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RESUMO

PIMENTA, SAMY; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Maio de 2015. ‘UENF CARIOCA’ E ‘UENF CARIOQUINHA’: NOVAS
CULTIVARES DE PIMENTA (Capsicum annuum var. annuum) RESISTENTES A
MANCHA BACTERIANA. Orientadora: Prof2. Rosana Rodrigues. Conselheiros:
Prof. Alexandre Pio Viana e Prof2. Telma Nair Santana Pereira.

Aumentar a qualidade do produto a ser consumido é um desafio constante para
os melhoristas de plantas, sobretudo em relacdo as hortalicas. Associar boa
qualidade de frutos de pimenta com resisténcia a doencas tem sido objetivo de
programas de melhoramento de Capsicum em diversas regides. No Brasil, para
que uma nova cultivar tenha sua protecao efetivada é necessério a realizacédo de
ensaios de DHE (Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade), requisito
comum aos paises membros da International Union of Protection of Plant
Varieties (UPQOV). O teste de DHE para Capsicum spp. € baseado em descritores
qualitativos e quantitativos. Neste trabalho descreve-se a execucao de ensaios de
DHE para efetuar o pedido de protecéo de linhagens de pimenta (C. annuum var.
annuum) resistentes a mancha bacteriana, discutem-se a relevancia de alguns
descritores para o processo de protecdo, além disso, relata a caracterizacao
molecular e de atributos de qualidade dos frutos de duas linhagens identificadas
como aptas a protecdo. Quatro linhagens de C. annuum var. annuum resistentes
a mancha bacteriana desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento Genético de

Capsicum da UENF foram testadas em casa de vegetacao nos periodos de Junho

vii



a Novembro de 2013 e Janeiro a Julho de 2014, em Campos dos Goytacazes-RJ.
A cultivar Jalapefio M foi utilizada como testemunha. As linhagens foram
distribuidas em delineamento de blocos ao acaso, com cinco repeticbes e sete
plantas por parcela. Além dos 48 descritores estipulados pela legislacdo para o
DHE em Capsicum, incluiu-se um descritor para a resisténcia a mancha
bacteriana. Para as linhagens aptas a protecdo avaliou-se ainda as seguintes
caracteristicas relativas a qualidade dos frutos: comprimento e diametro médio;
espessura média do pericarpo; teor de sélidos soluveis (SST); acidez titulavel
(AT); relacdo SST/AT; teor de vitamina C em frutos imaturos e maduros;
concentragdo de capsaicinoides. Para a caracterizagdo molecular utilizou-se
marcadores SSR e AFLP. Os descritores que permitiram a distingdo variaram
para cada linhagem. Apesar de serem distintas em alguns descritores as
linhagens L; e L, ndo foram homogéneas e estaveis. As linhagens Ls e Lg se
caracterizaram pela homogeneidade e estabilidade. Entre os descritores que
permitiram a distincdo entre as linhagens estao o formato do fruto, a presenca de
capsaicina, o numero de dias até o florescimento e a resisténcia a mancha
bacteriana. Houve diferenca altamente significativa entre as linhagens para todos
0S caracteres quantitativos de qualidade de frutos avaliados. A linhagem Lg se
caracterizou por pimentas com frutos ndo pungentes, com dimensées meédias de
35,22 mm de comprimento e 23,79 mm de diametro. A linhagem Lg é pungente,
com concentracdo de capsaicina entorno de 13,05 pg/10mg, dihidrocapsaicina
21,53 pg/l0mg e a nordihidrocapsaicina 9,85 pg/10mg, além de comprimento
médio de 53,01 mm e diametro de 21,55mm. As linhagens Lg € Lg possuem frutos
com alto teor de vitamina C (204,6 e Lg 202,9 mg/100g, respectivamente), solidos
solaveis (10,1 e 8,18 °Brix, respectivamente), coloragdo verde quando imaturos e
vermelha quando maduros, considerados grandes atributos de interesse ao
mercado destas cultivares. Os marcadores SSR ndo possibilitaram a distingao
entre as linhagens analisadas, enquanto os marcadores AFLP produziram 158
bandas, das quais 42,4% foram polimérficas, auxiliando na distingdo entre as
linhagens. As linhagens Lg e Lg atenderam as exigéncias de DHE, foram
denominadas como ‘UENF CARIOQUINHA’ e ‘UENF CARIOCA,
respectivamente, e foram submetidas ao processo de protecdo junto ao Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.
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ABSTRACT

PIMENTA, SAMY; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; June 2015. ‘UENF CARIOCA’ AND ‘UENF CARIOQUINHA’: NEW
VARIETIES OF CHILI PEPPERS (Capsicum annuum var. annuum) RESISTANT
TO BACTERIAL SPOT. Adviser: Prof2. Rosana Rodrigues. Co-advisers: Prof.
Alexandre Pio Viana and Prof2, Telma Nair Santana Pereira.

Increase the quality of the product being consumed is a constant challenge for
plant breeders, especially in relation to vegetables, associate quality of chilli
pepper fruits with disease resistance has been aim of Capsicum breeding
programs in many regions. In Brazil, the protection of new cultivars is made
through of DUS (Distinctness, Uniformity and Stability) test, which is a requirement
of countries members of International Union of Protection of Plant Varieties
(UPQV). The DUS test for Capsicum spp. is based on qualitative and quantitative
traits. This study describes the implementation of DUS trails to proceed in
recombinant lines of chili pepper (C. annuum var. annuum) resistant to bacterial
spot, discusses the relevance of some descriptors for the protection process, and
we report molecular characterization and fruit quality attributes of two pepper lines
identified as suitable protection. Four recombinant lines of chili pepper developed
by the Capsicum breeding program of the UENF, identified as L;, Ly, Ls, Lg and a
control represented by a commercial genotype (‘Jalapefio M‘) were tested in a
greenhouse located in Campos dos Goytacazes-RJ, Brazil. The periods of assays
were from June to November 2013 and January to July 2014. The treatments were

distributed in complete randomized blocks with five replications and seven plants
IX



per plot. Besides 48 descriptors, was included the descriptor for spot bacterial
resistance. To the recombinant lines of chili pepper able to protect evaluated the
following characteristics related to fruit quality: length and average diameter of
fruits; average pericarp thickness; soluble solid content; titratable acidity; ratio
SSC/TA; vitamin C content in unripe and ripe fruits; capsaicinoids concentration.
The molecular characterization was used AFLP and SSR markers. The distinction
obtained by the descriptors varied for each line. Although distinct in some
descriptors the L; and L, lines were not homogeneous and stable. The Lg and Lg
lines were characterized by homogeneity and stability. Among the distinctness
descriptors are shape of fruit, presence of capsaicin, numbers of day to flowering
and spot bacterial resistance. Highly significant difference was found between
recombined lineage for all quantitative parameters. The recombined lineage Lg
was characterized as non-pungent chili peppers, with average dimensions of
35.22mm length and 23.79mm diameter. The recombined lineage Lg is pungent,
with capsaicin concentration around 13.05 pug/ 10mg, dihydrocapsaicin 21.53 g/
10mg and nordihydrocapsaicin 9.85 ug/ 10mg, besides average length of 53.01
mm and diameter of 21.55mm. The recombined lineage, Ls and Lg, produced fruits
with high vitamin C contents (204.6 and 202.9 mg/100g, respectively) and soluble
solid (10.1 and 8.18 °Brix, respectively), characteristics of great relevance for the
vegetable seeds. It was not possible the distinction among recombined lineage by
SSR markers, while AFLP markers produced 158 bands, of which 42.4% were
polymorphic, allowing the distinction among recombined lineage. Concluding, the
Le and Lg recombined lineage attended the DUS exigencies, were named as
‘UENF CARIOQUINHA’ and ‘UENF CARIOCA’, respectively, were submitted to
the protection process of MAPA.



1. INTRODUCAO

O cultivo das pimentas tem crescido em importancia econémica e social no
mundo, principalmente devido a versatilidade do seu uso, registrando-se um
aumento consideravel na producdo mundial de pimenta, ao longo dos ultimos
anos (FAOSTAT, 2014). Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) cerca de sete milhdes de toneladas de pimentas e piment&o
foram produzidas em todo mundo, nos ultimos dez anos (2003-2012). Porém,
acredita-se que este nUmero possa ser maior, uma vez que a produ¢cdo em muitos
paises é contabilizada de modo precério, que € o caso do Brasil. O Ultimo senso
oficial realizado no Brasil para o cultivo desta cultura foi disponibilizado em 2006 e
consta uma producéo anual em torno de 300 mil toneladas (IBGE, 2006).

Cultivadas no Brasil, principalmente nos estados de S&o Paulo, Minas
Gerais e Goids as pimentas (Capsicum annuum L.) pertencem a familia
Solanaceae. Esta familia boténica inclui também outras hortalicas de importancia
econbmica como o pimentdo, o tomate, a batata, a berinjela e o jil6. No género
Capsicum, a espécie C. annuum € a mais cultivada e inclui: pimentdes, pimentas
doces para paprica e consumo fresco, pimentas picantes como Jalapefio,
Cayenne entre outras, e ainda algumas cultivares ornamentais (Nascimento,
2012; Ribeiro, et al. 2012a).

Existem algumas cultivares de pimentas comercializadas e desenvolvidas
no Brasil por meio de poucos programas de melhoramento genético especificos

para as espeécies do género. Dentre 0s programas nacionais destaca-se o



desenvolvimento de cultivares de pimenta doce para processamento industrial,
como péprica doce e pimenta picante do tipo Jalapefio para molhos liquidos,
coordenado pela Embrapa Hortalicas (Nascimento, 2012). A Universidade
Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) no Rio de Janeiro também vem
trabalhando para o lancamento de novas cultivares de pimentas resistentes a
mancha bacteriana e com caracteristicas agronémicas desejaveis (Riva-Souza et
al., 2007; Riva-Souza et al., 2009; Moreira et al., 2010).

De acordo com Nascimento (2012) o mercado limitado e aspectos
peculiares da producdo de sementes de pimenta, como 0 baixo rendimento,
dificuldade de extracdo das sementes, problemas relacionados com a qualidade
fisiolégica das sementes, dentre outros, levam a certo desinteresse por parte das
empresas de sementes pelo desenvolvimento de novas cultivares, pela producéo
e até mesmo pela comercializacdo de sementes.

Ribeiro et al. (2012b) afirmam que este desinteresse existente também é
devido a pequena demanda por parte dos produtores. A explicacdo para tal fato
pode esta no tipo de polinizacdo encontrada nas pimentas, por apresentarem
flores perfeitas (hermafroditas) e se reproduzirem preferencialmente por
autofecundacdo. Assim os produtores de pimenta podem produzir sua propria
semente e teoricamente, 0 manejo e as caracteristicas de um campo de producédo
de sementes nao diferem muito daquele destinado a producdo comercial de
pimentas (Nascimento, 2012).

A introducdo de novos produtos tecnoldgicos, ou seja, novas cultivares, na
agricultura brasileira contribuira para melhoria da qualidade do produto e reducao
de custos de producdo. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) regulamenta, fiscaliza e controla a cadeia produtiva vegetal no Brasil e se
responsabiliza por proteger e registrar cultivares e espécies para a producao e a
comercializacdo de sementes e mudas no Pais, independente do grupo a que
pertencem (Brasil, 2012a).

A obtencdo de novas cultivares se da a longo prazo e exige grandes
recursos financeiros. A venda de sementes, ou a exploracdo de royaltes
possibilita o retorno dos investimentos aplicados e permite que novos ciclos de
desenvolvimento de cultivares sejam realizados. A protecéo de cultivares permite
gue os pesquisadores responsaveis pelo desenvolvimento de novas cultivares de

plantas assegurados em lei, sejam recompensados, e ainda promove a pesquisa



e o desenvolvimento, o que, em Ultima analise aumenta a producéo da cultura e a
conservacdo de recursos genéticos (ISF, 2012). Dentre as exigéncias para a
protecdo de uma cultivar, a mais importante € a realizacdo dos testes de
Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade (DHE), esses possibilitam
verificar se a cultivar candidata satisfaz os requisitos técnicos, segundo critérios
estabelecidos pelo Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC) (Aviani,
2011).

Ensaios de DHE s6 podem ser realizados para as espécies que possuem
descritores morfoldgicos publicados no Diario Oficial. O SNPC recomenda para 0s
ensaios de DHE, dividir os descritores em qualitativos e quantitativos. Para
Capsicum ssp., 0s ensaios sdo baseados em 48 descritores binarios ou
multicategdricos, avaliados desde a formacdo das mudas, passando pela
arquitetura das plantas e formato de folha e frutos (Brasil, 2006). Tais ensaios sao
normalmente conduzidos em apenas uma localidade e com o minimo de dois
cultivos sucessivos. Ao fim, tem-se uma nova cultivar que devera ser propria,
permitindo que a sua identificacdo seja distinta de outras cultivares e ndo induza
ao erro quanto as suas caracteristicas (Aviani, 2011). A protecdo vigora pelo
prazo de 15 anos, com excecdo de algumas espécies perenes, cuja duracdo sera
de 18 anos (Brasil, 2011).

O registro de cultivares por vez ndao pode ser confundido com a protecao,
como comumente ocorre, uma vez que 0O registro apenas permite a producéo e
comercializacdo de sementes no pais. Também é um processo importante para
os programas de melhoramento, pois assegura a identidade genética e a
qualidade varietal das cultivares. Esses processos possuem objetivos e
procedimentos distintos, mesmo considerando que o0 processo de registro de
cultivares pode usufruir e até mesmo ser abreviado pelo processo de protecéo de
cultivares (Carvalho et al., 2009). A finalidade e alcance do Registro Nacional de
Cultivares (RNC) é disciplinar a utilizacdo de cultivares que tenham uma aplicagéo
marcante na agricultura nacional, que reinam as condicdes técnicas de serem
distintas, homogéneas e estaveis e que possuam um valor de cultivo e uso - VCU,
identificado (Brasil, 2007).

Apesar de ndo fazer parte das exigéncias para a protecao de cultivar, o uso
de marcadores moleculares facilita a caracterizagédo da cultivar candidata e pode
ser anexada ao pedido de protecdo (Aviani e Santos, 2011). Millach (1999)



descreve algumas questdes relevantes a respeito da implementacéo rotineira de
marcadores moleculares para caracterizagdo de cultivares com vistas a protecao
legal, e afirma que a experiéncia do melhorista é que determinara 0 uso ou nao
desta ferramenta na caracterizacéo de suas cultivares.

Ha um crescente aumento na demanda de novas cultivares de pimenta
mais adaptadas a determinadas regifes do pais e apresentando caracteres de
interesse para a inddstria alimenticia, cosmética e farmacéutica, dentre outros
(Ribeiro, et al., 2012b). Para atender tal demanda, o programa de melhoramento
de Capsicum L. da UENF iniciou ao final da década de 90 um programa com o
objetivo de obter hibridos/cultivares resistentes a mancha bacteriana a partir de
um cruzamento de duas linhagens divergentes (UENF1421 x UENF 1381). Com a
aplicacdo do método de selecdo SSD (Single Seed Descent) algumas linhagens
foram selecionadas com base em caracteristicas agronémicas de interesse e na
resisténcia a mancha bacteriana (Costa et al., 2002; Sudré, 2003; Riva, 2006;
Riva-Souza et al., 2009; Moreira et al., 2009; Moreira et al., 2010). A etapa
seguinte deste programa foi a realizacdo dos ensaios experimentais com objetivo
de proteger e identificar quanto as suas caracteristicas quatro linhagens de
pimenta resistentes a mancha bacteriana e assim lancar novos produtos

tecnoldgicos para os agricultores brasileiros.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Conduzir ensaios de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade
(DHE) para efetuar o pedido de protecdo de linhagens de pimenta (C. annuum

var. annuum) resistentes a mancha bacteriana.

2.2. Objetivos especificos:

Identificar linhagens de pimentas desenvolvidas pelo Programa de
Melhoramento de Capsicum da UENF aptas a protecdo de cultivares;

Identificar os descritores que permitem a diferenciacdo entre as linhagens
de pimenta e a testemunha selecionada para o DHE;

Caracterizar molecularmente as linhagens de pimenta com marcadores
AFLP para auxiliar na distinguibilidade dessas;

Caracterizar atributos de qualidade dos frutos das linhagens de pimentas
aptas a protecao;

Realizar andalise multivariada com base em varidveis moleculares e
descritores morfologicos em linhagens de pimenta candidatas a protecao, a fim de
se obter melhor informagé&o para a distinguibilidade dos genatipos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais sobre o género Capsicum L.

O género Capsicum cujo centro de origem é o continente americano possuli
um total de possui 38 espécies, incluindo novas espécies descritas, como a C.
caatingae, C. longidentatum e C. eshbaughii (Barboza et al., 2011). Na regiao
compreendida entre o norte da Bolivia e 0 oeste do Brasil se localiza o centro de
origem de C. annuum L.. Desta regido houve a dispersdo para outras partes da
Ameérica do Sul e principalmente América Central e México, onde se encontra a
maior diversidade (Moscone et al., 2007).

A importancia das pimentas como planta cultivada para a humanidade
iniciou-se nas Américas ha milhares de anos. O cultivo data de 7000 anos a.C. no
México, Peru e Bolivia. Com o descobrimento da América por Colombo, as
pimentas oriundas do México e da América Central foram espalhadas pela Europa
via Espanha, tornando-se um negodcio lucrativo para os espanhdis (Bosland e
Baral, 2007; Casali, 2011). Aproximadamente 64% de toda a area cultivada com
pimentas no mundo no ano de 2011, estdo no continente asiatico, com as
principais areas de cultivo localizadas na China, Indonésia, Turquia e Coreia.
Consequentemente esta regido é a maior produtora, alcancando 69% da
producdo mundial (Faostat, 2013). A segunda regido mais importante em
producdo de pimentas compreende o continente americano, sendo os Estados
Unidos e o México os maiores produtores, com cerca de 13% do total produzido

em todo mundo (Faostat, 2013).



A espécie (C. annuum var. annuum) tem flores solitarias com corola
branca, hermafroditas, com cinco anteras e um estigma. A abertura da flor ocorre
com maior frequéncia nas trés primeiras horas do dia, permanecendo abertas, em
meédia, durante 24 horas. A receptividade do estigma pode ocorrer desde a fase
de botdo, na véspera da antese, até duas ou trés horas apos a abertura (Casali et
al., 1984). E uma planta de autofecundacéo, embora a taxa de cruzamento possa
ser elevada, dependendo da agéo de insetos polinizadores. A espécie C. annuum
é diploide, com 2n = 24 cromossomos (Moscone et al., 2007). O tamanho do
genoma de Capsicum é estimado entre 3,300 cM e 3,600 cM (Moscone et al.,
2003; Hill et al., 2013).

Segundo Chattopadhyay et al. (2011), os frutos de pimenta, tanto nas fases
verdes quanto maduras, € um condimento importante, devido a pungéncia,
decorrente de um principio ativo conhecido como capsaicina. Bosland e Baral
(2007) enfatizam que a caracteristica de pungéncia e a consequente sensacao de
calor ou queima quando se consome pimenta, € um atributo importante da
qualidade dos frutos e um dos mais importantes motivos das pimentas serem
apreciadas. A auséncia de pungéncia em pimentas € controlada por um Unico
gene recessivo, 0 pun-1, também conhecido como ¢ (Wang e Bosland, 2006).

Muitas sdo as variacbes dentro do género Capsicum quanto a altura e
forma de crescimento, sendo que as plantas séo diferenciadas de acordo com a
espécie e as condi¢cdes de cultivo. O sistema radicular é pivotante, com um
namero elevado de ramificacdes laterais, podendo chegar a profundidades de 70-
120 cm. As folhas apresentam tamanho, coloracdo, formato e pilosidade
variaveis. O sistema de ramificacdo de Capsicum segue um Unico modelo de
dicotomia e, iniciam-se quando a plantula atinge 15 a 20 cm de altura. Um ramo

jovem sempre termina por uma ou varias flores (Carvalho e Bianchetti, 2004).

3.2. Melhoramento Genético de Capsicum L.

Cultivares autdgamas compreende uma unica linhagem ou uma mistura de
linhagens. Linhagens séo definidas como plantas completamente em homozigose.
O hibrido por sua vez é resultado do cruzamento de duas, trés ou quatro
linhagens, também denominados hibrido simples, triplo e duplo, respectivamente

(Bernardo, 2002). A maioria das cultivares de pimentas comercializadas no pais é



de linhas puras, apesar de resultados recentes do mercado de sementes ja
apresentarem pequenas quantidades de sementes hibridas (Nascimento, 2012).

Ha grande variacdo genética em relagdo a alguns caracteres de
importancia econémica quando se trata de espécies do género Capsicum, como
comprimento dos frutos (oscilando de 1 a 30 cm); formato (oval, redondo,
guadrado, conico, achatado, em forma de sino); pungéncia (doces ou pungentes),
além de diferentes tipos de coloracéo do fruto. Os frutos maduros sao geralmente
de coloracéo vermelha, mas pode variar desde o amarelo-leitoso, amarelo-forte,
alaranjado, salmdo, roxo até preto (Carvalho e Bianchetti, 2004).

A selecdo de genitores com base em sua capacidade para gerar individuos
superiores quando em cruzamento é primordial para 0 sucesso de um programa
de melhoramento (Allard, 1971). A estratégia do melhorista esta em reunir em
uma cultivar o potencial genético para produtividades superiores e melhoria da
qualidade (Bosland, 1996). Em sintese, o melhoramento genético vegetal pode
ser considerado como ciéncia, arte e gerenciamento dos recursos do
aperfeicoamento das plantas visando o beneficio da sociedade (Bernardo, 2002).

Greenleaf (1986) descreve os métodos de melhoramento utilizados para
obtencéo das cultivares de Capsicum L., destacando: a) método genealdgico; b)
transferéncia de genes de cultivares obsoletas ou espécies silvestres para as
principais cultivares pelo método de retrocruzamento; c) intercruzamento entre
diferentes familias e parentais por meio de selecdo recorrente. Os métodos
classicos de melhoramento séo utilizados aliados a ferramentas como a biometria
e a biologia molecular que possibilitam o desenvolvimento de novos genoétipos
mais adaptados e mais produtivos, tornando o mercado de producdo de sementes
mais atraente (llbi, 2003; Riva, 2006; Riva-Souza et al., 2007; Riva-Souza et al.,
2009).

O programa de melhoramento genético de espécies de Capsicum L.
realizado pela UENF, iniciou-se no ano de 1998 com a execuc¢do de um programa
com objetivo de identificar fontes de resisténcia; e estudar a capacidade
combinatoéria entre genotipos de C. annuum L. visando & obtengcdo de hibridos
resistentes a mancha bacteriana do pimentdo (Costa et al., 2002). A partir desta
data, varios projetos foram implementados, e outras espécies desse género foram
incluidas para novos objetivos. Dentre os trabalhos concluidos, enfatizam-se
alguns resultados importantes a respeito de C. annuum L., como: identificacido



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 indicacdo da combinacdo UENF 1421 x UENF 1381, como
superior para obtencdo de cultivares resistentes a mancha bacteriana com
caracteristicas agronémicas desejaveis (Costa et al., 2002); identificacdo de trés
genes recessivos, controlando a resisténcia a mancha bacteriana no cruzamento
UENF 1421 x UENF 1381 (Riva et al., 2004b); e observaram-se que com 0 uso do
método genealdgico, a selecdo combinada foi 6,5% mais eficiente do que a
selecdo entre e dentro de familias oriundas do cruzamento UENF 1421 x UENF
1381 (Riva-Souza et al., 2007).

Os métodos genealdgicos e o SSD (single seed descent) foram os
empregados para selecdo das linhagens recombinantes resistentes a mancha
bacteriana pelo grupo de pesquisa da UENF. O primeiro € utilizado para a selecao
em plantas individuais de uma populacdo segregante isolando assim linhas puras
em espécies autdgamas (Fehr, 1987). Ramalho et al. (2012) descrevem o método
da seguinte forma: inicialmente, as plantas da geracdo F, séo selecionadas
visualmente e colhidas separadamente. As sementes dessas plantas sao
semeadas em linhas, gerando progénies F,.3. Das melhores progénies F,.3 sao
selecionados os melhores individuos. O processo se repete até F45 ou Fsg. AS
sementes de cada progénie sao entdo colhidas, para serem mais intensivamente
avaliadas nos experimentos regionais de avaliacao.

Para o método SSD colhe-se uma semente de cada planta da geracao F»,
e 0 mesmo é realizado nas geracdes F3, F4, até quando a maioria dos locos se
encontrar em homozigose, a partir dai seguem-se os procedimentos de avaliacdo
necessarios. Com o uso do método SSD foram identificadas 18 linhas
endogamicas recombinadas promissoras para resisténcia a mancha bacteriana
(Riva, 2006; Riva-Souza et al., 2009). Posteriormente Moreira (2008) e Moreira et
al. (2009; 2010) estudaram a interacdo dessas linhas com os diferentes
ambientes e selecionaram oito linhas, com resisténcia a mancha bacteriana e
caracteristicas agronémicas desejaveis.

Com estas informacfes Moreira (2012) realizou ensaios preliminares de
distinguibilidade e homogeneidade, seguindo as diretrizes do SNPC,
caracterizando oito linhas endogamicas recombinadas e diferenciando-as entre si

e com o genotipo comercial, por meio de caracteres quantitativos,
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multicategdricos, marcadores moleculares (ISSR), e resisténcia a mancha
bacteriana (RMB), com a finalidade da obtencéo do certificado de prote¢céo de
cultivares. Entretanto, constatou-se a necessidade de se obter maior
homogeneidade das linhas antes de se prosseguir com etapas seguintes de
implantagéo de DHE e assim adquirir o certificado de proteg&o e iniciar os ensaios
de VCU, para o registro destas cultivares.

3.3. Protecdo de cultivar e Teste de Distinguibilidade, Homogeneidade e
Estabilidade (DHE).

Por muito tempo a biodiversidade foi considerada patriménio comum da
humanidade. Ap6s 1980 e devido principalmente a uma acéo judicial do Supremo
Tribunal dos EUA que concedeu uma patente ao obtentor de uma bactéria
geneticamente modificada, a propriedade intelectual tornou-se motivo de grandes
controversas (Gepts, 2006). O principio do patrimbnio comum que existia antes
dessa data foi reconsiderado e incluida no Tratado Internacional sobre Recursos
Fitogenéticos para a Alimentacdo e Agricultura (TIRFAA), da qual regulamenta o
intercambio de germoplasma para varias culturas, em um acordo multilateral e
que impde um pagamento de beneficio decorrente da comercializacdo de uma
cultura pertencente ao tratado, considerando como uma reparticdo justa e
equitativa (Fowler, 2004; Gepts, 2006). No Brasil, cabe ao MAPA atestar sobre o
direito a propriedade intelectual, no tocante ao desenvolvimento de novas
cultivares (Brasil, 2012a).

O Servico Nacional de Protecao de Cultivares (SNPC) visa a protecédo da
propriedade intelectual, assegurando exclusividade nos direitos de exploragao
comercial e uso de royalties. O SNPC possui legislacdo propria conectada a
ordenamentos internacionais de protecéo intelectual (Brasil, 2010).

A maioria dos paises que ja introduziram um sistema de protecdo de
variedades de plantas (PVP) escolheu para basear seu sistema na Convencao
Internacional para a Protecdo de Cultivares (International Union of Protection of
Plant Varieties, UPOV). Sediada na Organizacdo Mundial de Propriedade
Intelectual (OMPI), em Genebra, a UPOV entrou em vigor em 1968 e foi revisada
em 1972, 1978 e 1991. Criada com o fim de fornecer uma resposta eficaz, com o
uso de um sistema internacionalmente reconhecido, tal sistema é projetado para

encorajar a inovagdo no dominio do melhoramento de plantas. A esse respeito, a
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Lei de 1991 da Convencdo UPOV reconhece que € importante incentivar a
criagdo em todos 0s géneros e espécies vegetais e ndo pré-determinar para quais
espécies € permitida a protecdo (UPOV, 2005).

A PVP contribui de forma significativa para o desenvolvimento tecnoldgico
e econbmico do pais, alterando o modelo de geracdo de tecnologia na area de
producdo de sementes em vigor (Viana, 2011). Esta contribuicdo € mais
significativa quando se trata de uma cultivar de espécie autbgama, visto que
qualquer produtor de sementes pode obté-la a partir da multiplicacdo das
sementes de sua propria lavoura, por varias geracdes. Caso ndo houvesse um
sistema de PVP uma das consequéncias diretas é que o melhoramento de
espécies autégamas ficaria restrito as instituicbes publicas (Aradjo, 2010).
InstituicBes privadas antes da LPC investiam quase que totalmente em pesquisas
para o desenvolvimento de cultivares hibridas, cuja protecéo é obtida por meio de
informagéo nao revelada das linhagens parentais.

Novas cultivares podem ser protegidas, pelas diretrizes da UPOV, ou por
um sistema do tipo UPOV dependendo de cada pais. Por exemplo, os Estados
Unidos, Japdao, Australia e Coreia, optaram por um sistema de protecdo misto, no
qual se combinam os modelos patentario e o de protecdo sui generis. Outros
adotaram um sistema exclusivamente sui generis (Brasil, 2011). O termo sui
generis, de origem latina, significa de seu proprio género, ou seja, Unico em seu
género, é um sistema diferente de outras categorias de protecdo a propriedade
intelectual como as patentes (Kumar et al., 2001). Um exemplo sui generis é o
direito do obtentor, por apresentar caracteristicas Unicas e particulares, préprias
para o objeto de protecdo, no caso, as novas cultivares. Assim, enquanto para a
concessdo de patentes sdo necessarios requisitos como novidade, aplicacdo
industrial, atividade inventiva e suficiéncia descritiva, para a concessao do
Certificado de Protecdo de Cultivares sdo exigidos os requisitos de novidade,
distinguibilidade, homogeneidade, estabilidade e denominacdo propria (Brasil,
2011).

Se um pais prevé a adocdo de um sistema sui generis para proteger as
variedades de plantas, a International Seed Federations (ISF) recomenda que
este tenha pelo menos conformidade com os requisitos da Lei de 1991 da
Convengéo UPOQOV (Bruins, 2009). O Brasil aderiu oficialmente a UPOV em 23 de
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maio de 1999, ainda optando pela convencao de 1978, a qual serviu de base para
a elaboracao da Lei de Protegcéo de Cultivares.

O objeto a ser protegido deve seguir a definicdo da lei. Sobre o objeto de
protecdo, deve-se fazer uma leitura atenta do artigo 3°, inciso IV, da Lei de
Protecdo de Cultivares: (...) cultivar: a variedade de qualquer género ou espécie
vegetal superior que seja claramente distinguivel de outras cultivares conhecidas
por margem minima de descritores, por sua denominacdo prépria, que seja
homogénea e estavel quanto aos descritores através de geracfes sucessivas e
seja de espécie passivel de uso pelo complexo agroflorestal, descrita em
publicacdo especializada disponivel e acessivel ao publico (...). Sendo assim, o
termo cultivar designa um grupo de plantas com caracteristicas homogéneas, que
deve se diferenciar de outras cultivares para ser considerado novo e também ser
passivel de multiplicacdes seguidas sem se descaracterizar (Brasil, 2011).

Em 2015, existiam 1.994 cultivares protegidas no Brasil (Brasil, 2015).
Porém quando a espécie protegida é C. annuum L., h4 apenas duas cultivares
protegidas, BRS Garca e BRS Sarakura (Carvalho et al., 2009, Brasil, 2015b),
ambas tendo como titular a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA) e protegidas a partir de 14/04/2010 (Brasil, 2012b).

Uma peculiaridade na protecdo esta no tempo em que as espécies ficam
protegidas. Esta duracdo da protecdo vigora a partir da data de concesséo do
Certificado Provisorio de Protecdo, pelo prazo de 15 anos, com excecao de
algumas espécies (videiras, arvores frutiferas, arvores florestais e arvores
ornamentais), cuja duracdo sera de 18 anos. Ao fim do periodo de protecéo, a
cultivar entra em dominio publico e nenhum direito podera impedir sua livre
utilizacao (Brasil, 2011).

Para que uma cultivar candidata tenha sua protecéo realizada, um requisito
importante € a distinguibilidade juntamente com a homogeneidade e a
estabilidade que formam a base principal de requisitos técnicos chamados
ensaios de DHE para protecéo pelo sistema UPOV, em qualquer pais do mundo.
No Brasil, esses testes sdo de responsabilidade do requerente da protecédo e
devem ser entregues na apresentacédo do pedido de protecdo (Aviani, 2011). De
acordo com o MAPA (Brasil, 2012a), o sistema de prote¢ao de cultivares brasileiro
permite que os melhoristas conduzam os testes DHE e produzam um relatério

final com os resultados, de acordo com 0s principios contidos nas diretrizes de
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DHE publicadas para cada espécie, sendo a decisdo sobre a prote¢do da cultivar
baseada nesse relatorio.

A Federacao Internacional de Sementes apoia plenamente o0s principios
previstos pela UPOV no tocante as suas caracteristicas para testes DHE. Para
isso os testes devem atender a alguns critérios basicos: o genétipo deve ser
suficientemente consistente e repetivel em um ambiente particular; apresentar
diferenciacdo suficiente entre variedades para ser capaz de estabelecer a
distincdo; ser capaz de definicdo precisa e reconhecimento; permitir que 0s
requisitos de uniformidade sejam cumpridos; permitir que 0s requisitos de
estabilidade sejam preenchidos, o que significa que ele produz resultados
consistentes e reproduziveis depois de sucessivas multiplicacdes ou, se for caso,
o final de cada ciclo de propagacéo (ISF, 2012).

Ensaios de DHE s6 podem ser realizados para as espécies que possuem
descritores morfolégicos publicados no Diario Oficial. Quando a espécie (ou
género) ndo possuir os descritores publicados, os responsaveis pela execucao
dos ensaios de DHE devem entrar em contato com o MAPA/SNPC para que as
diretrizes possam ser elaboradas e publicadas (Brasil, 2011).

O SNPC recomenda para o teste de DHE, classificar os descritores em
caracteristicas qualitativas e quantitativas. As caracteristicas qualitativas (QL) séo
0s descritores que se enquadrem em dois niveis mutuamente exclusivas e nao
devem ser consideradas distintas, caso tenham o mesmo nivel de expresséo. As
caracteristicas quantitativas (QN) sdo aquelas cuja expressdo cobre toda a
amplitude de variacdo de um extremo a outro, sendo descritores multicategoricos.
A expressado pode ser registrada por meio de uma escala linear unidimensional, e
a divisdo fornece uma distribuicAo homogénea da escala (Santos e Pacheco,
2011).

Para Capsicum ssp., o teste de DHE é baseado em 48 descritores binarios
ou multicategodricos, avaliados desde a formacdo das mudas, passando pela
arquitetura das plantas e formato de folha e frutos (Brasil, 2006). Para o
certificado de protecdo, ndo importa se a cultivar a ser protegida € mais produtiva
ou tem melhor arquitetura do que outras. Assim, os ensaios de DHE nao
englobam algumas caracteristicas agronémicas como produtividade, por estas
caracteristicas serem bastante influenciadas pelas condigbes ambientais, sendo
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importantes apenas nos ensaios de valor de cultivo e uso requerido no pedido de
registro da cultivar.

Os ensaios de DHE sao normalmente conduzidos em apenas uma
localidade. Dessa maneira, minimiza-se o efeito ambiental para serem obtidos
resultados mais coerentes sobre descricdo, homogeneidade e estabilidade da
cultivar candidata a protecdo, além de verificar melhor a consisténcia das
diferencas dela para com as cultivares que estdo sendo comparadas (Machado,
2011).

Um dos componentes essenciais do progresso genético fornecido pelas
novas cultivares reside na sua capacidade de oferecer resisténcia efetiva a uma
gama consideravel de doencas e pragas. A utilizacdo de caracteristicas de reacao
a doencas nos formularios de descricdo de cultivares tornou-se necessaria para
acompanhar os avancos do melhoramento genético das principais espécies
cultivadas no Pais, como algodao, arroz, cana-de-agucar, soja, trigo e diversas
hortalicas (Lovato, 2011).

Quanto as caracteristicas de resisténcia a pragas e doencas, iniciativas
que permitem utiliza-los como caracteristicas de distincdo em testes DHE sao
bem aceitas, na medida em que: a) as resisténcias sejam claramente definidas,
nomeadas com o género, espécie, e se necessario 0 patétipo associado com a
resisténcia. Quando existir varias racas patogénicas, a raca especifica também
deve ser definida; b) a avaliacdo deve ser nitida, usando caracteres que devem
ser documentados como um método padronizado e que esteja disponivel através
de uma publicacdo conhecida ou uma vez incorporado as diretrizes da UPOV
para testar as espécies em questdo; ¢) um nivel de resisténcia diferente s6 é
admissivel como uma caracteristica que permite o teste de nitidez se os niveis de
expressao puderem ser claramente definidos e, se os resultados do teste sejam
consistentes e tecnicamente viaveis (ISF, 2012).

Seguindo todas as premissas exigidas para prote¢cdo, tem-se por fim a
denominacdo desta nova cultivar. A cultivar devera possuir uma denominacao
propria, que permita que sua identificacdo seja distinta de outras cultivares e nao
induza a erro quanto as suas caracteristicas. A denominacao deve ser proposta
no momento do pedido de protecdo pelo requerente e atender a regras
estabelecidas pela Lei de Prote¢c&o de Cultivares (Aviani, 2011).
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3.4. Fingerprint de cultivares

A caracterizacdo molecular de uma cultivar € um importante processo de
protecdo legal dos gendtipos desenvolvidos por melhorista, contribuindo para a
descricdo detalhada desses materiais (Brammer, 2000). O uso de técnicas
moleculares para protecdo de cultivares é motivo de discussdo por parte do
Grupo de Trabalho em Técnicas Bioguimicas e Moleculares e Perfis Moleculares
(BMT), da UPOV. O principal objetivo deste Grupo € gerar e referendar
documentos com orientagbes para o0 desenvolvimento de metodologias
harmonizadas, visando um melhor intercambio de informacdes obtidas a partir do
uso de marcadores moleculares entre os paises membros da UPOV. O BMT
considera dois critérios fundamentais para a selecdo de métodos e de
marcadores moleculares para uso em atividades de apoio a protecdo de
cultivares. Esses critérios sdo a reprodutibilidade e a repetibilidade dos
resultados, que permitem estas vantagens como a comprovacdo da origem
genética da cultivar na identificacdo de cultivares em casos de uso indevido e em
atividades de fiscalizag&o (Aviani e Santos, 2011).

Os perfis genéticos (fingerprinting) de cultivares, obtidos por meio de
marcadores, podem ser anexados ao pedido de protecdo pelos obtentores para
fins de caracterizacdo de cultivares. Desde 2009 o SNPC vem aplicando a analise
do DNA por marcadores em cultivares de espécies como soja, arroz, algodao e
eucalipto para manejo dos ensaios de DHE e como um dos itens para verificagao
da distinguibilidade entre cultivares candidatas a protecdo (Aviani e Santos,
2011).

Dentre as principais caracteristicas de importancia na escolha de um
marcador esta no polimorfismo identificado no gendtipo. Caso o marcador seja
dominante os alelos de um mesmo loco séo revelados pela presenca ou auséncia
de uma banda que, por sua vez, resulta da amplificacdo de um fragmento de
determinado tamanho no gel. No entanto, ndo € possivel saber se o loco
amplificado esta em homozigose ou heterozigose. Sendo assim, marcadores
dominantes, ao contrario dos codominantes, ndo permitem a distincdo entre
genaotipos homozigotos e heterozigéticos os quais constituem apenas uma classe,
isto é, a que apresenta o alelo amplificado (Lopes et al., 2002).

Ha indmeros trabalhos disponiveis na literatura com aplicacdo de

marcadores em Capsicum L. para fins de diferenciagdo genotipica (Moreira, 2012;
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Kong et al., 2012; Pacheco-Olvera et al., 2012), para protecéo de cultivares de
Capsicum (Kwon et al.,2005). Véarios trabalhos utilizam marcadores em processos
de protecdo para outras culturas, tais como: beterraba (De Riek et al. 2001),
pepino (Bernet et al., 2003), arroz (Islam, et al., 2011), videira (Vélez e Ibafiez,
2012), cevada (Jones et al., 2012), trigo (Potokina et al.,, 2012) ja estdo
disponiveis; nesses h&a concordancia em que os marcadores quando utilizados em
conformidade com os descritores morfolégicos podem ser de grande utilidade

para a distingdo de genatipos.

Entre os marcadores moleculares com capacidade de repetibilidade e
reprodutibilidade estdo os microssatélites ou Single Sequence Repeat (SSR),
esses utilizam a agilidade da técnica de PCR, sdo codominantes e estdo
espalhados ao acaso no genoma com uma frequéncia relativamente alta, sendo
assim uteis principalmente pela sua alta variabilidade (Akkaya et al., 1992; Lee et
al., 2004). Estes marcadores sdo comumente utilizados com fins de elaboracao

de mapas genéticos em Capsicum L. (Lee et al., 2004; Minamiyama et al., 2006).

Marcadores AFLP sdo considerados como a classe de marcadores com
maior poder de deteccdo de variabilidade genética, uma vez que explora
polimorfismo de restricdo e de amplificacdo, sendo uma ferramenta valiosa pela
geracdo de grande numero de locos polimoérficos e de grande reprodutibilidade
(Rodrigues e Costa, 2011). Para Capsicum L. é rotineiramente utilizado com
diversos objetivos, Castafion-Najera et al. (2011) aplicaram marcadores AFLP
para explorar heteroses em Capsicum; Gaikwad et al., (2013) utilizaram alguns
marcadores, entre eles o AFLP, para obtencdo de DNA fingerprint e diversidade
genética em 30 cultivares de Capsicum L.; Krishnamurthy et al., (2013) obtiveram
os limites de divergéncia parental para a ocorréncia de heterose através de
marcador morfologico e AFLP em pimentas.

A International Seed Federations endossa fortemente o uso de marcadores
moleculares para fins de identificagcdo de variedades, por exemplo, no caso de
aplicacado dos direitos de propriedade intelectual; para ajudar a determinar a
similaridade genética entre as variedades e para uso em disputas sobre derivacao
essencial. Porém, esta mesma instituicdo tem certa cautela no uso de marcadores
no processo de protecdo em algumas situacdes, por exemplo: o uso de
marcadores moleculares por conta propria, sem ligagdo direta a uma

caracteristica fenotipica que poderia criar um risco significativo diminuindo a
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distancia minima entre variedades, comprometendo o processo de protecéo (ISF,
2012).

3.5. Caracteres de qualidade dos frutos de pimentas

O consumo e o0 apreco pelas pimentas se devem principalmente pela
combinacéo de caracteristicas relativas aos frutos como cor, sabor e pungéncia
(Lannes et al., 2007; Topuz e Ozdemir, 2007). Além disso, as pimentas também
possuem muitos compostos antioxidantes como o0s capsaicinoides, acido
ascorbico, carotenoides e flavonoides, que sao considerados biologicamente
ativos e que promovem a saude (Rosa et al., 2002; Bae et al., 2014; Khan et al.,
2014).

Os capsaicinoides sao compostos responsaveis pela pungéncia dos frutos
de pimenta. A capsaicina e a dihidrocapsaicina sdo 0s capsaicinoides mais
presentes e pungentes (Reilly et al., 2001; Karnka et al., 2002). Estas substancias
sao produzidas em glandulas presentes na placenta e nas nervuras existentes ao
longo do fruto, sendo a placenta considerada a parte mais pungente da pimenta
(Topuz e Ozdemir, 2007). Tal atributo € importante na qualidade dos frutos e um
dos motivos das pimentas serem apreciadas (Bosland e Baral, 2007). Porém, nao
s6 as pimentas pungentes agradam aos consumidores: pimenteiras cujo sabor é
mais suave e de melhor digestdo ou pimentas ndo pungentes e mais aromaticas
sao preferidas por um nicho de mercado (Henz, 2004).

A vitamina C, é um constituinte funcional e nutricional presente
principalmente em frutos, inclusive de pimenta. Sua composi¢cao nos frutos varia
de acordo com o gendtipo e a maturidade (Bae et al., 2014) além do manejo da
adubacdo e fatores ambientais, que podem interferir em uma maior ou menor
concentracdo desta vitamina. Apesar de varios estudos demonstrarem alta
concentracdo de vitamina C em frutos de pimentas (Marin, et al., 2004;
Rodriguez-Burruezo et al., 2009; Alvarez-Parrilla et al., 2010), essa caracteristica
ainda é pouco relacionada comercialmente com os frutos de pimenta, fato que
pode ser atribuido a baixa quantidade de pimenta que € normalmente consumido
por uma pessoa (Frank et al., 2001).

Ha uma grande diversidade em relacdo a alguns caracteres de importancia
econbmica relacionados aos frutos de pimentas (Régo et al., 2011), tais como:

comprimento, didmetro, espessura do pericarpo, coloragdo antes e apds a
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maturacdo, formato, textura da superficie, brilho dentre outros. Estes caracteres
estdo entre os utilizados em programas de melhoramento desta espécie que
visam a obtencdo de novas cultivares (Riva-Souza et al., 2009; Carvalho et al.,
2009; Moreira et al., 2013). Por consequéncia, fazem parte dos descritores
exigidos pelo Ministério de Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para a
protecdo de novas cultivares de pimenta no Brasil (BRASIL, 2006).

3.5. Resisténcia a mancha bacteriana

Entre os obstaculos para a producao de pimentas em diversas partes do
mundo destaca-se a ocorréncia de doencas de diferentes etiologias, entre elas a
mancha bacteriana, causada por Xanthomonas euvesicatoria. Considerada a
principal doenca bacteriana da cultura da pimenta e do pimentdo, a qual pode
causar danos foliares enormes, tanto em ambiente protegido quanto no campo,
acarretando perda da producéo e qualidade dos frutos (Carmo et al., 1996; Jones
et al. 1998).

A bactéria é facilmente dispersa pelos respingos de agua de chuva ou
irrigacdo por aspersdo, especialmente quando acompanhada por vento. Em
periodo chuvoso, as infec¢cdes sdo mais abundantes e as lesbes se desenvolvem
mais rapidamente em namero e tamanho, o que leva a desfolha intensa e precoce
da planta. Além disso, mancha bacteriana é de dificil controle no campo. Como
medidas de prevencdo recomenda-se 0 uso de sementes e mudas sadias,
destruicdo de restos culturais e rotacdo com gramineas (Carmo et al., 1996; Pinto
et al., 2011)

Essa doenca, altamente destrutiva € favorecida por temperaturas elevadas
e alta umidade, tem sido alvo de muitas pesquisas, incluindo a busca por fontes
de resisténcia (Costa et al., 2002; Noda et al., 2003; Moreira et al., 2009; Riva-
Souza et al., 2009; Moreira et al., 2013), caracterizacao de genes (Jones et al.,
1998; Riva et al., 2004) e estudos de heranca genética (Hibberd et al., 1987;
Hibberd et al., 1988; Riva et al., 2004). O uso de cultivares resistentes é
preconizado como o método de controle mais adequado, entretanto, o nimero de
genaotipos de pimentas com caracteristicas de resisténcia desejaveis € incipiente.

No complexo etioldgico da mancha bacteriana das solanaceas causada por
espécies de Xanthomonas ja foram identificadas trés racas para tomate (Solanum

lycopersicum) e 11 para Capsicum (Quezado-Durval e Camargo, 2004). As racas
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sdo definidas com base em reacdes de um grupo definido de genétipos das
hospedeiras. No patossistema da mancha bacteriana em Capsicum ha interacdo
entre 0s genes Bsl, Bs2 e Bs3 presentes no hospedeiro e 0s respectivos genes
avrBsl, avrBs2, avrBs3, tal interacdo seguindo o modelo gene a gene proposto
por Flor. Xanthomonas euvesicatoria inclui apenas estirpes do ex taxon X.
campestris pv. vesicatoria. As estirpes sao geralmente isoladas a partir de lesées
em solanaceas, especialmente tomate e pimenta. Xanthomonas euvesicatoria
pode ser distinguida a partir de estirpes do tipo X. vesicatoria pela semelhanca de
DNA e cinco tracos fenotipicos facilmente testados: X. euvesicatéria € fracamente
amilolitica e pectolitica, tem um padrdo distinto de reacdo a um grupo de
anticorpos monoclonais, dentre outros (Jones et al., 1998). Segundo Jones et al.
(2004) os grupos fenotipicos de espécies de Xanthomonas associados a tomate e
pimenta sdo: X. euvesicatoria (grupo A); X. vesicatoria (grupo B); X. perforans
(grupo C) e X. gardneri (grupo D). Tal diferenciacdo esta associada a reacdo a
anticorpos monoclonais; padrbes de proteinas; analise em gel de eletroforese e
pela atividade amilolitica e pectolitica.

Novas cultivares de pimenta com resisténcia a mancha bacteriana
representa uma importante contribuicdo para o mercado de sementes e,
principalmente, para os produtores e consumidores, pela reducdo do custo de
producdo e maior sustentabilidade ambiental do cultivo, visto que contribui para

reducdo do uso de defensivos agricolas nas lavouras.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Condi¢cBes experimentais e gendétipos

4.1.1. Locais e Epocas

Os ensaios de DHE foram conduzidos em casa de vegetacdo do
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da UENF, localizada a
21° 45° de latitude sul, 41° 18° de longitude oeste e 11m de altitude, no municipio
de Campos dos Goytacazes, norte do Estado do Rio de Janeiro, nos periodos de
Junho a Novembro de 2013 (1° ensaio) e de Janeiro a Julho de 2014 (2° ensaio).
Todas as recomendacdes sobre ensaios de DHE para cultivares de Capsicum
propostas pelo SNPC (Brasil, 2006) foram adotadas.

Nos dois ensaios, 0 delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao
acaso com cinco repeticbes e sete plantas por parcela, totalizando 35 plantas
avaliadas por linhagem. As plantas foram cultivadas em vasos de cinco litros
contendo uma mistura de terra, areia e esterco bovino, na proporc¢ao de 1:1:1. O
espacamento utilizado entre vasos foi de 1,0 x 0,5 m. O Ato N° 2, de 2006,
determina para avaliagcbes em cultivo protegido, que cada ensaio inclua um
minimo de 18 plantas, divididas em duas ou mais repeticbes (Brasil, 2006). Os
tratos culturais foram adotados de acordo com o que € recomendado para a
cultura (Filgueira, 2012).

Os atributos fisicos e quimicos de qualidade relativos aos frutos foram

realizados na Unidade de Bioquimica e Fisiologia Pds Colheita do Setor de
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Fisiologia Vegetal (LMGV/CCTA) da UENF em Campos dos Goytacazes, RJ. J&
as analises de capsaicinoides foram realizadas no laboratério do programa de
pos-graduacdo em quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
localizado em Seropédica-RJ. Estes atributos foram avaliados no periodo de abril
a julho de 2014 em delineamento inteiramente ao acaso com cinco repetigoes.

Foram analisados apenas dos frutos oriundos do segundo ensaio de DHE.

4.1.2. Genotipos

Os gendtipos de C. annuum var. annuum utilizados foram quatro linhas
recombinadas identificadas como Li, Ly, Lg € Lg, candidatas a protecdo, e a
cultivar comercial Jalapefio M (Topseed). As linhagens foram obtidas no programa

de melhoramento de Capsicum da UENF pelo método SSD (Figura 1).

Pimentao Hércules (Agroceres, Pimenta-Capsicum annuum
1998) Chapingo- México
UENF 1421 | : : | UENF 1381

|
F,- Roberto Alexandre Costa,2000. |

|

| F,-Elaine Manelli Riva,2002. |
| F.-Elaine Manelli Riva,2003.

| F,-Elaine Manelli Riva,2004.
|
|
|
|

®

SsD F--Elaine Manelli Riva,2004-2005.

|
|
|
F.-Elaine Manelli Riva,2005. |
F,-Sarah Ola Moreira,2007. |
|
|
|
|

Fs-Equipe LMGV,2011.

| F,-Samy Pimenta,2012.
DHEI | /] F,,-Samy Pimenta,2013.
DHE Il [ | F,;-Samy Pimenta,2014.

Figura 1. Genealogia do programa de melhoramento de Capsicum da UENF para
obtencdo de linhagens recombinantes resistentes a mancha bacteriana pelo
método SSD. Campos dos Goytacazes, UENF, 2015.
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As linhagens correspondem a geracdo Fg do cruzamento entre 0S acessos
UENF 1421 e UENF 1381. O genitor feminino € suscetivel a mancha bacteriana,
com caracteristicas de producédo e qualidade do fruto que atendem ao mercado
de pimentdo. O genitor masculino € uma pimenta, fonte de resisténcia a mancha
bacteriana, cujo controle genético se deve a presenca de trés genes recessivos
(Riva et al., 2004). Apos as geracdes de endogamia conduzidas via SSD, as
linhas recombinadas foram selecionadas para a resisténcia a mancha bacteriana
e outros atributos (Moreira et al., 2009; Moreira et al., 2010).

Para obtencdo das sementes necessarias para a realiza¢do dos ensaios de
DHE, as linhagens foram multiplicadas, via protec&o individual dos botdes florais
na pré-antese para garantir a autofecundacéo. Tal multiplicacdo foi realizada em
casa de vegetacdo UAP/UENF.

As mudas para todos os ensaios foram produzidas em bandejas de
poliestireno com 128 células contendo substrato comercial Vivatto® e mantidas
em casa de vegetacdo. Foram semeadas de duas a trés sementes por célula.
Apoés a germinacéo, foi realizado o desbaste, deixando apenas uma plantula por
célula. Ao atingirem de 10-15 cm de altura e quatro a seis folhas definitivas as
mudas foram transplantadas para a area experimental de cada ensaio especifico.

Para os experimentos envolvendo andlises de atributos de qualidade dos
frutos foram considerados apenas os frutos oriundos de plantas do segundo
ensaio de DHE das linhagens Lg, Lg € ‘Jalapeno M’, visto que estas linhagens
foram atestadas como aptas a protecao e a ‘Jalapeno M’ serviu como testemunha
de padrédo comercial. Da mesma forma apenas estas linhagens foram avaliados

via analise multivariada.

4.2. Descritores considerados

4.2.1. Ensaios de DHE

Foram avaliados descritores (01 ao 48) exigidos pelo SNPC (Tabela 1).
Para avaliacdo dos descritores, foi utilizada a comparagéo lado a lado, na qual a
distinguibilidade € baseada na observagdo direta dos gendtipos nos testes em
casa de vegetacdo. Nessa situacdo, ndo hd mensuracéo. As caracteristicas foram
observadas visualmente, concedendo, uma nota por caracteristica para cada

cultivar envolvida no ensaio. Essa abordagem é utilizada para ensaios com
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cultivares muito semelhantes, para espécies propagadas vegetativamente e
plantas autbgamas, nas quais, existe relativamente pouca variacdo entre as
plantas da cultivar (Brasil, 2011). Os descritores comprimento da haste,
comprimento, didametro e espessura do pericarpo do fruto, comprimento e
espessura do pedunculo foram mensurados com auxilio de fita métrica e/ou
paquimetro.

Para os descritores ciclo até o florescimento e ciclo até a maturacao foram
contabilizados o numero de dias para a abertura da primeira flor no segundo no
de floracdo em 50% das plantas e o niumero de dias para a mudanca de
coloracéo dos frutos em 50% das plantas, respectivamente.

A avaliacdo qualitativa, ou seja, quanto a presenca ou auséncia de
capsaicina (descritor n° 46) foi realizada por meio da imersédo de uma por¢éao da
placenta, de aproximadamente 1,0cm, distando retirada de regides similares de
frutos em uma solucdo de 3mL de vanadato de amoénio de acordo com as
modificacdes feitas no método de Derera (2000) por Riva (2006). Foram avaliados
cinco frutos por planta. Apos 24h, se houver escurecimento da placenta confirma-
se a presenca de capsaicinoides.

Para a avaliacdo da homogeneidade, quando as plantas que compdem a
cultivar sdo muito similares, como em plantas autdgamas, a homogeneidade é
avaliada pelo niumero de exemplares claramente distintos, sendo consideradas
plantas atipicas (Santos e Pacheco, 2011). Assim, para a verificagdo da
homogeneidade, foi utilizado o padrdo de 2% com probabilidade de 95% de
ocorréncia para plantas fora de tipo, como determinado no Ato N° 2, de 2006
(Brasil, 2006). Para ser considerada atipica, a planta devera ser claramente
distinta das outras que compdem a linhagem. Para considerar uma cultivar
claramente distinta, € necessario partir do conceito de margem minima, presente
no artigo 39, inciso lll, da LPC: conjunto minimo de descritores, a critério do 6rgao
competente, suficiente para diferenciar uma nova cultivar ou uma cultivar
essencialmente derivada das demais cultivares conhecidas (Santos e Pacheco,
2011).
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Tabela 1. Descritores morfolégicos de Capsicum avaliados em ensaios de DHE,
conforme recomendacao do Servico Nacional de Protecdo de Cultivares para a
protecéo de cultivares de C. annuum. Campos dos Goytacazes-RJ, UENF, 2015.

1. Plantula: pigmentacéao antocianica no
hipocatilo

25. Fruto: posicao

2. Planta: posicao das hastes

26. Fruto: comprimento

3. Planta: comprimento da haste

27. Fruto: diametro

4. Planta: entrends curtos (na parte
mais alta)

28. Fruto: forma predominante da secéo
longitudinal

5. Planta; altura

29. Fruto: forma predominante da secéo
transversal

6. Planta: comprimento do entrend
(apenas cultivares sem entrend curto)

30. Fruto: sinuosidade do pericarpo na
porcao basal

7. Planta: pigmentacéo antocianica na
altura dos nos

31. Fruto: textura da superficie

8. Folha: comprimento da lamina

32. Fruto: coloracdo na maturidade

9. Folha: largura

33. Fruto: intensidade da coloracao na
maturidade

10. Folha: coloracéo

34. Fruto: brilho

11. Folha: variegacéo

35. Fruto: profundidade da depresséao
peduncular

12. Folha: pigmentagao antocianica

36. Fruto: forma do apice

13. Folha: pilosidade

37. Fruto: profundidade dos sulcos
interloculares

14. Folha: rugosidade

38. Fruto: numero predominante de
|6culos

15. Flor: numero de flores por axila 39. Fruto: espessura do pericarpo
16. Flor: posicdo do pedunculo 40. Placenta: tamanho

17. Flor: coloragéo da corola 41. Pedunculo: comprimento

18. Flor: mancha na corola 42. Pedunculo: espessura

19. Flor: coloracdo da mancha na 43. Calice: margem

corola

20. Flor: coloragao da antera 44. Calice: constricao anelar

21. Flor: coloragao do filamento 45. Calice: aspecto

22. Flor: posigéo do estigma 46. Fruto: capsaicina na placenta

23. Fruto: coloragao antes da
maturacao

47. Ciclo até o florescimento

24. Fruto: intensidade da coloragao
antes da maturacéo

48. Ciclo até a maturagéo

49. Resisténcia a mancha bacteriana
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Adicionalmente, foi incluso o descritor resisténcia a mancha bacteriana
(descritor 49), visto que o programa de melhoramento tinha como objetivo a
obtencéo de cultivares resistentes a essa doenca.

Para avaliacdo da resisténcia a mancha bacteriana nas linhagens,
preparou-se o indculo utilizando o isolado ENA 4135, caracterizado previamente
como raca T;P3 (Sensu Jones et al., 1998) O isolado preservado em agua foi
recuperado, transferindo-se a suspensdo bacteriana para placas de Petri,
contendo meio DYGS (Rodrigues Neto et al., 1986), com auxilio de alca de
platina. Apds a permanéncia em estufa bacteriol6gica por 48h a 28°C, as col6nias
bacterianas foram suspensas em agua destilada e autoclavada, e sua
concentracdo ajustada para 10° ufc/mL com auxilio de espectrofotdmetro,
utilizando-se o comprimento de onda de 600 nm e absorbancia de 0,300 (Agopo =
0,3) (Quezado-Duval & Camargo, 2004). Em seguida, fez-se uma diluicdo em
série até a concentracéo de 10° ufc/mL. A inoculacao foi realizada 15 dias ap6s o
transplantio, por meio da infiltracdo de suspensao bacteriana na superficie abaxial
da folha previamente identificada, em uma area de aproximadamente 1,0 cm?.

A avaliacdo da reacdo a mancha bacteriana foi realizada a partir do quinto
dia ap6s a inoculacdo, por meio de sete observagcbes, com intervalo de um dia,
conferindo notas de 1 a 5 para os sintomas no local da inoculacdo. A nota 1
conferida quando ndo havia nenhum sintoma visivel; nota 2, quando o local de
inoculacdo apresentava coloracdo amarelada; nota 3, aplicada quando as folhas
estavam amareladas e com alguns pontos de necrose; nota 4, quando havia
manchas necrosadas no local de inoculacdo e nota 5, quando a area inoculada
estava totalmente necrosada (Figura 2). Ao final das avaliacGes, as plantas que
receberam média das notas iguais ou inferiores a dois foram consideradas como

resistentes e as que receberam notas superiores a esta, suscetiveis (Riva, 2006).

Figura 2. Escala de notas utilizada na avaliacdo da reacdo a mancha bacteriana.
A-nota 1; B - nota 2; C - nota 3; D - nota 4 e E - nota 5. Campos dos Goytacazes,
UENF, 2015.
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4.2.2. Atributos qualitativos dos frutos

Quatro descritores quantitativos propostos para Capsicum L. pelo
International Plant Genetic Resources Institute, atualmente Bioversity International
(IPGRI, 1995) foram considerados: comprimento (CMF) e didametro médio do fruto
(DMF); espessura média do pericarpo (EMP) e teor de sdlidos soluveis (TSS).
Outros sete descritores foram adicionados a esta lista, que foram: acidez titulavel
(AT); relacdo (TSS/AT); teor de vitamina C em frutos imaturos e maduros (Vcl e
VcM) e concentracdo de capsaicinoides, capsaicina (C), dihidrocapsaicina (DHC)
e a nordihidrocapsaicina (n-DRC).

Fez-se uso de paquimetro digital para mensurar os caracteres CMF, DMF e
EMP. A determinacdo do TSS foi obtida a partir da extracdo de duas gotas de
suco da amostra da polpa na regido mediana do fruto. O suco foi extraido por
prensa manual e depositado diretamente sobre o prisma de um refratbmetro
digital (ATAGO, modelo PR 201) e os resultados expressos em °Brix.

Determinou-se a acidez por método de titulacdo utilizando NaOH (0,1 N)
pelo método 22.058 descrito pela AOAC (1992). Utilizou-se um titulador manual,
através de uma bureta volumétrica de 50mL e um peagametro digital (Scientec
versao 2.3). Em funcdo de a polpa possuir coloracdo vermelha rosada que
interfere na identificacdo da cor rGsea apresentada pela viragem da fenolftaleina,
foi utilizado o valor de pH 8,2 como indicagéo para o ponto final de titulag&o.

Efetuou-se o corte dos frutos e pesagem de 15¢g, em seguida estes foram
transferidos para um Becker (200mL) e o volume completado até 50mL com agua
deionizada que por fim foram triturados com um homogeneizador Turratec TE 102
com rotacdo ajustada para 1800 RPM por 30s. ApOs este preparo seguiu-se a
titulacdo das amostras. Os resultados foram expressos em equivalente de acido

citrico, sendo obtidos por meio da seguinte equagao:

VxNxP'x100

% AT = P

Sendo: AT= acidez titulavel, em percentagem de &cido citrico; V = volume de
NaOH gasto com a titulacdo, em ml; N = normalidade do NaOH = 0,1; P' =

miliequivalente do acido citrico (0,064); P = volume da amostra (ml).
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Cinco frutos maduros foram colhidos, para cada genoétipo, e secos
utilizando um forno de circulagéo de ar forcado. A extracao foi realizada em banho
de ultra-sons de 160 W (Cristéfoli EQM-CF, Brasil), frequéncia 42 kHz, ligada a
um controlador de temperatura, 0 que permitiu que a agua do banho fosse
renovada. Quantidade de amostra (1g) e volume do solvente (25 ml) na extracéo
foram previamente estabelecida de acordo com Barbero et al. (2008). Os extratos
foram filtrados e secos no evaporador rotativo.

As curvas de calibracdo foram preparadas para capsaicina (C),
dihidrocapsaicina (DHC) e nordihidrocapsaicina (n-DHC), que sao padrédo de
capsaicinoides (obtidos a partir de Merck Millipore) e responséavel por até 90% de
pungéncia de frutos da pimenta (Zhang et al., 2010). Para todas as analises, as
amostras foram preparadas por dissolugcdo de 10mg de pimenta em 1mL de
metanol. O acetonitrila e o acido acético foram adquiridos a Tedia Brasil.

A separagdo por HPLC foi realizada usando um cromatografo liquido
Shimadzu LC-20AT acoplado a um detector SPD-20A de arranjo de diodos (DAD)
(forno de coluna CTO-20A, modulo de comunicaces CBM-20A) e amostrador
automatico. A coluna de fase reversa usada foi Betasil Thermo C18 (25 cm, 4,6
mm, 5 mm) com a fase mével consistida de agua contendo acido acético a 1% (A)
e acetonitrila (B) com 20mL (cada amostra) volume de injecdo. As amostras foram
corridas durante 15min a um fluxo de ImL.min™ e a absorbancia foi monitorada
entre 250-300nm. Foi utilizado o método isocratico consistindo em acetonitrila
(60%). Os compostos foram quantificados a partir de uma curva de calibragéo
para a capsaicina, dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina as quais foram
realizadas em trés repeticdes de cinco concentracdes (0,02-0,1mg.mL™).

Cinco caracteres qualitativos, seguindo descritores exigidos pelo MAPA
para a protecdo de novas cultivares de Capsicum L. (Brasil, 2006), também foram
considerados. Os caracteres foram: coloracdo antes da maturacédo (CAM); textura
da superficie do fruto (TSF); coloracdo do fruto na maturidade (CFM); intensidade
da coloracdo na maturidade (ICM) e brilho do fruto. O registro destes descritores
foi realizado por observacdes feitas com base no julgamento do avaliador, por
meio de observacdes visuais que incluiram pontos de referéncia, diagramas e
comparacoes lado a lado entre as linhagens. Cinco frutos por planta de cada
parcela foram avaliados, totalizando 175 frutos por linhagem.
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4.2.3. Caracterizagcdo molecular

4.2.3.1. Marcador AFLP

Folhas novas das linhagens L, Lg e ‘Jalapefio M’, do mesmo estadio de
desenvolvimento foram amostradas. Todo o material foi disposto em silica gel, e
mantido em dessecador por no minimo cinco dias, até a secagem total das folhas.
Aproximadamente 150mg de folhas seca foram pesadas em microtubos e
trituradas utilizando o aparelho MM400 (Retsch), com frequéncia de 30/s, por 5m.

A extracdo de DNA foi realizada segundo o protocolo modificado de
Ferreira e Grattapaglia (1998) com a utilizacdo de tampdo CTAB associado a
precipitacdo com isopropanol. Todas as amostras foram tratadas com RNase. A
integridade do DNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Ja a
concentracdo e a pureza foram determinadas por espectrofotometria, utilizando-
se o NanoDrop® 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific). Foram utilizadas
amostras que apresentaram razdes A260/280 nm entre 1.8 e 2.0.

A técnica de AFLP foi realizada seguindo o protocolo descrito por Vos et al.
(1995), com modificacdes. Aproximadamente, 700ng de DNA de cada acesso
foram duplamente digeridos pelas enzimas EcoRI e Msel (5U cada), em presenca
de 2ul de tampéo de ensaio Msel 10X, com volume final de 20ul, incubados por
18hs a 37°C.

Os fragmentos gerados foram ligados aos adaptadores, EcoRI (0,5uM) e
Msel (5 uM), com a enzima T4 DNA ligase (1U); tampéo T4 DNA ligase 1X; NacCl
(0,05 M); BSA (50 ng/uL); DTT (0,25 mM) para um volume final de 10uL. A reacao
foi incubada a 37°C por 3hs, 17°C por 30min e 70°C por 10min, em termociclador.
ApoOs a confirmacéo da amplificacdo da PCR por eletroforese em gel de agarose
1%, o produto amplificado foi diluido 1:4 vezes em agua ultrapura.

Posteriormente, os fragmentos foram amplificados com um par de primers
pré-seletivo contendo uma base seletiva. A amplificacdo pré-seletiva foi realizada
para um volume final de 10uL, utilizando 3,5uL do kit GoTaq® Green Master Mix
(Promega); 0,58uL do primer pré-seletivo (4,75uM); e 3,0uL da diluicdo da reacdo
de restricao/ligacédo. A programacéo do termociclador consistiu de: 2min a 72°C,
seguidos de 20 ciclos de 1 segundo a 94°C, 30 segundos a 56°C e 2 min a 72°C,
e por fim, 30min a 60°C. A confirmacdo da PCR pré-seletiva foi obtida em gel de

agarose 1% e o produto amplificado foi diluido 1:16 vezes em agua ultrapura.
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Para a amplificacdo seletiva foi utilizado 2,5uL do pré-seletivo diluido,
composta de 0,54uL de cada primer seletivo de Msel (5 uM) e EcoRI (1 uM);
3,5uL GoTagq® Green Master Mix (Promega), para um volume final de 10uL. As
reacdes para o seletivo foram realizadas, no termociclador, da seguinte maneira:
ciclo inicial de 2 min a 94°C; 30 segundos a 65°C e 2 min a 72°C; 8 ciclos de 1
segundo a 94°C, 30 segundos a 64°C e 2 min a 72°C, decrescendo 1°C a cada
ciclo; 23 ciclos de 1 segundo a 94°C, 30 segundos a 56°C e 2 min a 72°C, e por
fim, 30 min a 60°C. Foram testados sete combinagdes de primers EcoRI e Msel
(E-ACA/M-CAC, E-AAC/M-CTA, E-ACC/M-CTA, E-ACC/M-CAA, E-AAG/M-CTA,
E-AGG/M-CAC, E-ACG/M-CAA), contendo trés nucleotideos seletivos,
observados em gel de poliacrilamida 7%.

Das combinacdes testadas, trés que permitiram o maior nimero de bandas
polimérficas detectadas foram selecionadas (E-ACA/M-CAC, E-ACC/M-CAA, E-
ACG/M-CAA), os primers EcoRlI agora marcados com fluoréforos foram
submetidos a eletroforese capilar em sistema automatizado 3500 xL (Applied
Biosystems).

Os tamanhos dos fragmentos gerados foram determinados em relagéo ao
GeneScan™ 500 ROX® (Applied Biosystems) utilizado como um padrdo para os
fragmentos entre 35 a 500 pb. O resultado da eletroforese dos fragmentos foram
combinados em uma matriz binaria pelo software GeneMapper® v.4.1 (Applied
Biosystems). Todas as amplificagbes foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

4.2.3.2. Marcador SSR

Os iniciadores foram selecionados com base em informagdes disponiveis
na literatura (Minamiyama et al., 2006; Barchi et al., 2007). Foram utilizados 19
iniciadores SSR (Tabela 2). As reacbes de amplificacdo foram realizadas para um
volume final de 13 pL, contendo: 2uL de DNA, 1,5uL do tampéo, 1,5uL de dNTPs,
1,0uL do primer, 0,12uL da enzima Taq polimerase e 5,88uL de agua ultrapura.
Foram aplicadas 2 uL de DNA, e posteriormente adicionado 11 uL do mix descrito
anteriormente. Para coloragao foi adicionado 8 uL da mistura gel red e blue juice

na concentracéao 1:1.
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Tabela 2. Iniciadores de SSR utilizados para diferenciacdo de duas linhagens
recombinadas de Capsicum annuum var. annuum e da cultivar Jalapefio M,
adaptado de Minamiyama et al., 2006. Campos dos Goytacazes, UENF, 2015.

Marcador SSR

Foward Primer

Reverse Primer

CAMS-051 acccagttccctttcttggt gaaggttagcggaatgaacg
CAMS-070 cccgcgaaatcaaggtaat aaagctattgctactgggttcg
CAMS-072 cccgcgaaatcaaggtaat aaagctattgctactgggttcg
CAMS-081 gttgggggagagttgggtat tggggtgaacactagcatgt
CAMS-095 cgctagcatgacactcaagg aaacggcaaggctacacatc
CAMS-101 tcagcaattaacatgccaaaa tggattgggagaagatcgac
CAMS-117 ttgtggaggaaacaagcaaa cctcagcccaggagacataa
CAMS-142 gagcgcttaagtggtcatagg ctacaacgccccaaaacaat
CAMS-153 tgcacaaatatgaatcccaaga  aagtcagcaaacacatctgacaa
CAMS-163 tccatatagcccgtgtgtga gcgtgggaatacaatgctaga
CAMS-177 attctctacccctgcctgtg ctcaggagatgtcccacgat
CAMS-191 cccgaatccaagtcattgag taaatccggttccctttcct
CAMS-227 tttgtcctttaattcaccttttga gcatcaaaataaggataaagttatgg
CAMS-236 ttgtagtttgcgtaccatttga atgaatccagggttccacaa
CAMS-237 ccttcccttgaaattgatattttac tcccctatcactcacatctgce
CAMS-309 gaaaatcgacccgttttgaa tcaattcggacaaaattagcaa
CAMS-327 gcatctaagtctacgcccttg aaagcctttggcaatgaaca
CAMS-405 ttcttgggtcccacactttc aggttgaaaggagggcaata
CAMS-460 cctttcacttcagcccacat accatccgctaagacgagaa

As reacbOes de amplificacdo (termociclador modelo Veriti da Applied

Biosystems) foram conduzidas da seguinte forma: 1 min a 94°C para
desnaturacao inicial, seguindo-se os 35 ciclos, cada um consistiu de 94°C por 1
min, 55-63°C por 1 min (dependendo do iniciador utilizado), 72°C por 3 min, e
uma extensao final a 72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram entao
separados em gel de agarose de alta resolucdo Metaphor 4%, e submetidos a luz
ultravioleta para visualizagdo (Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging

System). As imagens dos géis foram capturadas para posterior analise.
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4.3. Analise das variaveis

4.3.1. Ensaios de DHE

Para a descricdo e a comparacdo das linhagens dos ensaios de DHE, foi
utilizada a estatistica descritiva com base na moda, que se constitui no valor mais
frequente em um conjunto de variaveis, das notas atribuidas a cada gendétipo. O
preenchimento do relatorio técnico descritivo de obtencgdo de cultivar exigido para
o pedido de protecao instrui para a comparagédo de apenas uma cultivar candidata
com a testemunha em cada relatorio (Brasil, 2006). Porém, € permitida a
utilizacdo de varias testemunhas em um ensaio de DHE. Neste trabalho, as
linhagens candidatas a protecdo foram comparadas com a testemunha comercial

(‘Jalapefo M’) e serviram de testemunhas quando comparadas entre si.
4.3.2. Atributos de qualidade dos frutos

Para os caracteres quantitativos as variaveis coletadas foram submetidas
ao teste de normalidade de Lilliefors para verificacdo da distribuicdo normal, em

seguida foi realizada uma analise de variancia individual, segundo modelo:
Yij=p+Gi+tej

Sendo: Yj: observacdo obtida na parcela com i-ésimo genoétipo; p: constante
geral; G;: efeito fixo do i-ésimo genotipo (i =1, 2,..., g); ej: erro aleatdrio associado
a observacao Y;NID (0,6%).

Com a escala de notas observadas para resisténcia a mancha bacteriana
as plantas que receberam médias das notas iguais ou inferiores a dois foram
consideradas como resistentes, enquanto as que receberam notas superiores a
esta eram suscetiveis.

As medias das linhagens foram analisadas utilizando o teste de
comparagao multipla Dunnett (p < 0,05). Para o processamento destas variaveis
utilizou-se o Programa Genes (Cruz, 2013). Para variaveis qualitativas, a
descricdo e a comparacdo das linhagens foram feitas utilizando-se a estatistica

descritiva com base na moda.
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4.3.3. Anélise Multivariada

A andlise das variaveis foi dividida em trés partes, a saber: a primeira foi
relativa a obtencdo da distincdo genética por meio das variaveis obtidas pela
andlise dos marcadores, AFLP e SSR. Para os dados moleculares, com as
bandas geradas de cada iniciador, foi construida a matriz binaria, utilizada para
calcular a matriz de dissimilaridade pelo complemento aritmético do indice de

Jaccard. Segundo Cruz & Carneiro (2003), indice de Jaccard é dado por:

Sii’ = al a+b+c

Em que: a = valor que quantifica o numero de coincidéncia do tipo 1-1 para cada
par de gendétipos; b = valor que quantifica o nimero de coincidéncia do tipo 1-0
para cada par de genotipos; ¢ = valor que quantifica o nimero de coincidéncia do
tipo 0-1 para cada par de genoétipos. Assim como para as Vvariaveis
multicategdricas, utilizou-se o complemento (1- Sii’) na construgdo da matriz de
dissimilaridade para dos dados binéarios entre as linhagens.

Na segunda parte obteve-se a matriz de distancia relativa as variaveis
multicategdricas avaliadas nos ensaios de DHE (Tabela 1). E por ultimo obteve-se
uma matriz conjunta de distancia genética, considerando todas as variaveis
avaliadas, moleculares e morfolégicas. Tanto para a analise individual para o DHE
quanto para a analise conjunta utilizou-se o algoritmo de Gower (1971). A
estimacdo das matrizes de distancia foi realizada utilizando o programa R

(http://www.r-project.org).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios de DHE

N&o se verificou diferengas entre as linhagens e a testemunha comercial
em pelo menos 28 dos 49 descritores avaliados nos dois ensaios (Tabela 3). Tais
descritores foram: posicdo da haste, entrends curtos, numero de entrends,
largura, coloracao verde, variegacao, pigmentacdo antocianica da folha, numero
de flores por axila, coloracdo da corola, mancha na corola, coloracdo da antera,
coloracdo do filamento, intensidade e coloracdo dos frutos antes da maturacao,
posicdo, diametro, textura da superficie, coloracdo na maturidade, profundidade
da depresséo peduncular, forma do apice, profundidade dos sulcos interloculares
e numero predominante de I6culos dos frutos, tamanho da placenta, comprimento
e espessura do pedunculo, aspecto e constricdo do calice, ciclo até a maturacéo.
Dois descritores, comprimento do entrend (descritor n° 6) e coloragdo da mancha
da corola (descritor n° 19), ndo puderam ser avaliados, pois estes caracteres
foram ausentes nas linhagens testadas. Mancha na corola é tipicamente
observado apenas em C. baccatum, C. praetermissum e ausente em C. annuum

var. annuum (Mcleod et al.,1982).



Tabela 3. Descritores morfoldégicos de Capsicum avaliados em ensaios de DHE, conforme recomendacdo do Servico Nacional de
Protecado de Cultivares para a protecdo de cultivares de C. annuum. Campos dos Goytacazes-RJ, UENF, 2015.

Cultivar exemplo Cddigo da Cultivar

Descritores Jalapefio M L1 Lo Le Lg

1°%ensaio 2°nsaio 1°ensaio 2% nsaio 1°nsaio 2°%nsaio 1°nsaio 2°%nsaio 1°nsaio 2°nsaio

1. Plantula:
pigmentacao

. Presente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
antocianica no

hipocotilo

2. Planta: posicéo
Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta
das hastes

3. Planta:
comprimento da Médio Médio Médio Longo Médio Médio Médio Médio Médio Médio

haste

4. Planta:
] Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente
entrends curtos

5. Planta: nimero
de entrends entre  Mais de Mais de Mais de Mais de Mais de Mais de Mais de Mais de Mais de Mais de
a primeira flor e os trés trés trés trés trés trés trés trés trés trés

entrends curtos

ve
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Cultivar exemplo Cédigo da Cultivar

Descritores Jalapefio M L, Lo Le Lg

1°%ensaio 2% nsaio 1°nsaio 2°ensaio 1°%nsaio 2°%nsaio 1°nsaio 2°nsaio 1% nsaio 2°ensaio

6. Apenas cultivares

sem entrend curto

7. Planta:
pigmentacao Muito Muito
o Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte
antocianica na altura forte forte

dos nés

8. Folha:
comprimento da Longo Longo Médio Longo Médio Médio Médio Médio Médio Médio

lamina

9. Folha: largura Média Média Média Média Média Média Média Média Média Média

10. Folha: coloracéo
Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura

verde

11. Folha:

_ . Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
variegacao
12. Folha: pig.

. Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
antocianica

GeE
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Cultivar exemplo

Cdodigo da Cultivar

Descritores Jalapefio M L, Lo Le Lg
1°ensaio 2°nsaio 1°ensaio 2°nsaio 1°%nsaio 2°nsaio 1°ensaio 2°nsaio 1%nsaio 2°ensaio
13. Folha: o o
o Ausente  Ausente Ausente Densa  Ausente Ausente Média Média  Ausente Ausente
pilosidade
14. Folha:
_ Fraca Fraca Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
rugosidade
15. Flor: nimero de
) Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma
flores por axila
16. Flor: posicédo do
. Pendente Pendente Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter.
pedunculo
17. Flor: coloracéo
Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca
da corola
18. Flor: mancha na
| Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
corola
19. Flor: coloragao
da mancha na - - - - - - - -
corola
20. Flor: cor antera Azul Azul Azul Azul Azul Azul Azul Azul Azul Azul

9€
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Cultivar exemplo

Cddigo da Cultivar

Descritores Jalapefio M L, Lo Le Lg
1%nsaio 2°nsaio 1%nsaio 2% nsaio 1%nsaio 2°%nsaio 1%nsaio 2°%nsaio 1%nsaio 2°ensaio
21. Coloragéao do
) Branca Branca Branca Branca Branca Branca  Branca Branca Branca Branca
filamento
22. Flor: posicéo do
_ Excerto  Excerto Inserto MN Inserto Inserto Excerto  Excerto Inserto Inserto
estigma
23. Fruto: coloragao
. Verde Verde Verde Verde Verde Verde Verde Verde Verde Verde
antes da maturacao
24. Fruto:
intensidade da
. Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura Escura
coloracdo antes da
maturacao
25. Fruto: posicao Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter.
26. FrUtO: 7 - 7 - 7 - 7 - 7 - 7 - 7 -
) Médio Médio Médio Longo Médio Médio Curto Curto Médio Médio
comprimento
27. Fruto: didametro  Pequeno Pequeno Pequeno Pequeno Pequeno Pequeno Pequeno Pequeno Pegueno Pequeno
28. Fruto: forma da o o o . _ o o
Ovalada Ovalada Eliptica ET Eliptica  Eliptica  Triang. Triang. Eliptica  Eliptica

secao longitudinal

LE
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Cultivar exemplo

Codigo da Cultivar

Descritores

Jalapefio M

1%ensaio 2°nsaio 1°%nsaio 2°nsaio 1°%nsaio 2°nsaio 1°nsaio 2 nsaio 1°ensaio 2°ensaio

29. Fruto: forma

predominante da Arred. Arred. Eliptica Ang. Eliptica  Eliptica Ang. Ang. Eliptica  Eliptica
seccdao transversal
30. Fruto:
sinuosidade do . _
_ MF MF Média Média MF MF Fraca Fraca MF MF
pericarpo na porcao
basal
31. Fruto: textura da _ . . _ _ . _ . . _
. Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
superficie
32. Fruto: coloragéo
) Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm.
na maturidade
33. Fruto:
intensidade da ) _ _ )
Média Média Média Média Escura Escura Escura Escura Escura Escura

coloracéo na

maturidade

8¢
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Cultivar exemplo Cdodigo da Cultivar

Descritores Jalapefio M L, L, Le Ls

1°%ensaio 2% nsaio 1°nsaio 2°nsaio 1°nsaio 2% nsaio 1°%nsaio 2°nsaio 1°nsaio 2°ensaio

34. Fruto: brilho Forte Forte Forte Fraco Forte Forte Forte Forte Forte Forte

35. Fruto:
profundidade da
. A/MF A/MF A/MF A/MF A/MF A/MF A/MF A/MF A/MF A/MF
depressao

peduncular

36. Fruto: Forma
Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred.

do apice

37. Fruto:
profundidade dos _ _ _ _ . . . _ _ .
| Média Média Média Média Média Média Média Média Média Média
sulcos

interoculares

38. Fruto: numero

) Dois e Dois e Dois e Dois e Dois e Dois e Dois e Dois e Dois e Dois e
predominante de R R R R ) ) ) R R )
] trés trés trés trés trés trés trés trés trés trés
l6culos
39. Espessura do _ _ _ _ _ _ _ _
Grossa  Grossa Média Fina Média Média Fina Fina Média Média

pericarpo

6€



Tabela 3, Cont.

40. Placenta: tamanho Grande Grande Grande Grande Grande Grande Grande Grande Grande Grande

41. Pedunculo: : . . . . . . . . .
_ Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio
comprimento

42. Pedunculo:

espessura

Média Média Média Média Média Média Média Média Média Média

43. Célice: margem Dentada Dentada Inter. Inter. Inter. Inter. Dentada Dentada Inter. Inter.

44, Célice: constricdo  Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente

45, Calice: aspecto Envol. Envol. Envol. Envol. Envol. Envol. Envol. Envol. Envol. Envol.

46. Fruto: capsaicina
Presente Presente Presente Ausente Presente Presente Ausente Ausente Presente Presente

na placenta

47. Ciclo até o . . . . . _ _ .
Precoce Precoce Média Média Média Média Média Média Média Média

florescimento

48. Ciclo ate a _ _ _ _ . o o L L L
. Média Média Média Média Meédia Média Média Media Media Média
maturagao

49. Reacdo a mancha
S S R R R R R R R R

bacteriana

Inter.- intermediaria; MN- mesmo nivel; ET- estreito triangular; Triang.-triangular; Arred.-arredondada; Ang.- angulada; Verm.- vermelha; A/MF- ausente ou muito
fraca; MF- muito fraca; Envol.- envolvente; S- suscetivel; R- resistente.

oy
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A auséncia de diferenciacdo em muitos dos 28 caracteres ja era esperada
visto que descritores especificos para flores, por exemplo, sdo mais Uteis na
discriminacao entre espécies, 0 que néo é o caso deste trabalho, em que todos os
gendtipos sao representantes de C. annuum var. annuum L.. Flores desta espécie
se caracterizam pela coloragéo branca, sem manchas na corola e uma flor por n6
(Bosland, 1996).

Descritores como coloracéo verde da folha, intensidade e coloracdo dos
frutos antes e apds a maturacdo, por exemplo, podem gerar falta de
homogeneidade e estabilidade pela simples troca de avaliador dentro de um
ensaio ou ainda de um ciclo de cultivo para o outro, ja que se trata de uma analise
subjetiva relacionada a visualizacdo de cores, sem a utilizacdo de tabelas ou
referéncias especificas para auxiliar a observacdo. Como consequéncia dessa
subjetividade, devem-se ressaltar pontos importantes na utlizacdo dos
descritores: o avaliador deve ter conhecimentos especificos sobre a cultura, e
deve-se dar preferéncia a um mesmo avaliador, a fim de se garantir uma
padronizacdo nas avaliacfes. O avaliador dos ensaios de DHE deve adotar um
mesmo padrao de preciséo e repeticdo no preenchimento dos descritores em um
ensaio de DHE, assegurando assim a confiabilidade dos resultados (Gilliland &
Gensollen, 2010).

N&o foi possivel distinguir a linhagem L, de ‘Jalapefio M’ com base em 33
dos 48 descritores. No entanto diferiu em 15 descritores. Alguns descritores como
comprimento da haste, comprimento da lamina foliar, pilosidade e capsaicina na
placenta ndo foram homogéneos no primeiro ensaio. Porém, para o segundo
ensaio esta homogeneidade foi confirmada. A falta de homogeneidade no
primeiro ensaio resultou em auséncia de estabilidade, observada nos dois ensaios
(Tabela 3). A homogeneidade € assegurada aceitando-se o padrdo de 1% com
probabilidade de 95% para ocorréncia de plantas atipicas em cultivo protegido
(Brasil, 2006). A estabilidade é atestada quando a descricdo de suas
caracteristicas essenciais é mantida em sucessivos ciclos. A falta de
homogeneidade e estabilidade desses descritores culminou em uma nao
adequacao dos requisitos exigidos para a protecao desta linhagem.

Verificou-se também a falta de homogeneidade para a linhagem L, nos
descritores forma predominante da sec&o longitudinal e da transversal do fruto,

além do brilho e capsaicina na placenta do fruto, observando-se um numero
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acima do permitido de plantas atipicas no primeiro ensaio. Porém, o mesmo néo
ocorreu no segundo ensaio, durante o qual se constatou homogeneidade para L..
Apesar disso, considerando a andlise por Moda utilizada para classificar cada
descritor, ndo se detectou falta de estabilidade para esta linhagem. A experiéncia
em processos de protecédo de cultivares no Brasil tem mostrado que na maioria
dos casos uma cultivar homogénea sera estavel (Santos & Machado, 2011).
Porém, para essa linhagem a estabilidade ndo teve relacdo com a
homogeneidade.

A avaliacdo de estabilidade em variedades autégamas possibilita a
comprovacdo dos niveis de homozigose e a auséncia de contaminantes (Brasil,
2006). Possivelmente a falta de homogeneidade e estabilidade detectada nas
linhagens L; e L, podem estar associadas a uma contaminacdo por mistura de
sementes, uma vez que, todas as linhagens se encontravam em um nivel
avancgado de homozigose, na geragao Fo.

Para a linhagem Lg, 31 descritores foram idénticos em classificagdo com a
testemunha. Porém, 16 descritores possibilitaram a distincdo da Ls em relacdo a
‘Jalapefio M’ (Tabela 3). Entre esses se pode dar énfase ao descritor capsaicina
na placenta do fruto (descritor n° 46), por nao ter sido detectada capsaicina nos
frutos desta linhagem. Tal descritor possibilita a classificacdo da Le como uma
pimenta do tipo “doce”, o que pode ser um produto interessante, uma vez que nao
sé as pimentas pungentes agradam aos consumidores, havendo um nicho de
mercado para consumo de pimenta in natura com sabor mais suave, menos
pungente e mais aromatica (Henz, 2004), ou ainda sem pungéncia, mas com
aroma tipico. Além da comprovacdo da distincdo, houve homogeneidade e
estabilidade para todos os descritores avaliados, assim esta linhagem podera ser
protegida.

De acordo com Machado (2011), um descritor util nos ensaios de DHE é
aquele que permite a diferenciacdo entre o0s gendtipos candidatos. Neste
contexto, 13 descritores foram considerados Uteis na distincdo da Lg em relacdo a
testemunha (Tabela 3). A homogeneidade e estabilidade também foram obtidas
para esta linhagem. Os descritores forma predominante da secéo longitudinal do
fruto (descritor n° 28) e resisténcia a mancha bacteriana (descritor n° 49) foram
importantes na diferenciagdo desta linhagem em comparagdo com ‘Jalapefio M'.

Para a linhagem Lg verificou-se presenca de capsaicina (descritor n°® 46) nos
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frutos, um atributo importante na qualidade dos frutos e um dos motivos das
pimentas serem apreciadas (Bosland & Baral, 2007).

O formato do fruto (descritor n® 28) foi de grande importancia na distincao
das linhagens candidatas a protecdo, sendo que apenas as linhagens L, e Lg
receberam a mesma classificacdo para esta caracteristica. A testemunha
comercial foi classificada como fruto ovalado, enquanto a L; variou para este
descritor, considerando-se os dois ensaios: no primeiro foi classificada como
eliptica e no segundo como formato estreito triangular; a Ls, por sua vez, foi
considerada triangular, enquanto L, e Lg foram classificadas como eliptica (Figura
3). Uma das caracteristicas dos frutos de Capsicum L. é a grande variabilidade
observada para o formato dos frutos. Esse carater bem como outros relativos ao
fruto como cor, textura, brilho e presenca de capsaicina sdo importantes para o

mercado, por serem as caracteristicas observadas pelo consumidor no momento

da compra desses vegetais (Frank et al., 2001; Filgueira, 2012).
‘Jalapeiio M’

L6 L8 (M

Figura 3. Formato e coloracao dos frutos de C. annuum var. annuum avaliados no
segundo ensaios de DHE, sendo: T = Testemunha (‘Jalapefio M’, fruto ovalado);
Linhagens candidatas a protegéo: L (fruto estreito angular); L, e Lg (fruto eliptico);
Le (fruto triangular). Campos dos Goytacazes-RJ, UENF, 2014.

E importante ressaltar que o descritor adicionado (descritor n® 49), que visa
a identificacdo da resisténcia & mancha bacteriana, se tornou, neste trabalho, o
principal descritor entre os avaliados, pois permitiu a diferenciagédo entre todas as
linhagens candidatas com a testemunha (Figura 4). Além disso, este descritor por
si sO possibilitaria a distincdo destas novas linhagens com qualquer outra
testemunha desta espécie, uma vez que nao ha cultivares de pimenta C. annuum
L. com esta caracteristica protegidas ou registradas no Brasil até a presente data

(Brasil, 2014). A adicado de descritores de resisténcia a doencas em ensaios de
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DHE é permitida, desde que seja assegurada a consisténcia dos resultados pelo

uso de métodos apropriados de avaliagdo (Lovato, 2011).

00099909

]

Figura 4. Folhas de C. annuum var. annuum com auséncia de sintomas de
mancha bacteriana (Ls € Lg) e com sintomas (T), demonstrando a resisténcia e

suscetibilidade, respectivamente. Sendo: Lg e Lg linhagens candidatas a protecéo
e T = Testemunha (‘Jalapefio M’). Campos dos Goytacazes-RJ, UENF, 2014.

8

Por se tratar de linhagens oriundas do mesmo cruzamento biparental, ha
necessidade de se observar caracteristicas morfolégicas que possibilitem a
diferenciacdo entre as mesmas, além dos caracteres agronémicos utilizados
durante as etapas finais de selecdo dessas linhagens no programa de
melhoramento, conforme efetuado por Moreira et al. (2009) e Moreira et al.
(2010). Os descritores utilizados nos ensaios de DHE possibilitaram a distingao
entre estas linhagens. Apenas a L, e Lg obtiveram as mesmas classificacdes, ndo
sendo possivel diferir entre as duas linhagens com os descritores utilizados,
apesar de ensaios de campo indicar diferencas entre elas. Porém, apenas Lg esta
apta a protecao, visto que a L, ndo obteve a homogeneidade requerida. No geral,
0s principais descritores que comprovam a diferenciacdo entre as linhagens
foram: forma predominante da sec¢éo longitudinal e transversal dos frutos, além da
presenca ou auséncia da capsaicina na placenta (Tabela 3).

Alguns descritores foram considerados de certa dificuldade de uso, por
serem totalmente dependentes da consideracdo do avaliador, devido ao tipo de
classificagdo proposta. Como exemplo tem-se comprimento (descritor n° 26),
didmetro (descritor n® 27) e espessura do pericarpo (descritor n°® 39) do fruto.
Apesar de serem de carater quantitativo e influenciado por diversos fatores
ambientais, a avaliacdo desses descritores segundo as normas para 0S ensaios
de DHE, estabelece uma analise qualitativa. Dessa forma, os valores observados

devem ser incluidos em intervalos de classes, sem, no entanto, haver uma
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especificacdo sobre o valor da diferenca métrica que separa as notas
determinadas nas diferentes classes para caracterizar a distincdo entre o0s
genaotipos em teste. Portanto, a classificacdo fica a critério do avaliador e pode ser
diferente entre avaliadores distintos. No caso de descritores relativos ao ciclo até
o florescimento e até a maturagéo (descritor n° 47), diferenca de dias pode ser ou
ndo considerada suficiente para determinar se uma cultivar € precoce, média ou
tardia. No caso desses descritores, um critério prévio precisa ser estabelecido
para normatizar as classificacoes.

Um ponto importante na execugdo do ensaio de DHE est4 na escolha da
testemunha, visto que a op¢do por uma cultivar com caracteristicas totalmente
diferentes das pré-candidatas a protecdo poderia garantir esta protecao.
Entretanto, de acordo com Aviani e Machado (2011) deve-se escolher como
testemunha nos ensaios comparativos de DHE, cultivares muito parecida com as
linhagens em teste. Para atender a essa determinacao, neste trabalho optou-se
pela escolha de uma cultivar registrada no Brasil com algumas caracteristicas
semelhantes com as linhagens candidatas a protecdo. Prova disso, € que quando
se comparam todas as linhagens com a testemunha, cerca de 60% dos
descritores avaliados receberam a mesma classificacdo. As duas Unicas
cultivares protegidas de pimenta no Brasil até esta data possuem caracteristicas
diferentes das linhagens aqui avaliadas (Carvalho et al., 2009), além de nao
serem resistentes a mancha bacteriana, assim n&o foram utilizadas como
testemunhas neste trabalho.

Apesar do grande numero de descritores exigidos para a protecdo de
espécies de Capsicum L., poucos foram considerados eficientes para a distingao
entre gendtipos da espécie C. annuum var annuum. Entretanto, esses descritores
sao uteis na verificacdo de similaridade entre as linhagens candidatos a protecao
e genotipos comerciais. Além disso, alguns descritores, como: numeros numero
de flores por axila, coloracdo da corola, mancha na corola e coloracdo da mancha
na corola ndo necessitariam de serem avaliados quando se executam ensaios de
DHE para genétipos da espécie C. annuum var. annuum, uma vez que estes nao
devem variar visto que sdo caracteristicas tipicas para a identificacéo da espécie.

Outro aspecto que deve ser considerado trata da distinguibilidade requerida
entre as linhagens. Um ponto que n&o é considerado pelas normas vigentes para

a protecdo e que talvez seja o mais importante na comprovacdo da
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distinguibilidade seja a origem das novas linhagens candidatas a protecdo. Se as
linhagens em questdo forem oriundas de um programa de melhoramento
consolidado, pelo qual a execugcdo das etapas de obtencdo dos genotipos seja
corretamente efetuada, essas linhagens certamente atenderdo ao quesito de
distinguibilidade, ou seja, serdo novas variedades vegetais distintas das ja
existentes. A Unica excecdo, neste caso, se relaciona com as cultivares
essencialmente derivadas.

A acessibilidade as informacfes a respeito da protecdo de cultivares no
Brasil pode ser considerada suficiente pela oOtica de quem se interessa pelo
assunto, uma vez que esclarecimentos quanto a LPC sdo bem divulgadas na
webpage do MAPA e por algumas publicacdes especificas. Além disso, o contato
com o Servico Nacional de Protecédo de Cultivares é facil, a equipe de técnicos é
solicita, e as informacdes prestadas sdo esclarecedoras. Entretanto, poucos
trabalhos académicos relatam as etapas de ensaios de DHE para as diferentes
espécies de interesse agricola, bem como suas dificuldades e obstaculos, embora
existam centenas de cultivares protegidas relacionadas na pagina eletrénica do
MAPA. A divulgacéo cientifica dessas informacfes podem ser (teis para fomentar
debates para a otimizacdo dos procedimentos de protecdo, além de servirem para
orientar os novos melhoristas ainda em fase de formacéo profissional.

A realizacdo de ensaios de DHE, embora trabalhosa, € muito importante
para assegurar que apenas novos genoétipos sejam protegidos, garantindo os
direitos dos obtentores das novas variedades. E também um protocolo que
completa a formacao de um melhorista de plantas, que deve estar apto para gerar
novos produtos com potencial para serem efetivamente utilizados pelos
agricultores.

Como observada as linhagens Lg e Lg estdo aptas a protecao, assim sendo
foram preenchidos os formularios exigidos pelo MAPA (em anexo) junto com a
denominacé&o proposta, por essa fica denominada a Lg como ‘UENF Carioquinha’

e Lg como ‘UENF Carioca’.

5.2. Atributos qualitativos dos frutos

Para o0s descritores quantitativos verificou-se diferenca altamente
significativa (p<0,01) para os caracteres CMF; DMF; EMP; TSS; AT; VcM; C; n-
DHC e significativa (p<0,05) para os caracteres SST/AT; Vcl e DHC. Os
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coeficientes de variacdo (CV) variaram de 4,87 a 25,86 para estes caracteres
avaliados (Tabela 4). O coeficiente de variacdo é um parametro util para
especificar com certa eficiéncia a exatiddo dos resultados experimentais
permitindo comparacdes entre variaveis de naturezas distintas e fornecendo uma
ideia de precisdo. Segundo Silva et al. (2011) valores de CV relativo aos
caracteres CMF, DMF e EMP em frutos de pimentas podem ser classificados
como baixos (CV<13%). Para as outras variaveis com CV<23% consideram-se
como meédio. Para a ANOVA dos caracteres C; DHC e n-DHC utilizou-se
resultados apenas da linhagem Lg e ‘Jalapefio M’, uma vez que a Lg néo foi
constatada a presenca destes metabdlitos.

As médias das linhagens para os caracteres CMF DMF e EMP foram de
48,66; 21,76 e 2,87 mm, respectivamente (Tabela 4). Nao houve diferenca entre
as médias do CMF e do DMF da linhagem Lg quando comparada com a
testemunha comercial (Tabela 5) indicando que frutos da linha recombinada
possuem comprimento e diametro dos frutos similares ao padrdo do tipo
Jalapefio. Em geral, frutos deste tipo possuem valores de comprimento variando
entre 50 a 80 mm e o didmetro em torno de 30 mm (Oliveira et al., 2000). Ja na
espessura do pericarpo do fruto verificou-se superioridade na média da

testemunha em relacdo as linhas recombinadas.



Tabela 4. Analise de variancia para caracteristicas quantitativas relativos aos frutos avaliados em duas linhagens recombinadas e
uma cultivar de pimenta (Capsicum annuum var. annuum), Campos dos Goytacazes-RJ, 2014.

FV GL CMF DMF EMP TSS AT SST/IAT vel VcM C DHC n-DHC
QM QM QM QM QM QM QM QM QM QM QM

Genétipo 2  4182° 1847 29 6,6 002 586,60  4706,3° 25893,8° 3634 816 304
Erro 12 19,01 1,00 015 0,37 0,002 72,63 836,67 743,50 2,41 3,63 0,19
cV 11,53 487 949 565 17,02 20,58 25,86 18,20 10,49 19,3 5,51
Média 48,66 21,76 2,87 952 0,248 40,66 127,36 162,26 14,79 9,85 7,9

(**) significativo em nivel de 1% e (*) 5% pelo teste F. CMF- comprimento médio do fruto (mm); DMF- didmetro médio do fruto (mm); EMP- espessura média do
pericarpo (mm). TSS- solidos soluveis (°Brix); AT- acidez titulavel (% é&cido citrico); SS/AT- relacdo solidos sollveis pela acidez titulavel; Vcl- teor de vitamina
C frutos imaturos, mg/100g; VcM- teor de vitamina C frutos maduros mg/100g; C- capsaicina (ug/10mg); DHC- dihidrocapsaicina (ug/10mg); n-DHC-
nordihidrocapsaicina (pg/10mg).

Tabela 5. Média e teste de comparacao multipla Dunnett para caracteristicas de fruto avaliadas em duas linhagens recombinadas e
uma cultivar de pimenta (C. annuum var. annuum). Campos dos Goytacazes-RJ, 2014.

Genétipo CMF DMF EMP TSS AT SS/AT Vel VcM C DHC n-DHC
Med. Med. Med. Med. Med. Med. Med. Med. Med. Med. Med.
Ls 35,22 23,79 2,26 10,1 a 0,32 32,3 148,7 204,6 0 0 0
Lg 53,0la 21,55a 2,61 8,18 0,23 a 36,6 141,2 202,9 13,05 21,53 9,85

‘Jalapeno M’ 57,76 a 19,68 a 3,74 a 10,2a 0,19a 529 a 92,21 a 79,2a 6,66a 8,05 a 5,95 a

CMF- comprimento médio do fruto (mm); DMF- diametro médio do fruto (mm); EMP- espessura média do pericarpo (mm). TSS- solidos sollveis (°Brix); AT-
acidez titulavel (% acido citrico); SS/AT- relagao solidos sollveis pela acidez titulavel; Vcl- teor de vitamina C frutos imaturos, mg/100g; VcM- teor de vitamina C
frutos maduros mg/100g C- capsaicina (1g/10mg); DHC- dihidrocapsaicina (ug/10mg); n-DHC- nordihidrocapsaicina (ug/10mg). Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett (p<0,05).

8v
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Observou-se variabilidade entre as linhagens avaliadas para o teor de
sélidos soluveis. Na linhagem Lg e em ‘Jalapefio M’ constatou-se maiores valores
de TSS (Tabela 5). Maiores valores para TSS contribuem para maior qualidade
dos frutos, uma vez que esse carater esta diretamente relacionado a quantidade
de sacarose em solugdes puras (Mendoncga et al., 2007). Ghasemnezhad et al.
(2011) afirmam que o TSS em frutos de pimentdo (C. annuum var. annuum)
aumenta a medida que o fruto amadurece, fato que ocorre devido a degradacao
ou biossintese dos polissacarideos e o acumulo de acucares. O TSS esta ligado
diretamente ao sabor adocicado e quando comparados com outros frutos, a
pimenta € um fruto rico em acucares simples como glicose, frutose e sacarose
(Braga et al., 2013).

Variabilidade também foi observada entre as linhagens para a
concentracdo de &cido citrico, carater diretamente relacionado com a apreciacao
e a conservacao dos frutos de pimenta. Enquanto a linhagem Lg e a testemunha
tiveram valores de 0,20 a 0,23% de acido citrico, Lg produziu frutos com valores
maiores, contendo em média 0,31% de acido citrico (Tabela 5). Os teores de
acido citrico encontrados neste trabalho se elevam muito acima do que para
outras cultivares. Reboucas et al. (2013) avaliaram os teores de acido citrico em
pimenta malagueta e encontraram médias de 0,035%, quase sete vezes menos
comparando-se o0s teores encontrados nas linhagens estudadas neste trabalho.

As andlises da relacdo TSS/AT evidenciaram variacdo entre as linhagens,
sendo que as linhagens Ls e Lg obtiveram valores de 32,37 e 36,68,
respectivamente, enquanto nos frutos de ‘Jalapefio M’ observou-se valor de 52,91
(Tabela 5). Estes resultados indicam uma maior influéncia do sabor acido sobre
as linhagens Lg e Lg provavelmente em funcéo do elevado teor de &cido citrico
verificado nestas linhagens. Estes resultados vao influenciar diretamente o sabor
destas pimentas e sua aceitacdo pelo consumidor, visto que o teor de acidos
organicos em relacdo a quantidade de acucares confere um balanco (TSS/AT),
quanto maior a concentragdo de &cidos maior o sabor &cido, e quanto maior o
valor de solidos solluveis maior serd o sabor adocicado, valores muito baixos
destas duas variaveis tornam o sabor menos atraente (Couto e Canniatti-Brazaca,
2010).

Crisostomo et al. (2008), avaliando a relagdo TSS/AT em pimenta tabasco,

encontraram valores médios de 47,93, valor intermediario aos observados neste
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trabalho. Luitel e Kang (2013) avaliando caracteres quantitativos relacionados a
qualidade de frutos em diferentes gendtipos de pimentas (C. annuum L.)
atribuiram a variacao existente nos caracteres TSS e AT as diferencas genéticas
entre as cultivares avaliadas, ainda que as técnicas pré-colheita e pés-colheita
aplicadas no cultivo e no armazenamento sejam de marcante influéncia na
composicdo dos aglucares bem como dos acidos orgéanicos.

Resultados expressivos foram observados para o teor de vitamina C com
diferencas marcantes entre as linhagens quando comparadas a testemunha
comercial tanto em frutos imaturos quanto maduros. As linhas recombinadas
destacaram-se com um teor de vitamina C de 148,72 mg/100 g (Le) e 141,20
mg/100g (Lg) em frutos imaturos, valores cerca de 53% maiores do que 0s
observados para a testemunha comercial que foi de 92,21 mg/100g (Tabela 4).

No estadio final da maturacdo dos frutos, os teores de vitamina C total
obtidos nas linhagens Lg e Lg atingiram valores 204,66 mg/100g e 202,96
mg/100g, respectivamente, enquanto a testemunha comercial obteve um teor de
79,2 mg/100g, menor inclusive do que o registrado para os frutos imaturos deste
gendtipo.

A composicao de vitamina C em frutos de Capsicum varia de acordo com o
genadtipo e a maturidade. Em geral, o contetudo de &cido ascoérbico em frutos de
pimenta aumenta de acordo com a maturacdo (Howard et al., 1994; Howard et al.,
2000, Marin et al., 2004; Alos et al. 2013; Bae et al., 2014). Porém, Deepa et al.
(2007) avaliando frutos frescos de C. annuum em diferentes estagios de
maturacdo encontraram menores niveis de acido ascorbico em frutos maduros
guando comparados aos frutos frescos imaturos, como por exemplo: Parker 94,25
mg/100g e 88,95 mg/100g; Flamingo 94,10 mg/100g e 91,50 mg/100g; Mazurka
94,0 mg/100g e 90,0 mg/100g, frutos imaturos e maduros, respectivamente. As
linhagens em teste Lg e Lg tiveram teores de vitamina C em frutos imaturos e
maduros superiores aos encontrados em frutos dos gendétipos avaliados por
Deepa et al.,, (2007). Desempenho superior também quando comparado aos
genotipos estudados por Bae et al., (2014) avaliando oito diferentes cultivares de
pimenta em dois estadios de maturagdo nos anos de 2008 e 2009 obtiveram
valores maximos de acido ascoérbico de 137,3 mg/100g em ambos 0s anos, e
valores minimos de 1,95 mg/100g e 2,73 mg/100g.
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A pungéncia é um atributo importante da qualidade das pimentas, e sua
expressdo esta associada a presenga, em maior ou menor propor¢do, de
alcaloides conhecidos como capsaicinoides (Appendino, 2008). Dentre estes, a
capsaicina (C), seu dihidro derivado (dihidrocapsaicina — DHC) e a
nordihidrocapsaicina (n-DRC) constituem mais de 90% do total de capsaicinoides
na maioria das variedades pungentes (Kosuge e Furuta, 1970). Os teores de C
sao geralmente maiores do que os de DHC e n-DRC (Antonious et al., 2009), e
estes sd@o considerados as principais caracteristicas para se determinar a
qualidade comercial de um fruto ou produto derivado de pimenta (Frary e Frary,
2012).

O teor médio de C, DHC e n-DHC encontrado para a linhagem Lg foi de
13,05 pg/10mg, 21,53 pg/10mg e 9,85 pg/10mg, respectivamente (Tabela 5) isto
€, superior ao encontrado para a cultivar ‘Jalapefio M’ o que possibilita afirmar
que esta linhagem possui maior pungéncia do que o padrédo comercial aqui
avaliado. Por outro lado, ndo foi possivel detectar a presenca de capsaicinoides
na linhagem Lg, 0 qual pode ser classificada como uma nova cultivar de pimenta
do tipo “doce”.

Esta classificacdo fica mais precisa quando se observa 0S picos nos
cromatogramas considerando apenas a capsaicina, em que nota-se nitidamente a
auséncia do pico de capsaicina na linhagem Lg (Figura 5). Comparada a outras
cultivares de pimentas da espécie C. annuum L., a linhagem Lg obteve pungéncia
superior as cultivares mexicanas como Don Matias (2,9 pg/10mg de MS) e San
Luis (1,7 pg/10mg de MS), mas inferior as cultivares Don Julio (80,3 pug/10mg de
MS) e Don Diego (15,2 pg/l0mg de MS) (Gonzélez-Zamora et al. 2013). E
interessante observar que para essas cultivares os teores de dihidrocapsaicina
foram superiores aos de capsaicina, o que também foi observado nas linhagens

avaliadas do presente estudo.
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Figura 5. Cromatogramas HPLC de extrato de duas linhagens (Ls “a” e Lg “b”) € um gendtipo comercial de pimenta (T “c”) (C. annuum

var. annuum) (picos: capsaicina). Campos dos Goytacazes RJ, 2015.

Tabela 6. Moda de cinco descritores qualitativos avaliados em duas linhas recombinadas e uma cultivar de pimenta (C. annuum var.

annuum). Campos dos Goytacazes-RJ, 2015.

o Fruto Planta
Genotipos : : : :
TSF CFM Brilho Resistencia a Mancha Bacteriana
Lisa Vermelha Forte Resistente
Lisa Vermelha Forte Resistente
‘Jalapeno M’ Lisa Vermelha Forte Suscetivel

CAM- coloracao antes da maturacéo; TSF- textura da superficie do fruto; CFM- coloragdo do fruto na maturidade; ICM- intensidade da

coloracdo na maturidade; Brilho do fruto.

[AS]
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Pelas observacdes realizadas para os caracteres qualitativos CAM, TSF,
CFM, ICM e brilho relativo aos frutos, verificou-se igualdade entre as linhagens
para todas estas variaveis, com excecdo da intensidade de coloracdo na
maturidade, pois L diferiu das demais linhagens, obtendo intensidade média,
enquanto Lg e a testemunha tiveram forte intensidade da coloragdo nos frutos
maduros (Tabela 6).

De acordo com a analise de resisténcia pela escala de notas verificou-se
que as duas linhagens recombinantes, Lg e Lg, foram resistentes a mancha
bacteriana, enquanto a cultivar Jalapefio M foi suscetivel (Tabela 6). Tal resultado
€ importante principalmente porque até o presente momento ndo sao
comercializadas no Brasil cultivares de pimenta com resisténcia a mancha

bacteriana.

5.3. Genotipagem e Anélise Multivariada

Todos os 19 iniciadores SSR utilizados nao possibilitaram a deteccédo de
polimorfismo entre as linhagens Ls, Lg e a ‘Jalapefio M’, a auséncia de
polimorfismo pode ser detectada ao analisar os géis de agarose obtidos da
analise dos marcadores CAMS 51, CAMS 101, CAMS 95 e CAMS 153 (Figura 6).
Apesar da robustez deste tipo de marcador, a deteccdo de polimorfismo é
reduzida a medida que as linhagens forem oriundas dos mesmos genitores e
comparadas com uma testemunha de mesma espécie. Kwon et al., (2005)
utilizando 316 iniciadores SSR em 66 cultivares de Capsicum detectou baixo nivel
de polimorfismo (8,5%) entre as cultivares, tais autores afirmam que ha baixa
variabilidade entre as cultivares comerciais de pimenta e consequentemente a
distincdo destas variedades por marcadores SSR é muitas vezes dificil.

As trés combinacBes de iniciadores de marcadores AFLP utilizados (E-
ACA/M-CAC, E-ACC/M-CAA, E-ACG/M-CAA) produziram 158 bandas, das quais
42,4% foram polimérficas. Desses a testemunha ‘Jalapefio’ M obteve 37 locos
polimorficos em relacdo as demais linhagens, por vez Lg e Lg obtiveram 18 e 12
locos polimorficos, respectivamente. A observacdo do numero de locos
polimoérficos encontrados evidencia certo grau de dissimilaridade entre as
linhagens, comprovado a partir da distancia genética obtida pelo indice de
Jaccard (Tabela 7). Por esta matriz, verificou-se uma dissimilaridade de 63,13%

entre Lg e ‘Jalapefio M’ e de 49,38% em relacao a Lg. JA4 quando se considera a
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dissimilaridade em relagé@o a linhagem Lg € a ‘Jalapefio M’, esta foi de 60,69% de
distinguibilidade (Tabela 7).

L6 L8 T L6 L8 gn 16 L8 T

pa— T

CAMS 51 CAMS 101 CAMS 95 CAMS 153

Figura 6. Gel agarose ‘Metaphor’ 4%; amplificacdo de fragmentos de DNA
utilizando os microssatélites CAMS-51; CAMS-101; CAMS-95; CAMS-153.

Tabela 7 — Matrizes de dissimilaridade AFLP, DHE e DHE+AFLP de duas
linhagens recombinantes, Lg € Lg, € uma testemunha (T) ‘Jalapefio M’. Campos
dos Goytacazes-RJ, UENF, 2015.

. AFLP DHE DHE + AFLP
Genotipos
LG Lg T L6 L8 T LG I—8 T
Le - 049 060 - 0219 031 - 019 0,31
Lg - 0,63 - 0,27 - 0,33
‘Jalapeno M’ - - -

Fica evidente que a andlise via marcadores AFLP possibilitou a distincdo
entre as linhagens candidatas a protecdo e a testemunha comercial, € o0 mais
importante, distinguem as linhagens aparentadas, Ls e Lg que possuem
caracteristicas fenotipicas similares. Além disso, o DNA fingerprinting dessas
linhagens ndo s6 auxilia na comprovacao da distincdo com outras cultivares de
pimenta ja existentes ou com novas cultivares que surgirdo, como possibilitar
futuras comprovagdes e identificacdo da pureza genética das sementes destas
cultivares. Outro ponto possivel de ser considerado € a utlizacdo desses
marcadores em futuros ensaios de DHE para a protecédo de novas cultivares de
pimenta similares aquelas avaliadas neste trabalho.
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Os marcadores moleculares s&o amplamente utilizados para DNA
fingerprint. Ibarra-Torres et al., (2015) fizeram uso de marcadores ISSR e SSR
para auxiliar na distincdo genética intraespecifica em cultivares de pimenta.
Kumar et al., (2001) por sua vez utilizaram marcadores na comprovacdo da
distinguibilidade genética e para garantir o direito do obtentor de uma cultivar de
Capsicum. Pali et al., (2014) realizaram caracterizacdo molecular e confirmacao
de pureza genética em estudo com linhaca (Linum usitatissimum L.) indicando
marcadores especificos para esta cultura.

Outra opcdo em ensaios de DHE € o uso de marcadores para verificar a
estabilidade da cultivar, uma vez que a caracteristica deve se manter em
geracdes sucessivas. A identificacdo de determinado carater com o uso de
marcador podera ser utilizada como comprovacdo desta estabilidade, como
verificado no estudo de Wang et al., (2014) que identificaram e utilizaram
marcadores microssatélites especificos na comprovacdo da estabilidade em
linhagens de trigo.

O uso de marcadores moleculares pode ainda auxiliar na escolha da
testemunha a ser utilizada nos ensaios de DHE, conforme indicado pela UPOV
(2011). As informagbes obtidas por marcadores possibilitaria indicar cultivares
mais proximas geneticamente da variedade candidata a protecdo, de forma que
as cultivares mais divergentes ndo sejam utilizadas como testemunhas, reduzindo
0 tempo e custo na realizacdo dos ensaios. Esta pode ser uma das principais
justificativas para o uso do fingerprint de cultivares protegidas, uma vez que para
grande maioria das cultivares de diversas espécies vegetais ha um grande
namero de cultivares similares. Porém, a manutencdo de um grande numero de
colecdes para realizagdo de ensaios de distinguibilidade é inexequivel e o uso de
marcadores moleculares especificos poderia atenuar este problema.

Tal como os descritores morfologicos para os ensaios DHE, a aplicacao de
técnicas moleculares na identificacdo e caracterizacdo da variedade exigiria o
estabelecimento de protocolos e técnicas préprias, padronizadas. Neste quadro,
0s marcadores devem ser considerados como caracteristicas e, como tal, cumprir
0S mesmos requisitos que qualquer outro descritor (UPOV, 2011).

De acordo com as analises realizadas por escala de notas para resisténcia
a mancha bacteriana, verificou-se que as linhagens candidatas a protecao, Lg €

Lg, foram resistentes, o contrario foi verificado a testemunha ‘Jalapefio M’. Apds
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sete avaliagOes, observou-se sintomas de suscetibilidade apenas em folhas
‘Jalapefio M’ (Figura 7), com a area inoculada amarelada e com pontos de
necrose ou manchas necrosadas. Foi possivel também atestar a resisténcia das
linhagens pela auséncia destes sintomas tipicos da doenca apos 12 dias de
inoculacgao.

A distingéo obtida pela analise dos descritores morfolégicos, realizada com
as duas linhagens e a ‘Jalapeno M’ permitiu a obtencdo da matriz de
dissimilaridade na qual a maior distancia genética foi observada entre a linhagem
Ls e ‘Jalapefio M’, seguida pela distancia entre a linhagem Lg e a ‘Jalapefio M’,
sendo 31% e 27% de dissimilaridade, respectivamente (Tabela 7). A distancia
genética obtida entre as linhagens candidatas a protecdo foi menor,
correspondendo a 19% de dissimilaridade. E notorio que esse resultado expressa
o maior nivel de semelhanca ja esperada entre as linhagens, uma vez que foram

oriundas de um mesmo cruzamento, possuindo assim genitores idénticos.

\AdAidd

‘Jalapeiio M’
Figura 7. Folhas de C. annuum var. annuum com auséncia de sintomas de
mancha bacteriana (Ls € Lg) € com sintomas (‘Jalapefio M’), demonstrando a
resisténcia e suscetibilidade, respectivamente. Campos dos Goytacazes-RJ,
UENF, 2015.

A distincdo entre as linhagens € essencial no pedido de protecao de
cultivares candidatas, tanto na exigéncia nacional como internacional para os
paises signatarios da UPOV. O que ndo é levado em consideracéo € o quanto de
distincdo € necessério, ou seja, considerando a distancia genética obtida entre
a(s) linhagens candidata(s) a protecéo e a(s) testemunha(s), qual a porcentagem
minima de dissimilaridade que seria necessaria para aceitacdo ou ndo o quesito

distinguibilidade. Todavia, a padronizacédo da distancia minima exigida j& esta pré-
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estabelecida se for considerado que a diferenciagdo de apenas um dos
descritores exigidos seria suficiente para a protecdo da nova cultivar. Assim, ha
possibilidade de uma nova cultivar ser protegida, exceto nos casos de cultivares
essencialmente derivadas, considerando apenas uma ou poucas caracteristicas,
inclusive algumas consideradas controversas, tais como: pilosidade foliar,
coloragdo antocianica do hipocétilo, comprimento e espessura do pedunculo.
Portanto, é necessario que o obtentor da nova cultivar considere o maior nimero
e maior nivel de importancia das caracteristicas que possibiltam a
distinguibilidade entre as linhagens candidatas a protecdo e as -cultivares
testemunhas.

Considerando o grande numero de variaveis disponiveis para a
diferenciacdo genotipica e fenotipica, descritores moleculares e morfolégicos,
uma andlise discriminante considerando todas as variaveis poderia representar de
maneira mais exata a diferenca genética entre as linhagens. Tal andlise é
possivel quando se utiliza o algoritmo de Gower (1971), que analisa
conjuntamente as variaveis quantitativas, multicategdricas e binarias na obtencao
da matriz de dissimilaridade. Com os resultados obtidos por esta analise verificou-
se maior distinguibilidade entre a linhagem Lg e a testemunha ‘Jalapefio M’,
seguida de Lg e ‘Jalapeno M’, com 33% e 31%, respectivamente. Assim como
obtido nas matrizes de distancias individuais para AFLP e descritores do DHE, a
menor diferenca genética foi verificada para as linhagens Lg e Lg (Tabela 7).

A reducdo verificada nas porcentagens que representam as diferencas
genéticas obtidas pelos marcadores AFLP e aguelas obtidas considerando todas
as variaveis, ndo podem ser consideradas como uma perda de distinguibilidade
entre as linhagens, e sim como uma representacéo mais fidedigna das diferengas
e semelhancas genéticas entre 0s mesmos, justamente por considerar muitas
variaveis na obtencdo desta distinguibilidade. A consideracdo do tipo de
reproducdo de C. annuum var. annuum, uma planta autdgama, por si SO
possibilitaria um entendimento prévio de uma menor dissemelhanca entre os
genotipos desta espécie, quando comparada a espécies vegetais
predominantemente aldgamas.

A analise conjunta de varios caracteres esta consolidada em ensaios de
DHE. Chanda et al., (2014) obtiveram resultados satisfatérios na distincdo de

linhagens de milho em ensaios de DHE com o uso de andlise conjunta de
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caracteres quantitativos e qualitativos. Jones et al., (2013) discutem que o uso de
informacdes oriundas de marcadores moleculares e descritores morfologicos é
vantajoso na distincdo de genotipos de cevada para fins de protecdo, contudo
necessitaria de um nivel maior de correlacdo entre estas informacdes, de forma
que, caso esta correlacdo ndo seja de um para um, acarretaria em um risco a
distincdo entre os genotipos, no caso de que esta fosse comprovada apenas por
marcadores, um risco eminente ao direito do obtentor sobre uma cultivar
protegida desta forma. Hong et al., (2015) por sua vez, identificou marcadores
EST-SSR que atendem aos varios requisitos estabelecidos pela UPOV (UPOV,
2011) para uso de marcadores em ensaios de DHE, sendo Uteis na distingdo de
cultivares de alface e como alternativa para a realizacdo de ensaios de DHE para
esta cultura.

Esta abordagem também é discutida em outros trabalhos e para varias
culturas como beterraba (De Riek et al., 2001); pepino (Bernet et al., 2003); arroz
(Islam, et al., 2011); videira (Vélez e Ibafiez, 2012); cevada (Jones et al., 2012);
trigo (Potokina et al., 2012). Nesses trabalhos houve concordéancia de que os
marcadores moleculares quando utilizados em conformidade com os descritores
morfoldgicos, proximamente relacionados, podem ser de grande utilidade para a

distincao de gendtipos.
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6. CONCLUSOES

Apos os ensaios de DHE, verificou-se que duas linhagens, Lg e Lg, que
reinem boas caracteristicas agrondmicas e resisténcia a mancha bacteriana,
estdo aptas a protecdo, pois foram comprovadamente distintas, homogéneas,
estaveis, segundo os critérios estabelecidos pelo SNPC/MAPA, representando
novos produtos tecnolégicos.

As caracteristicas de qualidade relacionadas aos frutos forneceram
informagdes capazes de diferenciar as linhagens recombinadas em teste da
testemunha comercial, atingindo valores superiores em alguns -caracteres,
obtendo assim padrdes favoraveis ao consumo in natura destas pimentas. A
linhagem Lg pode ser caracterizada por pimenta ndo pungente, a Lg por sua vez é
pungente, com alta concentracdo de capsaicindides. Ambas possuem frutos com
alto teor de vitamina C e solidos soluveis, possuem coloracdo verde quando
imaturos e vermelha quando maduros, além de outros atributos de interesse ao
mercado desta cultivares.

O uso da maior quantidade de informacdes, a avaliagdo do maior numero
de caracteres, permite uma descricdo mais completa e exata de um genotipo. O
acumulo destas informacdes facilita no momento comprobatério dos requisitos
exigidos nos ensaios de DHE, principalmente no que se refere a distinguibilidade
genotipica. A avaliacdo molecular possibilitou maiores distancias genéticas entre
as linhagens avaliadas, provando ser uma ferramenta com grande potencial para

deteccdo de distinguibilidade em ensaios de DHE. Por vez, a avaliacao
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morfolégica é sem duvida ainda a forma mais segura na deteccdo da
distinguibilidade entre variedades candidatas a protecdo e as variedades e/ou
cultivares comerciais semelhantes, por isso, apenas estes descritores sdo 0s
exigidos nos ensaios de DHE pelos paises membros a UPOV. Porém a adicéo de
ferramentas moleculares que auxilie nesta distingdo esta cada vez mais presente.
Todavia o0 uso dessas necessita de certos cuidados, tanto na escolha dos
marcadores como na interpretacéo dos resultados.

A andlise conjunta destas duas fontes de informacédo, genotipica e
fenotipica, pode ser considerada a melhor forma de comprovacdo da
distinguibilidade, e como visto neste trabalho, possibilita tanto a identificacdo do
nivel de semelhanca entre candidatas a protecdo oriundas de um mesmo

cruzamento, como a distin¢édo da cultivar utilizados no ensaio de DHE realizado.
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