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RESUMO

CASSARO, Sabrina; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; fevereiro, 2022; Ensaios para protecao de cultivares do tipo linha pura de
Capsicum baccatum var. pendulum resistentes ao Pepper Yellow Mosaic Virus.
Orientadora: Rosana Rodrigues; Conselheiros: Telma Nair Santana Pereira e
Alexandre Pio Viana

Os frutos de pimenta (Capsicum spp.) tém ampla variabilidade genética em
termos de cor, aparéncia, sabor, pungéncia e valor nutricional, 0 que possibilita
multiplos usos, abrangendo varios setores da economia. O lancamento de
cultivares € o principal objetivo dos programas de melhoramento, por isso, além
de buscar aumentar a produtividade e a resisténcia a estresses bibticos e
abidticos, tém focado em variaveis relacionadas a qualidade fisico-quimica dos
frutos e ao conhecimento do perfil genético (fingerprinting). No primeiro capitulo, é
relatada a fenotipagem morfoagronémica, digital, molecular e fisico-quimicas dos
frutos de gendétipos candidatos a ser registrados como novas cultivares de
pimenta (C. baccatum var. pendulum). Trés linhagens candidatas a cultivares e
trés gendtipos comerciais de C. baccatum var. pendulum foram fenotipados com
base em 49 caracteristicas morfologicas multicategoricas e 11 atributos de
qualidade de frutos. Para o fingerprint, 11 iniciadores microssatélites foram
submetidos a eletroforese capilar. As caracteristicas foram analisadas por meio
de estatistica descritiva, a matriz de dissimilaridade foi obtida pelo algoritmo de
Gower e a divergéncia genética, observada pelo agrupamento UPGMA. As
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variaveis fisico-quimicas dos frutos foram submetidas a analise de variancia, teste
Tukey (p<0,05) e correlacdo de Pearson. Para os dados moleculares, foi
construida uma matriz para calcular a dissimilaridade entre os genoétipos. As
caracteristicas relacionadas aos frutos foram aquelas que mais contribuiram para
a distincdo entre os gendtipos (32,6%), e a andlise de agrupamento formou dois
grupos. A analise colorimétrica dos frutos mostrou duas classes de cores:
escuro/opaco e claro/brilhante. A pré-cultivar P1732 €é pungente, uma
caracteristica peculiar ao tipo morfolégico conhecido como pimenta cambuci. Os
gendtipos P1624 e P1732 sdo, respectivamente, descritos como altamente
resistente e resistente ao PepYMV. As pré-cultivares P1624, P1639 e P1732 tém
altos teores de vitamina C (96,52; 68,32 e 60,15 mg/100g™), alta concentragédo de
sélidos soluveis totais (8,34; 9,30 e 8,27 °Brix) e baixo teor de acidez (0,20; 0,15 e
0,12%), respectivamente. Foi observado polimorfismo  em cinco iniciadores
microssatélites. Apesar da baixa taxa de polimorfismo encontrada (8,9%), foi
possivel observar dissimilaridade entre as pré-cultivares e as cultivares. No
segundo capitulo, objetivou-se verificar o desempenho do software Tomato
Analyzer - Color Test (TACT) na medicdo dos parametros de cor em frutos de
pimenta (C. baccatum var. pendulum) e comparar este método com a andlise
colorimétrica padrédo feita com o colorimetro digital. Novecentos e sessenta frutos
de trés linhagens e trés cultivares de pimenta foram coletados para avaliacao
colorimétrica, abrangendo os estadios imaturo e maduro. Foram feitas, com
colorimetro, trés leituras em pontos distintos de cada fruto. Imagens digitais dos
frutos foram capturdas com scanner de mesa e analisadas com software Tomato
Analyzer — Color Test. Tendo como referéncia os dados obtidos pelos parametros
L*a*b*, foram feitas analise de variancia (p<0,05) e andlise de regressao simples.
Maiores valores de Vg4 foram encontradas para C* (55,77% e 12,36%) utilizando o
TACT. Alta herdabilidade foi observada para todas as variaveis em ambos 0s
métodos usados. Para frutos na maturidade, foi possivel encontrar diferenca de
classificacdo entre os métodos. O TACT demonstrou ser mais preciso na
diferenciacdo das cores. Coeficientes de correlacdo superiores a 0,90 foram
encontrados para ambos os métodos. O TACT desempenhou papel semelhante
na medi¢do de cores quando comparado ao colorimetro. No entanto, para alguns
parametros (a* e C*), o TACT demonstrou ser um método de mensuracdo mais

robusto e preciso. As linhagens avaliadas sédo potenciais candidatas a cultivares
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de pimenta por terem caracteres agrondmicos desejaveis e serem ricas em
compostos quimicos, incluindo atributos relacionados tanto ao sabor quanto a
saude dos consumidores, podendo atender ao mercado. Recomenda-se que as
linhas candidatas sejam protegidas e registradas, tornando-se novas opcdes de

cultivo para os produtores rurais.

Palavras-chave: colorimetria; imagem digital; microssatélite; protecdo de

cultivares; teste DHE.



ABSTRACT

CASSARO, Sabrina; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, February, 2022; "Tests for protection of pure line crops of Capsicum
baccatum var. pendulum resistant to Pepper Yellow Mosaic Virus", Supervisor:
Rosana Rodrigues; Counselors: Telma Nair Santana Pereira and Alexandre Pio
Viana

Pepper fruits (Capsicum L.) have wide genetic variability in terms of color,
appearance, flavor, pungency, and nutritional value, which allows multiple uses
covering various sectors of the economy. The release of cultivars is the main
objective of breeding programs, therefore, in addition to seeking to increase
productivity and resistance to biotic and abiotic stresses, they have focused on
variables related to the physicochemical quality of the fruits and the knowledge of
the genetic profile (fingerprinting). The first chapter reports the morphoagronomic,
digital, molecular, and physicochemical phenotyping of the fruits of candidate
genotypes to be registered as new pepper cultivars (C. baccatum var. pendulum).
Three candidate lines for cultivars and three commercial genotypes of C.
baccatum var. pendulum were phenotyped based on 49 multicategorical
morphological traits and 11 fruit quality attributes. For the fingerprinting, 11
microsatellite primers were submitted to capillary electrophoresis. The traits were
analyzed using descriptive statistics, the dissimilarity matrix was obtained by the
Gower algorithm and the genetic divergence was observed by the UPGMA cluster.

The physicochemical variables of the fruits were submitted to analysis of variance,



Tukey test (p<0.05) and Pearson's correlation. For the molecular data, a binary
matrix was constructed to calculate the dissimilarity between the genotypes. The
characteristics related to the fruits were the ones that most contributed to the
distinction between the genotypes (32.6%), and the cluster analysis formed two
groups. The colorimetric analysis of the fruits showed two color classes:
dark/opaque and light/bright. The pre-cultivar P1732 is pungent, a characteristic
peculiar to the morphological type known as cambuci pepper. The P1624 and
P1732 genotypes are respectively described as highly resistant and resistant to
PepYMV. The three pre-cultivars have high levels of vitamin C (96.52 mg/100g-1),
high concentration of total soluble solids (SST 66.21 °Brix) and lower values of
titratable acidity (0.12 and 0.15%). Polymorphism was observed in five
microsatellite primers. Despite the low rate of polymorphism found (8.9%), it was
possible to observe dissimilarity between pre-cultivars and cultivars. In the second
chapter, the objective was to verify the performance of the Tomato Analyzer -
Color Test (TACT) software in the measurement of color parameters in pepper
fruits (C. baccatum var. pendulum), and to compare this method with the standard
colorimetric analysis performed with the digital colorimeter. Nine hundred and sixty
fruits of three lines and three pepper cultivars were collected for colorimetric
evaluation, include the immature and ripe stages. Three readings at different
points of each fruit were performed with the aid of the colorimeter. Digital images
of the fruits were captured with the aid of a desktop scanner and analysed with the
Tomato Analyzer — Color Test software. From the data obtained by the parameters
L*a*b*, analysis of variance (p<0.05) and simple regression analysis were
performed. From the data obtained by the parameters L*a*b*, analysis of variance
(p<0.05) and simple regression analysis were performed. Higher Vg values were
found for C* (55.77% and 12.36%) using TACT. High heritability was observed for
all variables in both methods used. For fruits at maturity, it was possible to find a
difference in classification between the methods. TACT proved to be more
accurate in color differentiation. Correlation coefficients greater than 0.90 were
found for both methods. The TACT played a similar role in color measurement
when compared to the colorimeter. However, for some parameters, TACT proved
to be a more robust and accurate measurement method. The strains evaluated are
potential candidates for pepper cultivars because they have desirable agronomic

characters, and are rich in chemical compounds, including attributes related to
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both flavor and consumer health, which can serve the market. It is recommended
that candidate lines are protected and registered, becoming new crop options for

rural producers.

Keywords: colorimetry; digital image; microsatellite; cultivar protection; DUS test.
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1. INTRODUCAO

Utilizadas em todo o mundo desde a antiguidade, as pimentas (Capsicum
spp.) fazem parte da histéria e da cultura e sado patriménio da agrobiodiversidade
brasileira. E possivel encontra-las em diversos formatos, cores, tamanhos,
sabores e niveis de pungéncia (Indrabi et al., 2021). No Brasil, C. baccatum var.
pendulum é amplamente cultivada por agricultores familiares, sendo o0s
tipos ‘Dedo-de-Moga’ e ‘Cambuci’ os mais cultivados dessa espécie (Cardoso et
al., 2018).

Os principais objetivos de um programa de melhoramento
de Capsicum sdo produtividade, resisténcia a doencas e pragas, arquitetura da
planta e caracteristicas relacionadas as qualidades sensoriais dos frutos (cor,
forma, tamanho, espessura da polpa e niveis de pungéncia) (Rodrigues et al.,
2012). O desenvolvimento de cultivares (linhagens puras ou hibridos) pode ter um
papel importante no agronegdécio brasileiro de Capsicum, o que ajudaria a
diversificar as fontes de renda dos pequenos agricultores (Gomes et al., 2022).

A lei de protecao a variedades vegetais n. 9.456, de abril de 1997, dispde
sobre a protecdo da propriedade intelectual na area de melhoramento genético,
concedendo ao melhorista o direito de receber royalties, em prazo determinado,
em troca da exploragdo comercial de uma nova cultivar (Aradjo, 2010). Os
requisitos legais para protecéo de cultivares sdo que o0 genotipo seja resultante de
melhoramento genético e apresente distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade (DHE) (Reategui-Betancourt et al., 2021) sob os critérios do Servi¢o
Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), responsavel pela emissdo do
certificado de protecdo. Para Capsicum, 48 descritores multicategéricos séo



estabelecidos para satisfazer a exigéncia do DHE. A aplicacdo de variaveis
guantitativas em conjunto com os testes de DHE, com base em caracteres
qualitativos, permite selecionar linhas mais produtivas com maior nimero de
caracteres de interesse agrondémico (Sant'’/Anna et al., 2020). Os experimentos de
DHE séo conduzidos em apenas um local, por, no minimo, dois anos de cultivo
semelhante (Machado, 2011). Apesar de nao fazer parte das exigéncias para a
protecdo de cultivar, o uso de marcadores moleculares pode ser anexado ao
pedido de protecdo, pois pode auxiliar na caracterizacdo do perfil genético da
cultivar candidata (Aviani e Santos, 2011).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeito (UENF) tem
5 registros de cultivares de pimenta junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA): trés pimentas C. annuum var. annuum resistentes a
mancha bacteriana, ‘UENF Carioca’, ‘UENF Carioquinha’ e ‘UENF Campista’; e
duas pimentas ornamentais Capsicum annuum L., ‘UENF Atria’ e ‘UENF Raios de
Sol’ (Brasil, 2022).

A analise da morfologia dos frutos e as caracteristicas de cor de hortalicas
e frutas de forma objetiva e reprodutivel sdo importantes para analises fenotipicas
detalhadas dessas caracteristicas. A introducdo de técnica de alto desempenho,
capaz de gerar resultados consistentes e rapidos, de forma menos subjetiva,
apresenta grande potencial para a avaliacdo segura da qualidade de produtos
agricolas (Mahajan et al., 2015). A fenotipagem por meio de imagens tem sido
cada vez mais utilizada no melhoramento de plantas (Maciel et al., 2020) por ser
uma ferramenta rapida, barata e ndo destrutiva (Kyratzis et al.,, 2017,
Mascarenhas Maciel et al., 2019). A técnica é usada principalmente para estudos
de caracterizacdo qualitativa e/ou quantitativa de descritores, estabelecendo
correlagbes com o desempenho de uma linhagem dentro de um ambiente
especifico (Dhondt et al., 2013), bem como distinguindo uma cultivar de outra.

Avancos na area de processamento digital de imagens, auxiliados por
computador, tém contribuido para viabilizar esse tipo de abordagem (Medeiros et
al., 2020). Programas de dominio publico como o Tomato Analyzer e ImageJ tém
fornecido perspectivas promissoras para atender a esse propdésito, pois propiciam
automacdo de analises fenotipicas de atributos relacionados a forma
bidimensional e coloragéo de frutos de forma semiautomatica e reprodutivel.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Conduzir a etapa final de obtencdo de cultivares dentro do programa de
melhoramento de Capsicum da UENF, conduzindo ensaios de Distinguibilidade,
Homogeneidade e Estabilidade (DHE) e fazendo caracterizacdo de frutos das

linhagens candidatas a protecao.

2.2. Objetivos especificos

a) Implantar e conduzir ensaios de DHE, com gendtipos de C. baccatum, e
obter linhagens de pimentas aptas a protecdo de cultivares;

b)  Avaliar atributos de qualidade nos frutos das linhagens de pimentas aptas a
protecao;

c) ldentificar os descritores que permitem a diferenciacéo entre as linhagens de
pimenta e as testemunhas selecionadas para o DHE;

d) Caracterizar molecularmente as linhagens de pimenta com marcadores
microssatélites para auxiliar na sua distinguibilidade;

e) Verificar o desempenho do programa Tomato Analyzer - Color Test na
medicdo dos parametros de cor em frutos de pimenta (C. baccatum var.

pendulum).



f) Comparar dois métodos de fenotipagem de cores, colorimetro e Tomato
Analyzer - Color Test, para constatar se ambos geram resultados semelhantes
para caracterizar a cor e qual deles € mais indicado ou apresenta melhor

desempenho na analise das cores para frutos de pimenta.



3. CAPITULOS

3.1.DESENVOLVIMENTO DE CULTIVARES DE PIMENTA, ASSOCIANDO
FENOTIPAGEM MORFOAGRONOMICA E DIGITAL COM QUALIDADE DE
FRUTOS E FINGERPRINTING

3.1.1. INTRODUCAO

O Brasil € um importante centro de diversidade genética do género
Capsicum, tendo ampla variedade de pimentas e de pimentfes. Essas hortalicas
estdo difundidas em todas as regides do pais, sendo um dos melhores exemplos
de agricultura familiar e de integracdo pequeno agricultor-agroindustria (Villela et
al., 2014).

A espécie C. baccatum L. tem ampla variabilidade genética, que pode ser
observada pelas diferentes formas de frutos, tamanhos, cores, aromas, texturas e
niveis de pungéncia (Moulin et al.,, 2015), resultando em multiplos usos como
frutos frescos para consumo in natura, ou seco (paprica) ou extratos (molhos)
(Albrecht et al., 2012), como planta ornamental para jardinagem ou paisagismo
(Luz et al., 2018). E um dos alimentos considerados smart food, uma das

tendéncias alimentares que mais vém crescendo no século 21 (Liotta et al., 2017),



juntamente com a denominada clean label (ITAL 2014). Essas duas tendéncias
se caracterizam por se tratar de produtos naturais sem adicao de conservantes
artificiais e tém impulsionado o mercado de produtos com ingredientes naturais.

No setor farmacolégico, as pimentas sdo utilizadas em diferentes
segmentos, pois exercem atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, analgésica,
antioxidante, termogénica e anticancerigena (Chapa-Oliver e Mejia-Teniente,
2016), sendo considerada um recurso promissor para a industria farmacéutica
(Aguilera et al., 2017).

O desenvolvimento de novas cultivares de pimenta representa um
caminho de oportunidades, de negdcios e de investimentos na busca constante
das transformacdes no campo da propriedade intelectual e do desenvolvimento
biotecnologico.  Constitui  também  valioso instrumento  propulsor do
desenvolvimento sustentavel, merecendo ser observado como um mecanismo
estratégico de insercdo das regides produtivas, voltadas ao setor agricola,
proporcionando beneficios diretos e indiretos para toda a sociedade (Régo et al.,
2011).

O Programa de Melhoramento Genético de Capsicum da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) vem desenvolvendo
estudos de caracterizacdo, analise da diversidade genética e de resisténcia a
doencas (Gongalves et al., 2011; Rodrigues et al., 2012; Bento et al., 2013;
Medeiros et al., 2014; Moulin et al., 2014; Moulin et al., 2015; Cabral et al., 2017,
Bento et al., 2017), que permitem acessar a variabilidade genética com o avanco
de geracbes por meio de métodos de melhoramento adequados, a selecdo de
genotipos superiores e o0 lancamento de novas cultivares com caracteristicas
agrondmicas desejaveis.

O objetivo deste trabalho foi fenotipar linhagens de pimentas (C.
baccatum var. pendulum), associando caracteristicas  morfologicas
multicategdricas, moleculares e fisico-quimicas de frutos, indicando a

potencialidade de uso dessas pré-cultivares.



3.1.2. REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1. Aspectos gerais do género Capsicum e importancia socioeconémica

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae, € nativo das zonas
tropicais da Ameérica Central e do Sul, e foi um dos primeiros a ser domesticado,
em torno de 6.000 a.C. (Perry et al, 2014). O género compreende
aproximadamente 40 espécies descritas de pimentas e pimentdes (The Plant List,
2013), classificadas em domesticadas, semidomesticadas e silvestres (Villela et
al., 2014), e mais de 200 variedades com grande variagdo morfoldgica,
principalmente em termos de cor, forma, tamanho e niveis de pungéncia (Cardoso
et al.,, 2018). Entre essas espécies, cinco sdo consideradas domesticadas: C.
annuum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., C. pubescens Ruiz et PAV., e C.
baccatum L. (var. pendulum) (Albrecht et al., 2012; Cardoso et al., 2018).

As pimenteiras sdo plantas de crescimento indeterminado, cujos
florescimento e frutificagcdo sdo continuos, o que acarreta colheita multipla (Fialho
De Melo et al., 2014). As flores sdo hermafroditas, constituindo o principal érgao
para classificacdo taxondmica das espécies do género (Alcorcés de Guerra,
2001). As espécies que compdem o género sao diploides, sendo classificadas em
dois grupos de acordo com o numero de cromossomos, um primeiro grupo
contendo 2n=2x=24 e um segundo com 2n=2x=26, sendo as espécies
domesticadas pertencentes ao primeiro grupo (Moscone et al., 2007).

Quanto a reproducdo, as plantas de Capsicum sdo preferencialmente
autdgamas, mas pode ocorrer a polinizacdo cruzada natural, que varia
dependendo da espécie, localizacdo geogréfica, condi¢cdes climaticas, agentes
polinizadores e espagamento entre as plantas (Pickersgill, 1997). Em estudos
com a espécie C. annuum, Justino et al. (2018) verificaram taxa de cruzamento
natural entre 1,2 e 10,8%, e por apresentar uma grande faixa na taxa de
polinizacdo cruzada, as pimentas dessa espécie podem ser consideradas
autdgamas facultativas.

O fruto € uma baga com estrutura oca, com grande variabilidade
morfolégica, com variados formatos, tamanhos, colora¢cbées e pungéncias (Rigon

et al., 2012). A colorag¢do dos frutos maduros é frequentemente vermelha, mas



pode variar desde o amarelo, alaranjado, salm&o, roxo e preto. Quanto ao
formato, varia entre as espécies e até dentro delas, com frutos alongados,
arredondados, ovalados, triangulares ou cbénicos, campanulados, quadrados e
retangulares (Carvalho e Bianchetti, 2009).

Uma das principais caracteristicas do género Capsicum € a pungéncia,
produzida por um conjunto de substancias alcaloides, denominadas
capsaicinoides. Essas substancias ocorrem apenas no género Capsicum e sao
produzidas por glandulas presentes na placenta dos frutos, podendo haver
variacdo de frutos ndo pungentes, caso do pimentdo (C. annuum) e de algumas
pimentas, e frutos muito pungentes como nas pimentas (Orellana-Escobedo et al.,
2012). A pungéncia é controlada por um Unico gene dominante, denominado Pun-
1, também conhecido como C (Wang e Bosland, 2006), que funciona como um
regulador dos principais compostos na via da capsaicina (Reddy et al., 2014).

O género inclui pimentas de importante valor comercial e econémico
(Dassie et al., 2017), frequentemente usadas pela industria alimenticia como
especiarias, papricas, molhos, conservas, geleias, corantes (Caixeta et al., 2014),
tendo também uma ampla variedade de aplicacdes em industrias terapéuticas,
farmacéuticas, medicinais, cosméticas e ornamentais (Arimboor et al., 2015). Do
ponto de vista social, o agronegdécio de pimenta tem importancia principalmente
por requerer grande quantidade de mao de obra, especialmente na colheita.

O cultivo das pimentas tem crescido em importancia econémica e social
no mundo, principalmente pela sua versatilidade de uso, sendo registrado um
aumento consideravel na producdo mundialao longo dos ultimos anos (FAOSTAT,
2014). Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), em 2016, cerca de 34 milhdes de toneladas de frutos verdes de
Capsicum foram produzidas em todo mundo. Porém acredita-se que este nimero
possa ser maior, uma vez que a producdo em muitos paises € contabilizada de
modo precario, caso do Brasil. Mundialmente, a Asia e a América sdo os maiores
produtores, sendo Peru, México, China, india e Indonésia os principais paises
produtores de pimenta e pimentdo. Na América do Sul, mais de 530 mil toneladas
de frutos verdes foram produzidas em 2016, e Peru, Argentina e Venezuela foram
0s maiores produtores. O Brasil produziu em 2017 cerca de 47 mil toneladas de
pimentas, sendo as regibes Norte e Nordeste as principais produtoras,

correspondendo a 70% da producdo nacional. A producdo de pimentdes foi de



aproximadamente 254 mil toneladas, sendo a regido Sudeste a principal
produtora (49%) (IBGE, 2017).

3.1.2.2. Capsicum baccatum var. pendulum

Entre as espécies de pimentas domesticadas, C. baccatum é uma das
mais importantes da América do Sul, sendo cultivada principalmente em planicies
e elevacdes médias da Argentina, Bolivia, Peru, Equador, Paraguai, Colédmbia,
Chile (Albrecht et al.,, 2012), se posicionando entre as principais espécies
cultivadas no Brasil (Dassie et al., 2017). O centro de origem dessa espécie é a
Bolivia e sul do Peru (Eshbaugh, 1970), sendo dividida em quatro variedades
botanicas: C. baccatum var. pendulum (domesticada) e as silvestres C. baccatum
var. baccatum, C. baccatum var. praetermissum e C. baccatum var. umbilicatum
(Albrecht et al., 2012; Cardoso et al., 2018).

No Brasil, C. baccatum var. pendulum é conhecida por “dedo-de-moga”,
“chapéu-de-frade”, “chifre-de-veado”, “cambuci” e “chapéu-de-bispo” (Melo et al.,
2014), dependendo das caracteristicas dos frutos e da regido onde é encontrada.
A pressédo de selecdo humana promoveu aumento do tamanho e massa do fruto
com flexdo descendente resultante do pedicelo, por isso, o nome “pendulum”
(péndulo), derivado do latim pendus para pendurar frutas (Albrecht et al., 2012).

C. baccatum tem ampla variabilidade genética, que pode ser observada
pelas diferentes formas de frutos, tamanhos, cores, aromas, texturas e
pungéncias (Moulin et al., 2015a), resultando em multiplos usos, como frutos
frescos para consumo in natura, ou seco para processamento em pos ou extratos
(Albrecht et al., 2012), como planta ornamental, sendo também considerada um
recurso promissor para a industria farmacéutica (Aguilera et al., 2017).

As flores da espécie sdo isoladas, pequenas, hermafroditas e se
apresentam em numero de uma a duas por no. Na antese, os pedicelos sao
geralmente eretos. A corola é branca e sempre apresenta um par de manchas
amareladas ou esverdeadas na base de cada lobo das pétalas, e as anteras sao
amarelas (Villela et al., 2014). Os célices dos frutos maduros séo evidentemente
dentados e ndo tém constricdo anelar na juncdo do pedicelo. Os frutos sdo de
varias cores e formas, geralmente pendentes, persistentes, com polpa firme e as

sementes apresentam cor de palha (Carvalho e Bianchetti, 2009). A pungéncia
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dos frutos pode variar desde muito intensa até menos intensa, ha, inclusive,

cultivares de pimenta do tipo Cambuci que sé&o doces (Bosland, 1996).

3.1.2.3. Melhoramento de Capsicum spp. no Brasil

O melhoramento genético de Capsicum no Brasil € feito tanto por
empresas publicas como por empresas privadas. Os programas de melhoramento
tém explorado a diversidade genética, principalmente das espécies domesticadas.
Entre as cultivares desenvolvidas para o mercado, existem hibridos, linhagens e
populacdes de polinizacdo aberta. As principais caracteristicas alvo dos
programas de melhoramento s@o produtividade, facil destaque dos frutos durante
a colheita, arquitetura de planta, precocidade e resisténcia a doencgas.
Paralelamente, sdo realizadas avaliacbes para coloracdo, pungéncia, sabor,
aroma, formato e tamanho de fruto, espessura da polpa e perda de peso pos-
colheita (Régo et al., 2011).

O programa de melhoramento genético de Capsicum spp. desenvolvido
pela UENF teve inicio no ano de 1998, com o objetivo de identificar fontes de
resisténcia e estudar a capacidade combinatéria entre gendtipos de C. annuum
visando a obtenc&o de hibridos resistentes a mancha bacteriana do pimentdo
(Costa et al.,, 2002). A partir desta data, varios projetos foram executados, e
outras espécies desse género foram incluidas para novos obijetivos.

Os primeiros trabalhos de melhoramento na UENF envolvendo C.
baccatum var. pendulum comecaram a ser desenvolvidos em 2008 por Gongalves
et al.,, (2011) visando a resisténcia ao PepYMV e a alta produtividade,
identificando combinacdes hibridas superiores a partir de um dialelo. Dando
continuidade a esse trabalho, Medeiros et al. (2014) selecionaram os hibridos
mais promissores para a etapa posterior de ensaios VCU com vistas ao registro
de nova(s) cultivar(es) adaptadas ao Norte Fluminense. Aliado a este trabalho,
Cabral et al. (2017) avaliaram o desempenho desses hibridos experimentais de
C. baccatum var. pendulum nas condi¢Oes edafoclimaticas da regido Sudoeste de
Mato Grosso quanto as caracteristicas relacionadas a precocidade, manejo e
producao, tendo avaliado também a interacdo genotipo x ambiente em Céaceres-
MT e Campos dos Goytacazes — RJ. Apos indicar hibridos promissores, Medeiros
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et al.,, (2018) recomendaram que o hibrido UENF 1616 X UENF 1732 fosse
registrado junto ao MAPA e o pedido de registro j& estd em fase de andamento.

Bento et al. (2013) estudaram a heranca da resisténcia ao PepYMV e de
caracteristicas agronémicas em populagdes Pi, P2, F1, F2 e retrocruzamentos de
C. baccatum var. pendulum obtidos pelo cruzamento entre os acessos UENF
1616 e UENF 1732, a fim de orientar a escolha do(s) método(s) de melhoramento
para a conducéo das populacdes segregantes até a obtencdo de linhas puras. A
partir dos resultados encontrados, Santos et al. (2015) propuseram novas
estratégias de conducdo de selecdo de linhas segregantes pelo método
genealdgico e modelos mistos. O método SSD também foi utilizado para obter
linhas recombinadas que foram fenotipadas para caracteres agrondmicos e
resisténcia ao PepYMV com o intuito de indicar as linhas promissoras a serem
testadas em ensaios de VCU e DHE (Costa et al., 2021a).

Moulin et al. (2015b) construiram um mapa genético de referéncia para a
espécie, com base em marcadores codominantes SSR e em marcadores
dominantes ISSR e RAPD, e investigaram a presenca e o papel de inibidores de
protease na interacdo existente entre o acesso UENF 1624 e o Pepper yellow

mosaic virus (Moulin et al., 2014).

3.1.2.4. Protecéo de cultivares e teste de DHE

A normatizacdo de protecdo ao trabalho executado pelos melhoristas é
exercida e coordenada, internacionalmente, pela Union Internationale pour la
Protection des Obtentions Végétales (UPOV) (Ramalho et al., 2010).

O Brasil se tornou membro da UPOV na ATA de 1978, confirmando sua
adeséao pelo decreto n° 3.109, de 30 de junho de 1999 (Brasil, 2011). Por meio
dessa adesao e com a posterior criacdo da Lei de Protecéo de Cultivares n° 9.456
de 1997 e do SNPC também em 1997, comprometeu-se a regular o direito dos
melhoristas de plantas sobre cultivares protegidas no Brasil (Ramalho et al.,
2010).

S&o passiveis de pedido de protecdo a nova cultivar e/ou a cultivar
essencialmente derivada de qualquer género ou espécie vegetal. As cultivares
gue n&o se enquadrarem nesses dois grupos, mas cujos pedidos de protecdo

tenham sido apresentados até doze meses apos a divulgacdo dos descritores da
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espécie e cuja primeira comercializacdo tenha ocorrido ha, no méaximo, dez anos
da data do pedido, também poderao ser solicitadas.

Por meio da Lei n°. 9.456 /1997, passa-se a proteger uma nova variedade
vegetal, que seja distinguivel de outras cultivares e espécies vegetais por um
conjunto minimo de caracteristicas morfologicas, fisiolégicas, bioquimicas ou
moleculares, herdadas geneticamente. Essas caracteristicas, denominadas
descritores, devem se mostrar homogéneas e estaveis através de  sucessivas
geracoes.

Em janeiro de 2022, existiam 2704 cultivares protegidas no Brasil (Brasil,
2022). Destas cultivares, 16 sdo do género Capsicum, sendo 4 pimentdes e 12
pimentas. Porém, para a espécie C. baccatum, ainda ndo existem cultivares
protegidas pelo SNPC, reforcando a importancia do presente trabalho. A UENF
detém, junto ao SNPC, o registro e a protecdo de trés cultivares (linhagens) da
espécie C. annuum var. annuum resistentes a mancha bacteriana, ‘UENF
Carioca’, ‘UENF Carioquinha’ e ‘UENF Campista’, e o registro de dois hibridos
ornamentais, ‘UENF Atria’ e ‘UENF Raios de Sol'.

Para que uma cultivar candidata tenha sua protecao, um requisito técnico
importante sdo os chamados ensaios de DHE para protecao pelo sistema UPQV,
em qualquer pais do mundo. No Brasil, as exigéncias do DHE sao definidas pela
Lei n® 9.456/97 (Brasil, 1997) no art. 39, incisos VI, VIl e VIll, e sdo de
responsabilidade do requerente e devem ser entregues na apresentacdo do
pedido de protecao (Aviani, 2011). Esses testes seguem metodologia prépria para
cada espécie e exigem um conhecimento da espécie por parte do examinador.

Para Capsicum ssp., o teste de DHE é baseado em 48 descritores
binarios ou multicategéricos, avaliados desde a formacdo das mudas, passando
pela arquitetura das plantas, formato de folha e frutos (Brasil, 2006). Os ensaios
de DHE né&o englobam algumas caracteristicas agronémicas como produtividade,
pelo fato de estas caracteristicas serem bastante influenciadas pelas condigdes
ambientais, sendo importantes apenas nos ensaios de VCU requerido no pedido
de registro da cultivar. Para a protecdo, ndo importa se a cultivar a € mais
produtiva ou tem melhor arquitetura do que outras. A obtencédo do Certificado de
Protecdo, contudo, ndo habilita o titular a produzir ou comercializar a cultivar
(Aviani, 2011).
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Os ensaios de DHE sdo normalmente conduzidos em apenas uma
localidade, o que minimiza o efeito ambiental, sendo obtidos resultados mais
coerentes sobre descricdo, distincdo, homogeneidade e estabilidade da cultivar
candidata a protecéo, além de verificar melhor a consisténcia das suas diferencas
para com as cultivares que estdo sendo comparadas (Machado, 2011).

Duas alternativas que podem complementar os descritores morfolégicos
empregados na protecdo de cultivares sdo a avaliacdo de caracteristicas de
resisténcia a pragas e doencas e o uso de marcadores moleculares. Para as
caracteristicas de resisténcia, iniciativas que permitem utiliza-los como distingédo
em testes DHE sdo bem aceitas na medida em que: a) as resisténcias sejam
nitidamente definidas, nomeadas com o género, espécie, e se necessario 0
patotipo associado com a resisténcia; b) a avaliacdo seja clara, usando caracteres
que devem ser documentados como um método padronizado e que esteja
disponivel através de uma publicacdo conhecida ou uma vez incorporado as
diretrizes da UPOV para testar as espécies em questdo; e c¢) um nivel de
resisténcia diferente s6 é aceitavel como uma caracteristica que permite o teste
de nitidez se os niveis de expressado puderem ser claramente definidos e se os
resultados do teste forem consistentes e tecnicamente viaveis (ISF, 2012).
Quanto aos marcadores moleculares, eles sdo aplicados na protecdo de
cultivares como uma ferramenta auxiliar para comprovacgao da origem genética da
cultivar, identificagdo de cultivares em casos de uso indevido e em atividades de
fiscalizagao (Aviani e Santos, 2011).

De acordo com os artigos 11 e 12 da Lei de Protecdo de Cultivares, o
periodo de protecdo estabelecido no momento de concessédo do certificado pode
variar de 15 a 18 anos conforme a espécie. Apos o prazo de vigéncia, a cultivar
caira em dominio publico e poderéa ser utilizada livremente por qualquer pessoa,
sem necessidade da autorizacdo do titular da protecdo (Aviani, 2011; Brasil,
1997).

3.1.2.5 Fingerprinting de cultivares

Nos ultimos anos, as tecnologias de deteccdo de marcadores moleculares
tém sido continuamente desenvolvidas. Sao diversas as aplicacdes dos

marcadores moleculares no melhoramento genético de plantas, inclusive,
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em diferentes etapas dos programas. Em geral, os marcadores moleculares
podem ser utilizados para: caracterizacdo de germoplasma - identificacdo de
variacdes genéticas dentro de um grupo de plantas, com objetivo de selecionar
uma caracteristica especifica; selecdo assistida — selecdo de caracteristicas de
interesse agrondmico (qualitativas e quantitativas) com base especificamente em
marcadores moleculares; teste de paternidade e selecdo de genitores -
identificag8o ou selegdo de individuos; resisténcia a patdgenos — identificacdo de
individuos que tém sequéncias genéticas (genes) que garantem a resisténcia a
determinadas doengas; associacdo com caracteristicas quantitativas -
identificacdo de genes responsaveis por certas caracteristicas quantitativas;
estudos de diversidade e pureza genética — importante para avaliar a variabilidade
genética entre individuos da mesma espécie; e fingerprinting, identidade genética
de uma variedade ou cultivar desenvolvida que garante o direito e a protecao
da propriedade intelectual (Ahn et al., 2018; Salgotra e Neal Stewart, 2020).

De acordo com Ferreira (2008), diferentemente dos descritores
morfologicos, os marcadores tém numero de polimorfismo ilimitado e ndo sofrem
influéncia ambiental. Além disso, sua utilizacdo acelera o processo de
melhoramento genético vegetal como consequéncia da possibilidade de identificar
e selecionar plantas a partir de amostras de qualquer idade, de encontrar mais de
uma caracteristica de interesse simultaneamente em um mesmo individuo, e a
possibilidade de identificar geneticamente na planta caracteristicas dificeis de
serem visualmente avaliadas, ou que sO apresentam a caracteristica em
determinada fase do desenvolvimento, como, por exemplo, resisténcia a alguma
doenca ou pragas, ou tolerancia a certas variagdes climaticas (Salgotra e Neal
Stewart, 2020).

Os perfis genéticos (fingerprinting) de cultivares, obtidos por marcadores,
podem ser anexados ao pedido de protecdo para fins de caracterizagcao de
cultivares. A possibilidade de utilizagdo de marcadores moleculares € prevista no
documento TGP/15 (UPOV, 2013), e a Instrucdo Normativa n° 58/2009
estabeleceu os procedimentos para envio e recebimento de DNA gendmico de
cultivar protegida ou candidata a protecéo (Aviani e Santos, 2011). Desde 2009, o

SNPC vem aplicando a analise do DNA por marcadores em cultivares de



15

espécies como soja, algodao, arroz e eucalipto para manejo dos ensaios de DHE
e como um dos itens para verificacdo da distinguibilidade entre cultivares
candidatas a protecéo.

Marcadores obtidos de regibes do DNA com microssatélites (SSR -
Single Sequence Repeat) sdo sequéncias curtas (1 a 6 pb), repetidas em tandem,
distribuidas aleatoriamente (Faleiro, 2007), muito mais frequentes e distribuidas
ao acaso, permitindo a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto.

De acordo com Moe et al. (2010), os SSRs se destacam por serem
abundantes no genoma, codominantes, multialélicos e terem boa repetibilidade.
Tém o mais elevado contetdo de informacdes de polimorfismo na terminologia de
marcadores moleculares, facilidade de deteccdo por reacdo de cadeia da
polimerase (PCR), possiveis localiza¢cdes dos microssatélites, reprodutibilidade e
facilidade de interpretacdo, além da possibilidade de deteccdo de varios
marcadores no mesmo gel (multiplex), sendo mais rapido e eficiente quando
comparado a outros tipos de marcadores. Os marcadores SSR revelam
polimorfismo em um locus pela diferenca no nidmero de vezes em que um
nucleotideo é repetido naquele locus (Buso et al., 2003).

Diversos trabalhos disponiveis na literatura utilizaram marcadores em
processos de protecdo para outras culturas, incluindo arroz (Islam et al., 2020),
trigo (Potokina et al., 2012), videira (Vélez e Ibafiez, 2012) e cevada (Jones et al.,
2012), confirmando que marcadores quando utilizados em conformidade com os
descritores morfolégicos podem ser de grande utilidade para a distingdo de

genotipos.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Material vegetal

Foram utilizadas trés linhagens (pré-cultivares) de C. baccatum var.
pendulum, provenientes do Programa de Melhoramento Genético de Capsicum da

UENF, obtidas pelo método de selecdo massal com sete ciclos de
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autofecundacgéo controlada (F7) (Figura 1), identificadas como P1732, P1624 e
P1639, consideradas pré-cultivares, e trés cultivares denominadas
comercialmente como ‘Cambuci’ (Feltrin), ‘BRS Mari’ (Embrapa Hortaligas) e
‘Dedo-de-Moga’ (Topseed). As pré-cultivares P1624 e P1732 sdo pungentes,
altamente produtivas (13,52 e 10,63 t/ha, respectivamente) (Medeiros 2012),
altamente resistente (AR) e resistente (R) ao PepYMV (Pepper Yellow Mosaic
Virus), respectivamente (Bento et al., 2017). A linha P1639 € uma pimenta doce,
com média produtividade (5,13 t/ha) (Medeiros 2012), suscetivel ao PepYMV
(Bento et al., 2017).

Apesar do rico valor nutricional e econémico de Capsicum spp., sua
producédo tem sido muito dificultada por pragas e doencas (Ali et al., 2016). Entre
as doencas de origem viral, destaca-se o PepYMV, principal doenca viral desse
género no Brasil (Lucinda e Nagata 2012). Considerado uma ameaca para as
lavouras, o PepYMV tem causado preocupacgdo crescente aos produtores de
pimenta e pimentdo, por comprometer a produtividade. Por essa razédo, a
resisténcia ao PepYMV tem sido uma prioridade nos programas de melhoramento
de Capsicum conduzidos no Brasil (Ferraz et al., 2016; Ribeiro et al., 2018). No
presente estudo, destacam-se a pré-cultivar P1624, por sua alta resisténcia ao
PepYMV, sendo superior aos demais genotipos, e também a pré-cultivar P1732
por ser resistente, conforme resultados descritos por Bento et al. (2017), assim
como a cultivar BRS Mari (Carvalho et al., 2009). A resisténcia genética de
plantas consiste no método de controle mais efetivo que se pode dispor contra
doencas em culturas agricolas comerciais, razdo da importancia do
desenvolvimento de cultivares com altos niveis de resisténcia, o que melhora o

potencial produtivo da cultura.



Finding Capsicum spp.

accessions resistant to
PepYMV

(Bento et al., 2009)

f |
- GERMPLASM
COLLECTION

Vv
Breeding Method
Massal Selection

WV

&— Characterization and evaluation —>»

Determining inheritance
of agronomic traits in C.
baccatum var. pendulum

(Gongalves et al. 2011)

= .
N : ,
A \ &
Dmcnptlon.of ) \\\\ « s /7 Estimating combining
morphoagronom‘lc traits = e " ability of C. baccatum var.
and fruit quality in @ : | pendulum lines regarding
(¢ bacc;m;m var. E \ | agronomic characteristics
pendulum / . | j
(Medeiros et al. 201d) /. : SRS
y 4 : O
y 4 . b N
3% 3 3 N
- 5 IO
.
S 3E E G
)i I ’I < : Identification of
.
.}.‘,& ,;.:f .}.’z : Capsicum spp genotypes
I )I < »= : with multiple resistance
P1732  P1624 P1639 W/ (VBRI
anthracnose and
/_\ . \ PepYMV
<‘ \ i> ‘3\ (Bento et al. 2017)
P1624 P1732 P1639
Highly resistant Resistant Susceptible

Pre-cultivars

!

Distinctibility, Uniform
and Stability Tests
(DUS)

Value for Cultivation
and Use Tests (VCU)

i

NEW CULTIVAR

Figura 1. Fluxograma do programa de melhoramento com o avanco das geracoes
de autofecundacdo para obtencdo de linhagens de C. baccatum var. pendulum
pelo método de sele¢cdo massal. Fonte: A autora.
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Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagcdo do Laboratoério
de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV), localizado no campus da UENF, em
Campos dos Goytacazes (latitude 21°45’ Sul, longitude 41°17° Oeste, altitude
11m), Norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil, no periodo de setembro/2018 a
fevereiro/2019 e maio/2021 a novembro/2021. Sementes das pré-cultivares e de
cultivares foram semeadas em bandejas de isopor com 128 células contendo
substrato comercial organovegetal Vivatto® e mantidas em casa de vegetacao. O
transplantio das mudas para vasos de 5L foi feito 30 dias apés a semeadura,
quando as plantulas atingiram quatro a seis folhas definitivas. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso com quatro repeticbes e cinco
plantas por parcela, dispostas em fileiras duplas, sendo 20 plantas por genoétipo
(Figura 2), totalizando 120 plantas. Para obtencdo das sementes, foi feita

protecdo individual dos botdes florais na pré-antese para garantir a

autofecundacgédo. Foram adotados os tratos culturais recomendados para a cultura
(Filgueira, 2012).

Figura 2. Cultivo de pré-cultivares de pimenta (C. baccatum var. pendulum) em
casa de vegetacdao. (a) Visao geral do experimento com irrigacao por gotejamento
na fase inicial; (b) plantas em fase de floracao; (c) protecéo individual dos botbes
florais na pré-antese; (d) detalhe da floracdo com manchas amarelas na corola,
tipicas de C. baccatum var. pendulum. Fonte: a autora.

3.1.3.2. Fenotipagem

Quarenta e nove caracteristicas morfologicas multicategéricas foram
avaliadas (Tabela 1), de acordo com os descritores estabelecidos pelo MAPA

(Brasil, 2006). A caracteristica resisténcia ao PepYMV foi adicionada, visto que o
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programa de melhoramento tem como objetivo a obtencdo de cultivares
resistentes a essa doenca. Na avaliagdo dessas caracteristicas, foi utilizada a
comparacao lado a lado, na qual a distinguibilidade é baseada na observacao
direta do fendtipo das pimenteiras. Neste caso, atribui-se uma nota por genétipo
para cada caracteristica seguindo as classes preestabelecidas e, ao final, atribui-
se a nota mais frequente (Moda) ao conjunto de dados conforme proposto por
Pimenta et al. (2016).

Os ciclos até o florescimento e a frutificacdo foram avaliados a partir do
transplantio das mudas, quando 50% das plantas apresentaram a primeira flor no
segundo no e quando 50% das plantas apresentavam frutos maduros.

Imagens de cinco frutos por planta foram capturadas, utilizando o Scanner
Plustek OpticPro A320, e analisadas pelo programa ImageJ, para maior precisao
e rapidez na mensuracdo das caracteristicas quantitativas relacionadas a fruto,
incluindo comprimento médio do fruto (CMF), diametro médio do fruto (DMF),
tamanho da placenta; espessura média do pericarpo (EMP), comprimento do
pedunculo e espessura do pedunculo.

Adicionalmente, foram determinados o teor de soélidos solUveis totais
(SST), a acidez titulavel (AT), a relacdo (SST/AT), o teor de vitamina C em frutos
maduros (VitCM) e os parametros de cor (a*, b*, L* e C*). Estas avaliacdes foram
feitas nos frutos do primeiro DHE.

A determinacao do SST foi obtida pela extracdo de duas gotas de suco da
amostra da polpa na regidao mediana do fruto, em cinco frutos/planta. O suco foi
extraido por prensa manual e depositado diretamente sobre o prisma de um
refratbmetro digital (ATAGO, modelo PR 201) e os resultados, expressos em
°Brix.

A acidez (AT) foi determinada pelo processo de titulacdo, utilizando NaOH
(0,1 N) pelo método 22.058 (AOAC 1992). Os resultados foram expressos em
equivalente de acido citrico (%). O teor de Vitamina C foi determinado de acordo
com a metodologia da AOAC (2012), por titulacdo das amostras em solucéo de
iodato de potassio a 0,02 M até a obtencdo da coloracdo azul. O resultado foi
expresso em mg de vitamina C (acido ascorbico) por 100 g de fruta. Para
determinacao de AT e VitCM, a polpa foi obtida dos frutos oriundos das cinco

plantas de cada genotipo colhidos em bulk/bloco, totalizando quatro replicatas.



Tabela 1. Caracteristicas morfoagronémicas avaliadas em pré-cultivares e cultivares de C. baccatum var. pendulum com base nos
Descritores estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Campos dos Goytacazes-RJ, UENF,

2022.

Caracteristicas

Identificacdo das caracteristicas* / Modo de avaliacdo (medicao)

1 - Plantula: pigmentacdo antocianica no hipocotilo
2 - Planta: posicao das hastes

3 - Planta: comprimento da haste

4 - Planta: entrenos curtos (na parte mais alta)

5 - Planta: nUmero de entrends entre a primeira flor
e 0s entrends curtos (Apenas cultivares com
entrends curtos)

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

7 - Planta: pigmentacao antocianica na altura dos
nés

8 - Folha: comprimento da lamina

9 - Folha: largura

10 - Folha: coloracao

11 - Folha: variegacao

12 - Folha: pigmentacao antocianica

13 - Folha: pilosidade

14 - Folha: rugosidade

15 - Flor: nimero de flores por axila

16 - Flor: posi¢céo do pedunculo

17 - Flor: coloragéo da corola

1 — Ausente; 2 — Presente / Visualizacao

1 — Ereto; 2 — Semiereto; 3 — Horizontais; 4 — Prostrado / Visualizagao
3 — Curta; 5 — Médio; 7 — Longo / Fita métrica (cm)

1 - Ausente; 2 — Presente / Visualizagao

1 — Nenhum; 2 - Um a trés; 3 — Trés ou mais / Visualizacao

1 — Ausente ou muito fraco; 3 — Fraco; 5 — Médio; 7 — Forte; 9 / Visualizacdo muito
forte

3 — Curta; 5 — Médio; 7 — Longo / Paquimetro (cm)

3 — Estreito; 5 — Médio; 7 — Grande / Paquimetro (cm)

3 — Claro; 5 — Médio; 7 — Escuro / Visualizagéo

1 - Ausente; 2 — Presente / Visualizagao

1 — Ausente; 3 — Fraco; 5 — Médio; 7 — Forte / Visualizacdo

1 — Ausente; 3 — Esparsa; 5 — Médio; 7 — Denso / Visualizacao

1 — Ausente; 3 — Fraco; 5 — Médio; 7 — Forte / Visualizacdo

1-Um; 2 — Dois; 3 — Trés ou mais / Visualizacao

1 — Ereto; 3 — Intermediério; 5 — Pendente / Visualizacdo

1 — Branco; 2 - Branco com base violeta; 3 - Branco com borda violeta; 4 - Branco
esverdeado; 5 - Branco esverdeado com borda violeta; 6 - Amarelo claro; 7 —
Amarelo; 8 — Amarelo esverdeado; 9 - Violeta com base branca; 10 — Violeta /
Visualizacéo

0¢



Tabela 1 - Cont.

Caracteristicas

Identificacdo das caracteristicas* / Modo de avaliacdo (medicao)

18 - Flor: mancha na corola
19 - Flor: coloragdo da mancha na corola

20 - Flor: coloracéo da antera

21 - Flor: coloracao do filamento

22 - Flor: posicao do estigma

23 - Fruto: coloracéo antes da maturacao

24 - Fruto: intensidade da coloracéo antes da
maturacao

25 - Fruto: posicao

26 - Fruto: comprimento
27 - Fruto: diametro

28 - Fruto: forma predominante da secao
longitudinal

29 - Fruto: forma predominante da secao
transversal

30 - Fruto: sinuosidade do pericarpo na porgao
basal

31 - Fruto: textura da superficie

32 - Fruto: coloracédo na maturidade

33 - Fruto: intensidade da coloragéao na
maturidade

1 — Ausente; 2 — Presente / Visualizacao

1 — Branco; 2 — Amarelo; 3 - Verde amarelado; 4 - Verde; 5 — Violeta / Visualizagao
1 — Branco; 2 — Amarelo; 3 - Amarelo com mancha azul; 4 — Azul claro; 5 — Azul; 6
— Violeta / Visualizacao

1 — Branco; 2 — Amarelo; 3 - Amarelo com mancha azul; 4 — Azul claro; 5 — Azul; 6
— Violeta / Visualizacao

3 — Inserto; 5 — Mesmo nivel; 7 — Exserto / Visualizacao

1 - Branco esverdeado; 2 — Amarelado; 3 — Verde; 4 — Roxo / Colorimetro
3 — Claro; 5 — Médio; 7 — Escuro / Colorimetro

1 — Ereto; 3 — Intermediério; 5 — Pendente / Visualizacao

1 — Muito curto; 3 — Curta; 5 — Médio; 7 — Longo; 9 — Muito longo / Imagem digital
(cm)

1 — Muito pequeno; 3 — Pequeno; 5 — Médio; 7 — Otimo; 9 — Muito bom / Imagem
digital (cm)

1 — Achatado; 2 — Arredondado; 3 — Cordiforme; 4 — Quadrado; 5 — Retangular; 6 —
Trapezoidal; 7 — Triangular; 8 - Estreito triangular; 9 - Forma de chifre; 10 —

Oval; 11 — Eliptica / Imagem digital

1 — Eliptica; 2 — Angulado; 3 — Arredondado / Imagem digital

1 — Ausente ou muito fraco; 3 — Fraco; 5 — Médio; 7 — Forte; 9 — muito forte /
Visualizacéo

3 - Liso; 5 - Ligeiramente enrugado; 7 - Fortemente enrugado / Visualizagao
1 - Amarelo; 2 — Laranja; 3 — Vermelho; 4 — Marrom, 5 — Roxo / Colorimetro
3 — Claro; 5 — Médio; 7 — Escuro / Colorimetro

T



Tabela 1 - Cont.

Caracteristicas

Identificacdo das caracteristicas* / Modo de avaliacdo (medicao)

34 - Fruto: brilho

35 - Fruto: profundidade da depressao
peduncular

36 - Fruto: forma do 4pice

37 - Fruto: profundidade dos sulcos
interloculares

38 - Fruto: numero predominante de loculos

39 - Fruto: espessura do pericarpo
40 - Placenta: tamanho

41 - Peddnculo: comprimento

42 - Pedunculo: espessura

43 - Célice: margem

44 - Célice: constricdo anelar

45 - Calice: aspecto

46 - Fruto: capsaicina na placenta
47 - Ciclo até o florescimento

48 - Ciclo até a maturacao

49 — Resisténcia a PepYMV

3 — Fraco; 5 — Médio; 7 — Forte / Colorimetro

1 — Ausente ou muito raso; 3 — Raso; 5 — Médio; 7 — Profundo; 9 — Muito profundo
/ Visualizagéo

3 - Agudo; 5 - Arredondado; 7 — Deprimida / Visualizacéo

1 — Ausente ou muito raso; 3 — Raso; 5 — Médio; 7 — Profundo; 9 — Muito profundo /
Visualizacéo

1 - Dois; 2 — Dois e trés; 3 — Trés e quatro; 4 - Quatro e mais de quatro /
Visualizacdo / Imagem digital

3 — Fino; 5 — Médio; 7 — Grosso / Imagem digital (cm)

3 — Pequeno; 5 — Médio; 7 — Otimo / Imagem digital (cm)

3 — Curta; 5 — Médio; 7 — Longo / Imagem digital (cm)

3 — Fino; 5 — Médio; 7 — Grosso / Imagem digital (cm)

1 — Inteira; 2 — Intermediéario; 3 — Denteado / Visualizacdo

1 — Ausente; 2 — Presente / Visualizacao

1 — Nao envolvente; 2 — Envelopamento / Visualizacao

1 — Ausente; 2 — Presente / Vanadato de amonio

3 — Precoce; 5 — Médio; 7 — Tarde / Visualizacdo (dias)

3 — Precoce; 5 — Médio; 7 — Tarde / Visualizagéo (dias)

Bento et al. (2017)

(A4
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Cinco frutos por planta foram coletados (ao acaso) para a avaliagdo da
coloracdo nos estagios imaturos e maduros e utilizado o colorimetro Minolta®
modelo CR-300, sendo feitas trés medicbes em pontos distintos de cada fruto.
Com essa abordagem, foi possivel especificar as cores usando trés coordenadas:
L* (luminosidade) — que varia de zero a 100 (preto/branco); a* - que diz respeito a
intensidade de vermelho/verde (+/-); e b* - relacionada a intensidade de
amarelo/azul (+/-), conforme a CIE (Comissédo Internacional da lluminacgéao).
Tendo esses  valores como referéncia, foi calculado o indice colorimétrico
Chroma (C*) ou indice Chroma, que define uma medida de saturacdo ou

intensidade de cor e varia de cores pélidas (valor baixo) para cores vivas (valor

alto). Esse indice é calculado pela equacgéo C*= Ja? b (Schanda, 2007).
3.1.3.3. Caracterizagao molecular

As andlises moleculares foram feitas no Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal (LMGV), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
UENF (CCTA).

Para extracdo do DNA, as amostras de folhas jovens foram coletadas em
bulk (Figura 3) (24 amostras), colocadas em envelopes de papel aluminio,
identificadas, imersas e transportadas em N2 liquido e armazenadas em
ultrafreezer a uma temperatura de — 86°C. Posteriormente, cerca de 300 mg de
tecido macerado em nitrogénio liquido foram transferidos para microtubos (2,0
mL), devidamente identificados.
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“BRS Mari’ “Dedo-de-moc¢a’ “Cambuci’ V

Figura 3. Imagem das folhas de trés pré-cultivares e trés cultivares de C.
baccatum var. pendulum, colhidas na fase jovem (45 dias apds o transplante)
para extracdo de DNA.

A extracdo do DNA gendmico seguiu o procedimento descrito por Doyle e
Doyle (1987), com modificacbes (Daher et al., 2002). Ap6s a maceracao, foram
adicionados 700 pyL do tampdo de extracdo preaquecido, contendo CTAB em
concentracéao final de 2%, NaCl - 1,4 M, EDTA - 20 mM, Tris-HCI (pH =8,0) - 100
mM, 1% de polivinilpirrolidona solido (PVP) e 0,2% de (- mercaptoetanol. O
material foi incubado em banho-maria a 65°C por 45 minutos, e 0s microtubos,
agitados em intervalos de 10 minutos. Apds as amostras atingirem a temperatura
ambiente, foram adicionados 600 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) para
a desproteinizacdo. Foram feitas inversbes do material durante,
aproximadamente, um minuto até que ele ficasse turvo. A fase orgéanica foi
separada por centrifugacdo, a 14000 rpm, por um minuto. Feita a centrifugacao,
foi coletada uma fracdo do sobrenadante, que foi transferida para novos
microtubos (1,5 mL), devidamente identificados. Os acidos nucleicos foram
precipitados pela adigao de dois ter¢os (500 pL) do volume de isopropanol gelado
e incubados por 30 minutos, a —20°C. O precipitado foi sedimentado por
centrifugacéo, a 14000 rpm, por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

precipitado, lavado duas vezes com 500 pL de etanol a 70% para retirada do sal
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presente (entre cada lavagem, o material foi centrifugado a 14000 rpm durante 5
minutos). Apds o descarte do ultimo sobrenadante, o material foi deixado para
secar em condi¢cdes naturais até que o etanol fosse removido. Em seguida, o
material foi ressuspendido em 200uL de solugdo TE (Tris-EDTA — 10 mmol L-1
Tris-HCI, Immol L -1 EDTA, pH 8,0) com RNAse a uma concentracéo final de
10ug mL-1 e incubado em banho-maria a 37°C , por 30 minutos. Logo apés, o
material foi armazenado a -20°C até o uso. Ap0Os a extracdo, a integridade e a
guantificacdo do DNA gendmico foram verificadas via gel de agarose a 1,0%,
utiizando o marcador High DNA Mass Ladder (Invitrogen, USA). Com base
nesses resultados, todas as amostras foram diluidas para a concentracdo de
trabalho de 5ng pL-1.

Foram testados 56 pares de iniciadores microssatélites (Moulin et al.,
2015; Pimenta et al, 2016; Bianchi et al., 2020). Cada iniciador foi anteriormente
testado para encontrar sua temperatura ideal de amplificagéo. Esse teste foi feito
por meio de reagdes de amplificagdo com um volume final de 13 yL, contendo os
seguintes reagentes: 6,08 uL de agua ultrapura, 1,3 uL do tampao de PCR (1X),
1,5 yL de dNTPs, 1,0 yL de cloreto de magnésio, 0,12 yL da enzima Taq
polimerase e 2 yL de DNA. Foi aplicado 1 uL de iniciador e, posteriormente,
adicionado o mix descrito anteriormente. As reacfes da polimerase em cadeia
(PCR) foram conduzidas da seguinte forma: 4 min a 94°C, seguindo-se o0s 35
ciclos de 1min a 94°C, 1min a 56-66°C, 72°C por 2 min, e uma extensao final a
72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose
2%, corados com 6 yL da mistura gel red e blue juice na concentragédo 1:1 e
submetidos a luz UV (Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging System) para
visualizacao dos resultados. As imagens dos géis foram capturadas para posterior
andlise.

Apos a realizacao do gradiente de temperatura, foram obtidos 30 pares de
iniciadores, e as reag0es de amplificacado foram preparadas para um volume final
de 13 uL por amostra contendo: 6,08 uL de agua ultrapura, 1,3 yL do tampao de
PCR (1X), 1,5 uL de dNTPs, 1,0 pyL de cloreto de magnésio, 1,0 pyL do iniciador,
0,12 uL da enzima Taq polimerase e 2 pyL de DNA. As reacbdes de PCR foram
feitas da seguinte forma: 4 min a 94°C (desnaturacao inicial), seguido de 35 ciclos
de 1 min a 94°C, 1 min a 56-66°C (de acordo com o ideal para o iniciador

utilizado), 2 min a 72°C, e a extensao final por 7 min a 72°C. Os fragmentos
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amplificados foram separados em gel de agarose de alta resolugdo Metaphor 4%
e corados com 6 yL da mistura gel red e blue juice na concentragdo 1:1. Para
estimar o tamanho dos fragmentos, foi utilizado marcador de 100 pares de base
DNA Ladder. Os géis foram submetidos a luz ultravioleta para visualizacédo e as
imagens foram capturadas.

Apés analise das imagens obtidas pelos géis, 11 marcadores com
amplificacdo mais consistente e possivel presenca de polimorfismos foram
selecionados e submetidos a eletroforese capilar para confirmacdo de
polimorfismo e determinagao do tamanho dos alelos (Tabela 2). Para realizacao
da eletroforese capilar, as amostras de PCR foram preparadas em uma placa de
96 pocos. Para isso, foram tomados 8L de cada amostra de PCR, misturando-os
com 16 pL de buffer, com um volume final de 24 uL. As andlises dos dados foram
feitas pelo programa PROSize 2.0, para comparar a posicdo do pico de cada
amostra com o padréo interno de peso molecular em cada pool, apds o qual foi

obtido o tamanho do fragmento.

Tabela 2. Iniciadores SSR utilizados na eletroforese capilar para diferenciagéo de
trés pré-cultivares e trés cultivares de pimenta C. baccatum var. pendulum.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2022.

Marcador . . Temperatura
SSR Foward Primer Reverse Primer de
anelamento

CAMS-190 tttctgcagtgttaccaatatttca cccatgggtcctacctcag 65°
CAMS142 gagcgcttaagtggtcatagg  ctacaacgccccaaaacaat 60°
CAMS378 gaaatcgacgcgtttctagc  tgtggggagagagaggaaga 59°
CAMS456 atggagctggggctaaaaat  gctcagcaaattgaggagaag 63°
CAMS301 ctgtccatgcttgtgatgct tgatttgtgcctcgtttgag 60°
CAMS644 cgcatgaagcaaatgtacca acctgcagtttgttgttgga 59°
CAMS892-2 cgtcgattgaccattgagtg tccttctaggaggcatgttttt 60°
CAMS095 cgctagcatgacactcaagg  aaacggcaaggctacacatc 63°
HpmsEQO19  aagtcatcagctgcaaagacca ttcaacatgcatccagcttctt 58°
HpmsE121 tgagagttggatccctcttcttcg  cttgttcgggcttgaaagagga 58°

CAMS-460 cctttcacttcagcccacat accatccgctaagacgagaa 530
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3.1.3.4. Anédlise estatistica

Foi utilizada a estatistica descritiva da distribuicdo de frequéncia de
variaveis continuas para obtencao dos valores relativos as classes propostas para
cada descritor proposto pelo MAPA (Brasil 2006). A estatistica descritiva foi feita
com o programa Genes (Cruz, 2016).

Para analise multivariada dos dados, obteve-se matriz de dissimilaridade
pelo algoritmo de Gower (1971). A divergéncia genética foi representada por
dendrograma obtido pelo método hierarquico Unweighted Pair Group Method With
Arithmetic Mean (UPGMA). O método de Mojena (1977) foi utilizado para
determinacdo do numero 6timo de grupos no dendrograma. Para verificar a
consisténcia do agrupamento, calculou-se o coeficiente de correlacdo cofenética
(CCC). Os dados foram analisados por meio do programa R versao 3.5.2., com
auxilio dos pacotes Cluster e RCMDR.

Os dados fisico-quimicos dos frutos foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors (p<0,05), analise de variancia (p<0,05), teste Tukey
(p<0,05) e correlagéo de Pearson.

Para os dados moleculares, foi construida uma matriz com base nos

alelos encontrados, utilizada para calcular a dissimilaridade entre os gendétipos

XS , . . « ga . ~
com base no complemento (1-5,((i")) do indice de coincidéncia nao

ponderado, obtido pela equacéao:

[\r:'.] -
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J

Em que Sii’ € a similaridade entre os acessos i e i’; L € o numero total de
loci estudados; e “/ é o numero de alelos comuns entre i e i’. A analise estatistica

foi feita utilizando o programa Genes (Cruz, 2016).
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3.1.4. RESULTADOS

3.1.4.1. Fenotipagem morfoagronémica

Das 49 caracteristicas avaliadas, 23 foram monomorficas para todos os
genatipos estudados (Tabela 3).

Pigmentacdo antocianica no hipocotilo (plantula), entrends curtos, numero
de entrends curtos e pigmentacdo antocianica na altura dos nés foram as
caracteristicas que tiveram classificacdo idéntica entre 0s genotipos. A
caracteristica comprimento do entrendé ndo foi avaliada, uma vez que ela é
somente mensurada em plantas sem entren0s curtos. Entre as sete
caracteristicas de folha, trés foram monomorficas: comprimento da lamina,
variegacdo e pigmentacdo antocianica. Para caracteristicas de flor, dos oito
avaliados, sete foram monomorficos: niumero de flores por axila, posicdo do
pedudnculo, coloracdo da corola, mancha da corola, coloracdo da mancha da
corola, coloragéo da antera e coloracéo do filamento (Figura 4).

Das 24 caracteristicas relacionadas ao fruto, oito foram consideradas
monomorficas: posicdo, coloracdo na maturidade, brilho, profundidade da
depressao peduncular, forma do apice, nimero predominante de l6culos, margem

do célice e constricdo anelar do célice (Figura 5).



Tabela 3. Descritores morfolégicos de Capsicum avaliados em ensaios de DHE, conforme recomendacgédo do Servico Nacional de
Protecédo de Cultivares para a protecéo de cultivares de C. baccatum var. pendulum. Campos dos Goytacazes-RJ, UENF, 2022

Cultivares

Pré-cultivares

Descritores BRS Mari Cambuci

Dedo-de-Moca

P1732 P1624 P1639

DHE1 DHE2 DHE1 DHEZ2

DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE 2

1 - Plantula:
pigmentagéo
antocianica no
hipocétilo
2 - Planta: posicéo
das hastes
3 - Planta:
comprimento da Longa Longa Curto Curto

haste
4 - Planta: entrenés
curtos (na parte P P P P
mais alta)

5 - Planta: nimero
de entrends entre a
primeira flor e os
entrends curtos
(Apenas cultivares
com entrenos
curtos)

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

Ereta Ereta Ereta Ereta

3 3 3 3

Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta Ereta

Curto Curto Médio Médio Curto Curto

Mais de Mais de Mais de Maisde Maisde Maisde Maisde Maisde Maisde Maisde Maisde Mais de

3 3 3 3 3 3

62
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Cultivares Pré-cultivares
Descritores BRS Mari Cambuci Dedo-de-Moca P1732 P1624 P1639
DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1] DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE 2
7 - Planta:
pigmentacao Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou
antocianica na altura MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF
dos nos
8 - Folha:
comprimento da Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio Médio
[amina
9 - Folha: largura Larga Larga Média Média Média Média Média  Média Larga Larga Média Média
lc%l_olr::ég?; Média Média Média Média Escura Escura Média Média Escura Escura Média Média
11 - Folha: A A A A A A A A A A A A
variegacao
12 - Folha:
pigmentagao A A A A A A A A A A A A
antocianica
13 - Folha:
pilosidade A A Esp. Esp. A A Esp. Esp. A A Esp. Esp.
14 - Folha: Fraca Fraca A A A A Fraca Fraca A A Fraca Fraca
rugosidade
15 - Flor: nume_ro de Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma Uma
flores por axila
16- FIor:,posu;ao do Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter. Inter.
peddnculo
17- I;Igr(::(():;)()lgagao Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca Branca
18 - Flor: mancha na p = = p = = = = p p = p
corola

0€
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Descritores

19 - Flor: coloracéo
da mancha na
corola
20 - Flor: coloracédo
da antera
21 - Flor: coloragéo
do filamento
22 - Flor: posi¢éao do
estigma
23 - Fruto: coloragéo
antes da maturagéo
24 - Fruto:
intensidade da
coloracao antes da
maturacao
25 - Fruto: posigéao
26 - Fruto:
comprimento

27 - Fruto: diametro

28 - Fruto: forma
predominante da
secao longitudinal
29 - Fruto: forma
predominante da
secao transversal

Cultivares Pré-cultivares
BRS Mari Cambuci Dedo-de-Moca P1732 P1639
DHE 1 DHE1 DHE?2 DHE 2 DHE 1 DHE 2
AM AM AM AM AM AM
AM AM AM AM AM AM
AM AM AM AM AM AM
Inserto Inserto  Inserto Exserto Exserto M. nivel M. nivel Inserto Inserto
Amarel. Amarel. Amarel. Amarel. Amarel. Amarel.
Clara Clara Clara Clara Clara Clara
Penden Penden Penden Penden Penden Penden.
Médio Curto Curto Curto Médio Médio
Muito Muito
MP Grande Grande Grande grande grande
Estreito Estreito Estreito
. Camp. Camp. Camp Camp. Camp.
triang.
Arred. Angul.  Angul. Angul. Angul. Angul.

T€
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Cultivares Pré-cultivares
Descritores BRS Mari Cambuci Dedo-de-Moca P1732 P1624 P1639
DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE?2 DHE1 DHE 2
30 - Fruto:
s_lnu05|dade do~ Forte Forte Muito Muito Forte Forte Muito Muito Forte Forte Muito Muito
pericarpo na porgao Forte Forte Forte Forte Forte Forte
basal
31 - Fruto: textura Levem. Levem. Levem. Levem. Levem. Levem. . . Levem. Levem. . .
o Lisa Lisa Lisa Lisa
da superficie enrug. enrug. enrug. enrug. enrug. enrug. enrug.  enrug.
32 - Fruto: c_olora(;ao Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm. Verm.
na maturidade
33 - Fruto:
|nten5|da~de da Média Média Clara Clara Clara Clara Clara Clara Média Média Clara Clara
coloracéo na
maturidade
34 - Fruto: brilho Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte Forte
35 - Fruto:
profundidade da Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou Aou
depresséao MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF
peduncular
36 - Frué':gi.ggrma do Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred. Arred.
37 - Fruto:
profundidade dos Rasa Rasa  Profun. Profun. Rasa Rasa  Profun. Profun. Rasa Rasa  Profun.  Profun.
sulcos interloculares
38 - Fruto: numero
predominante de 3e4d 3e4d 3e4d 3e4 3e4 3e4d 3e4d 3e4d 3e4d 3e4d 3e4d 3e4d
I6culos
39 - Fruto:
espessura do Média  Média Média Média Média Média Média  Média Fina Fina Média Média
pericarpo

A
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Cultivares Pré-cultivares
Descritores BRS Mari Cambuci Dedo-de-Moca P1732 P1624 P1639
DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE2 DHE1 DHE 2
40 - Placenta: Média PQ PQ Grande Grande PQ PQ Grande Grande PQ PQ
tamanho
41 - Pedunculo: Curto Curto Curto Curto Curto Médio Médio Médio Médio Médio Médio
comprimento
42 ésiiig[}fgloz Média Grossa Grossa Média Média Grossa Grossa Grossa Grossa Grossa  Grossa
43 - Calice: margem Dent. Dent. Dent. Dent. Dent. Dent. Dent. Dent. Dent. Dent. Dent.
44 - Calice: A A A A A A A A A A A
constricdo anelar
45 - Célice: aspecto Envol. Néo N&o Envol. Envol. Néo Néo Envol. Envol. Néo Néo
envol. envol. envol. envol. envol. envol.
46 - Fruto:
capsaicina na P A A P P P P P P A A
placenta
47 - C'C.IO ate o Tardia Tardia Tardia Tardia Tardia Tardia Tardia  Tardia  Tardia Prec. Prec.
florescimento
48 - Ciclo ate a Média Média Média Média Média  Prec.  Prec.  Média Média  Prec.  Prec.
maturacao
49 - Resisténcia a R ) i ) ) s s AR AR S S

PepYMV

P — presente; A — ausente; A ou MF — ausente ou muito fraca; Inter. — intermediario; Esp.- esparsa; Amarel. — amarelado; AM — amarelo (a); M.

nivel — mesmo nivel; Penden. — pendente; MP — muito pequeno; Estreito triang. — estreito triangular; Camp. — campanulado; Arred. —

arredondado; Levem. enrug. — levemente enrugado; PG — pequena; Verm. — vermelho; Envol. — envolvente; Dent. — dentada; Prec. — precoce; R —
Resistente; S — Suscetivel; AR — Altamente resistente

€e
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Figura 4. Fenotipagem de plantas e frutos. Representacdo de caracteristicas
monomorficas em plantas: pigmentacdo antocianina no hipocotilo (plantula),
entrends curtos, niumero de entrends curtos e pigmentacdo antocianina na altura
dos nos; em folhas: comprimento da lamina, variegacdo e pigmentacéo
antocianina; em flores: numero de flores por axila, posicéo do caule, cor da corola,
mancha da corola, cor da mancha da corola, cor da antera.

Figura 5. Fenotipagem de plantas e frutos. Representacdo de caracteristicas
monomorficas em frutos: posicdo, cor na maturidade, profundidade dos sulcos
interloculares, forma do apice, nimero de I6culos, margem do célice e constricdo

do calice.
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Houve grande variabilidade para os valores médios das caracteristicas

quantitativas. Estas caracteristicas foram transformadas em dados

multicategdricos e analisadas estatisticamente (Tabela 4) para atender aos
requisitos propostos nos descritores estabelecidos pelo MAPA e, ao mesmo
tempo, servir de modelo e referéncia para futuros estudos de caracterizacéo e
avaliacdo, pois foi possivel estabelecer intervalos de valores distribuidos em

classes para padronizar e classificar de forma precisa os descritores quantitativos.

Tabela 4. Faixas de classes de caracteristicas morfologicas quantitativas, notas
atribuidas e identificagdo de caracteristicas avaliadas em pimentas C.
baccatum var. pendulum no primeiro ensaio de DHE. Campos dos Goytacazes-

RJ, UENF, 2022.

Caracteristicas Classe Observacao Descricao
: 19 I 38,67 3 Pequeno
Planta: comprimento do 38,68 I 58,33 5 Médio
caule (cm) 58,34 F 78 7 Grande
4511+ 64,5 3 Pequeno
Folha: comprimento (cm) 64,6 - 83,89 5 Médio
83,90 I 103,28 7 Grande
20,2+ 32,4 3 Estreito
Folha: largura (cm) 32,5F44,6 5 Médio
447 I 56,81 7 Largo
1,09 2,55 1 Muito curto
256 F4 3 Curto
Fruto: comprimento (cm) 4,1F 5,45 5 Médio
5,46 I 6,91 7 Longo
6,92 I- 8,36 9 Muito longo
0,98 IF 1,96 1 Muito pequeno
1,97 F 2,94 3 Pequena
Fruto: didametro (cm) 2,95F 3,92 5 Médio
3,93 4,91 7 Grande
4,92 I 5,89 9 Muito grande
, 0,09 F 0,19 3 Grosso
Fruto: espessura da 0.20 F 0.29 5 Médio
polpa (cm) 0,30 F 0,39 7 Fino
1,08 F 2,67 3 Pequena
Placenta: tamanho (cm) 2,68 4,26 5 Médio
4,27 I 5,85 7 Grande
3,89 4,47 3 Pequeno
Haste: comprimento (cm) 4,48 I 5,04 5 Médio
5,05 F 5,61 7 Grande




Tabela 4 - Cont.

36

Caracteristicas Classe Observacao Descricao
0,31 F 0,39 3 Grosso
Haste: espessura (cm) 0,40 F 0,47 5 Médio
0,48 - 0,55 7 Fino
47 F 52 3 Precoce
Ciclo até o florescimento 53 | 58 5 Médio
(dias) _
59 63 7 Tardio
) . . . 8287 3 Precoce
Ciclo ate a frutificagao .
(dias) 88 I 91 5 Médio
92 96 7 Tardio

Vinte e seis das 49 caracteristicas foram polimérficas (Figura 6). Para as

caracteristicas posicdo da haste e comprimento da haste (planta), todos os

genadtipos foram caracterizados com habito de crescimento ereto e haste curta,

com excecao da pré-cultivar P1624 (comprimento da haste médio). A pré-cultivar

P1639 é classificada com ciclo de florescimento precoce (em média 50 dias), e os

demais gendtipos P1732, P1624, ‘Dedo-de-moga’, ‘Cambuci’ e ‘BRS Mari’ com

ciclo tardio (em média 59, 60, 62,63 e 63, respectivamente). Para o ciclo até a

frutificacdo, as pré-cultivares P1732 e P1639 sdo consideradas precoces (em

média 83 e 86 dias, respectivamente) e P1624, ‘Dedo-de-moga’, ‘BRS Mari’ e

‘Cambuci’ tém ciclo médio (em média 90, 91, 88 e 89, respectivamente).
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Descriptor note

......

ald
Susceptible

™ s

© P1624

P1732

® P1639

® 'Cambuci’

® 'BRS Mari'

® 'Dedo-de-Moga’

wnipan

Figura 6. Infografico com as caracteristicas morfoagronémicas utilizadas na
fenotipagem de pré-cultivares e cultivares de C. baccatum var. pendulum e

respectivas classes. Representacdo de 26 caracteres polimorficos.

Em relacdo a largura e a coloragéo verde da folha, quatro genétipos foram
caracterizados com folhas médias e verde médio. A pré-cultivar P1624 tem folhas
largas (assim como ‘BRS Mari’) e escuras (assim como ‘Dedo-de-Moga’). Foi
observada pilosidade esparsa da folha apenas para P1732 e ‘Cambuci’, e
rugosidade fraca para P1732, P1639 e ‘BRS Mari'. Das oito caracteristicas para
flores, apenas a posi¢ao do estigma foi polimérfica. A cultivar Dedo-de-Moca foi a
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Gnica com estigma exserto. Duas pré-cultivares P1732 e P1624 tém estigma
classificados de mesmo nivel. As demais tém estigma inserto (Figura 6).

Entre os cinco grupos de caracteristicas, as relacionadas aos frutos foram
0S que mais contribuiram para a distincdo entre os genotipos (32,6%) (Figura 7).
Os frutos da pré-cultivar P1624 foram caracterizados como estreitos triangulares,
levemente enrugados, verde escuro antes da maturacao, longos (5,87 cm) e de
diametro muito pequeno (1,35 cm), pungentes e com placenta grande (4,24 cm),
espessura do pericarpo fina (0,19 cm), com calice envolvente e pedunculo de
comprimento médio (4,54 cm) e espessura grossa (0,47 cm). As cultivares BRS
Mari e Dedo-de-Mocga tém tamanho da placenta médio (4,13 cm) (Figura 6,
Tabela 4).

ik 86 L N éa

P1624 P1732 P1639 ‘BRS ‘Dedo-

. ‘Cambuci’
Mari’ de-moga’

Figura 7. Fenotipagem digital de frutos maduros e imaturos: cor, comprimento,
diametro e forma do fruto; secéo longitudinal/transversal.

As pré-cultivares P1732 e P1639 tém frutos campanulados e lisos,
amarelo claro antes da maturagdo, espessura média do pericarpo (0,25 e 0,23
cm), placenta pequena (1,76 e 1,90 cm), célice ndo envolvente, pedunculo médio
(4,51 e 4,66 cm) e grosso (0,47 e 0,48 cm). Porém, P1732 tem frutos pungentes,
curtos (3,28 cm) e de diametro grande (4,32 cm), e P1639 séo pimentas doces,
com frutos médios (4,22 cm) e diametro muito grande (5,02 cm) (Figura 6, Tabela
3).

3.1.4.2. Diversidade morfoagronémica
Com a analise multivariada, foram formados dois grupos, considerando
um ponto de corte em aproximadamente 30% de dissimilaridade genética (Figura

8). O ajustamento da matriz de dissimilaridade e de agrupamento pelo método
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UPGMA foi avaliado pelo coeficiente de correlacdo cofenética (CCC), que foi de
0,95. As caracteristicas de frutos representaram 48,9% do total de caracteristicas

morfologicas utilizadas para a construcédo do dendrograma no presente estudo.

Cluster Dendrogram

0.35
J

Genetic Dissimilarity

005 0410 015 020 025 030

P1732
P1639
P1624

‘Cambuci’

BRS Mari’

‘Dedo-de-
Moga’

Figura 8. Analise de agrupamento de seis genétipos de C. baccatum var.
pendulum feita pelo método UPGMA com base em 49 caracteristicas
morfoagronémicas multicategoricas.

O grupo | alocou trés genotipos, P1732, P1639 e ‘Cambuci’, que tém
similaridades quanto ao formato de fruto campanulado, formato da secédo
transversal angulada, sinuosidade do pericarpo na porcdo basal muito forte,
l6culos profundos, calice ndo envolvente e placenta pequena. O grupo Il foi
composto pelos gendtipos P1624, ‘BRS Mari’ e ‘Dedo-de-Moga’, que tém em
comum pungéncia, céalice envolvente, profundidade dos l6culos rasa, sinuosidade
do pericarpo na porcéo basal forte, formato da secédo transversal arredondada e

didmetro do fruto muito pequeno.

3.1.4.3. Fenotipagem fisico-quimica dos frutos

Houve diferencas significativas para todas as caracteristicas analisadas
(p<0,05), indicando variabilidade genética entre os genotipos testados para

gualidade dos frutos.
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De acordo com os parametros de cor a* e b*, foi possivel classificar os
frutos em trés classes: verde (imaturo) (a* - 3,11 e 5,43; b — 29,31 e 29,44,
alaranjado (imaturos) com os valores de a* variando de 23,59 a 29,18; b* de
29,31 a 48,97, e vermelho (maduros) com a* entre 57,39 a 63,10, b* entre 24,51 e
32,62 (Tabela 5). Os parametros L* e C* permitiram a classificacdo dos frutos de
acordo com sua tonalidade e intensidade de cor em duas classes: claro ou
escuro; opaco ou brilhante. Desta forma, os frutos foram classificados da seguinte
forma: quando imaturos, P1624 e ‘Dedo-de-Mocga’, verde claro opaco; ‘BRS Mari’,
P1639, P1732 e ‘Cambuci’, alaranjado escuro brilhante; quando maduros P1732,
P1639 e ‘Cambuci’, vermelho claro brilhante; e P1624, ‘BRS Mari’ e “Dedo-de-

Mocga’, vermelho escuro opaco.

Tabela 5. Média das caracteristicas de frutos avaliadas em trés pré-cultivares e
trés cultivares de pimenta (C. baccatum var. pendulum). Campos dos
Goytacazes-RJ, UENF, 2022.

Genaotipos
* ¢ ‘DedO' SR T
Caract® 51604  P1639  P1732 I\'/?:r?f ‘Cambuci’  de- Mi?;f‘
: mocga’ 9
L*IM __ 37.99b 5206a 4957a 5266a  5079a 3629b 4947
a* IM 208c 2506ab 2876a 20.86b  3018a  215c 18,26

b*.IM 37,08b 4539a 42,03a 41,70 a 43,06 a 36,95b 42,72
C*.IM 3522c 53,07a 51,64ab 47,58Db 52,96 a 3520c 48,59

L*M 37,30b 42,18a 42,08 a 36,96 b 43,17 a 3517b 39,69
a*.M 33,00b 37,33a 3849a 35,86 a 38,16 a 3152b 36,56
b*.M 2495b 3128a 31,33a 25,36 b 32,24 a 23,41b 28,69
C*M 4150bc 48, 77a 49,70 a 43,99 b 50,01 a 39,34c 46,63
SST 8,34 b 9,30 ab 8,27 b 9,29 ab 9,93 a 8,18 b 8,77
AT 0,20 a 0,15c 0,12d 0,18 b 0,19 ab 0,20 a 0,19

SST/AT 40,82bc 61,83a 66,21a 50,73 b 50,47 b 39,12¢c 49,98
VitCM 96,52a 68,32b 60,15bc 83,25a 88,45 a 50,00c 77,40

CF 591a 4,22 bc 3,48 c 5,45 ab 401c 6,01 a 5,25
DF 1,35¢c 5,02 a 432Db 1,35¢c 3,95b 1,64 c 2,32
EP 0,19b 0,23 a 0,25 a 0,21 a 0,25 a 0,18 b 0,21

*Caracteristicas. SST - solidos soluveis totais (°Brix); L* - luminosidade; a* -
intensidade de vermelho/verde (+/-); b* - intensidade de amarelo/azul (+/-); C* -
indice colorimétrico cromatico; IM — frutos imaturos; M — frutos maduros; AT-
acidez titulavel (% acido citrico); razdo TSS/AT-; VitCM- teor de vitamina C frutos
maduros (mg/100g?); CF- comprimento do fruto (cm); DF- diametro do fruto
(cm); EP- espessura do pericarpo (cm). As médias seguidas da mesma letra na
linha ndo diferem (Tukey, P < 0,05).
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Foram observados maiores valores de SST para ‘Cambuci’ (9,93), P1639
(9,30) e ‘BRS Mari’ (9,29). Maiores teores de &cido citrico foram encontrados para
P1624 (0,20), ‘Dedo-de-Mocga’ (0,20) e ‘Cambuci’ (0,19). As analises da relagao
SST/AT evidenciaram maiores valores para as pré-cultivares P1732 (66,21) e
P1639 (61,83) em comparacdo com as testemunhas. Em relacdo ao teor de
vitamina C, a pré-cultivar P1624 teve maior concentracdo (96,52 mg/100g™),
semelhante as testemunhas ‘BRS Mari’ e ‘Cambuci’.

A andlise de correlacdo de Pearson evidenciou correlagdes significativas,
positivas e negativas (Figura 9). Entre as correlagdes positivas, destaca-se C*IM
com seis caracteristicas: L*M (0,86), a*M (0,96), b*M (0,89), C*M (0,94), TSS/ITA
(0,85) e EP (0,83).

L*IM a*IM b*IM C*IM L*M a*M b*M C*M AT  SST/AT VitCM  CF DF EP

SST- ns -- ns ns ns ns ns ns ns
T | | | [ ] e -
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o 1 | B
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Figura 9. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre 11
caracteristicas de qualidade de frutos e trés caracteristicas associadas ao
tamanho de frutos de seis gendtipos de C. baccatum var. pendulum. SST - sélidos
solaveis totais (°Brix); IM — frutos imaturos; M — frutos maduros; L* - luminosidade;

- intensidade de vermelho/verde (+/-); b* - intensidade de amarelo/azul (+/-); C*
- indice colorimétrico cromatico; AT- acidez titulavel (% &cido citrico); raz&o
SST/AT; VitCM- teor de vitamina C frutos maduros (mg/100gt); CF- comprimento
do fruto (cm); DF- didametro do fruto (cm); EP- espessura do pericarpo (cm).

A caracteristica AFL foi correlacionada negativamente com a*IM (0,88),
C*IM (0,88), L*M (0,94), a*M (0,93), b*M (0,96), C*M (0,96), SST/AT (0,88), DF
(0,88) e EP (0,95). Também foi observada correlacdo negativa para AT x SST/AT
(0,95).
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3.1.4.4. Genotipagem
Dos 56 pares de iniciadores microssatélites testados, 30 amplificaram por
eletroforese em gel de agarose. Destes 30, apenas dois iniciadores apresentaram

polimorfismo nitido, em nove ndo foi possivel afirmar a presenca de bandas

polimérficas, os demais eram monomorficos (Figura 10).

Primer 227

Primer 83

—-——‘-—-——‘———ﬁ———’—-’-_-‘__f'

Figura 10. Amostra representativa de gel de agarose Metaphor a 4%. Fragmentos
de DNA amplificados, utilizando o iniciador 227 (polimdrfico) e o iniciador 83
(monomorfico).

Por isso, foram selecionados entre os 30 iniciadores amplificados aqueles
que tiveram amplificacdo mais consistente e que apresentavam bandas com
possivel grau de polimorfismo para prosseguir as anélises em eletroforese capilar
a fim de confirmar a presenca de polimorfismo e o tamanho das bandas
encontradas. Onze iniciadores foram testados, cinco deles foram considerados
polimorficos para os gendtipos avaliados e seis foram considerados monomorficos
(Figura 11).
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Figura 11. Amostra representativa de eletroforese capilar. A) Fragmentos de DNA
amplificados utilizando o iniciador 22 (polimorfico). O X vermelho representa falha
na leitura. B) Exemplo dos picos gerados pelo iniciador 22 utilizando a pré-cultivar
P1732.

Neste trabalho, foi observada baixa taxa de polimorfismo (8,9%). O
namero de alelos por locus variou de um a quatro, com média de 1,8 alelos,
tendo sido obtido um total de 20 alelos para os 11 loci e 14 alelos para os 5 loci

polimorficos analisados (Tabela 6).
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Tabela 6. Iniciador, nimero de alelos e tamanhos dos fragmentos obtidos na
eletroforese capilar.

Iniciador N° de alelos Tamanho do fragmento (pb)
CMO0007 1 261
Hpms 1-5 1 183
Hpms 1-41 4 280 — 315
Hpms 1-145 3 337 - 360
Hpms 1-148 2 130-141
Hpms 1-173 1 130
Hpms 2-21 1 202
Hpms 2-45 1 263
HpmsEO019 1 250
HpmsE121 2 195-204
CAMS-460 3 212-229
Total 20 -

A observacdo do numero de loci polimérficos encontrados evidencia certo
grau de dissimilaridade entre as linhagens, comprovado pela distancia genética
obtida pelo indice ndo ponderado (Tabela 7). Por esta matriz, podemos observar
a distinguibilidade entre as pré-cultivares e as cultivares. Vale lembrar que P1624
pertence ao mesmo grupo morfolégico que ‘Dedo-de-Mocga’ e ‘BRS Mari’, e que
P1732 e P1639 sdao do mesmo grupo morfolégico que ‘Cambuci’. Dito isto, as pré-
cultivares foram comparadas com as testemunhas mais proximas para observar a
distinguibilidade entre elas. Ao analisar a pré-cultivar P1624, verifica-se uma
dissimilaridade 100% com ‘BRS Mari’ e 40% com ‘Dedo-de-Moga’. P1732 tem
40% de dissimilaridade com a cultivar Cambuci. Além disso, estas pré-cultivares
também apresentaram distinguibilidade entre si: P1624 é 100% distinta de P1639
e 80% de P1732; ja P1732 tem 40% de dissimilaridade com P1639. A pré-cultivar
P1639 nao apresentou dissimilaridade com a cultivar testemunha Cambuci. No
entanto, ela € 100% distinta de P1624, 40% de P1732 e 60% de ‘BRS Mari’ e
‘Dedo-de-moga’.
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Tabela 7. Matriz de dissimilaridade SSR de trés pré-cultivares e trés cultivares de
C. baccatum var. pendulum. Campos dos Goytacazes-RJ, UENF, 2022.

P1624 P1639 P1732 'Dedo-de-moca’ ‘Cambuci’ ‘BRS Mari’

P1624 0 1 0,8 0,4 1 1
P1639 0 0,4 0,6 0 0,6
P1732 0 0,6 0,4 0,6
‘Dedo-de-mocga’ 0 0,6 0,8
‘Cambuci’ 0 0,6
‘BRS Mari’ 0

3.1.5. DISCUSSAO

Além do desenvolvimento de cultivares, as pesquisas visam a
preservacdo do material genético e da variabilidade a partir de um Banco de
Germoplasma (BAG) que armazena materiais coletados em diferentes locais do
Brasil e do mundo. Quando um material comeca a se diferenciar e perder
caracteristicas de interesse, é possivel voltar ao BAG para recuperar o material
original. O BAG da UENF contém 409 acessos de Capsicum spp., oriundos de
varias regides do Brasil e de alguns paises, abrangendo as cinco espécies
domesticadas. S&o 185 acessos de C. chinense, 96 de C. annuum, 63 de C.
baccatum var. pendulum, 45 de C. frutescens e dois de C. pubescens. As
pesquisas conduzidas com 0s acessos desse banco na area de melhoramento de
plantas incluem o desenvolvimento de cultivares altamente produtivas, que sejam
precoces e tenham resisténcia as principais doencas limitantes ao cultivo das
pimentas e pimentdes, como a mancha bacteriana, antracnose e PepYMV
(Gongalves et al., 2011; Rodrigues et al., 2012; Bento et al., 2013; Medeiros et al.,
2014; Moulin et al., 2014; Moulin et al., 2015; Cabral et al., 2017; Bento et al.,
2017). Especificamente no caso de C. baccatum var. pendulum, este programa
vem trabalhando no desenvolvimento de cultivares utilizando abordagens que
associam métodos de melhoramento como pedigree a estratégias de analise

REML/BLUP (Oliveira et al. 2015) e ja identificou gendtipos resistentes ao
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PepYMV, caso das pré-cultivares P1732 e P1624 (Bento et al., 2017), descritas
neste trabalho.

Desde os primordios da agricultura, o homem selecionou sementes de
pimenta com frutos grandes, persistentes e pendentes (DeWitt e Bosland, 2009).
Ao selecionar e preservar esses tipos mais atrativos e produtivos,
inconscientemente as modificacdes genéticas foram mantidas pelos primeiros
agricultores. E provavel que as primeiras variedades de pimenta tenham sido
obtidas por selecdo massal, um dos mais antigos métodos de melhoramento
genético de plantas, que consiste em escolher plantas superiores com base na
avaliacdo do fendtipo (Ribeiro et al., 2000). As principais vantagens desse tipo de
método de melhoramento sdo a facilidade de conducdo e o baixo custo
operacional.

O desenvolvimento de novas cultivares consiste em recombinar insumos
antigos e novos em configuracbes que tenham valor econdmico. A Convencao
UPOV estabeleceu o mecanismo legal internacional mais abrangente para a
protecdo de novas cultivares de plantas. Esta convencdo introduziu as regras
minimas comuns relativas as condicfes de protecao dos direitos do criador e deu
aos requerentes certas prerrogativas importantes, aplicaveis em todos os outros
estados signatarios da Convencdao. Isso significa que os melhoristas devem seguir
certas regras para proteger e/ou registrar novas cultivares de plantas. Uma
descricdo precisa das plantas, considerando qualitativa e quantitativa, é essencial
para proteger uma cultivar.

A protecdo legal de uma nova cultivar é feita por testes de
distinguibilidade, uniformidade e estabilidade. Isso é crucialmente importante
guando os pré-cultivares sao linhagens puras de programas de melhoramento. O
teste DHE é baseado em uma lista de descritores minimos especificos para cada
espécie. Neste trabalho, trés pré-cultivares foram avaliados para esses
descritores para verificar se eles atendem aos requisitos estabelecidos (distinto,
uniforme e estavel) para lancamento de uma nova cultivar de pimenta. Essa
avaliacado incluiu as caracteristicas fisico-quimicas, que séo fatores de qualidade
de fundamental importancia para agregar valor nutricional aos frutos, e a
caracterizagdo molecular, para conhecer o perfil genético destes materiais. Ao
escolher hortalicas, o consumidor considera principalmente o fen6tipo morfolégico

externo da fruta ou hortalica de interesse. A criacdo para “smartfood” implica que
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0 consumidor tenha a sua disposi¢cdo um produto de qualidade que atenda aos
padrées de mercado, tanto visuais, quanto nutricionais. Portanto, a analise das
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos agrega novas informac¢des importantes
a qualidade das pré-cultivares testadas.

Poucas pesquisas descrevem as etapas de ensaios de DHE para as
diferentes espécies de interesse agricola, bem como suas dificuldades e
obstaculos, embora existam centenas de cultivares protegidas junto ao MAPA.
Um ponto muito importante na execucdo do ensaio de DHE esta na escolha da
testemunha. De acordo com Aviani e Machado (2011), devem ser escolhidas
como testemunha nos ensaios comparativos de DHE cultivares muito parecidas
com as linhagens em teste para garantir a distinguibilidade, mesmo que uma
cultivar com caracteristicas totalmente diferentes das pré-candidatas a protecao
possa garantir esta protecdo. O preenchimento do laudo técnico descritivo,
obrigatério para o pedido de protecdo, exige a comparacdo de apenas uma planta
com testemunha em cada laudo (Brasil, 2006). No entanto varias testemunhas
sdo permitidas em um teste DHE. Por isso, neste trabalho optou-se pela escolha
de trés cultivares, da mesma espécie, registradas no Brasil com algumas
caracteristicas semelhantes as das pré-cultivares candidatas a protecao. As pré-
cultivares foram comparadas com as cultivares e atuaram como testemunha
guando comparadas entre si.

A homogeneidade €é assegurada aceitando o padrdo de 1% com
probabilidade de 95% para ocorréncia de plantas atipicas em cultivo protegido
(Brasil, 2006). A estabilidade é atestada quando as caracteristicas sdo mantidas
através de geracdes sucessivas da nova cultivar.

Dentro das linhagens que se pretende lancar como novas cultivares,
foram observadas uniformidade e estabilidade para todas as carateristicas. A
uniformidade em algumas das 49 caracteristicas ja era esperada, visto que
caracteristicas especificas para planta, folha e flor sdo mais uteis na
discriminagéo interespecifica e ndo intraespecifica, caso deste trabalho, em que
todos os gendtipos sdo representantes de C. baccatum var. pendulum. Por
exemplo, flores desta espécie se caracterizam pela coloracdo branca, com
mancha amarela na corola, anteras e filetes amarelos e uma flor por né (Leite et

al., 2016), mas a posi¢ado do estigma pode variar dentro da espécie.
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Para o melhoramento, a caracteristica “posicdao do estigma” & muito
importante, pois plantas com flores que tém estigma exserto (acima dos estames)
tém maior possibilidade de polinizacdo cruzada (alogamia). Em contraste, flores
com os estigmas insertos promovem a autopolinizacdo. Apesar de as plantas de
Capsicum serem preferencialmente autbgamas, pode ocorrer polinizacao cruzada
natural, que varia dependendo da espécie, localizacdo geogréfica, condicbes
climaticas, agentes polinizadores e espacamento entre as plantas (Pickersqill,
1997). Em estudos com a espécie C. annuum, Justino et al. (2018) verificaram
taxa de cruzamento natural entre 1,2 e 10,8%. Crispim et al. (2017), ao estudarem
receptividade de estigma em pimenta ornamental (C. annuum), notaram que o
maior nivel de receptividade do estigma € observado apés a antese. Por isso,
para garantir a autofecundacao, € importante fazer a protecédo dos botdes florais
antes da antese. Além disso, em se tratando da produgc@o comercial de sementes,
o0 isolamento e/ou a colocacdo de barreiras naturais € importante durante o cultivo
de diferentes cultivares de pimenta. Esse isolamento funciona como um
mecanismo de controle da qualidade e pureza genética das sementes, que € um
dos principais problemas que comprometem a identidade da semente
desenvolvida pelos melhoristas (Nascimento, 2011). A protecao dos botdes florais
torna-se primordial pelo risco de contaminacao genética por insetos que perfuram
os botdes florais em busca de pdlen e néctar, bem como a utilizacdo de irrigacao
por gotejamento ou infiltracdo, para evitar a dispersdo do pdlen (Justino et al.,
2018).

Quanto aos ciclos reprodutivos, avaliados apdés o transplantio, os
genatipos estudados foram classificados segundo a analise estatistica descritiva
da distribuicdo de frequéncia de variaveis continuas, tendo sido  obtidos os
valores relativos as classes propostas para cada ciclo proposto pelo MAPA
(Tabela 4). A pré-cultivar P1639 é classificada com ciclo de florescimento precoce
(em média 50 dias) e os genotipos P1732, P1624, ‘Dedo-de-moga’, ‘Cambuci’ e
‘BRS Mari’ com ciclo tardio (em média 59, 60, 62,63 e 63, respectivamente).
Populacdes e acessos de diferentes tipos de pimentas tém apresentado grande
variabilidade quanto ao numero de dias para a emissdo das primeiras flores
(Domenico et al., 2012). Os mesmos autores encontraram plantas com o inicio da
floracdo entre 39 e 94 dias apés o transplantio. Para o ciclo até a frutificagéo, as

pré-cultivares P1732 e P1639 sdo consideradas precoces (em média 83 e 86
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dias, respectivamente) e P1624, ‘Dedo-de-mocga’, ‘BRS Mari’ e ‘Cambuci’ tém
ciclo médio (em média 90, 91, 88 e 89, respectivamente). De acordo com as
empresas que fazem a comercializagcdo de sementes, a cultivar ‘BRS Mari’
apresenta ciclo de frutificacdo de 90 dias apds o transplante (Isla), ‘Dedo-de-
moga’ tem ciclo de 100 a 120 dias apos a semeadura (Topseed) e ‘Cambuci’, ciclo
de 110 dias apds a semeadura. A busca por materiais precoces tem norteado a
pesquisa com pimentas do género Capsicum, principalmente em tempos de
alteracdes climaticas que implicam modificacdes no calendario de plantio. Além
disso, plantas mais precoces apresentam crescimento acelerado e possibilitam
colheita antecipada, reduzindo assim o ciclo cultural, favorecendo, dessa forma, o
agricultor que deseja uma cultivar que permaneca o menor tempo possivel no
campo, possibilitando um melhor aproveitamento da época para cultivo,
diminuicdo do tempo de exposicao da cultura a pragas e doencas e a reducéo dos
custos de producéao.

Neste trabalho, a fenotipagem para coloragdo, pungéncia, sabor, aroma,
formato e tamanho de fruto, espessura da polpa e valor nutricional dos frutos
mostrou variabilidade entre os genétipos para essas caracteristicas. Albrecht et al.
(2012) também encontraram diferencas fenotipicas entre 170 acessos de C.
baccatum L. utilizando 40 caracteristicas e observaram que as relacionadas a
frutos (diametro, comprimento, massa e pedunculo) foram as mais informativas,
contribuindo para a divergéncia. Isso reforca a teoria de que a selecdo e
domesticacdo de C. baccatum foram baseadas neste 6rgdo vegetal, que tem uma
variedade diversificada de cores, formas, tamanhos, grau de pungéncia e aromas
(Paran e Van Der Knaap, 2007).

A fenotipagem manual de frutos em larga escala tem como principal
entrave o risco de deterioracdo dos frutos, pois demanda muito tempo e trabalho.
Como diferencial neste estudo, as caracteristicas quantitativas relacionadas aos
frutos foram fenotipadas por meio de imagens digitais. Este método de analise
permite agilizar o processo de medigbes, pois as imagens podem ser
armazenadas e analisadas a qualquer momento, sendo, assim, um método
rapido, seguro, com alta precisdo e que contribui para melhor caracterizacéo
fenotipica, além de ser facilmente reproduzivel e viavel. A fenotipagem por
imagem digital vem sendo muito utilizada por pesquisadores em Capsicum

(Tripodi e Greco, 2018; Nankar et al., 2020; Pereira-Dias et al., 2020) e maméo
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(Carica papaya L.) (Santa-Catarina et al., 2020), e também para sementes de
goiaba (Psidium guajava) (Krause et al., 2017).

Descritores que envolvem precisdo na avaliacdo, como, por exemplo,
intensidade, brilho e coloracéo dos frutos antes e apds a maturacéo, podem gerar
falta de homogeneidade e estabilidade de um ciclo de cultivo para outro ou pela
simples troca de avaliador dentro de um ensaio, ja que se trata de uma andlise
subjetiva, relacionada a visualizacdo de cores, sem a utilizacdo de tabelas ou
referéncias especificas para auxiliar a observacdo. Neste caso, destacam-se
pontos importantes na utilizagdo dos descritores: o avaliador deve ter
conhecimentos especificos sobre a cultura e deve ser dada preferéncia a um
mesmo avaliador para garantir uma padronizacdo nas avaliacdes (Pimenta et al.,
2016). O avaliador dos ensaios de DHE deve adotar um mesmo padrdo de
precisdo e repeticdo no preenchimento dos descritores em um ensaio de DHE,
assegurando, assim, a confiabilidade dos resultados (Gilliland e Gensollen, 2010).
Para eliminar qualquer subjetividade, neste trabalho, para garantir maior precisédo
de avaliacdo, os descritores relacionados a coloracdo de frutos foram avaliados
com o auxilio de um colorimetro.

A partir da analise de coloragdo de frutos realizada, foi possivel confirmar
a coloracdo vermelha no estadio maduro para os frutos de todos os genotipos. No
entanto, observou-se formacdo de duas classes com base nos parametros de
cor. Uma classe com frutos escuros e opacos (P1624, ‘Dedo-de-Moga’ e ‘BRS
Mari’), e uma outra classe com frutos claros e brilhantes (P1732, P1639 e
‘Cambuci’). De acordo com Ferreira e Spricigo (2017), altos valores de L*
representam tons mais claros, e 0 oposto indica tons mais escuros. Em relacdo ao
C*, valores mais altos tendem a apresentar cores mais vivas e menores valores
de cores com baixa saturagao (Erglines e Tarhan, 2006).

As diversas cores dos frutos de pimentas resultam do teor e da
composicdo dos carotenoides. A cor vermelha € proveniente da capsantina,
capsorubina e xantofila, enquanto as cores que variam do amarelo ao laranja sado
provenientes do B-caroteno e zeaxantina (Sasmita et al., 2019). A coloracédo dos
frutos maduros é controlada por trés pares de genes independentes, cl1, c2 e y
(Hurtado-Hemandez e Smith, 1985). O locus y controla a segregacdo entre
plantas de pimenta com frutos vermelhos e amarelos (Popovsky e Paran, 2000).

O locus c2 determina a segregacao entre as plantas de pimenta com frutas
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vermelhas e laranja (Huh et al., 2001). Lee et al. (2020) observaram que o locus
cl é responsavel pela reducdo da coloracdo vermelha, laranja e amarela,
induzindo a cor pélida nos frutos, e que o gene CaPRR2 em c1 est4 associado ao
desenvolvimento de plastidios e biossintese de pigmentos, que, por sua vez,
controlam a cor dos frutos da pimenta.

As indastrias alimenticias precisam seguir padrfes técnicos para
comercializacdo de produtos. A coloracdo vermelha observada nos frutos de
pimenta é um importante atributo de qualidade para a matéria-prima processada e
desidratada, pois agrega valor ao produto final utilizado pelas industrias como
especiarias, papricas, molhos, conservas, geleias e corantes (Caixeta et al.,
2014). A paprica, por exemplo, é classificada pela intensidade da sua coloracao
medida em unidades de cor ASTA (American Spice Trade Association), que se
refere ao padréo internacional para medir a cor extraivel de frutos e da péprica.
De acordo com Ribeiro (2012), uma péaprica de coloracdo vermelha intensa e
brilhante tem maior unidade de coloragcdo ASTA e, consequentemente, maior
valor comercial. O grau de coloracdo da paprica é determinado pela matéria-
prima, ou seja, pela coloragdo do fruto. Além disso, existem programas de
melhoramento para o desenvolvimento de cultivares para paprica que apresentam
como principal caracteristica alta concentracdo de pigmentos vermelhos no
pericarpo, como, por exemplo, o0 da EMBRAPA Hortalicas e o da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), uma vez que o valor comercial da paprica depende da
sua capacidade de coloracdo. Desta forma, o uso do colorimetro é importante
para quantificacdo dos parametros de cor e assim ter maior acuracia na
classificacdo colorimétrica, pois alteracfes inadequadas de cor podem afetar o
valor de mercado e a quantidade significativa de venda (Xiao et al., 2014).

Outro exemplo que corrobora a importancia da anélise colorimétrica foi a
observacao de que na caracterizacao visual por meio da caracteristica “coloracéo
antes da maturagao”, a pré-cultivar P1624 e ‘Dedo-de-Moga’ foram classificadas
como tendo frutos verdes e escuros, e 0os demais gendétipos, frutos de cor amarelo
claro. Porém, na andlise colorimétrica, foi possivel observar que os genotipos
P1639, P1732, ‘Cambuci’ e ‘BRS Mari’ tém frutos de cor alaranjada na fase
imatura, de acordo com 0s parametros a* e b*. Sendo assim, entende-se que a

avaliacdo visual pode ser subjetiva e mascarar a caracteristica real. Com base
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nesse resultado, recomenda-se a inclusédo nos descritores propostos pelo MAPA
de uma nova classe de coloragéo de frutos antes da maturagao: 5 — alaranjado.

Para a avaliacao e classificagdo da caracteristica “forma predominante da
secao longitudinal”, foi vivenciada certa dificuldade para caracterizar os frutos de
‘Cambuci’, P1732 e P1639, uma vez que os descritores propostos nao tém opgao
de nota para frutos campanulados. Desta forma, propde-se a incluséo nos
descritores propostos pelo MAPA de uma outra classe de identificacdo para este
descritor: 12 — campanulada ou forma de sino.

As pimentas sao consideradas “smart food”, pois sdo capazes de simular
os efeitos da restricdo calorica e influenciar as vias genéticas que regulam a
longevidade (Liotta et al., 2017). A capsaicina, que determina a presenca de
pungéncia nas pimentas, tem funcdo termogénica, o que contribui para aumentar
0 gasto energético, diminuir o apetite e reduzir a gordura corporal (Saito e
Yoneshiro, 2013). A pungéncia € controlada por um Unico gene dominante,
denominado Pun-1, também conhecido como C (Wang e Bosland, 2006), que
funciona como um regulador dos principais compostos na via da capsaicina
(Reddy et al., 2014).

A pungéncia é uma caracteristica de grande apelo e importancia para os
consumidores de pimenta e, além de ser bastante variavel, esta diretamente
associada ao tipo ou grupo de pimentas (Ribeiro et al., 2020). A variedade
botanica pendulum é representada pelos tipos morfologicos “dedo-de-moga” e
“‘cambuci”’. As pimentas “dedo-de-mog¢a” tém frutos alongados e pungentes. As
pimentas “cambuci” tém a forma de um sino ou uma jarra e também sédo
conhecidos como chapéu-de-bispo, ou chapéu-de-frade e ndo sdo pungentes
(Martinez et al., 2017). Entretanto, a pré-cultivar P1732, classificada pelo tipo
“‘cambuci”, tem frutos pungentes, sendo esta a principal caracteristica que a
distingue das demais pimentas desse tipo morfolégico. Logo, € considerada um
gendtipo promissor com caracteristica peculiar, pois associa um formato
tradicionalmente bem aceito pelo mercado com a pungéncia, que também é
desejada, por uma grande fatia do mercado consumidor.

A pré-cultivar P1639 é uma pimenta suscetivel ao PepYMV (Bento et al.,
2017), porém tem caracteristicas de interesse agrondmico desejaveis como a
auséncia de pungéncia. Esse atributo € importante e explorado no mercado, pois
h& consumidores que ndo consomem pimentas em razdo da sua pungéncia. O
oferecimento de pimentas sem essa caracteristica é de suma importancia. Além
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disso, essa pré-cultivar tem um formato bem aceito pelos consumidores
(campanulado), média produtividade (5,13 t/ha) (Medeiros, 2012) e ciclo de
florescimento e frutificacdo precoce, podendo ser indicada para regides onde néo
h& incidéncia do virus.

Neste trabalho, foi possivel observar a formagéo de dois grupos a partir
do dendrograma de diversidade morfoagronémica. O primeiro formado por P1732,
P1639 e ‘Cambuci’, e o segundo reunindo P1624, ‘Dedo-de-Moga’ e ‘BRS Mari'.
Os genotipos comerciais deste estudo também foram utilizados como
testemunhas por Martinez et al. (2017) em um trabalho de caracterizacdo de C.
baccatum L. do Banco Ativo de Germoplasma do Instituto Federal Goiano. Os
autores observaram que estas cultivares foram alocadas em grupos diferentes,
principalmente pelo formato de fruto, ficando ‘BRS Mari’ e ‘Dedo-de-Moga’ no
mesmo grupo e ‘Cambuci’ em outro, assim como reportado no presente trabalho.

A determinacdo de atributos relacionados a qualidade dos frutos tem se
revestido de grande importancia, pois 0 mercado consumidor estd cada vez mais
atento e exigente quanto a presenca de aspectos nutritivos e de sabor. Esses
aspectos estdo relacionados a presenca de compostos antioxidantes e a
concentracdo de agucares e acidos organicos, que contribuem para intensificar o
sabor e a qualidade dos frutos frescos (Acunha et al., 2017). A nivel de mercado,
nao foi encontrado nenhum documento publicado com padrdes de qualidade dos
frutos de pimenta para comercializagdo. Por isso, foi feito um levantamento com
estudos feitos em espécies de Capsicum para um embasamento sobre a média
encontrada por diferentes autores para as caracteristicas SST e AT em pimentas
(Tabela 8).

Tabela 8. Média de solidos soluveis totais (SST) e acidez titulavel (AT) em
diferentes espécies de Capsicum, segundo diferentes autores. Campos dos
Goytacazes-RJ, UENF, 2022.

Espécie / Referéncia TSS AT
C. baccatum var. pendulum (Gomes et al., 2019) 6,14 0,49
C. frutescens (Braga et al., 2013) 9,38 0,31
Capsicum spp. (Maciel et al., 2016) 9,08 0,22
C. baccatum var. pendulum (Soethe et al., 2016) 9,05 0,49
C. chinense (Soares et al., 2020) 7,82 0,24

Capsicum spp. (Pérez-Grajales et al., 2019) 6,47 0,36
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De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), o teor de acgucares
normalmente constitui cerca de 85% do teor de solidos solaveis. Assim, frutos
com alto teor de sdlidos solUveis totais sdo preferidos para consumo in natura
devido ao excelente grau de docura e também para processamento,
proporcionando maior rendimento, menor custo operacional e menor
contaminacgao por fungos e bactérias patogénicas (Régo et al., 2011).

Gomes et al. (2019) observaram uma variagdo de 5,20 a 7,10 °Brix ao
estudarem cinco acessos de pimenta dedo-de-mocga (C. baccatum var pendulum)
em casa de vegetacdo. Em contrapartida, para C. chinense cultivada em
condi¢cbes de campo, valores maiores foram observados por Moreira et al. (2018),
com SST variando de 8,11 a 11,02 °Brix. Ledn et al. (2013) obtiveram diferentes
valores de SST para duas cultivares de C. annuum cultivadas em dois ambientes
(campo aberto e casa de vegetacdo) e dois sistemas de producao (solo e
hidroponia): em estufa hidropdnica, os valores foram maiores (5,4 e 5,6 °Brix),
seguido de campo aberto (5,0 e 5,2 °Brix), e casa de vegetacdo no solo (3,4 e 4,4
Brix). Dessa forma, observa-se que o teor de sélidos solaveis pode ter influéncia
genética, ambiental e de sistema de cultivo. No presente trabalho, os valores de
sélidos soluveis totais variaram de 8,18 a 9,93 °Brix, e entre as pré-cultivares,
P1639 obteve o maior valor de °Brix (9,30). Ressalta-se que P1639 &€ uma
pimenta doce de formato campanulado que tem SST igual ao de uma cultivar com
mesmas caracteristicas (Cambuci) e superior a ‘Dedo-de-moga’. Observa-se
também que as pré-cultivares desse estudo tém teor de SST superior aos
encontrados na literatura, dessa forma, sdo candidatas potenciais para consumo
in natura ou processamento.

A acidez titulavel é outra caracteristica importante quando se trata de
apreciacdo e conservacao dos frutos de pimenta, pois expressa o conteudo total
de acidos organicos, inclusive na forma ndo dissociada, além de ser indicador
sensorial pelo seu papel no sabor e aroma. Segundo Reis et al. (2015), quanto
menor o teor de acidez no fruto, melhor seu estado de conservacdo e
armazenamento pos-colheita, tendo, assim, um maior tempo de prateleira, o que
influencia diretamente na qualidade do produto final para o consumo. Aradjo et al.
(2019), ao estudarem 78 acessos de Capsicum spp. em casa de vegetacao,
observaram valores entre 0,02 e 0,65 para acidez titulavel. Braga et al. (2013)

conduziram pesquisas com oito genétipos de pimenta malagueta (C. frutescens
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L.) de lavouras comerciais e observaram valores entre 0,22 e 0,48. Os valores de
AT verificados neste trabalho variaram de 0,12 a 0,20, sendo as pré-cultivares
P1732 e P1639 as que tiveram menor concentracdo de AT, sendo assim, mais
promissoras para consumo in natura.

A acidez titulavel pode ser influenciada pela constituicdo genética das
plantas e pelo ambiente de cultivo (Caliman et al., 2010). A menor acidez dos
frutos produzidos no ambiente protegido, como observado neste trabalho, pode
ser efeito da menor atividade fotossintética das plantas neste ambiente como
consequéncia da menor luminosidade e maior umidade relativa do ar, o que
favorece o acumulo de 4gua nos frutos (Bertin, 2000).

O conteudo de vitamina C pode variar de acordo com o genétipo (Howard
et al.,, 1994), praticas culturais, maturidade, clima, manuseio de frutos frescos,
fatores de processamento, embalagens e condicbes de armazenamento (Geleta e
Labuschagne, 2006). No geral, o contetdo de vitamina C aumenta de acordo com
a maturacdo dos frutos (Bae et al., 2014). A vitamina C é um importante
antioxidante fisioldgico, sendo um componente essencial da alimentacao,
necessaria para fungdes importantes no organismo e no desenvolvimento de
células imunes (Granger e Eck, 2018). Neste estudo, foi observado que a pré-
cultivar de pimenta P1624 apresentou elevado conteudo de vitamina C (96,52
mg/100g), sendo semelhante as cultivares BRS Mari e Cambuci; P1639 e P1732,
também tém conteddo consideraveis dessa vitamina quando comparadas a
cultivar Dedo-de-Moca. Logo, estas pré-cultivares tém potencial para novas
cultivares com alto teor de vitamina C.

Segundo Barrett et al. (2010) a cor, aparéncia, sabor, aroma, textura e
valor nutricional sdo, normalmente, os atributos mais importantes da maioria dos
alimentos e produtos agricolas, influenciando diretamente na escolha dos frutos
pelos consumidores. As analises feitas neste estudo mostraram que o0s
parametros de cor (a*, b*, C* e L*) tiveram correlagdo positiva e negativa com 0s
parametros morfolégicos de fruto (CMF, DMF e EMP). Observou-se que frutos
imaturos de cor alaranjada intensa sdo menores (comprimento) e tém pericarpo
mais grosso. Frutos maduros, que sao vermelhos e brilhosos (cores mais
vivas/intensas), sdo menores em comprimento, porém mais largos e espessos.

Cor e aparéncia atraem o consumidor para um produto e podem ajudar

nas compras por impulso, pois no momento da compra, o consumidor usa fatores
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de aparéncia para fornecer uma indicacdo de maturacao, frescor e qualidade do
sabor (Barrett et al., 2010). Também € importante que frutas e vegetais tenham
tamanho e formato caracteristicos uniformes (Mitcham e Kader, 2000), uma vez
gue alguns consumidores associam tamanho maior com qualidade superior.

Para Crisosto et al. (2003), os consumidores tém uma cor preferida para
um item especifico. Kim et al. (2016) afirmam que a preferéncia dos frutos de
pimenta € pela coloracdo vermelha intensa. Embora ndo esteja fortemente
relacionada a compostos nutricionais, a cor é muito importante para 0s
consumidores (Frank et al., 2001). Entretanto, neste estudo, o parametro C*, que
mede a intensidade da cor, em frutos maduros, teve correlacdo positiva com a
SST/AT, marcando uma relacdo entre a cor do fruto e a composicao interna. A
relacdo SST/AT indica o grau de equilibrio entre o teor de acglcares e os acidos
organicos do fruto, estando diretamente relacionado tanto a qualidade quanto ao
atributo sabor, sendo mais representativa que a medida isolada de acUcares ou
acidez (Azevedo et al., 2018). Dito isso, foi observado que as pré-cultivares
P1732 e P1639, com frutos maduros de coloracdo vermelho intenso, tem maior
relacdo SST/AT (61,83 e 66,21, respectivamente), indicando maior influéncia do
acucar, provavelmente em funcdo do baixo teor de acidez verificado nestas pré-
cultivares.

A correlacdo negativa significativa observada entre a espessura média do
pericarpo e o comprimento médio do fruto (0,95) mostrou que, para 0s genétipos
testados quanto maior o fruto, menor a espessura do pericarpo. Hafsah e Firdaus
(2020) obtiveram resultados similares ao avaliarem 11 acessos de C. annuum L.,
porém com valor de correlacdo negativa de 0,66. Esses mesmos autores também
observaram correlacdo negativa entre EMP x severidade da doenca (antracnose)
(0,52). Segundo Bianchi et al. (2020), um aspecto importante na qualidade dos
frutos € a espessura do pericarpo. Quanto mais espesso, maior a probabilidade
de aumentar o grau de resisténcia a patégenos, danos mecanicos durante o
manuseio e o transporte na pos-colheita, além de propiciar uma melhor aparéncia
dos frutos para os consumidores. Pefia-Yam et al. (2019) afirmaram que frutos
com pericarpo espesso apresentam alto rendimento para consumo in natura.

A pré-cultivar P1732 tem pericarpo espesso (0,23 cm) e desta forma pode
ser indicada para consumo in natura, além de ter alta produtividade (10,63 t/ha)

(Medeiros, 2012). Em contrapartida, a pré-cultivar P1624 ¢é ideal para
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processamento, pois tem frutos com pericarpo mais fino (0,19 cm), o que pode
levar a custos menores durante o processo de desidratacdo para a producao de
paprica (Lannes et al., 2007), também tem alta produtividade (13,52 t/ha)
(Medeiros, 2012). Apesar de a pré-cultivar P1639 ser menos produtiva (5,13 t/ha)
(Medeiros, 2012), ela tem pericarpo espesso (0,25 cm), podendo ser indicada
para consumo in natura, uma vez que essa caracteristica tem grande participacao
na determinacéo do peso e na qualidade do fruto (Blat et al., 2007).

O mercado das pimentas é muito segmentado e diverso, em razdo da
grande variedade de produtos e subprodutos, usos e formas de consumo. Embora
bem aceito, no Brasil o mercado de pimenta ainda é considerado pouco
expressivo se comparado a outras hortalicas. A exploracdo de novas variedades
de pimenta, combinada a popularizacdo e ao desenvolvimento de novos produtos
com valor agregado, fortalecera e modificara rapidamente o cenario da cultura no
comércio ao longo dos anos (Amaro et al.,, 2022). Dessa forma, torna-se de
extrema importancia produzir novas cultivares de pimenta, com caracteristicas
diferentes das ja existentes, possibilitando a exploracdo pelos empreendedores
rurais e pelo segmento da agroindustria, descobrir novas oportunidades de
negécios, produzir produtos que sejam novidade e chamar atencdo dos
consumidores, como, por exemplo, frutos de sabor mais suave, mais aromaticos,
diferentes formas e tamanho de frutos para a confeccdo de conservas
ornamentais, ou desenvolvimentos de novos molhos com diferentes graus de
ardéncia e sabor, geleias, pimenta em flocos, entre outros.

Os marcadores SSR sdo uma das tecnologias moleculares mais
populares e apresentam algumas vantagens em comparagdo com outros
marcadores, desempenhando, assim, papel significativo na avaliacdo genética.
Estes marcadores representam tipos de variagcdo altamente polimorficos,
reprodutiveis, codominantes e multialélicos (Becher et al., 2000). Por
consequéncia, SSR tem sido amplamente aplicado para identificacao,
caracterizagdo e analise de diversidade em muitas culturas, incluindo arroz
(Betancourth et al., 2020), feijao (Carvalho et al., 2020), milho (Bocianowski et al.,
2021), cana-de-acucar (Neto et al., 2020), tomate (Pidigam et al., 2021) e muitas
outras espécies de plantas. Para Capsicum, varios trabalhos foram desenvolvidos

sobre diversidade genética (Brilhante et al., 2021), constru¢do de mapa de ligagédo



58

genética (Moulin et al., 2015b), suscetibilidade a doencas (Costa et al., 2021a) e
fingerprint (Dhaliwal et al., 2013).

No presente trabalho, foi observada baixa taxa de polimorfismo (8,9%).
Segundo Lefebvre et al. (2001), as cultivares de pimenta tém um baixo nivel de
polimorfismo molecular. Apesar da robustez deste tipo de marcador, a deteccao
de polimorfismo é reduzida a medida que as linhagens forem comparadas com
uma testemunha de mesma espécie. Kwon et al. (2005) utilizaram 316 iniciadores
SSR em 66 cultivares de Capsicum e também detectaram baixo nivel de
polimorfismo (8,5%) entre as cultivares. Tais autores afirmam que h& baixa
variabilidade entre as cultivares comerciais de pimenta e, consequentemente, a
distincdo destas variedades por marcadores SSR é muitas vezes dificil.

A eletroforese capilar oferece vantagens praticas e técnicas sobre a
eletroforese em gel. A analise dos fragmentos em eletroforese capilar € mais
precisa e rapida em comparacao com a técnica tradicional de gel de agarose (Rex
et al.,, 2020). Os géis de agarose permitem que sejam detectadas apenas
variacbes em torno de 10 pares de base (Menksen e Kahl, 2005). Ja a
eletroforese capilar permite a deteccdo de alelos com apenas uma base de
diferenca com confiabilidade e seguranca (Goulart et al., 2011). Por isso, o poder
discriminatoério de individuos é maior na eletroforese capilar (Gupta et al., 2010).
Além disso, a eletroforese capilar oferece maior capacidade de producao tanto
para a eletroforese como para a leitura dos resultados, possibilitando a
automatizacdo das analises, uma vez familiarizados com o software. No entanto,
mesmo que o método tradicional de gel de agarose tenha uma precisdo menor,
continua sendo uma ferramenta boa e Util para equipamentos de rotina e de baixo
orgamento.

Neste trabalho, foram observados média de 1,8 alelos, com variacdo de
um a quatro alelos/locus, e um total de 14 alelos para os 5 loci polimorficos.
Sharmin et al. (2018), ao avaliarem a diversidade genética de 20 gendtipos de
pimenta (Capsicum spp.) usando 11 iniciadores SSR, detectaram variacdo de um
a trés alelos, e um total de 10 alelos para 5 loci SSR polimérficos, com média de 2
alelos por locus. Buso et al. (2016) afirmam que quanto maior o numero de alelos
detectados por um marcador, maior sua utilidade.

A andlise molecular de microssatélites permitiu a distincdo entre as pré-

BN

cultivares candidatas a protecdo e as testemunhas comerciais. A pré-cultivar
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P1639 ndo apresentou dissimilaridade com a cultivar testemunha Cambuci, isso
significa que apenas os cinco loci estudados ndo foram capazes de distinguir
esses dois genotipos. Isso pode ser explicado pelo fato de esses gendtipos serem
morfologicamente semelhantes. Neste caso, mais loci devem ser analisados. No
entanto, ela se distingue da pré-cultivar P1732, que tem caracteristicas
fenotipicas similares. O DNA fingerprint dessas linhagens, além de auxiliar na
verificacdo da distincdo entre cultivares de pimenta existentes ou e novas
cultivares que surgirdo, pode também auxiliar futuras comprovacbes e
identificacdo da pureza genética das sementes dessas cultivares. Além disso, as
informagdes obtidas pelos marcadores podem auxiliar em futuros ensaios de
DHE, pois permitem indicar cultivares mais proximas geneticamente da linhagem
candidata a protecdo, de forma que as cultivares mais divergentes ndo sejam
utilizadas como testemunhas, reduzindo o tempo e o0 custo na realizagdo dos
ensaios.

Abordagens tradicionais, incluindo observacdo e analise de caracteres
morfologicos, sdo menos informativas, mais demoradas e ndo precisas (Hue et
al., 2018), uma vez que muitas das caracteristicas sdo quantitativas, e sua
expressao é afetada por fatores ambientais, requerendo, por isso, replicacdo de
observacdo. O desenvolvimento da tecnologia molecular forneceu ferramentas
mais simples e eficientes para identificacdo e analise genética. Sem duvida, a
ampla aplicacdo de DNA fingerprint de uma variedade vegetal € de grande
importancia para gerenciamento de recursos de germoplasma e protecdo do
direito dos melhoristas de plantas a propriedade intelectual (Zhao et al., 2020).

Para o desenvolvimento de novas cultivares, é imprescindivel conhecer e
conservar 0S recursos genéticos das espécies (Ribeiro et al., 2020). Em
programas de melhoramento, a matéria-prima utilizada é a variabilidade ou
diversidade genética existente em uma espécie. O melhorista deve definir um
objetivo e direcionar a selecdo dos alelos para caracteristicas cuja avaliacdo
contribua com uma fonte de diversidade, combine atributos desejaveis por
diferentes nichos da cadeia produtiva, desde o produtor até o consumidor,
visando a solucionar ou a minimizar os problemas. Os métodos de melhoramento
genético sdo estratégias empregadas para fazer a selecdo dos gendtipos e
variam de acordo com o objetivo, populagdo base e modo de reprodugéo da

espécie. O desenvolvimento do programa conta com avaliacdes fenotipicas e com
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a inclusédo de novos objetivos e novas ferramentas, como fenotipagem digital,
andlises fisico-quimicas, andlise termogréfica, espectrometria, marcadores
moleculares e bioinforméatica para gerar eficiéncia de selecdo na obtencédo de uma
nova cultivar, uma vez que o maior desafio do melhorista é desenvolver cultivares
superiores as que ja existem no mercado.

Segundo Pimenta et al. (2015), a realizacdo de ensaios de DHE, embora
trabalhosa, é muito importante para assegurar que apenas novos genotipos sejam
protegidos, garantindo os direitos dos obtentores das novas cultivares. E também
um protocolo que completa a formagdo de um melhorista de plantas, que deve
estar apto para gerar novos produtos com potencial para serem efetivamente

utilizados pelos agricultores.

3.1.6. CONCLUSOES

ApoOs os ensaios de DHE, verificou-se que as trés linhagens P1624,
P1732 e P1639 reunem boas caracteristicas agronémicas e de qualidade dos
frutos, estdo aptas a protecdo, pois foram comprovadamente distintas,
homogéneas, estaveis, segundo os critérios estabelecidos pelo SNPC/MAPA,
representando novos produtos tecnoldgicos que atendem a diversos nichos do

mercado.
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3.2.COLORIMETRO E TOMATO ANALYZER NA FENOTIPAGEM DE FRUTOS
DE PIMENTA

3.2.1. INTRODUCAO

O Brasil € um importante centro de diversidade genética do género
Capsicum e, como tal, tem ampla variabilidade de pimentas e pimentdes.
Essas hortalicas estdo difundidas em todas as regibes do pais (Villela et al.,
2014). Sado muito utilizadas na industria alimenticia como aditivos, corantes ou
processadas em razdo do seu sabor e cor caracteristicos, sendo adequadas para
aplicac6es em produtos alimenticios prontos para consumo (Guadarrama-Lezama
et al., 2014). Tornaram-se simbolo da culinaria e sdo a segunda especiaria mais
popular (Bortolin et al., 2016).

A cor e a aparéncia sdo importantes atributos associados as reacfes
pessoais de aceitacdo, indiferenca ou rejeicdo dos produtos na industria
alimenticia, em especial para frutas e hortalicas, indicando a qualidade e, muitas
vezes, determinando seu valor. Se o consumidor espera que o produto tenha
determinada cor, por exemplo, poderd ocorrer extrema relutancia caso exista
diferenca de tonalidade ou intensidade desta (Ferreira et al., 2000). Desta forma,
o desenvolvimento de produtos alimentares com essas caracteristicas esta entre
0s principais objetivos dos programas de melhoramento (Arimboor et al., 2015).
Para alcancar esses resultados, os melhoristas desenvolvem estudos de

fenotipagem que permitem acessar a variabilidade genética, bem como a
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posterior selecdo de materiais para atender as expectativas do mercado
consumidor (Ping et al., 2019).

A introducao do sistema de cores CIELAB pela Commission Internationale
de I'Eclairage (CIE) tornou possivel expressar a cor em termos quantitativos e
numeéricos exatos. Esse sistema determina a cor mais bem relacionada a
percepcdo humana e onde todas as cores concebiveis podem ser localizadas
dentro da esfera de cores definida por trés eixos perpendiculares: L* (do branco
ao preto), a* (verde para vermelho) e b* (azul para amarelo) (Durmus, 2020).
Objetos coloridos podem ser analisados de acordo com as cores primarias ou
pelo comprimento de onda. A classificacdo visual de cores é considerada uma
avaliacdo subjetiva, pois pode ser influenciada por diversos fatores, tais como
luminosidade, visdo e experiéncia do avaliador. Quando € necessaria uma
descricdo de cor mais precisa, podem ser usados instrumentos de medicdo
como o colorimetro digital, que utiliza as trés cores primarias, vermelho, verde e
azul, resultando num valor numérico dentro do modelo de cores CIELAB (Ledo,
2005). Ja a fenotipagem digital visa a descrever com precisdo a cor com base na
andlise de imagens digitais, aumentando a objetividade da coleta de dados, ao
mesmo tempo em que reduz a caracterizacdo subjetiva que normalmente é
propensa a vieses (Darrigues et al., 2008).

O Tomato Analyzer (TA) é um programa que mede 37 atributos
relacionados a forma bidimensional de modo semiautomatico e reprodutivel
(Gonzalo et al., 2009). O TA também oferece o aplicativo Color Test (CT),
projetado para coletar medi¢des de cores de imagens digitalizadas e permitir que
os dispositivos de digitalizacdo sejam calibrados usando padroes de
cores (Darrigues et al., 2008). Em Capsicum, o TA ja foi aplicado para caracterizar
uma colecdo de germoplasma de 307 acessos recuperados de 48 regibes do
mundo, pertencentes a nove espécies de Capsicum (Tripodi e Greco, 2018), para
mapeamento de QTL em cruzamento biparental (Yarnes et al.,, 2013) e para
identificacdo de candidatos moleculares de regulacdo de tamanho e forma de
frutos em 40 linhas de C. annuum (Hill et al., 2017). No entanto nenhuma
pesquisa foi encontrada envolvendo o uso do TA - Color Test em frutos deste
género, o que torna este trabalho ainda mais relevante.

O objetivo deste trabalho foi verificar o desempenho do programa Tomato

Analyzer - Color Test (TACT) na medi¢cdo dos parametros de cor em frutos de
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pimenta (C. baccatum var. pendulum) e comparar este método com a analise
colorimétrica padrdo feita com o colorimetro digital para constatar se ambos os
meétodos geram resultados semelhantes para caracterizar a cor e qual deles é
mais indicado ou apresenta melhor desempenho na analise das cores para frutos

de pimenta.

3.2.2. REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1. Cor: Definicdo e importancia

Cor pode ser definida como a propriedade dos corpos em absorver e
refletir luz e tem como atributos principais o matiz, a luminosidade e a saturacao.
E o aspecto gerado pelas percepcdes do oOrgdo visual em radiacéo
eletromagnética visivel de comprimento de onda entre ~380-400 e 740-750 nm
(Figura 1), determinado basicamente pela fonte de luz e pela superficie refletora
(Camargos e Gongalez, 2001).

Raios Gama Raios X Infravermelho Microondas TV  Radio

~ 380 — 440 ~440 - 445 ~485-500 ~500-565 ~565-590 ~590-625 ~625-740

nm nm nm nm nm nm nm
~ 790 — 680 ~680—620 ~620-600 ~600—-530 ~530-510 ~510—-480 ~480-405
THz THz THz THz THz THz THz
Espectro visivel

Figura 1. Cores do espectro visivel, comprimento de ondas (hm) e frequéncia
(THz). Fonte: Adaptado de Ferreira e Spricigo (2017).
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A cor é uma resposta perceptual mental para o espectro visivel da luz
(distribuicéo da energia da luz versus comprimento de onda) refletida ou emitida
por um objeto. Este sinal de resposta interage na retina do olho e transmite a
continuacéo ao ceérebro através do nervo Optico, o que faz com que os humanos
associem cores a estes sinais. Logo, a cor ndo € uma propriedade intrinseca do
objeto, pois a cor do objeto muda de acordo com a fonte de luz (Meléndez-
Martinez et al., 2005).

A cor ndo é uma caracteristica absoluta de um objeto, mas, sim, uma
percepcao humana que depende de aspectos fisioldgicos e psicoldgicos, uma vez
que os estimulos da cor registrados pela retina sdo provocados pela distribui¢cao
de energia e pelas propriedades espectrais da luz visivel, que passa através de
um objeto ou que é refletida por ele (Sampaio et al., 2007).

Segundo Guimaraes (2001), a cor é definida por trés caracteristicas: a
matiz ou tonalidade, o brilho ou luminosidade e a satura¢éo ou croma. A matiz € a
cor definida pelo comprimento de onda. O brilho é a luminosidade da cor,
referente a proximidade do branco ou preto. A croma € definida como sendo o
grau de pureza da cor.

O olho humano distingue as cores de acordo com as diferentes
sensibilidades dos cones da retina a luz de diferentes longitudes de onda. Ha trés
tipos de células fotorreceptoras da cor nas pessoas, com picos de sensibilidade a
comprimentos de onda curta (azul, 420-440 nm), meia (verde, 530-540 nm) e
longe (vermelho, 560-580 nm) (Pathare et al., 2013).

O ponto mais importante que precisa ser compreendido é que o olho
humano € sensivel aos comprimentos de onda vermelho, verde e azul
provenientes da luz. Por isso, com intensidades diferentes de luz vermelha, verde
e azul, torna-se possivel a visualizagdo de varias cores. Este principio
fundamenta a pratica de reproducdo das cores, possibilitando reproduzir ou
simular todo o espectro visivel a partir de somente trés cores primarias: vermelho,
verde e azul (Leéo, 2005).

A percepgédo da cor € um fendbmeno muito complexo, que depende da
composicdo do objeto, da iluminacédo, dos angulos de iluminacédo e visualizagao
(Vasquez, 2015). Por ser um fenbmeno subjetivo, a sensacdo de cor depende
também do observador. A percepcdo que um individuo tem de uma determinada

cor nunca é isolada sobre ela, pois € sempre em relagdo a um contexto, dado que
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cada um tem vivéncias e culturas diferentes, além disso, biologicamente ninguém
tem exatamente 0 mesmo numero de células perceptivas no olho e muito menos
as tem dispostas da mesma maneira.

A cor € uma medida importante para a compreensao e descricdo de um
objeto. Para muitas industrias, de diversos ramos, a medi¢cdo da cor e a aparéncia
ajudam a manter uma qualidade visual aceitdvel de seus produtos. Em alguns
casos, como na industria alimenticia, a cor € utilizada para uniformizar a
aparéncia do produto. No setor téxtil, o controle da cor assume papel de extrema
relevancia para o sucesso neste exigente mercado. Ja nas embalagens, uma
escolha adequada das cores pode resultar em elemento de grande atratividade e
promocao do produto (Leite, 2006)

Além da ampla variabilidade de percep¢cbes humanas sobre as cores, 0
acelerado desenvolvimento tecnoldgico disponibiliza avancos sobre as coloracfes
(Ledo, 2005). Se h& algumas décadas a gama de cores disponiveis ndo era tao
extensa, hoje sdo necessarios meios de diferenciar colora¢cdes muito semelhantes

de forma pratica e eficiente em busca de padronizacéo.

3.2.2.2. Modelo de cor CIELAB

A CIE (Comissao Internacional de lluminacdo) € uma organizacdo sem
fins lucrativos independente, fundada em 1913, que estad presente em Vvarios
paises, cujos membros participantes sao voluntarios. Com fundamentos técnicos,
cientificos e culturais muito fortes, a CIE é dedicada a cooperacdo mundial e a
troca de informacdo em todos os assuntos relativos a ciéncia e arte da luz e
iluminacéo, cor e visdo e tecnologia de imagem (Bertolini, 2010). Como parte da
sua missdo, a CIE tem um comité técnico para estudar o sistema visual e as
cores, resultando numa diretriz para a colorimetria, desde a primeira
padronizacao (Ledo, 2005).

Espacgo de cor € uma representagdo geométrica, tridimensional, onde as
cores podem ser visualizadas utilizando determinado modelo de cor (Leite, 2006).
Em raz&o do entendimento limitado do sistema visual humano e da necessidade
de criar modelos de cores com espaco de cor independente do dispositivo, o

comité da CIE criou o modelo de cores. Segundo Minolta (2007), um modelo de
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cor pode ser definido como um método para expressar a cor de um objeto ou de
uma fonte de luz usando algum tipo de notagédo, como numeros, por exemplo.

Os modelos de cor sado utilizados para classificar as cores e para
qualifica-las de acordo com alguns atributos: tonalidade ou matiz (hue), saturacao
ou croma e luminosidade ou brilho (Le&o et al., 2005) (Figura 2). A tonalidade
baseia-se no comprimento de onda de luz refletida de um objeto, ou transmitida
por ele. A saturacdo, também chamada de croma, é a quantidade de cinza em
uma cor. Quanto mais alta a saturacdo, mais baixo é o contetddo e mais intensa é

a cor. O brilho € uma medida de intensidade de luz em uma cor (Kuehni, 2004).
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Figura 2. Tonalidade, Brilho/Luminosidade e Saturag&o. Fonte: Ledo et al. (2005).

Os modelos de cor sdo usados também para definir as cores nos
programas graficos de computadores de forma a combinar com a percepcao das
cores pelo sistema visual humano, sendo, portanto, muito Uteis para combinar as
cores entre as diversas formas de uso: escaner, monitor, impressora e outros.

O conceito CIE parte do principio de que o ser humano tem trés tipos de
cores receptoras - vermelho, verde e azul - e que todas as cores sao
combinacdes destas cores (Ferreira e Spricigo, 2017) e para a existéncia da cor
existem trés condi¢des: o objeto, o iluminante e o observador.

O modelo de cor L*a*b*, também conhecido como modelo de cor CIELAB
(Figura 3), foi desenvolvido em 1976 apo0s a teoria de cores opostas, em que duas
cores ndo podem ser verdes e vermelhas ao mesmo tempo, ou amarelas e azuis

ao mesmo tempo, fornecendo, assim, uma diferenciagdo de cores mais precisa
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em relagéo a percepcado humana (Pathare et al., 2013). Ele € também um espaco
de cor absoluto, isto €, define exatamente as cores, ao contrario, por exemplo, do
RGB ou do CMYK, que dependem do recebimento de Iluz ou tinta,
respectivamente.

120

Figura 3. Modelo de cor CIE L* a* b*. Fonte: Leite (2006).

A coordenada L* representa a medida de luminosidade de uma cor,
variando de zero para preto a 100 para branco; a* define o desvio do ponto
acromatico correspondente a luminosidade, para o vermelho se for positivo e para
o verde se for negativo, variando de 100 a -100; b* define o deslocamento para
amarelo se positivo e para azul negativo, variando também de 100 a -100. Com
os valores obtidos de L*, a* e b*, é possivel calcular o indice de saturacdo de cor

ou croma (C*), o angulo de matiz (h°) e a mudancga total de cor AE* (Hernandez et
al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Espaco de cor L*C*h°. Fonte: Ferreira e Spricigo (2017).

A saturacdo (C*) é considerada um atributo quantitativo da coloracéo,
sendo utilizada para determinar o grau de diferenca de uma tonalidade em
relacdo a uma cor cinza com a mesma luminosidade. Quanto mais altos os
valores de croma, maior € a intensidade da cor das amostras percebidas pelos
humanos. Cores neutras tém baixa saturacdo, enquanto cores puras tém alta
saturacédo, portanto, mais brilhantes na percepcédo humana (Pathare et al., 2013).

O angulo de tonalidade (angulo hue)(h®), considerado o atributo qualitativo
da cor, é o atributo segundo o qual as cores foram tradicionalmente definidas
como avermelhadas, esverdeadas e assim por diante. Este atributo esta
relacionado as diferencas de absorbéancia em diferentes comprimentos de onda.
Um angulo de matiz mais alto representa um menor carater amarelo nos ensaios
(Pathare et al., 2013). Um angulo de 0° ou 360° representa a tonalidade vermelha,
enquanto os angulos de 90°, 180° e 270° representam as tonalidades amarela,
verde e azul, respectivamente (Lopez et al., 1997).

Minolta (2007) afirma que o modelo de cor CIELAB é amplamente
utilizado para medigc&o de cores de um objeto, pois correlaciona consistentemente
os valores de cor com a percepcéo visual (Fraser et al., 2005) e, por isso, esta
presente em todos os campos de aplicacdo. Industrias como as de plastico, tintas,

impressédo, alimentos e téxtil, além de universidades, utilizam este espago para
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identificar, comunicar e avaliar os atributos da cor, além das inconsisténcias ou

desvios de uma cor padréo.

3.2.2.3. Métodos de avaliacao por colorimetria

Colorimetria é a ciéncia do estudo da cor de acordo com a percepcao
humana padréo. O objetivo € construir um modelo numérico com capacidade de
prever a ocorréncia do metamerismo (fendmeno pelo qual duas amostras de
cores diferentes produzem a sensacao de ser a mesma cor) (Fraser et al., 2005).

Segundo Fernandes (2002), a colorimetria € a ciéncia da medi¢&o da cor.
Por meio da colorimetria, a cor pode ser expressa de uma forma numérica. Esta
forma numérica de se obter a cor é possivel desde que se trabalhe com valores
padronizados quanto as fontes luminosas, geometrias de observacdo e
sensibilidade média do olho humano.

A colorimetria basica fornece o embasamento fundamental das técnicas
utilizadas para apontar os estimulos de cores ao sistema sensorial de um
observador humano. Porém, com essas técnicas basicas, é apenas possivel
especificar se duas cores sao correspondentes ou nao. Por outro lado, a
colorimetria avancada tem como objetivo ampliar as técnicas para ser possivel
especificar a diferenca entre duas cores através de modelos de aparéncia de
cores. Esses modelos permitem descrever de forma matematica e objetiva os
estimulos de cores em uma variedade de condigcbes. Desse modo, sdo 0s
modelos que permitem que a percepcao de cores passe do ambito subjetivo ao
analitico matematico (Vasquez, 2015).

As medicbes da cor podem ser feitas por inspecéo visual (humana) ou por
instrumentos tradicionais como o colorimetro Optico ou por instrumentos mais
modernos como sistema de visdo por computador (Wu e Sun, 2013). Segundo
Régula (2004), com o aumento das exigéncias dos consumidores, a utilizacdo de
instrumentos para medicdo de cor tornou-se indispensavel. Isso se deve ao fato
de poder haver deficiéncias no campo visual do avaliador e estas deficiéncias
poderem ser supridas pela medi¢ao instrumental da cor. Assim, com 0 uso de
instrumentos de medicdo, aliado a analises visuais, podem ser eliminadas as
muitas variaveis que surgem quando estes objetos sdo submetidos

exclusivamente a avaliacdo humana.
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3.2.2.3.1. Anélise visual

A andlise visual da cor é a avaliacdo de suas caracteristicas por meio dos
sentidos (Meléndez-Martinez et al., 2005). A medicao visual de cores envolve a
observacdo de uma amostra sem instrumentos, mas sob condi¢des controladas
de iluminacédo, juntamente com referéncia a um conjunto de padrées de cores
com 0S quais comparar as cores da amostra observada para encontrar uma
correspondéncia de cores (Figura e Teixeira, 2007).

Informacdes abrangentes sobre a avaliagdo da cor, incluindo diretrizes
para selecdo do atlas ou escala de cores, requisitos fisicos para avaliacbes
visuais e tipos de testes sensoriais, podem ser encontradas na literatura. Os
descritores multicategéricos estabelecidos pelo International Plant Genetic
Resources Institute (IPGRI) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) sao exemplos de padrdes subjetivos usados para
descrever a cor a partir da analise visual e obter uma descricdo particular da cor,
para a qual existe um certo vocabulario. Sdo adotadas pontuacdes subjetivas de
classes para descrever a cor visual, por exemplo: 1 — branco; 2- verde; 3 —
amarelo; 4 — vermelho; 5 — roxo.

A avaliacdo visual da cor também pode ser feita por escalas de cores ou
atlas contendo padrdes comparativos, que sdo muito baratos em comparacao
com a instrumentacdo utilizada para a medicdo objetiva da cor. Um exemplo
dessa avaliagdo é o sistema Munsell, um atlas de cores confiavel e reproduzivel,
qgque o torna um valioso auxiliar para a avaliacdo visual subjetiva das cores
(Gongalves, 2001). E importante lembrar um aspecto negativo de todo sistema
baseado em atlas de cores, que € seu envelhecimento, em particular a umidade e
a luz que deterioram em maior ou menor velocidade a cor das amostras, sendo
necessario ter um cuidado especial para que se mantenham nas condi¢ées
originais.

A deteccdo e a classificacdo de cores pelo olho humano sdo pouco
confiaveis, pois dependem da experiéncia e da capacidade do observador. Para
ser aceitavel, as avaliagbes visuais devem ser precisas e reprodutiveis. Isto
requer que o método e os arranjos fisicos de observacdo sejam o mesmo para
todas as avaliacbes. Por isso, muitas indastrias buscam ter pessoas
especializadas nesse tipo de avaliacdo para garantir uma analise visual de
qualidade. N&ao existem davidas de que, com a experiéncia ao longo dos anos, 0s

coloristas adquirem grandes habilidades no que diz respeito a julgamentos visuais



71

de cor. Entretanto, é importante ressaltar que as habilidades humanas sofrem
com a acdo do tempo e que, com a idade, as pessoas tendem a perder a sua
capacidade de visdo, e a acuidade visual fica comprometida, e esse desgaste
varia de individuo para individuo (Gongalves, 2001).

3.2.2.3.2. Anélise instrumental

A cor estd sujeita a percepcdo. Diferentes pessoas interpretam as
expressdes de cor de muitas maneiras diferentes. Assim, a expressao subjetiva
da cor pode nédo ser precisa o suficiente para comunicar a cor. Abordagens
objetivas na medicdo e expressdo de cores ajudariam a minimizar os problemas
relacionados a cor (Lee, 2000). A cor pode ser descrita de forma objetiva e
precisa pelo uso de instrumentos que descrevem a cor refletida no sistema de
cores padronizado CIELAB (Sanmart et al., 2020).

Colorimetro € um dispositivo utilizado para medir a luz, mas o principio de
acao é separar as componentes RGB da luz (similar a maneira do olho humano,
dos monitores de computadores ou dos escaneres e cameras digitais, entre
outros dispositivos). Ele utiliza filtros que imitam a resposta dos cones do sistema
visual humano e produz resultado numérico em um dos modelos de cores CIE
(Le&o, 2005).

Os colorimetros sé@o os instrumentos mais usados na medicao de cores
de alimentos e outros produtos, possivelmente, pela sua facilidade de uso e
interpretacédo dos dados de cores (Pathare et al., 2013). Medi¢des efetuadas com
um colorimetro podem apontar diferencas sutis, mesmo em cores que sejam
iguais para o olho humano. Além disso, sob um ambiente especifico de
iluminacdo, estes instrumentos proporcionam uma medida quantitativa pela
simulacdo da maneira como 0 olho humano vé a cor de um objeto (McCaig,
2002). As medicOes sao rapidas e simples, e a calibragdo dos colorimetros é feita
usando azulejo padrdo no inicio da operagéo (Oliveira e Balaban, 2006).

Porém, apesar de conseguir medicdes rapidas e simples, héa
desvantagens no uso de medi¢des instrumentais tradicionais. Quando a superficie
da amostra ndo tem uma distribuicdo homogénea da cor, a medi¢do deve ser feita
varias vezes para cobrir toda a superficie. Outra desvantagem séo o tamanho e a
forma da amostra. Segundo Wu e Sun (2013), se o tamanho da amostra for
demasiado pequeno para cobrir a &rea de inspecédo do instrumento, ou se a forma

da area a ser medida for irregular, suas medi¢cdes da cor podem ser inexatas.
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Também nédo € possivel obter uma caracterizacdo detalhada do valor de cada
ponto dentro da superficie da amostra (Ledn et al., 2006). Esta desvantagem tem
aumentado a necessidade de desenvolver processos de medicdo da cor com
base em pixels de maneira automatica para obter uma rapida e nao invasiva

medicao da distribuicdo da cor dos produtos.

3.2.2.3.3. Sistema de visdo computacional

O principio de percepcédo de cores pelo olho humano tem sido copiado e
explorado pelos fabricantes de scanners a cores, monitores e impressoras. O
meétodo de interpretacdo da cor usado pelos dispositivos € baseado diretamente
na resposta humana aos estimulos a luz vermelha, verde e azul (Ledo, 2005).

O sistema de visdo computacional (SVC) é a ciéncia que desenvolve
bases tedricas de uma imagem observada, conjunto de imagens ou sequéncia de
imagem (Du e Sun, 2004). Tecnicamente € a avaliacdo por meios eletrénicos para
perceber e medir uma imagem. E uma técnica alternativa para avaliacdo e
quantificacdo de cores (Yam e Papadakis, 2004). Nos sistemas de visdo
computacional, a cor € a informacédo primaria, sendo  armazenada em pixels
numa imagem digital. A informacdo quantitativa da cor é extraida das imagens
digitais mediante 0 uso do processamento e analises da imagem, resultando em
uma medicado rapida da cor e sem contato (Wu e Sun, 2013).

A aquisicdo e a andlise de imagens sdo duas etapas fundamentais para a
medicdo da cor utilizando sistemas de visdo computacional. A aquisicdo de
imagens € o primeiro passo ha visdo computacional, sendo a qualidade dos
dados a principal preocupacdo durante a aquisicdo (Jackman et al., 2011). A
precisdo correta do equipamento de aquisicdo é essencial, pois a precisdo deve
ser fina o suficiente para ver os detalhes necessarios e grosseira o suficiente para
0 processamento rapido da imagem. A analise inclui numerosos algoritmos e
métodos que dependem do tipo de aplicagdo (Krutz et al., 2000).

Segundo Dana e Ivo (2008), a transformagdo do modelo de cor € o
método de pré-processamento de pixel mais comum para avaliacdo das
imagens. RGB, HSV e CIELAB sao os modelos de cores espaciais mais
populares usados em visdo computacional de alimentos (Ledén et al., 2006). O
modelo de cor CIELAB € um dos mais utilizados nas avaliagbes da cor dos

alimentos porque as cores processadas representam efetivamente as cores
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naturalmente percebidas pelos humanos e s&o perceptivelmente uniformes
(Quevedo et al., 2010).

A medicdo da cor utilizando sistemas de visdo por computador tem a
vantagem de ser mais rapida, consistente, precisa e rentavel, pelo que pode
aperfeicoar o controle de qualidade. Também pode reduzir a inconsisténcia
humana e a subjetividade (Wu e Sun, 2013). Para Ledén et al. (2006), uma
diferenga significativa entre o sistema de visdo computacional e a analise
instrumental convencional é a quantidade de informacao espacial proporcionada.
A alta resolucdo espacial dos sistemas de visdo computacional permite analisar
todos os pixels da superficie, calcular o valor médio e o desvio padrédo da cor,
medir formas irregulares, selecionar uma regiao de interesse, inspecionar mais de
um objeto ao mesmo tempo, gerar 0 mapa da distribuicdo da cor e proporcionar
um registro permanente, mantendo a imagem.

3.2.2.4. Aplicagdes da colorimetria na agricultura

O uso da colorimetria na agricultura é bem versatil e, por isso, é adotada
nos mais diversos segmentos. Os métodos colorimétricos séo utilizados em todos
os setores da cadeia produtiva da agricultura. Uma das formas mais interessantes
do uso da colorimetria consiste na  substituicdo de técnicas destrutivas por
analises de cor (Ferreira e Spricigo, 2017).

A cor da superficie dos alimentos € o primeiro parametro de qualidade
avaliada pelos consumidores, sendo critico para a aceitacdo do produto (Pathare
et al., 2013). Na qualidade dos alimentos, a aparéncia é o atributo visual mais
importante, pois relaciona tamanho, forma e cor da superficie (Werner et al.,
2009). E a primeira sensacgédo que os consumidores percebem e usam como uma
ferramenta para aceitar ou rejeitar os alimentos (Ledn et al., 2006). Por isso, a
medicdo adequada da cor é uma importante ferramenta na caracterizacdo dos
alimentos. Em raz&o da grande variabilidade e da distribuicdo complexa da cor
dos alimentos, diferentes metodologias tém sido desenvolvidas com a finalidade
de obter medi¢cbes mais versateis, rapidas e economicamente acessiveis. O
colorimetro e o sistema de visdo computacional sdo o0s instrumentos mais
utilizados para medir a cor dos alimentos.

No melhoramento de plantas, para o processo de selecdo de novas
cultivares desenvolvidas por melhoristas, caracteristicas relacionadas a coloragéo

de folhas, flores e frutos s&o utilizadas no estudo de correlacbes entre
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caracteristicas de interesses agronémicos, para fazer distingdo entre linhagens e
variedades comerciais, por exemplo. Sendo um dos atributos mais valorizados
pelo consumidor, a coloracdo é parametro de inclusdo e exclusdo de plantas,
aceitacéo ou rejeicao de alimentos.

A aplicacdo de instrumentos para avaliar as cores € amplamente usada
em diversas culturas para estudos envolvendo o melhoramento de plantas. Bello
et al. (2020) avaliaram a correlacdo entre varidveis colorimétricas e fisico-
quimicas do tomateiro. As variaveis colorimétricas foram avaliadas em imagens
em modelo de cores RGB obtidas com camera digital. Rodrigues et al. (2020)
fizeram avaliacdo colorimétrica de quatro cultivares de cerejeira produzidas na
regido nordeste de Portugal para fazer a discriminacdo entre as cultivares. Em
feijdes, Klasener et al. (2019) identificaram as caracteristicas que determinam as
escolhas de graos dos consumidores brasileiros por cor e avaliaram se diferentes
cores de grados representam diferencas nas caracteristicas tecnolégicas e
nutricionais. Rego et al. (2020) verificaram a eficiéncia de imagens multiespectrais
combinadas com modelo CIELAB para avaliar a saude de sementes de feijao-
caupi e diferenciar sementes portadoras de diferentes espécies de fungos. Para
determinar a qualidade de flores de antdrio 'Tropical’, Mattos et al. (2020)
avaliaram e compararam a eficacia da medicdo de forma visual e por imagens
digitais na classificagdo das cores. O colorimetro para avaliacdo de cores é
muito utilizado para avaliacdo de polpa de frutas, como descrito por Pilon et al.
(2021) ao estudarem batata-doce e por Reis et al. (2021) com a cultura da manga.

A afericdo da qualidade por colorimetria é classica em estudos pés-
colheita. Villadiego et al. (2019) determinaram a relacdo entre a firmeza para
cinco graus de maturidade e as coordenadas de cor CIELAB (a*, b*, L*, C*) do
mamao Tainung. Em Capsicum, Yang et al. (2018) estudaram a cor da superficie,
pigmento natural e escurecimento ndo enzimatico do pimentdo vermelho durante
a secagem ao ar quente em diferentes temperaturas de secagem. Casquete et al.
(2021) avaliaram a cor, pungéncia e propriedades antioxidantes de pimenta
caiena, e os parametros de cor foram as caracteristicas mais importantes para a
discriminacéo das diferentes amostras. Em maracuja, Reis et al. (2018) avaliaram
0s parametros de cor do suco durante o armazenamento refrigerado (8°C).

Na area de processamento de alimentos, o controle de processos pode
ser otimizado com a utilizagdo da colorimetria. Vieira et al. (2020) compararam
métodos de determinacdo de cor e de extracdo de pigmentos em frutos de

diferentes cultivares de tomate para selecionar os materiais genéticos mais
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promissores para a industria de processamento. Com o objetivo de caracterizar e
analisar a qualidade microbioldgica da geleia alcodlica de maracuja amarelo com
melaco, Costa et al. (2021b) determinaram a cor das geleias de maracuja com
colorimetro, utilizando o sistema de escala de cores CIELAB. Dias et al. (2018)
caracterizaram parametros de cor de frutos frescos de cambuci e processados em
geleias para identificar acessos com maior potencial para uso industrial.

Em solos, a colorimetria € ferramenta auxiliar para classificagdo. Em um
estudo, Botelho et al. (2006) observaram que os atributos de solos apresentaram
boas correlagcbes com os componentes da cor obtidos por colorimetria, mostrando
ser esta uma técnica eficiente e promissora para obter informacgfes do solo de
maneira simples e de baixo custo.

A colorimetria, por meio do sistema CIELAB, apresenta viabilidade na
classificacdo da qualidade da madeira por propriedades mecanicas e fisicas
similares (Stangerlin et al., 2013). Santos et al. (2021) avaliaram o potencial da
colorimetria para discriminar madeira do grupo “louros na Amazoénia. Acosta et al.
(2020) avaliaram as propriedades higroscopicas e colorimétricas de uma madeira
madura de Pinus elliottii submetida a tratamentos de furfurilacdo. Maia et al.
(2020) caracterizaram e correlacionaram as propriedades quimicas de cinco
espécies do bioma Caatinga com a cor de suas madeiras, com auxilio de
colorimetro digital.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Material vegetal

Foram utllizadas trés linhagens de C. baccatum var. pendulum,
provenientes do Programa de Melhoramento Genético de Capsicum da UENF,
obtidas pelo método de selecdo massal com sete ciclos de autofecundacéo
controlada (F7), identificadas como P1732, P1624 e P1639, consideradas pré-
cultivares, e trés cultivares denominadas comercialmente como ‘Cambuci’
(Feltrin), ‘BRS Mari’ (Embrapa Hortaligas) e ‘Dedo-de-Moga’ (Topseed).

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Laboratorio de
Melhoramento Genético Vegetal (LMGV), localizado no campus da UENF, em

Campos dos Goytacazes (latitude 21°45’ Sul, longitude 41°17’ Oeste, altitude
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11m), Norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil, no periodo de setembro/2018 a
fevereiro/2019. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso
com gquatro repeticdes e cinco plantas por parcela, dispostas em fileiras duplas,
com 20 plantas por genétipo, totalizando 120 plantas. Foram adotados os tratos
culturais recomendados para a cultura (Filgueira 2012).

3.2.2.1. Avaliagéo instrumental

Vinte frutos de cada gendétipo foram coletados (ao acaso) entre as cinco
plantas de cada bloco, totalizando 80 frutos de cada gendétipo. A avaliacdo da
coloracdo foi feita nos estadios imaturos e maduros dos frutos, tendo sido
avaliados 480 frutos em cada estadio de maturacao.

Para medicéo das cores, foi utilizado o colorimetro Minolta® modelo CR-
300 (Figura 5), sendo feitas trés leituras em pontos distintos de cada fruto e em
seguida foi calculada a média dessas areas. O aparelho foi calibrado com uma
placa de ceramica branca padrdo, denominada cr-a43, que acompanha o
equipamento, cuja escala padrao é: z = 93,6; x = 0,3133; y =0,3195.

Figura 5. Avaliacdo de frutos imaturos e maduros com auxilio do colorimetro
digital.
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3.2.2.2. Avaliacao por imagem digital

Os mesmos frutos utilizados na medicdo pelo colorimetro foram utilizados
na avaliacdo de imagens digitais. As imagens foram coletadas usando um
scanner de mesa Plustek OpticPro A320, coberto com uma caixa de papeldo para
minimizar o efeito de sombra e fornecer um fundo preto. As imagens foram

analisadas pelo programa Tomato Analyzer — Color Test 3.0 (Figura 6).

‘BRS Mari’

P1732

A4

‘Dedo-de-moga’

P1639 ‘Cambuci’

Figura 6. Imagem digital obtida pelo escaneamento de frutos de pimenta com
scanner de mesa.

O mddulo de teste de cor TACT foi projetado para coletar medi¢cdes
objetivas de cores de imagens JPEG e permite a quantificacdo precisa da cor e
da uniformidade de cores dentro dos limites reconhecidos pelo programa e
permite ainda que os dispositivos de digitalizacdo sejam calibrados usando
padrdes de cores (Darrigues et al., 2008). As medi¢des de cores sao baseadas no
espaco de cores RGB: R (vermelho), G (verde) e B (azul). Os valores RGB
meédios para cada pixel sdo obtidos pelo modulo de teste de cores e depois

traduzidos para o espaco de cores CIELAB, que usa L*, a* b* para descrever a
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cor de uma forma que se aproxime da percepc¢do visual humana. O médulo de
teste de cores calcula os descritores de cores Hue e Croma com base em a* e b*.
O programa determina automaticamente os limites da fruta em uma imagem
digitalizada. O limite do objeto é determinado pelo rastreamento de contorno

(Figura 7).

Figura 7. Imagem representativa do processo de medicdo feito pelo Tomato
Analyzer - Color Test. Delimitacdo automéatica dos frutos e leitura dos pixels.

A calibracdo do scanner e do TACT para a analise das imagens foi feita
seguindo o protocolo disponibilizado por Rodriguez et al. (2010). Os padrdes de
cor para calibracdo do scanner foram escolhidos com base na ampla gama de
cores observadas na cultura da pimenta. Um gréafico padrdo de 48 cores

(ColorChecker, X-Rite, SG 140) é mostrado na Figura 8.
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Figura 8: Verificador de cores utilizado para calibrar os valores de cores obtidos
com scanner. Fonte: Adaptado ColorChecker, X-Rite, SG 140.

3.2.2.3. Andlise estatistica

Com as abordagens de determinacao da cor, foi possivel especificar as
cores usando trés coordenadas: L* (luminosidade) — que varia de zero a 100
(preto/branco); a* - que diz respeito a intensidade de vermelho/verde (+/-); e b* -
relacionada a intensidade de amarelo/azul (+/-). A partir das coordenadas L*a*b*,
foi obtido o indice colorimétrico croma (C*) ou indice croma, que define uma
medida de saturac&o ou intensidade de cor e varia de cores palidas (valor baixo)
para cores vivas (valor alto) e o angulo de cor hue (°h), conforme a CIE
(Comisséo Internacional da lluminacéo).

Schanda (2007) define que as coordenadas do sistema CIELAB sé&o

obtidas pelas seguintes equacdes:

o - () sl (1))
ool )

¢t = J@r¥+ &7
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onde f(X/Xn)=(X/Xn)/? se (X1 Xn)>(24/116)’
X/ Xn) = (841/108)(X / Xn) +16/116 se (X / Xn) < (24/116)°

e f(Y/Yn)=(¥/Yn)/? se (Y/Yn)>(24/116)
F(Y/Yn)=(841/108)(X / Xn)+16/116 se (Y / Yn) < (24/116)’

¢ f(Z1Zn)=(Z/Zn)"/? se (Z/ Zn) > (24/116)’
(Z1Zn)=(841/108)(Z/ Zn)+16/116 se (Z/ Zn) < (24/116)’

Todas as analises estatisticas foram feitas no programa Genes (Cruz,
2016). Os dados padrao de cor do colorimetro e do programa foram testados para
distribuicdo normal de Lilliefors (p<0,05) e andlise de variancia (p<0,05) para
obtencdo dos parametros de variancia: variancia fenotipica (Vr), variancia
ambiental (Va), variancia genotipica (Vg) e herdabilidade (h?). Para determinar a
relacdo entre os dados de cor gerados pelo colorimetro e o Tomato Analyzer -
Color Test, foi feito analise de regressdo simples para testar a significancia das

regressoes.

3.2.4. RESULTADOS

Para verificar se 0 Tomato Analyzer - Color Test oferece vantagens sobre
o colorimetro, os frutos de pimenta foram avaliados quanto a cor e uniformidade
de cor usando ambas as abordagens. Os valores encontrados para quantificar a
cor dos frutos de pimentas foram numericamente proximos para todas as
coordenadas de cor L*a*b*, incluindo h°® e C* para ambos os estadios de
maturacdo, o que era esperado. Os componentes de variancia foram estimados
para verificar a propor¢cao de variancia genotipica associada a cada parametro de
cor (Tabela 1).



Tabela 1. Estimativa de parametros genéticos para medidas de cor em frutos de pimenta Capsicum baccatum var. pendulum usando

colorimetro e Tomato Analyzer - Color Teste. UENF, Campos dos Goytacazes, 2022.

Frutos imaturos

Frutos maduros

Método de  Parametros

mensuragdo  genéticos L* a* b* he c* L* ax b* he c*
Vi 36,10 11,89 4941 32,94 58,32 8,37 4,85 11,41 1355 13,71
Va 2,98 2,32 3,54 11,84 2,54 1,32 0,78 0,86 1,73 1,33

Aﬁg}‘;i}; ) Vg 33,12 9,57 4587 21,10 5577 7,05 4,07 10,54 11,82 12,36

Color Test h2 0,91 0,80 0,92 0,65 0,96 0,84 0,83 0,92 0,87 0,90
Média 46,88 21,33 42,07 8158 46,72 40,06 59,72 2851 16,38 4591
Vi 33,34 1042 47,06 32,74 5504 8,08 4,71 11,03 12,57 1301
Va 3,39 2,16 3,25 11,73 2,62 1,30 0,80 1,01 1,70 1,44

Colorimetro Vg 29,95 8,26 4381 21,00 5242 6,77 3,91 10,02 10,89 11,56
h2 0,89 0,79 0,93 0,64 0,94 0,83 0,82 0,90 0,86 0,88
Média 46,93 20,48 4101 8068 4667 3999 57,97 2833 1623 4586

Vi: variancia fenotipica total; Vg: varidncia genotipica; Va: variancia ambiental; h2: herdabilidade média; L* - luminosidade; a *- varia
varia do amarelo (positivo) para o azul (negativo); h°: angulo hue; C* - indice de

do vermelho (positivo) para o verde (negativo); b*-

croma,

18
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Levando em consideracdo os dois métodos de mensuracdo, a variagao
fenotipica total variou de 10,42% a 58,32% em frutos imaturos e de 4,71% a
13,71% em frutos maduros. Comparando os dois métodos, observou-se que a Vg
entre as variaveis teve pouca diferenca entre os métodos para ambos os estadios
de maturacéo, entretanto foi um pouco maior para o TACT para todas as
variaveis. Maiores valores de Vg4 foram encontradas para C* (55,77% e 12,36%).
Consequentemente, a variancia ambiental foi menor para este método de
mensuragao.

Altos e médios valores de herdabilidade média foram encontrados para
todas as variaveis relacionadas a cor para ambos os métodos usados. Com 0 uso
do colorimetro, as estimativas de h2 variaram de 0,64 (h° em frutos imaturos) a
0,94 (C* em frutos imaturos). Porém, a medicdo das cores por meio do TACT
proporcionou a obtencdo de maiores indices de h?, com variagdo de 0,65 a 0,96
(h° e C* em frutos imaturos).

A Tabela 2 apresenta as médias das medidas de cor avaliadas nos frutos
de pimenta usando o colorimetro e Tomato Analyzer - Color Teste. Para frutos
imaturos, ambos os métodos de mensuracdo apresentaram o mesmo padrdo de
classificacdo dos genétipos. No entanto, em frutos maduros, foi possivel observar
uma diferenca entre os dois métodos. Para medi¢do da coordenada a* e do indice
C* no colorimetro, de acordo com a variacdo de valores encontrados, 0s
gendtipos foram agrupados em duas classes diferentes. Com o uso do TACT,
podem ser observadas trés classes de agrupamento, indicando que este método
de medicdo é capaz de discriminar melhor os gendtipos quanto a estas
caracteristicas.

Utilizando o colorimetro como método de medi¢do dos parametros de cor,
foi possivel separar os frutos em trés classes para os parametros L*a*b*, C* e h°.
De acordo com a cor (a*, b* e h°): verde (imaturo) (a* - 3,11 € 5,43; b — 29,31 e
29,44; h° - 110,99 e 112,89), alaranjado (imaturos) com os valores de a* variando
de 23,59 a 29,18; b* de 42,12 a 48,97; h° de 67,89 a 77,12; e vermelho (maduros)
com a* entre 57,39 a 63,10, b* entre 24,51 e 32,62; h° entre 11,58 e 19,92. Os
parametros L* e C* permitiram a classificacdo dos frutos de acordo com sua
tonalidade e intensidade de cor: claro ou escuro; opaco ou brilhante. Desta forma,
os frutos foram classificados da seguinte forma: quando imaturos - P1624 e
‘Dedo-de-Mocga’, verde claro opaco; ‘BRS Mari’, P1639, P1732 e ‘Cambucr’,
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alaranjado escuro brilhante; quando maduros, P1732, P1639 e ‘Cambuci’,
vermelho claro brilhante; P1624, ‘BRS Mari’ e “Dedo-de-Mocga’, vermelho escuro
opaco.

Na analise pelo TACT, as mesmas classificacdes foram verificadas para
frutos imaturos, porém uma pequena variagado foi observada para os parametros
a* e C* em frutos maduros. No entanto, as diferencas encontradas comparadas
com os valores de b* nado interferiram na classificacdo quanto a cor do fruto, pois
os valores estdo dentro da faixa aceitavel do vermelho, de acordo com o angulo
hue (h°), porém numa saturagdo menor de cor. Dito isso, 0s genoétipos P1624 e
‘Dedo-de-Mocga’ teriam uma nova classificacdo: vermelho claro opaco quando

maduros.



Tabela 2. Médias das medidas de cor avaliadas em frutos de pimenta Capsicum baccatum var. pendulum usando colorimetro e
Tomato Analyzer - Color Teste. UENF, Campos dos Goytacazes, 2022.

Frutos imaturos

Gendtipo Colorimetro Tomato Analyzer - Color Test

L* ax b* he c* L* a* b* he c*
P1732 52,00a 29,18ab 42,12a 67,89a 51,78ab 5191a 29,83ab 41,63a 67,60a 51,27 ab
P1624 38,62 b 543b 29,44b 112,82b 36,67d 38,82 b 5,90 b 29,35b 113,46 Db 37,34 d
P1639 50,03a 28,86ab 44,99a 77,12a 53,03a 49,99a 28,66ab 45,26 a 78,02 a 53,08 a
‘Cambuci’ 51,26 a 2353a 43,62a 72,78a 54,57a 50,92a 23,35a 43,13a 72,74a 54,54 a
‘BRS Mari’ 4956 a 25,85a 4897a 71,47a 4543bc 49,62a 26,12a 4889a 724la 44,96 bc

‘Dedo-de-Moga’ 39,83 Db 3,11 b 29,31b 110,99b 38,85cd 40,32 b 3,99 b 29,78b 111,23ab 38,84 cd

Frutos maduros

Gendtipo Colorimetro Tomato Analyzer - Color Test

L* a* b* h° C* L* a* b* h° C*
P1732 40,63a 57,39a 29,04ab 17,61b 47,49a 41,17a 57,49a 29,33ab 17,50b 47,66 ab
P1624 3554b 63,10b 2451c 13,70ab 4121b 3547b 63,34bc 34,83c 13,69 ab 41,09 c
P1639 428la 57,65a 3262a 1931b 49.86a 4257a 57,33a 326la 19,28b 50,14 a
‘Cambuci’ 43,38a 57,71a 31,71a 1992b 49,29a 43,03a 57,17a 32,22a 19,28b 49,20 ab
‘BRS Mari’ 38,59ab 60,64ab 26,02bc 1158a 44,99 ab 38,73ab 66,50ab 26,06 bc 11,65a 45,10 bc

‘Dedo-de-Moga’ 39,42ab 63,31b 26,10bc 11,14a 42,35Db 38,96ab 6953c 26,00bc 11,98a 41,31 c

Médias seguidas pela mesma letra em uma coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0.05).

¥8
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Foi feita a comparacdo dos dados coletados pelo colorimetro com os
dados gerados pelo TACT para determinar a precisdo e a exatiddo da
mensuracao das cores. As regressbes dos valores L*, a*, b* h® e C* do
colorimetro para os valores TACT mostraram uma relagéo linear significativa (P <
0,0001) para todos os parametros em ambos os estadios de maturacdo dos
frutos, com coeficientes de correlacdo superiores a 0,90 (Figuras 9 e 10). A
medida do angulo h° apresentou os mais altos coeficientes de correlacdo: 0,991 e
0,976 (frutos imaturos e maduros, respectivamente).
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Figura 9. Andlise de regressao entre Tomato Analyzer - Color Test e colorimetro
para os valores L*, a*, b*, h® e C* do modelo de cores CIELAB, mensurados em
frutos imaturos de pimenta.
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Figura 10. Analise de regressao entre Tomato Analyzer - Color Test e colorimetro
para os valores L*, a* b* h° e C* do modelo de cores CIELAB, mensurados em
frutos maduros de pimenta.

3.2.5. DISCUSSAO

Muitas pesquisas sdo conduzidas utilizando o colorimetro digital como
instrumento de medicdo das cores por ser um método muito conhecido e de
confiabilidade dos resultados. O programa Tomato Analyzer - Color Test é outro
meétodo utilizado para mensuracéo das cores que vem ganhando destaque nesse
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cenario. Mesmo que este programa tenha sido desenvolvido a principio para
medir a cor de frutos tomates, ele vem sendo aprimorado, atualizado e adaptado
para atender a outras culturas. No entanto, ainda s&o muitos os estudos
envolvendo a cultura do tomate em detrimento de estudos com outras culturas.

A partir das analises feitas, observou-se que tanto o colorimetro quanto o
TACT geraram dados colorimétricos confiaveis, ambos podendo ser usados para
determinar a cor de frutos de pimenta. No entanto, o TACT apresentou uma
pequena vantagem em relacdo ao colorimetro, pois € um método mais rapido e
pratico de ser usado, discriminando melhor alguns parametros de cor, como
observado neste trabalho. Além disso, quando fazemos a medicdo de muitos
frutos, o uso do colorimetro acaba sendo muito cansativo, pois, além das varias
leituras que devem ser feitas por fruto, os dados sédo disponibilizados na tela do
aparelho, dai deve-se fazer a anotacdo imediata, ou entdo, os dados podem ser
impressos em papel térmico. Porém, esses dados também devem ser
prontamente transferidos para planilhas, pois, com o tempo, a tinta do papel
térmico vai perdendo a cor, ou o papel pode ser danificado e com isso os dados
podem ser perdidos. Com o TACT esse problema ndo acontece, pois, os dados ja
ficam salvos automaticamente em planilhas no computador. Além disso, apds as
andlises digitais serem capturadas, elas podem ser armazenadas e avaliadas a
qualquer momento, em qualquer lugar, dependendo apenas de um computador.

Os parametros de variancia foram avaliados para verificar qual método
pode melhor distribuir a variacdo fenotipica observada para cor em variancias
genotipicas. Comparado os dados colorimétricos com os dados do TACT,
observa-se que a proporcdo da variancia fenotipica total atribuida a variancia
genotipica foi significativamente melhorada para todos os parametros de cor ao
coletar dados com TACT, sugerindo que este método de medir as cores consegue
fazer uma avaliacdo mais precisa e minuciosa da variabilidade da coloragéo
presente entre 0s gendtipos. Isso pode ser explicado pelo fato de o TACT medir
os parametros de cor de uma superficie inteira, enquanto o colorimetro analisa
apenas alguns pontos da superficie. A variancia ambiental observada com 0 uso
deste método foi menor para todos os parametros de cor, indicando que a
mensuracdo da cor foi menos afetada pelo ambiente, sendo, portanto, mais
confidveis. As ferramentas de medi¢cdo de cor descritas na literatura requerem
amplo controle ambiental, principalmente quanto a qualidade e quantidade de luz,
sombra e reflexdo. Apesar de o colorimetro ser de facil uso, o simples fato de a
area de leitura ndo estar em contato total com a superficie do fruto pode gerar
erros de leitura por causa do feixe de luz emitido para captura dos dados. Em
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contraste, o scanner de mesa usado para gerar imagens digitais para analise de
cores TACT exige apenas uma caixa de papeldo como tampa para minimizar o
efeito da sombra.

Darrigues et al. (2008) encontraram resultados semelhantes aos
observados neste estudo para a analise dos parametros de variancia ao
avaliarem uma populacao de tomate para cor e uniformidade de cor usando TACT
e um colorimetro. Inclusive o trabalho desses autores foi feito com o objetivo de
implementar a ferramenta de analise de imagem digital utilizada neste estudo, o
Color Test (CT), como parte do aplicativo de programa Tomato Analyzer (TA).

As estimativas de variancias genotipicas e fenotipicas sdo a base para
determinar a herdabilidade, que, por sua vez, fornece uma visdo sobre o ganho
genético esperado em um programa de melhoramento. Maiores estimativas de
herdabilidade média foram encontradas para todos os parametros de cor medidos
com TACT, com o valor mais alto para o indice de croma (C*) em frutos imaturos.
Altos valores de herdabilidade tém sido associados a uma maior variancia
genética e/ou a uma menor influéncia ambiental (Pompeu Junior et al., 2013),
como observado neste estudo.

Quanto a analise de médias, ambos os métodos de mensuracéo
apresentaram o mesmo padrdo de classificagdo colorimétrico dos genétipos para
frutos imaturos de pimenta. No entanto, para frutos maduros, foi possivel observar
diferenca de agrupamento de médias entre os métodos. Com o uso do TACT, foi
possivel discriminar melhor os genoétipos quanto a estas caracteristicas a* e C*,
indicando que este método de medicdo € mais preciso. Ou seja, apesar de 0s
frutos serem vermelhos quando maduros, existe uma maior variabilidade de
tonalidade entre eles, o que corrobora os elevados valores de Vg encontrados
para C*. Vale ressaltar que a analise isolada de um parametro ndo informa a cor,
sendo necesséario fazer a leitura de todos os parametros em conjunto para chegar
a uma concluséo precisa.

Segundo Ferreira e Spricigo (2017), valores mais elevados de L*
representam cores mais claras, enquanto valores mais baixos, cores mais
escuras. Os valores encontrados neste trabalho corroboram esta afirmacdo. A
saturacdo estad ligada diretamente a concentracdo do elemento corante e
representa um atributo quantitativo para intensidade. Quanto maior o croma (C*),
maior a saturacao das cores perceptiveis aos humanos. Cores neutras tém baixa
saturacdo, enquanto cores puras tém alta saturacdo, portanto, mais brilhantes na
percepcdo humana (Pathare et al., 2013). O angulo Hue (h°) é considerado o
atributo qualitativo de cor com as cores que sao definidas tradicionalmente como
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avermelhadas, esverdeadas, por exemplo. Representa o angulo entre as
coordenadas a* e b*. Graficamente consideramos o angulo de 0° como a cor
vermelha, o angulo de 90°, a amarela, o angulo de 180°, a verde, e o0 angulo de
270°, a cor azul (McGuire, 1992).

As regressdes dos valores L*, a* b* h° e C* do colorimetro para os
valores TACT mostraram uma relacdo linear significativa para todos os
pardmetros em ambos os estadios de maturacdo dos frutos. Os valores de
R? obtidos mostram elevados coeficientes de correlacédo calculados a partir das
cores no sistema L*a*b* obtidas pelos métodos, indicando que a calibragdo tanto
do colorimetro quanto do scanner foi feita de forma adequada, uma vez que os
valores encontrados para ambos os métodos de medi¢cdo foram semelhantes, o
que era esperado. Darrigues et al. (2008), em seu trabalho, encontraram relacéo
linear, porém os valores entre o colorimetro e o TACT diferiram pelo fato de a
inclinacdo nao ter sido igual a 1 e a interceptacdo y diferente de 0. Assim, a
calibracdo do scanner utilizado para gerar imagens digitais poderia ser feita com
ajustes simples nas equacdes usadas para calcular os valores de L*, a* e b*.
Além disso, as coordenadas L*a*b* fornecidas pelo colorimetro referem-se as
amostras iluminadas por uma fonte com distribuicdo espectral de poténcia igual
ao iluminante padrédo C. No calculo das coordenadas dos dados do TACT também
foi utilizado o iluminante padrdo C (2°), que é o recomendado para o0 caso de
imagens digitalizadas (Rodriguez et al., 2010). Portanto, as diferencas nas
coordenadas de cores L*a*b* para uma mesma amostra sdo devidas ndo apenas
aos diferentes métodos utilizados, mas também aos diferentes iluminantes
utilizados em cada método.

3.2.6. CONCLUSOES

O programa Tomato Analyzer - Color Test desempenhou papel semelhante
na medi¢do de dados colorimétricos em frutos de pimenta, quando comparado ao
colorimetro digital. No entanto, para alguns parametros, o TACT demonstrou ser
um método de mensuracdo mais robusto e preciso. Ambos 0os métodos séo
eficazes e podem ser utilizados para analisar as cores de frutos, o que vai
determinar qual método utilizar serdo os objetivos e 0s instrumentos disponiveis
para desenvolver a pesquisa.
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