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RESUMO

ULHOA, Arlysson Barros; M. Sc.; Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Junho de 2013; Caracterizacdo morfoagronémica e molecular de
linhagens de pimenta do tipo Jalapefio amarelo (Capsicum annuum var. annuum).
Orientadora: Profa. Telma Nair Santana Pereira. Coorientador: Dr. Francisco José
Becker Reifschneider. Comité Orientador: Profa. Rosana Rodrigues e Prof.
Messias Gonzaga Pereira.

O género Capsicum, que tem grande importancia mundial, ocorre tanto nos
paises tropicais como em paises de clima temperado. De um total de 31 espécies,
cinco sao consideradas domesticadas, as demais, semidomesticadas ou
silvestres. Nos Ultimos anos, as pimentas passaram a ter maior demanda pelo
mercado e, com isso, os trabalhos relacionados a caracterizacdo, melhoramento e
obtencao de novas cultivares ganharam espaco dentro de instituicdes publicas de
ensino e de pesquisa, assim como no setor privado. Este trabalho, desenvolvido
por uma parceria entre a Embrapa Hortalicas e a Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, objetivou a caracterizacdo morfoagronémica e
molecular de linhagens de pimenta do tipo Jalapefio amarelo, atividades
essenciais para o desenvolvimento de novas cultivares. Primeiramente foram
identificadas plantas segregantes de uma cultivar comercial de Jalapefo
vermelho, que se encontrava em um ensaio de comparacdo, e que apresentou
trés plantas com frutos de coloragdo amarela. Com base nesse material, 0
trabalho foi desenvolvido em trés fases: a primeira foi a obtengcéo de linhagens

vii



homozigotas pelo método de Descendéncia de Uma Unica Semente (do inglés
Single Seed Descent); a segunda fase foi a caracterizacdo das linhagens obtidas
através de cinco descritores morfologicos de Capsicum propostos pelo IPGRI
(1995) e posterior avaliagdo qualitativa das linhagens em campo, sendo usado o
teste Scott-Knott para a analise estatistica; e a terceira fase foi constituida por
uma analise molecular, utilizando 15 iniciadores selecionados entre 60
previamente avaliados. Com base nos resultados, conclui-se que o método de
melhoramento utilizado foi satisfatério, visto que, em 30 meses de trabalho, as
linhagens avangaram cinco geracdes (Ss). A caracterizacdo morfologica e a
avaliacdo qualitativa permitiram identificar diferencas significativas entre as
linhagens. A andlise molecular mostrou-se eficiente ao identificar as linhagens
que se encontravam em homozigose, além de demonstrar que ha diversidade
entre as linhagens, o que possibilita selecionar genitores para hibridacdo. As
linhagens promissoras identificadas neste trabalho foram CNPH 25.368, CNPH
25.373, CNPH 25.374, CNPH 25.375 e CNPH 25.377.
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ABSTRACT

ULHOA, Arlysson Barros; M. Sc.; Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; June 2013; Morphoagronomic and molecular characterization of yellow
Jalapefio lines of chili pepper (Capsicum annuum var. annuum). Advisor:
Prof.Telma Nair Santana Pereira. Co-advisor: Dr. Francisco José Becker
Reifschneider. Committee Members: Prof. Rosana Rodrigues and Prof. Messias
Gonzaga Pereira.

The genus Capsicum, of great worldwide importance, is found in tropical as well
as in temperate countries. Currently five species are considered domesticated, out
of a total of 31, and the others are considered semi-domesticated or wild. In recent
years, the market has demanded more peppers and, therefore, the work related to
the characterization, breeding and obtaining new cultivars gained ground in public
education and research institutions, as well as in the private sector. This work,
developed through a partnership between Embrapa Vegetables and Universidade
Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro had as objective the morphoagronomic
and molecular characterization of yellow Jalapefio pepper lines. These are
essential activities for development of new cultivars. This work initiated with the
identification of segregating plants in a red Jalapeno cultivar, commercially
available in Brazil, which was being used in comparison trials. This cultivar
presented three plants with yellow fruits. Based on this material, the work was
developed in three phases: the first phase aimed to obtain homozygous inbred

lines, obtained through SSD (Single Seed Descent); the second phase
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characterized the inbred lines obtained by using five morphological Capsicum
descriptors with subsequent qualitative field assessment of the inbreds, with the
Scott-Knott test used for statistical analysis; and the third phase aimed at the
molecular characterization with the screening using 15 primers. Based on the
results it was possible to conclude that the breeding method used was satisfactory
and Ss inbred lines were obtained in 30 months. Morphological characterization
and qualitative evaluation have identified significant differences between inbreds.
Molecular analysis was effective in identifying the homozygous inbreds, and
demonstrates that there were differences between inbreds, which allow selecting
parents for hybridization. The promising inbreds identified in this study were CNPH
25.368, CNPH 25.373, CNPH 25.374, CNPH 25.375 and CNPH 25.377.



1.INTRODUCAO

O cultivo de pimenta (Capsicum spp.) no Brasil é de grande importancia
pelas suas caracteristicas de rentabilidade, principalmente pela agregacdo de
valor ao produto e pela importancia social por empregar elevado numero de mao
de obra, principalmente na época da colheita e processamento. Além disso,
incentiva a agricultura familiar como alternativa de diversificacdo da producéo,
aumentando a fonte de renda, o que, por sua vez, contribui para a reducédo do
éxodo rural (Vilela, 2004; Pinto e Silva, 2006; Reifschneider et al., 2008). O cultivo
de pimentas e pimentdes (Capsicum spp.) alcanca uma produgcdo de
aproximadamente 270.000 toneladas com um rendimento proximo dos
210.000,00 milhdes reais (IBGE, 2006).

O melhoramento genético de pimentas teve inicio com 0s primeiros
agricultores que, ao selecionarem e preservarem tipos de pimentas que se
mostravam mais atrativas e interessantes estavam involuntariamente praticando o
melhoramento por selecdo em massa, conhecido como selecdo massal
(Reifschneider, 2000). A selecdo massal é muito comum no processo de
domesticacao de espécies, sendo as plantas menos produtivas e ou defeituosas
eliminadas e as remanescentes, que apresentam as melhores caracteristicas
quanto a adaptabilidade e produtividade, mantidas (Allard, 1971). Com isso, 0s
proprios agricultores faziam e fazem melhoramento sem necessidade de técnicas

elaboradas de experimentacéo.



O melhoramento de pimentas ndo se diferencia dos praticados para as
demais solanaceas (tomate, berinjela, pimentdo). Em sendo, na sua grande
maioria, espécies autbgamas, o melhoramento de pimentas e pimentdes segue as
metodologias empregadas para espécies que se autofecundam. Os principais
métodos de melhoramento usados no desenvolvimento de cultivares de pimenta
s&o: Método Genealdgico ou Pedigree; Método de Descendente de Uma Unica
Semente - SSD (Single Seed Descent); Retrocruzamento; e Retrocruzamento de
Linhagens (IBLS, do inglés "Inbred Backcross Line System)(Ribeiro &
Reifschneider, 2008).

Reifschneider (2000) relata que o melhoramento do género Capsicum no
Brasil ainda ndo atingiu a devida relevancia que as pimentas tém na cadeia
produtiva. A maioria dos programas de melhoramento em Capsicum é direcionada
a cultivares de pimentdo com ampla resisténcia a patégenos (viroses e doencgas).
Porém, esse cenario tem sido modificado, levando em conta a preocupacao dos
melhoristas em desenvolver cultivares com foco principal nas caracteristicas dos
frutos como tamanho, forma, teor de capsaicina, cor, firmeza, teor de vitaminas e
uniformidade (Luz, 2007).

Como regra geral, as pimentas tém sido usadas em programas de
melhoramento de Capsicum como fontes de genes importantes, porém ausentes
na forma mais cultivada, o pimentdo (Pickersgill 1997; Yoon et al. 2006). No
Brasil, existem poucas cultivares de pimenta e a maioria delas é de polinizacdo
aberta, sendo as cultivares do tipo hibrido ainda pouco comercializadas.

A Embrapa Hortalicas, em seu programa de melhoramento genético,
iniciou uma nova linha de pesquisa visando ao desenvolvimento de um produto
novo para o mercado, cultivares com frutos de cor amarela. Essa pesquisa foi
iniciada com a identificacdo de um material hibrido do tipo Jalapefio (cultivar
hibrida Jalapefio Plus F;), cujos frutos maduros séo de coloracdo vermelha. Esta
cultivar estava segregando seus frutos para coloragcdo amarela. Trés plantas com
frutos amarelos foram identificadas e seus frutos, colhidos individualmente. Dando
continuidade a esta pesquisa, foi estabelecida uma colaboracdo entre a Embrapa
Hortalicas e a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, com o

objetivo de caracterizar as linhagens obtidas, utilizando descritores



morfoagronbmicos e marcadores moleculares SSR (Single Simple Repeats).
Assim, esta dissertacdo compreende dois capitulos: o primeiro se refere a
obtencdo e caracterizagdo morfoagronémica das linhagens e o segundo, a

caracterizacao, utilizando marcadores moleculares SSR.



2.0BJETIVOS

O objetivo geral dessa pesquisa foi obter linhagens de Jalapefio amarelo
desenvolvidas a partir de plantas segregantes e indicar as mais promissoras para
serem incluidas no programa de melhoramento de Capsicum da Embrapa

Hortaligas.

Os objetivos especificos foram:

a)Obter linhagens de Jalapefio amarelo;

b)Caracterizar linhagens de Jalapefio amarelo utilizando descritores
morfologicos;

c)Avaliar agronomicamente as linhagens visando a selecionar as melhores
para o desenvolvimento de uma nova cultivar ; e

d)Analisar molecularmente as linhagens utilizando marcadores
microssatélites, visando a identificar o grau de homozigosidade entre as

linhagens.



3.CAPITULOS

3.1.0BTENCAO E CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE
LINHAGENS DE PIMENTA DO TIPO JALAPENO AMARELO

3.1.1.INTRODUCAO

O cultivo de pimenta (Capsicum spp.) no Brasil é de grande importancia,
tanto pelas suas caracteristicas de rentabilidade (principalmente quando ha
agregacao de valor ao produto), quanto por sua importancia social (por empregar
elevado numero de méao de obra), principalmente na época da colheita e
processamento. Além disso, incentiva a agricultura familiar como alternativa de
diversificagdo da producdo, aumentando a fonte de renda, o que, por sua vez,
contribui para a reducdo do éxodo rural (Vilela, 2004; Ribeiro e Reifschneider,
2008). O cultivo de pimentas e pimentdes (Capsicum spp.) alcanga uma producao
de aproximadamente 270 mil toneladas, com um rendimento proximo dos 210
milhdes de reais (IBGE, 2006).

Um dos primeiros relatos com referéncia a caracterizagdo de plantas de
Capsicum foi feito por Dioszegi e Fazekas (1807), em relato de Csillery (2006),

que utilizou a nomenclatura proposta por Linnaeus para descrever C. annuum e



C. sinense, mais tarde, denominada C. chinense. A descricdo e/ou caracterizacao
de espécies é de extrema importancia para sua identificacao e diferenciagao.

O Brasil é considerado um importante centro de diversidade de Capsicum
(Lourenco et al., 1999). Bianchetti (1996) estima que o Brasil apresente o maior
namero de espécies silvestres do género. Trabalhos de coleta desse género
identificam a Bacia Amazbnica como o centro de diversidade genética para
algumas espécies. Para a correta identificacdo e o melhor conhecimento desse
género, sdo necessarias nao soO a coleta, com o0 consequente enriqguecimento dos
Bancos de Germoplasma, mas também uma apropriada caracterizacdo e
avaliacdo dos acessos (Reifschneider et al., 2000).

O melhoramento genético de pimentas teve inicio com 0s primeiros
agricultores que, ao selecionarem e preservarem tipos de pimentas que se
mostravam mais atrativas e interessantes, estavam, involuntariamente, praticando
o método de melhoramento conhecido como selecdo massal (Reifschneider,
2000). A selecdo massal é muito comum no processo de domesticacdo de
espécies, sendo as plantas menos produtivas e as defeituosas eliminadas e as
remanescentes, que apresentam as melhores caracteristicas quanto a
adaptabilidade e produtividade, mantidas (Allard, 1971). Com isso, 0s proprios
agricultores faziam e fazem melhoramento sem a necessidade de técnicas mais
sofisticadas de experimentagéao.

O melhoramento de pimentas é similar aquele praticado para as outras
solanaceas como o tomate, a berinjela e o pimentdo. Em sendo, na sua grande
maioria, espécies autdgamas, o melhoramento de pimentas e pimentdes segue as
metodologias empregadas para espécies que se autofecundam. Os principais
métodos de melhoramento usados no desenvolvimento de cultivares de pimenta
sdo: Método Genealdgico ou Pedigree, Método Descendente de Uma Unica
Semente - SSD (Single Seed Descent), Retrocruzamento de Linhagens - IBLS (do
inglés "Inbred Backcross Line System") e Retrocruzamento (Ribeiro &
Reifschneider, 2008).

As pimentas tém sido usadas em programas de melhoramento de
Capsicum como fontes de genes importantes, porém ausentes na forma mais

cultivada, o pimentao (Pickersgill, 1997). No Brasil, existem poucas cultivares de



pimenta registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(Mapa), e apenas duas sao protegidas (‘BRS Gargca’ e a ‘BRS Sarakura’), as
quais tém frutos vermelhos. Recentemente, a Embrapa Hortalicas (CNPH) iniciou
um programa de melhoramento de pimenta, visando ao desenvolvimento de um
produto novo para o mercado: cultivares com frutos de cor amarela. Em um
experimento de VCU (Valor de Cultivo e Uso), no campo experimental da
Embrapa Hortalicas (CNPH), havia entre as testemunhas uma cultivar hibrida do
tipo Jalapefio (Jalapefio Plus Fj), cujos frutos maduros eram de coloragéo
vermelha. Esta cultivar estava segregando para frutos de coloracdo vermelha e
amarela. Trés plantas com frutos amarelos foram identificadas e seus frutos,
colhidos individualmente. Assim, esta pesquisa se iniciou com a estratégia de
avancar geragdes utilizando o método de Descendéncia de Uma Unica Semente
(SSD) e obter linhagens uniformes e adaptadas as condicbes brasileiras de
Jalapefio com cor de fruto amarelo quando maduro.

O objetivo desse trabalho foi obter e caracterizar morfologicamente as
linhagens em Ss do programa de melhoramento de Jalapefio amarelo (Capsicum
annuum var. annuum) da Embrapa Hortalicas, utilizando os descritores
elaborados pelo Bioversity International (ex-IPGRI), com o intuito de verificar
aquelas que apresentam as melhores caracteristicas, associando essa
caracterizacdo a avaliagbes agronOmicas, para, posteriormente, serem

selecionadas linhagens promissoras.

3.1.2.REVISAO DE LITERATURA

Aspectos gerais da cultura

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae, tribo Solaneae,
subtribo Capsicina (Hunziker, 2001), apresentando 31 espécies, apenas cinco
delas consideradas domesticadas: Capsicum annuum L., Capsicum chinense

Jacq., Capsicum frutescens L., Capsicum baccatum L. e Capsicum pubescens



Ruiz & Pav. De acordo com Eshbaugh (1970), a Bolivia € considerada o pais de
origem do género Capsicum, tendo as espécies C. annuum e C. frutescens sido
domesticadas na Mesoamérica, enquanto C. chinense, C. baccatum e C.
pubescens foram domesticadas na América do Sul (Pickersgill, 1997).

Essas cinco espécies formam trés complexos que tém por base a
cruzabilidade entre elas e a fertilidade de seus hibridos, sendo, portanto, um
complexo formado por espécies que podem ser cruzadas, embora algumas vezes
com dificuldade, para conseguir progénie hibrida fértil. O complexo C. annuum
inclui trés espécies e suas formas botanicas C. annuum, C. chinense e C.
frutescens, sendo este o complexo mais amplamente distribuido nas Américas e
no mundo inteiro; o complexo C. baccatum consiste de pelo menos trés espécies,
C. baccatum, C. praetermissum e C. tovarii; e o complexo C. pubescens, formado
por C. pubescens Ruiz & Pav., C. cardenasii Heiser & Smith e C. eximium Hunz
(Eshbaugh, 1970; Pickersgill,1997; Ibiza et al., 2011).

Capsicum annuum inclui a maioria das pimentas mexicanas, pimentas
pungentes da Africa e Asia e muitas das cultivares de pimenta doce cultivadas em
paises temperados. No entanto, ela ndo é bem adaptada as planicies umidas dos
tropicos, onde, ao menos na América Latina, ela é substituida por C. frutescens e
C. chinense (Pickersgill, 1997). C. annuum tem duas formas boténicas: C.
annuum var. annuum, que inclui pimentas e pimentdes, e C. annuum var.
glabriusculum, representada por pimentas ornamentais. As pimentas podem ser
classificadas em doces ou ndo pungentes e pungentes, pela presenca de
capsaicina, substancia que causa a ardéncia. A presenca de pungéncia é devida
a um gene de maior dominancia, Punl ou C, porém, sua expressao varia entre
espécies e cultivares pela presenca de genes modificadores e condicdes
ambientais (Paran e Knaap, 2007).

As plantas de Capsicum tém flores hermafroditas, com nimero de pétalas
variavel, prevalecendo as pentameras. O caule é herbaceo e geralmente precisa
ser tutorado quando conduzido para fins agrondmicos; os frutos sdo do tipo baga
(Reifschneider, 2000). C. annuum var. glabriusculum apresenta corola sem a
presenca de manchas, brancas com borda roxa ou totalmente arroxeadas, além

de anteras roxas. C. annuum var. annuum (representada por pimentas e



pimentbes) apresenta como caracteristicas flores solitarias, corola branca,
anteras azuis, auséncia de manchas na corola e de constricdo anular na jungao
do célice com o pedicelo.

Entre as pimentas, destaca-se a do tipo Jalapefio, que apresenta uma
grande variabilidade. E a pimenta mais popular da América do Norte, considerada
uma das melhores pimentas para a producdo de molhos. Seu nome homenageia
a cidade de Xalapa, capital de Vera Cruz, México, pais considerado seu centro
primario de diversidade (Carvalho et al., 2006). Os centros secundarios dessa
espécie abrangem uma pequena area dos continentes Europeu, Africano, Asiatico
e da América Latina (Ribeiro et al., 2008). Os frutos tém tamanhos que variam de
5 a 8 centimetros de comprimento e 2,5 a 3 centimetros de largura, a coloracéo
varia de verde claro a verde escuro quando imaturos, passando a vermelhos
quando maduros. As paredes dos frutos sdo grossas, com evidentes estrias na
epiderme. Seus frutos geralmente apresentam formas conicas, com uma
pungéncia média e aroma acentuado, sendo consumida fresca, desidratada ou
em po (Carvalho et al., 2006).

No cenario brasileiro, ressalta-se que em sua maioria as cultivares sao
importadas, ou seja, pouco adaptadas as condicdes edafoclimaticas do Brasil.
N&o existem cultivares de Jalapefio amarelo desenvolvidas para o Brasil. Existem
poucas cultivares de Jalapefio com frutos amarelos que sdo importadas de
distintos paises e particularmente dos Estados Unidos da América. E interessante
observar que existe demanda inicial e crescente de Jalapefio com frutos
amarelos, principalmente para a industria de molhos (Reifschneider, comunicacao
pessoal). Com isso, ha uma demanda que deve ser atendida, seja pelo setor
publico seja pelo setor privado, e interpretada como uma boa oportunidade de

desenvolvimento de nova cultivar pela Embrapa.

Caracterizacao e avaliacao de pimentas Capsicum

A caracterizagdo botanica e as avaliacdes agronémicas sao normalmente
as formas mais acessiveis para avaliar a diversidade genética, e seu uso

potencial tem sido bastante utilizado nas colecdes de germoplasma de Capsicum
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mantidas pelo setor publico brasileiro. As principais instituicbes publicas com
colecdes de Capsicum sao: Embrapa Hortalicas (Carvalho et al., 2003), Embrapa
Clima Temperado (Buttow et al., 2010), Embrapa Roraima (Luz, 2007), Instituto
Agronémico de Campinas, Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(Sudré et al., 2010), Universidade Federal do Piaui (Monteiro et al., 2010),
Universidade Federal do Amazonas (Fonsecaet al., 2008), Universidade Federal
da Paraiba (Sapucay et al., 2009), Universidade Federal de Vigosa (Finger et al.,
2010) e Universidade Federal de Roraima (Régo et al.,2011).

Informacdes a respeito da caracterizacdo de genoétipos dos Bancos de
Germoplasma servem para aumentar a eficiéncia dos trabalhos de melhoramento
de espécies cultivadas, conhecer a variabilidade existente, gerar informacdes
Uteis para preservacao e uso dos genotipos, além de possibilitar a identificacéo de
possiveis duplicatas (Geleta et al., 2005). Essa atividade de caracterizacdo tem
alto custo e envolve muitas areas do conhecimento e so € justificavel se esses
recursos genéticos caracterizados forem utilizados ou, ainda, se houver
expectativa de uso futuro (Nass, 2001).

A caracterizacdo tem por base dados botanicos de alta herdabilidade, de
deteccdo ou mensuracao facil e que sofram pouca interagdo genotipo x ambiente.
Aspectos morfologicos e fenoldgicos devem ser notados de forma metddica,
utilizando lista de descritores (Sudré, 2003).

Varios autores tém caracterizado suas colecbes de Capsicum, tendo
essas caracterizacOes possibilitado a identificacdo da divergéncia entre acessos
desse género. Bento et al. (2007) descrevem que as caracteristicas que mais
possibilitam verificar essas divergéncias sao: numeros de frutos por plantas,
namero de sementes por fruto, diametro de copa e o comprimento da folha.
Adicionalmente, concluiram que a analise de varidveis multicategoricas se
mostrou eficiente no agrupamento dos acessos de pimenta no estudo, indicando
que seu emprego na quantificacdo da divergéncia fenotipica e na identificacdo de
grupos heteroticos pode auxiliar no manejo do Banco de Germoplasma e na
selecdo de acessos para programas de melhoramento.

Ramos et al. (2001) caracterizaram 22 acessos de Capsicum utilizando 12

descritores de frutos. Desses acessos caracterizados, nove foram identificados
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como C. frutescens, oito como C. chinense, dois como C. baccatum e trés ndo
puderam ser identificados com base nesses descritores.

Buttow et al. (2010) caracterizaram 20 acessos de C. annuum com base
em 36 descritores morfologicos, tendo a moda de cada descritor sido utilizada
para a analise feita. Os autores observaram que o0s descritores que apresentaram
as maiores diferencas de classes entre os acessos foram “espessura da parede
do fruto” e “ombro do fruto”.

Medeiros (2012), utilizando 12 descritores, avaliou dez hibridos de
Capsicum baccatum var. pendulum e verificou, com base no teste de médias de
Scott-Knott, que dois descritores apresentaram maior variacdo para determinacao
dos grupos: o primeiro foi o descritor de comprimento de frutos e em seguida o de
didmetro do fruto, enquanto os que apresentaram menor variacao foram diametro
da copa, altura de planta e massa dos frutos por parcela, sendo esses ultimos
descritores responsaveis por formar um Gnico grupo.

Diferentemente da caracterizagcdo morfolégica, a avaliagdo agrondmica,
quantitativa, é aplicada a caracteres de baixa herdabilidade. Portanto, para que os
dados possam ser mais confiaveis, é necessaria a adequacdo a um modelo
experimental que obedeca aos principios basicos da experimentacdo agricola
(Valls, 1988).

Descritores

As listas de descritores sdo desenvolvidas conjuntamente pelo IPGRI
(International Plant Genetic Resources Institute, atualmente Bioversity
International) e FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), de
modo a estabelecer padrdes internacionais, o que facilita o intercambio de
informacdo de dados de passaporte do germoplasma, com base nos descritores
do IPGRI e com aqueles usados pelo WIEWS (FAO - World Information and Early
Warning System) sobre recursos genéticos vegetais (IPGRI, 1995).

Para cada descritor € dada uma breve explicacdo do contetdo, do
esquema de codificacdo e sugeridos nomes de campo, de forma a facilitar o

intercambio. Reconhece-se que redes ou grupos de utilizadores podem querer
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expandir esta lista de descritores para responder as suas nhecessidades
especificas.

Usualmente, descritores morfologicos sao influenciados pela agdo do
ambiente e por fatores genéticos, o que pode limitar seu uso na diferenciacédo de
genotipos. Desta forma, os caracteres utilizados devem apresentar variacao
intercultivar suficientemente alta e serem suficientemente constantes em distintos
ambientes (Cavalli, 2003).

O género Capsicum apresenta uma grande importancia mundial, tanto
relacionada a producéo, quanto a pesquisa para diversas areas (farmacologica,
médica, entre outras). Essas pesquisas e estudos geram dados que podem ser
comparados e utilizados por diversos pesquisadores e instituicbes. Levando em
consideracdo essa importancia, foram elaborados pelo IPGRI mais de 100
descritores para o género. Os 116 descritores de maior relevancia para esse
género sdo divididos em: 64 descritores de resisténcia a fitopatdgenos; 32
descritores para insetos; 10 descritores para nematoides; e 10 descritores para
estresses abioticos.

Com o objetivo de simplificar a caracterizacdo do uso dos descritores
desenvolvidos, eles foram agrupados em cinco categorias (IPGRI, 1995):

Descritores de passaporte: proporcionam informacdes basicas como
origem do acesso, local de coleta, entre outras, relacionadas a identificacao;

Descritores de manejo: fornecem dados de manejo do acesso como
data de multiplicacdo e/ou regeneracao;

Descritores ambientais: relacionados as condicbes ambientais dos
locais quando as etapas de caracterizacdo e avaliagdao foram realizadas, sendo
muito importantes na interpretacao de resultados;

Descritores de caracterizagcdo: permitem uma discriminacdo facil e
rapida entre os fendtipos. Geralmente sdo caracteristicas altamente herdaveis,
podendo ser facilmente detectadas através da simples observagédo a campo e que
se expressam igualmente em ambientes diversos; e

Descritores de avaliacdo: sdo descritores sensiveis as diferencas
ambientais, porém muito Uteis para o melhoramento das culturas, e envolvem a

determinacédo de desempenho agrondémico.
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De acordo com as categorias descritas e com o0 numero de descritores
existentes, torna-se praticamente inviavel utilizar todos os descritores para
caracterizar um grande numero de acessos. A lista de descritores é muito extensa
e varios deles ndo sdo discriminantes. Por esta razdo, a tendéncia é utilizar
primeiramente os descritores discriminantes tanto para caracterizacdo quanto
para avaliacdo (Valls, 1988). Com o estabelecimento desses descritores, a
caracterizacdo da espécie tem sido mais confiavel, possibilitando uma linguagem
padronizada entre os pesquisadores de varios paises, denotando uma linguagem

cientifica, o que facilita a troca de informacdes.

Melhoramento Genético

As espécies cultivadas de Capsicum séo todas diploides, com 2n = 2x =
24 cromossomos, sendo o0s cariotipos variaveis dependendo da espécie;
entretanto, ha um grupo de espécies silvestres diploides, com 2n = 2x = 26
cromossomos (Pozzobon et al., 2006).

Programas de melhoramento de Capsicum s&do conduzidos tanto por
empresas publicas como privadas e por universidades. Atualmente, os programas
de melhoramento em Capsicum sdo alicercados em procedimentos, com
principios e métodos cientificos, que permitem precisdo e ganho de tempo, 0s
grandes entraves a serem ultrapassados pelos melhoristas de plantas. A
obtencéo de novas variedades (cultivares) pode alcancar até oito anos de intenso
trabalho de melhoramento até se obter a exceléncia exigida pelo mercado.

De acordo com Ribeiro e Reifschneider (2008), os principais métodos de
melhoramento usados no desenvolvimento de cultivares de pimenta sdo: Método
Genealdgico ou Pedigree, que se baseia na selecdo individual de plantas
superiores, sendo mantido um registro de todas as relacdes entre 0s genitores e
as respectivas progénies. A selecéo € iniciada na geracédo F, na qual, segundo o
julgamento do melhorista, sdo escolhidos os individuos que deverdo dar as
melhores progénies; Método dos Descendentes de Uma Unica Semente - SSD
(do inglés "Single Seed Descent") em que as gerac¢des sao avangadas, tomando-

se uma unica semente de cada individuo em cada geracéo, até se chegar a um
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nivel satisfatorio de uniformidade; Retrocruzamento, que envolve o cruzamento de
uma cultivar selecionada com um genitor que apresenta uma oOu poucas
caracteristicas de grande interesse e o cruzamento da geracado filial com o
progenitor recorrente; Retrocruzamento de Linhagens - IBLS (do inglés "Inbred
Backcross Line System™), que é uma mistura dos métodos de Retrocruzamento e
SSD;

Entre os trabalhos de melhoramento de grande relevancia histérica para o
género Capsicum, estdo aqueles desenvolvidos no Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), sob a orientacdo do Dr. Hiroshi Nagai, visando ao
desenvolvimento de cultivares resistentes ao virus do mosaico. O trabalho
verificou o efeito da combinacdo hibrida entre quatro variedades de pimentas e
pimentdes disponiveis naquela época. A hibridagdo entre essas quatro cultivares
foi definida de acordo com avaliacdes preliminares realizadas em nivel de campo
(inoculacdo mecanica da estirpe viral), em que essas quatro (entre 100 avaliadas)
demonstraram melhor desempenho quanto a resisténcia ao virus do mosaico. Em
sucessivas avaliacbes durante o avangco das geragbes (via SSD) e
retrocruzamentos realizados com o objetivo de que os frutos tivessem as
caracteristicas desejaveis do mercado, foram desenvolvidas duas variedades, a
‘Agronbmico 7° e a ‘Agronbmico 8, que tinham como caracteristicas a
produtividade e a resisténcia ao virus do mosaico (PVY), que satisfaziam
plenamente a exigéncia e as necessidades do mercado produtor e consumidor
(Nagai, 1968). Seis anos foram necessarios até a obtencdo dessas duas
variedades. Verificando que as carateristicas dos frutos poderiam ser melhoradas
quanto a aparéncia, Nagai fez o cruzamento entre ‘Agronémico 8 e a variedade
‘lkeda’, o que possibilitou obter a mais importante cultivar de pimentdo da época,
o ‘Agronémico 10’, que proporcionou o cultivo em grande parte dos paises latino-
americanos que estavam sendo dizimados pelo mosaico (causado pelo virus Y).
Os frutos desta cultivar apresentam forma conica, preferéncia do mercado
consumidor da época.

Entre os mais recentes trabalhos de importancia para esse género,
merece destaque o programa de melhoramento de Capsicum (programa iniciado

em 1980), desenvolvido por pesquisadores da Embrapa Hortalicas, Brasilia - DF.
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Diversas cultivares foram lancadas nos ultimos dez anos. Entre elas, estdo duas
cultivares de C. annuum, a ‘BRS Sarakura’ (pimenta do tipo jalapefio vermelha) e
a ‘BRS Garga’ (pimenta do tipo jalapefio vermelha); duas C. chinense, a ‘BRS
Moema’ (pimenta do tipo biquinho) e a ‘BRS Seriema’ (pimenta do tipo bode); e
uma C. baccatum, ‘BRS Mari’ (pimenta do tipo dedo-de-moga). A ‘BRS Sarakura’
foi obtida pelo método genealdgico ou pedigree, e suas principais caracteristicas
sdo: habito de crescimento intermediario, porte baixo, cerca de 30 a 50 cm de
altura; frutos com formato triangular, coloragao vermelho escuro quando maduros,
com estrias na superficie; e conteido de capsaicina (picancia) de 58.000 SHU
(Unidade de Calor Scoville). Fora observadas alta uniformidade das plantas em
campo e homogeneidade para os descritores avaliados. Essa cultivar hoje se
destaca entre as pimentas do tipo Jalapefio, por ser uma das mais importantes
cultivares utilizadas para a fabricacdo de molhos de pimenta no Brasil (Carvalho
et al., 2009).

Entre as instituicdes publicas de ensino, merecem destaque os trabalhos
conduzidos pela Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro - UENF,
gue direciona seu programa de melhoramento em Capsicum para o
desenvolvimento de cultivares resistentes a doencas relacionadas a bactéria
(mancha bacteriana), virus (Pepper yellow mosaic virus) e fungos (Colletotrichum
gloeosporioides) (Costa et al., 2002; Riva et al., 2007; Bento et al., 2009; Moreira
et al., 2009; Gongalves et al., 2011; Silva et al., 2011). Os trabalhos de
melhoramento que utilizam o método SSD para desenvolvimento de cultivares
geralmente tém por objetivo a obtencdo de linhagens (geracdo Sg com valor
médio de homozigose de 98,4%), que sdo selecionadas para a producdo de
hibridos F;. Essa metodologia fortalece a importancia do método SSD na
obtencédo de cultivares e no ganho de tempo para se obter gendtipos com as
caracteristicas fixadas. Moreira et al. (2009) relatam o uso do método SSD para
avanco das geracoes de uma populacao F, do cruzamento entre o acesso UENF
1421 (pimentdo suscetivel a mancha bacteriana) e o acesso UENF 1381
(resistente @ mancha bacteriana), em que as geracfes avancaram até a Fg. Apds

atingir esse nivel de homozigose, foram feitos os testes de resisténcia a mancha
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bacteriana. Como conclusdes do trabalho, foram recomendadas duas linhagens
com alta capacidade de producéo e resisténcia a mancha bacteriana.

Villalon et al. (1994) trabalharam com uma populacdo de Jalapefio
resistente a viroses (populacédo F, e F3, progenitores ‘Pl 264280’ pimenta do tipo
serrana x ‘AC 2207’ tipo pimentdo), em que foi selecionado o gendtipo TAES
71136, que € amplamente utilizado em diversos programas de melhoramento de
Capsicum nos Estados Unidos. O TAES 71136 foi cruzado com o Jalapefio 1158
(origem desconhecida) e desse cruzamento foi obtido o TAES 73116, que foi
cruzado mais uma vez com a cultivar Jalapefio L, originando J 76064, que foi
submetido a hibridagdo com a cultivar ‘Caloro’ (pimentdo amarelo e pequeno) -
desenvolvido pela Universidade da Califérnia. Essa ultima hibridagdo teve por
objetivo transferir a cor de fruto (amarelo), o sabor, a pungéncia, a precocidade e
a produtividade dessa cultivar. A populacdo dessa hibridacéo foi entdo conduzida
por seis geracoes (Fg), sendo entdo selecionada uma das linhagens. Apds cinco
ciclos de autofecundacéo, foi obtido como produto final a cultivar ‘Jaloro’, que tem
como caracteristicas principais frutos de coloracdo amarelo ouro e resisténcia a
seis virus. Essa foi a primeira cultivar de Jalapefio com essas caracteristicas

desenvolvida para as condicdes norte-americanas.

3.1.3.MATERIAL E METODOS

Material genético

Este trabalho teve inicio no ano de 2008, durante o periodo de estagio de
graduacdo do autor. No inicio, foi possivel acompanhar o processo de obtencao
dessas novas linhagens.

O desenvolvimento deste trabalho foi feito utilizando plantas segregantes
de uma cultivar comercial do tipo Jalapeiio. O plantio da parcela foi feito no 2°
semestre de 2008, no campo experimental da Embrapa Hortalicas, localizada no
km 09 da BR 060 - rodovia Brasilia/Goiania, a 15°55'59.8" de latitude sul,
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48°08'34.2" de longitude oeste e altitude de 973 metros. De um total de dez
plantas de uma parcela da ‘Jalapefio Plus F;’, foram identificados trés individuos
produzindo frutos amarelos. Foi colhido um fruto de cada uma das plantas, e as
sementes desses frutos foram extraidas e beneficiadas de acordo com a RAS
(Regra de Andlise de Sementes; Brasil, 2009). Posteriormente, foram catalogados
no Banco de Melhoramento de Capsicum da Embrapa Hortalicas. A cultivar
‘Jalapeno Plus F1’ se caracteriza por apresentar planta compacta, com excelente
cobertura foliar, frutos com coloracdo vermelha, tamanho 10,2 x 3,5 cm,
uniformidade e ciclo de 125 dias. Essa cultivar estava sendo utilizada como
testemunha em experimento conduzido na Embrapa Hortalicas (Figuras 1A e 1B).

O fruto da planta 1 foi registrado como CNPH 25.000, o fruto da planta 2,
como CNPH 25.001, e o fruto da planta 3, como CNPH 25.002. O fruto CNPH
25.000 deu origem a uma progénie de 17 individuos (CNPH 25.003 a CNPH
25.019); o CNPH 25.001, a 13 gendtipos (CNPH 25.020 a CNPH 25.032); e o
CNPH 25.002 deu origem a sete genoétipos (CNPH 25.033 a CNPH 25.039),
perfazendo um total de 37 gendtipos.

Esses gendtipos foram semeados em bandejas de poliestireno expandido
com 72 células, com substrato Plantmax®, mantidas em uma casa de vegetacao -
sementeira - com cobertura plastica. Apds aproximadamente 25 dias, as plantulas
foram transplantadas para vasos de 10 litros, com solo devidamente adubado de
acordo com as normas internas da Embrapa Hortalicas, e transportadas para
casa de vegetacao (Figuras 1C e 1D).

Na casa de vegetacao, os gendétipos foram dispostos em fileiras duplas
com espacgamento de 1,0 m entre fileiras e 0,7 m entre vasos. Foram adotados o
sistema de irrigacdo por gotejamento e 0 manejo fitotécnico e sanitario

recomendado para o cultivo protegido de Capsicum (Embrapa, 2010).
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Figura 1 - 1A - Plantas segregantes de C. annuum var. annuum,
da cultivar Jalapefio Plus Fi; 1B — Planta com frutos amarelos e
outra planta com frutos vermelhos; 1C e 1D - Perspectiva do
telado, com as linhagens de Jalapefio amarelo para
autofecundacéao.

Método de Melhoramento

As geragBes foram avancadas seguindo a metodologia Single Seed
Descent, (SSD) ou Descendente de Uma Unica Semente, com modificacdo (SSD-
M). A modificacao feita nesse trabalho foi alicergcada no uso de um fruto para o
avanco da nova geragdo, e a cada nova geracdo eram semeadas cinco
sementes, mas somente uma plantula era conduzida até a fase de maturacéo dos
frutos, as demais eram desbastadas ainda na fase de plantula.

Para a realizacdo do método (SSD-M), os botdes florais de cada gendétipo
foram protegidos por um copinho de papel aluminio antes da antese, Figuras 2A e
2B, evitando que quando o estigma estivesse viavel ele recebesse polen de
outros gendtipos, impedindo, assim, a possibilidade de fecundagé&o cruzada.

Para garantir a autofecundacéo, foi também feita a polinizacdo manual de
botbes, e com uma pinca, os grdos de pdlen foram retirados das anteras e, em
seguida, depositados no estigma da mesma flor. Apds esse procedimento, 0
botdo floral polinizado foi protegido com um copinho de papel aluminio e no

decorrer de 15 dias verificou-se se houve a fertilizacdo pela existéncia de fruto.
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Outro procedimento também utilizado foi a protecdo das flores com gaiolas com
telas antiafidicas, método utilizado em ultimo caso, em que um galho da planta foi
selecionado, feita a limpeza das flores ja polinizadas ou frutos e colocada essa
gaiola cobrindo esse galho e os frutos ali gerados, apresentaram menor
possibilidade de polinizacéo cruzada (Figuras 2C e 2D).

Durante o avanco de geracgOes, foi feita a eliminacdo de plantas com
frutos de coloracdo vermelha, visto ter ocorrido segregacao para cor de fruto
variando de amarelo a vermelho, tendo sido mantidos apenas os genoétipos que
apresentavam frutos de coloracdo amarela. Os genotipos foram autofecundados
por cinco ciclos consecutivos e, pelas condicdes em que as plantas eram
cultivadas, foi possivel avancar cerca de duas geracbes (autofecundacao) por
ano.

A simbologia utilizada neste estudo é a seguinte: Fq., € utilizado para
identificar o nimero de geracdes avancadas a partir de uma populacdo original,

enquanto S € utilizado para identificar geragfes obtidas por autofecundagéo.

Figura 2 - 2A — Protecao do botéo floral (C. annuum var. annuum)
com copinho de papel aluminio; 2B — Identificagdo do botéo floral;
2C - Polinizacédo por pinca; e 2D — Protecao com tela antiafidica.
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Conducéo do experimento

O experimento foi instalado de dezembro de 2012 a margco de 2013, no
campo experimental da Embrapa Hortaligas, localizada no km 09 da BR 060 -
rodovia Brasilia/Goiania, a 15°55'58.2" de latitude sul, 48°08'27.4" de longitude
oeste e altitude de 970 metros.

Foram utilizadas 27 linhagens (Ss), além de duas testemunhas
introduzidas para fins comparativos; uma se caracteriza por ser a genitora das
linhagens de Jalapefio amarelo, CNPH 3836, e a outra foi a cultivar ‘BRS Garga’
(C. annuum). As linhagens testadas foram: CNPH 25.361, CNPH 25.368, CNPH
25.369, CNPH 25.370, CNPH 25.371, CNPH 25.372, CNPH 25.373, CNPH
25.374, CNPH 25.375, CNPH 25.376, CNPH 25.377, CNPH 25.378, CNPH
25.379, CNPH 25.380, CNPH 25.381, CNPH 25.382, CNPH 25.383, CNPH
25.384, CNPH 25.385, CNPH 25.386, CNPH 25.387, CNPH 25.388, CNPH
25.389, CNPH 25.390 e CNPH 25.391.

Foram semeadas 30 sementes de cada linhagem em bandejas de
poliestireno expandido com 72 células, com substrato Plantmax®, mantidas em
uma casa de vegetacdo - sementeira - com cobertura pléstica. Apods
aproximadamente 45 dias, as plantulas foram transplantadas para o campo
experimental. Foram transplantas cinco plantas de cada gendtipo por parcela,
sendo que a parcela util do experimento foi constituida pelas trés plantas centrais.
O espacamento utilizado foi de 1,0 m entre linhas e 0,5 m entre plantas. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, com trés repeticdes.
Durante o desenvolvimento das plantas, foram feitos os tratos culturais
recomendados para a cultura (Embrapa, 2013). A conducdo do experimento foi
feita de janeiro a abril, fora da época propicia ao cultivo de pimentas no Planalto

Central.

Descritores utilizados

Para a caracterizagdo das linhagens, foram considerados cinco
descritores (IPGRI, 1995).
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e Producéo de frutos por parcela (PF) — Soma da massa fresca de
todos os frutos da parcela util, mensurada por balanca de preciséo,
em gramas.

e Comprimento do fruto (CF) — Mensurado no maior comprimento,
em milimetros, quando o fruto estava maduro, utilizando paquimetro
digital. Foram avaliados cinco frutos por parcela, totalizando 15
frutos, tomados ao acaso.

e Largura Basal do fruto (LBF) — Mensurada na parte superior do
fruto (ap6s o pedunculo), em milimetros, quando o fruto estava
maduro, utilizando paquimetro digital. Foram avaliados cinco frutos
por parcela, totalizando 15 frutos, tomados ao acaso.

e Largura Mediana do fruto (LMF) — Mensurada no meio do fruto, em
milimetros, quando o fruto estava maduro, utilizando paquimetro
digital. Foram avaliados cinco frutos por parcela, totalizando 15
frutos, tomados ao acaso.

e Espessura de polpa do fruto (EPF) — Mensurada a partir de um
corte transversal no meio do fruto, em milimetros, quando o fruto
estava maduro, utilizando paquimetro digital. Foram avaliados cinco

frutos por parcela, totalizando 15 frutos, tomados ao acaso.

Avaliacdo agronémica qualitativa preliminar

Adicionalmente, foi feita uma avaliacéo qualitativa preliminar, levando em
consideracao o porte da planta (verificado visualmente nas parcelas, classificado
em alto ou baixo), a cor das folhas (verificado visualmente pela tonalidade das
folhnas das plantas, verde claro ou verde escuro) e a incidéncia de doencas
(presenca ou néo de sintomas das doencas foliares). Esta avaliacédo foi feita por

dois avaliadores independentes no final do ciclo (maio de 2013).
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Andlise estatistica do experimento

Os dados obtidos no experimento foram analisados, utilizando o programa
R (R Development Core Team, 2010), com o qual se fez o agrupamento de

médias de Scott-Knott (1974), em nivel de significancia de 1%.

3.1.4.RESULTADOS E DISCUSSAO

A cada novo ciclo de avanco das geracfes, 0s genotipos passaram por
selecdo visual e, gradativamente, as plantas com frutos vermelhos foram sendo
reduzidas (Figura 3). A partir da terceira geracdo (Sz), ndo houve mais surgimento
de frutos vermelhos, apenas de frutos amarelos, e a populagdo se estabilizou
guanto a segregacao na cor do fruto e isso provavelmente esta associado ao nivel

de homozigose (cerca de 87,5%) que as plantas atingiram nessa geracao.
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Figura 3 - Numero de plantas de C. annuum var. annuum com
frutos de cor amarela e vermelha, a cada geracdo de
autofecundacéo.
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O método de melhoramento SSD-M possibilitou o avanco rapido das
geracbes de autofecundacdo dos gendtipos. Em 30 meses de trabalho, foi
possivel obter cinco geragdes de autofecundacéo (Ss) dos gendétipos, devido ao
avanco de geracdes ter sido conduzido em casa de vegetacao.

O método foi considerado viavel e simples porque € de facil conducéo,
com baixo requerimento de mao de obra, jA que exclui sucessivas avaliacfes
durante o avanco das geracdes. Considerando a escassez de mao de obra
técnica nas instituicbes publicas e privadas e a baixa utilizacdo deste recurso por
este método quando comparado aos demais métodos de melhoramento, esta
metodologia € interessante para os programas de melhoramento.

A avaliacao preliminar das linhagens na geracao Ss, Tabela 1, possibilitou
ganho de tempo com relagcdo ao objetivo final do trabalho, visto terem sido
eliminadas linhagens que nao correspondiam ao desejado. As caracteristicas das
linhagens permitiram identificar algumas com potencial para atender a demanda
do mercado, tais como: CNPH 25.196, que apresentou comprimento de fruto de
92 mm; CNPH 25.180, com largura mediana dos frutos de 28 mm; CNPH 25.192,
que se destacou pela largura basal do fruto (29 mm) e pela espessura de polpa
(4,6 mm); e CNPH 25.182, que apresentou o maior valor para altura de planta,
com 44 cm, que poderia ser de interesse para colheita mecénica. Com o objetivo
de permitir comparacdo com cultivar brasileira de frutos vermelhos ‘BRS Garga’,
apresenta os seguintes valores: comprimento do fruto de 90 mm, didmetro do

fruto 30 mm e altura de planta 65 cm.
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Tabela 1 - Caracteristicas avaliadas nas 28 linhagens de Jalapefio amarelo
(Capsicum annuum var. annuum), na geracao Ss. Média de cinco frutos e de trés
plantas. Brasilia, Embrapa, 2010.

Frutos Planta
Comprimento Largura (mm) Espessura
CNPH . de polpa  Altura de planta (cm)
(mm) Mediana | Basal (mm)
25.180 73 28 29 4,1 36
25.181 71 24 26 3,7 31
25.182 82 25 26 4,0 44
25.183 67 23 26 3,6 33
25.184 67 26 28 4,2 33
25.185 70 24 26 3,4 34
25.187 66 23 25 3,0 30
25.188 72 27 29 3,8 40
25.189 62 26 27 3,5 31
25.190 75 25 28 4,0 28
25.191 71 24 26 3,2 40
25.192 74 26 29 4,6 40
25.193 73 26 28 3,9 42
25.194 77 22 24 3,4 25
25.195 80 21 22 2,4 28
25.196 92 18 19 2,3 39
25.197 80 16 17 2,0 32
25.198 85 21 21 2,2 26
25.199 66 21 22 2,4 30
25.200 91 24 24 3,2 44
25.201 79 22 22 2,5 34
25.202 76 21 21 2,8 28
25.203 73 22 22 2,5 35
25.204 80 27 29 3,9 24
25.205 76 24 24 2,8 26
25.206 83 27 26 4,0 30
25.207 64 24 26 3,5 19

25.208 96 26 27 4,3 24
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Avaliacéo das linhagens Ss

Pela utilizacdo de descritores para caracterizacdo, foi possivel detectar
variacdo entre as 24 linhagens avaliadas (Figura 4). Devido a implantacdo do
experimento em época de alta precipitacdo (janeiro), dois genotipos (CNPH
25.380 e CNPH 3836) foram perdidos. Essas perdas foram ocasionadas pela alta
incidéncia de doencas foliares, principalmente mancha bacteriana e antracnhose
(Figuras 5A, 5B, 5C e 5D).

3

Figura 4 - Variacdo observada entre trés frutos (C. annuum
var. annuum) representativos de trés linhagens de Jalapefio
amarelo (colhidas ao acaso) e a testemunha ‘BRS Garc¢a’
(vermelha).
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Figura 5 — 5A e 5B -Plantas com sintomas de mancha
bacteriana; 5C - Folha com sintoma de antracnose; e 5D - Fruto
com sintoma de antracnose.

Houve diferenca significativa (P<0,01) entre os tratamentos para os cinco
descritores morfologicos produgédo de frutos por parcela, comprimento do fruto,
largura basal do fruto, largura mediana do fruto e espessura de polpa do fruto
(Tabela 2). Silva et al. (2011) propuseram uma escala que divide os coeficientes
de variacao (CVs) obtidos para pimenta em quatro grupos (baixo, médio, alto e
muito alto), para seis descritores morfoldgicos (peso médio do fruto, comprimento
do pedunculo, comprimento do fruto, maior e menor diametro do fruto e espessura
do pericarpo). Segundo esse estudo, os CVs obtidos na presente pesquisa se
enquadram em: muito alto (CV > 29,59) para producéo de frutos; médio (8,23 <
CV = 14,57) para comprimento do fruto; médio (6,61 < CV = 11,63) para largura
basal e mediana do fruto; e médio (12,29 < CV = 24,73) para espessura de polpa
do fruto.

Sudré (2003), fazendo a caracterizagdo agrondmica de uma populacao de
Capsicum spp., encontrou valores de coeficiente de variacdo para comprimento
do fruto (8,55%), diametro do fruto (6,93%) e peso de frutos por planta (41,45%),

proximo aos apresentados neste trabalho. Monteiro et al. (2010) encontraram
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coeficiente de variacdo de 8,9% para largura de fruto. Moreira (2010) apresentou
0 coeficiente da variacdo para producdo de 23%; para diametro de fruto, o
coeficiente de variacdo foi de 17,04%. Sousa e Maluf (2003) registraram um
coeficiente de variacao de 45,54% para producao total de fruto de pimenta; para
comprimento de fruto e diametro de fruto, o coeficiente de variacéo foi de 8,05 e
12,06%, respectivamente.

As médias das linhagens para os cinco descritores foram agrupadas pelo
teste de comparacdo multipla Scott-Knott (1974) (Tabela 3).

Tabela 2 - Andlise de variancia de cinco caracteristicas avaliadas em 24
linhagens de Jalapeio amarelo e uma testemunha (cultivar “BRS Garga”)
Capsicum annuum var. annuum. Brasilia, Embrapa, 2013.

Quadrados Médios

F.V G.L PF CF LBF LMF EPF
Blocos 2 573,88 87,09 7,26 13,44 1,05
Genotipos 24 216,38** 214,91*  22,18** 11,29** 0,82**
Residuo 48 69,47 34,80 3,52 2,93 0,27
Média Geral 749,60 66,56 25,61 23,38 2,92
C.V (%) 33,46 8,6 7,33 7,32 17,93

PF = producéo total de frutos (g); CF = comprimento de fruto (mm); LBF =
largura basal dos frutos (mm); LMF = largura mediana dos frutos (mm); EPF
= espessura de polpa dos frutos (mm).
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Tabela 3 - Avaliacdo de 24 linhagens de Jalapefio amarelo (Capsicum annuum
var. annuum) e uma testemunha comercial com relagdo a cinco descritores.
Médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a P= <0,01%. Brasilia, Embrapa,

2013.
Fruto
Produgdo Comprimento Largura Largura Espessura
Basal Mediana
Genotipo 100 (8) (mm) (mm) (mm) (mm)
CNPH 25.368 1619,33 a 63,8 b 27,1 a 23,2 b 2,9 b
CNPH 25.361 1591,33 a 71,7 b 24,6 23,3 b 2,9 b
CNPH 25.377 1268,00 a 65,9 b 259 a 22,7 b 2,9 b
CNPH 25.391 1238,67 a 67,8 b 24,9 24,5 a 3,2 a
CNPH 25.369 1221,33 a 65,1 b 29,2 a 25,0 a 4,0 a
CNPH 25.374 1135,33 a 65,0 b 27,7 a 23,9 a 2,8 b
CNPH 25.371 1009,33 a 64,0 b 29,1 a 25,5 a 3,7 a
CNPH 25.373 972,67 a 66,7 b 27,5 a 23,0 b 3,3 a
CNPH 25.389 901,00 a 64,6 b 28,4 a 27,8 a 3,4 a
CNPH 25.376 848,00 a 61,1 27,0 a 23,7 b 3,3 a
CNPH 25.375 822,67 a 50,4 30,7 a 26,0 a 3,5 a
CNPH25.390 674,00 b 68,6 b 22,7 23,1 b 2,7 b
CNPH25.379 639,00 b 57,0 24,9 21,9 b 2,6 b
CNPH25.385 610,00 b 77,1 b 23,4 22,2 b 2,6 b
CNPH25.372 592,00 b 59,6 26,7 a 22,4 b 3,0 a
CNPH 25.378 586,67 b 58,4 25,0 22,3 b 2,8 b
CNPH 25.386 478,67 b 71,3 b 23,8 24,3 a 2,7 b
CNPH25.383 452,00 b 70,8 b 21,7 20,9 2,2 b
BRS Gar¢a 438,67 b 96,8 27,9 a 26,2 a 3,4
CNPH 25.370 414,00 b 60,9 26,7 a 22,3 b 3,3 a
CNPH 25.384 258,00 b 70,1 b 26,7 a 25,3 a 2,8 b
CNPH25.381 238,67 b 67,3 b 20,0 19,5 1,9 b
CNPH25.382 189,67 b 72,4 b 19,5 18,8 1,9 b
CNPH 25.388 176,33 b 60,8 25,5 a 25,1 a 2,7 b
CNPH 25.387 160,67 b 68,7 b 23,7 23,1 b 2,2 b
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Caracteristicas morfoagronémicas

1) Producéao total de frutos: as linhagens foram reunidas em dois
grupos. O primeiro grupo, letra a, foi composto por 11 linhagens (CNPH 25.361,
CNPH 25.368, CNPH 25.369, CNPH 25.371, CNPH 25.373, CNPH 25.374, CNPH
25.375, CNPH 25.376, CNPH 25.377, CNPH 25.389 e CNPH 25.391). A linhagem
que apresentou maior valor deste grupo foi a CNPH 25.368 (1619,33 g) e a que
apresentou menor valor foi a CNPH 25.375 (822,67 g). O segundo grupo, letra b,
foi composto pela BRS Garca e por 13 linhagens (CNPH 25.370, CNPH 25.372,
CNPH 25.378, CNPH 25.379, CNPH 25.381, CNPH 25.382, CNPH 25.383, CNPH
25.384, CNPH 25.385, CNPH 25.386, CNPH 25.387, CNPH 25.388 e CNPH
25.390). A linhagem que apresentou o maior valor deste grupo foi a CNPH 25.390
(674,0 g) e o menor valor foi encontrado na linhagem CNPH 25.387 (160,67 g).
Possivelmente, o baixo desempenho de ‘BRS Garga’ neste quesito tenha sido
causado pelo plantio fora da época ideal para a producdo desta cultivar, que foi

desenvolvida para plantio no periodo seco do Planalto Central (abril a setembro).

2) Comprimento de fruto: as linhagens foram agrupadas em trés grupos.
O primeiro grupo, letra a, foi composto apenas pela cultivar ‘BRS Garga’, com
valor de 96,8 mm. O segundo grupo, letra b, foi composto por 17 linhagens
(CNPH 25.361, CNPH 25.368, CNPH 25.369, CNPH 25.371, CNPH 25.373,
CNPH 25.374, CNPH 25.377, CNPH 25.381, CNPH 25.382, CNPH 25.383, CNPH
25.384, CNPH 25.385, CNPH 25.386, CNPH 25.387, CNPH 25.389, CNPH
25.390 e CNPH 25.391). A linhagem que apresentou o maior valor deste grupo foi
a CNPH 25.385 (77,1 mm) e o menor valor foi encontrado na linhagem CNPH
25.368 (63,8 mm). O terceiro grupo, letra c, foi composto pelas linhagens CNPH
25.370, CNPH 25.372, CNPH 25.375, CNPH 25.376, CNPH 25.378, CNPH
25.379 e CNPH 25.388. A linhagem que apresentou o maior valor desde grupo foi
a CNPH 25.376 (61,1 mm) e o menor valor foi encontrado na linhagem CNPH
25.375 (50,4 mm). A ‘BRS Garga’, cultivar protegida no Servico Nacional de
Protecao de Cultivares (SNPC), apresenta comprimento de fruto de 90 mm, e a

linhagem com frutos mais compridos, a CNPH 25.385, teve frutos com 77,1 mm.
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3) Largura basal do fruto: as linhagens foram agrupadas em trés grupos.
O primeiro grupo, letra a, foi composto pela ‘BRS Garga’ e por 13 linhagens
(CNPH 25.368, CNPH 25.369, CNPH 25.370, CNPH 25.371, CNPH 25.372,
CNPH 25.373, CNPH 25.374, CNPH 25.375, CNPH 25.376, CNPH 25.377, CNPH
25.384, CNPH 25.388 e CNPH 25.389). A linhagem que apresentou maior valor
foi a CNPH 25.375, com 30,7 mm. O segundo grupo, letra b, foi composto por oito
linhagens (CNPH 25.361, CNPH 25.378, CNPH 25.379, CNPH 25.385, CNPH
25.386, CNPH 25.387, CNPH 25.390 e CNPH 25.391). Neste grupo, a linhagem
que apresentou o maior valor foi a CNPH 25.378 (25 mm) e o menor valor foi
encontrado na linhagem CNPH 25.390 (22,7 mm). O terceiro grupo, letra c, foi
composto por trés linhagens, CNPH 25.381, CNPH 25.382 e CNPH 25.383, sendo
os valores encontrados 20,0 mm, 19,5 mm e 21,7 mm, respectivamente. Moreira
et al. (2010) trabalharam com 12 hibridos de C. annuum e verificaram o diametro
de fruto variando de 12,4 a 23,55 mm. Segundo estes autores, em alguns hibridos
h& ocorréncia de caracteristicas comparaveis as das pimentas do tipo Jalapefio.
Este resultado nos possibilita referenciar que as linhagens avaliadas

apresentaram valores satisfatorios para essa caracteristica.

4) Largura mediana do fruto: as linhagens foram agrupadas em trés
grupos. O primeiro grupo, letra a, foi composto pela ‘BRS Garga’ (26,2 mm) e por
mais nove linhagens (CNPH 25.369, CNPH 25.371, CNPH 25.374, CNPH 25.375,
CNPH 25.384, CNPH 25.386, CNPH 25.388, CNPH 25.389 e CNPH 25.391). A
linhagem que apresentou o maior valor deste grupo foi a CNPH 25.389 (27,8 mm)
e a que apresentou menor valor foi a CNPH 25.374 (23,9 mm). O segundo grupo,
letra b, foi composto por 12 linhagens (CNPH 25.361, CNPH 25.368, CNPH
25.370, CNPH 25.372, CNPH 25.373, CNPH 25.376, CNPH 25.377, CNPH
25.378, CNPH 25.379, CNPH 25.385, CNPH 25.387 e CNPH 25.390). A linhagem
gue apresentou o maior valor deste grupo foi a CNPH 25.376 (23,7 mm) e o
menor valor foi encontrado na linhagem CNPH 25.379 (21,9 mm). O terceiro
grupo, letra ¢, foi composto por trés linhagens (CNPH 25.381, CNPH 25.382 e
CNPH 25.383). Os valores apresentados por essas linhagens foram 19,5 mm,
18,8 mm e 20,9 mm, respectivamente.
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5) Espessura de polpa: as linhagens foram reunidas em dois grupos. O
primeiro grupo, letra a, foi composto pela cultivar ‘BRS Garga’ (3,4 mm) e por
mais nove linhagens (CNPH 25.369, CNPH 25.370, CNPH 25.371, CNPH 25.372,
CNPH 25.373, CNPH 25.375, CNPH 25.376, CNPH 25.389 e CNPH 25.391). A
linhagem que apresentou maior valor deste grupo foi a CNPH 25.369 (4 mm) e a
que apresentou o0 menor valor foi a CNPH 25.372 (3 mm). O segundo grupo, letra
b, foi composto por 15 linhagens (CNPH 25.361, CNPH 25.368, CNPH 25.374,
CNPH 25.377, CNPH 25.378, CNPH 25.379, CNPH 25.381, CNPH 25.382, CNPH
25.383, CNPH 25.384, CNPH 25.385, CNPH 25.386, CNPH 25.387, CNPH
25.388 e CNPH 25.390). Trés linhagens (CNPH 25.361, CNPH 25.368 e CNPH
25.377) apresentaram o maior valor (2,9 mm) deste grupo e os menores valores
foram encontrados em duas linhagens, com 1,9 mm de espessura de polpa
(CNPH 25.381 e CNPH 25.382).

A caracteristica espessura de polpa é particularmente importante na
producdo de polpa usada na fabricagdo de molhos. A cultivar ‘BRS Garga’,
gendtipo de interesse da agroindustria, ndo diferiu estatisticamente das dez

linhagens neste quesito.

Avaliagdo agrondémica

Levando em consideracdo o0 resultado da caracterizacdo
morfoagronémica assim como os dados qualitativos preliminares obtidos pelos
avaliadores independentes, foram identificadas cinco linhagens promissoras —
CNPH 25.368, CNPH 25.373, CNPH 25.374, CNPH 25.375 e CNPH 25.377, por
terem porte médio (que poderia eventualmente ser de utilidade quando da
mecanizacdo do cultivo), coloragdo verde escura da folhagem (desejavel pela
maior parte dos agricultores) assim como pela baixa incidéncia de doencas

foliares, particularmente mancha bacteriana e antracnose (Tabela 4).
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Tabela 4 - Médias das cinco linhagens promissoras
selecionadas, com os valores dos cinco descritores e
respectivo agrupamento pelo método Scott-Knott.

PF CF LBF LMF EPF
CNPH 25.368 1619,33a 63,8b 27,1a 23,2b 2,9b
CNPH 25.373 972,670a 66,7b 27,5a 23,0b 3,3a
CNPH 25.374 1135,33a 65,0b 27,7a  23,9a 2,8b
CNPH 25.375 822,670a 50,4c 30,7a  26,0a 3,5a
CNPH 25.377 1268,00a 65,9b 259a 22,7b 2,9b

PF — Producao de Frutos por parcela; CF — Comprimento do
Fruto; LBF — Largura Basal do Fruto; LMF — Largura
Mediana do Fruto; e EPF — Espessura da Polpa do Fruto.

Avaliagao qualitativa

A linhagem CNPH 25.368 apresentou boa arquitetura de planta e alta
produtividade. Ja na linhagem CNPH 25.373, além de ser produtiva, também
apresentou alta espessura de polpa, duas caracteristicas essenciais para o
desenvolvimento de uma cultivar para ser utilizada na produgdo de molho. A
linhagem CNPH 25.374 possui um fruto tipico de pimenta Jalapefio e baixa
incidéncia de mancha bacteriana. A linhagem CNPH 25.375 se destacou por
apresentar frutos com maior largura basal (30,7 mm), cOnicos e espessos e
também baixa incidéncia de antracnose. Finalmente, a linhagem CNPH 25.377
apresentou alta uniformidade das plantas e ndo apresentou sintoma algum de

mancha bacteriana e de antracnose.

3.1.5.CONCLUSOES

Os resultados da caracterizacdo e avaliacdo das linhagens em estudo

permitiram as seguintes conclusdes:
¢ O método SSD, com ligeiras modificacdes, possibilitou a rapida obtencdo
de linhagens a nivel Ss (cinco ciclos de autofecundacdo) em curto espaco
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de tempo (30 meses), ja que foi possivel conduzir o trabalho em casa de
vegetacao.

e As 27 linhagens Ss obtidas apresentaram alta variabilidade entre elas,
fazendo com que deva ser possivel a selecdo de pelo menos uma para
testes de campo e eventual liberagdo como nova cultivar.

e Ha diferencas significativas entre as linhagens Ss com base nos cinco
descritores utilizados — producédo de frutos por parcela, comprimento do
fruto, largura basal do fruto, largura mediana do fruto e espessura de polpa
do fruto - apesar de terem sido obtidas de uma Unica populacgéo.

e A caracterizacdo morfoagrondmica possibilitou identificar linhagens Ss
promissoras, que poderdo, apds validacdo em campos de producao, ser
liberadas como novas cultivares. As principais linhagens promissoras séo:
CNPH 25.368, CNPH 25.373, CNPH 25.374, CNPH 25.375 e CNPH
25.377.

e Pode ser interessante dar continuidade ao trabalho também avaliando a
eventual existéncia de heterose entre as linhagens obtidas, visando a
futura liberacdo de hibrido F; que apresente caracteristicas e vigor
demandados pelo mercado.

E recomendavel, antes do lancamento e registro de nova cultivar de
Jalapefio amarelo, que se avalie, sob condicbes controladas assim como a
campo, em multiplos locais, 0 comportamento dos genoétipos com relagdo aos

principais patégenos em distintas regides ecogeogréficas.
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3.2.CARACTERIZACAO MOLECULAR DE LINHAGENS DE PIMENTA DO TIPO
JALAPENO AMARELO

3.2.1.INTRODUCAO

O genoma de um organismo € unico, diferenciando-o de qualquer outro
organismo, inclusive daqueles propagados vegetativamente. A analise do DNA de
um conjunto de individuos que apresentam caracteristicas fenotipicas idénticas ou
muito proximas tem possibilitado a identificacdo de diferencas a nivel de genes
(Reifschneider et al., 2000).

A caracterizacdo molecular tem sido uma ferramenta til para a avaliagéo
da diversidade genética de diferentes espécies vegetais. O uso de marcadores
moleculares apresenta caracteristicas vantajosas, como, por exemplo: sao
distribuidos por todo o genoma, sdo neutros, podem ser obtidos em grande
numero e sdo0 menos suscetiveis aos efeitos ambientais. Marcadores moleculares
tém sido usados com sucesso na caracterizacdo de germoplasma, auxiliando em
processos de coleta, conservacdo e intercambio de acessos em Bancos de
Germoplasma de espécies vegetais, bem como na selecdo de genitores a serem
utilizados em programas de melhoramento (Ferreira et al., 2007).

A caracterizagdo molecular tem permitido, além da determinagdo mais
precisa da variacdo genética quando comparada aos métodos tradicionais de

caracterizacao, a identificacdo da estrutura genética de uma populacéo.
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Ainda hoje se discute sobre o uso pratico de marcadores moleculares no
melhoramento genético de plantas. Alguns creem que o uso de marcadores
moleculares, aliado as técnicas de engenharia genética e ao sequenciamento de
genomas, possibilita aos melhoristas o desenvolvimento de genoétipos superiores
de uma maneira mais eficaz, rapida, concisa e a custos mais baixos. Varios tipos
de marcadores moleculares estdo hoje disponiveis e se diferenciam entre si
guanto a capacidade em detectar polimorfismo, custo, facilidade de uso e
consisténcia de resultados. Entre os diversos marcadores moleculares
disponiveis, ha os do tipo microssatélites, ou SSR (Simple Sequence Repeats).
Uma das vantagens desses marcadores é que eles sdo codominantes, ou seja,
em cada loco analisado é possivel distinguir homozigotos e heterozigotos, assim
como identificar o gendtipo especifico de cada individuo de acordo com os alelos
presentes na populacdo estudada. Além disso, sdo multialélicos e estaveis
(Borém e Caixeta, 2009).

Apesar das vantagens dos marcadores SSRs, seu uso ainda é restrito,
porque a grande limitagao € a obtencéo dos ‘primers’ de elevado custo e intensiva
mao de obra considerando todas as etapas de seu desenvolvimento. No entanto,
uma vez obtidos os ‘primers’ especificos para uma espécie, os custos e a
demanda de mao de obra sao reduzidos drasticamente, e 0s ensaios laboratoriais
séo rapidos, aumentando a acessibilidade da técnica (Ferreira et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar molecularmente através do uso
de marcadores SSR as linhagens avancadas de pimentas amarelas do tipo
Jalapefio do programa de melhoramento da Embrapa Hortalicas com o fim de
verificar a variabilidade entre elas. Estas linhagens S4;, em nimero de 24, foram
obtidas em programa iniciado em 2008 na Embrapa Hortalicas, com o objetivo de
desenvolver uma cultivar de pimenta do tipo Jalapefio amarelo. O fato de se
terem ‘primers’ desenvolvidos para Capsicum possibilitou ganho de tempo para
essa andlise molecular, ressaltando-se a importancia de bancos gendmicos que
possuam informacdes e acesso aberto a distintas instituicbes de pesquisa e

ensino.
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3.2.2.REVISAO DE LITERATURA

Marcadores moleculares

Durante as duas ultimas décadas, o uso de marcadores moleculares tem
sido incorporado com sucesso a varios programas de melhoramento genético, em
diversas culturas, e esses métodos estdo sendo cada vez mais utilizados para
gerar informagdes gendmicas e apoiar os programas de melhoramento (Gupta e
Rustgi, 2004; Rudd et al., 2005).

As analises realizadas com marcadores de DNA, tais como RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR
(Simple Sequence Repeats) sdo menos suscetiveis aos efeitos ambientais (Paran
et al., 1998; Rodriguez et al., 1999; Ben-Chaim et al., 2001; Lanteri et al., 2003,
Rao et al.,, 2003; Toquica et al., 2003; Portis et al., 2004; Geleta et al., 2005;
Minamiyama et al., 2006, Oyama et al., 2006). Isso potencializa o uso dessas
técnicas para a verificacdo da dissimilaridade entre gendtipos em diversas
espécies (Gilbertetal., 1999). Porém, € necessario aumentar o numero de bases
de dados moleculares para as culturas de maior interesse (culturas essenciais
para alimentagdo humana). Esse aumento das bases de dados tem elevado o
processo de maximizagdo na analise por meio desses marcadores,
proporcionando ganho de tempo e custo (Varshney et al., 2005).

Entre esses marcadores citados acima, o0s microssatélites (SSR)
apresentam numerosas vantagens quando comparados a outros tipos de
marcadores, pois eles sdo: altamente polimorficos e informativos; a heranca é
codominante, o que permite a discriminacdo entre homozigotos e heterozigotos;
sdao multialélicos; ocorrem abundantemente em genomas eucariotos; tém por
base o PCR (Polymerase Chain Reaction) e, portanto, necessitam de pequena
guantidade de DNA; sdo altamente reproduziveis; ndo requerem radioatividade;
estdo bem dispersos no genoma, em regifes codificadoras ou ndo codificadoras;
e os locos sao frequentemente conservados entre espécies relacionadas (Salles e

Buso, 2003). Esses marcadores consistem de pequenos trechos exatos ou néo de



37

motifs em tandem, que podem variar de 1 a 6 pares de bases de comprimento. A
maioria dos locos de SSR é definida por apenas um par de iniciadores, o que

facilita a troca de informacéo entre os laboratoérios (Lee et al., 2004).

Marcadores moleculares em Capsicum

A pimenta € uma cultura de grande importancia no cenario nacional e a
maioria dos trabalhos relacionados a ela tem como objetivos: caracterizagdo dos
frutos, produtividade, resisténcia a doencas e teor de capsaicina (ardor). No
entanto, a maioria dessas caracteristicas é de carater quantitativo, e a selecao
dessas caracteristicas tem sido baseada no fenotipo (Minamiyama et al., 2006).

Porém, esse cenéario tem sido alterado, pois o numero de trabalhos
relacionados a deteccdo de marcadores moleculares para a pimenta tem sido
crescente. O aumento desse tipo de informacao (Bancos de sequéncias) torna-se
importante, visto que a associacdo do melhoramento classico - que € amplamente
utilizado para desenvolvimentos de novas cultivares - com a selecao assistida por
marcadores (SAM), tem sido considerada uma grande aliada, indispenséavel na
elucidacao de locos quantitativos.

Ryzhovaet al. (2004) estudaram a diversidade intraespecifica de 28
acessos de C. annuum. Através dos marcadores microssatélites, foi possivel
identificar, na populagéo, a existéncia de uma variedade silvestre (variedade de
ocorréncia espontanea num determinado habitat), mesmo os locos néo
apresentando alto polimorfismo para o0s demais acessos do estudo,
demonstrando a eficiéncia dos marcadores moleculares em distinguir diferentes
variedades e até mesmo a distancia existente entre acessos da mesma espécie.

Kwonet al. (2005) estudaram 66 variedades de C. annuum por
marcadores microssatélites. Foram verificados mais de 300 ‘primers’
desenvolvidos para Capsicum na literatura, dos quais, apenas 27 foram
polimérficos para a populacdo em estudo. Com base nesses 27 ‘primers’, foi
possivel distinguir 66 variedades em que os valores da distancia genética
variaram de 0,65 a 1,00, resultado obtido pelo método de agrupamento de
UPGMA.
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Marques et al. (2006), trabalhando com hibrido F; de C. annuum, testando
275 ‘primers’, constataram que o0s locos microssatélites estdo distribuidos ao
longo de todo o genoma, porém verificaram que apenas 50 ‘primers’
apresentaram polimorfismo, o que é considerado baixo, indicando a necessidade
de desenvolvimento de mais marcadores microssatélites para maior

aprofundamento no estudo desse genoma.

3.2.3.MATERIAL E METODOS

Material genético

Vinte e quatro linhagens S, de pimenta do tipo Jalapefio amarelo do
programa de melhoramento da Embrapa Hortalicas, Tabela 1, foram
caracterizadas, utilizando os ‘primers’ CAMS 024, CAMS 117, CAMS 191, CAMS
207-2, CAMS 358, CAMS 309, CACCEL1i, SLM6 49, CM 0011, CA 514272, CA
847580, CA 523715, CA 515649, CM 0008 e CM 0005.

Dois genotipos, UENF 1775 (C. frutescens) e UENF 1381 (C. annuum),
ambos obtidos do Banco de Germoplasma da Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), foram usados como testemunhas. As
linhagens utilizadas foram CNPH 25.237, CNPH 25.240, CNPH 25.241, CNPH
25.242, CNPH 25.243, CNPH 25.244, CNPH 25.245, CNPH 25.246, CNPH
25.247, CNPH 25.248, CNPH 25.249, CNPH 25.250, CNPH 25.252, CNPH
25.253, CNPH 25.254, CNPH 25.255, CNPH 25.256, CNPH 25.257, CNPH
25.259, CNPH 25.260, CNPH 25.261, CNPH 25.262, CNPH 25.263 e CNPH
25.265.
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Tabela 1 - Avaliacdo de 24 linhagens de Jalapefio amarelo (Capsicum annuum
var. annuum) em Ss, com respectiva numeragcdo da geragcdo S, para 0S cinco
descritores. Médias para caracteristicas do fruto, relacionadas a cinco frutos com
trés repeticdes, e para producdo total, colheita das trés plantas centrais das
parcelas (trés parcelas). Brasilia, Embrapa, 2013.

Genétipos CNPH

Fruto
Producao Comprimento  Largura Largura Espessura

Geragao .
Total (g) (mm) Basal Mediana (mm)
(mm) (mm)
S, Ss

25.237 25.368 1619,33 63,8 27,1 23,2 2,9
25.262 25.361 1591,33 71,7 24,6 23,3 2,9
25.248 25.377 1268,00 65,9 25,9 22,7 2,9
25.265 25.391 1238,67 67,8 24,9 24,5 3,2
25.240 25.369 1221,33 65,1 29,2 25,0 4,0
25.245 25.374 1135,33 65,0 27,7 23,9 2,8
25.242 25.371 1009,33 64,0 29,1 25,5 3,7
25.244 25.373 972,67 66,7 27,5 23,0 3,3
25.261 25.389 901,00 64,6 28,4 27,8 3,4
25.247 25.376 848,00 61,1 27,0 23,7 3,3
25.246 25.375 822,67 50,4 30,7 26,0 3,5
25.263 25.390 674,00 68,6 22,7 23,1 2,7
25.250 25.379 639,00 57,0 24,9 21,9 2,6
25.257 25.385 610,00 77,1 23,4 22,2 2,6
25.246 25.372 592,00 59,6 26,7 22,4 3,0
25.249 25.378 586,67 58,4 25,0 22,3 2,8
25.258 25.386 478,67 71,3 23,8 24,3 2,7
25.255 25.383 452,00 70,8 21,7 20,9 2,2
25.241 25.370 414,00 60,9 26,7 22,3 3,3
25.256 25.384 258,00 70,1 26,7 25,3 2,8
25.253 25.381 238,67 67,3 20,0 19,5 1,9
25.254 25.382 189,67 72,4 19,5 18,8 1,9
25.260 25.388 176,33 60,8 25,5 25,1 2,7
25.259 25.387 160,67 68,7 23,7 23,1 2,2
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Extracdo de DNA

A extracdo do DNA das 24 linhagens de Jalapefio amarelo foi feita no
Laboratério de Virologia da Embrapa Hortalicas, em Brasilia (DF), e o DNA das
duas testemunhas foi cedido pela Professora Rosana Rodrigues, cuja orientanda
Monique Moulin estava desenvolvendo trabalho molecular com as amostras.

Para obtencéo das amostras de DNA das linhagens, foram semeadas trés
sementes de cada genétipo em bandejas de poliestireno expandido com 72
células, com substrato Plantmax®, mantidas em uma casa de vegetacdo. Quando
as plantulas apresentaram cinco folhas, foram retiradas duas a trés folhas de
cada linhagem para a extracdo do DNA, feita de acordo com o protocolo descrito
pela Embrapa SPI/Cenargen (1998). Coletou-se aproximadamente 0,1g de folha,
o qual foi acondicionado em um tubo de 2mL, onde foram adicionados cinco
beads (pequenas esferas), seguido de 750uL de CTAB mais B-mercaptoetanol
(0,2%). As amostras foram levadas ao equipamento Precellys 24, com a
programacao 2 (2:5000 - 2x 30 - 005), no qual ocorreu a maceracdo com O
auxilio dos beads. Em seguida, os tubos foram submetidos a banho-maria (65°C)
por 5 min e, logo apds, adicionados 750puL de clorofil. As amostras foram agitadas
em "vortex" por 1 min para homogeneizacdo, em seguida, centrifugadas por 10
min a 9.000 rpm. As fases foram separadas, das quais foram subtraidos 600uL do
sobrenadante, que foram transpostos para um tubo de 1,5mL, ao qual foram
adicionados 400uL de isopropanol. As amostras ficaram em repouso por 10 min
para gue ocorresse a precipitacdo e logo apés foram centrifugadas em rotacéo
maxima (13.000 rpm) por 10 min. Em outra etapa, o liquido foi vertido
permanecendo apenas o pellet (DNA) e adicionados 400uL de etanol gelado. As
amostras foram centrifugadas por 10 min em rotacdo maxima, quando foi feito
entdo o descarte do etanol sem que o pellet fosse descartado. O tubo ficou
exposto por 2 horas a temperatura ambiente, para secagem. Ao final do processo,
foi realizada a ressuspensdo do pellet, utilizando 300uL de agua milli-Q (dgua
pura), obtendo-se uma amostra de 300uL do DNA, de cada um dos 24 acessos
de jalapefio amarelo.

Apoés a conclusédo da extracdo do DNA, as amostras foram transportadas

para a Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em caixa de isopor
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com gelo, para evitar sua deterioracdo. No Laboratorio de Melhoramento Genético
Vegetal da UENF, foi feita a leitura do volume de DNA de cada genotipo. Para
essa leitura, foi utilizado o equipamento Nano Drop 2000c. Para o procedimento,
foi utilizada uma amostra de 0,2uL de cada gendétipo. As concentracfes obtidas
sdo mostradas na Tabela 2. Devido a alta concentracdo de DNA nas amostras, a
diluicAo se torna importante, pois possibilita utilizar um menor volume da
concentracdo do DNA, evitando desperdicio do material genético. A diluicdo do
DNA foi feita para a concentragdo de 5ng/uL em 100pL, e a férmula utilizada para

obter esse volume de amostra foi:

c.v=C.V
Sendo C, concentragdo do DNA (leitura NanoDrop 2000c);
V, volume do DNA,;
C', concentracdo do DNA desejada (5ng/uL); e
V', volume final (100pL).
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Tabela 2 -Leitura do volume de DNA das 24 linhagens de Jalapefio amarelo
(Capsicum annuum var. annuum ) feita com o equipamento NanoDrop 2000c.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2012.

Nimero CNPH Conc. de Acido Nucleico ng/uL  Quant. DNA ng/uL  Quant. Agua ng/uL

1 25.237 2359 2,12 97,88
2 25.240 328,6 1,52 98,48
3 25.241 268,6 1,86 98,14
4 25.242 116,7 4,28 95,72
5 25.243 190,8 2,62 97,38
6 25.244 218,9 2,28 97,72
7 25.245 355,1 1,41 98,59
8 25.246 304,9 1,64 98,36
9 25.247 259,9 1,92 98,08
10 25.248 2425 2,06 97,94
11 25.249 2453 2,04 97,96
12 25.250 314,2 1,59 98,41
13 25.252 323,8 1,54 98,46
14 25.253 239,8 2,09 97,91
15 25.254 235,9 2,12 97,88
16 25.255 177,2 2,82 97,18
17 25.256 228,9 2,18 97,82
18 25.257 158,5 3,15 96,85
19 25.259 315,2 1,59 98,41
20 25.260 227,3 2,20 97,80
21 25.261 190,3 2,63 97,37
22 25.262 257,9 1,94 98,06
23 25.263 141,4 3,54 96,46
24 25.265 220,1 2,27 97,73

Para o procedimento, foi utilizada uma amostra de 0,2uL de cada genotipo. A
diluicdo do DNA foi feita para a concentracdo de 5ng/uL em 100pL, utilizando a
unidade de ng/uL para os valores medidas pelo equipamento.

J

Foram selecionados preliminarmente na literatura 63 ‘primers
microssatélites (SSR), desenhados tanto para a espécie Solanum lycopersicum
quanto para Capsicum spp. A selecdo de ‘primers’ para tomates foi levada em
consideracgdo visto pertencerem a mesma familia das pimentas (Solanaceae) e
apresentarem sintenia de mapa. Os ‘primers’ estavam disponiveis na UENF e

foram cedidos pela Professora Rosana Rodrigues.
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Reacdes em Cadeia de Polimerase (PCR)

Foram realizadas em placa de PCR de 96 pocos para termocicladores,
com volume final de 13pL, contendo,1,5uL de 10 x PCR Buffer, 1,5uL de DNTPs,
1,0uL de MgCl,, 0,6uL de ‘primer’ (Forward e Reverse), 0,12uL de Taq DNA
Polimerase, 2,0uL de DNA e 6,28uL de H,O. As amplificacdes foram realizadas
em termociclador Applied Biosystems Veriti 96 Well, programado em uma etapa
inicial de desnaturacédo do DNA a 94°C por 4 min, seguido de 38 ciclos de 1 min a
94°C (desnaturacéo), 1 min a 55°C (anelamento) e 3 min a 72°C (extens&o). Na
etapa final, foram programados 7 min a 72°C.

Para separacdo dos fragmentos, foi utilizada uma placa de PCR de 96
pocos para sequenciadores com bordas inteiras. Na placa, foram adicionados 1pL
das reacoes de PCR e 79uL de 4gua pura, totalizando 80uL de amostra e, em um
dos pocos da placa, foi adicionado o ‘Ladder’.

Os fragmentos amplificados foram separados pelo equipamento AdvanCE
FS96, desenvolvido pela Advanced Analytical. O equipamento faz a analise
através de gel de eletroforese capilar. A separacdo das bandas foi feita pela
Amplitude Gama, com sistema gel, apropriada para o tamanho dos fragmentos de
DNA. Vestigios de electroferograma digitais foram recolhidos por monitorizac&o
da intensidade relativa de fluorescéncia (RFU) de acordo com o tempo de
migracdo das bandas (peso molecular). O marcador 1Kb Plus DNA ladder foi
utiizado como referéncia de peso molecular para estimar os tamanhos dos
produtos da amplificacdo, gerando, assim, uma matriz de dupla entrada com os
valores relativos aos pares de base de cada loco analisado, a partir do qual foram
estimados (todas as equacdes foram obtidas do manual do programa Power
Marker):

[) PIC - Conteudo de Informacgéo de Polimorfismo de cada marcador, estimado a

partir da seguinte eguacao:

PIC) =1- Zp szp

u=1 u=l v=n+l

II) He — Heterozigosidade esperada, estimada com base na seguinte equacao:

|
_(l ZP}H (l_ +f‘

u=l1 n
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[Il) Ho — Heterozigosidade observada, estimada com base na seguinte equacao:

ﬁ/ :1_:%‘51,”/

IV) f— Coeficiente de endogamia, estimado com base na seguinte equacao:

ﬁ! :(l_zpii)

u=l1

V) Distancia genética, com base na distancia de Shared Allele, estimada com

base na seguinte formula:

lm aj

Z Z min( Py-qy,) -

m oy -1

Dy, =

Com base na matriz de distancia genética, foi construido um
dendrograma pelo método de agrupamento da distancia média UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average), utilizando o programa
Power Marker, em associacdo com o programa TreeView, versao 1.6 (Roderic,
2001). A estabilidade dos agrupamentos foi computada pela analise de Bootstrap
com 1000 repeticbes (Liu, 2004).

3.2.4.RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 63 ‘primers’ selecionados para o trabalho, apenas 15 apresentaram
multiplos alelos para um loco — polimorfismo (23,1%), sendo os 48 restantes
monomorficos. Essa taxa de polimorfismo possibilitou gerar informacdes sobre os
parametros genéticos desejados para analisar as linhagens de Jalapefio amarelo.
Os locos SSR, as sequéncias forward e reverse e o motif bem como as
temperaturas de anelamento sdo mostrados na Tabela 3.

Sanwen et al. (2000), em um estudo com pimentdes (C. annuum),
observaram que 12 SSR eram polimdrficos e, segundo 0s autores, esse numero
baixo de locos SSR foi devido, provavelmente, ao fato de o tipo de germoplasma

utilizado no estudo, ou seja, dos oito gendtipos estudados, quatro serem linhas
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isogénicas (NILS), ou seja, apresentarem pouco polimorfismo. Kwon et al. (2005),
investigando a aplicagdo dos SSR na analise de distinguibilidade, homogeneidade
e estabilidade (DHE) de 66 variedades de pimentdo, observaram que dos 316
SSR testados apenas 27 foram polimorficos. A variabilidade genética de 41
acessos pertencentes a colecdo de germoplasma do Crop Research Institute de
Praga foi avaliada utilizando oito locos SSR, sendo que cinco eram polimérficos
(Hanacek et al., 2009). Assim, os resultados encontrados neste trabalho estdo
dentro do que a literatura tem reportado para C. annuum.



Tabela 3 - Locos microssatélites (SSR) com as sequéncias dos primers (forward e reverse), motif e temperatura de anelamento (TA)
utilizados na caracterizacdo molecular das 24 linhagens de Capsicum annuum var. annuum de pimenta do tipo Jalapefio amarelo.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2012.

SSR Sequéncia forward Iniciador Reverse Motif TA

CAMS 024! tgttgaggcttgggaaaaac caagataatgggtagaaaggcaac (tg)14tt(tg)3 55°C
CAMS 117* ttgtggaggaaacaagcaaa cctcagcccaggagacataa (tg)21(ta)3 55°C
CAMS 191° cccgaatccaagtcattgag taaatccggttcectttect (ac)10a(ta)4 55°C
CAMS 207-2* ctcacgagccacttgaacac gccttgtttcctatcccaac (ac)4at(ac)8(at)3 55°C
CAMS 358! gacccttctcccctttttctt cacatggacggatccttttt (tg)7 55°C
CAMS 309* gaaaatcgacccgttttgaa tcaattcggacaaaattagcaa (ga)12 51°C
CACCEL1#? ctctaataggcaatagctcacatgc gcagtctcccagaacgttgtcce (at)16 51°C
SLM6 49° attgatggattggcgttctc aaaatcaggggtgaatttaacg (ta)24 51°C
CM 00112 tctgctttaaaaacacatacat cattcttaactgaaattgcatg (ac)5(ta)8 51°C
CA 514272° atctattttcctccggegac cggtaagctgecttgatcte (ccg)6 51°C
CA 847580° ggtttictcacaacttcggc ttgcaaaatatatcaacgcg (tg)13(ta)4 55°C

o



Cont. Tabela 3.

SSR Sequéncia forward Iniciador Reverse Motif TA

CA 523715° catcatttctccccaattcc gtggtgggtggggtaaaaag (tc)6(t)8 55°C
CA 515649° tctccaatttccattcggag taatcgcatttgcgaacttg (cat)6 58°C
CM 0008* atagctcacatgccctataaa aatcttgagcaataattggac (atata)5 60°C
CM 00052 catgaccaccatgaggata gatagccacgagcatagtatt (cca)8 60°C

'Minamiyama et al., (2006); *Lee et al., (2004); *Geethanjali et al., (2010); “Sanwen et al. (2000); > USDA (2011).

LY
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O numero médio de alelos por loco foi 12,5 com uma variacdo de 6 (CA
515649) e 23 (CAMS 117). Esse resultado esta acima do que tem sido reportado
por outros autores como Minamiyama et al. (2006), Kwon et al. (2005) e Hanacek
et al. (2000), que observaram 2,9; 3,2 e 3,5 alelos por loco polimérfico,
respectivamente.

O Conteudo de Informacédo Polimoérfica (PIC), descrito por Botstein et al.
(1980), é um indicador da qualidade do marcador em estudos genéticos
(segregacao, identificagédo de populacdes e controle de paternidade). Segundo a
classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores
a 0,5 sdo considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50
mediamente informativos, e com valores inferiores a 0,25, pouco informativos. Os
contetdos de informacBes de polimorfismo (PIC) encontrados nos 15 ‘primers’
utilizados nesse trabalho variaram de 0,75 (75% ‘primer’ CA5 15649) a 0,94 (94%
‘primer’ CAMS 117). A média geral entre os 15 ‘primers’ utilizados foi de 85% de
informacéo de polimorfismo. Foi possivel verificar que aproximadamente 53% dos
‘primers’ apresentaram valor de PIC superior a média geral, o que permite, de
acordo com a classificacdo de Botstein et al. (1980), afirmar que todos os
marcadores utilizados no trabalho apresentam alta informac&o polimoérfica. A
porcentagem de ‘primers’ em homozigose foi de 73% (11 ‘primers’), os demais
27% (4 ‘primers’) apresentaram valor entre 4% e 72% de heterozigosidade,
sendo o valor de 72% originado dos ‘primers’ CAMS 024 e CAMS 117. Verificou-
se também que a taxa de endogamia em porcentagem foi de 23% e 24%,
respectivamente. Ja os dois outros ‘primers’ que também apresentaram valor de
heterozigosidade acima de zero apresentaram taxa de endogamia relativamente
alta, 94% (‘primer’ CM 0011) e 84% (‘primer’ CA 847580), respectivamente
(Tabela 4). Esse alto valor de endogamia pode ser explicado pelo fato de a
populacdo em estudo estar na 4° geracdo (S;) de autofecundacdo. Em uma
populacdo que se encontra em Sy, a taxa de homozigose esperada é de 93,75%.
Isso € observado, pois a cada geracdo de autofecundacgéo, € esperado a0 menos

um incremento de 50% de endogamia nos seus descendentes.
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Tabela 4 - Tamanho esperado do alelo em pares de base (TEA — pb), nUmero de
alelos por microssatélite (NAL), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho)
e coeficiente de endogamia (f) em Capsicum annuum var. annuum. Campos dos
Goytacazes, UENF, 2012.

SSR Alelo (pb) NAL He Ho PIC f

CAMS 024 219 17 0,93 0,73 0,92 0,24
CAMS 117 223 23 0,94 0,73 0,94 0,25
CAMS 191 224 15 0,92 0,00 0,91 1,00
CAMS 207-2 243 10 0,85 0,00 0,83 1,00
CAMS 358 218 8 0,86 0,00 0,84 1,00
CAMS 309 235 9 0,84 0,00 0,82 1,00
CACCEL1i 243 9 0,87 0,00 0,86 1,00
SLM6 49 233 11 0,84 0,00 0,83 1,00
CM 0011 116 11 0,89 0,05 0,87 0,95
CA 514272 259 11 0,87 0,00 0,86 1,00
CA 847580 197 9 0,83 0,13 0,81 0,85
CA 523715 202 8 0,80 0,00 0,77 1,00
CA 515649 190 6 0,79 0,00 0,75 1,00
CM 0008 195 10 0,87 0,00 0,85 1,00
CM 0005 160 10 0,87 0,00 0,86 1,00

Média - 12,5 0,92 0,11 0,92 0,89
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A partir do padrdo de bandas obtido com os 15 ‘primers’ selecionados no
estudo, obteve-se o dendrograma de dissimilaridade das linhagens S, (Figura
1).

TEST1775

CNPH25.255

CNPH25.265

CNPH25.244

o
CNPH25.246
—

CNPH25.253
CNPH25.254
CNPH25.263
CNPH25.237
1 CNPH25.243
CNPH25.250
] CNPH25.252
CNPH25.249
— ' CNPH25.259
CNPH25.240
— CNPH25.256
CNPH25.245
- Z CNPH25.241
CNPH25.260
CNPH25.251
CNPH25.247

]
I CNPH25.262
-

CNPH25.245
CNPH25.257
CNPH25.242

— TEST1381

0.8 086 0.4 02 0.0

il 1 i Il ]

Figura 1 - Dendrograma de dissimilaridade das 26 linhagens de Capsicum
spp., obtidas pelo método UPGMA, medidas pelo calculo da frequéncia dos
alelos compartilhados, utilizando o programa Power Marker, versao 3.25. A
testemunha TEST 1775 € uma pimenta do tipo Malagueta (C. frutescens) e a
TEST 1381 € uma pimenta (C. annuum) que se assemelha a um mini-
Jalapefio. Campos dos Goytacazes, UENF, 2012.




51

A comparacdo entre os materiais de Jalapefio amarelo e as duas
testemunhas (TEST 1381 e TEST 1775), sendo uma C. annuum do tipo pimenta e
outra C. frutescens (pimenta malagueta), permite verificar que os materiais de
Jalapefio amarelo possuem alta diversidade genética entre si, cujo valor médio
(0,9020) € proximo do valor verificado quando o grupo é comparado a uma
espécie diferente (C. frutescens, com valor de dissimilaridade 0,9607). A partir do

dendrograma, foram obtidos quatro grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Grupos formados a partir do dendrograma de dissimilaridade, das
linhagens S, (Capsicum annuum var. annuum) e das duas testemunhas TEST
1381 (C. annuum) e TEST 1775 (C. frutescens). Campos dos Goytacazes, UENF,
2012.

Grupo Genatipos

| TEST 1775

Il CNPH 25.255, CNPH 25.265, CNPH 25.244, CNPH 25.246, CNPH 25.253,
CNPH 25.254, CNPH 25.263, CNPH 25.237 e CNPH 25.243

1l CNPH 25.250, CNPH 25.252, CNPH 25.249, CNPH 25.259, CNPH 25.240,
CNPH 25.256, CNPH 25.245, CNPH 25.241 e CNPH 25.260

AV} CNPH 25.261, CNPH 25.247, CNPH 25.262, CNPH 25.248, CNPH 25.257,
CNPH 25.242 e TEST1381

O primeiro grupo formado € a testemunha referente a uma pimenta do
tipo malagueta; os demais grupos formados s&o oriundos da populacéo de
Jalapefio amarelo. A formacao desses trés grupos de Jalapefio amarelo n&do tem
relacdo com as trés plantas que deram origem as 24 linhagens S, conforme

fluxograma de melhoramento apresentado na Figura 2.
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So S 5z 53 S 35
25.003 | s | 25,040 | mud 25 110 | somt{ 25150 | sntf 25 23 7] st 25 355]
25004 | ey | 25.041 —qzs 111 —o|25 181 —qzszss
25005 | wep | 25 042 | wemly 25 112 —olzs 182 —125239
25.006 | e [ 25 043 | wed 25 113 | e 25 153 | memd 25 240| i 25 353
25007 | wemp [ 25048 | mpl 25114
25.008 | e | 25 045 | wey 25 115 | il 25 153 | wemef 25 231| e 25 370
25.009 | we—p | 25.045| m——) 25.116 —o|25 185 —125242 —0[25371
25010 w——p | 25 47| m—) 25 117 —olzs 185 —425243 —425372
25.000 25011 | s [ 25043 | mel 25115 | sl 25 187 | sl 25.243] sl 25373
25012 wep [ 25043] memi 25 113
25.013 | e [ 25.050 | weet{ 25 120 | mf 25188 | el 25.245| weet{ 25374
25014 | mp | 25051 | memp{ 25 121 —olzs 183 —425245 —125375
25.015| wemp | 25052 | wedl 25 122 | sl 25 120 | w——il 25 247| i 25 376
250165 | wp [ 25053 | sy 25123 | stl 25191 | sl 25 248| mu{ 25 377
25017 | wemep | 25 054 —olzs 124 —.lzs 132 —425249 —42537a|
25018 | wp [ 25.055| el 25 125 | sl 25133 | sl 25 250 met 25 379]
25019 w25 055
25020 | wemp | 25 057 | wef 25.125 —olzs 134 —425251
25021 | g | 25.058 —.|25 127 | w] 25.195| | 25.252| weet{ 25 380
25022 | wemep | 25053 | mu! 25128
25.023 | we— | 25 050
25024 s | 25 061 | s 25 129 | sl 25.195| sl 25_253| mue{ 25 381
25025 | wemep | 25 062 | e 25130 | sl 25 197 | st 25 253] s 25 382
e 25026 | wemmp | 25 053 | wey 25 131 | sl 25 123 | s 25 255| me——if 25 333
25027 | wey | 25064 —olzs 132 —.lzs 123 —olzszss —425334
25028 | wemp | 25 055 | wey 25 133 | wmmmil 25 200 | wendf 25 257| i 25 335
25029 | w—p [ 25 055| me—tl 25 1353 | st 25 201 | w—)f 25 253] w—) 25 335
25.030 | wp | 25 067 —olzs 135 —olzszcz —425259 —425337
25031 | wep | 25 063| wemmy 25 135 | mmil 25 203 | m—mdy 25 250| mnif 25 3838|
25.032 | wemnp | 25.065 | med 25.137 | wd{ 25204 | munl 25.251] wumtf 25389
25033 | wep | 25 070| weiy 25 133
25.034 | wep [ 25071 weetf 25.139
25.035 | b [ 25 072| w—t 25 140 | et 25 205 | w—i 25 252| mumif 25.351
25.002 250365 | mme [ 25.073 | mumpl 25.141 _425205 _425253 | 25.330
25037 | wep | 25.074] me] 25.142 _425207 —425254
25038 | wep | 25,075 weml 25 133 | w—d 25 203 | we—ml 25 255| we—dl 25 331
25.039 | wep | 25.075| muep{ 25.134

Figura 2 - Fluxograma das geracbes das linhagens de Jalapeiio amarelo

(Capsicum annuum var.

Hortalicas). Brasilia, Embrapa Hortali¢cas, 2013.

annuum), com os registros do CNPH (Embrapa
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3.2.5.CONCLUSOES

A caracterizacdo molecular se mostrou eficiente ao possibilitar a
identificacdo dos genotipos em homozigose.

Os genotipos avaliados possuem alta diversidade genética entre si.
A analise de descendéncia das linhagens e o dendrograma gerado
indicaram que ndo houve relacdo entre os trés grupos formados e as
plantas que deram origem a estas linhagens.

A alta diversidade genética detectada entre as linhagens sugere que
valeria a pena fazer, no futuro, um cruzamento dialélico para avaliar

eventual heterose.
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Dados originais de campo das linhagens em Ss de Jalapefio amarelo
(Capsicum annuum var. annuum). Brasilia, Embrapa, 2013.

Média dos 5 frutos

Registro Repeticao PF!

CF? LBF? LMF? EPF?

1 2162 71,2 24,6 22,8 3,4

CNPH 25.361 2 944 65,5 22,2 22,9 1,7
3 1668 78,4 27,1 24,1 3,6

1 1642 67,0 28,1 23,5 3,4

CNPH 25.368 2 1104 63,4 27,1 22,8 2,2
3 2112 61,2 25,9 23,2 3,3

1 1218 65,1 30,5 25,5 4,2

CNPH 25.369 2 1054 65,5 29,2 26,0 4,4
3 1329 64,7 27,9 23,5 3,4

1 442 59,8 27,0 22,8 3,6

CNPH 25.370 2 314 61,9 26,5 22,8 3,5
3 486 61,1 26,6 21,4 2,9

1 1454 64,1 29,6 26,4 3,8

CNPH 25.371 2 706 65,0 29,1 26,0 3,8
3 868 63,1 28,5 24,2 3,5

1 1240 62,0 27,4 23,8 3,6

CNPH 25.372 2 242 58,8 25,7 23,6 2,0
3 294 58,0 27,0 19,7 3,5

1 1254 68,9 28,3 23,9 3,7

CNPH 25.373 2 670 65,9 27,7 23,3 3,3
3 994 65,4 26,6 21,8 3,0

1 1964 64,7 27,3 22,0 2,6

CNPH 25.374 2 752 66,8 28,2 25,5 2,9
3 690 63,6 27,7 24,1 3,1

1 828 50,9 29,0 24,1 3,9

CNPH 25.375 2 1022 51,7 32,8 27,4 3,0
3 618 48,7 30,3 26,4 3,7

1 1472 62,5 26,8 23,9 3,4

CNPH 25.376 2 792 61,1 25,8 23,2 3,2
3 280 59,6 28,4 23,9 3,4

1 1220 66,1 27,8 24,0 3,4

CNPH 25.377 2 1840 68,7 26,8 23,4 2,7
3 744 62,9 23,0 20,7 2,6

1 1510 65,0 26,6 23,4 3,5

CNPH 25.378 2 154 50,3 24,6 22,6 2,4
3 96 60,0 23,9 21,0 2,5



Média dos 5 frutos

. .~ 1

Registro Repeticao PF R \BF LMP EPF
1 356 64,8 26,3 23,0 3,2
CNPH 25.379 2 1281 54,0 23,6 21,6 2,0
3 280 52,2 24,8 21,2 2,5
1 150 71,4 21,2 20,7 1,9
CNPH 25.381 2 362 72,1 22,4 21,6 2,3
3 204 58,4 16,3 16,1 1,6
1 58 71,0 17,8 17,8 1,9
CNPH 25.382 2 434 68,1 20,2 20,7 1,9
3 77 78,0 20,6 17,9 1,8
1 98 65,6 23,2 21,9 2,5

CNPH 25.383 2 * * * * *
3 806 76,1 20,1 19,9 1,9
1 448 77,8 31,2 30,3 3,7
CNPH 25.384 2 68 62,4 22,1 20,3 2,0

3 * * * * *
1 1250 89,4 24,6 21,5 2,6
CNPH 25.385 2 362 76,8 21,9 24,4 2,8
3 218 65,1 23,6 20,7 2,3
1 106 68,4 22,0 23,2 3,2
CNPH 25.386 2 106 74,1 26,6 26,8 2,5
3 80 71,5 22,7 22,9 2,3
1 256 69,4 25,2 23,6 2,4
CNPH 25.387 2 202 67,0 22,0 22,6 2,5
3 24 69,6 23,8 23,1 1,8
1 92 72,7 24,0 22,3 2,2
CNPH 25.388 2 356 60,6 26,0 27,2 3,5
3 81 49,2 26,6 25,6 2,4
1 1722 70,9 30,3 27,9 4,2

CNPH 25.389 2 & u & u &
3 80 58,4 26,4 27,6 2,6
1 1524 67,3 21,7 22,9 2,6
CNPH 25.390 2 144 70,2 22,9 23,3 2,8
3 354 68,2 23,6 23,1 2,7
1 1194 73,0 25,7 24,5 3,0
CNPH 25.391 2 1610 60,1 24,7 25,2 3,0
3 912 70,3 24,3 23,9 3,7
1 894 87,8 28,0 25,1 3,0
BRS Garg¢a 2 320 110,1 30,3 28,6 4,3
3 102 92,6 25,3 24,9 3,0

'PF - Producéo total dos frutos das parcelas, em gramas; ° CF — Comprimento
do Fruto, LBF — Largura Basal do Fruto, LMF — Largura Mediana do Fruto,
EPF — Espessura da Polpa do Fruto, medidas em milimetros. * Parcela
perdida.



