ij e o individuo k;
dik = distancia entre os individuos i e k;

djk = distancia entre os individuos j e k.

A validacdo dos agrupamentos foi determinada pelo Coeficiente de
Correlacao Cofenético (CCC) (Sokal e Rohlf, 1962). A significancia da correlagéao
cofenética foi calculada pelo Teste de Mantel (1967) (1.000 permutacgdes).

Também utilizou-se o método de Tocher, por permitir a facil interpretacao
dos grupos formados. Nesse método, o par de individuos mais similares é
identificado na matriz de dissimilaridade. Esses individuos formardo o grupo inicial
e, a partir dai, é avaliada a possibilidade de inclusdo de novos individuos,
adotando-se o critério de que a distancia média intragrupo deve ser menor que a
distancia média intergrupo. De acordo com Cruz e Carneiro (2003), a entrada de
um individuo em um grupo sempre aumenta o valor médio da distancia dentro do
grupo. Assim, pode-se tomar a decisdo de incluir o individuo em um grupo por
meio da comparagéo entre o acréscimo no valor medio da distancia dentro de um
grupo e um maximo permitido (8). A inclusdo, ou ndo, do individuo k no grupo é&,
entdo, feita considerando:

d S o
Se —2k < g inclui-se o individuo k no grupo;
n

d e L .
Se —m2kyg o individuo k ndo é incluido no grupo.
n

Sendo n o numero de individuos que constitui o grupo original.

Nesse caso, a distancia entre o individuo kK e o grupo formado pelos
individuos i e j € dada por:

d(ij)k = dik + djk
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Para analise dos componentes principais, considerou-se que X € a média

padronizada do j-ésimo descritor avaliado no i-ésimo gendtipo e R a matriz de
covariancias ou de correlacdo entres esses caracteres. A técnica dos
componentes principais consiste em transformar o conjunto de v variaveis (xis, Xz,
..., Xiy) €m um novo conjunto (yis, ya, ... , Yiv), que séo funcdes lineares dos x;s €
independentes entre si (Cruz e Carneiro, 2003). As seguintes propriedades foram
verificadas:
i. Se yir € um componente principal, entdo y;; € uma combinagéo linear
das variaveis X;s, como descrito:
Yia =aX;, +a2xl.2 +...+ avxiv
i. Se yi»é outro componente principal, entdo y;» € uma combinagéo linear
das variaveis X;s, como descrito:
Vi =bx, +byx, +..+b x,
ii. Entre todos os componentes, y;; apresenta maior variancia, yi a
segunda maior, e, assim, sucessivamente.

A variancia de cada componente foi obtida por meio das raizes das

caracteristicas (autovetores) da matriz R, considerando que:
det(R—AD«

Os coeficientes de ponderacdo dos componentes foram obtidos por meio
dos vetores caracteristicos (autovetores) associados a cada raiz caracteristica de
R. Cada vetor caracteristico, ou autovetor (a), foi calculado a partir da equacao:

(R-ADa=¢

Para a analise das variaveis candnicas, as medias originais das variaveis
séo transformadas por um processo de condensacdo pivotal, originando novas
variaveis, que se caracterizam por apresentarem covariancias residuais nulas e
variancias residuais iguais a 1. Uma vez feita a transformacéo, os parametros séo
estimados da mesma maneira descrita para componentes principais. As
estimativas dos autovalores, que medem a variancia de cada variavel candnica,
foram dada por:

det(T*-Al)=0
As estimativas dos autovetores associada as variaveis transformadas por

condensacao pivotal foram obtidas por meio de:
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(T-ADha=¢

Em que:

T = matriz de variancias e covariancias fenotipicas;

E = matriz de variancias e covariancias residuais

) = raizes caracteristicas (autovalores) da matriz E"'T.

Se as duas primeiras varidveis candnicas determinarem um minimo de
80% da variacao, representa-se por meio de um gréafico bidimensional. No caso
das trés primeiras explicarem essa variacao, utiliza-se um grafico tridimensional,
possibilitando o exame visual das divergéncias entre 0os acessos.

As analises de variancia, o algoritmo de Scott-Knott, o célculo dos
componentes principais e variaveis canénicas (inclusive as matrizes utilizadas) e
o agrupamento de Tocher foram feitos com o uso do Programa Genes (Cruz,
2006). Para as demais analises de distancia genética, agrupamentos hierarquicos
e determinagdo da correlagdo cofenética, utilizou-se o Programa R (R
Development Core Team, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a conducao do experimento, a precipitagdo mensal variou de 7,2
mm em agosto e de 127,4 mm em novembro, sendo 0 aumento da precipitacdo
coincidente com o inicio da estagdo chuvosa. Apesar de ter sido utilizada a
irrigacdo complementar, a evapotraspiracao variou bastante nesse periodo, sendo
0 menor valor registrado em agosto (3,45 mm) e o maior em dezembro (7,58 mm).
As temperaturas maximas e minimas (média mensal) foram de 32,7 °C em
dezembro e de 16,6 °C em junho. Essa temperatura €& favoravel ao
desenvolvimento da mancha-bacteriana (Macuzzo et al., 2009a; Macuzzo et al.,
2009b). No entanto, ndao foi observada a presenca dessa doenca nesse
experimento mesmo essa mesma area sendo utilizada para experimento de

Capsicum spp. por anos consecutivos.

4.1. Variaveis quantitativas

Todas as variaveis analisadas tiveram diferencas significativas, em nivel de
5 % de probabilidade pelo Teste F, entre os tratamentos (gendtipos) (Tabela 2).
As médias obtidas nesse experimento permitiram inferir que, de modo geral, as
linhas caracterizaram-se por plantas com frutos leves, com média de 19,32 g, em
grande numero (180,06 frutos/planta), e de formato retangular, segundo a
classificagdo proposta por Moreira et al. (2006).
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Tabela 2. Valores e significAncias dos quadrados médios (QM), médias e
coeficientes de variagdo (CV) das anadlises de variancia das caracteristicas:
numero total de frutos (NTF), peso total de frutos (PTF), peso médio dos frutos
(PMF), comprimento dos frutos (CF), diametro dos frutos (DF), relacédo
comprimento/diametro do fruto (CF/DF) avaliadas em oito linhas recombinadas,
no genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial de Capsicum annuum L.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Quadrados Médios
FV GL

NTF PTF PMF CF DF  CF/DF

Blocos 2 11548,63 178920,63 48,01 44,98 6,12 0,01
Genotipos 9  37066,1* 3570005,3* 2820,0* 1219,0* 468,9* 1,3"
Residuo 18 3193,30  315719,11 40,51 44,95 3,60 0,04

Média 180,06 1871,47 19,32 68,68 25,89 2,83
CV (%) 31,38 30,02 32,93 9,76 7,33 7,29

* significativo em nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Os coeficientes de variagao (CV) do CF, do DF e da relacdo CF/DF foram
inferiores a 10 %, considerados baixos (Gomes e Garcia, 2002). Silva et al. (2011)
classificaram os CV para caracteres de frutos de pimenteira, propondo que, para
CF, o valor de 9,76 % seja considerado baixo, concordando com Gomes e Garcia
(2002). Esses valores de CV supdéem uma pequena influéncia do ambiente
nessas caracteristicas. Os CV atingiram valores de 33,15 % para NTF e 22,99 %
para PTF, refletindo a natureza complexa dessas caracteristicas, que sao
governadas por maior numero de genes e mais influenciadas pelas condicbes
ambientais. Apesar de valores altos de CV evidenciarem alta contribuicdo de
fatores nao controlaveis sobre a variancia total, foi possivel verificar diferencas
significativas em nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F para todas as
caracteristicas, demonstrando que as linhas sdo potencialmente diferentes.

O agrupamento das médias permitiu inferir que a cultivar de pimentéao
diferiu significativamente dos demais gendétipos para as variaveis estudadas,
exceto para NTF e CF/DF (Tabela 3). Esse resultado evidencia as diferencas
morfologicas entre a ‘Casca Dura lkeda’ e as linhas recombinadas.

Para NTF, o agrupamento das médias dividiu os genétipos avaliados em
dois grupos. O primeiro grupo foi formado pelas LR 6, LR 8, LR 13 e pelo genitor
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UENF 1381, com o numero de frutos variando de 288,00 a 335,33. No segundo,
formado pelos demais gendtipos, o numero de frutos variou de 43,33 (‘Casca
Dura lkeda’) a 154,00 (LR 11). O numero de frutos, para todos os gendétipos
estudados, foi superior aos obtidos por Geleta e Labuschagne (2004) para

hibridos simples, duplos e triplos de pimenta.

Tabela 3. Agrupamento das médias de seis caracteristicas agrondmicas avaliadas
em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial
de Capsicum annuum L. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Caracteristicas

Gendtipos

NTF PTF PMF CF DF CF/DF
LR 12 109,33B 1613,33B  14,74B  88,27B 24,37C 3,63A
LR 2 122,67B 994,00C 8,13B 70,87C 18,91D 3,75A
LR 3 98,00B 1046,67C 10,80B  67,47C 23,48C 2,88C
LR 5 59,67B 988,33C 16,78B  82,38C 27,18B 3,03B
LR 6 299,67A 2325,00B  7,58B 46,65D 21,36D 2,19D
LR 8 290,67A 2186,67B  7,55B 53,94D 20,38D 2,67C
LR 11 154,008 1629,00B 10,57B  55,61D 28,28B 1,97D
LR 13 288,00A 2135,00B 7,40B 66,04C 20,29D 3,27B

UENF1381 335,33A 1185,00C  3,59B 4591D 15,01E 3,07B

‘Casca
43,33B 4611,67A 105,90A 109,67A 59,68A 1,83D

Dura lkeda’

4 NTF: namero total de frutos; PTF: peso total de frutos (g/planta); PMF: peso
médio dos frutos (g/fruto); CF: comprimento dos frutos (mm); DF: didmetro dos
frutos (mm); CF/DF: relagao comprimento/diametro do fruto.

®LR: Linha recombinada.

O maior PTF foi obtido pela ‘Casca Dura lkeda’, com 4.611,67 g. As linhas
1, 6, 8, 11 e 13 formaram o grupo intermediario para PTF, com pesos variando
entre 1.613,33 g (LR 1) e 2.325,00 g (LR 6). O menor PTF foi obtido pela LR 5
(988,33 g), nao diferindo significativamente das LR 2 e 3 e do acesso UENF
1381. Em hibridos de pimenta (Capsicum chinense), Sousa e Maluf (2003)
obtiveram uma producao média por planta que variou entre 76,8 g e 591,1 g para
0s genitores, utilizados em esquema, de dialelo e entre 75,8 e 705,5 g para os

hibridos obtidos desses cruzamentos. Os valores obtidos para PTF nas linhas 1,
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6, 8, 11, 13 e a cultivar comercial se assemelham aos com os obtidos por Sousa e
Maluf (2003).

Houve grande discrepancia entre os gendtipos estudados para o PMF,
sendo o maior obtido pela cultivar Casca Dura lkeda (105,90 g/fruto) e o menor
valor pelo acesso UENF 1381 (3,59 g) um dos genitores das linhas recombinadas.
Entretanto, somente a ‘Casca Dura lkeda’ foi significativamente diferente dos
demais gendtipos testados, constituindo um grupo separado pelo teste Scott-
Knott. Essa discrepancia entre cultivares e linhas recombinadas de Capsicum foi
anteriormente observada por Moreira (2008).

A cultivar Casca Dura lkeda teve o maior CF (109,67 mm), diferindo
significativamente dos demais gendtipos. O acesso UENF 1381 teve CF de 45,91
mm, nao diferindo significativamente das LR 6, 8 e 11. Dentre as linhas, o maior
CF foi obtido pela LR 1 (88,27 mm), e o menor, pela LR 6 (46,65 mm). Esses
valores estao entre os obtidos por Thul et al. (2009), que avaliaram 24 acessos de
Capsicum, sendo 15 da espécie C. annuum.

Assim com para PMF e CF, a ‘Casca Dura Ikeda’ teve o maior DF (59,68
mm) e o genitor UENF 1381, o menor DF (15,01 mm), ambos diferindo
significativamente das linhas recombinadas. Dentre as linhas, o maior DF foi
obtido pela linha 11 (28,28 mm) e o menor DF, pela linha 2 (18,91 mm). Pela
classificacao utilizada por Carvalho et al. (2009), para pimentas do grupo jalaperio
da espécie C. annuum, os frutos de todas as linhas recombinadas podem ser
considerados de didametro médio. Os valores de DF obtidos nesse experimento
foram superiores a nove entre dez genétipos de C. annuum testados por De Masi
et al. (2007).

Para a relacdo CF/DF, notou-se que o formato retangular ou cénico
prevaleceu entre as linhas avaliadas, exceto para as linhas 1 e 2, que tiveram
frutos alongados ou piramidais de acordo com a classificacdo para frutos de
Capsicum spp. usada por diferentes autores (Peixoto et al. 1999; Scivittaro et al.
1999; Moreira et al. 2006).

Neste trabalho, pode-se observar a diferengca no numero de frutos e no
peso total e médio desses frutos, entre as linhas recombinadas e a cultivar
comercial de pimentdo. Além disso, para PTF, PMF, CF e DF, os maiores valores
foram obtidos pela ‘Casca Dura lkeda’, diferindo significativamente dos demais

genodtipos testados. Cabe ressaltar que as linhas recombinadas tém
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caracteristicas de pimenteiras e que ndo havia disponivel no mercado cultivares
de pimenteira da espécie C. annuum, o que dificulta a realizagdo de uma
comparacao mais acurada entre 0s genoétipos comerciais e as linhas
recombinadas em teste. As cultivares de pimenta da espécie C. annuum
protegidas receberam os certificados de protecdo em 2010, depois da realizagao
do experimento (Brasil, 2012). Dentre as registradas da espécie C. annuum havia

somente cultivares de pimentao.

4.2 Resisténcia a mancha-bacteriana

Os dois componentes de resisténcia a mancha-bacteriana, ou seja, a
escala de notas (NOTA) e a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AVACPD), tiveram diferencas significativas (P < 0,01) entre os gendtipos
testados (Tabela 4). Os CVs verificados para NOTA e AACPD (33,17 e 34,03 %,
respectivamente), foram considerados altos pelos padrdes propostos por Gomes
e Garcia (2002). A abscisdo foliar provocada pelo rapido avanco da doenca,
observada em algumas plantas suscetiveis, impossibilitando as avaliagdes
subsequentes, pode ser umas das causas do alto CV, porém, o CV de AACPD
esta de acordo com os valores apresentados por Silva et al. (2006), que
observaram CV entre 12,23 e 36,63 %, e com os dados de Carmo et al. (2001),
que encontraram CV entre 32,71 e 38,80 %, ambos para avaliagdo da mancha-
bacteriana em pimentéao.

O agrupamento das médias obtidas pela NOTA revelou que as linhas
consideradas resistentes (LR 1, 2, 6 e 8) tiveram média inferior ao genitor
resistente (UENF 1381). Esse fato se repetiu para o agrupamento da variavel
AACPD (Tabela 5). Riva-Souza et al. (2009), avaliando essa mesma variavel para
a geracéo Fg das linhas avaliadas neste trabalho, observou que 28 linhas Fg foram
mais resistentes do que UENF 1381. Cabe ressaltar que a média obtida pelo
genitor UENF 1381 foi acima do esperado (1,68) e do ja anteriormente observado
por Costa et al. (2002) e Moreira (2008), que obtiveram NOTA de 1,0 e 1,40,
respectivamente. Foram observadas plantas do acesso UENF 1381 fora do
padrdo para essa variavel, tendo sido avaliadas com nota 3 e 4, aumentando a

média desse acesso para a resisténcia a mancha-bacteriana.
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Tabela 4. Valor e significancia do quadrado médio (QM), média e coeficientes de
variagcdo (CV) da andlise de variancia da reacdo a Mancha-Bacteriana pelo
método da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e pela escala
de notas (NOTA), avaliadas em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381
e em uma cultivar comercial de Capsicum annuum L. Campos dos Goytacazes,
UENF, 2011

FV GL QM (NOTA) QM (AACPD)
Tratamento 9 9,49 2588,90**
Residuo 90 0,59 164,48
Média 2,32 37,69
CV (%) 33,17 34,03

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F;

Tabela 5. Agrupamento das médias da avaliagdo da resisténcia pelo método da
area abaixo da curva de progresso da doencga (AACPD) e pela da escala de notas
(NOTA), e avaliagdo da reacdo a mancha bacteriana (RMB) dos frutos de oito
linhas recombinadas, do genitor UENF 1381 e de uma cultivar comercial de
Capsicum annuum L. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Caracteristicas

Gendtipos
NOTA AACPD RMB?

LR 1° 1,24C 20,0C R
LR 2 1,61C 26,0C R
LR 3 3,27B 53,2B S
LR 5 3,93A 64,8A S
LR 6 1,22C 19,7C R
LR 8 1,51C 24,4C R
LR 11 2,83B 46,2B S
LR 13 3,13B 51,0B S

UENF 1381 1,68C 27,2C R

Comercial 2,77B 44,4B S

2 RMB: Reacgdo a mancha bacteriana (R = resistente; S = suscetivel);
®| R = linha recombinada
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N&o houve diferencas entre o agrupamento das meédias nos dois métodos
utilizados para avaliar a RMB. Em ambos os métodos de avaliagdo, foram
formados trés grupos: o primeiro, formado apenas pela linha 5, foi considerado a
linha mais suscetivel a mancha-bacteriana; o grupo intermediario foi formado
pelas LR 3, 11 e 13 e pela cultivar comercial; e, o terceiro grupo, com as menores
médias e, consequentemente, com maior resisténcia a mancha-bacteriana foi
formado pelas linhas 1, 2, 6, 8 e pelo genitor resistente UENF 1381.

Para NOTA, considera-se que genoétipo com notas inferiores a 2,00 séao
resistentes a mancha-bacteriana, como sugerido por Riva (2006). Esse ponto de
corte foi baseado nas notas dos genitores das linhas que estavam sendo
avaliadas, as plantas do genitor suscetivel obtiveram notas superiores a 2,00, e 0
do genitor resistente teve somente plantas com notas inferiores a 2,00. Nesse
experimento, o genitor UENF 1381 confirmou sua resisténcia (média de 1,68) e a
cultivar comercial confirmou a suscetibilidade, com média de 2,77 (Costa et al.
2002). Além disso, as linhas 1, 6, 8 confirmaram a sua resisténcia (Moreira, 2008).

Assim, pode-se concluir que as linhas LR 1, 2, 6 e 8 mantiveram a
resisténcia, pelos dois métodos de avaliagdo, ja verificada em trabalhos
anteriores. Aliado a isso, as LRs tiveram ampla variabilidade quanto a producao e
ao formato de frutos, o que permite, no processo seletivo, associar alta produgéo,
resisténcia a mancha-bacteriana e o tipo de mercado. Destacaram-se as linhas 6
e 8, por apresentarem alto NTF, PMF de, aproximadamente, 7,5 g, frutos de
formato conico, caracteristicas desejadas para o consumo in natura ou para
conservas. As linha 1 e 2, entretanto, por serem resistentes a mancha-bacteriana,
merecem destaque e deverdo ser mantidas na continuidade do programa de
melhoramento da UENF.

4.3. Teste de distinguibilidade e homogeneidade

Foram analisados 46 descritores dentre os 48 solicitados pelo MAPA/SNPC
para os testes de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade (DHE) para
Capsicum spp. contidos no Ato n.? 2/2006 (Brasil, 2006), além da reacdo a
mancha-bacteriana. Dezoito desses descritores, 38,30 % do total, foram idénticos
para todos os genoétipos analisados, representando auséncia de distinguibilidade

entre os gendtipos para tais caracteres (Tabela 6).
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Dois descritores foram considerados homogéneos, sem ser necessaria a
observacdo: o numero de entrends entre a primeira flor e os entrends curtos
(descritor 5), s6 analisado se as plantas tivessem entrends curtos (descritor 4), o
que néo foi identificado entre os gendtipos avaliados; e a coloragdo da mancha da
corola (descritor 19), que nao foi avaliada devido a auséncia de mancha na corola
entre os gendtipos (descritor 18).

Algumas das caracteristicas consideradas homogéneas sao utilizadas para
a identificacdo taxonémica da espécie C. annuum, como a corola branca leitosa,
sem manchas difusas nas pétalas e flores isoladas em cada né, justificando a
auséncia de diferencgas entre os genotipos estudados (IBPGR, 1983; Vinals et al.,
1996; Mongkolporn e Taylor, 2011). Outros descritores, como a coloracao verde
dos frutos imaturos e vermelha dos frutos maduros sdo caracteristicas das
pimentas jalapefio, apesar de ndo serem exclusivas dessas cultivares (Moreira et
al., 2006). Cabe ressaltar que os descritores sdo para todas as espécies do
género Capsicum.

Para uma cultivar ser considerada distinta, as diferencas entre ela e as
demais devem ser consistentes e claras. Diferencas sao consideradas
consistentes quando examinadas em, pelo menos, duas ocasides independentes,
como em dois ciclos diferentes de produgdo no mesmo local de cultivo. Para
determinar uma diferenca clara entre duas cultivares, depende-se de diversos
fatores, devendo ser considerado, em particular, o tipo de expressdo da
caracteristica. O SNPC divide os descritores em caracteristicas qualitativas,
pseudoqualitativas e quantitativas, apesar da avaliacdo dos caracteres ser
discreta (Brasil, 2011). Nesse trabalho, os descritores foram classificados apenas
em binarios e multicategéricos, considerando, para diferencia-los, o nUmero de

classes de cada descritor.



Tabela 6. Moda obtida em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial de Capsicum annuum L.
para 47 descritores multicategéricos. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

UENF ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR 6 LR 8 LR11 LR13 Dura
1381 ,
lkeda
1. Plantula: pigmentagéo antocianica no
S 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
hipocotilo
2. Planta: posicao das hastes 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3
3. Planta: comprimento da haste 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

4. Planta: entren0s curtos (na parte mais

alta)

5. Apenas cultivares com entrends

curtos: Planta: numero de entrenos entre . . ; ] .
- ) N&o se aplica, pois todas as LR nao possuem entrends curtos na parte mais alta da planta
a primeira flor e os entrends curtos (teste

a ser feito em plantas sem desbrota)

6. Apenas cultivares sem entrend curto
(em brotacdes laterais primarias): Planta: 5 5 5 5 3 5 5 5 5 5
comprimento do entrené

7. Planta: pigmentacao antocianica na
altura dos nés

€9



Tabela 6, Cont.

UENE ‘Casca

Descritor LR1* LR2 LRS3 LR5 LR 6 LR 8 LR11 LR13 1381 Dura

lkeda’
8. Folha: comprimento da lamina 7 5 5 5 5 5 5 5 3 7
9. Folha: largura 5 3 3 3 3 3 5 3 3 5
10. Folha: coloracao verde 7 5 7 7 5 5 5 5 5 7
11. Folha: variegacéao 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12. Folha: pigmentacao antocianica 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13. Folha: pilosidade 5 3 3 1 3 1 3 1 3 1
14. Folha: rugosidade 3 1 1 1 3 1 3 3 1 1
15. Flor: nimero de flores por axila 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16. Flor: posicao do pedunculo 3 3 5 3 3 3 3 3 3 3
17. Flor: coloracéo da corola 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18. Flor: mancha na corola 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

19. Flor: coloragcdo da mancha na corola N&o se aplica devido a auséncia de mancha da corola em todas as LR.

20. Flor: coloracao da antera 5 3 3 3 4 5 4 3 6 3
21. Flor: coloracao do filamento 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
22. Flor: posicao do estigma 3 7 5 3 7 3 7 5 3 5

¥9



Tabela 6, Cont.

UENE ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR 6 LR 8 LR11 LR 13 Dura
1381 ,
lkeda
23. Fruto: coloragcédo antes da maturacao 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
24. Fruto: intensidade da coloracdo antes
B 5 5 5 5 7 5 5 3 5 7
da maturacao
25. Fruto: posicao 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
26. Fruto: comprimento 5 3 3 5 3 3 3 3 3 5
27. Fruto: diametro 3 3 3 3 3 3 3 3 3 7
28. Fruto: forma predominante da secéao
9 11 11 9 7 10 8 11 11 7
longitudinal
29. Fruto: forma predominante da secéao
2 1 2 2 3 2 2 2 3 2
transversal
30. Fruto: sinuosidade do pericarpo na
_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
por¢ao basal
31. Fruto: textura da superficie 2 1 2 2 2 1 2 2 1 1
32.Fruto: coloragdao na maturidade 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
33. Fruto: intensidade da coloracéo na
5 5 5 5 5 5 7 5 5 5

maturidade

q9



Tabela 6, Cont.

UENE ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR 6 LR 8 LR11 LR 13 Dura
1381 ,
lkeda
34. Fruto: brilho 7 5 5 7 7 7 7 7 7 5
35. Fruto: profundidade da depressao
5 3 1 3 5 1 3 3 1 9
peduncular
36. Fruto: forma do gpice 3 3 3 3 5 5 5 3 5 7
37. Fruto: profundidade dos sulcos
. 3 1 3 3 1 1 5 1 1 5
interloculares
38. Fruto: numero predominante de
] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
|6culos
39. Fruto: espessura do pericarpo 5 5 5 5 5 5 5 5 5 7
40. Placenta: tamanho 7 7 7 7 7 7 7 5 7 7
41. Pedunculo: comprimento 7 5 5 7 5 5 5 5 5 7
42. Pedunculo: espessura 7 7 7 7 7 5 7 5 5 7

43. Célice: margem

44. Célice: constricao anelar

99



Tabela 6, Cont.

UENE ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR 6 LR 8 LR11 LR13 1381 Dura
lkeda’
45. Célice: aspecto 1 2 2 1 1 2 1 2 2 1
46. Fruto: capsaicina na placenta 1 1 2 2 1 2 2 2 2 1
47. Reacao a Mancha-Bacteriana
2 2 5 5 1 1 5 5 2 5

(sintomas na area inoculada)

* LR: Linha recombinada

YAY)
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As caracteristicas binarias que sdo aqueles descritores que se enquadrem
em dois niveis e ndao devem ser consideradas distintas, caso apresentem o
mesmo nivel de expressdo. Enquadram-se, nessas caracteristicas, os descritores:
1. Plantula - pigmentacao antocianica no hipocotilo; 4. Planta - entrends curtos (na
parte mais alta); 11. Folha - variegacao; 18. Flor - mancha na corola; 44. Calice -
constricdo anelar; 45. Calice - aspecto; e, 46. Fruto - capsaicina na placenta.
Destes, somente os descritores n° 45 e 46 foram distintos entre os genétipos
avaliados.

Para o aspecto do calice (descritor n° 45), as linhas 1, 5, 6, 11 e a cultivar
Casca Dura Ikeda possuem calice ndo envolvente, distinguindo-se das LR 2, 3, 8,
13 e do genitor UENF 1381, com calice envolvente.

A presenca de capsaicina na placenta foi observada nas linhas 3, 5, 8, 11,
13 e UENF 1381. As linhas 1, 2, 6 e a cultivar comercial ndo apresentaram
capsaicina. Estes dados concordam com os obtidos por Moreira (2008). A
capsaicina, um dos alcal6ides que conferem o ardor dos frutos de C. annuum, é
produzida na placenta dos frutos e liberada quando o fruto sofre qualquer dano
fisico (Moreira et al. 2006). As variedades de pimenta empregadas na culinaria
diferem na presenca e na quantidade de capsaicina, ha, entretanto, espaco para
pimentas com diferentes niveis de ardor. Segundo Lee et al. (2005), essa é uma
das principais caracteristicas a ser avaliada pelos melhoristas de C. annuum.

As caracteristicas multicategéricas sao os descritores que tém mais de dois
niveis de expressdao. Quando um descritor multicategorico estiver distribuido em
uma escala, um unico nivel de expressdao pode nao ser suficiente para
estabelecer a distinguibilidade, principalmente se o método de propagacéao das
plantas permite uma maior variabilidade entres as plantas. Assim, para esses
descritores, as linhas foram consideradas diferentes quando existia mais de dois
niveis de intervalo entre elas. Quando se tratar de uma caracteristica sem escala
definida, ndo é possivel utilizar como parametro de distinguibilidade clara entre as
cultivares apenas com os valores do nivel de expressao, assim, nem sempre, a
diferenca entre cultivares com niveis de expressédo 1 e 2 € menor que entre as
cultivares com niveis de expressdao 1 e 4. Nesses casos, a distinguibilidade foi
baseada na descricdo que determina a nota da caracteristica e na experiéncia da
equipe avaliadora (Brasil, 2011).
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Dentre os descritores multicategéricos, nao houve distingdo entre os
genétipos estudados para: 3. Planta: comprimento da haste; 12. Folha:
pigmentagao antocianica; 15. Flor - nimero de flores por axila; 17. Flor: coloragao
da corola; 21. Flor: coloragdo do filamento; 23. Fruto - coloracdo antes da
maturacdo; 25. Fruto - posicdo; 30. Fruto: sinuosidade do pericarpo na porcéao
basal; 32. Fruto: coloracdo na maturidade; 38. Fruto: numero predominante de
l6culos; e, 43. Calice - margem. Os descritores PQ n°5 e 19 foram homogéneos,
porém n&o avaliados diretamente, como descrito anteriormente.

Para os descritores n° 2 (posicdo da haste) e n° 16 (Flor: posicao do
pedunculo), os gendtipos avaliados tiveram dois niveis de expressao em
sequéncia. Entretanto, como tais descritores seguem uma escala, um unico nivel
de expressao pode ndo ser suficiente para estabelecer a distin¢do clara entre as
linhas para esses descritores, assim, optou-se por nao estabelecer tais
descritores como tendo capacidade de diferenciar as linhas estudadas.

Para 14 descritores multicategéricos, foi possivel diferenciar cultivares
(Tabela 7). A pigmentagéo antocianica na altura dos nos (descritor n° 7), permitiu
a distinguibilidade da LR 11 e LR 13, com auséncia ou muito fraca pigmentacao
das demais linhas, que tiveram pigmentacdo média a forte. Para o descritor n° 8
(Folha: comprimento da Iamina), o genitor UENF 1381 se distingue da LR 1 e da
‘Casca Dura Ikeda’. Para o n° 13 (Folha: pilosidade), a LR 1 que tem pilosidade
densa, distinguiu-se das LR 5, 8, 13 e a cultivar Casca Dura lkeda, com auséncia
de pilosidade. Os diferentes tons de azul da coloracdo das anteras (descritor 20)
permitiram separar as LR 1, 6, 8 e 0 genitor UENF 1381 dos demais gendétipos
avaliados que tém antera amarela com mancha azul. A posicdo do estigma
(descritor 22) diferiu as LR 2, 6 e 11 das LR 1, 5, 8, UENF 1381. A LR 3 pode ser
considerada diferente da linha 6 e da cultivar comercial pela intensidade da
coloracao dos frutos antes da maturacéo (descritor 24). A cultivar Casca Dura
lkeda foi a unica com diametro dos frutos de tamanho grande (descritor 27).
Frutos de secéo longitudinal triangular e estreito-triangular diferiram as LR 6, 11 e
‘Casca Dura lkeda’ (descritor 28). A LR 2 foi a Unica cultivar a ter a secao

transversal do fruto de forma eliptica (descritor 29).



Tabela 7. Caracteristicas com capacidade de distingao clara entre oito linhas recombinadas, o genitor UENF 1381 e uma cultivar
comercial de Capsicum annuum L. baseados em descritores multicategoricos. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Descritor Caracteristica / Genétipos
7. Planta: pigmentacéo antocianica Ausente ou muito fraca (1)* e fraca (3) Média (5) e forte (7)
na altura dos nés LR 11, LR 13 LR 1, 2, 3, 5, 6, 8, UENF 1381 e ‘Casca Dura
lkeda’
8. Folha: comprimento da lamina Curto (3) Longo (7)
UENF 1381 LR 1 e ‘Casca Dura lkeda’
13. Folha: pilosidade Ausente (1) Densa (7)
LR 5, 8, 13 e ‘Casca Dura lkeda’ LR 1
20. Flor: coloracdo da antera Amarela com mancha azul (3)* Azul pélido (4), azul (5) e azul violeta (6)
LR 2, 3, 5, 11, 13 e ‘Casca Dura lkeda’ LR 1, 6, 8 e UENF 1381
22. Flor: posicéo do estigma Inserto (3) Mesmo Nivel (5) Excerto (7)
LR 1, 5, 8, UENF 1381 LR 3, 13, ‘Casca Dura lkeda’ LR2,6e 11
24. Fruto: intensidade da coloracéo Clara (3) Escura (7)
antes da maturagao LR 13 LR 6 e ‘Casca Dura lkeda’
27. Fruto: didmetro Pequeno (3) Grande (7)
LR 1,2,3,5,6, 8,11, 13 e UENF 1381 ‘Casca Dura lkeda’

0L



Tabela 7, Cont.

Descritor

Caracteristica / Genétipos

28. Fruto: forma predominante da

secaolongitudinal

Triangular (7) e estreito-triangular (8) Forma de chifre (9), ovalada (10) e eliptica (11)

LR 6, 11 e ‘Casca Dura lkeda’ LR 1,2, 3,5, 8,11 e UENF 1381

29. Fruto: forma predominante da Eliptica (1) Angulada (2) Arredondada (3)
secao transversal LR 2 LR 1, 3,5, 8, 11, 13 e ‘Casca LR 6 e UENF 1381
Dura lkeda’
31. Fruto: textura da superficie Lisa (1) Levemente enrugada (2)

LR 2, 8, UENF 1381 e ‘Casca Dura lkeda’ LR1,3,5,6,11e13

35. Fruto: profundidade da

depressao peduncular

Ausente ou muito rasa (1) e rasa (3) Média (5) Muito profunda (9)

LR?2,3,5,8, 11e13 LR 1, 8 e UENF 1381 ‘Casca Dura lkeda’

36. Fruto: forma do apice

Aguda (3) Arredondada (5) Deprimida (7)

LR 1,2, 3,5,13 LR 6, 8, 11 e UENF 1381 ‘Casca Dura lkeda’

37. Fruto: profundidade dos sulcos

interloculares

Ausente ou muito rasa (1) e rasa (3) Média (5)

LR 1,2, 3,5, 6, 8 13 e UENF 1381 LR 11 e ‘Casca Dura lkeda’

47. Reagdo a mancha-bacteriana

Auséncia de sintoma visivel (1) e Clorose com pontos necrosados (3), mancha

clorose (2) necrosada (4) e totalmente necrosada (5)

LR 1, 2, 6, 8 e UENF 1381 LR 3, 5, 11, 13 e ‘Casca Dura lkeda’

* Caracteristica e nota de cada descritor avaliado.

L.
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A superficie lisa dos frutos fez com que as LR 2 e 8, bem como, o genitor
UENF 1381 e a cultivar comercial se dintinguissem dos demais genoétipos
estudados. O ‘Casca Dura lkeda’ se distinguiu das demais por ter depressao
peduncular profunda (descritor 35) e forma deprimida do apice (descritor 36).

Para a reacdo a mancha-bacteriana, a distingao entre as linhas foi feita
como sugerido por Riva (2006). Optou-se por usar essa classificacdo devido a
todo conhecimento adquirido pela equipe de melhoramento de Capsicum da
UENF ao longo dos anos, permitindo uma decisdo consciente. Assim, as linhas 1,
2, 6, 8 e genitor UENF 1381 foram considerados distintos e classificados como
resistentes, concordando com as avaliagbes para NOTA e AACPD descritas
acima. Os valores obtidos para NOTA se referem as médias das plantas de cada
gendtipo; na analise de distinguibilidade, sao apresentadas as modas.

Para o programa de melhoramento da UENF, esse descritor é o de maior
interesse na diferenciacao das linhas, pois se sabe que, até o momento, ndo ha
cultivares de pimenta protegidas ou registradas para a resisténcia a mancha-
bacteriana. Assim, sendo as linhas recombinadas resistentes distinguiveis das
demais testadas e de outras cultivares protegidas e registradas, somente esse
descritor ja € capaz de dar a caracteristica distinguibilidade, exigidas para
protecdo. Obviamente que a homogeneidade e a estabilidade também devem ser
analisadas criteriosamente para solicitar a protegao das cultivares, bem como os
ensaios de valor de cultivo e uso, necessarios para requerer o registro das futuras
cultivares.

A associacdo dos descritores n° 23 e 24 foram utilizados na protegao das
cultivares ‘BRS Sarakura’ e ‘BRS Garca’. A ‘BRS Sarakura’ foi identificada como
tendo o fruto de coloracdo verde médio antes da maturacao; para a ‘BRS Garca’ a
coloracao foi verde escura (Carvalho et al., 2009). Neste trabalho, o descritor 23
foi homogéneo para todas as linhas recombinadas e o descritor 24 diferiu a LR
13. Assim, utilizando-se a associagdo desses descritores, denotando ao fenétipo
coloragao verde clara dos frutos antes da maturagéo, diferencia-se a LR 13 dos
demais gendtipos estudados, que tiveram coloragdo verde média e escura, e das
cultivares ‘BRS Sarakura’ e ‘BRS Garca’.

Para a variavel comprimento do fruto (descritor 26), as linhas foram
divididas em dois grupos: as LR 1, 5 e a cultivar Casca Dura lkeda com

comprimento médio de frutos e as LR 2, 3, 6, 8, 11, 13 e UENF 1381 com
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comprimento curto. Tais cultivares ndo podem ser consideradas distintas, pois
para tal, elas deveriam apresentar, pelo menos, dois niveis diferentes de
expressao entre elas. Porém, quando os comprimentos dos frutos foram medidos,
a comparacgao entre médias mostrou que a cultivar Casca Dura lkeda teve o maior
CF, diferindo significativamente dos demais genoétipos. Contudo, as duas anélises
coincidem pelo fato dos trés maiores comprimentos serem da LR 1, 5 e a ‘Casca
Dura Ikeda’, avaliados com a mesma nota.

Para o diametro do fruto (descritor 27), a cultivar Casca Dura |lkeda, com
didametro classificado como grande, diferiu dos demais gendétipos estudados, que
tiveram didmetro pequeno, concordando com o resultado do teste de média.

Segundo Carvalho et al. (2009), além dos descritores 23 e 24, também
foram utilizados o comprimento, o didmetro e as espessuras do pericarpo e do
pedunculo para distinguir as cultivares ‘BRS Sarakura’ e ‘BRS Garga’ das demais
avaliadas. Entretanto, foram apresentados como dados medidos e ndo apenas
observados. A altura e a largura das plantas também foram utilizadas, mesmo
esses descritores ndo estando na lista proposta pelo SNPC. Porém, sabe-se que,
a qualquer tempo, durante a tramitagédo do processo de protegédo, 0 SNPC pode
solicitar informacgdes adicionais, assim como o melhorista que conduz os testes de
DHE pode incluir informagdes nao solicitadas no Ato que define os descritores a
serem analisados (Brasil, 2011). Assim, os descritores 26 e 27, comprimento e
diametro de fruto, respectivamente, que foram mensurados e avaliados pelo teste
de média, poderdo ser utilizados como caracteristicas distintas das linhas
recombinadas, observando-se a homogeneidade para esses caracteres.

Todas as linhas avaliadas neste trabalho sdo oriundas do cruzamento entre
os acessos UENF 1381 e UENF 1421, e, até o momento, a selecdo praticada na
progénie deste cruzamento foi realizada para a resisténcia a mancha-bacteriana e
alguns poucos atributos agronémicos (Riva-Souza et al., 2009; Moreira, 2008;
Moreira et al., 2009; Moreira et al., 2010a). Com isso, a presenca de diferentes
expressoes fenotipicas encontrada para 61,70 % dos descritores mostra a
variabilidade das linhas, mesmo praticando a selegdo para caracteres especificos,
bem como, a eficiéncia desses descritores na diferenciacdo de linhagens.

A homogeneidade é dada pela variagdo na expressao de caracteristicas
relevantes nas plantas que compdem a cultivar. Quando as plantas que compdem

a cultivar sdo muito similares, as plantas atipicas sédo percebidas visualmente. A
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variagdo na expressao da caracteristica pode, também, ocorrer em apenas uma
parte da planta, cabendo ao avaliador decidir se a planta esta destoando do
padrdo da cultivar (Brasil, 2011). Para este trabalho, esse ponto nao foi
considerado, ou seja, qualquer variagcao verificada foi quantificada. Decidiu-se por
essa metodologia por entender que esse ensaio € prévio ao DHE formal,
devendo, portanto, qualquer pequena variagdo ser eliminada. As sementes das
plantas consideradas atipicas foram colhidas separadamente.

Em 20 dos 47 descritores avaliados (42,55 %), ndo foram observadas
plantas fora do tipo para nenhum dos genétipos estudados. Quando somados aos
caracteres cujos gendtipos, apesar de ter plantas fora do tipo, esse numero ficou
abaixo do determinado pelo MAPA/SNPC (duas plantas), o nimero de descritores
homogéneos sobe para 28 (59,57 %) (Tabela 8). A excecao para esse numero de
plantas fora do padrdo é para a reacdo a mancha-bacteriana, que, por ser
analisada em condicdes controladas, com menor numero de observacoes, apenas
uma planta fora do tipo pode ser observada para que a linha seja considerada
homogénea.

As linhas recombinadas com menor numero de descritores heterogéneos
foram a LR 1 (cinco descritores) e a LR 3 (oito descritores). As linhas 2, 5e 6 e a
‘Casca Dura lkeda’ tiveram nove descritores heterogéneos. Nesse sentido, o
genotipo comercial, com registro no MAPA para a comercializagdo, nao teria um
certificado de protegdo concedido, baseado no teste realizado neste trabalho. A
LR 1, sendo heterogénea para cinco descritores, deve ser trabalhada no sentido
de obter a homogeneidade das plantas para tais descritores. Para as demais
linhas, isso também devera ocorrer, no entanto, como o numero de caracteres
heterogéneos € maior, provavelmente, o nivel de homogeneidade desejado

necessitara de um maior esforgo e dedicagéo.



Tabela 8. Numero de plantas fora do padrdo obtidas por oito linhas recombinadas, o genitor UENF 1381 e uma cultivar comercial de
de Capsicum annuum L. para 46 descritores multicategéricos. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

UENF ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR6 LR8 LR11 LR13 Dura
1381 ,
lkeda
1. Plantula: pigmentagao antocianica no
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hipocotilo
2. Planta: posicao das hastes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3. Planta: comprimento da haste 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4. Planta: entrenos curtos (na parte mais
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
alta)
5. Apenas cultivares com entrends curtos:
Planta: nUmero de entrends entre a primeira
_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
flor e os entrends curtos (teste a ser feito em
plantas sem desbrota)
6. Apenas cultivares sem entrené curto (em
brotacdes laterais primarias): Planta: 0 2 5 0 0 5 0 0 0 0
comprimento do entrend
7. Planta: pigmentacao antocianica na altura
17 7 0 0 0 0 0 0 9 0

dos noés

Gz



Tabela 8, Cont.

. UENF ~ ¢3sea

Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR6 LR8 LR11 LR13 1381 Dura,

Ikeda
8. Folha: comprimento da lamina 0 0 0 23 0 0 0 0 0 0
9. Folha: largura 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10. Folha: coloracao verde 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11. Folha: variegacéao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12. Folha: pigmentacao antocianica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13. Folha: pilosidade 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0
14. Folha: rugosidade 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
15. Flor: numero de flores por axila 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16. Flor: posigéo do pedunculo 2 0 4 2 0 1 0 0 0 0
17. Flor: coloracao da corola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18. Flor: mancha na corola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19. Flor: coloracdao da mancha na corola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20. Flor: coloragao da antera 2 15 1 0 0 18 4 14 13 1
21. Flor: coloragao do filamento 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
22. Flor: posicéo do estigma 2 4 7 13 4 3 0 15 5 17

9/



Tabela 8, Cont.

UENE ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR6 LR8 LR11 LR13 Dura
1381 ,
Ikeda
23. Fruto: coloracao antes da maturagao 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24. Fruto: intensidade da coloragéo antes da
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
maturagao
25. Fruto: posicao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26. Fruto: comprimento 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
27. Fruto: didmetro 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28. Fruto: forma predominante da secao
1 0 0 11 23 13 26 0 15 18
longitudinal
29. Fruto: forma predominante da secao
1 11 5 17 13 9 11 0 15 6
transversal
30. Fruto: sinuosidade do pericarpo na
_ 1 0 0 0 4 4 19 1 2 2
porcao basal
31. Fruto: textura da superficie 0 0 12 11 16 9 7 10 14 12
32.Fruto: coloragdo na maturidade 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
33. Fruto: intensidade da coloracéo na
3 11 4 4 12 13 12 18 9 5

maturidade

LL
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UENF ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR6 LR8 LR11 LR13 Dura
1381 ,
lkeda
34. Fruto: brilho 15 5 1 0 1 10 17 15 6 2
35. Fruto: profundidade da depressao
20 9 19 10 23 17 15 13 13 18
peduncular
36. Fruto: forma do apice 0 0 0 0 0 17 16 13 6 6
37. Fruto: profundidade dos sulcos
20 14 16 12 13 12 21 4 7 19
interloculares
38. Fruto: numero predominante de Iéculos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
39. Fruto: espessura do pericarpo 1 4 1 9 1 2 0 4 9 2
40. Placenta: tamanho 0 0 0 0 0 0 0 9 0 7
41. Pedunculo: comprimento 0 2 0 0 1 0 0 0 0 2
42. Pedunculo: espessura 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
43. Calice: margem 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
44. Célice: constricao anelar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45. Célice: aspecto 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

8L



Tabela 8, Cont

UENE ‘Casca
Descritor LR1* LR2 LR3 LR5 LR6 LR8 LR11 LR13 Dura
1381 ,
lkeda
46. Fruto: capsaicina na placenta 1 2 1 2 7 0 1 1 0 1
47. Reagédo a Mancha-Bacteriana (sintomas
1 0 1 0 1 1 1 2 4 0
na area inoculada)
N° de descritores heterogéneos 5 9 8 9 9 12 10 10 13 9

* LR: Linha recombinada

6.
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Houve auséncia de homogeneidade para os seguintes descritores: 6.
Apenas cultivares sem entrend curto (em brotacdes laterais primarias): Planta:
comprimento do entrend; 7. Planta: pigmentacdo antocianica na altura dos nés;

8. Folha: comprimento da lamina; 16. Flor: posicdo do pedunculo; 20. Flor:
coloragao da antera; 22. Flor: posicao do estigma; 28. Fruto: forma predominante
da secao longitudinal; 29. Fruto: forma predominante da se¢éo transversal; 30.
Fruto: sinuosidade do pericarpo na porcao basal; 31. Fruto: textura da superficie
32.Fruto: coloracdo na maturidade; 33. Fruto: intensidade da coloragdo na
maturidade; 34. Fruto: brilho; 35. Fruto: profundidade da depressao; 36. Fruto:
forma do apice; 37. Fruto: profundidade dos sulcos interloculares; 39. Fruto:
espessura do pericarpo; 40. Placenta: tamanho; 46. Fruto: capsaicina na placenta;
e, 47. Reacado a Mancha-Bacteriana (sintomas na area inoculada).

A variacao em qualquer cultivar a ser testada é resultado da combinacao
dos componentes genéticos e ambientais. O componente genético é influenciado
pelo modo de propagacao da cultivar: para plantas autbgamas ou propagadas
vegetativamente, é esperada baixa ou nenhuma variacao entre as plantas; para
plantas autégamas com certo grau de fecundagdo cruzada, tolera-se uma
variacado um pouco maior (Brasil, 2011).

Mesmo a pimenta sendo uma espécie com flores hermafroditas,
autocompativeis e, normalmente, autopolinizadas, a taxa de polinizacdo cruzada
natural pode chegar a 75 % (Todorov e Csilléry, 1990). Aliado a isso, Faria Junior
et al. (2008) concluiram que, pelo menos, dez espécies de insetos visitaram as
flores de pimentdo e que a polinizagdo entomdfila teve um impacto positivo na
massa, no didmetro, na espessura de pericarpo e no numero de sementes dos
frutos produzidos. Assim, além de dificultar a homogeneidade das linhas, a acao
de insetos polinizadores faz com que as linhas que néo tiveram seus cruzamentos
controlados formem maior niUmero de sementes.

Cabe ressaltar que, durante o avanco de geragdes e experimentos de
avaliagdo de interagdo genétipo x ambiente, as linhas testadas sdo cultivadas
muito proximas, favorecendo a fecundacao cruzada e reforgcando a necessidade
de se avaliar a homogeneidade dos genotipos nas diferentes fases do programa
de melhoramento. Para contornar tal situacdo, a cada experimento, as flores
devem ser ensacadas, e as sementes, para serem utilizadas nas préoximas etapas

do programa, devem ser retiradas somente dos frutos oriundos destas flores. No
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entanto, o ensacamento das flores € um trabalho demorado e que exige muito
cuidado para que a flor ndo caia antes da fecundacao.

Os descritores que tiveram plantas fora do tipo para todos os genétipos
analisados foram: intensidade da coloracao dos frutos maduros (descritor n° 33);
profundidade da depressdo peduncular dos frutos (descritor n° 35); e a
profundidade dos sulcos interloculares (descritor n° 37). Os descritores n° 22
(Flor: posicao do estigma), 29 (Fruto: forma predominante da secéo transversal),
34 (Fruto: brilho) e 39 (Fruto: espessura do pericarpo) tiveram plantas atipicas
para nove dos dez gendétipos analisados. E os descritores n° 20 (Flor: coloracao
da antera), 28 (Fruto: forma predominante da secado longitudinal) e 31 (Fruto:
textura da superficie) tiveram plantas atipicas para oito gendtipos testados. Assim,
os descritores com maior grau de heterozigosidade sdo multicategéricos. O grau
de variacdo, devido ao ambiente, € influenciado pelo tipo de expressdao da
caracteristica, sendo que, para os caracteres multicategéricos, os niveis de
variacdo devido ao ambiente sdo mais elevados do que para os binéarios. Dentre
os descritores binarios, somente a presenca de capsaicina apresentou plantas
com diferentes padrées dentro da mesma LR.

A linha 6, teve segregacao para a presenca de capsaicina no trabalho
desenvolvido por Moreira (2006). Neste trabalho, essa linha é a com maior
numero de plantas fora do padrdo. Para a espécie C. annuum, a pungéncia nos
frutos é condicionada pelo gene C, localizado no cromossomo 2 (Lippert et al.
1965; Blum et al. 2002). Porém, a quantidade de capsaicina é uma caracteristica
quantitativa, influenciada por condicdes ambientais, manejo da cultura e idade do
fruto (Wagner, 2003).

Apds a analise do teste preliminar de distinguibilidade e homogeneidade,
pode-se concluir que hé caracteristicas binarias e multicategéricas capazes de
distinguir as cultivares estudadas. Dentre os descritores com capacidade de
distincdo, estdo: a pigmentacéo antocianica na altura dos nés; o comprimento da
lamina foliar; a pilosidade da folha; a profundidade da depressao peduncular do
fruto; a intensidade da coloracao dos frutos antes da maturagéo; a forma do 4pice;
o comprimento de fruto; o didmetro do fruto; e a reacdo a mancha-bacteriana.

Alguns descritores foram heterogéneos dentro de todos os gendtipos
estudados, entretanto as linhas recombinadas 1 e 3 foram mais homogéneas, e
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as linhas 2, 5 e 6 foram heterogéneas para 0 mesmo namero de descritores que a
cultivar Casca Dura lkeda.

Considerando os resultados observados neste trabalho e também os
custos e a infraestrutura necessaria para realizar experimentos de campo com
Capsicum annuum, pode-se recomendar que 0S ensaios para analise de
estabilidade dos gendtipos, conduzidos em varios locais € anos, seja feito em
duas etapas: numa primeira etapa, as LR 1, 2, 3, 5 e 6 devem ser submetidas a
novas etapas de autofecundacao por uma ou duas geragdes, para eliminagcéo de
plantas fora do tipo da linhagem; na segunda etapa, as linhas seriam submetidas
ao teste de DHE. Durante as novas etapas de autofecundacéo, o roguing devera
ser feito durante os experimentos de andlise de estabilidade, eliminando-se do
campo, as plantas heterogéneas. Deve-se proceder, também, o ensacamento das
flores, evitando a polinizagdo cruzada.

Ainda assim, uma relagdo mais estreita com a equipe do SNPC, orientando
a conducao dos testes de DHE, faz-se necessaria, para que os trabalhos sejam
conduzidos com a maior expertise possivel, dando confiabilidade e certeza do
cumprimento das exigéncias burocraticas para a efetivacdo da protecdo das

cultivares.

4.4. Divergéncia genética

4.4.1. Variaveis quantitativas

No dendrograma, baseado no método da ligacdo média entre grupo
(UPGMA), formaram-se dois grupos, sendo o Grupo | formado pela cultivar
comercial, e o Grupo Il formado por todos os outros genétipos (Figura 2). O ponto
de corte foi baseado na ocorréncia de mudancgas abruptas no dendrograma e o
conhecimento prévio das linhagens. Esse dendrograma era esperado, uma vez
que a ‘Casca Dura lkeda’ foi significativamente diferente dos demais genétipos
testados para PTF, PMF, CF e DF, como visto no teste de média (Tabela 3),
caracteres usados nesta analise.
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método
hierarquico de médias ponderadas (UPGMA), com base em seis descritores
guantitativos, obtidos em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e
em uma cultivar comercial de Capsicum annuum L. Coeficiente de correlacao
cofenética (CCC): 0,96. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011.

O coeficiente de correlacdo cofenético foi de 96 %. Considerando que a
correlacdo cofenética € uma analise que estabelece uma correlacdo entre a
matriz de dissimilaridade e o dendrograma gerado atraveés desta, observou-se que
o dendrograma foi altamente consistente na representacdo gréfica das reais
distancias obtidas entre as linhagens (Sokal e Rohlf,1962, Kopp et al., 2007).

O agrupamento realizado pelo método de otimizagdo de Tocher foi
semelhante ao agrupamento pelo UPGMA, no qual o Grupo | foi formado pelas
linhas 1, 2, 3, 5, 6, 8, 11 e 13 e pelo acesso UENF 1381; e o Grupo |l por ‘Casca
Dura lkeda’. Sudré et al. (2005), ao aplicar o método de Otimizacdo de Tocher
para o agrupar 56 acesso de Capsicum spp., observaram a formag¢édo de grupos
muito semelhantes aos formados pelo método do vizinho mais préximo. Ja
Monteiro et al. (2010), em um trabalho de avaliagcdo de divergéncia genética entre

23 acessos de pimentas do género Capsicum, observaram que o método
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hierarquico UPGMA e o0 método de agrupamento de otimizagédo Tocher, baseados
nos descritores quantitativos, foram discrepantes em trés dos cinco grupos
formados, fato nao ocorrido neste trabalho.

Os componentes principais foram estimados de modo a dispor as cultivares
em um grafico de dispersao, utilizando a dispersdo dos valores das referidas
cultivares, em relacao aos eixos representativos dos componentes principais. Esta
analise mostrou que os dois primeiros componentes foram responsaveis por
91,07 % da variagao total (Tabela 9), adequando-se, assim, a uma representacao
bidimensional (Figura 3). Para Bento et al (2007), a andlise dos trés primeiros
componentes principais, em 29 acessos de Capsicum, explicou cerca de 80% da
variancia total, adequando-se a uma representacdo grafica tridimensional. Em
feijdo-caupi, os dois primeiros componentes principais referentes aos caracteres
de rendimento agronémico viabilizaram a construcdo de uma dispersao
bidimensional, devido aos dois primeiros componentes terem explicado 82,24 %
da variacao total para acessos de porte prostrado e 83,49 % para 0s acessos de
porte semi-ereto, explicando a diversidade entre os genétipos estudados (Passos
et al., 2007).

Tabela 9. Estimativas das variancias (autovalores) associadas aos componentes
principais relativos aos seis descritores quantitativos, obtidos em oito linhas
recombinadas, no genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial de Capsicum
annuum L. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Componentes Estimativas dos Autovalores

Principais (CP) Raiz Raiz (%) % Acumulada
CP 1 3,996 66,60 66,60
CP2 1,468 24,47 91,07
CP3 0,473 7,89 98,96
CP 4 0,045 0,74 99,70
CP5 0,016 0,26 99,96

CP 6 0,019 0,04 100,00
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Na dispersdo grafica, formando pelos dois primeiros componentes
principais, foi possivel constatar a semelhanga desta com o agrupamento formado
pelos métodos UPGMA e Tocher, onde o genétipo comercial ficou isolado dos
demais gendtipos estudados.

6,5

5,5
a5 LR1
eLR2 *,
3,5 LRS
e [R3
2,5
a UENF1381 e ) LRli R11 COMERCIAL »
S o RS ®
05 | ® LR6
0,5
1,5
2,5
3,5 .
2 1 0 1 2 3 4 s 6 . 5

CP1

Figura 3. Dispersao grafica dos escores em relagéo aos eixos representativos dos
dois primeiros componentes principais (CP 1 e CP 2), de seis descritores
quantitativos, obtidos em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e em
uma cultivar comercial de Capsicum annuum L. Campos dos Goytacazes, UENF,
2011.

Segundo Rocha et al. (2010), a analise de variaveis canénicas permite
avaliar o grau de similaridade genética entre genitores, considerando-se a matriz
de covariancia residual e a matriz de covariancia fenotipica entre os caracteres
avaliados. Os autovalores associados as varidveis candnicas (VC) foram
estimados para as seis varidveis quantitativas avaliadas nos genétipos de
Capsicum spp. (Tabela 10), onde foi possivel observar que as duas primeiras
variaveis explicaram 96,81 % da variacdo total. Segundo Cruz et al. (2004),
quando as duas primeiras variaveis candnicas explicam acima de 80% da

variacao total, sua utilizacdo é satisfatéria no estudo da divergéncia genética por
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meio de avaliacdo da dispersao grafica dos escores em relacdo as variaveis
canénicas (VC 1 e VC 2). Com base nesse conceito, fez-se a dispersao grafica

bidimensional dos dois primeiros escores (Tabela 11e Figura 4).

Tabela 10. Estimativas das variancias (autovalores) associadas as variaveis
canbnicas relativas aos seis descritores quantitativos, obtidos em oito linhas
recombinadas, no genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial de Capsicum
annuum L. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Variaveis Estimativas dos Autovalores

Canénicas Raiz Raiz (%) % Acumulada
VC 1 225,093 85,53 85,53
VC 2 29,684 11,28 96,81
VC 3 5,348 2,03 98,84
VC 4 2,243 0,85 99,69
VC5 0,522 0,20 99,89
VC 6 0,288 0,11 100,00

Tabela 11. Escores das variaveis candnicas (VC 1 e VC 2) obtidos em oito linhas
recombinadas, no genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial de Capsicum
annuum L. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Gendtipos VC 1 VC 2
LR 1 46,15 38,06
LR 2 44,08 33,59
LR 3 47,17 32,14
LR 5 50,82 36,19
LR 6 40,99 22,93
LR 8 40,94 25,50

LR 11 51,62 29,18
LR 13 41,73 29,90
UENF 1381 40,29 21,84

Comercial 90,61 26,78
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Figura 4. Dispersao grafica dos escores em relagéo aos eixos representativos das
duas primeiras variaveis canénicas (VC 1 e VC 2), de seis descritores
quantitativos, obtidos em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e em
uma cultivar comercial de Capsicum annuum L. Campos dos Goytacazes, UENF,
2011.

Neitzke et al. (2010), trabalhando com cultivares ornamentais de
pimenteiras, observaram que o as duas primeiras variaveis candnicas explicaram
cerca de 96,85 % da variacao total, permitindo a construgcdo de um grafico de
dispersao bidimensional, utilizando os escores da primeira e da segunda variavel
canbnica. A dispersado grafica permitiu a separacdo dos acessos em Qrupos,
podendo ser utilizada como uma estratégia para selecionar genétipos divergentes
a serem utilizados em cruzamentos artificiais. Para tomateiro do grupo cereja,
Rocha et al. (2009) verificaram, na anélise baseada nas variaveis candénicas (VC),
que cerca de 78,58% explicaram a variancia total, sendo o VC1 responsavel por
41,13%, o VC2 por 27,14% e o VC3 por 10,31%, adequando-se, nesse caso, a
uma representacdo gréfica tridimensional. Sudré et al. (2005), avaliando em 56

acessos de Capsicum spp., as duas primeiras variaveis explicaram 83,72 % da
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variagao total, assim, fizeram a dispersao gréfica bidimensional dos dois primeiros

escores.

A dispersdo grafica obtida pelas variaveis candnicas foi similar a obtida
pelos componentes principais e pelos agrupamentos formados pelo método
hierarquico (UPGMA) e de otimizagdo (Tocher) utilizados, onde o gendétipo
comercial ficou separado dos demais gendtipos. Para Sudré et al. (2005), os
grupos formados por meio da dispersao grafica dos escores diferiram dos grupos
formados pela projecdo das distancias no plano, apenas para um acesso, sendo
concordantes com os agrupamentos pelo método hierarquico do vizinho mais
préximo e pela otimizagao de Tocher. Rocha et al. (2009) concluiram que houve
concordancia parcial entre a analise de agrupamento pelo UPGMA e as variaveis
candnicas, quando é observada a distribuicdo dos acessos em cada grupo, ja que
alguns acessos foram alocados juntos, independente da técnica de agrupamento
utilizada.

4.4.2. Variaveis qualitativas

O agrupamento pelo método hierarquico UPGMA formou quatro grupos
(Figura 5). O valor do coeficiente de correlagdo cofenética foi de 0,8243, valor
préximo ao obtido por Monteiro et al. (2010), que obtiveram um coeficiente de
correlacao cofenética de 0,86, trabalhando com 19 qualitativos multicategéricos
para andlise da divergéncia genética em Capsicum.

O Grupo | foi formando, apenas, pela cultivar Casca Dura lkeda. Assim
como nos descritores quantitativos e no teste de média, esse agrupamento
permitiu a separagdo da cultivar comercial, que, dentre as caracteristicas
qualitativas, teve maior comprimento e largura da folha, grande comprimento e
didametro médio do fruto, depressao peduncular muito profunda, &pice muito

deprimido e maior espessura do pericarpo.
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Figura 5. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método
hierarquico de médias ponderadas (UPGMA), com base em 47 descritores
qualitativos, obtidos em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e em
uma cultivar comercial de Capsicum annuum L. Coeficiente de correlagao
cofenética (CCC): 0,81. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011.

O Grupo Il foi formado pelas LR 1 e LR 5. Essas linhas foram as Unicas a
apresentarem frutos em forma de chifre. Além disso, apesar de n&do serem
caracteristicas exclusivas dessas linhas, elas eram concordantes na coloracao
verde escura das folhas, na posicdo inserta do estigma nas flores, no
comprimento médio dos frutos e no pedunculo de comprimento longo. O Grupo lll
foi constituido pelas linhas recombinadas 6 e 11. Essas linhas possuem a antera
azul palido e forma do apice dos frutos arredondada. No Grupo 1V, ficaram as LR
2, 3, 8, 13 o genitor UENF 1381, que possuem, exclusivamente, calice envolvente
e fruto ovalado ou eliptico.

Foi observado que os descritores qualitativos multicategéricos permitiram
uma melhor diferenciagéo entre as linhas estudadas em relagdo aos descritores
quantitativos. Esses dados concordam com Neitzke et al., (2010); Sudré et al.
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(2010) e Monteiro et al. (2010), que relatam, ainda, que isto se da, provavelmente,
em funcdo do tipo de heranca génica, pois descritores qualitativos sao
controlados por poucos genes e, portanto, menos afetados pelo ambiente. Bento
et al. (2007) ressaltam que as variaveis multicategéricas tém a vantagem de
serem caracteristicas de facil observacdo e que requerem menos tempo e mao-
de-obra, sendo ideal a sua utilizacdo quando ndo se dispde de muitos recursos
humanos e financeiros. Moura et al. (2010) observaram uma maior eficiéncia na
distincdo dos gendtipos quando foram utilizadas as varidaveis qualitativas em
comparacdo as quantitativas. No entanto, isso n&o invalida a necessidade de
utilizar descritores quantitativos nos estudos de divergéncia genética. Neitzke et
al., (2010) também concluiram que os dados qualitativos separam mais 0s
acessos e formam maior niumero de grupos se comparados com os dados
quantititavos, porém a andlise ideal é a quali-quantitativa, por possibilitar uma
caracterizagao mais fidedigna dos genatipos.

A formagéo dos grupos pelo método Tocher foi idéntico ao UPGMA. Como
o agrupamento dos gendétipos é considerado subjetivo, ressalta-se a importancia
de aplicar-se mais de um método de agrupamento, visando a coeréncia dos
resultados apresentados (Sudré et al., 2005; Cruz et al., 2004). Entretanto, para
os dados quantitativos e qualitativos, os dois agrupamentos analisados foram
idénticos. Esse fato concorda com Monteiro et al. (2010), que comparando-se 0s
agrupamentos obtidos pelo método hierarquico UPGMA e pelo método de
agrupamento de otimizacao via Tocher, com base nos descritores qualitativos em
Capsicum, observou-se uma concordancia, destacando-se a coincidéncia dos

acessos constantes nas mesmas formagoes de grupos.

4.4.3. Variaveis moleculares

A partir da anadlise dos géis, foram observadas 82 bandas polimorficas e
oito bandas monomorficas (Tabela 12). O poder de resolucédo variou de 1,0
(iniciador VHV(GT)7 - nuamero 30) a 3,8 (iniciadores (AG)8YT (numero 5);
(AG)8YC (numero 18) e (AG)7C (numero 71), sendo considerados baixos quando
comparados aos dados obtidos por Prevost e Wilkinson (1999), que obtiveram
poder de resolucao de dois iniciadores ISSR de 10,6 e 12,5, sendo capazes de

distinguir as 34 cultivares de batata avaliadas.
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Tabela 12. Iniciadores utilizados na anélise de divergéncia genética de oito linhas
recombinadas, do genitor UENF 1381 e de uma cultivar comercial de Capsicum
annuum L., numero de bandas formadas e poder de resolugcdo baseado na
metodologia de Prevost e Wilkinson (1999). Campos dos Goytacazes, RJ, 2011

Iniciadores ~ Sequéncia Bandas Poder d~e

Monomorficas  Polimérficas Resolucéo
3 (CAC)3GC 1 6 52
S (AG)8YT 0 7 3.8
14 (GA)8C 0 5 3,6
15 (CTH8G 2 o 14
17 (AC)8T 0 6 0.8
18 (AG)8YC 0 8 3.8
19 (AG)8YA 1 8 3,0
20 (GA)BYT 1 5 2.0
21 (CA)8RG 0 6 3.6
22 (GT)8YC 0 6 3.0
25 (ATG)6 0 6 0.8
30 VHV(GT)7 2 2 1.0
o1 (ATC)6T 0 5 3,0
56 (G(CTA)6 1 5 3.4
71 (AG)7C 0 5 3.8

Total 8 82

A baixa capacidade de diferenciagdo dos gendtipos dos iniciadores
utilizados pode ter sido acarretada pelo parentesco entre as linhas estudadas,
entretanto Reddy et al. (2002) relatam que os marcadores ISSR tém grande
eficiéncia na distincdo de gendtipos, mesmo sendo estes estreitamente
relacionados. Um estudo realizado por Gouldo e Oliveira (2001), em cultivares de
maga, mostrou que estes marcadores foram mais eficientes na diferenciacao de
cultivares do que os marcadores RAPD e AFLP. Assim, uma melhor definicdo das
condicbes de extracdo de DNA, de preparo das amostras e condicbes de

amplificacdo deve ser estudadas para obtencao de melhores resultados.
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A analise do agrupamento pelo método UPGMA, com um corte a 50 %
levou a formacéo de cinco grupos (Figura 6). O Grupo | foi formado, somente,
pela LR1. O Grupo Il englobou as LR 6, 8, 11, 13, a ‘Casca Dura lkeda’ e o UENF
1381. Os demais grupos foram formados por uma unica linha recombinada, sendo
o Grupo lll pela LR 3; o Grupo IV pela LR 2; e, por fim, o Grupo 5, pela LR 5.
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Figura 6. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método
hierarquico de médias ponderadas (UPGMA), com base nos dados moleculares,
obtidos em oito linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e em uma cultivar
comercial de Capsicum annuum L. Coeficiente de correlagdo cofenética (CCC):
0,85. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011.

Esperava-se, com a andlise molecular, diferenciar todas as linhas
recombinadas, porém tal diferenciacdo nao foi possivel apenas com os iniciadores
utilizados. Entretanto, a analise molecular permitiu a diferenciagao das linhas 1, 2,
3 e 5, que formaram grupos independentes pelo agrupamento feito pelo método

UPGMA. Na avaliacao da diversidade genética da colecao de Capsicum feita por
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Costa et al. (2009), somente com a associagao dos dados morfoagronémicos e
marcadores moleculares foi possivel a completa distingcdo dos acessos avaliados,
bem como para a exclusdao da existéncia de duplicatas na colecao estudada.
Giancola et al. (2001) observaram que a melhor técnica para diferenciar os
gendtipos de soja por eles estudados foi a combinacdo de marcadores SSR e
descritores morfologicos. Os dados obtidos neste trabalho remetem a mesma
conclusado, onde a andlise molecular deve ser analisada de forma conjunta com
outros descritores, de forma a garantir a adequada identificagdo da diversidade
genética dos gendtipos estudados.

O coeficiente de correlagdo cofenética foi alto (0,85), mostrando que o
dendrograma reflete a matriz de dissimilaridade obtida pelo complemento
aritmético de Jaccard, refletindo a consisténcia do agrupamento (Sokal e Rohlf,
1962).

No agrupamento pelo método de Tocher, também houve a formagéao de
cinco grupos, entretanto, com algumas alteragdes. As diferengas estdo no Grupo
|, que foi formado pelas LR 1, 8 e 13, além da cultivar Casca Dura lkeda e do
genitor UENF 1381 e no Grupo Il, que foi formado pelas LR 6 e 11. As demais
linhas (LR 2, 3 e 5) ficaram individualizadas. Assim, pode ser observada
concordancia no numero de grupos, sendo trés grupos idénticos.

4.4.4. Algoritmo de Gower

Com o algoritmo de Gower, foi possivel fazer uma analise conjunta dos
dados, alocando os acessos em um unico dendrograma, utilizando-se diferentes
tipos de variaveis. Com essa estratégia, foi observada a formacao de trés grupos
distintos: o Grupo | foi formado pelas LR 2 e 3; o Grupo Il pelas LR 1, 5 e pela
cultivar Casca Dura Ikeda; e, o Grupo lll pelas LR 6, 8, 11, 13 e o genitor UENF
1381 (Figura 7). Assim, a analise conjunta dos dados foi menos eficiente na
distincdo dos gendétipos, quando comparado ao dendrograma formado por dados
qualitativos ou moleculares, que formaram maior numero de grupos, em alguns

casos, dispondo linhagens em grupos isolados.
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Figura 7. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método
hierarquico de médias ponderadas (UPGMA), com base no algoritmo de Gower,
a partir de caracteres quantitativos, qualitativos e moleculares, obtidos em oito
linhas recombinadas, no genitor UENF 1381 e em uma cultivar comercial de
Capsicum annuum L. Coeficiente de correlacao cofenética (CCC): 0,8300.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2011.

Segundo Rocha et al. (2010), o método de Gower foi eficiente na
discriminagéo dos grupos de tomateiro, demonstrando que a anélise simultanea de
dados é viavel e pode permitir maior eficiéncia no conhecimento da divergéncia
entre acessos de bancos de germoplasma. Mohammadi e Prassana (2003)
relatam que cada tipo de dado (morfolégico, bioquimico ou molecular) tem suas
proprias potencialidades e limitagbes, endo ha uma estratégia unica para
tratar diferentes questées que envolvem a analise conjunta dos dados, como a
escolha da medida de distancia de dissimilaridade, do método de agrupamento e a
determinagdo do numero ideal de grupos. Segundo Gongalves et al. (2009), a
escolha das varidveis € 0 numero de variaveis a serem usadas podem

comprometer a eficiéncia da analise simultanea, principalmente no caso de se
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utilizar um grande numero de variaveis binarias, na quantificacdo da diversidade
genética. Neste trabalho, foram utilizados dados provenientes de marcadores
moleculares e qualitativos binarios, o que pode ter contribuindo para pouca
diferenciacao entre os gendtipos.

Apesar de nado ter a maior capacidade de distincdo, 0 agrupamento obtido
pela analise conjunta dos dados foi concordante com os demais dendrogramas. As
LR 1 e 5 estdo no mesmo grupo, nos dendrogramas formados pelos dados
quantitativos e qualitativos, préximas a cultivar Casca Dura lkeda. Usando o
algoritmo de Gower, esses gendtipos foram agrupados no Grupo Il. Esses
gendtipos tém os trés maiores comprimentos de frutos, como observado no teste
de média (Tabela 3) e tiveram a mesma moda na avaliagdo qualitativa (Tabela 6).
As LR 6 e 8 estdo no mesmo grupo para os agrupamentos formados pelas
variaveis quantitativas, moleculares e pela andlise conjunta dos dados. Moura et
al. (2010) relatam que, ao se fazer uso da andlise simultanea, gera-se mais um
dendrograma que, muitas vezes, nao tem concordancia com o0s outros
agrupamentos gerados, causando equivocos nas interpretacdes e dificultando o
trabalho dos melhoristas.

O coeficiente de correlagao cofenética foi de 0,83. Na concepcao de Sokal
& Rohlf (1962), valores de correlagdo cofenética superiores a 0,80 indicam bom
ajuste entre as matrizes originais de distancia e as derivadas das distancias
gréficas, o que ratifica a maior confiabilidade do agrupamento do método UPGMA.

As correlacbes entre a matriz de dissimilaridade obtida pelo algoritmo de
Gower (conjunta) e as obtidas a partir de dados qualitativos e moleculares foram
significativas a 1 % de probabilidade pelo teste de Mantel (1967) (Tabela 13).
Assim, pode-se inferir que essas variaveis, principalmente por ser maior nimero
quando comparadas as variaveis quantitativas, tiveram maior influéncia no
agrupamento formado pela analise conjunta. As demais correlacdes nao foram
significativas, indicando que diferentes técnicas podem amostrar regides diferentes
do genoma e reforcando a necessidade da andlise de divergéncia genética ser
estimada por diferentes tipos de caracteres.
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Tabela 13. Correlacbes entre as matrizes de dissimilaridade genética obtida por
descritores quantitativos, qualitativos, molecular e pela analise conjunta dos dados
pelo algortimo de Gower. Campos dos Goytacazes, UENF, 2011

Matrizes Quantitativo Qualitativo Molecular Conjunta
Quantitativo 1
Qualitativo 0.02 1

Molecular -0.25 -0.22 1

Conjunta 0.20 0.55** 0,46 1

**Significativo a 1% pelo teste de Mantel (1000 permutacoes).

Diferentemente deste trabalho, Gongalves et al. (2008) obtiveram altos
valores da correlagdo de Mantel entre as matrizes de variaveis discretas
(qualitativa e moleculares) e continuas (quantitativa). O mesmo foi verificado por
Vieira et al. (2007), que em um estudo de 19 gendtipos de trigo, utilizando dados
de marcadores moleculares e morfoldgicos quantitativos, observaram correlagdo
moderada a alta entre a matrizes da anélise conjunta (marcadores moleculares e
quantitativa) e as matrizes quantitativa e molecular.

A correlacdo baixa e negativa entre as matrizes de distancias estimadas via
marcadores moleculares e variaveis fenotipicas (qualitativas e quantitativas) pode
ser explicada pelo fato da andlise molecular fornecer uma amostra mais ampla do
genoma, comparada a analise morfologica, abrangendo, assim, uma parte do
genoma nao sujeita a selegdo natural ou artificial. Por outro lado, as caracteristicas
fenotipicas sdo sujeitas a selecao, e fortemente influenciada pelo ambiente. Além
disso, ndo é sempre que dois fenétipos idénticos sdo determinados pelos mesmos
genes, isto &, genes distintos podem levar a fenétipos semelhantes. Assim, é
evidente que essas correlagdes sdo maiores quando ha uma associacéo entre os
locos que controlam caracteristicas morfologicas (Vieira et al., 2007).

O agrupamento baseado no algoritmo de Gower teve menor numero de
grupos, quando comparado ao dendrograma formado por dados qualitativos ou
moleculares. Entretanto, houve concordancia nas distancias genéticas entre os
genotipos nos diferentes métodos estudados. A correlagdo de Mantel foi
significativa entre a matriz de dados conjuntos e as matrizes de qualitativos e
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moleculares, sendo, assim, possivel a analise conjunta desses dados. As baixas
correlagcbées envolvendo a matriz de dados quantitativos, podem ser explicadas
pelo baixo numero de caracteres quantitativos estudados, quando comparado aos
demais variaveis e pelo seu tipo de herancga.

Apesar de, neste estudo, a analise conjunta de diferentes tipos de
caracteres nao ter tido a capacidade de distinguir as linhas recombinadas, essa
técnica é uma ferramenta Util na caracterizacao e avaliacao da distinguibilidade
entre os genotipos a serem protegidos, principalmente quando diferenciagao entre
0s acessos nao for completa com a analise individualizada dos dados. Quando as
diferentes metodologias de analise de divergéncia genética mostram resultados
semelhantes, essa técnica auxilia, também, na interpretacdo dos dados,
evidenciando que os calculos da divergéncia genética, obtidos pelos diferentes

procedimentos, levam a conclusdes similares.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O género Capsicum, por sua elevada capacidade de geracao de emprego
e renda, posiciona-se dentro da agricultura brasileira como uma cultura de grande
valor socioecondmico. A produgédo de C. annuum estéd sujeita a uma série de
limitagcbes, sendo a mancha-bacteriana uma das doengas mais destrutivas para a
cultura. A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF)
possui um programa de melhoramento com o objetivo de se obter cultivares de C.
annuum resistentes a mancha-bacteriana. Este trabalho teve como objetivo
realizar ensaios preliminares de distinguibilidade e homogeneidade, seguindo as
diretrizes do Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), caracterizando
oito linhas endogamicas recombinadas e diferenciando-as entre si e de cultivar
comercial, por meio de caracteres quantitativos, multicategéricos, marcadores
moleculares (ISSR), e resisténcia a mancha-bacteriana (RMB).

Foi instalado um experimento de campo para a avaliagdo dos descritores
fenotipicos (quantitativos e qualitativos) com delineamento de blocos casualizados
com trés repeticbes. Outro experimento foi instalado em casa de vegetacédo, com
delineamento inteiramente ao acaso com dez repeticoes para estudar a RMB e
coletar amostras para analise molecular. Foram analisados seis variaveis
quantitativas e 47 descritores multicategéricos em oito linhas recombinadas, o
genitor UENF 1381 e a cultivar Casca Dura lkeda. A avaliagdo da RMB foi
realizada por meio de escala de notas (NOTA) e pela area abaixo da curva de

progresso da doenca (AACPD). Para os dados quantitativos e para RMB, foi
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realizada andlise de variancia para cada delineamento individualmente. As
médias foram agrupadas pelo teste proposto por Scott Knott. A analise molecular
foi realizada no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da UENF, e foram
utilizados 15 pares de iniciadores. Foram obtidas matrizes de dissimilaridade para
cada classe de caracteristicas estudada (quantitativa, qualitativa e molecular), e,
posteriormente, foi utilizado o algoritmo de Gower para reunir todos os dados em
uma unica analise. Para cada matriz obtida, foi realizado um agrupamento pelo
método da ligagdo média entre grupo (UPGMA) e pelo método de Tocher. Foram
analisados o coeficiente de correlacao cofenético e a correlacdo de Mantel entre
as matrizes de dissimilaridade.

Os dados obtidos permitiram concluir que as LRs testadas tiveram ampla
variabilidade quanto a producéo e o formato de frutos, o que permite associar alta
producao, tipologia de fruto e RMB. Destacaram-se, entre as pimentas, as linhas
6 e 8, por apresentarem alto NTF, PMF de, aproximadamente, 7,5 g, frutos de
formato conico, caracteristicas desejadas para o consumo in natura ou para
conservas. As linhas LR 1, 2, 6 e 8 foram resistentes pelo dois métodos de
avaliacdo. Assim, além da LR 6 e 8, as linhas 1 e 2 deverdo ser mantidas na
continuidade do programa de melhoramento da UENF por serem resistentes a
mancha-bacteriana.

Dezoito descritores multicategoéricos foram idénticos para todos os
gendtipos analisados, representando auséncia de distinguibilidade entre os
gendtipos para tais caracteres. Ha caracteristicas capazes de distinguir as
cultivares estudadas. Dentre os descritores com capacidade de distin¢do, estdo: a
pigmentagdo antocidnica na altura dos nds; o comprimento da lamina foliar; a
pilosidade da folha; a profundidade da depressdo peduncular do fruto; a
intensidade da coloragdo dos frutos antes da maturacdo; a forma do apice; o
comprimento de fruto; o didmetro do fruto; e a reacdo a mancha-bacteriana. Em
28 dos 47 descritores avaliados, foi observada a homogeneidade, como
determina o SNPC, para todos os genétipos analisados. As linhas recombinadas
1 e 8 foram as mais homogéneas. As linhas 2, 5, 6 e a cultivar Casca Dura lkeda
tiveram 0 mesmo numero de descritores heterogéneos.

Para os dados quantitativos, o dendrograma (UPGMA) formou dois grupos,
sendo o Grupo | formado pela cultivar comercial, e o Grupo |l formado por todos

0s outros gendtipos. Esse dendrograma era esperado, uma vez que a ‘Casca
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Dura lkeda’ foi significativamente diferente dos demais gendtipos testados para a
maioria das variaveis. O coeficiente de correlacao cofenético foi de 96 %. A
formacao dos grupos pelo método de Tocher foi semelhante ao agrupamento pelo
UPGMA.

Para os dados qualitativos, o agrupamento pelo método hierarquico
UPGMA formou quatro grupos. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética foi
de 0,8243. Foi observado que os descritores qualitativos multicategéricos
permitiram uma melhor diferenciacao entre as linhas estudadas em relagdo aos
descritores quantitativos. Também para estes dados, a formacao dos grupos pelo
método Tocher foi idéntico ao UPGMA.

Foram observadas 82 bandas polimérficas e oito bandas monomoérficas. O
poder de resolucao variou de 1,0 a 3,8, sendo considerados baixos. A analise do
agrupamento pelo método UPGMA levou a formacao de cinco grupos. A analise
molecular permitiu a diferenciacao das linhas 1, 2, 3 e 5, que ficaram isoladas em
grupos. O coeficiente de correlagdo cofenética para esse agrupamento também
foi alto (0,85). No agrupamento pelo método de Tocher, também ha formagao de
cinco grupos, entretanto, com algumas alteragées.

No agrupamento baseado no algoritmo de Gower, foi observada a formagéao
de trés grupos distintos: o Grupo | foi formado pelas LR 2 e 3; o Grupo |l pelas LR
1, 5 e pela ‘Casca Dura Ikeda’; e o Grupo lll pelas LR 6, 8, 11, 13 e o genitor
UENF 1381. Assim, a andlise conjunta dos dados foi menos eficiente na distingao
dos gendtipos, quando comparada aos dados qualitativos ou moleculares. Apesar
de nao ter a maior capacidade de distingdo, o agrupamento obtido pela analise
conjunta dos dados foi concordante com os demais dendrogramas e com alto
coeficiente de correlagdo cofenética (0,83). As correlagdes entre a matriz de
dissimilaridade obtida pelo algoritmo de Gower (conjunta) e as obtidas a partir de
dados qualitativos e moleculares foram significativas (p>0,01) pelo teste de Mantel.
As baixas correlagbes envolvendo a matriz de dados quantitativos podem ser
explicadas pelo baixo numero de caracteres quantitativos estudados, quando
comparado aos demais variaveis e pelo seu tipo de heranca.

Com este estudo, foi possivel observar que as linhas recombinadas 1, 2, 6
e 8 foram resistentes a mancha-bacteriana. Além disso, as oito linhas
endogamicas recombinadas obtidas no programa de melhoramento da UENF

possuem diferengas, entre si e da cultivar Casca Dura lkeda, para variaveis
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quantitativas, 29 descritores multicategoricos, e em nivel molecular, sendo
possivel a dar a estas linhas a capacidade de distincdo requerida no
procedimento de protecdo de cultivares. As LR 1, 2, 5, 6 e 8 foram as mais
homogéneas, porém ndo no nivel exigido pela SNPC.

Assim, para a continuidade do programa de melhoramento de Capsicum da
UENF, deve-se proceder mais geracdes de autofecundacdo para as linhas 1, 2, 6
e 8, que foram resistentes e a mancha-bacteriana e homogéneas, a fim de obter a
homogeneidade para todos os descritores. Além disso, uma relagdo mais estreita
com a equipe do SNPC, orientando a conducado dos testes de DHE, sera
necessaria, para que a realizacao dos trabalhos seja feita com a maior expertise
possivel, dando confiabilidade e certeza do cumprimento das exigéncias para a

efetivacdo da protecéo dos cultivares.
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Tabela 1A. Dados meteorolégicos do periodo de execugdo do experimento.
Campos dos Goytacazes, RJ, UENF, 2012

Temperatura Média (°C)  Precipitagdo  Evapotranspiragéo

Més
Maxima Minima total (mm) (mm)
Abril 30,9 21,6 39,0 4,53
Maio 29,0 19,5 31,2 4,34
Junho 27,2 16,6 26,5 3,94
Julho 27,8 18,6 53,2 3,45
Agosto 29,5 17,1 7,2 5,28
Setembro 29,9 19,3 8.8 6,27
Outubro 29,2 20,4 99,8 5,92
Novembro 29,9 21,4 127,4 4,72

Dezembro 32,7 23,8 82,2 7,58
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Figura 1A. Dados de temperatura minima, maxima e média diaria no periodo
de abril a dezembro de 2010. Agritempo — MAPA (2012).
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Figura 2A. Dados de precipitacao diaria no periodo de abril a dezembro de
2010. Agritempo (2012).
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‘Casca Dura lkeda’

Figura 3A. Linhas recombinadas, genitor UENF 1381 e cultivar Casca Dura lkeda,
caracterizadas com base em descritores morfolégicos, marcadores moleculares e
resisténcia a mancha-bacteriana. Campos dos Goytacazes, RJ, UENF 2012.




