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RESUMO

Capsicum baccatum L., tendo o seu centro de origem na Bolivia e no sul do
Peru, é considerada uma das principais pimentas da América do Sul. No Brasil,
essa espécie € amplamente produzida por agricultores familiares, sendo os
tipos cambuci e dedo-de-mocga os mais cultivados. Essa espécie de pimenta é
geralmente consumida in natura ou processadas na forma de pds ou extratos.
O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de 79 acessos de C.
baccatum, provenientes de diferentes regides do Brasil, por meio de descritores
morfoagrondémicos do fruto e de marcadores moleculares de AFLP (Amplified
Fragment Length Polimorphisms). O uso de quinze descritores, sendo onze
qualitativos e quatro quantitativos, empregados para a caracterizagcéo
morfolégica, identificou uma ampla variabilidade fenotipica entre os acessos de
C. baccatum avaliados. A andlise dos dados, usando o método de Ward-MLM,
resultou na formacéo de dois grupos, sendo o formato e o comprimento do
fruto, essenciais para esta separacdo. Para a analise molecular, o DNA dos
acessos foi amplificado usando seis combinacbes de primers seletivos de
AFLP marcados com fluorescéncia. A analise dos produtos amplificados por
AFLP identificou um total de 1200 bandas, das quais 1122 (93,5%) foram
polimédrficas. O dendrograma gerado por do coeficiente de distancia genética
de Jaccard, a partir do método de agrupamento UPGMA, identificou a formacé&o
de dois grupos, sendo possivel a separacdo da variedade silvestre C.
baccatum var. praetermissum das demais. Estes resultados corroboram com a
analise de coordenada principal (PCoA) e com a andlise Bayesiana de
agrupamentos. Nao houve relacéo entre distancia genética e origem geografica
dos acessos, provavelmente, devido a intensa troca de frutos e sementes entre
agricultores. Os descritores morfoagronémicos, usados concomitantemente
com os marcadores AFLP, se mostraram eficientes para detectar altos niveis
de variabilidade genética entre acessos mantidos na cole¢cdo de germoplasma
analisada. Esses resultados podem ser utilizados como uma fonte adicional de
informacOes para auxiliar na conducdo de programas de melhoramento
genético de C. baccatum.

Palavras-Chave: AFLP. Descritores morfoagronémicos. Pimentas.
Variabilidade genética.
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ABSTRACT

Capsicum baccatum L., with its center of origin in Bolivia and southern Peru, is
one of the most regular pepper species cultivate in South America. In Brazil,
this specie is widely used by family farmers, which the most common grown
varieties are cambuci and dedo-de-mocga. This pepper species is consumed
either fresh or processed into powders or extracts. The purpose of this work
was the characterization of 79 accessions of C. baccatum, obtained from
different regions of Brazil, using fruit morphoagronomical descriptors and AFLP
(Amplified Fragment Length Polimorphisms) molecular markers. The use of 14
descriptors, comprising 11 qualitatives and four quantitatives, allowed the
identification of high phenotypic variability among the accesses of C. baccatum.
Data analysis applied using the Ward-MLM method identified two main groups
that were mostly based on form and length of the fruits. Molecular data were
acquired using six fluorescence-labeled AFLP primer combinations, used for
DNA amplification on all accessions. Analysis of the AFLP products identified
1200 markers, of which 1122 (93.5%) were polymorphic. UPGMA clustering, by
Jaccard's genetic distance coefficient, revealed associations of accesses into
two groups, with the wild variety C. baccatum var. praetermissum isolated from
all others. These results were in agreement with PCoA and Bayesian analysis
of clusters. There was absence of relation between genetic distance and
geographic origin of the accesses, possibly due to the constant exchange of
fruits and seeds among farmers from different regions. The concomitant use of
morphoagronomic and AFLP molecular data revealed high genetic variabilility
among accesses maintained in this germoplasm collection. The results can be
used as additional source of information to guide programs of genetic
improvement of C. baccatum.

Key words: AFLP. Chilli peppers. Genetic variability. Morphoagronomic
descriptors.
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1. INTRODUCAO

O género Capsicum L. é um importante membro da familia das
Solanaceas. Originario de zonas tropicais Umidas da América Central e do Sul,
€ um dos primeiros géneros a ser cultivado e utilizado na culinaria pelos povos
nativos dessas regides. O género compreende mais de 200 variedades de
pimentas e pimentdes, as quais possuem uma variacdo morfoldgica,
principalmente em relacdo a cor, tamanho e formato do fruto
(GOVINDARAJAN, 1986; MENICHINI, 2009). No Brasil, o cultivo das espécies
de Capsicum vem crescendo nos ultimos anos, sendo 0s pequenos agricultores
responsaveis por grande parte da producdo desta hortalica. Além disso, as
pimentas possuem importantes compostos medicinais, auxiliando no combate
de muitas enfermidades (BARBOSA et al, 2002; SUDRE et al, 2010).

O género Capsicum tem cerca de 35 espécies descritas das quais, cinco
espécies incluindo, C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. pubescens e C.
baccatum, s&o consideradas domesticadas (DEWITT e BOSLAND, 2006).
Dentre estas espécies, C. baccatum destaca-se por ser amplamente cultivada
no Brasil, sendo seus principais representantes a pimenta “Cumari”’, “Dedo-de-
moga” e “Cambuci” (REIFSCHNEIDER, 2000).Devido a grande importancia do
género, € fundamental, estudos que visem o conhecimento da variabilidade
genética, tanto para a sua conservacdo, tendo em vista o crescente e
constante processo de degradagdo ambiental, quanto para a aplicacdo em
programas de melhoramento genético. Neste contexto, a caracterizagdo de
bancos de germoplasma, responsaveis por conservar diferentes genotipos,
alcanca elevada importancia, visto que estas cole¢des podem ter uso potencial
para aplicagdo nesses programas. A caracterizagdo de um banco de
germoplasma tem, portanto, como principais objetivos, identificar a
variabilidade genética contida na colecéo, testar a identidade dos acessos, bem
como evitar o acumulo de erros nas colecdes (GILBERT et al, 1999;
CARVALHO et al, 2009).

Dentre as ferramentas utilizadas para acessar as informacdes contidas
em um banco de germoplasma, merecem destaque: a utilizacdo de caracteres

morfolégicos para a distincdo de gendtipos, com descritores préprios pré-
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estabelecidos para a espécie e a caracterizacdo genética, obtida a partir de
marcadores moleculares (GONCALVES et al, 2008). Dentre os marcadores
moleculares disponiveis destaca-se o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), o qual, devido a alta taxa de polimorfismo gerada e boa
reprodutibilidade, vem sendo amplamente utilizado em estudos com o género
Capsicum (FALEIRO, 2008; ALBRECHT et al, 2012; BABA et al, 2015;
CHHAPEKAR et al, 2016).

O presente trabalho teve como objetivo, realizar a caracterizacao
morfolégica e molecular de acessos de C. baccatum, obtidos de colecdes de

germoplasma, contendo amostras provenientes de diferentes regifes do Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e morfologia do Género Capsicum

O género Capsicum L., pertencente a familia Solanaceae, tribo
Solaneae, subtribo Solanenae possui cerca de 35 espécies e engloba os
pimentdes e as pimentas, sendo esta Ultima, conhecida mundialmente pela sua
ardéncia e sabor caracteristico. O nome do género varia do grego: Kapso
(picar) e Kapsakes (capsulas) (NUEZ et al, 1996; BASU e DE, 2003). Estudos
com o género Capsicum revelaram que sua origem € proveniente da América
Central e América do Sul (DJIAN-CAPORALINO et al, 2007). Segundo
Hunziker (2001), quatro possiveis centros de diversificacdo do género foram
estabelecidos: (1) Sul dos Estados Unidos e México até o oeste da América do
Sul; (2) Noroeste do Brasil e costa oeste da Venezuela; (3) Costa leste do
Brasil e (4) Regido central da Bolivia e do Paraguai até o norte e regido central
da Argentina. O Brasil abriga o maior numero de espécies do
género, sendo um importante centro de diversidade, visto que possui tanto
espécies domesticadas, quanto semi-domesticadas e silvestres (BARBOZA e
BIANCHETTI, 2005). Relata-se que as espécies de Capsicum séo utilizadas
para consumo desde muito antes da domesticacdo de grdos, como o milho e o
feijdo, fazendo parte da culinaria humana desde aproximadamente 7500 anos e
que a sua domesticacdo se deu a cerca de 6100 anos atrds (MACNEISH,
1964; BASU e DE, 2003; BARBOZA e BIANCHETTI, 2005).

As espécies de Capsicum se caracterizam como arbustos perenes e
raramente, porte herbaceo. A coloragdo do fruto maduro é geralmente
vermelha, porém, existem muitas variacbes, como amarelo, laranja, roxo ou
preto. O formato do fruto varia de acordo com a espécie, podendo ser
alongado, arredondado, triangular, cénico, quadrado e campanulado (IPGRI,
1995). A classificagdo das espécies é feita de acordo com o grau de relacéo
com os humanos, podendo ser classificadas como sendo: a) espécies
silvestres, como C. lanceolatum, que se caracterizam por sua capacidade de
crescer fora, e raramente invadir, ambientes antropizados; b) espécies semi-

domesticadas, as quais sao cultivadas pelo homem, mas s&o independentes
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para sorebviver; c) espécies domesticadas, as quais perderam a habilidade de
se reproduzir sem a intervenc¢do humana (DEWITT e BOSLAND, 2006).

O género é largamente cultivado em regides temperadas e tropicais e
seu habito de crescimento varia de acordo com a espécie e seu gendétipo,
podendo ser prostrado, intermediario ou ereto (BEDUHN, 2010). Existem cinco
espécies de Capsicum reconhecidas como sendo domesticadas: C. annuum,
C. chinense, C. frutescens, C. pubescens e C. baccatum (DEWITT e
BOSLAND, 2006). Estas espécies sdo preferencialmente autégamas, porém
existe uma taxa de alogamia que pode variar de 0 a 83%, por isso, muitas
vezes sdo caracterizadas por ter um sistema de reproducédo intermediario. As
possiveis causas para explicar essas variagdes sdo: alteracbes morfologicas
na flor, acdo de insetos polinizadores e temperatura (TANKSLEY, 1984;
SACCARDO, 1992). Em espécies domesticadas, geralmente o estigma se
encontra no mesmo nivel das antera, aumentando a possibilidade de
autofecundacéo (CASALI e COUTO, 1984). A maioria das espécies do género
séo diploides e apresentam dois nimeros bésicos cromossémicos: X =12 e X =
13 (POZZOBON et al, 2006).

As cinco espécies domesticadas podem ser diferenciadas por
caracteristicas morfoldgicas do fruto e principalmente, das flores. As espécies
C. baccatum e C. pubescens podem ser facilmente diferenciadas de acordo
com a cor das corolas, sendo que a primeira apresenta corola branca e anteras
amarelas, enquanto a segunda mostra tanto corola quanto anteras na cor
purpura. Para as outras trés espécies (C. annuum, C. chinense e C. frutecens)
0 processo de diferenciacdo se torna um pouco mais complicado, sendo que
estas séo diferenciadas pelo numero de flores por nés e pela constricdo do
caule (GUERRA, 2001; MOREIRA et al, 2006).

A espécie C. frutescens € popularmente conhecida como Malagueta,
sendo a pimenta “tabasco” a cultivar mais conhecida e apreciada da espécie
(YAMAMOTO e NAWATA, 2005; DEWITT e BOSLAND, 2006). Ja a espécie C.
pubescens, popularmente conhecida como Rocoto, teve origem na Bolivia e
especula-se que foi a primeira a ser domesticada a cerca de 6000 anos,
(DEWITT e BOSLAND, 2006). Capsicum annuum inclui variedades populares
de pimentdes e pimentas doces, sendo a espécie mais cultivada no Brasil e no
mundo, incluindo varias variedades (CARVALHO et al, 2006). A espécie C.
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chinense tem como principais representantes a pimenta-de-cheiro, pimenta-de-
bode e muricie, que tem como principal caracteristica a sua forte pungéncia
(REIFSCHNEIDER, 2000). A quinta espécie, C. baccatum, que tem como
principais representantes a pimenta Dedo-de-mog¢a e Cambuci, possui uma
elevada importancia econémica e medicinal e € amplamente cultivada no Brasil
(DJIAN-CAPRALINO et al, 2007).

2.2 Importancia econdémica e medicinal de Capsicum

O género Capsicum é caracterizado por apresentar um elevado grau de
pungéncia, produzida por um conjunto de substancias denominadas
capsaicindides (PINEDA et al, 2007). Este grupo quimico possui mais de 10
compostos conhecidos, entre esses destacam-se a Capsaicina e a
Dihidrocapsaicina produzidas na placenta dos frutos. Estudos realizados
demonstraram que o teor de pungéncia dos frutos esté relacionado com fatores
genéticos e ambientais (BOSLAND, 1993; PINEDA et al, 2007). Esta
caracteristica de ardéncia faz com que as pimentas sejam amplamente
apreciadas na culinéria, onde geralmente séo utilizadas como condimento nos
mais variados pratos e estdo tipicamente presentes na gastronomia de varios
paises latino-americanos, como Peru e Meéxico. Os frutos podem ser
consumidos in natura ou das mais diversas maneiras, como conservas,
paprica, frutos desidratados e molhos liquidos (TOFANELLI et al, 2003;
MOREIRA et al, 2006).

Devido a sua ampla apreciacdo, o0 género Capsicum apresenta
importancia econdémica, sendo que a maior producdo de pimenta esta
concentrada no continente Asiatico. Segundo dados do Faostat (2014), a China
e a India sdo os maiores produtores, cultivando anualmente cerca de 1,5
milhdes de hectares. No Brasil, os pimentdes e pimentas sao cultivados do Rio
Grande do Sul até Roraima, sendo Minas Gerais, Goias, S&do Paulo, Ceara e
Rio Grande do Sul os principais estados produtores (RUFINO e PENTEADO,
2006). De acordo com Domenico et al (2012), grande parte da producao e
comercializacdo de pimentas se deve a atividade de pequenos produtores,
sendo escassas as informacdes sobre as estatisticas de producdo dessa
hortalica. Segundo os dados da ABCSEM (2009), em 2009 estima-se que a
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area de pimentas cultivadas no Brasil era de aproximadamente 1880,37 ha. O
cultivo de Capsicum também possui importancia social, visto que a colheita dos
frutos requer elevada mao-de-obra (MOREIRA et al, 2006).

Algumas espécies de Capsicum apresentam caracteristicas como, porte
ando e diferentes cores dos frutos no processo de maturacdo, que favorecem
seu uso comercial como plantas ornamentais, contribuindo assim com mais
uma importante fonte de renda para os agricultores familiares (CARVALHO et
al, 2003). Além disso, as espécies do género apresentam propriedades
medicinais. Acredita-se que o0 género comecou a ser utilizado pelos antigos
indigenas, incluindo o grupo dos Maias em praticas medicinais a milhares de
anos. Dentre essas praticas, incluiam-se a utlizacdo de pimentas para o
tratamento de resfriados e dores de garganta, casos de queimaduras e no
tratamento de problemas respiratérios como asma e tosse (CICHEWICZ e
THORPE, 1996; DE, 2003).

Devido a presenca dos capsaicinoides, carotenoides, flavonoides e acido
ascoérbico, as pimentas apresentam propriedades farmacologicas, além de
serem fonte de antioxidantes naturais (REIFSCHNEIDER, 2000). Estudos
revelaram que a capsaicina possui propriedades analgésicas e anti-
inflamatdrias. Além disso, varios estudos relatam que compostos antioxidantes
podem contribuir para a prevencdo de alguns tipos de céancer, doencas
cardiovasculares, AVC, aterosclerose e até mesmo reduzir o risco de doencas
degenerativas. Ainda, o acido ascoOrbico presente nas pimentas é relatado
como sendo um importante antioxidante, atuando na prevencéo do escorbuto e
mutacOes de DNA induzidas por estresse oxidativo (MCCARTHY e MCCARTY,
1992; BLOCK e LANGSETH,1994; STEINMETZ e POTTER, 1996; HASLER,
1998; LATHAM, 2002; LUTSENKO et al, 2002). A capsaicina ainda é relatada
como sendo uma substéncia capaz de aliviar as dores causadas pela quimio e
radioterapia (BERGER et al, 1996).

As pimentas também apresentam propriedades termogénicas, as quais
aumentam o gasto energético e diminuem a gordura corporal, sendo, portanto,
Uteis em dietas e novas terapias contra a obesidade (SAITO e YONESHIRO,
2013). Além disso, os frutos contém altos niveis de vitamina C, A, B, E e K,
sendo, portanto, bastante nutritivos (DJIAN-CAPORALINO et al, 2007).
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2.3 Capsicum baccatum

A espécie C. baccatum foi primeiramente descrita por Linnaeus (1753) e
€ popularmente conhecida como Aji (ESHBAUGH, 1970; DE, 2003). Sua
distribuicdo ocorre desde o Sul do Brasil até a Bolivia, Equador, Peru e Chile
(DE, 2003). Acredita-se que C. baccatum tem seu centro de origem na Bolivia e
o Sul do Peru, sendo primeiramente domesticada no Peru, a cerca de 4500
anos atras (HUNZIKER, 1950; ESHBAUGH 1970; D’ARCY e ESHBAUGH,
1974). Outros estudos forneceram dados moleculares que apontaram a
espécie silvestre C. chacoense, nativa de regibes do Paraguai e Argentina,
como sendo o progenitor de C. baccatum (WALSH e HOOT, 2001).

Morfologicamente, C. baccatum se caracteriza pelo porte arbustivo, com
altura entre 1m e 1,5m. A corola € branca e apresenta um par de manchas
amareladas ou esverdeadas na base das pétalas (Figura 1). As anteras
também tém coloracdo amarela. Os frutos, que podem ser de varias cores e
formas, geralmente sdo pendentes, persistentes, grandes, com cerca de 1-
1,5cm de diametro e de 8 a 10 cm de comprimento, possuem pungéncia suave
e semente da cor palha (CARVALHO et al, 2006; MOREIRA et al, 2006).

Figura 1 - Morfologia da flor de C. baccatum var. pendulum. Foto: Rafaella
Cardoso.

A espécie é dividida em dois grandes grupos, o primeiro caracterizado

pela variedade silvestre C. baccatum var. baccatum, que antigamente era
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chamada de C. microcarpum e o segundo pela a variedade domesticada C.
baccatum var. pendulum (ESHBAUGH, 1970; DE, 2003). O primeiro grupo €
popularmente chamado de “Arivivi’, sendo caracterizado pelo porte pequeno e
ereto, com frutos deciduos e vermelhos. As flores desta variedade séo brancas,
com manchas esverdeadas, semelhantes as da variedade C. baccatum var.
pendulum. Além disso, C. baccatum var. baccatum possui distribuicdo
geografica nas regiées da Argentina, Bolivia, Paraguai, Peru e Sul do Brasil
(D’ARCY e ESHBAUGH, 1974; CARVALHO et al, 2006). Capsicum baccatum
var. pendulum é a variedade mais comum, sendo amplamente cultivada e
distribuida em toda regido Oeste da América do Sul e introduzida no Hawaii,
Costa Rica, india e Estados Unidos. Essa variedade apresenta uma enorme
diversidade nas formas, cores e tamanho dos frutos. Essas plantas tém habito
ereto, sendo geralmente altas, com aspecto de arvores. O periodo de
crescimento é de cerca de 120 dias. Os principais representantes desta
variedade sao: “Aji Amarillo” (frutos maduros sao alaranjados), “Aji ayuello”, “Aji
Limon”, “Cambuci” e “Dedo-de-Moca” (ESHBAUGH, 1970; DE, 2003).

Evidencias arqueoldgicas sugerem que a variedade C. baccatum var.
pendulum derivara da C. baccatum var. baccatum (ESHBAUGH, 1976;
PICKERSGILL et al, 1979; MCLEOD et al, 1983). Mais tarde, estudos
moleculares com marcadores AFLP (ALBRECHT et al, 2012), corroboraram
essa informacdo, demonstrando que a diversidade genética encontrada na
variedade C. baccatum var. baccatum é maior do que a encontrada nha
variedade C. baccatum var. pendulum, sendo a primeira, mais antiga.

Além das duas variedades citadas, existem outras duas com
representacdo menor: C. baccatum var. praetermissum e C. baccatum var.
umbilicatum. A primeira, € uma variacao silvestre, provavelmente derivada de
populacdes isoladas de C. baccatum var. baccatum com distribuicdo restrita ao
Sul do Brasil. C. baccatum var. praetermissum difere das variedades C.
baccatum var. baccatum e C. baccatum var. pendulum pela presenca de flores
que possuem uma faixa violeta na margem das pétalas. E popularmente
conhecida como “Pimenta Cumari” e seus frutos sdo esféricos, pequenos, com
cerca de 6 mm de didmetro e coloragdo vermelha (HUNZIKER, 1971; MCLEOD
et al, 1983; DE, 2003; CARVALHO et al, 2006). A descoberta da variedade C.

baccatum var. umbilicatum é muito recente e ainda existem controvérsias entre
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0s taxonomistas sobre a sua classificacdo. Essa variedade apresenta aspecto
herbdceo e forma do fruto peculiar, porém, seu progenitor ainda €
desconhecido (ALBRECHT et al, 2012).

Capsicum baccatum possui uma enorme importancia econémica, sendo
a espécie mais cultivada na América do Sul. Seu uso é muito popular na
culinaria, sendo geralmente consumida a fresco ou em forma de paprica
(DEWITT e BOSLAND, 1996). Além disso, sua importancia econdmica
aumenta, tendo em vista a sua utilizacdo como planta ornamental, tornando-se
assim, uma alternativa rentavel para os agricultores (BOSLAND, 1993).

Além da importancia econémica C. baccatum possui uma elevada
importancia medicinal. Dentre as principais substancias produzidas pela
pimenta dedo-de-moca estdo o0 betacaroteno, licopeno, piperina,
capsaicindides, carotenoides, acido ascoOrbico e vitaminas A, B, C e E
(BONTEMPO, 2007). Estudos realizados por Spiller et al (2008) e Zimmer et al
(2012) com a variedade C. baccatum var. pendulum identificaram uma alta
atividade antioxidante e anti-inflamatoria, provavelmente induzida pela

capsaicina.

Diante da importancia econdmica, social e medicinal do género
Capscium, sao essenciais, estudos que visem a conservacdo de sua
diversidade, bem como sua aplicacdo em programas de melhoramento
genético. Entre esses estudos, destaca-se a caracterizagdo de bancos de

germoplasma.

2.4 Caracterizacdo de bancos de Germoplasma e melhoramento genético

A utilizacdo de recursos genéticos € considerada como parte essencial
da biodiversidade, promovendo o desenvolvimento sustentavel da agricultura e
a producdo de alimentos (REIFSCHNEIDER, 2000). Além disso, esses
recursos representam a matéria prima para a criacdo de novas variedades, que
podem ser mais produtivas, resistentes a pragas, herbicidas, doencas e melhor
adaptadas as regides de cultivo. Dessa maneira, 0S recursos genéticos
representam fonte de variabilidade que pode ser explorada em programas de
melhoramento genético (REIFSCHNEIDER, 2000; ALMEIDA et al, 2005).
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Manter a variabilidade genética € de extrema importancia para a
sustentabilidade da agricultura. Uma das estratégias utilizada € a conservacéo
ex situ que possibilita manter e explorar componentes da diversidade biologica
fora do seu habitat natural (ENGELMANN e ENGELS, 2002; FALEIRO, 2008).

A variabilidade genética €, geralmente, mantida por meio de estruturas
denominadas bancos de germoplasma, que representam a base fisica do
acervo genético, caracterizado pelo conjunto de genoétipos de uma espécie.
Esses repositorios geralmente contém centenas, ou em alguns casos, milhares
de amostras ou acessos, representando variedades comerciais, populagdes,
variedades tradicionais e silvestres. O objetivo principal de um banco de
germoplasma é, em primeiro lugar, conservar os genoétipos de uma espécie,
frente aos constantes processos de degradacdo ambiental. Além disso, as
amostras contidas em bancos de germoplasma provém de diferentes origens
geograficas, sendo atrativos aos melhoristas, pois fornecem uma gama de
informacbes que podem ser utilizadas com objetivo de gerar novas cultivares
com caracteristicas de interesse. Sendo assim, a conservagdo ex situ é de
extrema importancia para programas de melhoramento genético de plantas
(NASS et al, 2001; BESPALHOK et al, 2007; FERREIRA, 2008).

A coleta e manutencdo de pimentas do género Capsicum séo de grande
importéancia, pois permitem ampliar o conhecimento sobre o seu potencial de
adaptacdo e resisténcia (BIANCHETTI e CARVALHO, 2005). No Brasil
diversas instituicbes como, a Embrapa Hortalicas, Embrapa Clima Temperado
e Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) mantém
bancos de germoplasma para o género Capsicum.

A grande diversidade encontrada no género tem despertado cada vez
maior interesse de melhoristas. Varios estudos, visando o melhoramento
genético do género, vém sendo realizados em diversas instituicbes, com o
objetivo de buscar acessos mais produtivos, sendo importante a selecdo dos
genotipos que apresentem equilibrio entre qualidade e quantidade, de maneira
a atender a demanda comercial. Um exemplo € visto nos estudos realizados
pela Embrapa Clima Temperado, que visam o desenvolvimento de novas
cultivares resistentes a doencas e valores nutricionais mais atraentes
(CARVALHO et al, 2002; EMBRAPA CLIMA TEMPERADO, 2007; RIBEIRO et
al, 2008; REGO et al, 2011).
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Entretanto, a medida que os bancos vao aumentando o numero de
acessos em suas colecdes, é levantada a duvida referente a sua qualidade, no
que diz respeito a representatividade que essa colecdo estd tendo da
variabilidade genética. Muitas vezes, as amostras de um banco de
germoplasma sao coletadas e depositadas sem muito conhecimento acerca
dos acessos individuais. Além disso, com o tempo, existe probabilidade de
acumulo de erros dentro desses bancos, muitas vezes devido ao seu mau uso
ou armazenamento inadequado, resultando em uma perda de viabilidade. Isto
pode levar, por exemplo, a duplicacdo de amostras ou a erosao genética e,
conseguentemente, perda de genes importantes para a espécie (FORD-LLOYD
e JACKSON, 1991; GILBERT et al, 1999; FERREIRA, 2008; CARVALHO et al,
2009). Esses erros podem reduzir o valor das colecfes e sao dificeis de serem
detectados. Se faz necessario, portanto, estudos que visem a caracterizacao
de bancos de germoplasma, testando a identidade e variabilidade genética de
individuos de determinado banco. (GILBERT et al, 1999; RODRIGUEZ et al,
1999; FERREIRA, 2008).

A caracterizagdo de bancos de germoplasma consiste na observacéo,
mensuracao e avaliacdo de tracos capazes de descrever e distinguir acessos
presentes nessas cole¢cdes. Em geral, sdo consideradas caracteristicas
morfologicas (ALMEIDA, 2005; FERREIRA, 2008). Existem diferentes niveis de
caracterizacdo de acessos e estes deverdo ser escolhidos de acordo com o
objetivo de estudo a ser realizado, levando em consideracdo, também, a
disponibilidade de recursos financeiros. Segundo Gongalves et al (2008), os
bancos de germoplasma podem ser caracterizados de acordo com descritores
morfoldgicos, caracteristicas agrondmicas e marcadores moleculares. Um dos
procedimentos mais empregado para a caracterizacdo sdo as listas de
descritores morfolégicos (FERREIRA, 2008).

2.5 Caracterizacdo Morfoldgica

A caracterizacdo morfolégica € a técnica mais antiga a ser utilizada para
analise de acessos de um banco de germoplasma. Trata-se de um processo

simples, de facil aplicacdo e apresenta um custo baixo, quando comparado a
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outras técnicas. A caracterizacdo morfologica consiste na utilizacdo de uma
lista de descritores, a fim de prover maiores informacdes sobre o germoplasma
conservado. Os descritores morfolégicos sdo desenvolvidos por especialistas
da espécie e devem ser confiaveis. Geralmente sdo caracteres altamente
herdaveis que podem ser observados de maneira eficaz, a partir da
identificacdo visual e sdo expressos de maneira homogénea em todos o0s
ambientes (RAMOS et al, 1999; FERREIRA, 2008; RODRIGUES et al, 2010;
ADENIJI et al, 2013). Para estimar a taxa de variabilidade genética,
a partir de descritores morfolégicos, geralmente sédo realizadas analises
multivariadas, como analises por métodos de agrupamento e variaveis
canbnicas. Normalmente, os dados qualitativos sdo de natureza binaria, ou
seja, auséncia (0) ou presenca (1) de determinada caracteristica (SUDRE et al,
2005; INCE et al, 2009). Para a caracterizacdo de pimentas do género
Capsicum utilizam-se os descritores estabelecidos pelo IPGRI (International
Plant Genetic Resources Institute) em 1995. Diversos trabalhos de
caracterizagdo no género vém sendo desenvolvidos a partir desse descritor,
como por exemplo, o trabalho realizado por Geleta et al (2005), onde foram
analisadas 20 caracteristicas morfoagronébmicas em C. annuum e foram
encontradas diferencas significativas entre os genétipos. Sudré et al (2005)
avaliaram 56 acessos de Capsicum, provenientes do banco de germoplasma
da UENF, por meio de 11 descritores quantitativos, identificando diferencas
significativas entre todos os acessos avaliados. A andlise de 71 acessos de C.
chinense, por meio de descritores de caracteristicas qualitativas e quantitativas,
demonstrou que alguns descritores sao essenciais para a diferenciacdo de
acessos (BABA et al, 2015). Esses estudos elucidam a importancia da
utilizacdo de descritores morfolégicos para a caracterizacdo de acessos no

género Capsicum.

Apesar de ser uma importante ferramenta, o uso de descritores
morfolégicos apresenta algumas limitacdes. Dentre elas esta, o polimorfismo
limitado, que diminui o sucesso de diferenciacédo de acessos, nao permitindo,
muitas vezes, a distincdo de genotipos aparentados. Para compensar essa
limitacdo, um maior niamero de descritores tem que ser utilizados. Além disso,

existe uma potencial influéncia do ambiente no fenétipo, aumentando a chance
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de falsos positivos. Ainda, os descritores morfolégicos, algumas vezes,
apresentam poucas aplicacbes praticas em programas de melhoramento
genético, visto que as caracteristicas analisadas podem ter pouco interesse no
ambito da agricultura (FERREIRA, 2008).

Para contornar essas limitagdes, a caracterizacdo de bancos de
germoplasma tem sido realizada com sucesso por meio de ferramentas que
tem como base as técnicas moleculares. Estudos realizados por Islam et al
(2011) e Potokina et al (2012) evidenciam que os marcadores morfolégicos,
guando utilizados concomitantemente com marcadores moleculares, podem

ser uma excelente ferramenta para a distingdo de genaétipos.

2.6 Caracterizacao molecular

Os marcadores moleculares sao caracteristicas do DNA, que
diferenciam dois ou mais individuos e sao herdadas geneticamente (MILACH,
1998), além de possuirem vantagens em relacdo aos morfolégicos, visto que
ndo sao influenciados por fatores ambientais (BRAMMER, 2000). Os
marcadores moleculares identificam polimorfismo genético diretamente ao nivel
do DNA, possibilitando a avaliacdo da variabilidade genética presente entre e
dentro de acessos, viabilizando a caracterizacdo genética de genotipos de
maneira simples e rapida (BERED et al, 1997). Além disso, 0 uso desses
marcadores permite a obtencdo de um numero praticamente ilimitado de
polimorfismos genéticos e possibilidade de deteccdo de polimorfismos em
qualquer tecido ou estado de desenvolvimento da planta. As desvantagens se
devem ao elevado custo de algumas técnicas moleculares (FEDERIZZI, 1998;
FALEIRO, 2008).

Os marcadores podem ser classificados em dois grupos principais, de
acordo com a técnica utilizada: hibridizacdo ou amplificacdo de DNA. Um dos
primeiros grupos de marcadores moleculares desenvolvidos foram os RFLPs
(Restriction Fragment Length Polymorphism), que consiste em uma técnica de
hibridizacdo, detectando variagcbes em sequéncias de DNA de 4 a 8 pares de
bases, a partir do uso de enzimas de restricdo. Sua principal limitacdo decorre

do uso intensivo da méao-de-obra, do alto custo e tempo necessarios para
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analise (MILACH, 1998). Outro marcador que tem como base a hibridizacéo
inclui os chamados Minisatélites ou VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats), cuja técnica é similar a de RFLP, diferindo apenas no tipo de sonda
utilizada (FALEIRO, 2008).

A partir do inicio da década de 90, com o advento das técnicas
moleculares que tem por base a PCR (Polymerase Chain Reaction), houve
aumento significativo no uso de métodos moleculares para a obtencdo de
dados em estudos visando o melhoramento genético. O sucesso obtido com o
uso de métodos moleculares deve-se a maior robustez, rapidez e eficiéncia na
obtencéo de dados (BERED et al, 1997; FALEIRO, 2008). Assim, as técnicas
moleculares que fazem uso da PCR tém sido amplamente aplicadas nos
altimos anos. Dentre as vantagens de seu uso se destacam a simplicidade e o
menor custo, que possibilitam a sua implementacdo em pequenos laboratérios
(MILACH, 1998; BRAMMER, 2000). As principais técnicas moleculares que
fazem uso da PCR para amplificacdo de sequencias especificas de DNA séo:
RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat), Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism).

Os marcadores RAPD sédo conhecidos por detectar polimorfismo de
modo simples e rapido. E uma técnica de custo reduzido que requer pequeno
namero de etapas e tempo para obtencdo de resultados, porém apresenta
problemas com repetibilidade, sendo, portanto, considerado pouco eficiente em
analise genética (FALEIRO, 2008). Esse marcador pode ser convertido em
marcadores SCAR (Sequence characterized amplified region), os quais
geralmente estdo associados a caracteristicas de interesse. Os marcadores
ISSR consistem em uma técnica simples, rapida e de grande repetibilidade,
além disso, tal como no RAPD, ndo é necessario o conhecimento prévio da
sequéncia de DNA da espécie para o desenvolvimento de primers, no entanto,
assim como o RAPD trata-se de um marcador de carater dominante
(ZIETJIEWICZ et al, 2002; FALEIRO, 2008).

Outra técnica de ampla aceitagcdo em pesquisas genéticas é aquele
obtido pela técnica de o SSR ou microssatélite, que consistem de unidades de
repeticdo do genoma. Esses marcadores sdo sequéncias curtas, com cerca de

2 a 5pb, repetidas em tandem e sdo obtidos com uso de primers que
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flanqueiam as regifes de microssatélites. Os microssatélites apresentam como
principal vantagem o carater codominante, sendo capazes de identificar um alto
grau de polimorfismo e possuirem elevada reprodutibilidade. As regifes de
SSR sado amplamente distribuidas em genomas de eucariotos e a aplicacdo da
técnica possibilita identificar um Unico loco, geralmente multialélico, com
enorme conteddo informativo, tornando-se, portanto, uma boa opcao para a
caracterizacdo genética de populacdes e de colecbes de uma espécie. A
desvantagem da técnica estd na obtencdo dos primers utilizados na PCR,
gquando estes nao estdo disponiveis na literatura, sendo necessaria a
construcdo de bibliotecas genémicas, selecdo de clones e teste de primers,
tornando-se assim, uma técnica de custo elevado (MILACH, 1998; SALLA et al,
2002; BUSO et al, 2003; FALEIRO, 2008; DUTECH et al, 2007; KUMAR et al,
2009).

Outro tipo de marcador que tem como base a PCR é o AFLP, um
método que pode ser aplicado tanto em procariotos como em eucariotos, sendo
capaz de gerar fragmentos de DNA que se encontram distribuidos por todo o
genoma. A técnica de AFLP combina os principios de RFLP e RAPD e séo
obtidos por meio de quatro etapas principais, sendo elas: clivagem do DNA
com enzimas de restricdo (EcoRl) e (Msel); ligacdo de adaptadores
especificos; amplificacdo pré-seletiva e seletiva via PCR, por meio da utilizacédo
de primers especificos, e separacdo dos fragmentos por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida (VOS et al, 1995; MILACH, 1998) ou em sistema
automatizado. Apesar do carater dominante e de um custo inicial elevado, os
marcadores AFLP possuem as seguintes vantagens: ndo ha necessidade de
conhecimento prévio do genoma para o desenvolvimento dos primers usados
na PCR, possui alta reprodutibilidade e possibilita identificar um alto grau de
polimorfismo, sendo, portanto, considerado altamente eficiente (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998; BRAMMER, 2000; FALEIRO et al,
2001).

A técnica de AFLP ja vem sendo utilizada com sucesso em estudos com
0 género Capsicum. Baba et al (2015) utilizaram AFLP para estudos de
acessos de C. chinense obtidos de diferentes regides do Brasil, demonstrando
a eficiéncia desses marcadores para a caracterizacado de acessos provenientes

de bancos de germoplasma e em prover informacgdes Uteis aos programas de
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melhoramento genético. Outros trabalhos, utilizando o marcador AFLP, como o
de Geleta et al (2005) e Toquica et al (2003) também visaram a caracterizacao
de bancos de germoplasma com espécies do género, evidenciando a eficacia
da utilizacdo desse marcador em estudos com Capsicum. Estudos de
taxonomia e diversidade genética com espécies domesticadas de Capsicum
realizado por Ibiza et al (2012), confirmou que os marcadores AFLP também
possuem uma enorme importancia em estudos filogenéticos, sendo possivel
compreender onde se deu a origem e a diferenciacado do género. Ainda, outros
trabalhos foram realizados utilizando a técnica de AFLP no género,
despontando também, sua aplicacdo em estudos de conservagédo, como para a
espécie C. annuum (KOCHIEVA e RYZHOVA, 2003; LANTERI et al, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

- Caracterizagcdo de acessos de C. baccatum provenientes de diferentes
regides do Brasil, obtidas de colecbes de germoplasma, por meio de

descritores morfoagronémicos e marcadores moleculares AFLP.

3.2 Especificos
- Aplicar a técnica de AFLP para acessar a diversidade das cole¢cbes e
determinar a variabilidade genética entre acessos de C. baccatum.

- Utilizar descritores morfoagrondmicos para determinar a variabilidade

genética entre acessos de C. baccatum.

- Indicar genoétipos potencias para serem aplicados em programas de

melhoramento genético.



29

4. ARTIGO

Caracterizacao morfologica e molecular de acessos
de Capsicum baccatum L.

* Este artigo sera submetido a uma revista a ser escolhida
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RESUMO

Capsicum baccatum L., tendo o seu centro de origem na Bolivia e no sul do
Peru, é considerada uma das principais pimentas da Ameérica do Sul. No Brasil,
essa espécie € amplamente produzida por agricultores familiares, sendo os
tipos cambuci e dedo-de-moca os mais cultivados. Essa espécie de pimenta é
geralmente consumida in natura ou processadas na forma de pds ou extratos.
O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo de 79 acessos de C.
baccatum, provenientes de diferentes regides do Brasil, por meio de descritores
morfoagrondmicos do fruto e de marcadores moleculares de AFLP (Amplified
Fragment Length Polimorphisms). O uso de quinze descritores, sendo onze
qualitativos e quatro quantitativos, empregados para a caracterizacéo
morfoldgica, identificou uma ampla variabilidade fenotipica entre os acessos de
C. baccatum avaliados. A analise dos dados, usando o método de Ward-MLM,
resultou na formacdo de dois grupos, sendo o formato e o comprimento do
fruto, essenciais para esta separacdo. Para a andlise molecular, o DNA dos
acessos foi amplificado usando seis combinacfes de primers seletivos de
AFLP marcados com fluorescéncia. A analise dos produtos amplificados por
AFLP identificou um total de 1200 bandas, das quais 1122 (93,5%) foram
polimérficas. O dendrograma gerado por do coeficiente de distancia genética
de Jaccard, a partir do método de agrupamento UPGMA, identificou a formacéo
de dois grupos, sendo possivel a separacdo da variedade silvestre C.
baccatum var. praetermissum das demais. Estes resultados corroboram com a
andlise de coordenada principal (PCoA) e com a andlise Bayesiana de
agrupamentos. N&o houve relacdo entre distancia genética e origem geogréfica
dos acessos, provavelmente, devido a intensa troca de frutos e sementes entre
agricultores. Os descritores morfoagrondmicos, usados concomitantemente
com os marcadores AFLP, se mostraram eficientes para detectar altos niveis
de variabilidade genética entre acessos mantidos na colecdo de germoplasma
analisada. Esses resultados podem ser utilizados como uma fonte adicional de
informagdes para auxiliar na conducdo de programas de melhoramento
genético de C. baccatum.

Palavras-Chave: AFLP; descritores morfoagrondmicos; pimentas; variabilidade
genética.
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ABSTRACT

Capsicum baccatum L., with its center of origin in Bolivia and southern Peru, is
one of the most regular pepper species cultivate in South America. In Brazil,
this specie is widely used by family farmers, which the most common grown
varieties are cambuci and dedo-de-moca. This pepper species is consumed
either fresh or processed into powders or extracts. The purpose of this work
was the characterization of 79 accessions of C. baccatum, obtained from
different regions of Brazil, using fruit morphoagronomical descriptors and AFLP
(Amplified Fragment Length Polimorphisms) molecular markers. The use of 14
descriptors, comprising 11 qualitatives and four quantitatives, allowed the
identification of high phenotypic variability among the accesses of C. baccatum.
Data analysis applied using the Ward-MLM method identified two main groups
that were mostly based on form and length of the fruits. Molecular data were
acquired using six fluorescence-labeled AFLP primer combinations, used for
DNA amplification on all accessions. Analysis of the AFLP products identified
1200 markers, of which 1122 (93.5%) were polymorphic. UPGMA clustering, by
Jaccard's genetic distance coefficient, revealed associations of accesses into
two groups, with the wild variety C. baccatum var. praetermissum isolated from
all others. These results were in agreement with PCoA and Bayesian analysis
of clusters. There was absence of relation between genetic distance and
geographic origin of the accesses, possibly due to the constant exchange of
fruits and seeds among farmers from different regions. The concomitant use of
morphoagronomic and AFLP molecular data revealed high genetic variabilility
among accesses maintained in this germoplasm collection. The results can be
used as additional source of information to guide programs of genetic
improvement of C. baccatum.

Key words: AFLP; chilli peppers; genetic variability; morphoagronomic
descriptors.
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INTRODUCAO

O género Capsicum L., pertencente a familia Solanaceae, possui origem
nas zonas tropicais umidas da América Central e do Sul e € um dos primeiros
géneros a ser cultivado e domesticado, a cerca de 6100 anos atras (BASU e
DE, 2003; MENICHINI, 2009). O género compreende aproximadamente 35
espécies, incluindo 200 variedades de pimentas e pimentbes, as quais
possuem uma variacdo morfoldgica, principalmente em relacdo a cor, tamanho
e formato dos frutos (GOVINDARAJAN, 1986). Dessas 35 espécies, apenas
cinco sao consideradas como sendo domesticadas: C. annuum, C. chinense,
C. frutescens, C. pubescens e C. baccatum (DEWITT e BOSLAND, 2006).

O Brasil é considerado um importante centro de diversidade do género,
abrigando o maior numero de espécies, tanto domesticadas, quanto silvestres
(BARBOZA e BIANCHETTI, 2005; SUDRE et al, 2010). Além da importancia
econdmica, género Capsicum possui propriedades farmacoldgicas, auxiliando
no combate de muitas enfermidades. Dentre as espécies domesticadas, C.
baccatum destaca-se por ser amplamente produzida no Brasil, sendo seus
principais representantes a pimenta “Cumari’, “Dedo-de-moc¢a” e “Cambuci”
(REIFSCHNEIDER, 2000). A Bolivia e o Sul do Peru sé@o reconhecidos como o
centro de origem de C. baccatum cuja domesticacdo acredita-se, tenha
ocorrido a cerca de 4500 anos atras (HUNZIKER, 1950; ESHBAUGH, 1970;
D’ARCY e ESHBAUGH, 1974). No pais, os agricultores familiares sdo os
principais responsaveis pelo cultivo e producdo das variedades de C.
baccatum, sendo dificil obter estimativas de producdo dessa hortalica (SUDRE
et al, 2010; DOMENICO et al, 2012).

Conhecer a variabilidade genética de uma espécie é essencial para
estudos que visam a sua conservacdo e aplicagdo em programas de
melhoramento genético. Neste contexto, os bancos de geroplasma sao
responsaveis por armazenar, conservar e disponibilizar uma ampla gama de
genotipos, entretanto, muitas vezes estes repositdrios genéticos acumulam
erros devido ao armazenamento inadequado, a duplicagdo de amostras e a
perda de variabilidade por erosdo genética (GILBERT et al, 1999; NICOLAI et
al, 2013). Portanto, a caracterizacdo dos bancos de germoplasma é uma

necessidade urgente e pode ser realizada em varios niveis, tendo como base
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os descritores morfolégicos e agronémicos disponiveis e o0s marcadores
moleculares (GONCALVES et al, 2008).

Dentre os marcadores moleculares, destaca-se o AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), o qual, devido a alta taxa de polimorfismo
gerada e boa reprodutibilidade, vem sendo amplamente utilizado em estudos
com o género Capsicum (GELETA et al, 2005; FALEIRO, 2008; ALBRECHT et
al, 2012a; BABA et al, 2015; CHHAPEKAR et al, 2016).

O presente trabalho teve como objetivo, realizar a caracterizacao
morfolégica e molecular de acessos de C. baccatum, obtidos de colecdes de
germoplasma, contendo amostras provenientes de diferentes regifes do Brasil.
Os resultados desse trabalho irdo fornecer subsidios para o conhecimento, a
respeito da variabilidade encontrada em acessos de C. baccatum, ajudando
assim, na conservacdo da espécie, bem como na identificacdo de acessos

potenciais para serem utilizados em programas de melhoramento genético.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O material biolégico compreendeu 79 acessos de C. baccatum,
provenientes de 10 estados brasileiros, com 78 representantes das cinco
regides geograficas do Brasil e um representante do Peru (Figura 2). Os
acessos foram obtidos do banco de germoplasma da Embrapa Clima
Temperado e da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), formando o banco de Germoplasma da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) (Tabela 1). Para a condugdo dos experimentos, 0S acessos
foram semeados em bandejas de poliestireno de 128 células, contendo o
substrato comercial Vivatto®. Foram semeadas duas sementes por célula, com
posterior desbaste, deixando apenas uma plantula em cada célula. Depois de
30 dias, duas plantulas de cada acesso foram transplantadas para vasos
contendo uma mistura de solo e substrato (proporcao 2:1) e cultivadas em casa
de vegetacdo. O experimento foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) e Centro de Ciéncias Biologicas (CCB), da Universidade Estadual de

Londrina, na cidade de Londrina, PR.
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Legenda
Regides da América do Sul:
1 - Para (1 acesso)
2 - Piaui (1 acesso)
3 - Goias (1 acesso)
4 - Minas Gerais (5 acessos)
5 - Rio de Janeiro (17 acessos)
6 - Mato Grosso (15 acessos)
7 - Mato Grosso do Sul (1 acesso)
8 - Parané (6 acessos)
9 - Santa Catarina (4 acessos)
10 - Rio Grande do Sul (23 acessos)
11 - Peru (1 acesso)
12 - Procedéncia desconhecida (4 acessos)
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Figura 2 - Distribuicdo geografica dos 79 acessos de C. baccatum, pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) nas diferentes regides do Brasil e um representante do Peru.



Tabela 2 - Identificacdo dos 79 acessos de C. baccatum pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade Estadual de
Londrina, seu banco de germoplasma de origem e sua procedéncia geografica.
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Cédigo Banco de germoplasma Procedéncia Cédigo Banco de germoplasma Procedéncia

UEL101 EMBRAPA Renascenca/PR UEL121 EMBRAPA Cerrito/RS

UEL102 EMBRAPA Tuparandi/RS UEL122 EMBRAPA Belém/PA

UEL103 EMBRAPA Pelotas/RS UEL123 EMBRAPA Pelotas/RS

UEL104 EMBRAPA Renascenca/PR UEL124 EMBRAPA Piaui

UEL105 EMBRAPA Farroupilha/RS UEL125 EMBRAPA Herval/RS

UEL106 EMBRAPA Renascenca/PR UEL126 EMBRAPA Garopaba/SC

UEL107 EMBRAPA Farroupilha/RS UEL127 EMBRAPA Turugu/RS

UEL108 EMBRAPA Renascenca/PR UEL128 EMBRAPA Turugu/RS

UEL109 EMBRAPA S&o Lourengo do Sul/SC UEL129 EMBRAPA Turucu/RS

UEL110 EMBRAPA S&o Lourenco do Sul/SC UEL130 EMBRAPA Pelotas/RS

UEL111 EMBRAPA Cristal/RS UEL131 EMBRAPA Cachoeirinha Sul/RS
UEL112 EMBRAPA Séo Lourenco do Sul/SC UEL132 EMBRAPA Turugu/RS

UEL113 EMBRAPA Pelotas/RS UEL133 EMBRAPA Encruzilhada do Sul/RS
UEL114 EMBRAPA Turucu/RS UEL134 EMBRAPA Arroio do Padre/RS
UEL115 EMBRAPA Trés forquilhas/RS UEL135 UENF Campos dos Goytacazes /RJ
UEL116 EMBRAPA Desconhecida UEL136 UENF Rio de Janeiro/RJ
UEL117 EMBRAPA Turugu/RS UEL137 UENF Campos dos Goytacazes /RJ
UEL118 EMBRAPA Pelotas/RS UEL138 UENF Goiania/GO

UEL119 EMBRAPA Pelotas/RS UEL139 UENF Duas Barras/RJ
UEL120 EMBRAPA Povo Novo/RS UEL140 UENF Vicosa/MG



Tabela 1 — Continuacéo

Cddigo Banco de germoplasma Procedéncia Cddigo Banco de germoplasma Procedéncia
UEL141 UENF Campos dos UEL161 UENF Campos dos Goytacazes/RJ
UEL142  UENF Campos dos UEL162  UENE UNEMAT/MT
UEL143 UENF Campos dos UEL163 UENF UNEMAT/MT
UEL144 UENF Miranda/MS UEL164 UENE UNEMAT/MT
UEL145 UENF Manhuagu/MG UEL165 UENF UNEMAT/MT
UEL146 UENF Vicosa/MG UEL166 UENF UNEMAT/MT
UEL147  UENF Vigosa/MG UEL167  UENF UNEMAT/MT
UEL148  UENF Peru UEL168  UENF UNEMAT/MT
UEL149  UENF Renascenca/PR UEL169  UENE UNEMAT/MT
UEL150  UENF Campos dos UEL170  UENE UNEMAT/MT
UEL151  UENF Campos dos UEL171  UENE UNEMAT/MT
UEL152 UENF Cachoeira de Macacu/RJ UEL172 UENF UNEMAT/MT
UEL153 UENF Vicosa/MG UEL173 UENF UNEMAT/MT
UEL154  UENE Desconhecida UEL174  UENE UNEMAT/MT
UEL155  UENE Campos dos UEL175  UENE UNEMAT/MT
UEL156 UENF Trajano de Morais/RJ UEL176 UENF Desconhecida
UEL157 UENE Trajano de Morais/RJ UEL177 Coleta* Chopinzinho/PR
UEL158 UENF Trajano de Morais/RJ UEL178 UENF Mato Grosso
UEL159 UENE Campos dos UEL179°  UENF Desconhecida
UEL160 UENF Campos dos

' Acesso coletado em propriedade familiar; “Acesso representante da variedade silvestre C. baccatum var. praetermissum.
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Tabela 3 - Descritores qualitativos utilizados para avaliar os 79 acessos de C. baccatum.

Descritores?

Classes observadas

MA
CFEI
CFEM

FF
OF
FPF
APF
ESTF
NL
SF
CP

0 = Ausente e 1 = Presente.

1 = branco; 2 = amarelo; 3 = verde; 4 = laranja; 5 = roxo; 6 = roxo escuro e 7 = outro.

1 = branco; 2 = amarelo-liméo; 3 = amarelo-laranja palido; 4 = amarelo-laranja; 5 = laranja-palido; 6 = laranja; 7 = vermelho-claro;
8 = vermelho; 9 = vermelho-escuro; 10 = roxo; 11 = marrom; 12 = preto e 13 = outro.

1 = alongado; 2= redondo, 3= triangular; 4= campanulado; 5= retangular e 6 = outro.

1 = agudo; 2 = obtuso; 3 = truncado; 4 = cordado e 5 = lobado.

1 = pontiagudo; 2 = truncado; 3 = afundado; 4 = afundado com ponta e 5 = outro.

0 = Ausente e 1 = Presente.

3 = levemente corrugado; 5 = intermediério e 7 = corrugado.

1 =um; 2 = dois; 3 = trés e 4 = quatro.

1 =liso; 2 = semirrugoso; 3 = rugoso; 4 = liso com estrias e 5 = outro.

1 = <1/4 comprimento do fruto, 2 = 1/4-1/2 comprimento do fruto e 3 = >1/2 comprimento do fruto.

'MA - Manchas de antocianina; CFEI - Cor do fruto no estadio intermediario; CFEM - Cor do fruto no estadio maduro; FF - Formato do fruto; OF - Ombro do
fruto; FPF - Formato da ponta do fruto; APF - Apéndice na ponta do fruto; ESTF - Enrugamento da sec¢éo transversal do fruto; NL - Nimero de léculos; SF -
Superficie do fruto; CP - Comprimento da placenta.

Tabela 4 - Descritores quantitativos utilizados para avaliar os 79 acessos de C. baccatum.

Descritores?

Descricéo

CF (cm)
DF(cm)
PF (9)
EP (mm)

Determinado na regido longitudinal dos frutos, com o auxilio de um paquimetro, em uma média de dez frutos maduros.
Determinado na regido equatorial dos frutos, com o auxilio de um paquimetro, em uma média de dez frutos maduros.
Com o uso de uma balanca, em uma média de dez frutos maduros.

Medido na maior espessura da polpa do fruto apds um corte transversal, com o auxilio de um paquimetro, em uma média de dez
frutos maduros.

°CF - comprimento do fruto; DF - diametro do fruto; PF — Peso fresco do fruto e EP — Espessura do pericarpo.
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Caracterizacdo morfoldgica

A caracterizagdo morfolégica dos frutos de C. baccatum foi realizada
com base na lista de descritores sugerida pelo IPGRI (International Plant
Genetic Resources Institute, 1995), atualmente nomeado como Biodiversity
International. Foram utilizados 15 descritores, sendo 11 qualitativos e quatro

quantitativos (Tabela 2 e 3).

Andlise estatistica dos dados morfologicos

Os descritores morfoagrondmicos qualitativos e quantitativos foram
analisados simultaneamente, utilizando o método de Ward-MLM (Modified
Location Model), proposto por Franco et al, (1998), o qual possibilita a analise
simultanea de caracteristicas qualitativas e quantitativas. Para a formacao de
grupos entre os acessos, foram utilizados os procedimentos CLUSTER e IML,
disponiveis no programa SAS (SAS INSTITUTE, 2000). A matriz de distancia
foi determinada por meio do algoritmo de Gower (GOWER, 1971), para obter o
agrupamento de Ward. O numero ideal de grupos foi definido seguindo o
critério pseudo-F e pseudo-t%, junto com o gréfico logaritmico da funcéo de
verossimilhanca, maximizada, segundo o método MLM (SAS INSTITUTE,
2000). A diferenca entre os grupos e a correlagcdo das variaveis com as
variaveis canbnicas foram graficamente representadas utilizando o
procedimento CANDISC, disponivel no programa SAS (SAS INSTITUTE,
2000).

Caracterizacdo molecular
Extracdo de DNA e reacdes de AFLP

O DNA foi extraido individualmente, a partir de folhas jovens de cinco
individuos de cada acesso, coletadas diretamente das bandejas. As amostras
foram trituradas utilizando o extrator de DNA automético (Retch MM 400),
seguindo-se a extracdo, conforme proposto pelo método CTAB

(Cetyltrimethylammonium Bromide, Sigma-Aldrish, Missouri-USA) de Doyle e
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Doyle (1987), exceto que o CTAB foi substituido por MATAB
(Alquiltrimetilamonium Bromide, Sigma-Aldrish, Missouri-USA) no tampéo de
extragdo. A qualidade e integridade do DNA obtido foi verificada por
eletroforese em gel de agarose (1%). A concentracdo de DNA foi estimada
utilizando o quantificador NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific, California-
USA).

A técnica de AFLP foi realizada seguindo o protocolo proposto por Vos
et al (1995), com modificagdes. O DNA extraido dos cinco individuos de cada
acesso foi misturado de maneira proporcional. Aproximadamente 700 ng desse
DNA foi duplamente digerido com 1 U de Msel e 5 U de EcoRI (Thermo
Scientific, Califérnia-USA) e ligado aos adaptadores EcoRI (0,5 uM) e Msel (5
pUM) em uma reacdo contendo: T4 DNA ligase (2U); tampéo T4 DNA ligase 1X;
NaCl (0,05 M); BSA (50 pg/uL); DTT (0,25 mM) para um volume final de 10 pl.
O programa estabelecido para a etapa de digestao-ligacéo foi: 37°C por 4 h,
22°C por 1 h e 70°C por 10 min. O padrao da digestao/ligacao foi visualizado
em gel de agarose a 1%. Confirmada a digestdo, o produto amplificado foi
diluido na proporc¢éo de 1:4 com &gua ultrapura.

A amplificagéo preé-seletiva foi realizada utilizando 3,5 pL do kit GoTag®
Green Master Mix (Promega, Winchester-USA), 0,58 uL dos primers pré-
seletivos EcoRI + A e Msel + C (4,75 uM), 3,0 pL da diluicao restricao-ligacéo e
agua ultra pura, para completar o volume de 10 pl. Os primers pré-seletivos
tem como base a sequéncia dos adaptadores EcoRI e Msel acrescidos de um
anico nucleotideo (EcoRI-A e Msel-C), para amplificar um sub conjunto de
fragmentos, que contenham a base seletiva correspondente ap0s o sitio de
restricdo. A pré-selecdo reduz em até 16 vezes os produtos de amplificacdo e
tem como objetivo a sele¢cdo dos fragmentos de interesse. O programa da
amplificac@o pré-seletiva consistiu de: 1 ciclo de 72 °C por 2 min, 20 ciclos de
94 °C por 1 seg, 56 °C por 30 seg, 72 °C por 2 min e um ciclo final de 60 °C por
30 min. A confirmacéo da PCR pré-seletiva foi revelada em gel de agarose 2%
e o produto amplificado foi diluido em 1:8 em &gua ultrapura.

Para a amplificacdo seletiva foi feito um screening inicial com 12
combinacdes de primers seletivos EcoRI/Msel, com o objetivo de identificar as

combinacdes capazes de gerar maior quantidade de polimorfismo nos acessos
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de C. baccatum. Para esse screening foram utilizados 5 amostras de 5 acessos
e os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 7%, corados com nitrato de prata e visualizados sob luz
branca. As seis combinacdes mais polimoérficas incluindo, EcoRI(FAM)/-
ACA/Msel-CAC; EcoRI(NED)-AGC/Msel-CTGA; EcoRI(VIC)-ACT/Msel-CAA;
EcoRI(PET)-AGC/ Msel-CAG; EcoRI(VIC)-ACT/Msel-CAG; e EcoRI(NED)-
ACG/Msel-CTGA, foram escolhidas para a amplificacdo seletiva. As reacdes
seletivas foram feitas em um volume de 10 yL contendo: 3,5 yL de master mix
para PCR (GoTag® Green Master Mix, Promega, Winchester-USA), 0,54 uL de
cada primer Msel (5 uM) e EcoRI (1uM), 2,5 uL da reagao de pré-amplificacéo
diluida e 2,92 uL de agua ultrapura. O programa de amplificacdo foi composto
por 1 ciclo de 94°C por 2 min, 65°C por 30 seg e 72°C por 2 min; 8 ciclos de
94°C por 1 seg, 64°C por 30 seg e 72°C por 2 min; 23 ciclos de 94°C por 1 seg,
56°C por 30 seg e 72°C por 2 min e 1 ciclo final de 60°C por 30 min. A
resolucdo dos fragmentos foi realizada por eletroforese capilar usando o
analisador automatico de DNA modelo 3500xL (Applied Biosystems, California-
USA). Os resultados da eletroforese dos fragmentos foram combinados em

uma matriz binaria pelo software GeneMapper® v.4.1 (Applied Biosystems).

Andlises estatisticas dos dados moleculares

A partir do programa FAMD 2.3 (SCHLUTER e HARRIS, 2006), foi
desenhado um dendrograma com base na matriz de distancia genética de
Jaccard, usando o método de agrupamento UPGMA, bem como a andlise de
coordenadas principais (PCoA). O dendrograma foi editado por meio do
programa FigTree 1.4.3. Para identificar a formacédo de grupos (K) entre os
acessos, foi utilizado o programa Structure versao 2.3.4 (HUBISZ et al, 2009),
onde a andlise do numero de clusters foi realizada seguindo o modelo misto
com periodo de comprimento de 10000 e 100000 repeticbes. O numero de
clusters foi determinado de acordo com o método descrito por Evanno et al
(2005).
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RESULTADOS

Caracterizacao morfologica

Foi observada uma ampla variabilidade morfologica entre os acessos
(Figura 2). Seis diferentes cores foram encontradas no estagio de fruto maduro.
Vermelho foi a cor predominante, correspondendo a um total de 86% dos
frutos, seguido pela cor laranja (6,32%) e amarelo-laranja (3,79%). Apenas um
acesso apresentou a cor amarelo-liméo, laranja-palido e vermelho-escuro. A
maioria dos acessos apresentou a cor dos frutos no estagio intermediario verde
(60,75%), seqguido por laranja (36,7%) e amarelo (1,26%). Foram encontrados
todos os formatos de frutos propostos pelo IPGRI (1995), sendo
predominantemente as formas alongadas (41,7%), em relacdo as triangulares
(27,84%), campanuladas (16,45%), retangulares (7,59%) e redondas (6,35%).

Na maioria dos acessos, a superficie dos frutos foi lisa com 46,86%,
seguido da semi-rugosa (21,51%), lisa com estrias (17,72%) e rugosa
(13,92%). Todas as classes do ombro do fruto foram encontradas, sendo
obtuso o predominante com 39,24%, truncado com 34,17%, cordado com
13,92%, agudo com 8,86% e lobado com 3,79%. Ja o formato da ponta do fruto
variou de pontiagudo (43,03%), afundado (22,78%), afundado com ponta
(15,18%), truncado (13,92%) e outro (5,06%). A maioria dos frutos (79,74%)
apresentou auséncia de apéndice na ponta dos frutos, enquanto 51,89%
mostraram auséncia de manchas de antocianina no estagio intermediario. O
enrugamento da seccdo transversal dos frutos foi levemente corrugado em
36,7%, corrugado em 35,44% e intermediario em 27,84%. O namero de léculos
variou de um a quatro, sendo que a maioria (51,89%) dos acessos apresentou
trés loculos. A placenta ocupou >1/2 do comprimento do fruto em 98,73% dos

acessos.

Para os descritores quantitativos, também observou-se uma grande
variabilidade. O comprimento do fruto variou de 0,93 a 13,64 cm com média de
5,58 cm. J& o didametro do fruto variou de 0,4 a 5,9 cm, com média de 2,48 cm.
O peso dos frutos variou de 0,33 a 34,21 cm, com média de 11,14 cm. A Ultima
caracteristica observada, foi a espessura do pericarpo, que variou de 0,01 a 0,4

cm, com média de 0,18 cm.
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De acordo com a funcéo logaritmica de probabilidade (Log-Likelihood), o
namero 6timo de grupos foi definido como dois, uma vez que o valor maximo
foi atingido nesse ponto (70,3) (Tabela 4; Figura 3).

Tabela 5 - Numero de grupos formados pelo método de Ward-MLM, com base
na funcao logaritmica da probabilidade (Log-Likelihood) e seu incremento

Numero de grupos Log-likelihood Aumento

1 -798.12 0.00

2 -727.83 70.30*
3 -677.17 50.65
4 -659.94 17.24
5 -621.12 38.82
6 -614.34 6.78

7 -590.34 24.00
8 -585.14 5.20

9 -566.68 18.47

* Maior incremento
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Figura 3 - Grafico da funcdo logaritimica de probabilidade (Log-Likelihood),
mostrando o numero 6timo de grupos para 79 acessos de C. baccatum,
caracterizados por meio de descritores morfoagronémicos.
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No grupo 1 correspondente a 40 acessos (Tabela 5), predominou a cor
verde no estégio intermediario (65%), cor vermelha no estagio maduro (87,5%),
formato do fruto triangular (37,5%), superficie do fruto lisa (52,5%), ombro do
fruto truncado (62,5%), ponta do fruto afundada (40%), apéndice na ponta do
fruto ausente (92,5%), auséncia de manchas de antocianina (62,5%),
enrugamento da seccao transversal do fruto do tipo corrugado (47,5%), nimero
de loculos igual a 3 (55%) e comprimento da placenta maior do que Y2 do
comprimento do fruto (Tabela 6).

No grupo 2, correspondente a 39 acessos (Tabela 5), predominou a cor
verde no estagio intermediario (56,4%), cor vermelha no estagio maduro
(87,5%), formato do fruto alongado (79,4%), superficie do fruto lisa (41%),
ombro do fruto obtuso (76,9%), ponta do fruto pontiaguda (79,4%), apéndice na
ponta do fruto ausente (66,66%), presenca de manchas de antocianina
(58,97%), enrugamento da seccdo transversal do fruto do tipo levemente
corrugado (43,58%), numero de l6culos igual a 3 (48,7%) e todos os frutos com
o comprimento da placenta maior do que ¥2 do comprimento do fruto (Tabela
6).

Tabela 6 - Associacdo dos 79 acessos de C. baccatum em dois grupos,
conforme o método de Ward-MLM.

Grupos  Acessos

Grupol UEL102, UEL105, UEL110, UEL112, UEL114, UEL115, UEL116, UEL119,
UEL120, UEL121, UEL123, UEL124, UEL125, UEL127, UEL131, UEL133,
UEL137, UEL143, UEL144, UEL145, UEL146, UEL147, UEL149, UEL150,
UEL152, UEL153, UEL157, UEL158, UEL159, UEL160, UEL161, UEL163,

UEL165, UEL166, UEL167, UEL168, UEL169 UEL172, UEL178 e UEL179.

Grupo 2 UEL101, UEL103, UEL104, UEL106, UEL107, UEL108, UEL109, UEL111,
UEL113, UEL117, UEL118, UEL122, UEL126, UEL128, UEL129, UEL130,
UEL132, UEL134, UEL135, UEL136, UEL138, UEL139, UEL140, UEL141,
UEL142, UEL148, UEL151, UEL154, UEL155, UEL156, UEL162, UEL164,

UEL170, UEL171, UEL173, UEL174, UEL175, UEL176, e UEL177.
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Tabela 7 - Variaveis qualitativas e nimero de gendtipos por grupo em cada um
dos dois grupos (G1 e G2), formados pelo método de Ward-MLM, para 79

acessos de C. baccatum.

Variaveis Grupos
G1 (40) G2 (39
Cor do fruto no estagio Intermediério
Amarelo 1 1
Verde 26 22
Laranja 13 16
Cor do fruto no estagio maduro
Amarelo-liméo - 1
Amarelo-laranja 2 1
Laranja-palido - 1
Laranja 2 3
Vermelho 35 33
Vermelho-Escuro 1 -
Formato do fruto
Alongado 2 31
Redondo 4 1
Triangular 15 7
Campanulado 13 -
Retangular 6 -
Superficie do fruto
Lisa 21 16
Semirugosa 5 12
Rugosa 1 10
Outro (lisa com estrias) 13 1
Ombro do fruto
Agudo - 7
Obtuso 1 30
Truncado 25 2
Cordado 11 -
Lobado 3 -
Formato da ponta do fruto
Pontiagudo 3 31
Truncado 5 6
Afundado 16 2
Afundado com ponta 12 -
Outro 4 -
Apendice na ponta do fruto
Ausente 37 26
Presente 3 13
Manchas de antocianina
Ausente 25 16
Presente 15 23
Enrugamento da seccdo transversal do
fruto 12 17
Levemente corrugado 9 13
Intermediario 19 9
Corrugado
Numero de Léculos
Um 1 -
Dois 12 15



Trés
Quatro

Comprimento da placenta
1/4-1/2 comprimento do fruto
>1/2 comprimento do fruto
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Em relacdo aos dados dos descritores morfoagronémicos quantitativos
(Tabela 7), o grupo 1 obteve a menor média para o comprimento do fruto (3,14
cm) e maiores médias para o peso do fruto (11,41 g), didametro do fruto (3 cm) e
espessura do pericarpo (0,2 cm). J& o grupo 2 obteve a maior média para o
comprimento do fruto (8 cm) e menores médias para o peso do fruto (10,87 g),
diametro do fruto (1,88 cm) e espessura do pericarpo (0,16 cm).

As duas primeiras variaveis candnicas obtidas pelo procedimento Ward-
MLM explicaram 97,35% da variacao total (Figura 4), sendo a primeira variavel
responsavel por 91,17% dessa contribuicdo. Com base na primeira variavel
candbnica (tabela 7), o comprimento do fruto foi o que mais contribuiu para a
explicar a variabilidade genética encontrada entre os acessos. Ja para a
segunda variavel canbnica, o peso do fruto foi a caracteristica mais
significativa, com pouca contribuicdo em relagdo ao diametro do fruto e
espessura do pericarpo.

Tabela 8 - Médias das variaveis quantitativas para cada um dos dois grupos

(G1 e G2) formados pelo método Ward-MLM e as duas variaveis canbnicas em
79 acessos de C. baccatum.

L Grupos
Variaveis Gl G2 CAN1 CAN2
Peso do Fruto 11,41 10,87 -0,03 0,99
Comprimento do fruto 3,14 8,09 0,91 0,37
Diametro do fruto 3,07 1,88 -0,52 0,66
Espessura do pericarpo 0,20 0,16 -0,25 0,55
3
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Figura 4 - Dispersao grafica das duas primeiras varidveis candnicas para 0s
dois grupos formados pela andlise Ward-MLM para variaveis quantitativas
entre 79 acessos de C. baccatum.
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Caracterizacdo molecular

Seis combinacdes de primers seletivos geraram, sem ambiguidade, um
total de 1200 fragmentos de AFLP, distribuidos entre 50 e 500 pb, dos quais,
1122 (93,5%) foram polimérficos. O nimero de fragmentos polimérficos variou
de 68 (EcoRI(FAM)-ACA/Msel-CAC) a 234 (EcoRI(PET)-AGC/Msel-CAG),
sendo a combinagdo EcoRI(FAM)-ACA/Msel-CAC a mais polimorfica,
proporcionalmente (Tabela 8).

Tabela 9 - Combinagdes de primers seletivos de AFLP utilizados, numero de

fragmentos amplificados, niamero de fragmentos polimérficos e porcentagem de
polimorfismo por primer obtido em 79 acessos de C. baccatum.

Combinagdes de primers NUumeros de Numero de fragmentos % de
fragmentos polimérficos polimorfismo

EcoRI(FAM)-ACA/Msel-CAC 69 68 98,5%
EcoRI(NED)-AGC/Msel-CTGA 228 218 95,6%
EcoRI(VIC)-ACT/Msel-CAA 208 186 93,9%
EcoRI(PET)-AGC/Msel-CAG 249 234 89,4%
EcoRI(VIC)-ACT/Msel-CAG 220 204 92,7%
EcoRI(NED)-ACG/Msel-CTGA 226 212 93,8%
Total 1200 1122 93,5%

A distancia genética média, estimada com base no coeficiente de
Jaccard entre os acesos foi de 0,46. As classes que apresentaram distancia
genética entre 0,5-0,6 e 0,3-0,4 foram as que tiveram maior frequéncia, com
34,54% e 24,61%, respectivamente (Figura 5). A menor distancia genética foi
de 0,14, entre os acessos UEL101 e UEL116, UEL106 e UEL121 e UEL106 e
UEL133. A maior distancia foi de 0,75, entre os acessos UEL177 e UEL179. O
dendrograma, obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA,
identificou a formacdo de dois grandes grupos, com a clara separacao do
acesso UEL179 (Figura 6).
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Figura 5 - Frequéncia da distribuicdo de dissimilaridade, com base nos
marcadores AFLP entre 79 acessos de C. baccatum.

O grupo 1 foi formado por 38 representantes (Figura 6), incluindo
acessos provenientes dos estados do Rio de Janeiro, Goias, Parana, Mato
Grosso, Piaui, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Minas Gerais e um
representante do Peru (Tabela 1). Ja o grupo 2, associou 39 acessos (Figura
6), incluindo aqueles provenientes dos estados do Rio Grande do Sul, Minas
Gerais, Santa Catarina, Mato Grosso, Pard, Rio de Janeiro, Parana e Mato
Grosso do Sul (Tabela 1). Ja. O acesso UEL157 aparece associado proximo ao
grupo 1 enquanto o acesso UEL179 ocorre isolado entre os dois grupos (Figura
6).

A analise da coordenada principal (PCoA) também evidencia claramente
a formacéo dos dois grupos, com a separacdo do acesso UEL179 (Figura 7).
Os eixos X, Y e Z explicaram 53,58% da variabilidade encontrada entre os
acessos de C. baccatum (42,52%, 5,82% e 5,24%, respectivamente). A
estimativa do numero de possiveis agrupamentos, obtida por meio de
abordagem Bayesiana, identificou um valor de K = 3, evidenciando a formacéo
de trés grupos (Figura 8). Os acessos alocados nos grupos 1 e 2 do
agrupamento UPGMA (Figura 6), foram correspondentes com 0S mesmos
(grupo 1 e 2) do agrupamento Bayesiano (Figura 8), enquanto 0S acessos
UEL157 e UEL179 formam o terceiro grupo.
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Figura 6 - Dendrograma com base no agrupamento UPGMA de 79 acessos de
C. baccatum por meio da distancia de Jaccard para os dados moleculares de
AFLP.



50

4 Grupo 1

L 2 Grupo 2

® UEL179

UEL157

UEL159
UEL158
UEL137
UEL133
UEL131
UEL130
UEL125
UEL122
UEL121
UEL116
UEL107
UEL106
UEL101
UEL151
UEL153
UEL174
UEL139
UEL115
UEL154
UEL150
UEL113
UEL114
UEL155
UEL149
UEL148
UEL126
UEL145
UEL110
UEL152
UEL109
UEL111
UEL142
UEL127
UEL138
UEL163
UEL156
UEL143
UEL170
UEL167
UEL171
UEL169
UEL135
UEL132
UEL177
UEL161
UEL147
UEL141
UEL162
UEL128
UEL124

tica de Jaccard, explicando 53,58% da

7

ancia gené

Figura 7 - Andlise da Coordenada principal (PCoA) de 79 acessos de C.

baccatum, conforme dist

variabilidade.

T Grupo>
B oo

UEL157
UEL179
UEL117
UEL146
UEL102
UEL165
UEL119
UEL168
UEL172
UEL134
UEL112
UEL123
UEL105
UEL173
UEL136
UEL118
UEL178
UEL176
UEL175
UEL160
UEL144
UEL140
UEL129
UEL120
UEL108
UEL104
UEL103
UEL166
UEL164

3) formados segundo a analise bayesiana para os

79 acessos de C. baccatum. As trés cores representam os trés diferentes

grupos. O percentual estimado de participacdo de cada acesso em um grupo é

Figura 8 - Agrupamentos (K
demonstrado no eixoy.
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DISCUSSAO

A andlise de acessos contidos em bancos de germoplasma é uma
importante estratégia para a conservacdo e 0 manejo correto dos recursos
genéticos. Estudos em colecBes de germoplasma, envolvem a caracterizacéo
morfoldégica e a caracterizagdo molecular, que possibilita identificar a
variabilidade genética contida na colecdo com maior precisdo e confiabilidade,
bem como determinar o grau de relacdo entre os gendtipos, gerando

informagdes importantes para planejamento dos programas de melhoramento.

Caracterizacdo morfolégica

Na caracterizagdo morfologica observou-se uma ampla variedade para
os descritores morfologicos do fruto propostos pelo IPGRI (1995). A
variabilidade de cores, formatos e a utilizacdo de novas classes de descri¢cao,
gue ndo estavam propostas na lista de descritores original (Ex: superficie do
fruto e formato da ponta do fruto), evidenciaram a enorme variabilidade
fenotipica existente nos frutos dos acessos de C. baccatum. Alguns acessos
(ex. UEL139 e UEL157) apresentaram ainda, mais de uma coloracao antes de
alcancar o estagio maduro. Os resultados encontrados corroboram com
aqueles relatados no trabalho de Sudré et al (2010), onde alguns acessos de
Capsicum spp. apresentaram mais de seis diferentes cores no estagio imaturo.

A ampla variabilidade fenotipica existente em espécies do género
Capsicum ja vem sendo reportada em estudos com C. chinense (BABA et al,
2015; FONSECA et al, 2008), C. anuumm (GELETA et al, 2005) e C. baccatum
(ALBRECHT et al, 2012b; LEITE et al, 2016). Possivelmente, a variabilidade
morfologica observada em C. baccatum reflete a ampla distribuicdo geografica
da espécie, aonde condi¢des climéticas e ambientais especificas possibilitaram
a selecdo de genotipos mais adaptados as condi¢Bes locais (BOSLAND e
VOTAVA, 1999; ALBRECHT et al, 2012b).

O método de Ward-MLM, para a analise conjunta das caracteristicas
qualitativas e quantitativas, permitiu a separacédo dos acessos em dois grandes
grupos (grupos 1 e 2), vem sendo utilizado com eficiéncia para a andlise de

caracteristicas morfoagronémicas em culturas como o feijio (BARBE et al,
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2010), goiaba (CAMPOS et al, 2013) e tomate (GONCALVES et al, 2009) e
também para o género Capsicum (SUDRE et al, 2010; BABA et al, 2015)

Nossos resultados mostraram que alguns descritores foram essenciais
para a distincdo entre os grupos 1 e 2, principalmente o formato do fruto,
corroborando com o trabalho de Baba et al (2015), onde este descritor também
foi essencial para a separacdo de acessos C. chinense em trés grupos.
Algumas caracteristicas diretamente ligadas ao formato do fruto, como o ombro
e o formato da ponta do fruto, também foram essenciais para a separac¢ao dos
dois grupos. As caracteristicas quantitativas também contribuiram para
formacdo dos dois agrupamentos, alocando acessos com frutos de maior
comprimento no grupo 2, onde o formato do fruto era alongado.

Conhecer a variedade fenotipica dos frutos € essencial para a sua
aplicacdo em programas de melhoramento genético. Os acessos de C.
baccatum que apresentaram como caracteristica a presenca de frutos de maior
comprimento e de formato alongado, podem ser aplicados em programas de
melhoramento da pimenta dedo-de-moga. E o caso, por exemplo, dos acessos,
UEL102, UEL113, UEL120, UEL122, UEL137, UEL147, UEL156 e UEL163
(Figura 2). A pimenta dedo-de-moca € amplamente apreciada no Brasil,
principalmente no Sul e Sudeste (NEITZKE et al, 2008), devido ao grau
intermediario de pungéncia, sendo geralmente consumida in natura, em
molhos, conservas e desidratadas, como € o caso da pimenta calabresa
(LOPES et al, 2007). Ja os acessos com formato de frutos campanulado
(UEL116, UEL121, UEL134, UEL149, UEL150, UEL155, UEL159 e UEL161)
sao caracteristicos da pimenta Cambuci ou Chapéu-de-Frade, a qual apresenta
uma pungéncia suave e em alguns casos, doce, sendo também bastante
apreciada na culinaria, para uso em saladas e cozidos (LOPES et al, 2007).

Ainda, outros acessos (UEL117, UEL119, UEL125, UEL139, UEL157 e
UEL153) apresentaram porte pequeno e frutos em diferentes colora¢cées no
processo de maturacdo. Essas caracteristicas sdo atrativas e muito apreciadas
para uso decorativo. Segundo Pickersgill (1971) e Bosland (1993) as
pimenteiras ornamentais geralmente tem de 30 a 50cm de altura e sao
utilizadas para a decoragao de ambientes. Entretanto, no Brasil existem poucas
variedades ornamentais conhecidas, embora os bancos de germoplasma

possuam muitos acessos com esse potencial (NEITZKE et al, 2010). Portanto,
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0S acessos portadores destas caracteristicas mostram potencial para uso em
programas voltados para o desenvolvimento de variedades de pimentas

ornamentais.

Na analise das variaveis canbnicas, as duas primeiras variaveis
explicaram grande parte da variacéo total (97,35%). Valores similares foram
encontrados nos estudos de Sudré et al (2010) (90,5%), Régo et al (2011)
(81,84%) e Baba et al (2015) (92,2%), esses valores, também foram
encontrados paras as duas primeiras variaveis canbnicas. O alto valor
encontrado, indica que a representacédo grafica € adequada para demonstrar a
relacdo entre os dois grupos formados, bem como entre os acessos dentro
desses grupos (SUDRE et al, 2010). Assim como em nosso estudo, Baba et al
(2015) demonstraram que o comprimento do fruto também contribuiu de forma
significativa para a primeira variavel canbnica, enquanto que 0 peso e 0

didmetro do fruto, ficaram correlacionados com a segunda variavel.

Caracterizacdo molecular

As altas porcentagens de polimorfismo geradas pelas combinacgbes de
primers de AFLP demonstram que esses marcadores séo altamente eficientes
para identificar polimorfismos entre os acessos de C. baccatum. Resultados
semelhantes foram encontrados nas analises desenvolvidas para as espécies
C. baccatum e C. anuumm, conforme relatado por Krishnamurthy et al (2015),
onde o0s autores encontraram uma porcentagem de 93,96% para o0s
marcadores AFLP. Em contraste, o nivel de polimorfismo encontrado em
nossos resultados foi superior em comparacdo com aqueles encontrados por
Albrecht et al (2012a) e Ibiza et al (2012). Os autores encontraram,
respectivamente, uma porcentagem de polimorfismo de 67% e 42,5%, para
acessos de baccatum var. pendulum e C. baccatum, originados de diferentes
colecBes. Esses dados enfatizam a importancia de estudos voltados para as
andlises genéticas das cole¢cfes mantidas em bancos de germoplasma.

O dendrograma gerado a partir dos dados de AFLP, separaram os
acessos em dois grandes grupos (Figura 6), corroborando com os dados

fornecidos pela andlise da coordenada principal (Figura 7) e pela andlise



54

Bayesiana (Figura 8). Nesta ultima, o acesso UEL157, ficou alocado com o
acesso UEL179, sugerindo uma maior proximidade genética entre esses
acessos. O acesso UEL157 possui caracteristicas ornamentais e devido a sua
maior distancia com os demais acessos e proximidade com o UEL179, pode
apresentar interessantes caracteristicas que podem ser exploradas no
desenvolvimento de variedades ornamentais. JA o acesso UEL179 pode ser
uma potencial fonte de genes de resisténcia a doencgas, visto que é uma
variedade silvestre da espécie C. baccatum (C. baccatum var. praetermissum)
(BIANCHETTI e CARVALHO, 2005).

Os acessos associados em cada um dos grupos gerados pelos
marcadores AFLP revelaram uma grande variabilidade genética, ndao sendo
possivel identificar uma relacdo com os descritores morfoagronémicos do fruto.
Resultados semelhantes foram encontrados por Baba et al (2015) em C.
chinense. O acesso UEL179 (C. baccatum var. praetermissum) aparece isolado
entre os dois grupos, apresentando uma distancia média de 0,70 com os
demais acessos. Nossos dados corroboram com os encontrados por Albrecht
et al (2012a), onde esta variedade também agrupou distante de outras
variedades de C. baccatum. No mesmo trabalho os autores citam que a
separacdo de C. baccatum var. praetermissum é muito mais evidente do que
para outras variedades de C. baccatum, como por exemplo a variedade
silvestre C. baccatum var. baccatum. Ainda o trabalho realizado por Ibiza et al
(2012), mostra que a variedade C. baccatum var. praetermissum agrupou de
forma distinta, podendo ser considerada como uma espécie diferente. O alto
valor de bootstrap (100%), encontrado em nosso trabalho, confirma esta

informacéo.

Nossos resultados demonstraram auséncia de relagédo entre a distancia
genética, estimada a partir dos dados de AFLP, e a origem geografica entre os
acessos avaliados. Esse resultado corrobora com os trabalhos realizados com
a espécie C. chinense (FINGER et al, 2010; BABA et al, 2015) e C. anuumm
(SREELATHAKUMARY e RAJAMONY, 2004). Baral e Bosland (2002) citam
gque muitas vezes, acessos provenientes de colecdes de germoplasma séo
obtidos em mercados, feiras e até mesmo em propriedades familiares. Assim, é

dificil afirmar a real origem geogréafica desses acessos, 0 que explicaria, pelo
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menos em parte, a auséncia de relacdo entre distancia genética e a origem

geogréfica.

Assim como as outras espécies domesticadas do género, C. baccatum é
predominantemente autégama. Entretanto, estudos realizados por Albrecht et
al (2012b) demonstraram introgressdo de caracteres morfolégicos entre
variedades botanicas e ainda, que formas selvagens e domesticadas sao
interférteis, evidenciando a existéncia de fluxo génico em populac¢des naturais
da espécie. O fluxo génico pode também ser causado por agentes de
polinizacdo e dispersdo naturais, como insetos e o vento (BREESE, 1989;
BABA et al, 2015). Tewksbury (2001) cita ainda, a importancia dos passaros no
processo de dispersdo de sementes de pimenta a curtas distancias entre
diferentes regifes. O autor argumenta que 0S passaros, por ndo apresentarem
sensibilidade a capsaicina, facilitam a dispersdo das sementes do género
Capsicum. Todavia, enquanto o processo de domesticacdo e cultivo limita o
fluxo génico, identificamos altos niveis de variabilidade entre os acessos
possivelmente, decorrente a mistura de material genético contido no banco de
germoplasma e, que tem origem a partir de amostras resultantes do intenso
intercambio de sementes e frutos de C. baccatum entre agricultores.

Nos estudos de diversidade genética com marcadores AFLP e de eco
geografia, realizados por Albrecht et al (2012a) e Albrecht et al (2012b), outro
importante ponto € ilustrado. Os autores identificaram a separacdo de acessos
de C. baccatum em dois grandes grupos, de acordo com suas origens
geograficas (oriental e ocidental). O grupo oriental correspondeu a acessos
com origem no Brasil e leste da Argentina e Paraguai. Ja o ocidental, agrupou
acessos provenientes do Peru, Colédmbia, Chile, Bolivia e oeste da Argentina.
Notou-se que o0 pool genético dessas duas éareas € homogéneo e
provavelmente essa separagdo foi causada por isolamento por distancia.
Sugeriu-se, portanto, que C. baccatum teve diferentes origens de
domesticacado, evoluindo em duas linhas principais (oriental e ocidental). Em
nosso estudo, todos os acessos (com excec¢ao do UEL148, que tem origem no
Peru), sdo provenientes da zona oriental, podendo explicar a auséncia de
relacdo entre as associacdes verificadas pelos dados genéticos e origem

geografica. Por outro lado, a alta variabilidade genética encontrada, pode ter
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relacdo com a procedéncia dos acessos a partir da zona oriental, considerada
como um dos centros de diversificacdo da espécie C. baccatum. Segundo
Bespalhok et al (2007), o centro de diversidade de uma espécie é caracterizado
como tendo uma elevada variabilidade genética.

A falta de associacdo, observada entre os agrupamentos identificados
pela caracterizacdo morfoagronébmica e molecular, mostram que as duas
andlises se complementam e sédo necessarias para a boa caracterizagdo de um
banco de germoplasma, conforme ja demonstrado por Islam et al (2011),
Potokina et al (2012), Baba et al (2015) e Leite et al (2016). A analise
combinada de dados morfoagronémicos e moleculares adiciona informacdes
importantes referentes & base genética contida nos acessos analisados,
evidenciando que a colecdo conserva grande potencial como fonte de genes de
interesse. Os resultados obtidos podem ser utilizados para aumentar a
eficiéncia dos procedimentos voltados para a conservacdo e manejo do banco

de germoplasma de C. baccatum.

CONCLUSAO

Nossos resultados comprovaram a eficiéncia da utilizacdo concomitante
dos descritores morfoagrondémicos do fruto e dos marcadores AFLP, em
identificar a variabilidade genética existente entre 79 acessos de C. baccatum,
demonstrando que o banco de germoplasma analisado € altamente
representativo da base genética da espécie, com grande potencial como fonte

de genes para ser utilizado em programas de melhoramento genético.
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