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RESUMO

AZEVEDO, Carlos Diego de Oliveira; DSc; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2019; MICROSSATELITES COMO
FERRAMENTAS MOLECULARES PARA ASSEGURAR A PROPRIEDADE
INTELECTUAL E DIREITOS PATRIMONIAIS ADVINDOS DE PROGRAMAS DE
MELHORAMENTO DE Capsicum annuum L.; Orientadora: Rosana Rodrigues;
Conselheiras: Telma Nair Santana Pereira e Helaine Christine Cancela Ramos.

A horticultura destaca-se como um relevante setor da agricultura no Brasil,
apresentando uma producdo de mais de 16 milhdes de toneladas e ocupando
uma area de 537 mil ha. Todo o setor foi responsavel por movimentar
aproximadamente US$ 19 bilhdes em 2016. A producdo de sementes de
hortalicas no Brasil em 2017 foi equivalente a 737 toneladas, arrecadando cerca
de US$ 446 milhdes. Por esta razdo, tanto o setor publico (universidades e
centros de pesquisa) quanto o setor privado (empresas) tém investido em
programas de melhoramento genético de hortalicas, a fim de desenvolverem
cultivares mais produtivas e adaptadas as demandas do setor produtivo.
Entretanto, faz-se necessario a adocdo de medidas legais que assegurem aos
obtentores e/ou melhoristas, bem como aos mantenedores e/ou produtores de
sementes a nao violacdo de seus direitos. Por isso, as sementes e demais
propagulos das novas cultivares, produzidas tanto por instituicbes publicas ou
privadas, sdo protegidos e/ou registrados antes de serem disponibilizados no
mercado. Porém, a aplicacdo das medidas legais supracitadas ndo tem coibido a

pratica de crimes contra a propriedade intelectual, o direito patrimonial ou as
Vil



relacbes de consumo. Logo, ha a necessidade de criar estratégias para
fortalecimento dos mecanismos fiscalizatérios vigentes tanto para o registro
quanto para a protecdo de cultivares, visando conferir maior seguranca juridica
para obtentores, melhoristas, produtores de sementes e mudas e, por fim, maior
garantia aos produtores rurais. O presente trabalho propbe a aplicacdo de
marcadores microssatélites como ferramentas moleculares para checagem e
certificagdo da pureza e identidade genética de cultivares de Capsicum spp.
registradas e protegidas no Brasil. No primeiro capitulo, marcadores
microssatélites foram usados para sanar inconsisténcias quanto a informacéo da
espécie do género Capsicum atribuida a cultivares registradas, estando estes
dados disponiveis no banco de dados oficial do Registro Nacional de Cultivares
(RNC). Para tanto, foram usados 80 marcadores microssatélites, os quais foram
empregados na caracterizacdo molecular de sete gendtipos de Capsicum spp., a
saber: ‘UENF Campista’, ‘Cascadura lkeda’, ‘Amarela Comprida’, ‘De Cayenne’,
‘Cayenne Long Slin’, ‘Malagueta’ e UENF 2154. Os resultados das analises
realizadas na conducdo deste trabalho revelaram que de fato existe
inconsisténcia quanto a informacédo da espécie do género Capsicum atribuida as
cultivares Amarela Comprida, De Cayenne e Cayenne Long Slin no CultivarWeb,
banco de dados oficial do Registro Nacional de Cultivares. No segundo capitulo, o
objetivo foi obter o perfil genético (DNA fingerprinting), por meio de
microssatélites, de cultivares de Capsicum annuum desenvolvidas pelo programa
de melhoramento genético da UENF. Por isso, além das cultivares de interesse
(UENF Campista, UENF Carioca e UENF Carioquinha) outras seis cultivares
(Cascadura lkeda, All Big, Yolo Wonder, Amarelo SF 134, Quadrado Vermelho e
Picante para vaso) foram usadas neste ensaio de DNA fingerprinting com
aplicacdo de 30 marcadores microssatélites. A partir deste ensaio foi possivel a
discriminagéo das cultivares de interesse das cultivares comerciais com um alto
nivel de confiabilidade da informagdo gerada. Ainda, a partir do conjunto de
marcadores microssatélites foi possivel a detec¢cdo de DNA fingerprints para duas
das cultivares UENF (UENF Campista e UENF Carioca).

Palavras-chave: Registro de cultivares, Protecédo de Cultivares, Melhoramento de

Plantas, Hortalicas.
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ABSTRACT

AZEVEDO, Carlos Diego de Oliveira; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; February, 2019; MICROSSATELLITES AS
MOLECULAR TOOLS TO ASSURE THE INTELECTUAL PROPERTY AND
PROPERTY RIGHTS RESULTING FROM BREEDING PROGRAMS OF
Capsicum annuum L.; Advisor: Rosana Rodrigues; Counselors: Telma Nair
Santana Pereira and Helaine Christine Cancela Ramos.

Horticulture stands out as an important sector of agriculture in Brazil, presenting a
production of more than 16 million tons and occupying an area of 537 thousand
ha. The entire industry was responsible for handling approximately US$ 19 billion
in 2016. The production of vegetable seeds in Brazil in 2017 was equivalent to 737
tons, raising about US$ 446 million. For this reason, both the public sector
(universities and research centers) and the private sector (companies) have
invested in genetic improvement programs in order to develop cultivars that are
increasingly productive and adapted to the demands of the productive sector.
However, it is necessary to adopt legal measures to ensure that obtentors and/or
breeders, as well as seed keepers and/or producers, do not have their rights
violated. Therefore, the seeds and other propagules of new cultivars, produced
either by public or private institutions, are protected and / or registered before
being made available in the market. However, the application of the
aforementioned legal measures has not curtailed the practice of crimes against
intellectual property, property law or consumer relations. Therefore, there is a

need to create strategies to strengthen existing control mechanisms for both
iX



registration and protection of cultivars, in order to provide greater legal certainty
obtentors, breeders, seed and seedling producers and, finally, a greater guarantee
to farmers. In this sense, the present work proposes the application of
microsatellite markers as molecular tools for checking and certification of the purity
and genetic identity of cultivars of Capsicum spp. registered and protected in
Brazil. In the first chapter, microsatellite markers were used to detect
inconsistencies regarding information of the species of Capsicum that is attributed
to registered cultivars, and this data is available in the official database of the
National Register of Cultivars (RNC). For this purpose, 80 microsatellite markers
were used in the molecular characterization of seven genotypes of Capsicum spp.,
namely: 'UENF Campista’, '‘Cascadura Ikeda', 'Amarela Comprida’, 'De Cayenne',
‘Cayenne Long Slin ',' Malagueta 'and UENF 2154. The results of the analyzes
carried out in this work revealed that, in fact, there is an inconsistency regarding
the information of the species of the genus Capsicum attributed to the cultivars
Amarela Comprida, De Cayenne and Cayenne Long Slin in CultivarWeb, database
of the National Register of Cultivars. In the second chapter, the objective was to
obtain the DNA fingerprinting, through microsatellites, of Capsicum annuum
cultivars developed by the breeding program of UENF. Thus, besides the cultivars
of interest (‘(UENF Campista’, ‘UENF Carioca’ and ‘UENF Carioquinha’), six other
commercial cultivars (‘Cascadura lkeda’, ‘All Big’, ‘Yolo Wonder’, ‘Amarelo SF
134’, ‘Quadrado Vermelho’ and ‘Picante para vaso’) were used in this DNA
fingerprinting assay with 30 microsatellite markers. From this DNA fingerprinting
assay it was possible to discriminate the cultivars of interest from the commercial
cultivars with a high level of reliability of the generated information. In addition, the
set of microsatellite markers allowed the detection of DNA fingerprints for two of
the cultivars of UENF (UENF Campista and UENF Carioca).

Keywords: Cultivar Registration, Plant Variety Protection, Plant Breeding,

Vegetables.



1. INTRODUCAO

A horticultura destaca-se como um dos mais relevantes setores da
agricultura no Brasil, apresentando uma producdo de mais de 16 milhdes de
toneladas e ocupando uma area de 537 mil ha (CNA, 2017). Todo o setor foi
responsavel por movimentar aproximadamente US$ 19 bilhdes em 2016 (CNA,
2017).

O Sudeste brasileiro é o maior produtor e consumidor de hortalicas no Pais.
Respectivamente, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro sdo 0s principais
produtores da horticultura nacional (Anuario brasileiro de hortalicas, 2017).

Diversas espécies de hortalicas sdo produzidas em todo o pais, porém os
principais produtos, de acordo com as estatisticas de producdo de 2017, séo:
abobora, abobrinha, alface, alho, batata, beterraba, cebola, cenoura, coentro,
couve-flor, pimentdo e tomate (CNA, 2017). Toda essa diversidade garante sabor,
cor, aroma e nutricdo na mesa do brasileiro.

Esse prospecto econémico tem mantido aquecido o mercado de hortalicas
antes, dentro e depois da porteira. Com destague, o setor voltado para as
atividades antes da porteira (insumos, maquinas e equipamentos) movimenta
anualmente US$ 5 milh6es (CNA, 2017). Especificamente, a producdo de
sementes de hortalicas no Brasil em 2017 foi equivalente a 737 toneladas (IBGE,
2017), arrecadando cerca de US$ 446 milhdes (CNA, 2017).

Por esta razdo, tanto o setor publico (universidades e centros de pesquisa)

quanto o setor privado (empresas) tém investido em programas de melhoramento



genético de hortalicas, a fim de desenvolverem cultivares cada vez mais
produtivas e adaptadas as demandas do setor produtivo.

Dentre os principais programas publicos de melhoramento genético de
hortalicas no Brasil, estdo aqueles conduzidos pelos seguintes 6érgdos: Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC); Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ) da Universidade de Sao Paulo; Instituto Agrondmico de Pernambuco
(IPA); EMBRAPA Hortalicas; EMBRAPA Clima Temperado e Empresa de
Pesquisa Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) (Neto et
al., 2009). Além desses, cabe ser citado o programa de melhoramento genético
de hortalicas da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), o qual ja desenvolveu cultivares de abdbora, pimentdo, pimenta e feijao-
de-vagem.

Por outro lado, dentre as empresas produtoras de sementes de hortalicas no
Brasil, destacam-se: AGRISTAR/TOPSEED, AGRITU, AGROCINCO, FELTRIN
ISLA, HORTEC, HORTIAGRO, HORTIVALE, SAKATA, TECNOSEED e VIDASUL
(Neto et al., 2009).

Em um mercado competitivo como este, torna-se necesséario a adocao de
medidas legais que assegurem aos obtentores e/ou melhoristas, bem como aos
mantenedores e/ou produtores de sementes a ndo violacdo de seus direitos. Por
iSs0, as sementes e demais propagulos das novas cultivares, produzidas tanto por
instituicBes publicas ou privadas séo protegidos e/ou registrados antes de serem
disponibilizados no mercado.

O registro de cultivares habilita a producdo, o beneficiamento e a
comercializacdo de sementes e mudas no Brasil, assegurando ao consumidor a
compra de sementes e mudas certificadas e avaliadas nas condicfes
edafoclimaticas brasileiras. O registro € fundamentado na Lei n® 10.711, de 05 de
Agosto de 2003, a qual dispde sobre o Sistema Nacional de Sementes e Mudas.

A protecdo de cultivares confere direito de exploragdo econémica exclusiva
sobre a nova cultivar e cultivar essencialmente derivada, 0 que garante que
apenas o obtentor (titular dos direitos) ou permissionarios podem vender, oferecer
a venda, reproduzir, importar, exportar, bem como embalar ou armazenar para
esses fins, ou ceder a qualquer titulo, material de propagacdo da -cultivar

protegida. A protecdo da cultivar é regida pela lei n® 9.456, de 25 de Abril de 1997.



Entretanto, a ado¢céo de tais medidas legais ndo tem sido um ébice para a
pratica de crimes contra a propriedade intelectual, o direito patrimonial ou as
relacbes de consumo, como por exemplo: comercializacdo de sementes ou
propagulos de cultivares protegidas sem o consentimento do titular dos direitos;
uso de falso registro e protecéo; disponibilizagdo no mercado de sementes ou
propagulos de cultivares ndo inscritas no RNC; registro e/ou protecdo de
cultivares com informacdes imprecisas quanto a sua natureza e identidade
genética. Desta forma, infelizmente, praticas criminosas tém lesado programas de
melhoramento, produtores de sementes e produtores rurais (Kumar et al., 2001,
Rooijen, 2011).

Portanto, é evidente a necessidade de instituir procedimentos fiscalizatorios
que supram as debilidades dos procedimentos vigentes tanto para o registro
guanto para a protecdo de cultivares, a fim de certificar e/ou atestar a veracidade
dos dados declarados aos bancos de dados oficiais na requisicdo de salvaguarda
dos direitos, bem como solucionar possiveis conflitos de interesse. Nao ha davida
de que isto beneficiaria produtores e consumidores do mercado de sementes.

Tanto o0s procedimentos para requisicdo de direitos quanto aqueles
fiscalizatérios tém sido oficialmente baseados em descritores morfologicos
contidos em listas disponibilizadas pelos 6rgaos competentes. Todavia, sabe-se
gue alguns marcadores morfologicos, além de serem passiveis de maior efeito
ambiental, podem néo ser suficientes para deteccdo de sutis diferencas entre
obtencdes vegetais (Aviani e Santos, 2011).

Por esta razdo, a Unido Internacional para a Protecdo das Obtencbes
vegetais (UPOV) por meio do Grupo de Trabalho em Técnicas Bioquimicas e
Moleculares (BMT) tem produzido documentos técnicos (UPOV, 2010; 2011) com
orientacbes para o uso de marcadores moleculares como ferramentas na
comprovacgdo da origem genética da cultivar, identificacdo de uso fraudulento ou
indevido de cultivares e para atividades fiscalizatérias (Aviani e Santos, 2011).

De acordo com os documentos técnicos elaborados pelo BMT da UPOV
(UPOV, 2010; 2011), os critérios para a escolha dos marcadores moleculares
como ferramentas auxiliares nos procedimentos de protecdo de cultivares sao:
codominancia, nivel de polimorfismo, robustez (reprodutibilidade e repetibilidade)

e ter a regido no genoma conhecida. Consequentemente, sdo recomendados 0s



seguintes marcadores: Single Sequence Repeat (SSR) ou Microssatélites; Single
Nucleotide Polymorphism (SNP).

O presente trabalho propde a aplicacdo de marcadores microssatélites como
ferramentas moleculares para checagem e certificacdo da pureza e identidade
genética de cultivares de Capsicum spp. registradas e protegidas no Brasil. No
primeiro capitulo, sera enfatizado o uso de marcadores para elucidagdo de
possiveis inconsisténcias quanto a espécie do género Capsicum atribuida a
cultivares registradas, estando estes dados disponiveis no banco de dados oficial
do Registro Nacional de Cultivares (RNC). No segundo capitulo, o enfoque se da
na realizacdo do perfil genético (DNA fingerprinting), por meio de microssatélites,
de cultivares de Capsicum annuum desenvolvidas pelo programa de

melhoramento genético da UENF.



2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo  Geral: Comprovar a efichkcia de marcadores
microssatélites como ferramentas moleculares auxiliares aos processos de

registro e protecao de cultivares no Brasil.

2.2. Objetivos Especificos:

e Promover a caracterizacdo molecular de cultivares de Capsicum spp. por

meio de marcadores microssatélites;

¢ Elucidar inconsisténcias em informacdes sobre cultivares de Capsicum spp.

disponiveis em banco de dados oficial para cultivares registradas no Brasil;

eRealizar o DNA fingerprinting de cultivares de Capsicum annuum L.

desenvolvidas na UENF por meio de marcadores microssatélites.



3. CAPITULOS

3.1. APLICACAO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA SOLUCAO
DE INCONSISTENCIAS NO REGISTRO DE CULTIVARES DE Capsicum EM
BANCO DE DADOS OFICIAL BRASILEIRO

3.1.1.INTRODUCAO

A producgéo de sementes no Brasil correspondeu a 3.815.655t em 2016 em
uma area plantada equivalente a 59.760.500 ha, o que produziu uma receita de
R$ 10 bi (ABRASEM 2016). Especificamente, a producdo de sementes de
hortalicas alcancou a marca de 737 toneladas (IBGE, 2017), arrecadando cerca
de US$ 446 milhdes (CNA, 2017).

O Registro Nacional de Cultivares (RNC) tem a competéncia de habilitar
previamente cultivares e espécies para a producdo e a comercializacdo de
sementes e mudas no Pais, independente do grupo a que pertencem (e.g.:
florestais, forrageiras, frutiferas, grandes culturas, olericolas, ornamentais, entre
outros) (Carvalho et al., 2018). O registro de cultivares € um instrumento
importante tanto para proteger o agricultor quanto o melhorista. No que diz
respeito ao agricultor, o registro de cultivares garante a ndo ocorréncia da compra

de sementes e mudas néo certificadas e avaliadas nas condi¢des edafoclimaticas



brasileiras. No que concerne aos melhoristas e programas de melhoramento, o
registro de cultivares, além de assegurar a identidade genética e a qualidade
varietal das cultivares, resguarda as cultivares melhoradas contra a degradacéo
decorrentes de misturas mecanicas, cruzamentos, trocas de nomes ou
denominacdes e outras ocorréncias acidentais (Carvalho et al. 2009).

O registro € frequentemente confundido com a protecdo de cultivares.
Entretanto, ambos possuem finalidades e procedimentos distintos. Enquanto o
registro habilita a comercializacao das estruturas propagativas no pais, a protecao
concede a guarda da propriedade intelectual, bem como garante o direito de
exploracdo econdémica exclusiva (Carvalho et al. 2009).

Apesar disso, o processo de registro de cultivares pode ser beneficiado
pela existéncia prévia do processo de protecdo de cultivares, quando os ensaios
de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) s&o utilizados também
para fornecer dados ao registro (Carvalho et al. 2009; Pimenta et al. 2016).

O RNC, tal como existe atualmente, foi estabelecido com a promulgacéo da
Portaria n°® 527 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
publicado em 31 de dezembro de 1997. Mais tarde, no inicio do século XXI, o
RNC passou a ser regido pela Lei n° 10.711, publicada em 05 de agosto de 2003,
e regulamentado pelo Decreto n° 5.153, publicado em 23 de julho de 2004. Desde
entdo, o RNC esta sob a responsabilidade da Coordenacdo de Sementes e
Mudas (CSM), do Departamento de Fiscalizacao de Insumos Agricolas (DFIA), da
Secretaria de Defesa Agropecuaria (DAS) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).

Portanto, a partir da promulgacdo da legislacdo vigente, para que a
producdo e a comercializacdo de sementes, mudas e outras estruturas
propagativas sejam realizadas no Brasil, ficou determinado que o
produtor/obtentor, devidamente registrado no RENASEM (Registro Nacional de
Sementes e Mudas), deve submeter a cultivar a ensaios de Valor de Cultivo e Uso
(VCU), antes de solicitar a inscricdo da cultivar no RNC (Lei n°® 10.711/2003).

Toda documentacéo formal para solicitar a inscricdo da cultivar no RNC
encontra-se  disponivel em: http://www.agricultura.gov.br/assuntos/insumos-
agropecuarios/insumos-agricolas/sementes-e-mudas/registro-nacional-de-

ultivares-2013-rnc-1/formularios-para-registro-de-cultivares.



Por meio de um banco de dados mantido em seu portal na internet,
denominado CultivarWeb, o MAPA possibilita conhecer as cultivares registradas
no Brasil dentro do género ou espécie de interesse. Em Dezembro de 2018, o
sistema apontava a existéncia de 5.118 registros de cultivares no pais. Todavia,
como as informacfes disponiveis sdo obtidas mediante declaragdo formal do
mantenedor, por meio da documentacao de solicitacdo de inscricdo de cultivar,
algumas imprecisdes ou inconsisténcias podem ocorrer.

Este estudo surgiu a partir da hipotese de inconsisténcia quanto a
informacdo da espécie atribuida as trés cultivares: Amarela Comprida, De
Cayenne e Cayenne Long Slin. A hipotese € devida ao fato de que no banco de
dados oficial (CultivarWeb) essas cultivares sado apresentadas como sendo
pertencentes a espécie Capsicum frutescens, porém, os caracteres agrondmicos
apontam que tais cultivares séo, na verdade, pertencentes a espécie C. annuum.

Marcadores moleculares, sobretudo microssatélites, sédo ferramentas Uteis
para caracterizacdo de germoplasma tanto para Capsicum spp. quanto para as
demais espécies vegetais. A caracterizacdo molecular tem sido aplicada para
estimar a diversidade genética de acessos silvestres e cultivados, por exemplo,
em abdbora (Priori et al. 2012), pimentdo e pimentas (Nicolai et al. 2013; Villela et
al. 2014; Dhaliwal et al. 2014) e tomate (Vargas et al. 2015). Além disso, uma
aplicacao da caracterizacdo molecular que esta em expanséao, consiste em utiliza-
la para atestar ou comprovar a identidade e pureza genética de cultivares
comerciais para fins de protecéo intelectual e defesa de direitos do obtentor ou
mantenedor. Em relacdo a seguranca e protecdo de direitos de propriedade
intelectual, podem ser encontrados trabalhos de caracterizacdo molecular de
cultivares de abdbora (Sim et al. 2015), batata (Favoretto et al. 2011), pimentas e
pimentdes (Kumar et al. 2001; Kwon et al. 2005).

O presente trabalho utilizou marcadores microssatélites para caracterizar
molecularmente gendtipos de Capsicum spp., a fim de checar em nivel de DNA, a
espécie do género Capsicum a que pertencem as cultivares ‘Amarela Comprida’,
‘De Cayenne’ e ‘Cayenne Long Slin’ e, desta forma, promover a checagem das

informacdes disponiveis no Cultivarweb quanto a espécie dessas cultivares.



3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Origem e domesticagdo de Capsicum spp.

A origem e distribuic&o inicial do género Capsicum é dificil de determinar
devido a um longo histérico de dispersao antropica desde tempos pré-histéricos
(Walsh and Hoot, 2001). Além disso, a auséncia de registros fosseis completos
tem limitado uma reconstrucdo mais precisa da origem, domesticacao e dispersao
destas plantas (Perry et al., 2007).

Contudo, evidéncias arqueoldgicas foram obtidas no México e, apontam
gue humanos ja usavam espécies silvestres de Capsicum como fonte de alimento
h& aproximadamente 7.200 anos A.C. (Pickersgill, 1966; Heiser, 1969; Walsh and
Hoot, 2001; Kraft et al., 2014).

Segundo McLeod et al. (1982), a Bolivia deve ser considerada um
importante centro de diversidade para o género Capsicum e, especificamente, a
regido centro sul da Bolivia € o nlcleo da migracdo para as demais regides
consideradas como centro de diversidade secundarios como as regifes
mesoamericanas, andinas e amazonicas.

A partir de uma combinacdo de evidéncias arqueoldgicas e anadlises
genéticas, diferentes trabalhos sugerem que tanto as espécies silvestres quanto
as domesticadas foram originadas em diferentes regidées na América Central e
América do Sul. Assim, quanto a origem das cinco espécies de importancia
econbmica, acredita-se que C. annuum foi inicialmente domesticada no México ou
Norte da América Central; C. frutescens no Caribe; C. baccatum em terras baixas
na Bolivia; C. chinense no norte da Amazénia; e, C. pubescens no sul dos Andes
(Pickersgill, 2007; Perry et al., 2007; Ibiza et al., 2012).

Desde o inicio, o processo de domesticacdo das espécies do género
Capsicum, implicou em importantes mudancgas evolutivas para as plantas deste
género que contribuiram para que estas espécies apresentassem a diversidade
genética e fenotipica que exibem na atualidade (Pickersgill, 2007).

Em geral, as diferengas morfolégicas entre as espécies silvestres e
cultivadas séo notdrias. Assim, as espécies silvestres de Capsicum apresentam

frutos com cores e tamanhos que sdo atrativos para passaros, além desses frutos
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serem deciduos, ou seja, caem no chdo quando muito maduros e suas sementes
séo espalhadas no solo enquanto estédo ainda viaveis. Por outro lado, as espécies
domesticadas apresentam formato e cor de fruto que variam segundo o interesse
do homem, sendo que algumas espécies podem apresentar gigantismo de frutos,
flores, sementes e folhas. Além disso, os frutos séo retidos no pedunculo mesmo
depois de maduros (Cochran, 1940; Eshbaugh, 1976; Pickersgill, 2007).

Apesar do processo de domesticacdo das plantas de Capsicum ter sido
iniciado pelos povos pré-colombianos ha mais de 7000 anos A.C., o grande
impulso para a domesticacdo das pimentas e pimentdes ocorreu apdés a
introducao dos frutos de tais plantas no continente Europeu, sobretudo da espécie
C. annuum, pelo navegador expansionista, Cristovao Colombo, depois de
regressar de sua viagem exploratéria ao “Novo Mundo”. Isto porque, apds a
introducdo na Peninsula Ibérica, as pimentas e pimentdes conquistaram
rapidamente todo o mundo (Walsh and Hoot, 2001).

As principais implicacfes evolutivas da domesticacdo das espécies de
Capsicum devem-se ao fato do processo de domesticacao ter ocorrido de forma
independente em diferentes regides do mundo, o que culminou em diferentes
mudancas no sistema reprodutivo das espécies, nos mecanismos de disperséao e,
na estrutura genética das populacdes (Oyama et al, 2006).

Pickersgill (2007) aponta que a selecdo artificial antropica durante o
processo de domesticacdo das espécies de Capsicum conduziu, sobretudo, as
seguintes modificagcbes: i) aumento no tamanho, principalmente do fruto, devido
ao aumento no tamanho e nimero de células, sem gue isso fosse resultante de
alteracéo de ploidia ou quantidade de DNA,; ii) diversidade de cores e formatos de
frutos; iii) grau de pungéncia dos frutos; e iv) adaptacdes a diferentes condi¢cdes
edafoclimaticas e diferentes altitudes.

O isolamento reprodutivo, uma consequéncia das mudancas induzidas pelo
processo de domesticacdo independente dessas espécies, impossibilita a
ocorréncia natural de hibridos interespecificos, bem como dificulta a obtencédo de
hibridos sintéticos (Pickersgill, 1971; Walsh and Hoot, 2001; Pickersgill, 2007)

Ibiza et al. (2012) estudaram a diversidade genética de diferentes
populacdes das espécies C. annuum, C. chinense, C. frutescens e C. baccatum
oriundas da Bolivia, Equador e Peru. Esses autores concluiram que havia

divergéncia genética notavel entre tais populacbes de pimentas de mesma
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espécie, mas que foram amostradas em paises vizinhos. Pickersgill (2007) e Ibiza
et al. (2012) afirmam que estas espécies sofreram diferentes processos de
domesticacdo de acordo com a preferéncia alimentar dos povos ancestrais que
habitavam essas regifes e, esta selecdo continua, conduziu a alteracdes na
estrutura genética das populacdes e, consequentemente, diferenciacdo ao nivel
fenotipico e genético.

3.1.2.2. Importancia econdmica

As espécies do género Capsicum sdo amplamente cultivadas no mundo,
desde os tempos pré-colombianos, sobretudo em regides tropicais, sendo
utilizados para consumo in natura ou como matéria-prima para as industrias
alimenticia (molhos e papricas), farmacéutica, cosmética e bélica (spray de
pimenta) (Andrews, 1984; Than et al., 2008; Buttow et al., 2010).

De acordo com a FAO (2016), os cinco maiores produtores de pimentas e
pimentdes no mundo sdo China, México, Turquia, Indonésia e Espanha, sendo
que a producédo de pimentas pela China ultrapassou naquele ano a marca de 17
milhdes de toneladas de frutos. Em adi¢cdo, o continente asiatico € responsavel
por cerca de 70% da producdo mundial de pimentas (FAO, 2016).

O cultivo de pimentbes e pimentas no Brasil estd principalmente
relacionado a agricultura familiar e aos complexos agroindustriais (Rufino e
Penteado, 2006), sendo que as principais regides produtoras sao Nordeste, Sul e
Sudeste (IBGE, 2017).

Além da producdo para consumo in natura, a producdo de pimentdes e
pimentas para uso como condimento de diversos produtos alimenticios
industrializados cresceu significativamente nos Ultimos anos. Esses produtos sao
utilizados no preparo de alimentos, no processamento de conservas e na industria
de embutidos. Os frutos também s&o comercializados na forma de geleias,
molhos e blends (vidros com misturas de frutos usados como pecas para
decoracéo de casas) (Nascimento et al., 2012).

Quanto a importancia nutricional, os frutos de Capsicum destacam-se por
serem fontes de vitamina C, carotenoides, vitamina E, vitaminas do complexo B
(tiamina, riboflavina, niacina, B-6 e acido fdlico), vitamina A, além de tocoferais,

flavonoides e capsaicinoides (Wahyuni et al., 2013). Os frutos possuem também
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proteinas, glicidios, lipideos e minerais, sendo, ainda, fontes importantes de fibras
(Reifschneider, 2000).

No que diz respeito a importancia medicinal, destacam-se: i) a aplicacao
farmacéutica da capsaicina na fabricacdo de antioxidantes, anticancerigenos,
antiartrites e analgésicos; ii) producado de analgésicos para dores musculares a
partir da oleoresina extraida dos frutos; iii) producdo de anti-inflamatérios naturais;
iv) O uso como termogénico e moderador de apetite natural (Adams, 2007; Akbar
et al., 2010; Ashrafi et al., 2012; Lim, 2013).

Em relagdo ao potencial bélico da pimenta, os indios brasileiros Caetés
foram pioneiros a usar a pimenta como arma, sem imaginar que séculos depois a
oleorresina de pimenta em aerossol ou em espuma, os famosos ‘pepper spray’ e
‘pepper foam’, seriam utilizados pela policia (Da Costa e Henz, 2007).

Por fim, plantas do género Capsicum podem também ser utilizadas como
ornamentais, em razdo da folhagem variegada, do porte ando e dos frutos com
diferentes cores no processo de maturacdo (Moreira et al., 2006; Hill et al., 2013;
Silva et al., 2015).

3.1.2.3. Botanica

O género Capsicum compreende cerca de 35 espécies, sendo que apenas
as espécies C. annuum L., C. frutescens L., C. chinense Jacqg., C. baccatum L., e
C. pubescens Ruiz et Pav. sdo domesticadas e economicamente importantes
(McLeod et al., 1982; Oyama et al., 2006; Perry et al., 2007; Ibiza et al., 2012,
Carrizo et al., 2013).

Em geral, as plantas de Capsicum sédo arbustivas e perenes, entretanto,
sdo normalmente cultivadas como plantas herbaceas anuais em regides
temperadas (Heiser, 1995), e apresenta consideravel variagdo morfolégica, como
por exemplo: pubescéncia de folhas e caules, que varia de ndo pubescente a
muito pubescente; inflorescéncias, variando de solitarias a até sete flores em um
mesmo no; o calice, que pode variar de longo com sépalas verdes ou sépalas
truncadas, ou ainda com projecbes semelhantes a espinhos; a corola, que pode
ser circular ou campanulada, com alta variacdo na coloracdo entre as espécies;
as sementes que sdo cor de creme, exceto aquelas de C. pubescens, que séo
pretas (Lippert et al. 1966; Moscone et al. 1993; Walsh and Hoot, 2001).
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Os frutos sao do tipo baga, sendo ocos como uma capsula e, variam de
acordo com a coloracdo, formato e pungéncia. Quanto a coloracdo, os frutos
maduros séo, geralmente, vermelhos, mas também podem ser amarelos, verdes,
roxos e até pretos. Em relacdo ao formato, esta caracteristica varia entre as
espécies ou ainda dentro das espécies, podendo haver frutos alongados,
globosos, campanulados, oblongos, coOnicos e retangulares (Carvalho e
Bianchetti, 2004).

Uma caracteristica marcante deste género € a presenca do alcaloide
capsaicina, o qual confere a pungéncia aos frutos, sendo produzida por glandulas
na placenta dos frutos de algumas das espécies. A explicacdo evolutiva para a
pungéncia das pimentas deriva da hipotese da capsaicina ser uma estratégia
natural para evitar que mamiferos se alimentassem desses frutos e, assim, evitar
gue as sementes fossem inviabilizadas por seus aparelhos digestivos. Contudo,
as aves, por ndo comprometerem a viabilidade das sementes em seu aparelho
digestivo, evoluiram para ndo serem afetadas pela pungéncia. Este fato nao
somente contribuiu para o enriquecimento da dieta das aves, mas, sobretudo,

para ampliar o alcance da dispersédo das sementes destas plantas (Borges, 2001).

3.1.2.4. Cariotipo e estrutura do genoma de Capsicum spp.

As espécies do género Capsicum, salvo algumas excecdes, sdo diploides
(2n = 24 e, as vezes, 2n = 26) (Pickersgill, 1977). Normalmente, atribui-se o
namero cromossémico n = 12 para espécies domesticadas e n = 13 para as
espécies silvestres (Lippert et al., 1966; Moscone et al., 1993; Walsh and Hoot ,
2001; Pozzobon et al., 2006; Scaldaferro et al., 2013; Cheema e Pant, 2013).

Limaye e Patil (1989) estudaram a cariomorfologia de 21 espécies e
variedades de Capsicum. Eles perceberam que cromossomos em todas as
espécies e/ou variedades avaliadas apresentavam um tamanho médio com
centrdbmeros submetacéntricos. Em adic&o, assim como percebido por Lippert et
al. (1966), Limaye e Patil (1989) perceberam que havia variagdes no comprimento
dos cromossomos entre as espécies e/ou variedades avaliadas, o que sugeriria,
simultaneamente, uniformidade e diversidade.

Scaldaferro et al. (2013) analisando o tipo, quantidade e distribuicdo de

heterocromatina em 11 espécies silvestres de pimentas (Capsicum spp.)
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sugeriram que um ancestral do género Capsicum deveria apresentar um ndamero
basico de cromossomos x = 12, um genoma pequeno, formula do cari6tipo
composta por cromossomos 11m + 1 st, duas RONs ativas no complemento
bésico, pouca heterocromatina GC-rich e um padrdo de bandeamento simples
como um cariétipo simétrico. Ainda, foi sugerido que a origem de espécies com X
= 13 ocorreu em dois eventos independentes, 0s quais resultaram em dois
subgrupos de espécies que apresentavam 2n = 26 e, as formulas cariotipicas
dessas espécies tendem a apresentar mais de um cromossomo sm ou st, ou
ainda, um cromossomo t.

O contetado de DNA nuclear € uma caracteristica carioldégica bastante (util
para estudos de sistematica e evolucdo (Bennett e Leitch, 1995). Assim, partindo
desse pressuposto, Moscone et al. (2003) avaliaram por meio das técnicas de
citometria de fluxo e densitometria de Feulgen o tamanho do genoma de espécies
domesticadas e silvestres e, concluiram que o tamanho do genoma das espécies
do género Capsicum varia entre 3273 a 5655 Mb, possuindo assim o segundo
maior genoma dentro da familia Solanaceae. Em acréscimo, segundo Qin et al
(2014), o genoma das espécies desse género, sobretudo das -cultivadas,
apresenta cerca de 35.000 genes codificadores de proteinas conhecidas, sendo
gue cada gene é formado em média por 3.000pb.

Segundo Scaldaferro et al. (2013) e Cheema e Pant (2013), mudancas na
heterocromatina, bem como em sequéncias repetidas no genoma (tais como
elementos de transposi¢cdo) tiveram um papel fundamental na evolugdo do
cariétipo de espécies de Capsicum. Em acréscimo, Scaldaferro et al. (2013), em
concordancia com Moscone et al (2003), concluem que a quantidade de
heterocromatina constitutiva € positivamente correlacionada com o comprimento
do cariétipo e tamanho do genoma.

Tam et al. (2009) sugerem que eventos de retrotransposi¢cdo tiveram um
importante papel durante a especiacédo do género Capsicum e, portanto, permitem
estabelecer relacfes filogenéticas entre as espécies, bem como contribuiram para
a diversidade genética entre os genomas das diferentes espécies deste género.
Por outro lado, Tam et al. (2009) apontam que inser¢cdes ndo promoveram
mudancas genéticas com implicacbes filogenéticas para o género Capsicum, o
que revela que as inser¢cdes sdo bem toleradas pelos genomas das espécies

deste género.
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3.1.2.5. Complexos génicos de Capsicum spp.

O género Capsicum € dividido em trés complexos génicos (Pickersgill,
1971, Ibiza et al., 2012). De acordo com Harlan e De Wet (1971), a divisdo em
complexos génicos remete a capacidade de cruzamento entre as espécies e a
fertilidade dos hibridos resultantes destes cruzamentos.

Inicialmente, taxonomistas distribuiram as espécies do género Capsicum
em dois grupos: um caracterizado por frutos pequenos e vermelhos e outro
caracterizado por frutos grandes (Cochran, 1940; Eshbaugh, 1976; Eshbaugh
1980; Pickersgill, 1969; Walsh and Hoot, 2001). Esta classificacdo primaria foi
eficaz em separar as espécies silvestres daquelas domesticadas, porém nao
possui relevancia evolucionaria (Walsh e Hoot, 2001).

Segundo Pickersgill (1988), a despeito da separacdo das espécies em
diferentes complexos génicos e a aparente incompatibilidade entre espécies de
grupos distintos, é possivel obter hibridos interespecificos de C. baccatum, C.
annuum, C. frutescens e C. chinense em diferentes combinacdes, entretanto, a
espécie C. pubescens demonstra ser a mais isolada geneticamente das demais.
Além disso, normalmente, as espécies cultivadas sdo autocompativeis, assim, a
autofecundacéo é naturalmente favorecida em detrimento da polinizacao cruzada.
Entretanto, a polinizacdo cruzada pode ser obtida com alteracdes provocadas na
morfologia floral e a presencga de insetos polinizadores.

De acordo com Walsh e Hoot (2001), a atual classificacdo taxonémica e os
complexos génicos do género Capsicum foram construidos de acordo com
analises isoenziméticas, analises de hibridos, andlises citogenéticas e
comparacao de caracteres morfolégicos, além de técnicas de biologia molecular.

Assim, de acordo com os trabalhos de Pickersgill (1971), McLeod et al.
(1982), Pickersgill (1991), Walsh e Hoot (2001) e Ibiza et al. (2012) as espécies

do género Capsicum estédo distribuidas entre os seguintes complexos génicos:

1) Complexo C. annuum: compreende as espécies C. annuum, C.
frutescens, C. chinense e C. galapagoense (Pickersqill, 1971; Ibiza et al., 2012).
Este grupo ndo apresenta caracteres morfolégicos que permitam unir as suas
espécies, porém ele é plausivelmente defendido por analises isoenzimaticas e
analises de combinacdes hibridas (McLeod et al., 1982; Walsh and Hoot, 2001). A
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espécie C. annuum inclui diversas variedades e cultivares, sendo caracterizada
por corolas brancas, verdes ou purpuras, além de frutos de colorac¢des, tamanhos
e formatos diversos. A espécie C. frutescens apresenta corola branco-
esverdeada e frutos vermelhos ou alaranjados, carnosos, globosos ou subcdnicos
e com aproximadamente 2,5 cm de comprimento. A espécie C. chinense
apresenta corola branca (raramente esverdeada) frutos carnosos com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento de diversos formatos e cores. A
espécie C. galapagoense é a mais distinta de todas as espécies deste grupo
(extrema pubescéncia; folhas pequenas; frutos vermelhos, andes e globosos,
semelhantes a frutas silvestres; flores brancas; além de emanarem odor
agradavel quando tocadas). Toda essa diferenca morfolégica deve ser atribuida
ao fato de que esta espécie é endémica das ilhas Galapagos (Walsh and Hoot,
2001).

2) Complexo C. baccatum: compreende as espécies C. baccatum
(variedades baccatum, pendulum e praetermissum), C. chacoense (Pickersqill,
1991; Walsh and Hoot, 2001; lbiza et al., 2012) e C. tovarii (Tong e Bosland,
1999; Ibiza et al., 2012). Este grupo € caracterizado por ser morfologicamente
diverso. Acredita-se que o grupo Baccatum tenha surgido no centro-sul da Bolivia
em ambientes secos e de baixa altitude.

C. baccatum (variedades baccatum, pendulum e praetermissum) possui
corola branca ou creme (exceto var. praetermissum que tem flores com bordos
violaceos) com um par de pontos amarelados na base de cada pétala, os frutos
tem formato distinto para cada variedade.

C. chacoense apresenta corola branca e frutos pequenos (1,5 cm de
comprimento), oblongos e vermelhos. Apesar de Pickersgill (1971) sugerir a
inclusdo da espécie Capsicum chacoense no Complexo C. annuum, os trabalhos
de Walsh and Hoot (2001) e lbiza et al. (2012) afirmam que o posicionamento
dessa espécie em algum dos complexos génicos do género Capsicum ainda nao
esta resolvido.

C. tovarii apresenta corola creme (as vezes com bordos violaceos), com
um par de pontos amarelados na base de cada pétala e frutos globosos,
vermelhos e pequenos (1 cm). Tong e Bosland (1999) e Ince et al (2010)

defendem o agrupamento de C. tovarii no complexo C. baccatum, baseando-se
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em hibridagfes bem sucedidas e analises moleculares, respectivamente. Todavia,
alguns trabalhos questionam a inclusdo C. tovarii no complexo C. baccatum,
alegando que as relacdes filogenéticas de C. tovarii com as demais espécies do
complexo C. baccatum ainda ndo estéo totalmente esclarecidas (Walsh and Hoot,
2001; Moscone et al., 2007; Ibiza et al., 2012).

3) Complexo C. pubescens: C. cardenasii, C. eximium e C. pubescens
(Pickersgill, 1991, Ibiza et al., 2012). Estas espécies formam hibridos naturais que
sdo mais férteis do que alguns cruzamentos entre variedades de mesma espécie
(Ibiza et al.,, 2012). As espécies deste grupo podem ser encontradas desde
regides xerofiticas de baixas altitudes até as montanhas dos Andes (Walsh and
Hoot, 2001).

C. cardenasii e C. eximium apresentam flores com corolas de cor purpura
com bases amarelo-esverdeadas, além de frutos pequenos (1 cm), vermelhos e
esféricos. Apesar de suas semelhancas morfologicas, estas espécies sao
distinguidas entre si por 12 diferencas moleculares. C. pubescens apresenta
flores com corolas cor purpura (as vezes creme com margens puarpura) e frutos
grandes (2 cm) e globosos, que apresentam diversidade de cores. Acredita-se
gue esta diversidade deve-se a domesticacdo e cultivo (Walsh and Hoot, 2001;
Bosland e Votava, 2012).

3.1.2.6. Melhoramento de Capsicum spp.

Na antiguidade, as pimentas e pimentdes foram cultivados e selecionados
para diferentes propositos pelos povos nativos das Américas, aos quais é
atribuido o titulo de “primeiros melhoristas” do género Capsicum. Muitas das
variedades cultivadas de pimentas e pimentdes, na atualidade, foram
desenvolvidas por estes povos ancestrais (Padilha e Barbieri, 2016).

Os métodos de melhoramento mais aplicados as plantas do género
Capsicum sao: selecdo massal, método genealdgico, retrocruzamento, selecdo
recorrente, Single seed descente (SSD) e hibridacdo (Padilha e Barbieri, 2016). A
escolha do método depende do objetivo do programa de melhoramento (Padilha
et al., 2015).
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Tradicionalmente, os programas de melhoramento de Capsicum spp. visam
0S seguintes resultados: incremento de produtividade, aprimoramento de
caracteristicas dos frutos (cor, sabor e pungéncia), resisténcia a pragas e
doencas e tolerancia a estresses abidticos (Manzur et al., 2014).

No Brasil, o programa de melhoramento de Capsicum spp. mais antigo
relatado na literatura é o mantido pela Embrapa Hortalicas, o qual estd em
vigéncia desde 1981 (Reifschneider et al, 2016). Ao longo de 37 anos de
existéncia, este programa foi responsavel pelo lancamento de 19 cultivares de
Capsicum spp. (RNC, 2018).

O programa de melhoramento genético de Capsicum spp. realizado pela
UENF teve inicio em 1998, a partir de um projeto de pesquisa visando a
identificacdo de fontes de resisténcia a mancha bacteriana do pimentdo, bem
como estudar a capacidade combinatéria entre genétipos de C. annuum L. para a
obtencdo de hibridos resistentes (Costa et al., 2002). Desde entdo, diversos
projetos de pesquisa envolvendo o pimentdo e também com outras espécies do
género Capsicum vém sendo executados para multiplas finalidades. Os principais
métodos de melhoramento utilizados ao longo deste programa foram os métodos
genealdgico e o SSD (single seed descent).

Dentre os trabalhos concluidos no ambito do programa de melhoramento
genético de Capsicum spp da UENF, destacam-se 0s seguintes resultados
especificos para o melhoramento da espécie Capsicum annuum L: identificacdo
dos acessos UENF 1381, UENF 1496, UENF 1498, UENF 1558, UENF 1573,
UENF 1578 e UENF 1585, como fontes de resisténcia a mancha bacteriana
(Sudré, 2003); a indicacdo da combinacdo UENF 1421 x UENF 1381, como
superior para obtencdo de cultivares resistentes a mancha bacteriana com
caracteristicas agronémicas desejaveis (Costa et al., 2002); identificacdo de trés
genes recessivos, controlando a resisténcia a mancha bacteriana no cruzamento
UENF 1421 x UENF 1381 (Riva et al., 2004); identificacdo de 18 linhas
endogamicas recombinadas promissoras para resisténcia a mancha bacteriana
(Riva, 2006; Riva-Souza et al., 2009); identificacédo e selecéo de oito linhas dentre
as 18, identificadas nos trabalhos anteriores, sendo estas linhas resistentes a
mancha bacteriana e portadoras de caracteristicas agron6micas desejaveis
(Moreira, 2008; Moreira et al. 2009; 2010); ensaios preliminares de DHE e VCU

para as oito linhas selecionadas por Moreira (2012); Conclusdo dos ensaios de
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DHE e VCU, seguidos pela protecao e registro das cultivares ‘UENF Campista’,
‘UENF Carioca’ e ‘UENF Carioquinha’ (Pimenta, 2015; Pimenta et al., 2016)

As cultivares ‘UENF Campista’, ‘UENF Carioca’ e ‘UENF Carioquinha’
derivam de linhas em Fo, respectivamente as linhas L1, L8 e L6, obtidas pelo
método SSD, a partir do cruzamento entre os acessos UENF 1421 e UENF 1381.
O acesso UENF 1421 é suscetivel & mancha bacteriana, entretanto, apresenta
produtividade e qualidade de fruto que atendem as demandas do Mercado. O
acesso UENF 1381 é considerado como fonte de resisténcia a mancha
bacteriana, cujo controle genético é exercido por trés genes recessivos (Riva et
al., 2004; Pimenta, 2015; Pimenta et al., 2016).

3.2.1.7. Caracterizacdo Morfoldgica

A caracterizacdo morfolégica tem sido utilizada em estudo de diversidade
genética (Costa et al., 2015), na conservacdo de recursos genéticos vegetais
(Vilella et al., 2014), na selecdo em programas de melhoramento (Moreira, 2012),
durante os ensaios para obtencdo da protecéo e registro de cultivares (Pimenta,
2016).

A Biodiversity International, desde 1976, tem disponibilizado listas de
descritores morfologicos a serem utilizados para caracterizacdo de acessos das
mais diversas espécies vegetais, visando facilitar a documentacdo dos recursos
genéticos vegetais e 0 uso destes recursos em beneficio da agricultura (Gotor e
Cherfas, 2010).

Os descritores morfologicos disponibilizados pela Biodiversity International
tem sido suficientes para realizacdo de estudos de diversidade genética e
avaliacdo de recursos genéticos vegetais (Vilella et al., 2014; Costa et al., 2015).

Todavia, quando o objetivo da caracterizagdo morfolégica € a protecado e
registro de obtencdes vegetais, suas respectivas leis estabelecem descritores
morfologicos especificos a cada caso.

Na forma da Lei 9.456/97, os ensaios prévios a protecdo de cultivares
(ensaios de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade — DHE), uma lista
oficial de descritores minimos para a espécie deve ser disponibilizada pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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Enquanto, para obter o registro da cultivar, € preciso realizar ensaios de
Valor de Cultivo e Uso (VCU), os quais requerem os seguintes dados: genealogia,
principais caracteristicas morfolégicas, biolégicas e/ou fisiologicas que identificam
a cultivar, relatério técnico indicando a produtividade, comportamento ou reacao
as principais pragas e doencas, regido de adaptacdo e outros dados que
justifiguem a sua importancia para o mercado nacional e internacional (Carvalho
et al., 2009).

Entretanto, a caracterizacdo morfoagronémica, ndao oferece total seguranca
devido a insuficiéncia ou escassez de polimorfismo, plasticidade ambiental,
dependéncia do estadio de desenvolvimento da planta e do tipo de heranca dos
caracteres (Costa et al.,2009).

Nesse sentido, os marcadores moleculares podem ser Uteis ferramentas
auxiliares para os casos em que ndo podem ser solucionados apenas com base
em caracterizacdo morfologica devido as suas limitacdes. Portanto, de acordo
com Aviani e Santos (2011), os marcadores podem ser empregados na
comprovacdo da origem genética da cultivar (teste de paternidade), na
identificagdo de cultivares em casos de uso indevido e em atividades de
fiscalizacao.

3.2.1.8. Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares sao sequéncias de nucleotideos usados para
investigacdo e deteccdo de possiveis polimorfismos em sequéncias de
nucleotideos no genoma de individuos distintos. Polimorfismos séo variacées nas
sequéncias de nucleotideos e podem ser ocasionados por: insercdo, delecéo,
duplicacao e translocacao (Nadeem et al., 2017).

Portanto, um marcador molecular ideal € aquele que apresenta uma boa
cobertura no genoma, reprodutibilidade e alto poder de detecgéao de polimorfismos
(Mondini et al., 2009).

Diferentes marcadores moleculares tém sido aplicados com sucesso em
plantas para estudos evolutivos e filogenéticos, investigacdo de heterose,
genotipagem de cultivares, estudos de diversidade genética, monitoramento da
introgressao de genes em retrocruzamentos, mapeamento genético, mapeamento

de QTLs, selecdo gendbmica ampla, selecdo assistida por marcadores, entre
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outras abordagens (Nadeem et al., 2017). Dentre estes marcadores moleculares,
destacam-se: RFLP, RAPD, AFLP, SSR ou microssatélites, ISSR, CAPS, SCAR e
SNP.

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) foi a primeira técnica de
marcadores moleculares e a Unica baseada em hibridizacdo. A técnica consiste
na extragdo de DNA puro e mistura com enzimas de restricdo derivadas de
bactérias, que sdo usadas para cortar DNA em loci especificos (sitios de
restricdo). Isso resulta em um grande numero de fragmentos com diferentes
comprimentos (polimorfismo). A separacdo destes fragmentos € feita por
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida, produzindo uma série de
bandas com diferentes comprimentos. Delecfes, mutacdes, inversoes,
translocacdes e transposicOes de pares de bases sdo as principais causas da
variacdo. Essas variacbes levam ao ganho ou perda de sitios de restricao,
resultando em polimorfismo (Madhumati, 2014).

A técnica Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) foi desenvolvida por
Williams et al. (1990) e Welsh e Mcclelland (1990), independentemente. A
amplificacdo do DNA gendmico é obtida por PCR usando um Uunico primer
aleatério de 10 nucleotideos. Os fragmentos amplificados s&o totalmente
dependentes do comprimento e tamanho do genoma e do primer. O produto de
PCR é entdo separado em gel de agarose corado com brometo de etidio. O
polimorfismo presente nos sitios de ligacdo ou entre os primers pode ser
detectado na eletroforese pela confirmacdo da presenca ou auséncia de bandas
especificas (Nadeem et al., 2017).

As limitacdes presentes na técnica de RAPD e RFLP foram superadas pelo
desenvolvimento de marcadores AFLP. Os marcadores AFLP (Amplified
Fragments Length Polymorphism) combinam a tecnologia RFLP e PCR, na qual a
digestdo do DNA é feita por duas enzimas de restricdo e, em seguida, a PCR é
realizada. Cada extremidade dos fragmentos resultantes € ligada com o0s
oligonucleotideos de acordo com a sua especificidade. Isto leva a amplificacdo
apenas dos fragmentos que foram cortados por estes cortadores. Para o
desenvolvimento de primers, sequéncias conhecidas de adaptadores sédo usadas
para pescar uma sequéncia de DNA desconhecida. Apoés a realizacdo da PCR, a
visualizacdo é feita em gel de agarose ou gel de poliacrilamida corado com
AgNOs (Vos et al., 1995).
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Microssatélites ou Sequéncias Simples Repetidas (SSR) foram
primeiramente aplicados em plantas, mais precisamente, em soja, por Akkaya et
al. (1992). Conforme descrito por Akkaya et al. (1992), SSR é uma técnica
baseada em PCR que apresenta marcadores codominantes e multialélicos com
alto conteudo informativo e alto poder de discriminacdo. Os primers usados nesta
técnica também sdo conhecidos como microssatélites e podem ser repeticdes de
di-, tri- e tetra- ou penta-nucleotideos. Interpretacdo e avaliacdo dos padrbes de
bandas sado realizadas e a avaliacdo dos produtos de PCR é realizada para
investigagdo do polimorfismo, seja em gel de agarose ou em gel de poliacrilamida.

A técnica Inter Simple sequence Repeat (ISSR) foi desenvolvida por
Zietkiewicz et al. (1994). Baseia-se na amplificacdo de segmentos de DNA (PCR)
localizados entre duas regides de repeticdo de microssatélites idénticas, mas
orientadas de forma oposta, a uma distancia que permite a amplificacao.
Normalmente, primers longos com tamanho de 15 a 30 bases sdo usados nesta
técnica. O ISSR permite o uso bem sucedido de alta temperatura de anelamento
(cerca de 45-60°C); os produtos amplificados tém 200-2000 pb de comprimento e
podem ser visualizados em gel de agarose ou poliacrilamida. Segregando-se por
leis de heranga mendelianas, sdo caracterizados como marcadores dominantes
(Zietkiewicz et al., 1994).

Marcadores do tipo Cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) foram
inicialmente chamados de marcadores PCR-RFLP devido a combinacdo de RFLP
e PCR (Maeda et al., 1990). Nesta técnica, o DNA alvo é amplificado usando PCR
e, em seguida, sua digestdo é realizada com enzimas de restricdo. Gel de
agarose ou gel de acrilamida é usado para a visualizacdo de produtos CAPS
(Jarvis et al., 1994).

Sequence-characterized amplified region (SCAR) foi desenvolvido em 1993
por Paran e Michelmore. Os marcadores SCAR sao co-dominantes, mono-locus e
mais especificos e reprodutiveis do que o RAPD. O desenvolvimento de
marcadores SCAR inclui a purificacdo de fragmentos de PCR e o desenho do
primer SCAR. Bandas polimoérficas sdo detectadas usando gel de agarose e entdo
a sequéncia de nucleotideos do fragmento de DNA selecionado é investigada. A
analise da sequéncia deste DNA polimérfico é feita comparando-o com o banco

de dados de sequéncias de DNA conhecido. Em seguida, essa sequéncia de
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nucleotideos do DNA polimérfico é utilizada para a sintese de primers SCAR
especificos (Paran and Michelmore, 1993; Yang et al., 2013; Bhagyawant, 2016).
As mudancas em sequéncias de um unico de par de bases presentes no
genoma de um individuo sdo conhecidas como SNPs. Os SNPs podem ser
transicdes (C/ T ou G/ A) ou transversdes (C/ G, A/T,C/AouT/G)com base
na substituicdo de nucleotideos. Uma base de nucleotideo Unico € a menor
unidade de heranca e o SNP pode fornecer o niumero mais simples e maximo de
marcadores. Os SNPs estdo presentes em abundancia em plantas e animais e
sdo amplamente distribuidos dentro do genoma. Diferentes tipos de ensaios de
genotipagem de SNPs foram desenvolvidos com base em diferentes mecanismos
moleculares. Entre eles, a extensao do iniciador, a clivagem invasiva, a ligacao
oligonucleotidica e a hibridizacdo especifica do alelo sdo as mais importantes.
Além disso, varios métodos de genotipagem de alto rendimento, como NGS, GBS
e NGS baseado em chips, PCR especifico de alelo, tornam os SNPs os

marcadores mais atraentes para a genotipagem (Sobrino et al., 2005).

3.1.2.9. Caracterizagdo Molecular

A caracterizacdo molecular consiste no uso de marcadores moleculares para
acessar informacfes genéticas de populacdes e individuos (espécies silvestres,
racas locais e cultivares). Portanto, a caracterizagdo molecular tem sido uma
importante aliada do melhoramento genético e conservacdo de recursos
genéticos vegetais.

No tocante a conservacdo de recursos genéticos vegetais, a caracterizacao
molecular tem facilitado a estimativa sobre a diversidade genética das colecdes
de germoplasma; a diferenciacdo, avaliacdo e identificacdo de acessos; a
identificacdo de duplicatas; e o estabelecimento de cole¢cdes nucleares
(Rodrigues et al., 2010).

No que diz respeito ao melhoramento genético vegetal, a caracterizagédo
molecular tem possibilitado a investigacdo, 0 monitoramento e 0 acesso a
diversidade genética; o monitoramento da introgressao de genes; a selecdo de
genotipos; 0 mapeamento genético; e o DNA fingerprinting de cultivares (Nadeem
et al., 2017).
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Especificamente, a caracterizacdo molecular visando o DNA fingerprinting de
cultivares tem sido aplicada no apoio aos processos para o registro e prote¢céao de
cultivares (Aviani e Santos, 2011), bem como na solucdo de disputas judiciais
pelo abuso do direito patrimonial de outrem (Kumar et al., 2001; Kwon et al., 2005;
Favoretto et al., 2011; Sim et al., 2015).

Diversos trabalhos foram publicados na ultima década, tendo como alvo a
caracterizacdo molecular de cultivares das mais distintas espécies e utilizando as
diferentes técnicas e marcadores moleculares.

Santos et al. (2010) promoveram a caracterizacdo molecular de 44 cultivares
de cebola, usando 30 marcadores microssatélites. Martins et al. (2011) efetuaram
a caracterizacdo molecular de sete variedades de abacate (Persea americana)
com cinco marcadores microssatélites. Purkayastha et al. (2012) caracterizaram
molecularmente seis acessos da pimenta ‘Butt Jolokia’ por meio de marcadores
ITS. Prasad et al. (2013) obtiveram a caracteriza¢cdo molecular de 10 cultivares de
Capsicum annuum L. por meio de marcadores RAPD. Vilella et al. (2014)
realizaram a caracterizacdo molecular de 20 variedades crioulas de pimentas
(Capsicum baccatum) com 08 marcadores microssatélites. Campos et al. (2016)
fizeram a caracterizacdo molecular de 21 acessos do género Capsicum via
marcadores ISSR. Souza et al. (2017) executaram a caracterizacdo molecular de
34 cultivares de café (Coffea arabica), empregando 31 marcadores

microssatélites.

3.1.2.10. Registro de Cultivares

A regulamentacdo da producdo, comércio e beneficiamento de sementes
foi primariamente realizada pelo Decreto n° 81.771, de 7 de junho de 1978. A
partir dessa legislacdo, foram criados o Sistema Brasileiro de Avaliagdo e
Recomendacao de Cultivares (Portaria n°® 178, de 21 de julho de 1981) e o
Sistema Brasileiro de Registro de Cultivares (Portaria n°® 271, de 06 de outubro de
1982), sob coordenacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) (Carvalho et al., 2009).

Posteriormente, o Registro Nacional de Cultivares (RNC) foi instituido por
meio da Portaria n° 527, de 30 de dezembro de 1997, publicada pelo Ministério da

Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA.
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Atualmente, o RNC é regido por meio da Lei n° 10.711, de 05 de agosto de
2003, e regulado pelo Decreto n° 5.153, de 23 de julho de 2004. O RNC é de
responsabilidade da Coordenacdo de Sementes e Mudas - CSM, do
Departamento de Fiscalizacdo de Insumos Agricolas - DFIA, da Secretaria de
Defesa Agropecuaria — DAS, do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento — MAPA.

O RNC tem por finalidade habilitar, no Brasil, a producéo, o beneficiamento e
a comercializacdo de sementes e mudas de cultivar pertencente a qualquer
espécie (Brasil, 2003).

De acordo com a Lei n° 10.711/03 (Brasil, 2003), cultivar consiste na
variedade de qualquer género ou espécie vegetal superior que seja distinguivel,
homogénea e estavel quanto aos descritores morfoldgicos, possua denominacéo
propria, e seja cultivavel nas condi¢cdes edafocliméaticas nacionais ou regionais.

A inscricdo de cultivar no RNC devera ser requerida por pessoa fisica ou
juridica que: a) tenha desenvolvido a nova cultivar ou cultivar essencialmente
derivada no Pais e, portanto, detém o status de obtentor de acordo com a Lei n°
9.456, de 25 de abril de 1997; b) seja o obtentor da cultivar no exterior e que
tenha introduzido a nova cultivar no pais; ou c) seja um permissionario do
obtentor (Brasil, 2004). A pessoa fisica ou juridica que detém o direito patrimonial
sobre a cultivar registrada é denominada mantenedor (Brasil, 2003).

Assim, o procedimento formal para o registro de nova cultivar requer que o
solicitante apresente: comunicacdo prévia da instalacdo de ensaios para
avaliacio de Valor de Cultivo e Uso (VCU); carta de
encaminhamento/requerimento; Guia de Recolhimento da Unido (GRU) e
comprovante de pagamento; formulario especifico para a espécie contendo o0s
descritores minimos da cultivar, os resultados dos ensaios de VCU e a declaracéo
da existéncia de estoque minimo de material basico.

O VCU consiste no valor intrinseco de combinagdo das caracteristicas
agrondmicas da cultivar com as suas propriedades de uso em atividades
agricolas, industriais, comerciais e/ou de consumo in natura (Brasil, 2003).

Os ensaios de VCU devem obedecer aos critérios estabelecidos pelo MAPA,
além de apresentar delineamento estatistico que permita a observacdo e
avaliacdo dos caracteres agronémicos da cultivar, bem como a avaliacdo do seu

desempenho agronémico (Brasil, 2004).
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Em Dezembro de 2018, havia 5.118 cultivares registradas no banco de
dados do RNC (CultivarWeb) para as mais distintas espécies, sendo 763 registros

relativos a cultivares da espécie Capsicum annuum L.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Germoplasma

Sete genotipos do género Capsicum foram usados para a realizacdo deste
ensaio de caracterizacdo molecular. Os gendtipos utilizados foram
correspondentes as cultivares registradas ‘UENF Campista’, ‘Cascadura lkeda’,
‘Amarela Comprida’, ‘De Cayenne’, ‘Cayenne Long Slin’, ‘Malagueta’ e ao acesso
UENF 2154.

As cultivares UENF Campista e Cascadura lkeda constituiram padrbes
para a espécie Capsicum annuum, enquanto a cultivar ‘Malagueta’ e o acesso
UENF 2154 constituiram padrdo para as espécies C. frutescens e C. chinense,
respectivamente.

As cultivares Amarela Comprida, De Cayenne e Cayenne Long Slin,
compuseram o objeto de estudo deste ensaio de caracterizacdo molecular com o
intuito de checar a espécie de Capsicum a que pertencem, uma vez que, a
informacdo de espécie disponivel no CultivarWeb ndo é a mesma observada na
embalagem das sementes, e as caracteristicas descritas para as cultivares nao
correspondem a descricdo existente na literatura para as espécies que lhes séo
atribuidas.

Para checagem do nivel de homozigose das cultivares amostradas e da
pureza genética das sementes, cada cultivar foi representada por um bulk
composto por uma amostra de cinco plantas.

As plantas foram cultivadas por 45 dias em vasos de 500 mL em casa de
vegetacdo na Unidade de Apoio a Pesquisa do Campus Leonel Brizola da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Apos esse periodo, as plantas estavam

prontas para a coleta de amostras foliares para a etapa de extracédo de DNA.
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3.1.3.2. Extrac&o de DNA

Para extracdo do DNA foram utilizadas amostras foliares de cada uma das
sete cultivares supracitadas e, aproximadamente, 300 mg de tecido foliar foi
macerado e transferido para tubos de 1,5 puL e imersos em N: liquido para a
extragcdo de DNA de acordo com o protocolo de Doyle & Doyle (1990), com
modificacdes.

A quantificacdo do DNA foi realizada com uso do fluorimetro Qubit 3.0
(INVITROGEN). Posteriormente, as amostras foram diluidas e padronizadas a
concentragédo de 5 ng.ul, para serem submetidas as reacées de polimerase em
cadeia (PCR).

3.1.3.3. Reacdes de Amplificacéo

Oitenta marcadores microssatélites disponiveis na literatura (Lee et al.
2004; Yi et al. 2006; Minamiyama et al. 2006) foram selecionados com base em
informacdes sobre o nivel de polimorfismo, especificidade para C. annuum e
posicdo no genoma (Tabela 1). E importante destacar que a escolha por
marcadores microssatélites foi embasada nas recomendacdes constantes no
documento técnico da UPOV (International Union for the Protection of New
Varieties of Plants) (UPOV 2010).

As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume final de 13
ML, contendo os seguintes reagentes: 0,12 ul de Tag DNA polimerase, 1,3 pl de
tampéo 10X (500 mM KCI, 100mM Tris-HCI, pH 8,3), 1,0 pyl de MgCI2 25 mM, 1,5
Ml de dNTP (0,1 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos), 1,0 ul de primer a
5Mm e 6,08 ul de 4gua ultrapura.

Em seguida, as rea¢Oes foram conduzidas em termociclador modelo Veriti
da Applied Biosystems, da seguinte forma: 4 min a 94°C para desnaturacao
inicial; 38 ciclos incluindo 94°C por 1 min, 52-60°C por 1 min (dependendo do

primer utilizado), 72°C por 3 min; e uma extensao final a 72°C por 7 min.



Tabela 1. Listagem dos marcadores microssatélites especificos para Capsicum spp. usados para caracterizacdo molecular de

genatipos de Capsicum spp..

Loco Forward Primer (5'-3") Reverse Primer ?_rigzg;)e Fonte
Hpms 1-1* F tcaacccaatattaaggtcacttcc R ccaggcggggattgtagatg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-3 F tgggaaataggatgcgctaaacc R aactttaagactcaaaatccataacc 9 Lee et al. 2004
Hpms 1-5 F ccaaacgaaccgatgaacactc R gacaatgttgaaaaaggtggaagac 6 Lee et al. 2004
Hpms 1-41 F gggtatcatccgttgaaagttagg R caagaggtatcacaacatgagagg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-43 F aaccagcaatcccatgaaaacc R gggctttggggagaatagtgtg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-62 F catgaggtctcgcatgatttcac R ggagaaggaccatgtactgcagag 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-69 F cggtggcatgtagtttctggag R aagacatgaaatccacaagttttc 4 Lee et al. 2004
Hpms 1-117 F acccaaatttgccttgttgat R aatccataaccttatcccataaa 9 Lee et al. 2004
Hpms 1-139 F ccaacagtaggacccgaaaatcc R atgaaggctactgctgcgatcc 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-148 F ggcggagaagaactagacgattagc R ccacccaatccacatagacg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-155 F acgaggcccaagctgttatgtc R ttgtcccgactctccattgacc 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-165 F ggctatttccgacaaaccctcag R ccattggtgttttcactgttgtg 4 Lee et al. 2004
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Tabela 1 - Cont.

Loco Forward Primer (5'-3") Reverse Primer ?_riggg;e Fonte
Hpms 1-168 F gccccgatcaatgaatttcaac R tgatttttgggtggagagaaaacc 16 Lee et al. 2004
Hpms 1-172 F ggotttgcatgatctaagcatttt R cgctggaatgcattgtcaaaga 11 Lee et al. 2004
Hpms 1-173 F tgctgggaaagatctcaaaagg R atcaaggaagcaaaccaatgc 3 Lee et al. 2004
Hpms 1-214 F tgcgagtaccgagttctttctag R ggcagtcctgggacaactcg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-216 F tgcttgttgtttttaccctcage R agtgaaaggtgggcaacagc 7 Lee et al. 2004
Hpms 1-227 F cgtggcttcaagtatggactgc R ggggcggaacttttcttatcc 7 Lee et al. 2004
Hpms 1-274 F tcccagacccctcgtgatag R tcctgctecttccacaactg 7 Lee et al. 2004
Hpms 1-281 F tgaggcagtggtatggtctge R cccgagttcgtctgccaatag 1 Lee et al. 2004
Hpms 2-2 F gcaaggatgcttagttgggtgtc R tcccaaaattaccttgcagcac 11 Lee et al. 2004
Hpms 2-13 F tcacctcataagggcttatcaatc R tccttaaccttacgaaaccttgg 1 Lee et al. 2004
Hpms 2-21 F tttttcaattgatgcatgaccgata R catgtcattttgtcattgatttgg 10 Lee et al. 2004
Hpms 2-23 F ccctcggctcaggataaatacc R ccccagactcccactttgtg 5 Lee et al. 2004
Hpms 2-24 F tcgtattggcttgtgatttaccg R ttgaatcgaatacccgcaggag 9 Lee et al. 2004
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Tabela 1 - Cont.

Loco Forward Primer (5'-3") Reverse Primer ?_riggg;e Fonte
Hpms 2-26 F gggatgtaggaacaaccctaacc R tgcatcttttcttcatcccctttc 1,3,5 Lee et al. 2004
Hpms 2-45 F cgaaaggtagttttgggcctttg R tgggcccaatatgcttaagagc 5 Lee et al. 2004
HpmsAT2-14  F tttagggtttccaactcttcttcc R ctaaccccaccaagcaaaacac 4 Lee et al. 2004
HpmsAT2-20 F tgcactgtcttgtgttaaaatgacg R aaaattgcacaaatatggctgctg 6 Lee et al. 2004
HpmsCaSIG19 F catgaatttcgtcttgaaggtccc R aagggtgtatcgtacgcagcctta 7 Lee et al. 2004
HpmshpMADS F tgctttcaaaacaatttgcatgg R vgcgtctaatgcaaaacacacattac 1 Lee et al. 2004
CACCEL1 F ctctaataggcaatagctcacatgc R gcagtctcccagaacgttgtcc 1 Lee et al. 2004
AA840689 F gacaacataggcggacctttgg R tgctttaggtctacgtccttgcac 3 Lee et al. 2004
AA840692 F tggaagtgattactggaaaccatgc R ggggtttagtcatggaatcttttgc 3 Lee et al. 2004
AA840721 F cactttgatacgtgaacacttcc R agtttgcactggtcctgctc 7 Lee et al. 2004
AF242731 F gggctgacggccattaagaac R cagacagctagaaagagaggaattctg 16 Lee et al. 2004
AF244121 F tacctcctcgccaatccttctg R ttgaaagttctttccatgacaacc 1,3 Lee et al. 2004
CANO010950 F gattttggtggcagaagaattgg R tgcactttcgaagcaaacaaacc 1 Lee et al. 2004
AF208834 F tgcaccaaggtccagtaaggttg R ccaaccaccatggttcatacaag 6 Lee et al. 2004
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Tabela 1 - Cont.

Loco Forward Primer (5'-3") Reverse Primer ?_riggg;e Fonte
HpmsEOO1 F tgccacccataaaattcttaaacca R tgcaagatcccaaattgaaatga 2 Yi et al. 2006
HpmsEOO03 F tttctgcaattccccttgttca R cagcagagccttcagtagcagc 2 Yi et al. 2006
HpmsEO004 F tgggaagagaaattgtgaaagca R caatgccaacaatggcatccta 1 Yi et al. 2006
HpmsEO005 F tgcctcagtttcccaaccct R accaacaccgtaacgcaccc 3 Yi et al. 2006
HpmsEOO06 F gctgaccgttttcgttttggg R caaaattcaaccgcaccaaca 4 Yi et al. 2006
HpmsEOO7 F ccccatttccccttcccata R gaggggtcatgttgaaggcaa 9 Yi et al. 2006
HpmsEOO08 F ccccttaacttttaattctagatctgc R tcgttgttcctccatcacctca 3 Yi et al. 2006
HpmsEO09 F tgcacaaacatcatacacctca R cccatgactgatagtccgggtc 2 Yi et al. 2006
HpmsEO10 F ctgtttgccaatcaccatcagg R gctattttccggcegtgtgagag 3 Yi et al. 2006
HpmsEO11 F gcagaagaccaaagccctagca R tggtttccattgtcactgtatgc 6 Yi et al. 2006
HpmsEQ12 F aaacgctgaaaaaggcgttgac R tgcaccaacttcttccatgcac 11 Yi et al. 2006
HpmsEO13 F gcgccaagtgagttgaattgat R caccaatccgcttgctgttgta 10 Yi et al. 2006
HpmsEO014 F ctttggaacatttctttggggg R gcggacgtagcagtaggtttgg 6 Yi et al. 2006
HpmsEQ015 F ttgtgagggtttgacactggga R ccgagctcgatgaggatgaact 5 Yi et al. 2006
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Tabela 1 - Cont.

Loco Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (i::ggaie Fonte
HpmsEO16 F ccaagttcaggcccaggagtaa R tgcagagaagactcaccagtcc 3 Yi et al. 2006
HpmsEO19 F aagtcatcagctgcaaagacca R ttcaacatgcatccagcttctt 1 Yi et al. 2006
HpmsEQ020 F cccccgagaggaacagaatcat R ttccattttggtccagctacca 7 Yi et al. 2006
HpmsEO21 F cacactaagcattctgctttcaca R ggagggaatagtagcggtttgga 1 Yi et al. 2006
HpmsEO022 F gcaccagcatcaacatcagcat R cagcaggtgaaggacttgcaga 1 Yi et al. 2006
HpmsEO023 F tttaacacctctctaaccgtcacc R gcgatttcagcccatcaacaat 11 Yi et al. 2006
HpmsEQ024 F cgagcctaaccacccaaatcag R aagggaacggagggacgactac 12 Yi et al. 2006
HpmsEO025 F tgagcatcccgttatctcaaatca R cccaattcttcaggcaatctcc 9 Yi et al. 2006
HpmsEO026 F ccaaagtccatcgacgtctcaa R atcaaatggcaaaccaggagga 1 Yi et al. 2006
HpmsEQ27 F tggagaattggtgttacatgaagg R ttcggacccttctccatcactt 1 Yi et al. 2006
HpmsEO029 F gatggagaagatcgccgacaag R tacatcagcaggtttgcctcca 1 Yi et al. 2006
HpmsEQO30 F gaagcaggggccagagctaga R gcccccaattctcaaacagaga 3 Yi et al. 2006
HpmsEO31 F ccctaaatcaaccccaaattcaa R cccccattacctgactgcaaaa 10 Yi et al. 2006
HpmsEO033 F tggatcctcctttctacttcaaca R aagggtggtgaaaaggggattt 1 Yi et al. 2006
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Tabela 1 - Cont.

Loco Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (i::ggaie Fonte
CAMS-156 F ccctatgctttcacaactcct R gacgtggttatgacgataggc 10 Minamiyama et al. 2006
CAMS-215 F cgtgggtggtctaggatgat R gctggcaagtcactctggat 7 Minamiyama et al. 2006
CAMS-311 F ggtgcgctagagatggagag R tttgagtgttcgggactggt 6 Minamiyama et al. 2006
CAMS-340 F tttatgcccattcacaaaataa R ggacgaattcaccgagtgc 10 Minamiyama et al. 2006
CAMS-398 F atggtccatggtcagcagat R gggcagaacagtggatgatt 7 Minamiyama et al. 2006
CAMS-405 F ttcttgggtcccacactttc R aggttgaaaggagggcaata 11 Minamiyama et al. 2006
CAMS-424 F tccacagcccacagtgtcta R gcttgtggttccgtgatttt 6 Minamiyama et al. 2006
CAMS-451 F tgcattggtgggctaacata R gctcttgacacaaccccaat 11 Minamiyama et al. 2006
CAMS-460 F cctttcacttcagcccacat R accatccgctaagacgagaa 7 Minamiyama et al. 2006
CAMS-606 F gactagtccccgttcaacca R tttgcgagaagatgcttcag 7 Minamiyama et al. 2006
CAMS-811 F gaagaaacgaaggatgaacaaaa R cctgtttcctcttcctcage 9 Minamiyama et al. 2006
CAMS-844 F gcaaagaaaaagaaaagcctga R ctgcaactgctgcttcattc 1 Minamiyama et al. 2006
CAMS-855 F aagtgtcaaggaaggggaca R cctaaccacccccaaaagtt 8 Minamiyama et al. 2006

€e
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3.1.3.4. Eletroforese

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de agarose
de alta resolucdo concentrado a 4% por um sistema de eletroforese horizontal. Os
produtos da PCR, antes de serem submetidos a eletroforese, foram corados com
uma solucdo de Blue Juice e Gel Red (1:1). Posteriormente, os géis foram
submetidos a fotodocumentacao por luz ultravioleta (Fotodocumentador Minibis
Pro — Bio-imaging System).

Apés esta etapa, apenas os marcadores microssatélites considerados
polimorficos para o material em estudo foram usados para a “construgdo” de uma
planilha de codificacdo numérica baseada no padréo das bandas observadas nas

imagens dos géis.

3.1.3.5. Anélise de Dados

Inicialmente, utilizou-se os programas GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012)
e PowerMarker (Liu & Muse 2005) para a determinagdo matematica dos seguintes
estimadores de diversidade genética para 0s acessos avaliados: numero de
alelos; numero de alelos efetivos; niumero de loci com alelos privados por acesso;
indice de fixacao; heterozigosidade observada e indice de Shannon.

Em seguida, a andlise de diversidade genética entre as cultivares foi
realizada pelo programa Genes (Cruz, 2013), sendo os dados processados
utilizando-se o complemento do indice de similaridade ponderado. Esta analise
gerou uma matriz com medidas de dissimilaridade entre os gendétipos, a qual foi
usada para a analise de agrupamento pelo método hierarquico de ligacdo média
entre grupo (UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means)
pelo programa Genes e a Analise de Coordenadas Principais no programa
GenAlIEXx.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Um total de 33 dentre os 80 marcadores microssatélites testados
mostraram-se polimorficos para o germoplasma em estudo e, por esta razao,
somente esses foram computados e usados para a analise dos dados.

Os 33 marcadores microssatélites analisados geraram 76 alelos (Na),
apresentando uma média de 2,3 alelos por loco. Esse nimero deve-se ao fato de
que os genotipos avaliados s&o linhas em nivel avancado de homozigose. O
namero de alelos efetivos (Ne) variou de 1,153 (CAMS-451) a 3,000 (Hpms
E016), com uma média igual a 1,691. Esses valores sdo esperados quando o0s
genotipos investigados s@o pertencentes a espécies autbgamas e intimamente

relacionadas geneticamente (Tabela 2).

Tabela 2. Dados da analise de locos microssatélites realizada pelo programa
GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012) para sete gendtipos de Capsicum spp. para
estimativa do nimero de alelos (Na), nimero de alelos efetivos (Ne), indice de
Shannon (l), heterozigosidade observada (Ho) e indice de Fixacédo (F).

Locus Na Ne | Ho F
Hpms 11 2,000 1,508 0,520 0,143 0,576
Hpms 13 2,000 1,690 0,598 0 1,000
Hpms 15 3,000 1,342 0,509 0,143 0,440
Hpms 141 2,000 1,690 0,598 0 1,000
Hpms 143 2,000 1,960 0,683 0 1,000
Hpms 162 2,000 1,849 0,652 0,143 0,689
Hpms 1117 3,000 1,556 0,656 0,143 0,600
Hpms 1139 2,000 1,960 0,683 0,857 -0,750
Hpms 1148 3,000 1,815 0,796 0,286 0,364
Hpms 1173 2,000 1,690 0,598 0 1,000
Hpms 1216 2,000 1,324 0,410 0 1,000
Hpms 1281 2,000 1,690 0,598 0 1,000
Hpms 221 3,000 2,178 0,876 0,857 -0,585

Hpms AT214 2,000 1,690 0,598 0 1,000
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Tabela 2. Cont.

Locus Na Ne I Ho F
Hpms AT220 2,000 1,690 0,598 0 1,000
Hpms hpMADS 2,000 1,690 0,598 0 1,000
AA840692 2,000 1,324 0,410 0 1,000
AF242731 2,000 1,960 0,683 0 1,000
Hpms E003 2,000 1,324 0,410 0 1,000
Hpms E004 2,000 1,690 0,598 0 1,000
Hpms E007 2,000 1,690 0,598 0 1,000
Hpms E009 2,000 1,324 0,410 0 1,000
Hpms E014 3,000 2,333 0,956 0 1,000
Hpms E016 3,000 3,000 1,099 0 1,000
CAMS-215 3,000 1,412 0,566 0,167 0,429
CAMS-340 2,000 1,471 0,500 0 1,000
CAMS-398 3,000 2,178 0,876 0,857 -0,585
CAMS-424 2,000 1,690 0,598 0 1,000
CAMS-451 2,000 1,153 0,257 0,143 -0,077
CAMS-460 2,000 1,324 0,410 0 1,000
CAMS-606 2,000 1,508 0,520 0,143 0,576
CAMS-811 3,000 1,556 0,656 0,286 0,200
CAMS-855 3,000 1,556 0,656 0,143 0,600
Total 76,000 55,811
Média 2,303 1,691 0,611 0,130 0,681

O indice de Shannon, o qual também € uma estimativa de diversidade,
variou de 0,257 (CAMS-451) a 1,099 (Hpms E016) com uma meédia de 0,611,
enquanto, a heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,857 a 0 (locos fixados)
e, apresentou valor médio de 0,130.

Ao considerar os valores das estimativas de diversidade genética (Ho e 1),
percebe-se que diversidade genética entre os acessos pode ser considerada



37

baixa, o que corrobora o fato dos genétipos avaliados serem linhagens de
espécies autbgamas pertencentes a um mesmo complexo génico (Complexo C.
annuum). Este complexo contempla quatro espécies C. annuum, C. frutescens, C.
chinense e C. chacoense. Portanto, era esperado que os locos tendessem a um
nivel médio a baixo de polimorfismo e, consequentemente, resultasse na
constatacdo de um baixo nivel de diversidade genética entre cultivares de
espécies diferentes e entre cultivares da mesma espécie.

Os valores observados no indice de Fixacédo (F) (F = -0,750 a 1,000)
apontam para um nivel de médio a alto de homozigose dos acessos per se
considerando os locos investigados. Destaca-se que o indice de Fixacao (F)
pode apresentar valores na faixa de -1 a +1. Valores proximos a zero indicam
cruzamento ao acaso; valores negativos indicam excesso de heterozigosidade,
devido a selecado de heterozigotos e acasalamento tendencioso entre fenétipos
semelhantes; por fim, elevados valores positivos indicam elevada endogamia
(Peakall & Smouse, 2012). Em adicdo, pode-se conjecturar que o indice de
fixacdo ainda corresponde a uma estimativa de diferenciacdo entre e dentre
acessos, bem como fazem um diagnostico da variabilidade de cada loco em
termos do nivel de homozigose ou heterozigose.

Em outra analise, percebeu-se entre os locos analisados a ocorréncia de
alelos privados (Ap) para cada gendtipo. A cultivar ‘De Cayenne’ apresentou o
maior niumero de alelos privados (Ap = 18), enquanto a cultivar ‘Malagueta’ exibiu
0 menor numero de alelos privados (Ap = 6) (Tabela 3). Os gendtipos de C.
annuum apresentaram um quantitativo de alelos privados muito superior aquele

observado para as espécies C. frutescens e C. chinense.
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Tabela 3. Analise de Alelos Privados realizada pelo programa GenAlEx (Peakall &
Smouse, 2012) a partir dos dados da andlise molecular via microssatélites a que

foram submetidos cada genotipo de

C. annuum, C. frutescens e C. chinense

analisados.
Cultivar Ap Locos com Alelos privados
Hpms 13; Hpms 141; Hpms 143; Hpms 162; Hpms 1148;
UENF 16 Hpms 1173; Hpms 1281; Hpms 221; Hpms AT214; Hpms
CAMPISTA AT220; Hpms hpMADS; AF242731; Hpms E004; Hpms
E014; CAMS-398; CAMS-424.
Hpms 13; Hpms 141; Hpms 162; Hpms 1148; Hpms
15 1173; Hpms 1281; Hpms 221; Hpms AT214; Hpms
IKEDA AT220; Hpms hpMADS; AF242731; Hpms E004; Hpms
E014; CAMS-398; CAMS-424.
Hpms 13; Hpms 141; Hpms 162; Hpms 1148; Hpms
AMARELA 16 1173; Hpms 1281; Hpms 221; Hpms AT214; Hpms
COMPRIDA AT220; Hpms hpMADS; AF242731; Hpms E004; Hpms
E014; CAMS-340; CAMS-398;CAMS-424.
Hpms 13; Hpms 141; Hpms 143; Hpms 162; Hpms
1148;Hpms 1173; Hpms 1281; Hpms 221; Hpms AT214,
DE CAYENNE 18 Hpms AT220; Hpms hpMADS; Hpms E004; Hpms E007,
Hpms E014; Hpms E016; CAMS-398; CAMS-424; CAMS-
451.
Hpms 13; Hpms 141; Hpms 143;Hpms 162; Hpms 1148;
CAYENNE 17 Hpms 1173; Hpms 1281; Hpms 221; Hpms AT214; Hpms
LONG SLIN AT220; Hpms hpMADS; Hpms E004; Hpms EO07; Hpms
EO014; Hpms E016; CAMS-398; CAMS-424.
Hpms 15; Hpms 1117, CAMS-215; CAMS-398; CAMS-
MALAGUETA 6 460: cAMS-855.
UENE 2154 3 Hpms 1117; Hpms 1216; Hpms 221; AA840692; Hpms

EO003; Hpms E009; CAMS-811; CAMS-855.
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A deteccao de alelos privados, além de ser um indicador da ocorréncia de
fluxo génico ou nao, reflete o nivel de relacionamento genético entre os acessos
ou populacbes em estudo (Szpiech & Rosenberg, 2011). Assim, quanto maior o
numero de alelos privados, menor o fluxo génico e, consequentemente, o portador
do maior numero de alelos privados tende a ser o mais distante geneticamente
dentre os demais de uma mesma espécie, género ou populacao.

Considerando essa variavel, observa-se que ha grande divergéncia
genética entre as cultivares reconhecidamente pertencentes as espécies C.
frutescens e C. chinense (respectivamente, ‘Malagueta’ e UENF 2154) das
cultivares ‘Amarela Comprida’, ‘De Cayenne’ e ‘Cayenne Long Slin’, bem como
das cultivares usadas como padréo para a espécie C. annuum (Cascadura lkeda
e UENF Campista).

Devido ao expressivo numero de alelos privados que foram detectados por
gendtipo, esses marcadores podem ser recomendados para trabalhos de
caracterizagdo molecular de acessos de Capsicum spp., OU em outros ensaios
visando a obtencao de DNA fingerprints.

A andlise de diversidade genética entre 0s acessos realizada pelo
programa GENES (Cruz, 2013) gerou uma matriz de dissimilaridade, a qual
apresentou uma correlacdo com a matriz de valores cofenéticos no valor de 0,99.
Quanto mais proximo o valor do coeficiente de correlacédo cofenética (CCC) for de
1, menor é a distorcdo do agrupamento dos individuos pelo método UPGMA
(Silva & Dias, 2013). Assim, o elevado valor de coeficiente de correlagdo
cofenética observado no presente trabalho corresponde a uma alta consisténcia e
confiabilidade dos agrupamentos observados no dendrograma a partir da matriz
de dissimilaridade foi possivel obter o dendrograma por meio da analise de
agrupamento realizada pelo programa MEGA aplicando o método UPGMA.

No dendrograma (Figura 1), pode ser observada a formacéo de trés grupos
de cultivares, as quais estdo reunidas por espécie do género Capsicum. O
estabelecimento dos grupos foi feito de forma subjetiva, tendo por base as
mudancas acentuadas nos niveis, associado ao conhecimento prévio do material
em estudo, desse modo, estabelecendo o ponto de corte em 0.225.

O primeiro grupo reuniu as cultivares relacionadas a espécie C. annuum:
UENF Campista, Cascadura lkeda, Amarela Comprida, De Cayenne e Cayenne

Long Slin. A composicdo do primeiro grupo, tal como exposta acima, era
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esperada, uma vez que as cultivares UENF Campista e Cascadura lkeda foram
usadas como padréo para a espécie C. annuum e, havia a hipotese de que as
cultivares Amarela Comprida, De Cayenne e Cayenne Long Slin também
pertenciam a esta espécie. O segundo grupo apresentou apenas a cultivar da
espécie C. frutescens Malagueta, a qual foi usada como padréao para esta espécie
nesse estudo. O terceiro grupo ou grupo da espécie C. chinense apresentou
apenas o acesso UENF 2154, o qual esta catalogado no Banco de Germoplasma

de Capsicum da UENF como pertencente a esta espécie.

C. IKEDA
AMARELA COMP.
DE CAYENNE
—[ CAYENNE L. SLIN
o UENF CAMPISTA

MALAGUETA
UENF 2154

0.35 0.30 0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 1. Dendrograma obtido pelo método UPGMA resultante da analise de
agrupamento a que foram submetidos os gendétipos de Capsicum em estudo.

A andlise de agrupamento, especificamente no que tange a composicao do
primeiro grupo, comprova que as cultivares Amarela Comprida, De Cayenne e
Cayenne Long Slin ndo pertencem a espécie C. frutescens, conforme consta no
quadro de informacgfes destas cultivares no banco de dados CultivarWeb, mas a
espécie C. annuum.

A Analise de Coordenadas Principais (PCOA) apresentou um grafico
(Figura 2), no qual as cultivares foram distribuidas e agrupadas em trés grupos de
acordo com o relacionamento genético e, consequentemente, segundo suas
respectivas espécies. A porcentagem da variacdo explicada pelos eixos 1 e 2
foram, respectivamente, 83,70% e 11,96%. Isso significa que aproximadamente
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95% de toda variabilidade contida nos genétipos em estudo pode ser explicada no

plano bidimensional com baixo nivel de distor¢cédo das informacdes.

Principal Coordinates (PCoA)
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Figura 2. Gréfico de Coordenadas Principais obtido pela matriz de dissimilaridade
resultante da andlise de diversidade genética entre os gendtipos de Capsicum
spp. em estudo.

Assim, analisando o grafico de PCOA, nota-se que as cultivares Amarela
Comprida, De Cayenne e Cayenne Long Slin sdo geneticamente mais préximas
das cultivares usadas como padrdo para a espécie C. annuum do que das
cultivares representantes das espécies C. frutescens e C. chinense
(respectivamente, ‘Malagueta’ e UENF 2154).

Trabalhos envolvendo caracterizacdo morfolégica também sdo capazes de
promover a diferenciacdo entre gendtipos de diferentes espécies do género
Capsicum (Campos et al.,, 2016). Para tanto, sdo utilizados descritores
morfolégicos e agrondmicos propostos para Capsicum pelo IPGRI (International
Plant Genetic Resources Institute, renomeado Biodiversity International).
Entretanto, essa metodologia demanda mais tempo e recursos que a aplicacdo de
marcadores moleculares, além de apresentarem maior suscetibilidade a influéncia
ambiental.

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para uma provavel

imprecisdo na identificacdo das cultivares testadas (‘Amarela Comprida’, ‘De



42

Cayenne’ e ‘Cayenne Long Slin’) quanto a espécie no banco de dados
CultivarWeb.

A situacdo ainda se torna pior, quando € levado em consideracdo a
realizacdo de uma busca simples na plataforma CultivarWeb usando a expresséo
“Cayenne long” e, dois resultados sédo apresentados, aparentemente, remetendo
a cultivares distintas. Em um resultado é exibida a cultivar Cayenne Long Slin, a
qual é associada a espécie C. frutescens (esta cultivar foi testada no presente
trabalho), enquanto, o segundo resultado apresenta a cultivar Cayenne long Slim,
a qual é atribuida a espécie C. annuum.

Quando se restringe a busca a palavra-chave “Cayenne”, sao
apresentados sete resultados, os quais estado distribuidos entre a espécie C.
frutescens (cultivares Ardida Cayenne, Ardida Vermelha Cayenne, Cayenne,
Cayenne Long Slin, De Cayenne) e a espécie C. annuum (cultivares Cayenne
Long Slim e Dedo de Moga - Cayenne).

Os resultados das buscas efetuadas no CultivarWeb, conforme mostrado
nos paragrafos anteriores, trazem informacdes incorretas, sobretudo, porque é
reconhecido na literatura que pimentas do tipo cayenne ou caiena sao
pertencentes, exclusivamente, a espécie C. annuum (Barbero et al., 2014).

Especificamente, ao compararmos as cultivares Cayenne Long Slin e
Cayenne Long Slim, paira a duvida se ha diferenca entre elas, além do erro
ortografico da lingua inglesa na escrita da palavra slim (fino em espessura,
magro) no nome da cultivar Cayenne Long Slin.

Além disso, a cultivar Amarela Comprida, apesar de estar registrada como
pertencente a espécie C. frutescens, é reconhecida e comercializada como
pertencente a  espécie C. annuum (Acesso disponivel em:
http://pimentasartesanais.com.br/produtos.asp?produto=2511).

Estes relatos, somados aos resultados deste trabalho, consistem em
apenas uma amostra do quao confuso esta o mercado de sementes no Brasil.

Assim como para o caso relatado no presente trabalho, é possivel que
outras inconsisténcias possam existir nas informacdes de cultivares registradas
disponibilizadas pelo MAPA no CultivarWeb em relag&o a cultivares de Capsicum,
bem como para os demais géneros e espécies.

A deteccéo de inconsisténcias dessa natureza fragiliza a confianca tanto do

produtor rural quanto dos melhoristas nas garantias que Ihes sdo propostas pelos
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orgdos governamentais, a saber: confiabilidade da identidade e qualidade
genética da cultivar, além da pureza genética do material propagativo
comercializado.

E importante ainda ressaltar que muitas das cultivares de Capsicum e
outras hortalicas registradas na Plataforma CultivarWeb sdo importadas de outros
paises, ndo tendo sido resultado de programas de melhoramento genético
conduzidos no pais. Isso poderia ser uma das razdes de inconsisténcia nas
informacdes prestadas, pois a identificacdo incorreta das espécies poderia vir
desde o pais em que a cultivar foi desenvolvida. Especialmente no caso das
plantas de Capsicum, ndo € incomum observar confusdo na nomenclatura e
identificacdo das espécies.

Recomenda-se ao MAPA gue estabeleca mecanismos mais rigorosos de
checagem e certificagdo das informacOes fornecidas pelo requerente nos
documentos de solicitagdo de registro de cultivares, a fim de evitar a divulgagao
de informacdes imprecisas. Além disso, sugere-se uma revisao criteriosa das
informacdes contidas em todos os processos de registro de cultivares que ja
foram concluidos e cujas informacfBes ja estdo disponiveis ao publico na
plataforma CultivarWeb. E notério que a fiscaliza¢do desse tipo de informac&o
recebida é complexa, pois todo o registro é feito com base em informacdes
enviadas pela instituicdo publica ou privada interessada no registro das cultivares.
Associado a isso, 0 numero de fiscais agropecuarios e as instalacfes atualmente
disponiveis para analise das cultivares registradas ou em requisicao € insuficiente
para atender de forma eficaz a demanda. Por esse motivo, prop8e-se que seja
considerada a possibilidade de estabelecer o credenciamento de centros de
pesquisa e universidades publicas como certificadores das informacfes
declaradas a respeito da cultivar. Com a adocdo de solugbes como o
estabelecimento  instituicbes  certificadoras  parceiras, problemas de
inconsisténcias nas informacfes constantes no banco de dados oficial para
cultivares registradas, podem ser evitadas e se tornar inexistentes em médio

prazo
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3.1.5. CONCLUSAO

Constatou-se que existe inconsisténcia quanto a informacéo da espécie do
género Capsicum atribuida as cultivares Amarela Comprida, De Cayenne e
Cayenne Long Slin no CultivarWeb, banco de dados oficial do Registro Nacional
de Cultivares. Isso abre precedente para a necessidade de checar as informacdes
apresentadas para as demais cultivares registradas constantes no CultivarWeb.

Portanto, recomenda-se ao MAPA que adote medidas para fortalecer os
procedimentos atualmente empregados para a checagem e certificacdo das
informacdes fornecidas pelo requerente nos documentos de solicitacdo de registro
de cultivares, bem como medidas que promovam uma revisdo e correcdo de
possiveis inconsisténcias nas informacgfes que ja estdo disponiveis a consulta

publica através do CultivarWeb.
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3.2. DNA FINGERPRINTING DE CULTIVARES DE Capsicum annuum L.
DESENVOLVIDAS NO PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO DE
CAPSICUM DA UENF

3.2.1. INTRODUCAO

A propriedade intelectual é direito de propriedade sobre as criacdes
intelectuais e, portanto, determina a titularidade dos direitos, a abrangéncia da
protecdo e delimita o uso e exploracdo econdmica das criacdes. A propriedade
industrial, os direitos autorais e as protecdes sui generis sdo as principais areas
da propriedade intelectual (Barbosa, 2010).

As protecbes sui generis abrangem a protecdo aos direitos sobre as
criacoes de topografia de circuitos integrados, obtencdes vegetais (cultivares) e
conhecimento tradicional associado (Barbosa, 2010). O termo sui generis
(singular em latim) é atribuido a essa area da propriedade intelectual, uma vez
gue os objetos de protecdo sédo tdo singulares em suas caracteristicas que nao
podem ser enquadrados nas legislacbes especificas das demais areas da
propriedade intelectual.

A Uni&o Internacional para a Protecdo das Obtencbes Vegetais (UPOV,
sigla em francés para Union Internacionale pour la Protecion des Obtentions
Vegetales) foi criada em 1961 durante a Conferéncia da Unido de Paris (UPOV,
1961). A missdo da UPOV é promover um sistema de padronizagdo internacional

para protecdo de variedades vegetais que reconheca e proteja os direitos de
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propriedade aos melhoristas e obtentores, visando estimular o desenvolvimento
de novas variedades vegetais para o beneficio da sociedade.

A UPOV recomenda aos paises signatarios do acordo internacional a
adocdo de um modelo sui generis ou patentério para protecédo dos direitos sobre
as variedades vegetais em carater temporario, sendo que 0s seguintes requisitos
bésicos devem ser observados ao conceder qualquer tipo de protecdo: novidade,
distinguibilidade, homogeneidade, estabilidade e denominacédo prépria (UPOV,
1961).

Portanto, a protecéo de cultivares no Brasil adota a modalidade sui generis,
sendo regida pela Lei n® 9456/97 (Lei de Protecdo de Cultivares - LPC). A
responsabilidade legal pela concessédo da protecdo sobre novas cultivares cabe
ao Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), o qual foi criado pela LPC
e estd sob a regulamentacdo do Decreto n°® 2.366/97. Além disso, compete ao
SNPC & manutencdo e atualizagdo do Cadastro Nacional de Cultivares
Protegidas, um banco de dados oficial. No Brasil, em dezembro de 2018 estavam
protegidas 2.495 cultivares.

No dominio da protecdo de cultivares, marcadores moleculares tém sido
utilizados para a confirmacdo da origem genética da cultivar, a identificacdo de
cultivares para solucdes de conflito, nas atividades de fiscalizacéo e na producao
de informacBes complementares ao processo de protecdo por meio da
determinacao do perfil genético da cultivar (Aviani e Santos, 2011). Entretanto, a
UPOV recomenda por meio de documentos técnicos uma série de critérios a
serem observados na escolha da técnica bem como dos marcadores a serem
utilizados. Os marcadores que séo indicados pela UPOV sdo os marcadores SSR
e SNP (UPQV, 2010).

O presente trabalho utilizou marcadores SSR ou microssatélites para
realizar um ensaio de DNA fingerprinting das trés cultivares protegidas de
Capsicum annuum L. desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento de
Capsicum da UENF com a finalidade de produzir informac¢ées complementares

aguelas fornecidas durante o processo de protecao.
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3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Propriedade Intelectual

Conceitualmente, a propriedade intelectual é a propriedade imaterial
resultante do intelecto humano. De acordo com Massaguer (2010), propriedade
intelectual compreende a imaterialidade dos produtos da mente e da consciéncia
humana, os quais devem ser passiveis de tangibilidade, difusdo, reproducéo,
monopolizacdo e protecéo juridica.

Existem dois principais motivos para que um pais proteja juridicamente as
criacoes intelectuais, a saber: i) a protecdo juridica das criacdes intelectuais
concede direitos econémicos e morais ao criador, bem como assegura o direito do
acesso publico as criagdes, ao passo que estimula a geracdo de recursos que
serdo aplicados em futuras inovacoes; ii) a protecdo da propriedade intelectual
impulsiona o livre comeércio, crescimento econbmico, geracdo de emprego e
renda, além de melhorar a qualidade de vida (WIPO, 2008).

Destaca-se que os direitos sobre a propriedade intelectual ndo visam a
protecdo do bem material fruto da criacdo intelectual, mas a protecdo do bem
imaterial que consiste na criagao intelectual per se (Massaguer, 2010).

Em termos gerais, a legislacdo internacional acerca da propriedade
intelectual resguarda os direitos de criadores e inventores, além de beneficia-los
com direitos de exploracdo econdmica exclusiva sobre suas criagdes em caréater
temporario (WIPO, 2008).

No ambito juridico brasileiro, a propriedade intelectual diz respeito aos
direitos de propriedade sobre criacdes intelectuais, as quais constituem bens
moéveis imateriais. Os direitos de propriedade derivados das cria¢des intelectuais
sdo conferidos ao titular dos direitos (pessoa fisica ou juridica) em carater
exclusivo e temporério, constituindo na pratica um monopdélio legal sobre a
exploracdo econdémica de sua criacao (Bocchino et al., 2010).

Difunde-se que foi na idade média que a propriedade intelectual comecgou a
ser reconhecida em diferentes nacdes. Neste primeiro momento, cada nacgéo
concedia os direitos de propriedade ao artista ou inventor, segundo critérios
proprios, mas reconhecendo o monopolio temporario para a exploracdo da
referida invencédo (FRANCO, 2001).
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Entretanto, historicamente, o0s primeiros documentos oficiais que
comprovam a protecdo a propriedade intelectual remetem as cidades italianas de
Florenca e Veneza do século XV (Nard, 2007).

Nos séculos XVII e XVIII, surgiram na Europa, as primeiras leis sobre o
tema da propriedade intelectual. Porém, a sistematizacdo da propriedade
intelectual apenas no ambito nacional ndo conseguia suprir as demandas do
mercado pos-revolucdo industrial, o que induziu a necessidade de criacdo de um
sistema internacional de protecdo da propriedade intelectual (SMITH, 2000).

Portanto, as primeiras discussdes diplométicas envolvendo a tematica da
padronizacao internacional da protecdo dos direitos de propriedade relativos as
criacoes intelectuais ocorreram a partir de 1880, durante uma Conferéncia
Diplomética realizada em Paris, Franca. Entretanto, apenas em 1883, o sistema
internacional de propriedade industrial foi instituido com a assinatura da
Convencao da Unido de Paris (CUP). Desde entéo, sete revisdes realizadas ao
longo dos anos, introduziram modificagces no texto de 1883. Roma sediou a
primeira reunido em 1886, porém o0s atos assinados nao foram ratificados por
nenhum pais. Seguiram-se as Revisfes de Bruxelas (1900), Washington (1911),
Haia (1925), Londres (1934), Lisboa (1958) e Estocolmo (1967) (Bodenhausen,
1968). O Brasil, pais signatario original, aderiu a Revisdo de Estocolmo em 1992
(Barbosa, 2010).

A WIPO (sigla em inglés para Organizacdo Mundial da Propriedade
Intelectual) foi criada durante a reunido da CUP de 1967 em Estocolmo. De
acordo com a Convencao da WIPO a propriedade intelectual foi definida como o
conjunto dos direitos inerentes as obras literarias, artisticas e cientificas, as
interpretacbes dos artistas intérpretes e as execucbes dos artistas, aos
fonogramas e as emissdes de radiodifuséo, as invencdes em todos os dominios
da atividade humana, as descobertas cientificas, aos desenhos e modelos
industriais, as marcas industriais, comerciais e de servico, bem como as firmas
comerciais e denominag¢des comerciais, a prote¢cdo contra a concorréncia desleal
e protecdo as demais criagdes intelectuais nos ramos industrial, cientifico, literario
e artistico (WIPO, 1967).

A propriedade intelectual € dividida pela OMPI/WIPO em trés areas:
propriedade industrial, direitos autorais e protecdes sui generis. A propriedade

industrial inclui patentes de invengdo e modelo de utilidade, marcas, desenho
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industrial e indicacdes geograficas. Os direitos autorais abrangem: o direito de
autor sobre obras artisticas, cientificas e literarias; os direitos conexos, 0os quais
remetem aos direitos de artistas e intérpretes, bem como aos direitos sobre
fonogramas e radiodifusdo; os direitos sobre programas de computador,
especificamente a protecdo do codigo-fonte. Por fim, as protecbes sui generis
compreendem a protecdo aos direitos sobre as criagdes de topografia de circuitos
integrados, obtencdes vegetais (cultivares) e conhecimento tradicional associado
(Barbosa, 2010).

No Brasil, a protecédo da propriedade intelectual € regulada pelas seguintes
leis: Lei n°® 9.279/96 (Lei da Propriedade industrial), a qual trata de patentes de
invencdo e modelo de utilidade, marcas, desenho industrial e indicacdes
geograficas e repressdo a concorréncia desleal; Lei n° 9.609/98 (Lei de Software),
a qual dispbe sobre a protecdo da propriedade intelectual de programa de
computador, sua comercializacdo no Pais, e da outras providéncias; Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), a qual regula os direitos de autor e os que lhes
sdo conexos; Lei n® 9.456/97 (Lei de Protecdo de Cultivares), a qual concede
protecdo a nova cultivar e cultivar essencialmente derivada; Lei n° 11.484/2007
(Lei de Chip), a qual dispde, dentre outros assuntos, sobre a protecdo a
propriedade intelectual das topografias de circuitos integrados; Lei n°® 13.123/2015
(Lei de Biodiversidade), a qual dispde sobre o acesso ao patrimdnio genético,
sobre a protecdo e 0 acesso ao conhecimento tradicional associado e sobre a
reparticdo de beneficios para conservacao e uso sustentavel da biodiversidade.

3.2.2.2. Protecdao de cultivares

No final do século XIX, o mercado de sementes europeu comeca a
demandar a ampliacdo do escopo da protecdo da propriedade intelectual para
agricultura nos moldes da propriedade industrial. Entretanto, no inicio do século
XX, os discursos em favor da protegdo intelectual na agricultura perderam félego
devido ao surgimento da preocupacao com a possibilidade de elevacao de precos
dos produtos agricolas derivados do direito de exploragcdo econdémica exclusiva
(Dhar, 2002).

Apesar da iniciativa europeia, os EUA foram pioneiros na concessao e

garantia de direitos de propriedade intelectual sobre novas obtencdes vegetais,
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quando em 1930 pela promulgacdo do Plant Patent Act, decidem alterar sua
legislagdo para permitir o patenteamento de novas variedades de plantas de
reproducdo assexuada. Portanto, neste primeiro momento, a legislacéo excluia as
novas variedades de plantas de reproducdo sexuada, pois o entendimento a
época era de que apenas as variedades assexuadas atendiam aos critérios
minimos de homogeneidade e estabilidade. Além disso, a legislacdo americana
apenas exigiu que as novas variedades vegetais atendessem aos critérios de
novidade e atividade inventiva, ficando estas dispensadas de relatorio descritivo e
comprovacéao de aplicagéo industrial (Barbosa, 2010).

A promulgacao da legislacdo americana em favor da prote¢do das novas
obtencdes vegetais estimulou o processo de protecao das obtencdes vegetais em
varios paises, o que ficou evidenciado com o surgimento das legislacdes
nacionais na Holanda e Alemanha, bem como de associagbes internacionais
sobre o tema (International Association for the Protection of Industrial Property —
AIPPI e Association of Plant Breeders for the Protection of Plant Varieties -
ASSINSEL) (Dhar, 2002).

O Brasil foi um dos primeiros paises a se inspirar no modelo americano de
protecdes das obtengdes vegetais, ao incorporar regras semelhantes no Art. 219
do Decreto-Lei 7903/45 que compunha seu primeiro Codigo da Propriedade
Industrial. Entretanto, este dispositivo legal jamais foi regulamentado (Barbosa,
2010).

Em 1958, durante a Conferéncia Diplomatica de Lisboa para revisdo da
Convencao da Unido de Paris, uma importante contribuicdo foi dada para a
criacado de um sistema de protecao sui generis para as variedades vegetais, o que
conduziria a criacdo da Unido Internacional para a Protecdo das Obtencbes
Vegetais (Dhar, 2002).

Na Conferéncia de Paris em 1961, foi criada a Unido Internacional para a
Protecdo das Obtencdes Vegetais (UPOV, sigla em francés para Union
Internacionale pour la Protecion des Obtentions Vegetales). O acordo original da
UPOQV foi assinado em 02 de dezembro de 1961 e entrou em vigor em 1968.
Contudo, trés revisdbes do acordo original promoveram as modificacbes que
deram origem aos Atos de 1972, 1978 e 1991 (Aviani e Machado, 2011).
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A missdo da UPOV é promover um sistema efetivo de protecdo de
variedades vegetais visando estimular o desenvolvimento de novas variedades
vegetais para o beneficio da sociedade.

Os propésitos fundamentais da UPOV sao: i) reconhecer e assegurar 0s
direitos do melhorista ou titular sobre a obtencdo vegetal em todos os géneros e
espécies; ii) estabelecer um padréo legal internacional e acordo multilateral para a
protecdo das obtencdes vegetais entre os paises membros (UPOV, 1961).

Com a promulgacdo da Convencdo da UPOV, fica estabelecida a
recomendacdo de um modelo sui generis ou patentario para protecédo dos direitos
sobre as variedades vegetais em carater temporario, sendo que 0s seguintes
requisitos basicos devem ser observados ao conceder qualquer tipo de protecao:
novidade, distinguibilidade, homogeneidade, estabilidade e denominacédo propria
(UPQV, 1961).

No Brasil, uma legislacdo nos moldes das recomendacbes da UPOV
comeca a tomar forma em 1976 no Ministério da Agricultura. Entretanto, apenas
em 25 de abril de 1997 é promulgada a lei n°® 9.456/97, a qual dispbe sobre a
protecdo de cultivares. Finalmente, em 1999, dois decretos s&o publicados
confirmando a adocao da Ata de 1978 da UPOQOV pelo Brasil e a participagao do
Brasil como membro efetivo da UPQV, respectivamente o Decreto legislativo n®
28 e 0 Decreto n° 3.109 (Santos et al., 2012).

De acordo com Viana (2011), a protecao de cultivares no Brasil € conferida
na modalidade sui generis (termo do latim que significa singular), posto que a
legislacdo nacional sobre o tema apresenta caracteristicas Unicas e particulares
adequadas ao objeto da protecdo — novas variedades vegetais. Portanto, em
conformidade com os preceitos da Ata de 1978 da Convencdo da UPOV e em
contrariedade aos requisitos fundamentais para a protecdo patentaria (novidade,
atividade inventiva, aplicacéo industrial e suficiéncia descritiva), para a protecao
das obtencdes vegetais no Brasil faz-se necesséario a adequagdo aos requisitos
de novidade, distinguibilidade, homogeneidade, estabilidade e denominacéao
propria.

Nota-se que a singularidade juridica da protecdo de cultivares € marcada
pela exclusdo dos critérios de suficiéncia descritiva e aplicacdo industrial. Essa é
uma exclusdo légica, uma vez que as variedades vegetais ndo podem ser

geradas no contexto fabril e também ndo podem ser reproduzidas a partir de uma
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simples descricdo metodoldgica, pois dependem de caracteristicas intrinsecas do
germoplasma utilizado no programa de melhoramento.

Assim, segundo a Lei n°® 9.456/97, cultivar consiste na variedade de
qualquer género ou espécie vegetal superior passivel de uso pelo complexo
agroflorestal (incluindo as linhagens parentais de hibridos) que seja claramente
distinguivel de outras cultivares conhecidas por margem minima de descritores,
seja homogénea e estavel quanto aos descritores através de geracdes sucessivas
e possua denominacéao proépria (Brasil, 1997).

Em acréscimo, na forma da Lei n°® 9.456/97, os titulares dos direitos
patrimoniais e morais sobre as novas obtencdes vegetais (cultivares) sao
respectivamente, o obtentor e o melhorista. O obtentor é a pessoa fisica ou
juridica que obtiver nova cultivar ou cultivar essencialmente derivada no pais e
que, por isso, detém os direitos de propriedade. O melhorista € a pessoa fisica
que obtiver cultivar e estabelecer descritores que a diferenciem das demais
(Brasil, 1997).

Com base na Lei n° 9.456/97, os direitos de propriedade sobre as
obtencdes vegetais sdo de abrangéncia nacional e possuem vigéncia de 15 anos
para espécies anuais e 18 anos para espécies perenes (Brasil, 1997).

Por meio do artigo 45 da Lei n°® 9.456/97, foi criado no ambito do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o Servico Nacional de Protecdo de
Cultivares — SNPC (Brasil, 1997a), o qual é regulamentado pelo Decreto n°
2.366/97 (Brasil, 1997b). O SNPC recebeu a incumbéncia legal pela protecdo de
cultivares no Brasil e por manter o Cadastro Nacional de Cultivares Protegidas. O
Cadastro Nacional de Cultivares Protegidas é acessado pelo banco de dados
online “CultivarWeb” e, até dezembro de 2018, o quantitativo era de 2.495 de

cultivares protegidas.

3.2.2.3. Aplicagéo de Marcadores Moleculares na Protecao de

Cultivares

De acordo com Aviani e Santos (2011), marcadores moleculares tém sido
empregados como técnicas auxiliares nas analises dos processos de protecdo de

cultivares para as seguintes finalidades: i) confirmacdo da origem genética da
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cultivar; ii) identificagcdo de cultivares para solugdes de conflitos; iii) atividades
fiscalizatorias.

Portanto, a principal aplicacdo dos marcadores moleculares no ambito da
protecdo de cultivares € na realizacdo de ensaios comparativos entre cultivares,
visando a obtencdo do perfil genético ou DNA fingerprinting de uma cultivar de
interesse. As informag0es obtidas destes ensaios sé&o aceitas pelo SNPC como
complementares ao processo de protecdo (Aviani e Santos, 2011).

Todavia, existem recomendacdes internacionais elaboradas pelo Grupo de
Trabalho em Técnicas Bioguimicas e Moleculares (BMT) da UPQV, as quais
podem ser encontradas nos documentos “Guidelines for DNA-profiling: molecular
marker selection and database construction (“BMT GUIDELINES”)” e “Possible
use of molecular markers in the examination of Distinctness, Uniformity and
Stability (DUS)” (UPOV, 2010; 2011). O objetivo da elaboragdo e divulgacéo
destes documentos é harmonizar as metodologias para obter dados moleculares
de alta qualidade.

De acordo com os documentos técnicos elaborados pelo BMT/UPOV
(UPQV, 2010), a selecdo da técnica de andlise molecular deve respeitar os
seguintes critérios: reprodutibilidade; repetibilidade; poder discriminatério;
potencial uso na construcdo de bancos de dados; acessibilidade da metodologia.
Em adicdo, a escolha dos marcadores moleculares per se deve ser baseada nos
requisitos: codominancia; nivel de polimorfismo gerado pelo marcador; robustez
(reprodutibilidade e repetibilidade); possuir a posicdo no genoma conhecida.

Com base nestes critérios, as técnicas moleculares recomendadas pelo
BMT para aplicacdo em ensaios de DNA fingerprinting ou caracterizagao
molecular de cultivares visando dar suporte aos processos de protecdo, sao:
Simple Sequence Repeat (SSR) e Single Nucleotide Polymorphism (SNP) (UPOV,
2010).

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Germoplasma
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Nove cultivares de Capsicum annuum L. foram usadas para a realizacao
deste ensaio de DNA fingerprinting para as cultivares desenvolvidas no ambito do
programa de melhoramento genético de Capsicum spp. da UENF. Portanto, foram
submetidas a metodologia de DNA fingerprinting as seguintes cultivares: ‘UENF
Campista’, ‘UENF Carioca’, ‘UENF Carioquinha’, ‘Cascadura lkeda’, ‘All Big’, “Yolo
Wonder (Quadrado), ‘Quadrado Vermelho’, ‘Amarelo SF 134’ e ‘Picante para
vaso’. Todas as cultivares encontram-se registradas no Registro Nacional de
Cultivares (RNC), porém apenas as cultivares UENF estdo protegidas e podem
ser encontradas no banco de dados do Servico Nacional de Protecdo de
Cultivares.

As cultivares UENF, objeto do presente trabalho de DNA fingerprinting,
foram desenvolvidas pelo método de melhoramento SSD (Single Seed Descent),
sendo todas linhagens endogamicas obtidas apds nove ciclos de autofecundacao
(Tabela 1). Além disso, todas as cultivares UENF sdo comprovadamente
resistentes a mancha bacteriana (Xanthomonas euvesicatoria) (Pimenta, 2017).

A cultivar ‘UENF Campista’ é uma pimenta tipo Hungarian Wax e apresenta
frutos pungentes de coloragao vermelha intensa e com formato, comprido, estreito
e triangular. A cultivar ‘UENF Carioca’ € uma pimenta tipo Serrano com frutos
pungentes, vermelhos, pequenos e elipticos. A cultivar ‘UENF Carioquinha’ é
uma pimenta tipo Ancho e possui frutos ndo pungentes, vermelhos, pequenos e
triangulares.

As demais cultivares foram selecionadas para o presente trabalho por
representarem uma amostra da diversidade dentre as cultivares de Capsicum
annuum L. quanto ao formato (conico, quadrado, triangular), tamanho (pequeno,
meédio e grande), coloracdo (verde, amarela e vermelha) e pungéncia (doce ou

pungente) dos frutos, bem como ao porte das plantas (Tabela 2).



Tabela 1 — Caracteristicas principais dos frutos das cultivares de Capsicum annuum desenvolvidas no ambito do programa de
melhoramento de Capsicum spp da UENF.

Cultivar Tamanho do fruto Formato do fruto Cor do fruto Pungéncia Imagem do fruto
maduro
UENF MEDIO (7ecmx3cm)  Estreito e triangular VERMELHA PUNGENTE
CAMPISTA
UENF CARIOCA PEQUENO ELIPTICO VERMELHA PUNGENTE
(5,3cmx2,lcm)

UENF PEQUENO (3,5 cm TRIANGULAR VERMELHA NAO PUNGENTE

CARIOQUINHA x 2,4 cm)

GS



Tabela 2 — Caracteristicas principais dos frutos das cultivares comerciais de Capsicum annuum utilizadas neste ensaio de DNA

fingerprinting.
Cultivar Tamanho do fruto Formato do Cor do fruto Pungéncia Imagem do
fruto maduro fruto
CASCADURA IKEDA GRANDE (14cmx7cm) CONICO VERDE NAO
PUNGENTE
ALL BIG GRANDE RETANGULAR VERDE NAO
(12cmx10cm) PUNGENTE
YOLO WONDER MEDIO (11cmx9cm) QUADRADO VERDE NAO
(QUADRADO) PUNGENTE
QUADRADO VERMELHO MEDIO (10cmx8cm) QUADRADO VERMELHA NAO
PUNGENTE
AMARELO SF 134 GRANDE (12cmx7cm) CONICO AMARELA NAO
PUNGENTE
PICANTE PARA VASO PEQUENO TRIANGULARES VERMELHA PUNGENTE
(20mmx4mm)

9G
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Quanto & montagem do experimento em casa de vegetacdo para obtengado
das amostras foliares para extracdo de DNA, cada cultivar foi representada por
cinco plantas. As razdes para 0 uso de cinco plantas por cultivar foram: assegurar
a obtencdo de amostras foliares para cada cultivar, evitar perda de dados por
erros no processo de anélise molecular, bem como checar o nivel de homozigose
das cultivares testadas e da pureza genética das sementes.

As plantas foram cultivadas por 45 dias (de Julho a Agosto de 2017) em
vasos de 500 mL em casa de vegetacdo na Unidade de Apoio & Pesquisa do
Campus Leonel Brizola da UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
Brasil. ApGs esse periodo, amostras foliares foram colhidas individualmente para

a etapa de extracdo de DNA.

3.2.3.2. Extragc&do de DNA

Para extracdo do DNA foram utilizadas amostras foliares de cada uma das
nove cultivares supracitadas e, aproximadamente, 300 mg de tecido foliar foi
macerado e transferido para tubos de 1,5 pL e imersos em N: liquido para a
extracdo de DNA de acordo com o protocolo de Doyle & Doyle (1990), com
modificacdes.

A quantificacdo do DNA foi realizada através do fluorimetro Qubit 3.0
(INVITROGEN). Posteriormente, as amostras foram diluidas e padronizadas a
concentracao de 5 ng.ul-1, para serem submetidas as reacdes de polimerase em
cadeia (PCR).

3.2.3.3. Reacdes de Amplificacéo

Trinta marcadores microssatélites disponiveis na literatura (Lee et al. 2004;
Yi et al. 2006; Minamiyama et al. 2006) foram selecionados com base em
informacdes sobre o nivel de polimorfismo, especificidade para C. annuum L. e
posicdo no genoma (Tabela 3). Ressalta-se que a escolha por marcadores
microssatélites foi fundamentada nas recomendagfes constantes no documento
técnico da UPOV (UPOV, 2010), bem como em funcdo do polimorfismo

observado em testes preliminares.
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As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume final de 13
ML, contendo os seguintes reagentes: 0,12 yl de Tag DNA polimerase, 1,3 pl de
tampéo 10X (500 mM KCI, 100mM Tris-HCI, pH 8,3), 1,0 pyl de MgCI2 25 mM, 1,5
Ml de ANTP (0,1 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos), 1,0 ul de primer a
5Mm e 6,08 ul de 4gua ultrapura.

Em seguida, as reag0es foram conduzidas em termociclador modelo Veriti
da Applied Biosystems, da seguinte forma: 4 min a 94°C para desnhaturacao
inicial; 38 ciclos incluindo 94°C por 1 min, 52-60°C por 1 min (dependendo do

primer utilizado), 72°C por 3 min; e uma extenséo final a 72°C por 7 min.



Tabela 3. Listagem dos marcadores microssatélites especificos para Capsicum spp. usados no presente trabalho para detecgéo de
DNA fingerprints.

Loco Forward Primer (5'-3") Reverse Primer Grupo de Ligacao Fonte
Hpms 1-3 F tgggaaataggatgcgctaaacc R aactttaagactcaaaatccataacc 9 Lee et al. 2004
Hpms 1-5 F ccaaacgaaccgatgaacactc R gacaatgttgaaaaaggtggaagac 6 Lee et al. 2004
Hpms 1-41 F gggtatcatccgttgaaagttagg R caagaggtatcacaacatgagagg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-43 F aaccagcaatcccatgaaaacc R gggctttggggagaatagtgtg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-62 F catgaggtctcgcatgatttcac R ggagaaggaccatgtactgcagag 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-117 F acccaaatttgccttgttgat R aatccataaccttatcccataaa 9 Lee et al. 2004
Hpms 1-139 F ccaacagtaggacccgaaaatcc R atgaaggctactgctgcgatcc 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-148 F ggcggagaagaactagacgattagc R ccacccaatccacatagacg 1 Lee et al. 2004
Hpms 1-173 F tgctgggaaagatctcaaaagg R atcaaggaagcaaaccaatgc 3 Lee et al. 2004
Hpms 1-216 F tgcttgttgtttttaccctcagc R agtgaaaggtgggcaacagc 7 Lee et al. 2004
Hpms 1-281 F tgaggcagtggtatggtctgc R cccgagttcgtctgccaatag 1 Lee et al. 2004
Hpms 2-21 F tttttcaattgatgcatgaccgata R catgtcattttgtcattgatttgg 10 Lee et al. 2004
HpmsAT2-14  F tttagggtttccaactcttcttcc R ctaaccccaccaagcaaaacac 4 Lee et al. 2004
HpmsAT2-20 F tgcactgtcttgtgttaaaatgacg R aaaattgcacaaatatggctgctg 6 Lee et al. 2004

6S



Tabela 3. Cont.

Loco Forward Primer (5'-3') Reverse Primer Grupo de Ligacao Fonte
HpmshpMADS F tgctttcaaaacaatttgcatgg R vgcgtctaatgcaaaacacacattac 1 Lee et al. 2004
AA840692 F tggaagtgattactggaaaccatgc R ggggtttagtcatggaatcttttgc 3 Lee et al. 2004
AF242731 F gggctgacggccattaagaac R cagacagctagaaagagaggaattctg 16 Lee et al. 2004
HpmsEO004 F tgggaagagaaattgtgaaagca R caatgccaacaatggcatccta 1 Yi et al. 2006
HpmsEOO7 F ccccatttccccttcccata R gaggggtcatgttgaaggcaa 9 Yi et al. 2006
HpmsEO09 F tgcacaaacatcatacacctca R cccatgactgatagtccgggtc 2 Yi et al. 2006
HpmsEO14 F ctttggaacatttctttggggg R gcggacgtagcagtaggtttgg 6 Yi et al. 2006
HpmsEO16 F ccaagttcaggcccaggagtaa R tgcagagaagactcaccagtcc 3 Yi et al. 2006
CAMS-215 F cgtgggtggtctaggatgat R gctggcaagtcactctggat 7 Minamiyama et al. 2006
CAMS-340 F tttatgcccattcacaaaataa R ggacgaattcaccgagtgc 10 Minamiyama et al. 2006
CAMS-398 F atggtccatggtcagcagat R gggcagaacagtggatgatt 7 Minamiyama et al. 2006
CAMS-424 F tccacagcccacagtgtcta R gcttgtggttccgtgatttt 6 Minamiyama et al. 2006
CAMS-451 F tgcattggtgggctaacata R gctcttgacacaaccccaat 11 Minamiyama et al. 2006
CAMS-606 F gactagtccccgttcaacca R tttgcgagaagatgcttcag 7 Minamiyama et al. 2006
CAMS-811 F gaagaaacgaaggatgaacaaaa R cctgtttcctcttcctcage 9 Minamiyama et al. 2006
CAMS-855 F aagtgtcaaggaaggggaca R cctaaccacccccaaaagtt 8 Minamiyama et al. 2006

09
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3.2.3.4. Eletroforese

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de agarose
de alta resolucdo concentrado a 4% por um sistema de eletroforese horizontal. Os
produtos da PCR, antes de serem submetidos a eletroforese, foram corados com
uma solucdo de Blue Juice e Gel Red (1:1). Posteriormente, os géis foram
submetidos a fotodocumentacdo por luz ultravioleta (Fotodocumentador Minibis
Pro — Bio-imaging System).

Apés esta etapa, apenas os marcadores microssatélites considerados
polimdrficos para o material em estudo foram usados para a “construgdo” de uma
planilha de codificacdo numérica baseada no padréo das bandas observadas nas

imagens dos géis.

3.2.3.5. Anélise de Dados

Inicialmente, utilizou-se os programas GenAlEx (Peakall & Smouse 2012) e
PowerMarker (Liu & Muse 2005) para a determinacdo matematica dos seguintes
estimadores de diversidade genética para 0s acessos avaliados: numero de
alelos; numero de alelos efetivos; identificacdo de alelos privados por cultivar;
indice de fixacao; heterozigosidade observada e indice de Shannon.

Em seguida, a andlise de diversidade genética entre as cultivares foi
realizada pelo programa Genes (Cruz, 2013), sendo os dados processados pelo
complemento do indice de similaridade ponderado. Esta anélise gerou uma matriz
com medidas de dissimilaridade entre os genétipos, a qual foi usada para a
analise de agrupamento pelo método hierarquico de ligacdo média entre grupo
(UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means) pelo programa
Genes e a Analise de Coordenadas Principais no programa GenAlEXx.

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Um total de 11 dentre os 30 marcadores microssatélites testados foram
polimérficos e, portanto, somente esses foram aproveitados para a analise dos
dados (Tabela 4).

Tabela 4. Dados da andlise de locos microssatélites realizada pelo programa
GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012) para as cultivares de Capsicum annuum L.
para estimativa do nimero de alelos (Na), nimero de alelos efetivos (Ne), indice
de Shannon (I), heterozigosidade observada (Ho) e indice de Fixacao (F).

Locus Na Ne I Ho F
Hpms 13 2,000 1,800 0,637 0,000 1,000
Hpms 141 2,000 1,800 0,637 0,000 1,000
Hpms 143 2,000 1,800 0,637 0,000 1,000
Hpms 162 2,000 1,246 0,349 0,000 1,000

Hpms 1281 2,000 1,246 0,349 0,000 1,000
Hpms E004 2,000 1,528 0,530 0,000 1,000
Hpms E014 2,000 1,800 0,637 0,000 1,000
Hpms E016 2,000 1,246 0,349 0,000 1,000
CAMS - 811 2,000 1,246 0,349 0,000 1,000
CAMS-855 2,000 1,246 0,349 0,000 1,000
Hpms 221 2,000 1,976 0,687 0,000 1,000
Mean 2,000 1,540 0,501 0,000 1,000
SE 0,000 0,090 0,045 0,000 0,000

A partir dos 11 marcadores microssatélites analisados foram obtidos 22
alelos (Na), sendo 2 alelos/loco. Em acréscimo, o numero de alelos efetivos (Ne)
para cada loco foi inferior ao nimero de alelos (Na) por loco, variando de 1,246 a
1,800, com uma média igual a 1,540, o que de acordo com Viegas et al. (2011),
aponta a ocorréncia de alelos raros (p < 0,05) ou com baixa frequéncia (0,05 > p <
0,25).

Os valores médios dos estimadores de diversidade genética, Indice de
Shannon (I = 0,501) e Heterozigosidade observada (Ho = 0) revelam que ha
pouca diversidade genética entre as cultivares avaliadas com base no baixo nivel
de polimorfismo dos locos avaliados.

Além disso, o valor médio do Indice de Fixacéo (F) (F = 1,000), de acordo
com a interpretacdo dada por Peakall & Smouse (2012), indica alta endogamia
das cultivares avaliadas, considerando os locos investigados.

Todos esses dados, obtidos a partir da analise dos locos microssatélites,

refletem a alta homozigosidade das cultivares em estudo, 0 que era esperado
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porque todas sdo linhas em nivel avancado de homozigose e pertencentes a uma
mesma espécie autégama, Capsicum annuum L.

Quanto a avaliacdo de ocorréncia de alelos privados, somente foram
identificados alelos privados para as cultivares UENF Campista e UENF Carioca
para os locos investigados. Para a cultivar UENF Campista foi detectado um alelo
privado para o loco Hpms 162 e outro para o loco Hpms 1281, sendo o tamanho
dos alelos, respectivamente, 180pb e 110pb (Figura 1 e Figura 2). Enquanto, para
a cultivar UENF Carioca foi detectado um alelo privado apenas para o loco
HpmsEO16, o qual apresentou o tamanho de fragmento equivalente a 210pb
(Figura 3).

Figura 1 — Fotografia de gel de agarose 4% com destaque para o polimorfismo da
Cultivar UENF Campista em relacdo as demais cultivares para o loco
microssatélite Hpms 162.

Figura 2 — Fotografia de gel de agarose 4% com destaque para o polimorfismo da
Cultivar UENF Campista em relacdo as demais cultivares para o loco
microssatélite Hpms 1281.
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Figura 3 — Fotografia de gel de agarose 4% com destaque para o polimorfismo da
Cultivar UENF Carioca em relacdo as demais cultivares para o loco microssatélite
HpmsEO16.

Os alelos privados sé&o importantes informacdes complementares para o
processo de protecdo de cultivares, pois estabelecem um DNA fingerprint para a
cultivar analisada. A deteccdo de um DNA fingerprint ndo somente pode
incrementar os dados de distinguibilidade da cultivar, bem como pode auxiliar na
elucidacao de crimes contra a propriedade intelectual (uso indevido e contrafacéo)
(Kwon et al., 2005).

Infelizmente, ndo foi possivel a deteccdo de um alelo privado para cultivar
UENF Carioquinha. Entretanto, é sabido que a deteccao de alelos privados entre
individuos de uma mesma espécie autbgama nao € uma tarefa facil de realizar.

Pimenta (2015) testou 19 marcadores microssatélites com o intuito de
detectar polimorfismos e, consequentemente, alelos privados para as cultivares
de Capsicum annuum L.: ‘UENF Carioca’, ‘UENF Carioquinha’ e a cultivar
comercial ‘Jalapefio M’, usada como testemunha. Todavia, nenhum polimorfismo
pode ser encontrado para o0s locos investigados nesse estudo.

Kwon et al., (2005) usou 316 marcadores SSR para realizar a
caracterizacdo molecular de 66 cultivares de Capsicum annuum L., visando obter
informacbes complementares aquelas resultantes dos respectivos ensaios de
DHE. Contudo, apenas foi possivel detectar polimorfismo em 27 dos 316
marcadores utilizados, os quais revelaram baixo nivel de polimorfismo por loco e,
por conseguinte, baixa diversidade entre as cultivares.

Além disso, de acordo com Kwon et al. (2005), é de dominio publico a
informacado de que as cultivares de pimentdo apresentam baixa variacdo a nivel

genético e, por esta razdo, a capacidade de discriminacado molecular € dificultada.
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No entanto, é possivel que com o uso de mais marcadores microssatélites,
ou ainda, com a utilizagéo de outra técnica molecular recomendada pela UPOV, o
SNP, seja possivel a identificacdo de DNA fingerprints para todas as cultivares
investigadas neste trabalho (UENF Campista, UENF Carioca e UENF
Carioquinha).

A analise de diversidade genética entre as cultivares realizada pelo
programa GENES (Cruz, 2013) gerou uma matriz de dissimilaridade, com uma
correlacdo com a matriz de valores cofenéticos no valor de 0,93. Sabe-se que
quanto mais préximo o valor do coeficiente de correlacao cofenética (CCC) for de
1, menor é a distorcdo do agrupamento dos individuos pelo método UPGMA
(Silva & Dias, 2013). Desta forma, o valor de CCC verificado neste estudo implica
na robustez dos agrupamentos.

Por meio da matriz de dissimilaridade foi possivel obter o dendrograma
pela andlise de agrupamento realizada pelo programa MEGA aplicando o método
UPGMA. Analisando-se o dendrograma (Figura 4), ao considerar como ponto de
corte a distancia 0,175, observa-se a formacdo de quatro grupos de cultivares.
Ressalta-se que a determinacao do ponto de corte, bem como o estabelecimento
dos grupos foi feito de forma subjetiva, tendo por base as mudancas acentuadas

nos niveis, associado ao conhecimento prévio do material em estudo.

QUADRADD VE RVEMELHD
AMARELD 5F 124
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CASCADURA IKEDA
PICANTE PARA VASD
LEMF CAMPISTA

LEMF CARIDCA

| LEMF CARIDCUINHA
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Figura 4. Dendrograma obtido pelo método UPGMA resultante da analise de
agrupamento a que foram submetidas as cultivares de Capsicum annuum L. em
estudo.
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O primeiro grupo reuniu as cultivares UENF Carioquinha e UENF Carioca,
as quais de acordo com Pimenta (2015) sdo cultivares oriundas de um mesmo
cruzamento biparental, portadoras de resisténcia a mancha bacteriana, com frutos
pequenos e vermelhos quando maduros, diferenciando-se apenas pelo formato
do fruto (UENF Carioca € eliptica e UENF Carioquinha é triangular) e pungéncia
(apenas UENF Carioca é pungente).

O segundo grupo apresentou apenas a cultivar UENF Campista, a qual
também é resistente & mancha bacteriana e difere das demais cultivares UENF,
principalmente, pela pungéncia e pelo tamanho e formato do fruto (frutos maiores,
estreitos e triangulares). Isso justifica a menor distancia genética entre essas
cultivares, que pode ser percebida no dendrograma.

O terceiro grupo foi constituido apenas pela cultivar ‘Picante para vaso’, a
qual, segundo o mantenedor, consiste em uma planta de pequeno porte, ideal
para cultivo em vaso, com frutos pequenos e dotados de elevada pungéncia.

Por fim, o quarto grupo agregou as cultivares Cascadura lkeda, All Big,
Yolo Wonder, Amarelo SF 134 e Quadrado Vermelho. Todas as cultivares sao
dotadas de frutos grandes (> 10 cm) e doces (ndo pungentes). Entretanto, as
cultivares diferem pelo formato do fruto entre cénico (‘Cascadura lkeda’ e
‘Amarelo SF 134’) e quadrado (‘All Big’, ‘Yolo Wonder’ e ‘Quadrado Vermelho’) e
também diferem em relacédo a cor do fruto maduro em verde (‘Cascadura lkeda’,
‘All Big’ e ‘Yolo Wonder’), amarelo (Amarelo SF 134) e vermelho (Quadrado
Vermelho). Essas diferencas sao evidenciadas no dendrograma pela separacéo
dessas cultivares nas ramificacdes do grupo.

Em sequéncia, a Andlise de Coordenadas Principais (PCOA) apresentou
como resultado um gréfico (Figura 5), no qual as cultivares foram distribuidas e
agrupadas em quatro grupos de acordo com o relacionamento genético. A
porcentagem da variacdo explicada pelos eixos 1 e 2 foram, respectivamente,
77,43% e 21,44%. Isso significa que aproximadamente 98,87% de toda
variabilidade contida nos genétipos em estudo pode ser explicada no plano

bidimensional com baixo nivel de distor¢cdo das informacdes (1,13%).
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Principal Coordinates (PCoA)
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Coord. 1

Figura 5. Grafico de Coordenadas Principais obtido pela matriz de
dissimilaridade resultante da anélise de diversidade genética entre as cultivares
de Capsicum annuum em estudo.

Percebe-se a partir da observacdo da Figura 5 que a analise de
coordenadas principais corrobora a andlise de agrupamento que fora realizada
neste trabalho, uma vez que apresentam resultados concordantes e de alta
confiabilidade.

Muito embora ndo tenha sido possivel, a partir da técnica empregada,
encontrar um DNA fingerprint para todas as cultivares UENF, as demais andlises
(andlise de Agrupamento e PCOA), indicam que houve a deteccdo de
polimorfismos em quantidade suficiente para possibilitar, em linhas gerais, a
diferenciacdo das cultivares UENF das cultivares testadas. Portanto, entende-se
que o presente trabalho aplicou de forma eficiente e eficaz a ferramenta
molecular.

3.2.5. CONCLUSAO

Os marcadores microssatélites confirmaram ser Uteis ferramentas
moleculares para execucdo de trabalhos de DNA fingerprinting, pois

possibilitaram a discriminacdo dentre as cultivares de interesse dos outros
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genotipos comerciais com um alto nivel de confiabilidade da informagédo gerada.
Ainda a partir do conjunto de marcadores microssatélites foi possivel a deteccéo
de DNA fingerprints para duas das cultivares UENF (UENF Campista e UENF
Carioca).

Apesar de nao ter sido possivel a identificacdo de DNA fingerprints para a
cultivar UENF Carioquinha, sabe-se que este é um problema que pode ser
contornado em futuros trabalhos envolvendo técnicas mais refinadas de analise
molecular, como por exemplo, a técnica Single Nucleotide Polymorphism (SNP).

As informacdes de DNA fingerprinting obtidas neste trabalho certamente
acrescentardo maior peso as informacbes usadas para assegurar a
distinguibilidade das cultivares nos ensaios de DHE. Em adicdo, essas
informacdes também poderdo ser usadas pelos melhoristas da UENF para sanar
de forma indubitdvel quaisquer problemas envolvendo a identidade genética da

cultivar e a seguranca dos direitos de propriedade intelectual.
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