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MOREIRA, Aline Fabiana Paladini. Diversidade genética e analise de associacao
de caracteres agronémicos em Capsicum chinense por meio de marcadores
AFLP. 2017. 87f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2017.

RESUMO

Capsicum chinense destaca-se pela enorme diversidade de tamanhos, coloracgao,
formatos e niveis de pungéncia dos frutos. No Brasil € consumida na forma in
natura, em conserva, como temperos e condimentos. Ha uma crescente demanda
por cultivares de pimenta de qualidade que associem resisténcia as pragas e
doencgas. Entretanto, o que define o sucesso de um programa de melhoramento é o
conhecimento da variabilidade agrondmica e genética. Sendo assim, o objetivo do
trabalho foi estudar a diversidade agronémica e molecular de 65 acessos de C.
chinense e identificar marcadores AFLP associados com os caracteres agrondmicos.
Os acessos foram avaliados sob o delineamento experimental de blocos ao acaso,
com duas repeti¢cdes. A caracterizagdo agrondmica foi baseada em seis descritores
(comprimento do fruto - CF, diametro do fruto - DF, espessura do pericarpo - EP,
massa média do fruto - MMF, massa seca do fruto — MSF, e teor de sdélidos solluveis
- TSS). Foram estimados os parametros genéticos para cada caracteristica e os
acessos foram agrupados pelo método Ward com base na disténcia euclidiana
média padronizada. Os acessos apresentaram grande variabilidade para todas as
caracteristicas agronémicas, sendo separados em trés grupos pelo método Ward.
Valores de baixa e alta magnitude para herdabilidade foram encontrados (0,31 a
0,90). Foram utilizadas quatro combinag¢des de primers AFLP. A distancia genética
variou de 0,5 a 0,99 e a maioria dos gendtipos ficaram concentrados nas classes de
0,6 --| 0,7 e de 0,7 --| 0,8, o que evidencia uma alta variabilidade genética entre os
acessos. Dois grupos parcialmente concordantes foram identificados utilizando o
agrupamento Hierarquico de Ward e o software Structure. A analise de associagéo
utilizando o software Tassel mostrou que alguns marcadores foram associados com
mais de uma caracteristica agronémica. O modelo de associagdo baseado apenas
na estrutura de populagdo e kinship, restringiu 0 numero de associagoes
significativas, reduzindo a chance de ocorréncia de falsos positivos.

Palavras-chave: Pimentas. Parametros genéticos. Marcadores moleculares.
Estrutura de populacdo. Modelos mistos.



MOREIRA, Aline Fabiana Paladini. Genetic diversity and association analysis of
the agronomic traits in Capsicum chinense by AFLP markers. 2017. 87p.
Dissertation (Master's Degree in Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, Parana State - Brazil. 2017.

ABSTRACT

Capsicum chinense is highlighted by the huge diversity of size, color, shape and fruit
pungence. This species in Brazil is consumed in natura, seasoning and condiments.
There is an increasing demand for high quality pepper cultivars that associate pest
and disease resistances. However, what defines the success of a breeding program
is the knowledge of the agronomic and genetic variabilities. Thus, the objective of this
study was to study the agronomic and molecular diversity of 65 accessions of C.
chinense and the identification of AFLP markers associated with the agronomic traits.
The accessions were evaluated in randomized block design, with two replications.
The agronomic characterization was based on six descriptors (fruit length - FL, fruit
diameter - FD, pericarp thickness - PT, average fruit weight - AFW, fruit dry mass -
FDM and total soluble solids - TSS). The genetic parameters for each characteristic
were estimated and the accessions were grouped by Ward method based on the
standardized average euclidean distance. The accessions showed high variability for
all traits and were separated into three groups. Low and high magnitude values for
heritability were found (0,31 to 0,90). Four AFLP primer combinations were used.
The genetic distance varied from 0.5 to 0.99 and most genotypes were concentrated
in classes from 0.6 --| 0.7 and from 0.7 --| 0.8, which showed high genetic variability
among the accessions. Two groups partially concordants were identified using the
Hierarchial clustering of Ward and the Structure software. Association analisys using
Tassel software showed that some markers were associated with more than one
agronomic characteristic. Then, the association Tassel model based on population
structure and kinship restricted the number of significant associations, reducing the
chance of occurrence of false positives.

Keywords: Peppers. Genetic parameters. Molecular markers. Population structure.
Mixed models.
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1 INTRODUCAO

O género Capsicum, ao qual pertence as pimentas e pimentdes, é
amplamente cultivado em todo mundo e compde uma importante parte do mercado
de hortaligas frescas do Brasil (DUTRA et al.,, 2010). As pimentas também
desempenham papel significativo para a industria alimenticia, farmacéutica e
cosmética (YAMAMOTO; NAWATA, 2005). Atualmente existem 38 espécies
descritas, entre as quais C. annuum var. annuum L., C. baccatum var. pendulum L.,
C. chinense Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens Ruiz et Pavon sdo consideradas
domesticadas (DeWITT; BOSLAND, 2009; POZZOBON; SCHIFINO-WITTMANN;
BIANCHETTI, 2006).

O Brasil € um importante centro de diversidade de Capsicum spp.
sendo considerado o centro de domesticacdo da espécie C. chinense (MOSES;
UMAHARAN, 2012). Essa espécie apresenta grande variabilidade de tamanhos,
coloracédo, formatos e niveis de pungéncia dos frutos (LANNES et al., 2007).
Engloba pimentas conhecidas como Pimenta de Cheiro, Habanero, Biquinho,
Pimenta de Bode, Cumari do Para e Murupi.

Devido a grande importancia econémica e social de Capsicum spp.,
o conhecimento da variabilidade genética é fundamental para um programa de
melhoramento, pois permite a identificacdo de genitores de uso potencial. Dentre as
ferramentas utilizadas para conhecimento da variabilidade genética estdo os
marcadores moleculares. Para o género Capsicum, marcadores moleculares como
RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) (INCE; KARACA; ONUS, 2010; SIKORA;
NOWACZYK, 2014), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
(KRISHNAMURTHY et al., 2015; WAHYUNI et al., 2013), SSR (Simple Sequence
Repeats) (MINAMIYAMA et al., 2007; CHENG et al., 2016), ISSR (Inter Single
Sequence Repeats) (AHMED, 2013; PATEL et al., 2011) e SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) (TARANTO et al., 2016) tém sido empregados para diferentes
finalidades.

Além do estudo da diversidade genética, os marcadores moleculares
sdo aplicados para constru¢cdo de mapas de ligacdo (SEMAGN; BJONSTAD;
NDJIONDJOP, 2006) e também para entender a heranga de caracteristicas

poligénicas por meio da deteccdo dos locos responsaveis pela expressao desses
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caracteres, que sado denominados QTLs (Quantitative Trait Loci) (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998).

As pesquisas com diferentes espécies de Capsicum tém relatado
QTLs relacionados a diversas caracteristicas. Ben-Chaim et al. (2001) utilizaram
marcadores RFLP, AFLP, RAPD e marcadores morfolégicos e identificaram 55 QTLs
relacionados a caracteristicas de frutos, por meio do estudo da geragao F; derivada
do cruzamento entre dois genotipos de Capsicum annum. Brand et al. (2012)
identificaram dois QTLs responsaveis pelo controle dos niveis de clorofila em
pimenta. Lee et al. (2016) estudando uma populagdo derivada do cruzamento de
Capsicum annuum “NB1” x Capsicum chinense “Bhut Jolokia” verificaram que os
QTLs qcap3.1 e qcapb6.1 sao responsaveis pelo teor de capsaicina. Mongkolporn
(2015) encontrou QTLs associados a resisténcia a antracnose em populacdes
derivadas do cruzamento entre C. annuum e C. chinense e do cruzamento
interespecifico de C. baccatum.

A maioria dos mapeamentos de QTLs baseiam-se em populacdes
obtidas a partir de cruzamentos controlados, o que demanda alto custo e possui
baixa resolu¢do na deteccéo de QTLs (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER,
2003). Entretanto, ha um outro método que utiliza o histérico de desequilibrio de
ligacdo de uma espécie para relacionar fenotipos a gendtipos, definido como
mapeamento associativo (YU et al., 2008). Essa técnica € baseada no principio que
quanto menor o desequilibrio de ligacdo da regido do genoma avaliado, mais
proximo se estara do loco génico responsavel pela variagao.

No melhoramento de plantas o mapeamento associativo pode
apresentar varias vantagens sobre a analise de ligagdo classica, como a ampla
variabilidade que pode ser incluida na populagéo de origem, o que permite explorar
a variabilidade genética encontrada em bancos de germoplasma. Um segundo fator
seria a busca por locos génicos simultaneos responsaveis por caracteres multiplos
sem a necessidade de desenvolver populagbes em permanente segregacao (YU;
BUCKLER, 2006).

O objetivo do presente trabalho foi estudar a diversidade agronémica
e molecular de 65 acessos de C. chinense e identificar marcadores AFLP

associados com os caracteres agrondmicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM E ASPECTOS BOTANICOS DE Capsicum

As pimentas pertencem ao género Capsicum, o qual tem origem na
América do Sul e Central (DJIAN-CAPORALINO et al. 2007; NICOLAI et al., 2013). E
um género com ampla variabilidade, sendo descritas 38 espécies, entre as quais
apenas C. annuum var. annuum L., C. baccatum var. pendulum L., C. chinense
Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens Ruiz et Pavon sdo domesticadas (DeWITT,;
BOSLAND, 2009; POZZOBON; SCHIFINO-WITTMANN; BIANCHETT]I, 2006).

Pickersgill (2007) acredita que as espécies de Capsicum
provavelmente foram domesticadas independentemente em pelo menos trés
regides: C. annuum var. annuum e C. frutescens na Mesoameérica, C. baccatum. var.
pendulum e C. pubescens na regiao Andina, e C. chinense na regido da planicie
tropical da América do Sul.

Moscone et al. (2007) consideram quatro centros de distribuicdo do
género, sendo: (1) a regido compreendida pelo sul dos Estados Unidos da América e
México até o oeste da América do Sul; (2) regido nordeste do Brasil e regido costeira
da Venezuela; (3) regiao costa leste do Brasil; e (4) regido central da Bolivia, norte
do Paraguai e centro da Argentina, sendo que o maior numero de espécies esta
concentrado no Brasil. Fésseis encontrados em sitios arqueolégicos mostraram que
as pimentas juntamente com vestigios de outros alimentos datam de 6000-7500
anos antes de Cristo e sdo consideradas o primeiro tempero utilizado por humanos
(BASU; DE, 2003; HILL et al., 2013; PERRY et al., 2007).

Baseadas nas caracteristicas citogenéticas, morfolégicas e de
cruzabilidade, as espécies que compdem este género séo distribuidas em trés
complexos génicos. O complexo C. annuum reune as espécies C. annuum, C.
chinense e C. frutescens; o complexo C. baccatum reune C. baccatum var.
baccatum (forma silvestre) e C. baccatum var. pendulum (forma cultivada); e o
complexo C. pubescens reune algumas espécies silvestres e apenas uma cultivada,
a C. pubescens (INCE; KARACA; ONUS, 2010; MARTINS et al., 2010).

As espécies desse género pertencem a Divisdo Spermatophyta, Filo

Angiospermae, Classe Dicotiledoneae, Ordem Solanales e Familia Solanaceae
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(ANDREWS, 1995). As diferentes espécies e variedades de Capsicum sao
usualmente discriminadas com base nas caracteristicas morfologicas de frutos,
folhas e, principalmente, das flores (DIAS et al., 2013; MOREIRA et al., 2006).

As caracteristicas das flores podem claramente diferenciar as
espécies C. baccatum e C. pubescens, na qual a primeira apresenta corola branca e
anteras amarelas, ja a segunda tem corola purpura e anteras purpuras ou violetas.
Porém, entre as espécies C. annuum, C. chinense e C. frutescens, essa
diferenciagao se torna um pouco mais complicada, pois nas trés a cor da corola
varia de branco a amarelo esverdeado e as anteras de purpura a violeta. O que as
diferencia, ao nivel de chaves taxonémicas, € o numero de flores por n6 e a
constricdo do calice (GUERRA, 2001). As principais espécies domesticadas do
género também podem ser identificadas pela posigédo da flor e do pedicelo, presenca
ou auséncia de manchas nos lobos das pétalas e margem do calice (CARVALHO;
BIANCHETTI, 2004).

As pimentas podem ser anuais, bienais e perenes. Crescem
predominantemente como arbustos perenes, embora varias espécies apresentem
crescimento herbaceo bienal como C. annuum, C. chinense e C. frutescens, sendo
C. parvifolium uma das poucas espécies que se desenvolvem em arvores (MARTINS
et al., 2010).

As pimentas do género Capsicum apresentam flores hermafroditas e
reproduzem-se principalmente por autofecundacdo. Nao obstante, a polinizacao
cruzada também pode ocorrer entre individuos dentro da mesma espécie e entre
espécies do género (CARVALHO; BIANCHETTI, 2008), sendo proporcionada por
alteragdes morfolégicas na flor, pela agéo de insetos polinizadores e por praticas de
cultivo, tais como, adensamento ou cultivo misto (RIBEIRO; REIFSCHNEIDER,
2008). Estudos demonstraram que a polinizagao cruzada pode ocorrer em uma faixa
de 2 a 90% (BOSLAND; VOTAVA, 1999; NASCIMENTO; DIAS; FREITAS, 2006) e
Costa et al. (2008) afirmam que essa faixa varia de 0,5 a 70%. Nas espécies
domesticadas, o estigma se encontra no mesmo nivel das anteras aumentando a
possibilidade de autopolinizagdo, enquanto que nas espécies selvagens o estigma
estd acima das anteras, o que facilita a fecundagdo cruzada (CASALI; COUTO,
1984).

As espécies cultivadas de Capsicum sao todas diploides, com 2n =

2x = 24 cromossomos, sendo os cariotipos variaveis dependendo da espécie;
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todavia, ha um grupo de espécies silvestres diploides, com 2n = 2x = 26
cromossomos (POZZOBON; SCHIFINO-WITTMANN; BIANCHETT]I, 2006).

Uma caracteristica intrinseca que diferencia o género Capsicum é a
pungéncia devido a presenca de alcaloides que se acumulam na superficie da
placenta, local onde as sementes estdo inseridas, denominados capsaicindides.
Entretanto, a concentragdo desses compostos varia nos frutos de espécies distintas
e entre genotipos da mesma espécie (BOSLAND; VOTAVA, 1999). Logo, € possivel
encontrar frutos de Capsicum com diferentes niveis de pungéncia e outros néo

pungentes dentro de uma mesma espécie (LANNES, 2005).

2.1.1 Capsicum chinense

A espécie C. chinense engloba as pimentas conhecidas como
Pimenta de Cheiro, Habanero, Biquinho, Pimenta de Bode, Cumari do Para e
Murupi. Essa espécie é amplamente difundida na América tropical, na qual,
apresenta grande diversidade biologica (PICKERSGILL, 2007). Possui a regidao da
Bacia Amazoénica como seu centro de domesticagdo (CARVALHO; BIANCHETTI,
2008; MOSES; UMAHARAN, 2012).

O nome C. chinense, foi designado pelo holandés Kikolaus von
Jacquinomist, que surgiu de um equivoco, quando este considerava ser a espécie
originaria da China, mesmo que na época, ja houvessem relatos de que esse nao
era o seu centro de origem (BOSLAND; VOTAVA, 1999).

Tem grande importancia devido a sua variabilidade fenotipica,
principalmente nos frutos que possuem diferentes tamanhos, coloracido, formatos e
niveis de pungéncia. Adaptacdo as condigbes tropicais e maiores niveis de
resisténcia as principais doencgas tropicais também s&o caracteristicas importantes
dessa espécie (CARVALHO et al., 2006).

Segundo Smith e Heiser (1957), a espécie apresenta originalmente a
seguinte descricdo boténica: plantas com 45 a 76 cm de altura; folhas e ramos
essencialmente glabros, raramente densos e com pequena pubescéncia, folhas
ovadas a ovado-lanceoladas de 10,5 cm, largas, macias ou rugosas, de tonalidades
verdes claras a escuro; as flores aparecem de trés a cinco por nd, exceto em plantas
depauperadas; o pedicelo € pendente, raramente ereto, relativamente curto e grosso

na antese; calice apresenta-se sem dentes com forte constricdo na base; corola
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verde-amarelada ou raramente esbranquicada, medindo de 0,5 a 1,0 cm de
comprimento; anteras azuis, purpuras ou amareladas; os frutos variam de 1,0 a 12,0
cm de comprimento, com formas variadas, de esféricos a alongados, pouco ou muito
enrugados, com coloragdo salmao, laranja, amarela, vermelha ou marrom; a
margem da semente é sempre ondulada e raramente suave.

O que a diferencia das outras espécies € a presenca de uma
constricao anelar (Figura 1), localizada no calice com a sua unido com o pedicelo do
fruto (CARVALHO; BIANCHETTI, 2008; NUEZ-VINALS et al., 1998).

Figural— Calice com apresentagao de constricdo anelar (direita) exclusiva da
espécie Capsicum chinense.

Presenca de
Constrigao

Auséncia de
Constricao

Fonte: LUZ (2007)

Seus frutos podem ser suaves, doces e aromaticos ou até mesmo
extremamente picantes (RIBEIRO et al., 2008). Uma de suas representantes, a ‘Bhut
Jolokia’ & considerada como uma das pimentas mais picantes do mundo com mais
de 1.000.000 unidades Scoville (DeWITT; BOSLAND, 2009), que € uma medida
desenvolvida pelo farmacologista Wilbur L. Scoville, que classifica as pimentas de
acordo com sua pungéncia (REIFSCHNEIDER, 2000).
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2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA E NUTRICIONAL DE Capsicum

As espécies de Capsicum se destacam por englobarem uma das
culturas mais importantes mundialmente como condimento (DeWITT; BOSLAND,
2009). No mundo, cerca de 89% de toda a area cultivada esta localizado no
continente asiatico. A segunda regido mais importante no cultivo de pimentas
compreende os Estados Unidos e o México, com cerca de 7% do total mundial.
(PINTO et al., 2010; RUFINO; PENTEADO, 2006).

Segundo dados da FAOSTAT (2014), a produgdo mundial de
pimentas no ano de 2014 ultrapassou 36 bilhdes de toneladas, sendo China, México,
Turquia, Indonésia e india os paises que concentraram mais de 68% de toda
producdo. Nao sem tem uma estimativa exata da producédo no Brasil em razédo de
grande parte ser cultivada por pequenos agricultores de diversas regides brasileiras,
mas acredita-se que a area cultivada anualmente chega proximo de cinco mil
hectares, com uma produc¢ao de 75 mil toneladas (RIBEIRO et al., 2011).

No Brasil as pimentas do género Capsicum recebem destaque no
mercado de hortalicas frescas e no segmento de condimentos, temperos e
conservas (BIANCHETTI; CARVALHO, 2005; DUTRA et al., 2010), além de servirem
de matéria-prima para as industrias farmacéutica e cosmética (YAMAMOTO;
NAWATA, 2005). Também sao utilizadas como plantas ornamentais, por possuirem
caracteres que conferem valor estético, como folhagem variegada, pequeno porte e
frutos de coloracdo intensa que contrastam com a folhagem (CARVALHO et al.,
2006).

Os estados de Minas Gerais, Goias, Sao Paulo, Ceara e Rio Grande
do Sul sdo os principais produtores, com uma produtividade de 10 ton ha™ a 30 ton
ha™', dependendo do tipo de pimenta (MADAIL et al., 2005; REIFSCHNEIDER;
RIBEIRO, 2008; RUFINO; PENTEADO, 2006).

As pimentas tém grande importancia socioecondmica, pois seu
cultivo contribui para o aumento da renda nas pequenas propriedades e para a
fixagdo de trabalhadores na area rural, ja que demanda grande mao-de-obra para a
colheita (SUDRE et al., 2010).

Quanto ao aspecto nutricional, os frutos das pimentas sao ricos em

carotenoides, flavondides, fenodis, acido ascoérbico e capsaicina (ZAKI et al., 2013).
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Também possuem altos niveis de vitamina C e sao 6timas fontes de vitaminas A, B,
E e K (DJIAN-CAPORALINO et al., 2007).

Segundo Leung (2008), a capsaicina em agdo conjunta com o [-
caroteno e as vitaminas A e C atuam na diminuigdo do nivel de gordura no sangue,
possuem acgao expectorante ajudando a descongestionar vias respiratorias (XU et
al., 2005), acao anti-inflamatdria e antioxidante (TEWKSBURY et al., 2008).

Os frutos desse género contém baixos teores de sédio e colesterol e
estimulam o sistema urinario (MATERSKA; PERUCKA, 2005; SUN et al., 2007),
possuem também proteinas, glicidios, lipidios, minerais, agua e pequena taxa de
matéria seca (BOSLAND; VOTAVA, 2003). O consumo regular de pimenta também
influencia a liberacdo de endorfinas, mediadores quimicos responsaveis pelo bem-
estar e pela variagdo do bom humor, além de reduzir o apetite e a ingestdo de
calorias (ADAMS, 2007).

2.3 MELHORAMENTO DE Capsicum

O melhoramento genético de pimentas iniciou-se com o0s primeiros
agricultores que, ao selecionarem e preservarem alguns tipos de pimentas que se
mostravam mais atrativas e interessantes, involuntariamente praticaram o
melhoramento por selecdo em massa, conhecido como selecdo massal
(REIFSCHNEIDER, 2000). Os programas de melhoramento tém explorado a
diversidade genética de Capsicum, principalmente das espécies C. annuum, C.
chinense, C. baccatum e C. frutescens (WAGNER, 2003).

Ha uma crescente demanda por cultivares que associem resisténcia
as pragas e doengas, além de qualidade e produtividade, principalmente para
atender o processamento industrial (BENTO et al., 2007). Caracteristicas desejaveis,
como, firmeza, uniformidade da maturagao, solidos soluveis e vitamina C (LANNES
et al., 2007), presentes em C. chinense, despertam interesse de incluir essa espécie
em programas de melhoramento da espécie mais cultivada do género Capsicum, a
C. annuum.

Segundo Carvalho et al. (2006) o desenvolvimento de cultivares
ricas em compostos funcionais (alimentos que beneficiam uma ou mais fungdes
organicas, além da nutricdo basica) tem se consolidado como um dos principais

focos dos programas de melhoramento genético de hortaligas.
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Os autores Moreira et al. (2006), Régo et al. (2011) e Ribeiro e
Reifschneider (2008), destacam que os principais métodos de melhoramento
utilizados no desenvolvimento de cultivares de pimenta sdo: Método Genealdgico ou
Pedigree, que se baseia na selegdo individual de plantas superiores, sendo mantido
um registro de todas as relagdes entre os genitores e as respectivas progénies. A
selecao ¢ iniciada na geracédo F2, na qual, segundo o julgamento do melhorista, sao
escolhidos os individuos que deverdo dar as melhores progénies; Método dos
Descendentes de Uma Unica Semente - SSD (Single Seed Descent) em que as
geragbes sdo avangadas a partir da F, tomando-se uma uUnica semente de cada
individuo em cada geracéao, até se chegar a um nivel satisfatorio de uniformidade;
Retrocruzamento, que envolve o cruzamento de uma cultivar selecionada com um
genitor que apresenta uma ou poucas caracteristicas de grande interesse e o
cruzamento da geragao filial com o progenitor recorrente; Retrocruzamento de
Linhagens - IBLS (Inbred Backcross Line System), que € uma mistura dos métodos
de Retrocruzamento e SSD.

Em varias partes do mundo programas de melhoramento de
pimentas e pimentdes tém sido realizados. A New Meéxico State University
desenvolve programas que visam o melhoramento para resisténcia a doencgas e teor
de pungéncia (COON, 2004). A Texas A & M University busca desenvolver
linhagens com maiores teores de carotenoides, de acido ascorbico e flavonoides
(CROSBY et al., 2004).

Os programas nacionais de melhoramento de pimentas sao restritos,
principalmente em fungdo do pouco interesse das companhias em comercializar
sementes de pimenta. Apesar do crescente interesse no cultivo pimentas, este ainda
¢é feito por pequenos produtores que produzem suas proprias sementes ou compram
frutos maduros em mercados e feiras e deles extraem as sementes que serao
utilizadas para plantio (MOREIRA et al., 2006).

Os programas de melhoramento de Capsicum desenvolvidos no
Brasil sdo conduzidos por empresas publicas e também por universidades, as quais
trabalham na coleta e caracterizacdo da variabilidade genética das espécies.
Destacam-se a: Embrapa Hortalicas (CARVALHO; BIANCHETTI; HENZ, 2003;
NASCIMENTO FILHO; BARBOSA; LUZ, 2007; VILELA; RIBEIRO; MADAIL, 2008);
Universidade Federal de Vigosa (PEREIRA, FINGER; CASALI, 2008; REGO et al.,
2003; SEGATTO, 2007; VIDIGAL, 2008); Universidade Estadual do Norte
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Fluminense-Darcy Ribeiro (COSTA et al., 2006; SOUZA, 2008; SUDRE et al., 2006)
e Universidade Federal de Lavras (CAIXETA, 2009; GOMIDE; MALUF; GOMES,
2003; NASCIMENTO et al., 2004; SOUSA; MALUF, 2003).

Entre as cultivares lancadas nos ultimos anos estdo duas de C.
annuum, a BRS Sarakura (pimenta do tipo jalapefio vermelha) e a BRS Garga
(pimenta do tipo jalapefio vermelha); uma C. baccatum, BRS Mari (pimenta do tipo
dedo-de-moga) e quatro C. chinense, a BRS Moema (pimenta do tipo biquinho),
BRS Seriema (pimenta do tipo bode), BRS Juruti e BRS Nandaia (pimentas do tipo
habanero); todas langcadas pela EMBRAPA (CARVALHO; BIANCHETTI,
REIFSCHNEIDER, 2009; RIBEIRO et al., 2015).

2.4 MARCADORES MOLECULARES

Para se obter sucesso em um programa de melhoramento é
necessario o conhecimento da quantidade de variagdo pertencente a espécie de
interesse. Com o avango da genética molecular, diversas técnicas tém sido
utilizadas em estudos de diversidade genética, gerando informagdes importantes
para apoiar diferentes acdes de pesquisa, desde a coleta até o uso dos recursos
genéticos em programas de melhoramento (FALEIRO, 2007).

Para avaliacdo da diversidade genética e constru¢cdo de mapas de
ligacdo, a caracterizagdo molecular é muito util, pois os marcadores moleculares
permitem a deteccao de polimorfismo de sequéncia de DNA entre acessos de uma
colecdo de germoplasma. O sitio do genoma estudado também pode ser utilizado
em diferentes estudos genéticos como o mapeamento e isolamento de genes
(FERREIRA; MORETZSOHN; BUSO, 2007).

Culturas de interesse econdmico, incluindo as do género Capsicum,
contam com o advento dos marcadores moleculares ligados a genes de importancia
econ6mica (BEN-CHAIM et al., 2006; DJIAN-CAPORALINO et al., 2001; HUH et al.,
2001; LEFEBVRE et al., 2001), visando a transferéncia e piramidacédo de genes para
variedades cultivadas.

Sao também utilizados para distinguir as espécies de Capsicum,
(BARAL; BOSLAND, 2004; TOQUICA et al., 2003), resolver incertezas relacionadas
a taxonomia (RODRIGUEZ et al., 1999; TOQUICA et al., 2003), e avaliar a
diversidade genética em cole¢cdes de germoplasma (BARAL; BOSLAND, 2002;
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BUSO et al.,, 2003; HERNANDEZ-VERDUGO; LUNA-REYES; OYAMA, 2001;
LANTERI et al., 2003; VOTAVA; BARAL; BOSLAND, 2005).

A espécie C. chinense possui grande variabilidade, sendo assim,
estudos de caracterizagdo molecular e citogenética sdo de fundamental importancia,
por revelarem informagdes significativas tanto para o melhoramento genético quanto
para estudos citotaxonémicos (PICKERSGILL, 2007).

Os principais tipos de marcadores moleculares utilizados sao
Microssatélite (ou SSR - Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Single Sequence
Repeats), SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism). A diferenga entre os tipos de marcadores moleculares esta
na tecnologia utilizada para revelar a variabilidade ao nivel de DNA, assim variam de
acordo com a habilidade de detectar diferencas entre os individuos, custos,
facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (BOREM; CAIXETA, 2009).

Os marcadores moleculares podem ser dominantes, isto €, detectam
a presenga ou auséncia do segmento amplificado, assim ndo sao capazes de
distinguir os individuos heterozigotos dos homozigotos (BARDAKCI, 2001). Neste
caso, 0 genotipo homozigoto recessivo € identificado pela auséncia da banda no gel
e 0s genotipos homozigoto dominante e heterozigoto sdo alocados na mesma classe
fenotipica, ou seja, a presenga da banda no gel. Ou podem ser codominantes, o que
significa que em cada loco estudado é possivel identificar genétipos heterozigotos e
homozigotos, trazendo mais informagcbées a nivel genético. (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple sequence repeats)
foram desenvolvidos por Hamada, Petrino e Kakunaga (1982). Destacam-se devido
a heranga codominante, possibilitam uma boa cobertura do genoma de qualquer
eucarioto por serem amplamente distribuidos e frequentes no genoma, mostrando
grande diversidade genética, além de apresentar alta reprodutibilidade (AGARWAL;
SHRIVASTAVA; PADH, 2008; KALIA et al., 2011).

Os marcadores SSR s&o baseados em PCR e constam de
sequéncias curtas compostas de um a seis nucleotideos, que podem estar repetidas
em tandem e diferem quanto a composicdo dos nucleotideos. Geralmente, no
genoma de plantas, as sequéncias repetidas de di-nucleotideo, tri-nucleotideo, tetra-
nucleotideos estdo mais amplamente distribuidas. O numero dessas repeticdes varia

entre os individuos e sao responsaveis pelo polimorfismo gerado. Enquanto o
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numero de repeticdes € variavel, as sequéncias que flanqueiam o microssatélite sao
conservadas, sendo utilizadas para o ancoramento dos iniciadores e a amplificagéo
do loco (JIANG, 2013).

Esses marcadores sao utilizados em diversos campos do estudo
genético de espécies cultivadas e silvestres, pois fornecem informagdes importantes
para a construgcdo de mapas de ligagao (OLIVEIRA et al., 2006), para avaliagao do
germoplasma de populagbes melhoradas e servem para estimar a similaridade ou
diversidade genética (LACAPE; DESSAUW; RAJAB, 2007).

Os marcadores ISSR (Inter Single Sequence Repeats) sao
marcadores dominantes e sdo baseados na técnica de amplificacdo de DNA por
PCR, utilizando um unico primer composto de uma sequéncia de microssatélite,
ancorado na regidao 3’ ou 5 por dois nucleotideos arbitrarios (GONZALEZ et al.,
2005).

Sao utilizados para inferéncias filogenéticas (DOGAN; DURAN;
HAKKI, 2007), avaliagdo da diversidade genética (AGUILERA et al., 2011), estudos
de complexos de espécies (MICHELAN et al., 2012), entre outros. Ahmed (2013)
descreve que, além desses marcadores serem amplamente utilizados para
caracterizagao e discriminacdo dos acessos, atuam também como excelentes
ferramentas para o mapeamento genético.

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ou seja, polimorfismo de
base individual € uma pequena mudanga ou variagado genética que ocorre dentro da
sequéncia de DNA. A maioria dos polimorfismos ocorrem na forma bialélica, pois a
probabilidade de alteracdo de duas bases independentes, presentes em uma
mesma posicido, € baixa. Porém, polimorfismos do tipo insergdes, delegdes, tri- ou
tetra-alélicos sdo também denominados SNPs, quando encontrados em pelo menos
1% da populagao (LIAO; LEE, 2010)

Os SNPs sao marcadores codominantes e podem ser classificados
de acordo com a substituicdo de nucleotideos, transicées (C / T ou G / A) ou
transversbées (C/ G, A/ T,C/AouT/G). As transi¢gdes C / T constituem 67% dos
SNPs observados em seres humanos e praticamente a mesma taxa, também foi
encontrada em plantas (EDWARDS et al., 2007).

O AFLP baseia-se no corte do DNA do organismo por enzimas de
restricdo sem conhecimento prévio do genoma desse organismo (BONIN; EHRICH,;
MANEL, 2007; LOPES et al., 2003). Consiste de trés etapas principais: digestao do
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DNA genbmico com enzimas de restricao, ligacao de adaptadores especificos aos
fragmentos digeridos e amplificagdo via PCR utilizando primers especificos que
reconhecem as sequéncias nos adaptadores. A analise dos fragmentos amplificados
e feita em gel de alta resolugcdo, ou por meio da eletroforese capilar (VOS et al.,
1995).

Sao marcadores dominantes, evidenciam a presenga ou auséncia de
bandas, que correspondem aos sitios referentes as enzimas de restricado utilizadas.
O polimorfismo detectado por esses marcadores equivale a mudancas dos
nucleotideos localizados nos sitios das enzimas e nas regides flanqueadoras,
correspondentes a regidao na qual o adaptador ira se ligar (BENSCH; AKESSON,
2005).

Marcadores AFLP s&o considerados como a classe de marcadores
que tem o maior poder de detecgédo de variabilidade genética, posto que exploram
polimorfismo de restricdo e de amplificacdo, o que os tornam uma ferramenta valiosa
pela geracdo de grande numero de locos polimorficos e de grande reprodutibilidade
(RODRIGUES; COSTA, 2011).

Para estudos com Capsicum esses marcadores sao frequentemente
utiizados com diversos objetivos, Castafidon-Najera et al. (2011) utilizaram
marcadores AFLP para explorar heteroses em Capsicum; Baba et al. (2016)
estudaram a diversidade genética de 71 acessos de Capsicum chinense; Gaikwad,
Arckak e Gautam (2013) aplicaram alguns marcadores, entre eles o AFLP, para

obtencao de DNA fingerprint e diversidade genética em 30 cultivares de Capsicum L.

2.5 MAPEAMENTO GENETICO

2.5.1 Mapas Genéticos

Dentre as varias aplicacdes dos marcadores moleculares, destacam-
se estudos de diversidade genética (LANZA et al.,, 1997; WADT; EHRINGHAUS;
KAGEYAMA, 2004; WOUW et al.,, 2010), construgdo de mapas de ligagao
(SEMAGN; BJONSTAD; NDJIONDJOP, 2006), estudos sobre a base genética de
um determinado carater quantitativo (MING et al., 2002), deteccdo de QTLs
(Quantitative Trait Loci) relacionados a caracteres de interesse agronémico (KATO,
2004; KING et al., 2000; LU et al., 1997), mapeamento de QTLs (MACKAY, 2001) e
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selecao assistida por marcadores (DEKKERS; HOSPITAL, 2002). Por meio desses
estudos ¢é possivel obter informagdes detalhadas a respeito da organizagao
genbmica, além de que contribuem marcadamente para a compreensdo da
arquitetura genética de diversos caracteres em varias espécies vegetais
(SCHLOTTERER, 2004).

Em particular, os mapas de ligagdo servem tanto para estudos de
cunho tedrico quanto para o uso no melhoramento genético de plantas, sendo
considerados uma das aplicagées de maior impacto da tecnologia de marcadores
moleculares (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Alguns procedimentos com base em
mapas genéticos se tornaram ferramentas importantes a serem consideradas em
programas de melhoramento das mais variadas espécies vegetais, como os estudos
de sintenia, clonagem de genes, localizagdo e mapeamento de QTLs (LEE, 1995;
SHIRASAWA et al., 2012).

Os estudos de sintenia se tratam da localizagdo dos genes em
posicdes equivalentes e colaboram para o entendimento sobre a evolugdo dos
genomas, 0 que permite a comparagao entre os genomas das diferentes espécies
(CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Os marcadores estreitamente ligados a genes de
interesse também podem servir para seu isolamento e clonagem com base no seu
posicionamento no mapa (CARLIER, 2006). E uma das mais importantes utilidades
dos mapas genéticos é o mapeamento de QTLs, pois a partir dele é possivel estudar
a base genética dos caracteres complexos (BHERING; CRUZ, 2008).

O desenvolvimento da metodologia para construgcdo de mapas de
ligacdo advém do inicio do século passado. Logo apds a redescoberta do trabalho
de Mendel (1866), inumeras pesquisas foram desenvolvidas a fim de se obter
conclusdes sobre os mecanismos de heranca de diversos caracteres de varias
especies.

Em 1902, W. Bateson, E.R. Saunders e R.C. Punnet demonstraram,
em ervilha-doce, que as segregagdes dos caracteres cor da flor e formato do pdlen
nao ocorriam de forma independente (LANDER; WEINBERG, 2000). No entanto, o
primeiro trabalho a demonstrar que os genes estdo localizados em posi¢coes
definidas nos cromossomos e que podem ser manipulados e avaliados
experimentalmente foi o estudo de um gene mutante ligado ao sexo, para a cor dos
olhos em Drosophila melanogaster, publicado por MORGAN (1910), onde também

sugeriu que alguns genes estariam situados no mesmo cromossomo e que durante
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a meiose, ocasionalmente, ocorreriam, entre os homodlogos, crossing-over ou
permuta.

Em seguida, Sturtevant (1913) sugeriu que se poderia utilizar a
porcentagem de individuos recombinantes, ou seja, com fendétipos diferentes dos
pais, como uma medida da fragdo de recombinagédo entre os genes sob estudo e
desenvolveu entdo o primeiro mapa genético, no qual determinou a posi¢cdo e a
ordem de seis genes em D. melanogaster.

A construgdo dos primeiros mapas genéticos foi baseada em
marcadores morfoldgicos e citolégicos, mapas mais completos sé eram possiveis
para espécies que eram geneticamente muito estudadas, como o milho
(CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Na década de 80, com o surgimento dos marcadores
de DNA, a construcdo de mapas genéticos tornou-se relativamente facil e ilimitada
para todas as espécies. (CARNEIRO; VIEIRA, 2002; PEREIRA; PEREIRA, 2006).

Mapas genéticos de Capsicum foram construidos utilizando
populacdes obtidas por cruzamentos intra e interespecificos. O primeiro mapa de
ligacdo de Capsicum foi construido através de poucos marcadores, usando uma
populacao interespecifica de C. annuum cv. NuMex RNaky e C. chinense Pl 159234,
para mapear genes que codificam enzimas (TANKSLEY, 1984).

A partir de entdo, foram construidos varios mapas derivados do
cruzamento de populagdes intraespecificas de C. annuum. Blum et al. (2002) a partir
de um cruzamento entre C. annuum (n&o pungente) e C. frutescens (pungente),
utilizando marcadores RFLP, mapearam o gene C, responsavel pela producao de
capsaicina.

Rao et al. (2003) utilizaram uma populacéo derivada do cruzamento
de C. frutescens BG2816 com C. annuum cv. Maor para estudar caracteres relativos
a producao. Uma integracao de seis mapas distintos de Capsicum contendo 2262
marcas obtidas por RAPD, RFLP e AFLP foi publicado por Paran et al. (2004).

Lee et al. (2011) construiram um mapa a partir de uma populagéo F2
constituida por 93 plantas, derivada do cruzamento entre C. chinense “Habanero” e
C. annuum “F68” e detectaram um QTL responsavel por explicar 27% da

caracteristica comprimento do fruto.
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2.5.2 Mapeamento de QTL’s

Grande parte dos caracteres de importancia agronémica, visados em
programas de melhoramento, sdo determinados por varios locos, apresentando
variagdo continua e sendo influenciados pelo ambiente. Esses, enfim, sao
denominados caracteres quantitativos. Em plantas cultivadas, estima-se que
aproximadamente 98% das caracteristicas fenotipicas de importancia econémica
sejam quantitativas (WIPO, 2001).

Os locos g@génicos que afetam um carater quantitativo sao
denominados QTLs (Quantitative Trait Loci) e podem ser definidos como
associagdes entre dados relativos a uma regido genbmica e a variabilidade
fenotipica existente entre populagdes segregantes (COLLARD et al., 2005).

Os conhecimentos sobre os QTLs foram ampliados a partir do
surgimento dos marcadores moleculares, pois por meio das informagbes geradas
por eles é possivel mapear individualmente os QTLs, o que € fundamental para o
entendimento da heranca dos caracteres poligénicos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

O mapeamento genético € definido por um conjunto de
procedimentos experimentais e estatisticos que buscam fazer inferéncias sobre a
relagdo entre os valores fenotipicos de caracteres quantitativos e os QTLs no
genoma, também possibilita estimar os efeitos genéticos (aditividade, dominéancia,
epistasia e pleiotropia) e localizagdes genbmicas correspondentes (GRIFFITHS,
2000). Sendo assim, € possivel aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento (GAZAFFI et al., 2010).

Dentre os métodos de mapeamento classicos, destacam-se a
analise de marcas simples, o mapeamento por intervalo, o mapeamento por
intervalo composto e o mapeamento de multiplos intervalos (COLLARD et al., 2005).
O método de analise de marcas simples geralmente utiliza algum modelo, enquanto
que os demais empregam a maxima verossimilhanga, baseados na informagao da
distribuicdo conjunta dos marcadores e QTL'’s (LIU, 1998).

A eficiéncia do mapeamento de QTL depende do método de
mapeamento adotado, do tipo de populagdo de mapeamento e da saturacdo do
mapa de ligagao, além do tamanho da populagao e da herdabilidade do carater a ser

investigado (MACHAY, 2001). Quanto maior o efeito, o tamanho da populagéo e a
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herdabilidade e mais proximo o marcador do QTL, mais facil sera esta detecgao
(FERREITA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Outro ponto a se considerar € que os caracteres quantitativos sao
também influenciados pelo ambiente e tendem a mostrar distintos graus de interagéo
entre gendtipo e ambiente (G x E). Essa interagdo reduz a associacéo entre os
valores fenotipicos e genotipicos e gera distintos niveis de significancia do efeito de
um QTL em diferentes ambientes (VIEIRA et al., 2006).

Segundo EI-Soda et al. (2014), a base genética da interagdo G x E e
da interacdo QTL x E origina-se da expresséao diferencial dos genes ao longo dos
ambientes e pode ocorrer de trés maneiras: 1) um QTL pode afetar o mesmo carater
em ambientes diferentes, porém com efeitos significativamente diferentes entre os
ambientes; 2) um QTL pode se expressar em um ambiente e ndo em outro, o que
faz com que ele seja detectado de forma inconsistente entre os diferentes ambientes
e 3) um QTL pode se expressar de forma muito diferente em certos ambientes e
apresentar efeito oposto em outros.

Assim, os delineamentos experimentais devem envolver a medigao e
genotipagem, com marcadores moleculares, de um grande numero de individuos ou
familias para permitir a precisdo necessaria a identificacdo do QTL (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996).

Em Capsicum spp., a maioria dos estudos de QTLs tem foco em
caracteristicas comerciais, tais como caracteristicas do fruto e produtividade (ALIMI
et al., 2013; BARCHI et al., 2009; LEE et al., 2011; ZYGIER et al., 2005) e também
estudos relacionados com a identificacdo de QTLs associados com resisténcia a
doencas (KIM et al., 2011; MIMURA et al., 2009).

Ben-Chaim et al. (2001) utilizaram marcadores RFLP, AFLP, RAPD
e marcadores morfoldégicos para avaliar QTLs relacionados a caracteristicas de
frutos em Capsicum, por meio do estudo da geragdo F3 derivada do cruzamento
entre dois genotipos de Capsicum annum. Um total de 55 QTLs foram identificados e
varios deles mostraram alta correlagado genética, tais como didmetro e peso do fruto,
espessura do pericarpo e diametro do pedicelo.

Com relagcdo a outras caracteristicas, Brand et al. (2012), por
exemplo, mostraram que pc8.7 e pc10.1 sdo os QTLs responsaveis pelo controle
dos niveis de clorofila em pimenta. Lee et al. (2016) estudando uma populagéo

derivada do cruzamento de Capsicum annuum “NB1” x Capsicum chinense “Bhut
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Jolokia” identificaram dois QTLs (qcap3.1 e qcap6.1) responsaveis pelo teor de

capsaicina.

2.6 MAPEAMENTO ASSOCIATIVO

O mapeamento associativo € uma abordagem analitica utilizada na
busca de QTLs com caracteres de interesse (ZIEMS et al., 2014), onde avalia o
desequilibrio de ligacdo (DL) entre polimorfismo de DNA e os locos e alelos
responsaveis por essas caracteristicas (SIGRIST, 2012).

E um método de mapeamento de QTLs que utiliza o histérico de
desequilibrio de ligagdo de uma espécie para relacionar fenétipos a genaotipos (YU et
al., 2008). Por consequéncia, neste tipo de estudo ha uma maior resolugédo do
mapeamento, aumentando a precisdo na localizagado dos QTL’s.

Foi inicialmente proposto para mapear regides gendmicas
relacionadas com importantes doengas humanas, sendo posteriormente empregado
para o mapeamento de genes de interesse agricola (GUPTA; RUSTGI; KULWAL,
2005; PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001). Em plantas, um dos primeiros trabalhos
teve como objetivo testar a associagcdo do gene candidato dwarf8 com tempo de
florescimento em 92 linhagens de milho (HUANG; AITKEN; GEORGE, 2010).

Se divide em duas metodologias, 0 mapeamento a partir de genes
candidatos e mapeamento em todo o genoma. No mapeamento por gene candidato
a genotipagem é feita em regides especificas do genoma que contenham os genes
de interesse (GEBHARDT, 2007), € uma alternativa quando o desequilibrio de
ligacdo decresce mais rapidamente ou em culturas com informagdo gendmica
limitada (SAIDOU et al., 2014). J4 o mapeamento em todo o genoma busca
associagdes entre os marcadores e a caracteristica de interesse em todo o genoma
e todos os genes sao avaliados simultaneamente. Sendo assim, necessita de uma
maior cobertura de marcadores e maior desequilibrio de ligagdo (ZHU et al., 2008)

No melhoramento de plantas o mapeamento associativo pode ter
varias vantagens sobre a andlise de ligagao classica. Um dos fatores a se considerar
€ a ampla variabilidade genética que pode ser incluida na populagdo de origem,
permitindo explorar a variabilidade genética encontrada em bancos de

germoplasma. Um segundo fator seria a busca por locos génicos simultaneos
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responsaveis por caracteres multiplos sem a necessidade de desenvolver
populagdes em permanente segregacgao (YU; BUCKLER, 2006).

Varios trabalhos com foco em desequilibrio de ligagdo e
mapeamento associativo tém sido publicados. Como por exemplo, o milho (Zea
mays L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), cevada (Hordeum vulgare L.), trigo (Triticum
aestivum L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) e batata (Solanum tuberosum L.) (ZHU et al., 2008).

Nimmakayala et al. (2013), por meio de marcadores SSR,
desenvolveram uma pesquisa para analisar o desequilibrio de ligagao e seu uso no
mapeamento associativo de germoplasma de Capsicum annum e identificaram oito
marcadores provenientes de sete cromossomos diferentes significativamente

associados com o peso do fruto, contribuindo com um efeito médio de 15%.

2.7 DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO

Para analise do mapeamento associativo, o estudo do desequilibrio
de ligagcao (DL) ao longo do genoma é de extrema importancia. O DL pode ser
definido como uma associagao nao-aleatoria, ou preferencial, de alelos de diferentes
locos em uma populagdo (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003;
HEDRICK, 2010). Conforme a lei de equilibrio de Hardy-Weinberg, o desequilibrio
de ligacao é definido como qualquer desvio nas frequéncias alélicas esperadas sob
cruzamentos ao acaso (SILVA, 2001). Esse conceito pode ser estendido as
associacdes nao aleatérias que ocorrem entre dois marcadores moleculares, entre
dois genes, entre dois QTLs ou entre um gene (ou QTL) e um loco marcador
(GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005).

Na deteccédo de QTLs por meio de marcadores genéticos é
importante que a populagdo estudada esteja em desequilibrio de ligagédo, para
verificar se ha ligagdo genética entre marcadores e QTLs. Caso isso n&o ocorra, 0s
alelos dos locos marcadores e dos poligenes terdo combinacbes aleatérias,
equivalentes a distribuigdo independente, e os poligenes nao serdo detectados.
Tanksley (1993) comenta que, devido essa razdo, € necessaria a geragao de

populagdes especiais, como retrocruzamentos, F», F3 e linhagens recombinantes.
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Varias estatisticas tém sido propostas para medir o DL, sendo as

. . 'F r - J = ~ 0
mais importantes D" ¢ r* A estatistica D' serve para estimar a ocorréncia de

recombinagao entre pares de alelos e é dada pela formula:

Y
wn(PaPp. PaPe) se D>0

B S

o1 ()

" M AP PaPp) se D<0

A medida P ¢ a diferenga entre a frequéncia de haplétipos
observados e esperados com base na frequéncia de alelos (ZHU et al., 2008;
ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002). Entdo D é dado pela formula:

D= pig-pabs

onde P45 é a frequéncia de gametas AB; P4 e ®s sdo a frequéncia
esperada do alelo A e B separadamente (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002;
ZHU et al., 2008)

A medida T* é dada pela formula:

S

PaPaPaPp

A estatistica * é o mesmo que o valor ao quadrado do coeficiente
de correlacdo de Pearson, é o teste estatistico de Pearson em uma tabela 2x2 de
contagem de hapldtipos e tem uma expectativa de 1 / (1 + 4NC), onde N é o
tamanho efetivo da populagdo e C é a taxa de recombinagcdo em Morgan (HILL;
ROBERTSON, 1968). O valor maximo que 7* pode atingir é fortemente determinado

pelas frequéncias alélicas nos dois locos (WRAY, 2005).

D'e r* variam de 0 a 1. Valores de desequilibrio de ligagao
proximos de zero indicam equilibrio ou independéncia entre os alelos de diferentes
genes, e valores proximos de um indicam desequilibrio ou ligagao entre alelos de
diferentes genes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2006; RESENDE et al., 2008).

Geralmente, o desequilibrio de ligagcdo ocorre de forma aleatéria no
genoma e depende da espécie e da populacédo estudada (ORAGUZIE et al., 2007;

ROSA, 2011). Sendo assim, o estudo da extensdao do desequilibrio € muito
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importante, devido a possibilidade de determinar a resolugdo de mapeamento e o
namero de marcadores necessarios para identificar os QTLs (ZHU et al., 2008;
ROSA, 2011). Apds avaliar o grau de DL da populacao, realiza-se a associagao

propriamente dita entre marcadores e fendtipo por meio de testes de associacao.

2.8 ESTRUTURA DE POPULACAO

Alguns fatores como, tamanho populacional; estrutura de populagao;
endogamia; sistema reprodutivo; inversdao e conversao de genes; entre outros,
podem afetar o desequilibrio de ligagdo de uma populagdo (HARTL; CLARK, 2007;
SLATKIN, 2008; HEDRICK, 2010). A agao desses fatores promove o surgimento de
DL tanto entre locos nao ligados quanto ligados, os quais permanecem em
associacgao preferencial mesmo apds muitas geragdes (ROSA, 2011).

Em nivel genético, a estrutura populacional pode ser definida pela
frequéncia dos alelos que compdem os diferentes gendtipos dos diferentes
individuos integrantes da populagédo (CRUZ, 2005) e é possivelmente, a principal
causa da ocorréncia de falsos positivos em estudos de associagao
(ABDUKARIMOV; ABDUKARIMOV, 2008). O problema ocorre porque qualquer
caracteristica fenotipica que também estiver correlacionada com marcadores
relacionados com a estrutura da populacao, resultara em um numero inflacionado de
associacgoes significativas (HALL; TEGSTROM; INGVARSSON, 2010).

Entre as diversas metodologias para inferéncia de estrutura de
populagdo estdo a utilizagdo da genealogia, utilizagdo dos componentes principais
(PRICE et al., 2006) e o método proposto por Pritchard, Stephens e Donnelly (2000)
implementado no software Structure, que € um dos mais usados em humanos,
animais e em plantas (KAEUFFER et al. 2007).

Diversas pesquisas relacionadas a estrutura genética de populagdes
de Capsicum spp. ja foram realizadas utilizando o software Structure (BABA et al.,
2016; HILL et al., 2013; GONZALEZ-PEREZ et al., 2014; ISLAM et al., 2016;
NIMMAKAYALA et al., 2013).

Para controle da taxa de falsos positivos na identificacdo de locos
relacionados aos caracteres em estudo, uma pratica comum ¢é utilizar a estrutura
populacional e o parentesco como fatores dentro de um modelo de associagao

(PRITCHARD et al.,, 2000). Uma ferramenta efetiva que permite a incorporagao
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desses fatores em estudos de associacdo € a metodologia de modelos mistos
lineares, mais popularmente conhecidos por modelos mistos (ZHOU; STEPHENS,
2012).

Ao contrario dos modelos lineares tradicionais, os quais assumem
independéncia estatistica entre observacdes, ao considerar a analise de associacao
via modelagem mista € possivel incorporar a correlagdo ou dependéncia existente
entre individuos por meio de informacdes de estrutura populacional e parentesco
(HOFFMAN, 2013). Geralmente, a correlagédo entre individuos é modelada por meio
da regressao dos fendtipos em fungdo de uma matriz de marcadores moleculares,
usando a estrutura populacional como covariavel fixa do modelo genético estatistico.
Ja o coeficiente de parentesco, estimado com base em marcadores moleculares é
incluido na parte aleatéria do modelo, na forma de matriz de varidncias e
covariancias, a qual representa a dependéncia entre os individuos (KANG et al.,
2010).

Os principais modelos matematicos utilizados em estudos de
associacao estdo apresentados na Tabela 1. A escolha do modelo que apresentara
o melhor ajuste de dados dependera da presenca da estrutura de populagéo e de
sua relagcdo com a caracteristica de interesse. Na maioria dos casos o uso do
modelo Q + K apresenta um melhor ajuste dos dados quando comparado a outros
modelos (YU et al., 2006).
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Tabela 1 — Modelos matematicos utlizados em estudos de associagao.

Modelo Descricéo Expressdo matematica
Modelo de regressdo, sem corregido de

Naive estrutura de populacdo, simples teste de y=XB +¢
associagao F ou (Kruskal-Wallis)
Modelo de regresséo, estrutura de populagao

Q inferida como cofator por meio critério y=XB+ Qv +e¢
baysiano

K Modelo Misto, k/nsﬂh/p. coptablllzada, sem V= XB+Zu+e
estrutura de populacao inferida como cofator

y=XB+Zu+¢

Modelo Misto, Kinship contabilizada, com

Q+K . e
estrutura de populagéo inferida como cofator ),

y=XB+Qv+Zu+e

Em que: y é o valor do fenétipo; B no modelo “Naive” contém apenas o vetor de efeito fixo dos
marcadores, enquanto que no modelo Q e Q + K, conterem ambos marcadores e a estrutura de
populacdo; v é o vetor de efeito fixo da estrutura de populagdo; u é o vetor efeito aleatério do
relacionamento dos individuos ou Kinship; X, Q e Z, sdo matrizes de incidéncia dos efeitos explicados
nos vetores; &: é o efeito residual.

Fonte: Adaptado de YU et al. (2006) e ZHAO et al. (2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  MATERIAL GENETICO

Foram avaliados 65 acessos de C. chinense oriundos de oito
estados brasileiros e quatro regides geograficas do Brasil, obtidos do banco de

Germoplasma da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (Apéndices A e B).

3.1.1 Fenotipagem

O experimento foi conduzido no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual de Londrina, na cidade de Londrina, PR. O clima do local é
classificado como Cfa, segundo a classificagcdo Koppen, caracterizado por verdes
quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia de concentragdo das chuvas nos
meses de verdo, contudo sem estacao seca definida, com temperatura média do
més mais frio inferior a 18°C e temperatura média no més mais quente acima de
22°C. O solo predominante é do tipo Latossolo Vermelho Eutroférrico.

As sementes dos genotipos foram semeadas em bandejas de
poliestireno, em substrato comercial. Apés 30 dias as mudas foram transplantadas
individualmente para campo. O delineamento experimental adotado foi de blocos ao
acaso, com duas repeti¢cdes e quatro plantas por parcela, adotando o espagamento
de 0,5 x 0,9 m entre plantas e entre linhas, respectivamente.

Os acessos foram avaliados em dois anos, sendo o primeiro entre
abril a setembro de 2015 e o segundo entre julho a novembro de 2016. Cinco frutos
maduros de cada acesso foram caracterizados utilizando-se seis descritores
quantitativos, estabelecidos pelo IPGRI (1995), atualmente Bioversity International,
sendo eles:

CF — Comprimento do fruto (cm): obtido com auxilio de paquimetro.

DF — Diametro do fruto (cm): obtido com auxilio de paquimetro, na
parte mais larga de cinco frutos de cada acesso.

EP — Espessura do pericarpo (mm): medicdo do ponto de maior
largura.

MMF — Massa média do fruto (g): os resultados foram obtidos pela

média dos cinco frutos, com a utilizagado de balanga analitica.
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MSF — Massa seca do fruto (g): apos a coleta dos dados de massa
média os frutos foram secos em estufa a 65° por sete dias e pesados em balanga
analitica.

TMS — Teor de massa seca (%): determinado pela expressao:

Massa saca do frute
TMS= — x 100
Massa média do fruto

TSS — Teor de sélidos sollveis: obtido através de um refratbmetro e

expresso em grau Brix.

3.1.2 Coleta, Extragdo de DNA e Genotipagem das Amostras

Folhas jovens de cada acesso foram coletadas, acondicionadas em
papel aluminio, identificadas, mergulhadas em gelo para n&o ocorrer a degradagao
do DNA e em seguida armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. A extragcdo de DNA foi
realizada segundo o protocolo modificado de Ferreira e Grattapaglia (1998).

Primeiramente os acessos foram macerados em nitrogénio liquido e
transferidos para microtubos de 2,0 ml, devidamente identificados. Posteriormente
1500 pl de tampao de extragcdo (CTAB 2%) e 20 pl de B — mercaptoetanol foram
adicionados em cada tubo. Esse material foi incubado a 65 °C por 30 minutos e
agitado manualmente a cada 10 minutos. Apds a incubagao os microtubos foram
centrifugados por cinco minutos a 12000 rotagdes por minutos (rpm). Em seguida
coletou-se o sobrenadante (cerca de 600 pl) que foi transferido para novos
microtubos (1,5 mL) devidamente identificados.

Adicionou-se aos tubos com o sobrenadante o mesmo volume (600
pl) de cloroférmio-isoamilico (24:1), o material foi vertido suavemente por 8 minutos
e em seguida centrifugado por 8 minutos a 14000 rpm. Apos esta etapa o
sobrenadante foi retirado (cerca de 400 pl) e colocado em tubos novos de 1,5 ml, em
cada tubo foram adicionados 400 pl de isopropanol gelado (1:1) (-20°C), misturado
cuidadosamente por inversdo, e incubados a 4°C por 1 hora. Apos este periodo o
material foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos.

Apos esse processo o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi lavado duas vezes com 500 ul de etanol (70%) gelado (entre cada
lavagem o material foi centrifugado a 9500 rpm por 2 minutos). O dultimo
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em condi¢cdes naturais. Para finalizar

a extragao, o pellet foi ressuspenso em 100 yl de TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA,
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pH=8) com 3 ul de RNAse. A seguir, a solugcado foi incubada em estufa por 30
minutos a 37°C e em seguida incubada over night a 4°C.

ApoGs o isolamento do DNA as amostras foram purificadas. Aos 100
pl de DNA foram acrescidos 100 pl de isopropanol gelado (1:1) (-20°C), que foi
suavemente misturado por inversao, em seguida as solu¢des foram incubadas a 4°C
por 10 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado por 5 minutos a 14000 rpm e
0 sobrenadante foi descartado. Ao pellet formado adicionou-se 100 yl de NaCl 5M,
100 ul de EDTA 0,5M e 300 pl de H,0, nessa ordem. Apds essa etapa, o material foi
incubado por 20 minutos a 4°C e posteriormente centrifugado por 10 minutos a
14000 rpm. O sobrenadante formado (cerca de 450 pl) foi coletado e transferido para
microtubos novos.

Adicionou-se aos tubos com o sobrenadante o mesmo volume (450
pl) de isopropanol, o material foi incubado por 10 minutos a 4°C e posteriormente
centrifugado por 4 minutos a 14000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e o pellet formado foi lavado duas vezes com 500 pl etanol (70%) gelado. O ultimo
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em condi¢gdes naturais. Ao final da
purificacdo, o pellet foi ressuspenso em 30 uyl de TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA,
pH=8) com 3 ul de RNAse.

A integridade do DNA foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose a 1%. Ja a concentracdo e a pureza foram determinadas por
espectrofotometria, utilizando-se o NanoDrop® 2000/2000c (Thermo Fisher
Scientific). Foram utilizadas amostras que apresentaram razées A260/280 nm entre
1.8 e 2.0.

Realizou-se a técnica de AFLP seguindo o protocolo descrito por
Vos et al., (1995), com modificagbes. Aproximadamente 700 ng de DNA de cada
acesso foram duplamente digeridos pelas enzimas EcoRI e Msel (5U cada), em
presenca de 2 ul de tampdo de ensaio Msel 10X, com volume final de 20 ul,
incubados por 18 horas a 37 °C. Os fragmentos gerados foram ligados aos
adaptadores, EcoRI (0,5 uM) e Msel (5 uM), com a enzima T4 DNA ligase (2U);
tampao T4 DNA ligase 1X; NaCl (0,05 M); BSA (50 pg/uL); DTT (0,25 mM) para um
volume final de 10 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C por 3 horas, 17 °C por 30
minutos e 70 °C por 10 minutos, em termociclador. Apés a confirmacdo da
amplificacdo da PCR por eletroforese em gel de agarose 1%, o produto amplificado

foi diluido 1:4 vezes em agua ultrapura.
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Posteriormente, os fragmentos foram amplificados com um par de
primers pré-seletivo contendo uma base seletiva. A amplificagdo pré-seletiva foi
realizada para um volume final de 10 pL, utilizando 3,5 pL do kit GoTag® Green
Master Mix (Promega); 0,58 uL do primer pré-seletivo (4,75 uM); e 3,0 yL da diluigdo
da reacédo de restricdo/ligagdo. A programacédo do termociclador consistiu de: 2
minutos a 72 °C, seguidos de 20 ciclos de 1 segundo a 94 °C, 30 segundos a 56 °C
e 2 minutos a 72 °C, e por fim, 30 minutos a 60 °C. A confirmacdo da PCR preé-
seletiva foi obtida em gel de agarose 2% e o produto amplificado foi diluido 1:16
vezes em agua ultrapura.

Para a amplificacao seletiva utilizou-se 2,5 uL do pré-seletivo diluido,
composto de 0,54 yL de cada primer seletivo de Msel (5 pM) e EcoRI (1 uM); 3,5 uL
GoTag® Green Master Mix (Promega), para um volume final de 10 yL. As reagdes
para o seletivo foram realizadas no termociclador, da seguinte maneira: ciclo inicial
de 2 minutos a 94 °C; 30 segundos a 65 °C e 2 minutos a 72 °C; 8 ciclos de 1
segundo a 94 °C, 30 segundos a 64 °C e 2 minutos a 72 °C, decrescendo 1 °C a
cada ciclo; 23 ciclos de 1 segundo a 94 °C, 30 segundos a 56 °C e 2 minutos a 72
°C, e por fim, 30 minutos a 60 °C. Foram testadas quatro combinacdes de primers
EcoRI e Msel (E-ACA/M-CAC, E-ACG/M-CAA, E-ACT/M-CAA, E-ACG/M-GAC),
contendo trés nucleotideos seletivos, observados em gel de poliacrilamida 7%
(APENDICE D). A escolha dos primers baseou-se no trabalho desenvolvido por
Baba et al. (2016), que utilizaram duas (E-ACA/M-CAC e E-ACG/M-CAA) das
quatros combinagdes para estudar diversidade genética de acessos de Capsicum
chinense.

As quatro combinagdes foram selecionadas e submetidas a
eletroforese capilar em sistema automatizado, para isso os primers foram marcados
com fluoréforos FAM, NED, VIC e PET, nas cores azul, amarela, verde e vermelho,
respectivamente. Para visualizar os produtos da reacdo seletiva, as amostras
amplificadas com os primers marcados foram combinadas seguindo a proporgéo de:
1uL de FAM: 2uL de NED: 2uL de VIC: 2 pL de PET, com 3,0 pyL de agua ultrapura.
Para a corrida em sequenciador utilizou-se um volume final igual a 10 yL, sendo
composto por 1,0 yL da mistura dos primers, 0,2 yL de GeneScan™ 600 LIZ. ® Size
Standard v2.0 e 8,8 uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems). Em seguida a

reacado passou por um processo de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos e foi
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submetida a eletroforese capilar em sistema automatizado (Applied Biosystems,
3500xL).

Os resultados da eletroforese dos fragmentos foram combinados em
uma matriz binaria pelo soffware GeneMapper® v.4.1 (Applied Biosystems). Todas
as amplificagdes foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700

(Applied Biosystems).

3.2 ANALISE bOs DADOS

3.2.1 Dados Agronémicos

Para estimativa dos paréametros genéticos as variaveis foram
analisadas por meio do programa Selegen REML/BLUP (RESENDE, 2006),
utilizando o modelo 25, indicado para avaliagdo em local com delineamento
experimental em blocos ao acaso.

Utilizou-se o seguinte modelo estatistico:
ymXr+Zg 4+ Wite

em que ¥ € o vetor de dados, ™ € o vetor dos efeitos de repeticao
(assumidos como fixos) somados a média geral, § é o vetor dos efeitos genotipicos

(assumidos como aleatdrios), ! é o vetor dos efeitos da interagdo gendtipo x

ambiente (aleatorios) e £ € o vetor de erros ou residuos (aleatérios). ¥ , W ¢ £
representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Os dados foram representados pela estimativa dos componentes de
variancia e parametros genéticos, seguida dos valores genotipicos de cada

caracteristica avaliada, resultado da soma da média geral do ganho genético.

Componentes de Variancia:
Vg: variancia genotipica.
Vint: variancia da interagdo gendétipos x ambientes.
Ve: variancia residual.
Vf: variancia fenotipica individual.
h?g = h% herdabilidade de parcelas individuais no sentido amplo, ou

seja, dos efeitos genotipicos totais.
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c2int = c2: coeficiente de determinagcao dos efeitos da interagao
genotipos x ambientes.

h?mc: herdabilidade da média de genétipo, assumindo sobrevivéncia

completa.

Acclinh: acuracia da selegao de gendtipos, assumindo sobrevivéncia
completa.

rgloc: correlagdo genotipica entre o desempenho nos varios
ambientes.

Média geral do experimento.

Por meio do software R (http://www.R-project.org/ ) realizou-se o

teste de correlagdo de Pearson para medir o grau de associagdo entre as
caracteristicas agronémicas avaliadas. Os acessos foram agrupados pelo método
hierarquico aglomerativo de Ward a partir da distancia euclidiana média

padronizada.

3.2.2 Dados Genéticos

A anadlise do padrdo de bandas gerada por cada primer utilizado
para os marcadores AFLP possibilitou a montagem de uma matriz binaria, em que
foi conferido o valor (1) para a presenca da banda e (0) para a auséncia. A partir
desses dados, foi determinado o coeficiente de similaridade de Jaccard para estimar
a distancia genética entre os acessos. Com a matriz de similaridade foi realizada a
analise de agrupamento pelo método hierarquico aglomerativo de Ward.

A matriz baseada no coeficiente de Jaccard, obtida da
caracterizacdo molecular e a matriz com base na distdncia Euclidiana média
padronizada, proveniente da caracterizagdo morfoagrondmica foram comparadas
utilizando-se o teste de Mantel e o teste t com 1000 permutacdes. As analises foram
realizadas por meio dos programas computacionais GENES (CRUZ, 2013) e R

(http://www.R-project.org/).

A deteccdo da estrutura populacional foi realizada com o software
Structure V 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), utilizando o
conjunto de marcadores moleculares AFLP da genotipagem dos acessos. Para esta
analise utilizou-se o método descrito por Evano, Regnaut e Goudet (2005), com
100000 iteragdes MCMC (Monte Carlo Markov Chain) com descarte (burn-in) de
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10000 mil iteragcbes, em modelo assumindo clusters mistos (admixture) e frequéncias
alélicas correlacionadas. Foram testados valores de k variando de 1 a 66, com 10
interagbes independentes para cada valor de k. A determinagdo do numero k foi
realizada utilizando-se o Structure Harvester v0.6.92 (EARL; vonHOLDT, 2012). A
partir do valor do k selecionado, foi gerado um grafico utilizando o programa

Structure.

3.2.3 Analise de Associacao

A partir da informagao genotipica dos 645 marcadores, foi construida
a matriz dos coeficientes da estrutura de populagdo (Q), obtidos pelo software
Structure. E com o auxilio do software SPAGEDI (HARDY; VEKEMANS, 2002) foi
gerada a matriz de parentesco (kinship), conforme a metodologia proposta por Hardy
(2003).

Para a realizacdo do estudo de associacdo foram utilizados quatro
modelos: (i) naive - sem controle da estrutura de populacdo e do grau de
parentesco, (ii)) GLM (Modelo Linear Generalizado) — utilizando a matriz Q, (ii) MLM
(Modelo Linear Misto) — utilizando a matriz kinship (K) para controle do parentesco e
(iv) MLM - utilizando a matriz Q e a matriz K. A estrutura populacional foi
considerada sempre como efeito fixo, enquanto a matriz K foi utilizada para analisar
a estrutura de varidncia e covariancia do efeito individual aleatério (YU et al., 2006;
ZHANG et al., 2010). Para obtencao dos 645 marcadores utilizados foram retirados
aqueles que apresentaram frequéncia menor que 5% e maior que 95%, visando
reduzir a chance de identificacdo de falsos positivos, devido a presenca de
marcadores raros.

O nivel de significancia da associacao foi verificado considerando
um limiar de corte moderadamente restritivo (1 / numero de hipoteses) (WANG et al.,
2012), ou seja, 1/645, assim, foram consideradas associagdes significativas aquelas
que apresentaram p-valor abaixo de 1,55.103. A utilizacdo do teste foi escolhida
devido ao limitado numero de gendtipos testados. Além disso, varios autores tém
proposto e utilizado metodologias alternativas que diminuem o limiar estatistico
visando obter maior numero de associa¢des (JOHNSON et al., 2010; LU et al., 2010;

WANG et al., 2012). Todas as analises de associagao foram realizadas por meio do
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software TASSEL 5.2 (BRADBURY et al., 2007). Para os MLM foi utilizado o método
P3D.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO AGRONOMICA

Pelos valores genotipicos preditos para cada individuo observa-se
que a maioria das caracteristicas agrondmicas apresentaram grande amplitude de
variagdo, o que evidencia a variabilidade entre os genétipos avaliados (APENDICE
C). Essa variabilidade pode ser em virtude desses acessos serem de diferentes
regides geograficas, além dos frutos apresentarem diferengas morfoldgicas, como
mostrado no APENDICE B.

A caracteristica comprimento do fruto apresentou grande amplitude,
onde os valores variaram de 3,50 a 9,94 cm. Essa amplitude é maior do que a
relatada por Finger et al. (2010), que verificou frutos com comprimentos de 1,42 até
7,6 cm. Variacédo similar foi observada por Jarret e Berke (2008) que verificaram
valores de 0,8 a 11,4 cm na caracterizacao de 330 acessos de C. chinense. Fonseca
et al. (2008), estudando 38 gendtipos de C. chinense, relataram desde frutos
menores que 1,0 cm até frutos entre 8,0 e 12,0 cm.

Para didmetro do fruto (DF) a variacao foi de 1,73 a 4,10 cm, porém
a maioria dos acessos (86%) apresentaram frutos com didmetros menores que 3 cm.
Esse resultado também foi observado por Finger et al. (2010), em que 87% dos
acessos tinham DF menor que 3 cm. Heiden et al. (2007) afirmam que os caracteres
formato, comprimento e didmetro estido relacionados principalmente com a
comercializagao in natura dos frutos do género Capsicum. Sudré et al. (2005) e
Bento et al. (2007) analisando a importancia das caracteristicas pelo método de
Singh (1981), afirmam que comprimento e diametro do fruto estdo entre as
caracteristicas mais importantes para a divergéncia em Capsicum.

A caracteristica espessura do pericarpo variou de 1,7 a 2,7 mm.
Finger et al. (2010) observaram medidas semelhantes que variaram de 1,0 a 3,5
mm, ja Batista e Filho (2014) encontraram uma variagdo menor, entre 0,77 a 2,3
mm. Nem sempre os frutos com maior peso apresentaram paredes mais espessas, 0
que contradiz estudos que mostraram que ha relacao linear positiva entre peso do

fruto e espessura do pericarpo, como nos trabalhos desenvolvidos por Barroso et al.



42

(2011) e Régo et al. (2011). Segundo Lannes et al. (2007), essa caracteristica é
importante para o melhoramento de frutos para consumo in natura, pois frutos mais
espessos sao mais resistentes a danos causados no manuseio pos-colheita.

Ribeiro e Reifshneider (2008) comentam que a espessura da parede
deve ser levada em consideracdo no melhoramento de pimenta doce para producéao
de paprica, pois frutos com pericarpo mais fino sdo ideais para o processamento,
devido menor gasto no processo de desidratagao.

Com relagdo a massa média do fruto, verificou-se uma ampla
variabilidade entre os acessos, com valores de 5,34 a 19,05 g. Os acessos que
tiveram a maior massa média do fruto também apresentaram os maiores valores de
massa seca do fruto, que mostrou variagdo entre 0,64 a 2,01 g. Nao obstante, é
possivel observar que nem sempre a maior massa média do fruto resultou
necessariamente em maior massa seca, o que também foi confirmado por Schuelter
et al (2010). A massa média do fruto contribui diretamente para a producéo total e
tem papel importante na aceitacdo dos produtos pelos consumidores (SINGH et al.,
2014). E frutos com maior seca servem para a industria na produgcédo de temperos
secos como frutos inteiros ou na forma de pé (LIN et al., 2013).

As médias do teor de massa seca variaram de 14,71 a 22,42%.
Lannes et al. (2007) encontrou valores mais baixos, variando entre 4,57% a 16,20%.
Nota-se que nado foram os frutos maiores e mais pesados que apresentaram maior
teor de massa seca. Segundo Régo et al. (2011), o teor de massa seca é
inversamente relacionado com o comprimento do fruto, assim, quanto maior o fruto,
menor o teor de matéria seca.

O teor de sdlidos soluveis apresentou variagao entre 8,11 a 11,02°
Brix. Resultados semelhantes foram encontrados por Faria et al. (2013) que ao
estudar a variabilidade genética de 49 acessos de C. chinense verificaram uma faixa
de 5,37 a 12,90° Brix e Moura et al. (2010) que verificaram valores entre 5,1 e 15,4°
Brix. Segundo Lannes et al. (2007), quanto maior o teor de sélidos soluveis, menor o
teor de agua em frutos. Sendo assim, esta caracteristica € muito importante no
melhoramento de Capsicum visando o uso industrial, pois reduz o custo para a
desidratagdo do fruto. Koetz et al. (2010) sugerem que, quanto maior o teor de
sélidos soluveis nos frutos, menor é o consumo de energia gasta nas industrias para
a obtencgao da polpa concentrada e ainda afirma que, para cada °Brix de aumento na

matéria-prima, existe um aumento de 20 % no rendimento industrial.
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Os resultados das estimativas dos componentes da variancia e dos
parametros genéticos se encontram na Tabela 2. A estimativa de herdabilidade (h%g)
apresentou valores de baixa a alta magnitude, variando de 0,31 a 0,90. Régo et al.
(2011) estudando 40 acessos de C. baccatum verificaram uma variacao de 83,2 a
99,1%, sendo que para as caracteristicas estudadas no presente trabalho os autores
encontraram valores de 0,99 (CF); 0,97 (MMF); 0,87 (TMS); 0,98 (MSF) e 0,93
(TSS). Trabalhando com 49 acessos de C. chinense, Finger et al. (2010) verificaram
coeficientes de herdabilidade de 77,87 a 99,83% para as sete variaveis avaliadas
neste trabalho, sendo 0,92 (CF); 0,96 (DF); 0,82 (EP); 0,93 (MMF); 0,84 (MSF); 0,78
(TMS) e 0,78 (TSS).

Nota-se que os autores verificaram altos valores de herdabilidade
para teor de solidos soluveis, 0 que se opde ao baixo coeficiente encontrado neste
trabalho (0,31). Entretanto, Bento et al (2016) avaliando plantas derivadas do
cruzamento de espécies de Capsicum baccatum var. pendulum, relataram
coeficiente semelhante para TSS (38%).

A importancia da herdabilidade para um programa de melhoramento
esta na previsdo da possibilidade de sucesso no processo de selecdao, uma vez que
ela é a medida da variagao fenotipica atribuida a causa genéticas, ou seja, reflete a
proporgdo da variacdo fenotipica herdada (FALCONER, 1987). Assim, as
caracteristicas que apresentaram altos coeficientes de herdabilidade sofrem pouca
influéncia do ambiente, ou seja, o fendtipo constitui indicagcdo segura do valor
genético dos individuos. Porém, para o teor de sélidos soluveis, a selegao pode ser
consideravelmente dificil devido a sua sensibilidade a interagdo com o ambiente,
desse modo devem ser utilizados métodos de melhoramento capazes de controlar
os efeitos ambientais (FINGER et al, 2010).

Apesar da baixa herdabilidade encontrada para o TSS, o coeficiente
de determinacdo dos efeitos da interagdo gendtipos x ambientes (czint) foi baixo para
todas as caracteristicas. Esse resultado conduziu a altos valores de correlagao
genotipica (rgloc), segundo Resende (2007). De acordo com Vencovsky e Barriga
(1992) valores altos de correlagao entre os ambientes indicam que a interagao nao é
de natureza complexa.

Os valores de acuracia variaram de 0,43 a 0,90. Essa medida esta
associada a precisao da selecéo e refere-se a correlagdo entre valores genéticos

preditos e valores genéticos verdadeiros dos individuos (RESENDE, 2002), sendo o
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parametro mais importante no contexto da avaliacdo genotipica (HENDERSON,
1984). De acordo com Resende e Duarte (2007), foi considerada baixa para TSS,
moderada para TMS e alta para as demais caracteristicas, sendo que estimativas de
acuracia superiores a 0,7 sao consideradas suficientes para inferir sobre o valor
genético dos individuos em avaliagdo (RESENDE, 2002; BRASILEIRO et al., 2013).

Tabela2 — Estimativa dos componentes de variancia (REML) e parametros
genéticos para sete caracteristicas em 65 acessos de Capsicum

chinense.
Caracteristicas agrondmicas®

Parametros?® CF DF EP MMF MSF TMS TSS
Vg 3.62 051 2.2510° 25.81 0.23 14.82 1.45
Vint 0.05 0.01 1.30.10" 0.49 0.01 1.33 0.36
Ve 0.42 0.05 1.01.10° 3.95 0.04 10.60 2.85
Vi 4.09 0.57 3.39.10° 30.26 0.28 26.74 4.65
h2g 0.89 0.90 0.66 0.85 0.83 0.55 0.31
c2int 0.01 0.01 0.04 0.02 0.02 0.05 0.08
h2mlin 0.79 0.82 0.49 0.74 0.71 0.38 0.18
Aclin 0.89 0.90 0.70 0.86 0.84 0.62 0.43
rgloc 0.99 0.99 0.95 0.98 0.98 0.92 0.80
Média 3.50 1.73 0.17 5.34 0.64 14.71 8.11

" Vg: variancia genotipica; Vint: variancia da interacdo gendtipos x ambientes; Ve: variancia residual; Vf:
variancia fenotipica individual; hzg: herdabilidade de parcelas individuais no sentido amplo; c?int: coeficiente de
determinagdo dos efeitos da interagdo gendtipos x ambientes; h?mlin: herdabilidade da média de genodtipo,
assumindo sobrevivéncia completa; Aclinh: acuracia da selecdo de gendtipos, assumindo sobrevivéncia
completa; rgloc: correlagdo genotipica entre 0 desempenho nos varios ambientes e Média geral do experimento.
2 CF: comprimento do fruto; DF: didmetro do fruto; EP: espessura do pericarpo; MMF: massa média do fruto;
MSF: massa seca do fruto; TMS: teor de massa seca; TSS: teor de sdélidos soluveis.

A caracteristica CF apresentou correlagao positiva com MMF (70%)
e MSF (73%), ja com DF e EP verifica-se correlagbes mais baixas (37 e 46%,
respectivamente). As correlagbes mais altas foram observadas entre MMF e MSF
(97%) e entre MMF e DF (90%). Moreira et al. (2013) avaliando pimentas do género
Capsicum verificaram uma associacao de natureza herdavel entre peso e didmetro
do fruto, o que é de grande interesse para o melhoramento, podendo ser utilizada
para a realizacido de selecao indireta.

A correlagdo permite avaliar o quanto a alteragcdo em um carater
pode afetar os demais e a maioria dos programas de melhoramento leva em
consideragao muitas caracteristicas simultaneamente, assim, o entendimento da

associagdo genética entre as variaveis pode contribuir para a escolha do
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procedimento de selecdo para maximizar o ganho genético (SANTOS;
VENCOVSKY, 1986).

Figura 2 — Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre sete
variaveis agronémicas de 65 acessos de C. chinense. CF:
comprimento do fruto; DF: didmetro do fruto; EP: espessura do
pericarpo; MMF: massa média do fruto; MSF: massa seca do fruto;
TMS: teor de massa seca; TSS: teor de sdlidos soluveis.
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Pela andlise de agrupamento estabelecido pelo método Ward,
definindo como ponto de corte a regido onde ocorreu a mudanga mais abrupta no
dendrograma, foram formados trés grupos (Figura 3 A). O primeiro grupo foi
composto por 15 acessos, sendo aqueles com maiores massa média e massa seca
do fruto e grande parte desses acessos também apresentaram maiores valores para

didmetro do fruto. O segundo foi formado por 13 acessos, que se caracterizam por
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possuirem valores intermediarios de massa média e massa seca do fruto e estao
entre os que apresentaram baixos valores de teor de massa seca. O terceiro e maior
grupo, reuniu 38 acessos, 0S quais em sua maioria, obtiveram teores de massa seca

mais altos e, em contrapartida, apresentaram frutos mais leves.

Figura 3 — Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido pelo método Ward,
a partir das caracteristicas agronémicas (A) e moleculares (B) de 65
acessos de C. chinense.
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Vasconcelos et al. (2014) utilizando 22 acessos de C. chinense
também encontraram o mesmo numero de grupos através do método UPGMA
baseado na distancia euclidiana, avaliando 6 descritores quantitativos. Buttow et al.,
(2010), ao analisarem a diversidade fenotipica em 20 acessos de Capsicum e
Carvalho et al. (2014) utilizando 8 descritores e 30 acessos de Capsicum também
relataram a formacao de trés grupos.

A analise de agrupamento tem por finalidade reunir acessos por
meio de algum critério, algum padrdo de comportamento. Neste estudo, nota-se que
os agrupamentos foram divididos de acordo com as caracteristicas agrondmicas,
entretanto a origem geografica nao foi um padrédo para essa separagado. Por
exemplo, a maioria dos acessos sao originarios do estado do Mato Grosso e ficaram
divididos entre 5 no grupo |, 3 no grupo Il e 18 no grupo lll. Tal observagéao foi
constatada por Baba et al. (2016); Finger et al. (2010) e Vasconcelos et al. (2012),
que também relataram que os acessos nao foram agrupados de acordo com sua

regiao de origem.

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

Os marcadores AFLP evidenciaram a variabilidade genética entre os
acessos avaliados. Os quatro pares de primers utilizados produziram 695 bandas,
das quais 645 foram polimoérficas, o que representa 92% de polimorfismo. As
combinagdes E-ACA/M-CAC, E-ACG/M-CAA, E-ACT/M-CAA, E-ACG/M-GAC
produziram 127, 175, 164 e 179 bandas, respectivamente. Baba et al. (2016)
estudando a variabilidade genética de 71 acessos de C. chinense também utilizaram
as combinacdes E-ACA/M-CAC, E-ACG/M-CAA e verificaram a producido de 60 e
124 bandas, respectivamente.

O nivel de polimorfismo encontrado € maior do que os relatados por
Aktas, Abak e Sensoy (2009); Castafion-Najera et al. (2011) e Islam et al. (2016),
que também utilizaram marcadores AFLP em Capsicum. Essa diferenca pode ser
possivel devido aos primers utilizados, a diversidade dos gendtipos avaliados em
cada estudo e a utilizacdo do sequenciamento capilar.

O coeficiente de similaridade usado para calcular a distancia
genética entre os 65 acessos de Capsicum chinense variou de 0,53 a 0,99, com uma

distancia média de 0,7 (£0,08). A analise das frequéncias de distribuigdo dos pares
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de gendtipos comparados mostrou uma concentragao de valores nas classes de 0,6
--| 0,7 e de 0,7 --| 0,8 (Figura 4), isso revela a ampla variabilidade genética presente
entre 0s acessos, pois quanto mais proximo de 1, mais distante geneticamente s&o
os individuos. Moura et al. (2010) observaram que entre 56 acessos de C. chinense,
a distdncia média obtida foi de 0,40 (£0,08) e Baba et al. (2016) relataram uma
distancia média de 0,73 (£0,10) entre 71 acessos.

A distdncia mais alta ocorreu entre Gen_34 e Gen_52 (0,99),
enquanto que Gen_8 e Gen_48 sao 0s acessos mais proximos, pois apresentaram a
menor distancia (0,53). Interessante notar que os mais similares sao provenientes de
regides geograficas diferentes.

Os estudos de distédncia genética sdo de grande importancia na
diferenciagao de populagdes e acessos de bancos de germoplasma, assim como na
identificacdo de genitores adequados a obtengdo de hibridos, com maior efeito
heterdtico e que proporcionem maior segregacao em recombinagdes, possibilitando
o aparecimento de transgressivos (CRUZ; CARNEIRO, 2003).
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Figura 4 — Distribuicdo da frequéncia da dissimilaridade baseada em marcadores
AFLP entre os 65 acessos de C. chinense.
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O agrupamento obtido pelo método aglomerativo de Ward, a partir
das caracteristicas moleculares, separou os acessos em dois grupos (Figura 3 B), os
quais mostraram grande variabilidade para as sete caracteristicas avaliadas. O
grupo | foi formado por 18 acessos e o grupo Il por 47. Novamente os gendétipos néao
foram alocados de acordo com sua regido de origem, o que significa que as
distancias geograficas ndo tiveram correlagdo com as distancias genéticas entre os
acessos de C. chinense. Esta observacao pode ser atribuida provavelmente a
rapida disseminacdo de sementes pelos passaros, troca de sementes entre os
agricultores e o transporte de frutos livremente entre as diferentes regiées do Brasil.

Quando comparados os dendrogramas (Figura 3 A e B), verifica-se
que a analise de agrupamento baseada na dissimilaridade genética morfolégica
mostrou comportamento diferenciado daquela baseada em marcadores moleculares.
O coeficiente de correlagdo encontrado entre as matrizes de dissimilaridade foi de
0,02, n&o significativo pelo teste t e pelo teste de Mantel. Essa baixa correlagéo

confirma a diferenga apresentada entre os dois dendrogramas. Nota-se que o grupo



50

Il da analise molecular reuniu a maioria dos acessos dos trés grupos da analise
agrondmica. Ha uma pequena semelhanca em relagdo aos acessos Gen_3,
Gen_10, Gen_18, Gen_37, Gen_41 e Gen_47, os quais foram alocados no grupo |
da analise molecular e estdo reunidos no mesmo grupo (l) na analise agronémica,
que se caracteriza por reunir aqueles com os valores mais altos de massa média,
massa seca do fruto e didmetro do fruto.

A partir das simulagdes realizadas pelo software Structure e por
meio da metodologia do valor de Ak proposto por Evanno, Regnaut e Goudet (2005),
verificou-se o numero 6timo de K=2, indicando a formagao de dois grupos (Figura 5).
No grupo | ficaram 9 acessos. Outros 48 acessos foram classificados como grupo Il
e 8 acessos foram classificados como admixture, porque apresentaram coeficiente
de adesao menor que 0,6 para ambos 0s grupos.

Os grupos formados sao parcialmente concordantes com os
agrupamentos obtidos utilizando-se o coeficiente de Jaccard. Os grupos | e Il
formados pelo método Ward com base nos dados moleculares correspondem aos
grupos | e Il do método Bayesiano (vermelho e verde, respectivamente). No
agrupamento hierarquico os acessos Gen_3, Gen_ 9, Gen_17, Gen_18, Gen_30,
Gen_41, Gen_42, Gen_47 e Gen_54 foram alocados no grupo |, enquanto que pelo
Structure, os acessos Gen_18 e Gen_54 ficaram no grupo Il, porém os outros foram
classificados como admixture, o que sugere que estes compartilham locos comuns
aos dois grupos. Islam et al. (2016), estudando a estrutura populacional de 171
acessos de Capsicum spp. também utilizaram o coeficiente de Jaccard e a analise
Bayesiana para verificar o agrupamento dos acessos e relataram dois grupos para
os dois métodos. Assim como no presente trabalho, os autores verificaram algumas
discrepancias entre os agrupamentos. Taranto et al. (2016) caracterizando 222
acessos de diferentes espécies de Capsicum, verificaram a formacgao de trés grupos
por meio do software Structure, mas quando realizaram o agrupamento hierarquico
foram formados apenas dois grupos.

Os modelos Bayesianos tém grande vantagem por serem
caracterizados como meétodos probabilisticos, enquanto os métodos baseados nas
distancias entre os individuos sido fortemente dependentes da medida de distancia
utilizada e do método de representacéo grafica escolhido. Assim, modelos baseados
em distancias genéticas sao mais apropriados para analise exploratéria dos dados
do que para inferéncia estatistica (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).



Figura 5 — Estrutura populacional de 65 acessos de Capsicum chinense.
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Andlise de associagéo

Pela analise de associagao o modelo naive (GLM: G + P) identificou
o0 maior numero de marcadores significativos para a maioria das caracteristicas
avaliadas (Tabela 3). Entretanto, esse modelo nao utiliza a estrutura de populagao, o
que pode levar a um alto numero de associagbes espurias (PRITCHARD;
ROSENBERG, 1999). Quando comparados os graficos Q-Q plots (APENDICES E a
K), verifica-se que com excegao da caracteristica DF, para todas as outras o modelo
naive nao se ajustou adequadamente a distribuicdo normal, o que significa que nao
teve eficiéncia no controle das falsas associacdes, principalmente para CF, MMF e
MSF.

O modelo GLM: G + P + Q que leva em em consideracao a estrutura
populacional pelo método do Structure, indicou que para a caracteristica DF e TSS
os marcadores identificados foram os mesmos obtidos pelo naive. Para MSF foi
obtido um marcador que nao esteve presente pelo primeiro modelo, enquanto que
para as demais caracteristicas houve uma reducdo do numero de associacdes
significativas. O controle de falsas associagdes pode ser confirmado pelos Q-Q plots
que mostraram um melhor ajuste quando comparados com o modelo naive.

O terceiro modelo utiliza a informacdo de parentesco, ou seja, a

matriz de Kinship (MLM: G + P + K), em que apenas CF e TMS apresentaram

associagbes significativas. Os marcadores identificados para essas duas
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caractetisitcas foram os mesmos obtidos pelos modelos naive e GLM: G + P + Q.
Entretanto, quando comparados os Q-Q plots (APENDICES E e F), verifica-se que o
modelo ndo apresentou um bom ajuste para TMS.

Por ultimo foi testado o modelo MLM: G + P + Q + K, que é
considerado o mais completo e assim pode apresentar o melhor ajuste dos dados
(YU et al., 2006). Esse modelo utiliza as informagdes genotipicas, fenotipicas e
incorpora tanto a matriz K como a matriz Q. Foram identificados os mesmos
marcadores obtidos pelo modelo anterior para CF e TMS e para as duas
caracteristicas 0 modelo ndao se ajustou muito bem, ou seja, o teste mostrou baixo
poder de associagao. Provavelmente isso ocorreu devido ao reduzido numero de
individuos avaliados, pois o poder de deteccdo da ligagcdo marcador-QTL esta
diretamente relacionado com o numero de individuos genotipados (WANG et al.,
2011), pois uma populagdo menor apresenta uma redugdo na quantidade de
variacao genotipica explicada por um QTL (LIU et al., 2013).

Considerando todos os modelos, nota-se que o marcador
EacgMcaa15 foi associado com mais de uma caracteristica (DF, EP, MMF E MSF).
A marca EacgMcaa14 também esta relacionada com DF, MMF e MSF. No presente
trabalho, essas caracteristicas apresentaram correlacdo positiva. Ben-Chaim et al.
(2001), também relataram que DF e MMF apresentaram QTLs em comum e foram
positivamente correlacionadas. Além disso, esses autores afirmam que para DF e
MMF, associagdes em comum se devem ao fato de que essas caracteristicas sao
dependentes de complexos processos fisioldgicos envolvidos no processo de
desenvolvimento do fruto e ainda sugeriram que essa relagéo fisiolégica aumenta a
probabilidade de que a co-localizagdo desses QTLs seja um resultado de pleiotropia.

Moulin et al. (2015) identificaram dois QTLs em comum para EP,
MMF e MSF e um para DF e MMF em Capsicum baccatum. Han et al. (2016)
também encontraram um QTL em comum para DF e MMF em Capsicum annuum.
Nos dois trabalhos os autores também verificaram correlagdo positiva entre DF e
MMF.

A variavel TMS também apresentou as marcas EacgMcaal4 e
EacgMcaa15. Entretanto, TMS foi negativamente correlacionada com as outras
caracteristicas, isso pode ser explicado pelo fato de que alguns efeitos pleiotropicos
podem aumentar as caracteristicas enquanto outros podem diminui-las
(FALCONER, 1987).
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Tabela 3 — Marcadores associados a caracteres agrondmicos por quatro modelos estatisticos utilizando marcadores AFLP e

fenotipagem realizada em 65 acessos de C. chinense.

Variaveis Modelos
GLM: G+P GLM: G+P+Q MLM: G+P +K MLM: G+P+Q +K
Marker Size  Pvalue Marker Size  Pvalue Marker Size  Pvalue Marker Size  Pvalue
EacgMcaa154 360pb 4.50E-05 EactMcaa136 332pb 9.82E-05 EactMcaa136 332pb 8.08E-05 EactMcaa136 332pb 4.12E-04
EacaMcac15 93pb  5.22E-05 EacgMcaa163 398pb 3.53E-05
CF EactMcaa136 332pb 9.36E-04 EacgMcaa154 360pb 4.84E-04
EacgMcaa163 398pb 2.13E-04 EacaMcac15  93pb 5.04E-04
EactMcaa135 331pb 5.04E-04
EacaMcac44 163pb 0.00109
DF EacgMcaa15  82pb  2.37E-05 EacgMcaa15 82pb 4.95E-05
EacgMcaa14 81pb  1.27E-04 EacgMcaa14  81pb  7.87E-05
Ep EacgMcaa1l5 82pb 8.11E-04 EacgMcaa15 82pb 0.00126
EacgMcaa121 279pb 0.00126
EacgMcaa15 82pb 2.60E-06 EacgMcaal5 82pb 6.79E-06
MMF EacgMcaa14 81pb  4.59E-04 EacgMcaa14  81pb  2.35E-04
EacgMcaa69 177pb 0.00125
MSE EacgMcaa15 82pb  4.09E-05 EacgMcaa15 82pb  9.97E-05
EacgMcaa14 81pb 0.00125
EacgMcaa15 82pb  5.73E-08 EacgMcaa15 82pb  1.73E-07 EacgMcaa15 82pb 3.88E-04 EacgMcaa15 82pb 3.25E-04
TMS EacgMcaa14 81pb  2.38E-04 EacgMcaa14 81pb  1.01E-04
EacgMgac177 489pb 0.00133
TSS EactMcaa89 220pb 5.47E-04 EactMcaa89 0.00116

GLM: Modelo linear generalizado. G: Matriz da presenga/auséncia dos marcadores identificados por AFLP. Q: Estrutura de populagdo definida pelo meio do
software STRUCTURE. MLM: Modelo linear misto. K: Matriz kinship estimada conforme Hardy (2003). P-valor significativo conforme teste moderadamente
restritivo. CF: comprimento do fruto; DF: didmetro do fruto; EP: espessura do pericarpo; MMF: massa média do fruto; MSF: massa seca do fruto; TMS: teor

de massa seca.
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5 CONCLUSOES

A caracterizagdo agronémica e molecular foi eficiente em
demonstrar a diversidade genética presente em Capsicum chinense, fornecendo
informacgdes valiosas para programas de melhoramento da espécie.

Os dendrogramas oriundos de dados agrondmicos e moleculares
resultaram em diferengas nos agrupamentos, sendo encontrada baixa correlagdo, o
que evidencia que cada tipo de abordagem acessa diferentemente a variabilidade
existente entre os acessos avaliados.

Os resultados encontrados pelo software Structure confirmaram
estudos anteriores para a espécie estudada.

Dentre os modelos de associagao, o que foi baseado na estrutura de
populagao e kinship restringiu o niumero de associagdes significativas, reduzindo a

chance de ocorréncia de falsos positivos.
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germoplasma da Universidade Estadual de Londrina.

APENDICE A
Identificacdo dos 65 acessos de Capsicum chinense pertencentes ao banco de

79

ID Acesso Procedéncia ID Acesso Procedéncia
Gen_1 MT 71 Mato Grosso Gen_34 UENF 1726 Bahia
Gen_2 MT 75 Mato Grosso Gen_35 UENF 1739 Rio de Janeiro
Gen_3 MT 85 Mato Grosso Gen_36 UENF 1743 Para
Gen 4 MT 86 Mato Grosso Gen_37 UENF 1753 Bahia
Gen_5 MT 107 Mato Grosso Gen_38 UENF 1759 Para
Gen_6 MT 108 Mato Grosso Gen_39 UENF 1763 Para
Gen_ 7 MT 127 Mato Grosso Gen_40 UENF 1764 Para
Gen_8 MT 136 Mato Grosso Gen_41 UENF 1771 Maranhao
Gen_9 MT 141 Mato Grosso Gen_42 UENF 1773 Maranhao
Gen_10 MT 145 Mato Grosso Gen_43 UENF 1781 Maranhao
Gen_11 MT 148 Mato Grosso Gen_44 UENF 1782 Maranhao
Gen_12  MT 157 Mato Grosso Gen_45 UENF 1789 Maranhao
Gen_13  MT 158 Mato Grosso Gen_46 UENF 1791 Maranhao
Gen_14  MT 195 Mato Grosso Gen_47 UENF 1804 Rio de Janeiro
Gen_15 MT 196 Mato Grosso Gen_48 UENF 1634 A Espirito Santo
Gen_16 MT72B Mato Grosso Gen_49 UENF 1634 AB Espirito Santo
Gen_17 MT84B Mato Grosso Gen_50 UENF 1708 A Maranhao
Gen_18 MT 118 A Mato Grosso Gen_51 UENF 1708 B Maranhao
Gen_ 19 MT125A Mato Grosso Gen_52 UENF 1709 A Maranhao
Gen_ 20 MT125B Mato Grosso Gen_53 UENF 1709 AB Maranhao
Gen_21 MT 144 A Mato Grosso Gen_54 UENF 1725 A Bahia
Gen_22 MT149A Mato Grosso Gen_55 UENF 1726 A Bahia
Gen_23 MT 149 AB Mato Grosso Gen_56 UENF 1744 A Para
Gen_ 24 MT 149B Mato Grosso Gen_57 UENF 1744 AB Para
Gen_ 25 MT149BC Mato Grosso Gen_58 UENF 1746 A Para
Gen 26 MT193 A Mato Grosso Gen_59 UENF 1746 B Para
Gen_27 UENF 1554 Goias Gen_60 UENF 1759 A Para
Gen_28 UENF 1555 Goias Gen_61 UENF 1768 A Para
Gen_29 UENF 1615 Minas Gerais Gen_62 UENF 1768 B Para
Gen_30 UENF 1703 Minas Gerais Gen_63 UENF 1784 A Maranhao
Gen_31 UENF 1706 Minas Gerais Gen_64 UENF 1798 AB Rio de Janeiro
Gen_32 UENF 1720 Bahia Gen_65 UENF 1798 B Rio de Janeiro
Gen_33 UENF 1724 Bahia
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APENDICE B
Fotos dos 65 acessos de Capsicum chinense pertencentes ao banco de
germoplasma da Universidade Estadual de Londrina.




APENDICE C
Valores genotipicos preditos para sete caracteristicas agronédmicas de 65 acessos
de C. chinense.
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Caracteristicas agronémicas

Acesso CF DF EP  MMF  MSF T™MS  TSS
Gen_1 624 179 019 830 0.96 1838 1056
Gen_2 6.79 213 0.21 10.08 1.36 21.22 8.44
Gen_3 828 227 023 1374 1.50 17.14 9.74
Gen_4 6.35 1.96 0.21 8.77 0.99 17.24 9.39
Gen_5 459 217 023 846 1.10 18.81 8.82
Gen_6 7.15 2.56 0.26 14.12 1.47 16.64 8.40
Gen_7 354 219 019 655 0.78 2047  11.02
Gen_8 5.73 2.41 0.24 9.87 1.01 15.38 9.09
Gen_9 4.32 2.25 0.18 6.46 0.71 19.39 9.43
Gen_10 795 269 022 149 1.56 16.94 9.12
Gen_11 3.61 1.87 0.21 5.77 0.74 21.38 8.66
Gen_12 567 181 018 7.9 0.75 17.75 9.35
Gen_13 3.57 1.92 0.19 5.70 0.73 21.59 9.02
Gen_14 418 176 018 585 0.76 2242  10.37
Gen_15 9.32 2.62 0.23 16.53 1.67 16.08 8.29

Gen_16 400 206 020  7.84 0.91 19.02 8.37

Gen_17 3.96 2.09 0.19 6.10 0.72 20.29 8.35

Gen_18 486 404 024 1903 201 15.81 8.58

Gen_19 3.68 1.80 0.20 5.48 0.66 18.72 9.15

Gen_20 372 200 018 555 0.67 19.13 8.86

Gen_21 6.96 2.78 0.22 12.59 1.27 16.17 8.33

Gen_22 3.76 1.95 0.22 6.36 0.75 19.96 10.14

Gen_23 414 178 018  6.01 0.69 19.69 9.88

Gen_24 3.65 1.88 0.22 6.65 0.84 21.89 8.42

Gen_25 392 175 018 541 0.65 19.82 9.58

Gen_26 5.08 2.50 0.24 10.54 1.33 18.28 8.51

Gen_27 384 235 021 814 0.87 19.26 9.53

Gen_28 3.50 1.73 0.18 5.34 0.64 14.71 8.76

Gen_29 865 247 021 1453 1,53 16.83 8.16

Gen_30 423 207 023 707 0.77 18.06 8.56

Gen_31 587 253 020  11.03 1.24 17.85 8.14
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Acesso CF DF EP  MMF  MSF T™MS  TSS
Gen_32 480 298 021 1226 1.30 16.26 8.61

Gen_33 4.65 3.17 0.22 11.59 1.06 15.05 8.31

Gen_34 580 230 020 967 0.93 15.13 8.20
Gen_35 388 189 018 627 0.83 22.38 9.69
Gen_36 561 265 022  11.91 112 15.64 8.89
Gen_37 6.63 3.46 0.27 17.47 1.63 14.88 8.22
Gen_38 409 203 017 675 0.86 20.12 8.71

Gen_39 7.35 3.25 0.25 17.99 1.80 15.90 8.79
Gen_40 761 310 024  17.01 1.76 15.99 9.96
Gen_41 5.02 4.10 0.23 19.05 1.91 15.21 9.21

Gen_42 4.50 1.85 0.19 6.18 0.66 16.45 9.18
Gen_43 527 282 020 1078 114 16.36 8.99
Gen_44 4.54 2.11 0.20 7.70 0.80 17.96 9.48
Gen_45 521 304 027  13.36 1.40 15.55 8.95
Gen_46 3.80 2.01 0.20 6.96 0.81 18.60 8.18
Gen_47 994 273 024 1615 1.85 17.04 9.63
Gen_48 5.55 3.83 0.26 18.66 1.71 14.79 8.68
Gen_49 595 361 023 1542 144 14.97 8.25
Gen_50 445 194 018 593 0.70 20.84 9.80
Gen_51 470 191 019 756 0.79 17.65 9.05
Gen_52 5.35 2.33 0.21 8.61 1.02 18.17 8.49
Gen_53 613 221 020 894 1,08 1849 1023
Gen_54 427 223 022 686 0.70 16.55 8.47
Gen_55 6.48 2.04 0.21 9.30 1.04 17.33 10.69
Gen_56 475 215 020 743 0.85 18.91 8.27
Gen_57 4.91 2.38 0.21 9.11 0.90 17.54 9.27
Gen_58 405 198 017 7.3 0.97 21.05 8.74
Gen_59 4.41 1.83 0.19 5.62 0.68 19.54 9.31

Gen_60 549 184 019  7.99 0.94 2067  10.05
Gen_61 5.41 2.59 0.25 11.30 1.19 16.73 9.24
Gen_62 604 334 026 1584 1.59 15.47 8.92
Gen_63 514 292 021 1295 122 15.72 8.54
Gen_64 436 287 024 1030 117 17.44 8.1

Gen_65 497 244 025 948 0.89 15.30 8.63

CF: comprimento do fruto (cm); DF: didmetro do fruto (cm); EP: espessura do pericarpo (cm); MMF:
massa meédia do fruto (g); MSF: massa seca do fruto (g); TMS: teor de massa seca (%); TSS: teor de

solidos soluveis (°Brix).
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APENDICE D
Polimorfismo de AFLP de 10 acessos de C. chinense, gerado por quatro diferentes
combinagdes de primers seletivos, em gel de poliacrilamida 7%.
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APENDICE E
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Gréficos Q-Q (Quantil-Quantil) dos valores de significancia (p) dos testes de associacao utilizando quatro modelos matematicos
para a caracteristica Comprimento do Fruto (CF).
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Graficos Q-Q (Quantil-Quantil) dos valores de significancia (p) dos testes de associagao utilizando quatro modelos matematicos
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APENDICE F

para a caracteristica Diametro do Fruto (DF).
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APENDICE G
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Graficos Q-Q (Quantil-Quantil) dos valores de significancia (p) dos testes de associagao utilizando quatro modelos matematicos
para a caracteristica Espessura do Pericarpo (EP).

-Log10{P-Valug)

-Lug10(P-Valug)

3.00

275

250

225

2,00

175

150

126

1.00

075

050

025

0.0

225

2,00

175

150

125

1,00

078

050

028

0.00 -
00 01 02 03 04 05 06 D7 DB D@ 10 1.1 12 13 14 15 18 17 18 1.8 20 271 22 23 24 25 28 27 28 28 30 31 32 33

GLM: G+ P

Expected -Log10(P-Value) vs. -Log10(P-Value)

m .
=
mm

o
00 DA 02 D3 04 05 08 D7 DB 0P 10 1.1 12 13 14 15 18 17 18 1.8 20 21 22 23 24 25 28 27 28 20 30 31 32 33

Expected -Log10(P-Value)

= ep — Expectsd Values

MLM: G+ P +K

Expected -Log10(P-Value) vs. -Log10(P-Value)

Expected -Log10(P-Value)

= ep — Expected Values

GLM:G+P+Q

Expected -Log10(P-Value) vs. -Log10(P-Value)

B
2,00 L)
-1

-Log1 0(P-Valug)
@
|}

0 . .
00 01 02 03 04 05 068 07 08 00 10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33
Expected -Log10(P-Value)

® ep — Expected Values

MLM:G+P+Q+K

Expected -Log10(P-Value) vs. -Log10(P-Value)

-Lng10(P-Valug)
3

0,00
00 04 02 03 04 05 06 07 08 08 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 28 27 28 29 30 31 32 33
Expected -Log1 0(P-Valug)

® ep — Expected Values



APENDICE H

Graficos Q-Q (Quantil-Quantil) dos valores de significancia (p) dos testes de associagéo utilizando quatro modelos matematicos
para a caracteristica Massa Média do Fruto (MMF).
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APENDICE |

Graficos Q-Q (Quantil-Quantil) dos valores de significancia (p) dos testes de associagao utilizando quatro modelos matematicos
para a caracteristica Massa Seca do Fruto (MSF).
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APENDICE J

Graficos Q-Q (Quantil-Quantil) dos valores de significancia (p) dos testes de associagéo utilizando quatro modelos matematicos
para a caracteristica Teor de Massa Seca (TMS).
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APENDICE K

Graficos Q-Q (Quantil-Quantil) dos valores de significancia (p) dos testes de associagao utilizando quatro modelos matematicos
para a caracteristica Teor de Solidos Soluveis (TSS).
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