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RESUMO

BIANCHI, Paola Alvares; M.Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Marco de 2017; VARIABILIDADE INTRAESPECIFICA PARA
CARACTERES MORFOLOGICOS, AGRONOMICOS E MOLECULARES ENTRE
ACESSOS DE Capsicum chinense L. Orientadora: Profa. Rosana Rodrigues;
Conselheiras: Profa. Telma Nair Santana Pereira e Dra. Claudia Pombo Sudré.

O Brasil € um dos centros de diversidade do género Capsicum, abrigando
espécies domesticadas, semidomesticadas e silvestres. A espécie C. chinense
destaca-se pela ampla variabilidade morfol6gica, presente em suas formas,
tamanhos e cores dos frutos, que sdo, em sua maioria, pungentes e aromaticos.
Objetivou-se, com este trabalho, caracterizar e estimar a diversidade genética
entre 55 acessos de Capsicum chinense da colecdo de germoplasma da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro - UENF. Para tanto,
foram utilizados 37 descritores morfoagronémicos, 18 iniciadores Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR) e 17 pares de Simple Sequence Repeat (SSR). As
variaveis qualitativas foram submetidas a analise descritiva por meio da moda e
os descritores quantitativos submetidos ao teste de normalidade pelo método de
Lilliefors e, em seguida, realizaram-se as analises de variancia, agrupamento de
médias pelo critério de Scott-Knott, estimativa dos coeficientes de correlacdo
fenotipica e a importancia relativa dos caracteres quantitativos para a divergéncia
genética. Foi obtida a matriz de distédncia, com base na Distancia de Gower,
relativa as 37 variaveis morfoagronémicas e o agrupamento pelo método Ward -
Modified Location Model (MLM). Para obtencdo da matriz de dissimilaridade

vii



genética, com base nos locos ISSR, foi utilizado o complemento aritmético do
indice de Jaccard e para os locos microssatélite, o indice de Smouse e Peakall.
Foi realizada andlise de agrupamento baseada em modelo bayesiano para
determinar o numero Otimo de clusters genéticos, utilizando-se o software
Structure para ambos os marcadores moleculares. Foi obtido um agrupamento
conjunto para os marcadores ISSR e SSR pelo método de Ward-MLM e um
agrupamento  comparativo entre 0os dendrogramas das variaveis
morfoagronémicas e moleculares. Foi observada uma ampla variabilidade entre
0S acessos estudados, sendo os caracteres cor do fruto maduro e formato do
fruto aqueles com maior nimero de classes observadas. As caracteristicas
guantitativas diametro do fruto e dias para germinacdo foram as que mais
contribuiram para a divergéncia dos acessos, sendo evidenciados, também,
plantas com diferentes portes e habitos de crescimento, que sdo importantes para
0 planejamento do cultivo de pimentas. Com base nos descritores
morfoagronémicos, foi possivel a obtencéo de seis grupos distintos, ndo havendo
correlacdo entre a procedéncia dos acessos e a formacdo dos grupos. A analise
bayesiana permitiu a distincdo de dois clusters, tanto para ISSR quanto para SSR
e a analise conjunta dos mesmos formou seis grupos. Ambos 0s agrupamentos
nao foram correlacionados com a procedéncia, possivelmente, devido ao intenso
intercambio de pimentas entre produtores, consumidores e comerciantes. A
andlise conjunta das variaveis morfoagronémicas e moleculares apresentou uma
taxa de emaranhamento de 0,58, evidenciando a divergéncia dos acessos entre
os grupos de ambos os dendrogramas. Isso pode ter ocorrido porque 0S
marcadores moleculares ndo sdo especificos para determinadas caracteristicas
fenotipicas, amplificando sequéncias conservadas do genoma das pimentas. Nao
houve duplicata, e as trés andlises realizadas com base em descritores
morfoagrondmicos e/ou moleculares demonstraram adequabilidade na
discriminagéao dos acessos, apesar do arranjo dos acessos diferenciarem entre as
analises, demonstrando a complementacdo das informacdes e a importancia de

todas as analises no estudo de divergéncia genética.
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ABSTRACT

BIANCHI, Paola Alvares; M.Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Marco de 2017; VARIABILIDADE INTRAESPECIFICA PARA
CARACTERES MORFOLOGICOS, AGRONOMICOS E MOLECULARES ENTRE
ACESSOS DE Capsicum chinense L. Orientadora: Profé. Rosana Rodrigues;
Conselheiras: Prof2. Telma Nair Santana Pereira e Dr2. Claudia Pombo Sudré.

Brazil is one of the diversity centers for the genus Capsicum, including
domesticated, semidomesticadas and wild species. C. chinense stands out for the
wide morphological variability, present in its fruits shape, size and color, which are,
in most cases, pungent and aromatic. This work aims to characterize and estimate
the genetic diversity among 55 accessions of C. chinense from the germplasm
collection of the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro —
UENF. We used 37 morphoagronomic descriptors, 18 Inter Simple Sequence
Repeats (ISSR) and 17 Simple Sequence Repeat (SSR) pairs. The qualitative
variables were submitted to descriptive analysis, utilizing the mode, and the
guantitative descriptors were submitted to the normality test, using the Lilliefors
method, followed by analysis of variance, grouping of means by the Scott-Knott
criterion, estimation of the coefficients of phenotypic correlation and the relative
importance of quantitative traits for genetic divergence. The distance matrix, based
on the Gower Distance, was obtained for the 37 morphoagronomic variables and
the grouping by the Ward method - Modified Location Model (MLM). To obtain the
genetic dissimilarity matrix, based on the ISSR loci, the arithmetic complement of
the Jaccard Index was used, and for the microsatellite loci, the Smouse and
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Peakall were used. Bayesian modeling was performed to determine the optimum
number of genetic clusters using the software Structure for both molecular
markers. Clusters with ISSR and SSR markers were obtained by the Ward-MLM
method, as well as comparative grouping between the dendrograms of the
morphoagronomic and molecular variables. It was observed a wide variability
among the accesses utilized in this study. The characters, such as, color of the
mature fruit and fruit shape displayed the highest number of classes observed.
The quantitative characteristics, such as, fruit diameter and days for germination
were the ones that contributed the most for divergence among accesses, being
also evidenced by the plants with different sizes and growth habits, which are
important for pepper -cultivation planning. Based on the morphoagronomic
descriptors, it was possible to obtain six distinct groups, with no correlation
between the origin of the accessions and the formation of the groups. Bayesian
analysis allowed to distinguish two clusters, for ISSR and SSR, and based on the
joint analysis, six clusters were formed. No clusters had correlation with origin,
possibly due to the intense exchange of peppers among producers, consumers
and traders. The joint analysis of the morphoagronomic and molecular variables
presented an entanglement rate of 0.58, evidencing the divergence of the
accesses between the groups of both dendrograms. This may have occurred
because the molecular markers are not specific for certain phenotypic
characteristics, amplifying conserved sequences of the genome of the peppers.
There was no duplicate and three analysis based on morphoagronomic and/or
molecular descriptors showed adequacy in the access discrimination, besides, the
arrangement of the accesses differentiate between the analysis, demonstrating the
completeness of the information and the importance of all the analysis for genetics

divergence studies.



1. INTRODUCAO

O género Capsicum compreende as pimentas e os pimentdes. Possuem
grande importancia nutricional e econémica, além de ambos serem amplamente
cultivados em todo o mundo (Hill et al., 2013). Essas espécies ocupam uma
significativa posicdo no mercado brasileiro de hortalicas, destacando-se entre as
dez de maior consumo, tanto em valor, quanto em volume comercializado (Cezar
et al., 2009). Em ambito nacional, o género Capsicum possui importancia
econdmica, bioldgica e cultural, o que se caracteriza pelos multiplos usos do fruto
na culinaria das diversas regides brasileiras (Sudré et al., 2010).

O género Capsicum possui 38 espécies, incluindo as novas espécies
recentemente descritas, como a C. caatingae, C. longidentatum e C. eshbaughii
(Barboza et al., 2011). Dentre as espécies desse género, cinco sao cultivadas, a
citar: C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum, e C. pubescens, as
quais apresentam importancia econémica como alimento e especiaria (Moscone
et al., 2007). O Brasil € um dos centros de diversidade secundéario do género,
abrigando espécies domesticadas, semidomesticadas e silvestres. Esses autores
afirmam, também, que as espécies desse género possuem grande variabilidade
guanto aos seus principais caracteres morfoldgicos, como formato, tamanho, cor
e posicao de flores e frutos. As plantas de pimenta s&o, preferencialmente,
autdégamas, diploides, com 2n=2x=24 ou 2n=2Xx=26 Cromossomaos.

O cultivo dessa hortalica estad difundido em todas as regides do Brasil,

sendo que as principais areas de cultivo sdo as regides Sudeste e Centro-Oeste



(Costa et al., 2010). Sao importantes tanto pelas caracteristicas de rentabilidade,
principalmente quando o produtor agrega valor ao produto, quanto pela
importancia social (Rufino e Penteado, 2006).

Os frutos podem ser consumidos in natura, processados ou como matéria-
prima na composi¢cdo de medicamentos e cosméticos (Cheema e Pant, 2011).
Podem, ainda, ser pungentes ou nédo, dependendo da existéncia de alcaloides
conhecidos como capsaicinoides, entre 0s quais 0 componente mais importante é
a capsaicina (Lopez et al.,, 2012). Pesquisas indicam que a capsaicina tem
propriedade anti-inflamatoria, antioxidante e tem capacidade de promover a
liberacdo de endorfina, responsavel pela sensacao de bem-estar e pela variacao
do humor (Chhabra et al., 2012; Zimmer et al., 2012).

Segundo Valois et al.,, (2001), a caracterizacdo pode ser morfologica,
reprodutiva, bioguimica, citogenética ou molecular. Essa atividade envolve,
normalmente, os caracteres controlados por poucos genes, de carater altamente
herdavel, estavel e qualitativo. Nesse contexto, os estudos com descritores
morfologicos fazem contribuicdes significativas para compreenséo da diversidade
genética. Com o uso destes, pode-se gerar uma grande quantidade de
informacdes fenotipicas, que permitem o0 agrupamento de genoétipos e o
planejamento de cruzamentos de forma eficiente (Spooner et al., 2005).

Na avaliacdo da diversidade genética, destacam-se, também, os
marcadores moleculares, pois, quando comparados com outros tipos de
marcadores, apresentam maior numero de locos polimérficos, permitindo a
distincdo entre acessos, mesmo com morfologia similar (Borém e Caixeta, 2009).
Algumas complicacbes, como o efeito ambiental, tempo necesséario para
avaliacdes, heranca poligénica, entre outras podem ser evitadas pelo uso da
andlise direta do genétipo por meio de marcadores moleculares de DNA
(Carvalho e Bianchetti, 2004).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro vem
desenvolvendo atividades de conservacdao, avaliacdo e caracterizagdo de
germoplasmas de Capsicum L. Sua colecdo contempla cerca de 400 acessos
desse género, incluindo as espécies C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C.
frutescens, C. pubescens, oriundos de diversas regifes do Brasil, Peru, Argentina,
México, Estados Unidos e Japdo. O programa de melhoramento dessa Instituicao

vem desenvolvendo pesquisas com diferentes vertentes, tais quais: identificacao



de fontes de resisténcia a doencas, protecdo e registro de cultivares,
mapeamento genético e, principalmente, caracterizacdo e avaliagdo de genaotipos
do género (Sudré et al., 2005; Bento et al., 2007; Leite, 2014; Moulin et al., 2015;
Pimenta et al., 2016).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar e estimar a diversidade genética entre 55 acessos de C.
chinense da colecdo de germoplasma do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

2.2. Objetivos Especificos

i) Caracterizar 55 acessos de C. chinense, utilizando-se descritores
morfoagronémicos;

i) Caracterizar, molecularmente, 55 acessos de C. chinense com
marcadores ISSR e microssatélites;

i) Identificar possiveis duplicatas entre os acessos da cole¢do de

germoplasma de C. chinense da UENF.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Origem e dispersédo geogréafica do género Capsicum

O género Capsicum, pertencente a familia Solanaceae, tem como origem a
regido tropical da América, abrangendo diversos paises da América do Norte,
Central e Latina (Nuez et al., 1996). Esse género € conhecido desde o inicio da
civilizacao e, possivelmente, evoluiu a partir de uma forma ancestral em areas da
Bolivia e do Peru, estando presente na dieta humana desde 7500 anos a.C.
(MacNeish, 1964; Basu e De, 2003). As espécies de Capsicum tém como centros
de diversidade secundéarios as regides sul dos EUA e México até oeste da
América do Sul; nordeste do Brasil a costa venezuelana; costa Oeste Brasileira e
centro da Bolivia e Paraguai até o norte e o centro da Argentina (Moscone et al.,
2007).

As antigas civilizagbes usavam os frutos para melhorar as caracteristicas
visuais e de sabor dos alimentos, selecionando variedades para usos
caracteristicos como, por exemplo, preservar os alimentos de contaminagdo por
bactérias e fungos patogénicos (Reifschneider, 2000). Foram encontrados
microfosseis dos frutos em uma caverna no Vale de Tehuacan, no México,
tornando-se a evidéncia mais remota da domesticagcdo das pimentas (Walsh e
Hoot, 2001; Perry et al., 2007).

As pimentas foram introduzidas na Europa, na Africa e na Asia com a
chegada dos navegadores portugueses e espanhois nas Ameéricas. Suas

embarcacdes foram fundamentais para a dispersdo das pimentas pelo mundo



(Andrews, 1984). Em meados do século XVI, as espécies C. frutescens e C.
chinense eram encontradas na Europa e na Africa e, no século XVII, ja estavam
presentes na Oceania, revelando a rapida aceitacdo das pimentas na dieta dos
povos europeus e seus Vvizinhos asiaticos e africanos (Casali e Couto, 1984; Nuez
et al., 1996).

Possivelmente, outra forma de dispersdo das pimentas foi por meio de
passaros que consumiam seus frutos e espalhavam as sementes em outras areas
(Tewksbury e Nabhan, 2001). Alguns centros secundarios de diversidade da
espécie se encontram no sudeste e no centro da Europa, na Africa, na Asia e em
partes da América Latina (Carvalho e Bianchetti, 2008).

O Brasil é o centro secundério de diversidade da espécie C. chinense, que
possui sua ampla diversidade na regido da Bacia Amazbnica. As espécies
semidomesticadas e silvestres se encontram na regido andina e na regiao
litorAnea brasileira. A maior quantidade de espécies silvestres estd no Brasil,
sobretudo na Regido Sudeste e nas regifes de Mata Atlantica, principal centro de

diversidade dessas plantas (Reifschneider, 2000).

3.2. Aspectos botéanicos e reprodutivos de Capsicum

Pimentas do género Capsicum fazem parte do reino Plantae, divisdo
Spermatophyta, filo Angiospermae, da ordem Solanales e familia Solanaceae
(Moreira, et al., 2006). As espécies desse género sao classificadas de acordo com
o nivel de domesticacdo; dessa forma, o género € composto por 38 espécies,
incluindo novas espécies descritas, como a C. caatingae, C. longidentatum e C.
eshbaughii (Barboza et al., 2011), sendo cinco domesticadas, C. annuum, C.
baccatum var. pendulum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens. As espécies
podem ser separadas, conforme o numero basico de cromossomos, em dois
grupos: um com n=x=12, englobando espécies cultivadas e algumas silvestres e
outro com n=x=13 cromossomos, que abriga espécies silvestres (Moscone et al.,
2007).

Em Capsicum, as espécies sdo agrupadas em trés complexos génicos,
com base na sua cruzabilidade e obteng&o de hibridos férteis. O complexo C.
annuum reune as espécies C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. chacoense

e C. galapagoense; o complexo C. baccatum reune C. baccatum var. baccatum,



C. baccatum var. pendulum e C. praetermissum e o complexo C. pubescens
reune espécies silvestres e apenas uma cultivada, C. pubescens (Pickersqill,
1991).

As espécies desse género sdo, preferencialmente, autbgamas, ou seja, 0s
gametas fecundados pertencem a uma mesma flor, porém a polinizagdo cruzada
também pode ocorrer com taxas que variam de 2 a 90% e pode ser facilitada por
alteracdes morfologicas na flor, pela acdo de insetos polinizadores, por praticas
de cultivo, dentre outros fatores (Carvalho e Bianchetti, 2007). Nas espécies
domesticadas, o estigma se encontra no mesmo nivel das anteras, aumentando a
possibilidade de autopolinizagdo, enquanto que, nas espécies silvestres, o
estigma esta acima das anteras, facilitando a fecundacdo cruzada (Casali e
Couto, 1984).

As espécies do género Capsicum podem ser anuais, bianuais e perenes
(Bosland, 1996). Os arbustos perenes séo a forma de crescimento predominante,
embora espécies como C. annum, C. chinense e C. frutescens apresentem
crescimento herbaceo bianual. Elas possuem sistema radicular pivotante, com um
namero elevado de ramificacdes laterais e profundidades que variam entre 70 e
120 cm. A variabilidade foliar se d4 em termos de coloracdo, formato, pilosidade e
tamanho, enquanto o formato pode ser ovalado, lanceolado ou deltoide,
apresentando coloracdo verde, ou, também, observadas folhas variegadas e
violetas (Carvalho e Bianchetti, 2007).

As flores sdo hermafroditas, sendo o 6rgdo essencial para taxonomia das
espécies do género Capsicum, que possui trés grupos de acordo com a cor de
sua corola. C. baccatum possui corola branca com manchas e anteras amarelas,
e C. pubescens corola e anteras purpuras ou violeta. Ja C. annuum, C. frutescens
e C. chinense possuem corola que varia entre a cor branca, amarelo esverdeado
e lilas com anteras purpuras a violeta, com algumas espécies apresentando
manchas na corola, esta Ultima diferenciando-se, taxonomicamente, pelo nimero
de flores por né e a constricdo anular do calice (Guerra, 2001).

De acordo com Carvalho e Bianchetti (2007), o fruto € uma baga de
estrutura oca e com sua forma lembrando uma capsula. Eles apresentam uma
grande variabilidade morfolégica, destacada pela diversidade de formas,
tamanhos, coloracbes e pungéncias. Os frutos maduros possuem, em sua

maioria, coloragdo vermelha, mas também podem variar desde o amarelo-leitoso,



amarelo-forte, alaranjado, salméo, vermelho, roxo e até preto. O formato varia
entre e dentro das espécies, com frutos alongados, arredondados, triangulares ou
conicos, campanulados, quadrados ou retangulares.

A espécie C. chinense se destaca pela ampla variabilidade morfolégica,
presente em suas formas, tamanhos e cores dos frutos, que sdo, em sua maioria,
pungentes e aromaticos. Os tipos de pimenta mais conhecidos dessa espécie sdo
habanero, pimenta-de-cheiro, murupi, biquinho, pimenta-de-bode e cumari-do-
Para (Ribeiro et al., 2008). Seus frutos sdo, geralmente, pendentes, persistentes,
com polpa firme, apresentam constricdo anelar na juncdo com o pedicelo e
possuem coloracdo que varia entre tons amarelo leitoso, amarelo-claro, amarelo-
forte, alaranjado, salmao, vermelho e preto. As flores se apresentam em numero
de duas a cinco por né, e sua corola € branca esverdeada, normalmente sem
manchas e com l6bulos planos. As anteras sdo, geralmente, azuis ou roxas
(Costa e Henz, 2007).

3.3. Importancia econémica e nutricional

As pimentas estdo sendo cada vez mais utilizadas na alimentagéo, tanto no
consumo do fruto in natura quanto no uso de pimenta desidratada ou
industrializada, além das conservas, usos medicinais e ornamentais (Diprado et
al., 2012). O mercado interno é distribuido de acordo com os habitos alimentares
de cada regido, sendo que os estados onde sdo consumidos pratos mais picantes
possuem um mercado regional mais intensificado (Rufino e Penteado, 2006).

Uma importante parte do mercado de hortalicas do Brasil € composta por
esse género, que inclui as pimentas e pimentdes. A Asia é a principal regido
produtora no mundo, representada, especialmente, pela China com producao de,
aproximadamente, 16 milhdes de toneladas, seguida pela América do Norte,
representada pelo México, com producdo média de 2 milhdes de toneladas de
pimentas e pimentdes em 2014 (FAO, 2014). No Brasil, o cultivo de pimentas e
pimentdes, em 2006, teve uma producao de, aproximadamente, 20 mil e 249 mil
toneladas, respectivamente (IBGE, 2006). No ambito nacional, os principais
estados produtores de pimenta sdo Minas Gerais, Sao Paulo, Goias, Ceara e Rio

Grande do Sul. A area cultivada € de cerca de 5 mil hectares, com producéo



aproximada de 75 mil toneladas. A produtividade média depende do tipo de
pimenta cultivada, variando de 10 a 30 t ha! (Reifschneider e Ribeiro, 2008).

De acordo com Nascimento (2006), devido a exploracdo de novas
variedades de pimentas e aos diversos fins empregados, como sua utilizacdo em
conservas, geleias e outras formas processadas, 0 seu consumo e 0 seu volume
de comercializacdo, no Brasil, vém aumentando. Além desses, 0 seu uso na
industria de cosméticos e para fins medicinais vem salientando sua importancia,
gerando renda para o pequeno produtor, que pratica a agricultura familiar. As
pimentas malagueta (C. frutescens); a pimenta-de-cheiro, pimenta-de-bode,
cumari-do-Para, murupi, biquinho (C. chinense); a dedo-de-moca e cambuci (C.
baccatum) sao alguns dos tipos mais cultivados no pais (Ribeiro et al., 2008).

A variedade de formatos, tamanhos e atributos sensoriais das pimentas,
como sua pungéncia e aroma, sado fatores que as tornam populares e mais
atraentes ao paladar (Henz e Ribeiro, 2008). As pimentas s&o excelentes fontes
de vitaminas C e E, carotenoides e xantofilas (Perucka e Materska, 2007), e
possuem, também, compostos flavonoides e outros metabdlitos secundarios com
propriedades antioxidantes, os quais sdo importantes para a saude por auxiliarem
na prevencao de doencas pela inativagéo de radicais livres (Lutz e Freitas, 2008).
Alguns flavonoides, como a apigenina, também atuam no aumento da formacéo
de neurdnios humanos e no fortalecimento da comunicacao entre eles (Souza et
al., 2015). C. baccatum e C. chinense tém as maiores concentracdes de acido
ascorbico e fendis totais, sendo, portanto, recomendadas para consumo humano
como fonte de fitoquimicos com atividade antioxidante (Antonious et al., 2006).

Fatores, como cultivar, estadio de maturacdo e cultivo, influenciam na
guantidade de carotenoides nos tecidos dos frutos (Lutz e Freitas, 2008). A
capsantina presente nas pimentas parece proteger contra doengas do coracdo e
cancer de pulmao, estbmago, colo do Utero e garganta (Wall et al., 2001). Os
frutos do género possuem, também, proteinas, glicidios, lipideos, minerais, agua
e pequena taxa de matéria seca, cerca de 20 a 24%. Os frutos sao, ainda, fontes
importantes de fibras, elementos essenciais no processo de digestdo e que
previnem problemas intestinais (Reifschneider, 2000).

Os frutos do género podem ser pungentes ou ndo pungentes. Essa
caracteristica esté relacionada a presenca de capsaicinoides, sendo a capsaicina

e a dihidrocapsaicina as mais importantes. Destacam-se, ainda, o teor de



10

carotenoides, associados a cor vermelha, e a presenca de &cido ascorbico nos
frutos. Os capsaicinoides sao produzidos na placenta, ao longo da qual séo
dispostas as sementes. A aplicacdo farmacéutica da capsaicina é atribuida as
suas propriedades antioxidantes, anticancerigenas, antiartrites e analgésicas
(Simdes et al., 2004; Akbar et al., 2010; Ashrafi et al., 2012).

O controle genético da determinacdo dos niveis de pungéncia em frutos de
Capsicum € atribuido a um gene dominante. Em contrapartida, algumas
pesquisas atribuem o controle da heranca a poucos genes de efeito pronunciado
e a existéncia de um complexo poligénico que regula a expressdo dessa
caracteristica (Saccardo, 1992). A auséncia de pungéncia em pimentas €
controlada por um Unico gene recessivo, 0 pun-1, também conhecido como c¢
(Wang e Bosland, 2006).

3.4. Caracterizagdo morfolégica

A caracterizacdo e a avaliacdo dos acessos dos bancos e cole¢des de
germoplasma permitem que se conhegam e se identifiquem o acervo disponivel e
0s acessos duplicados, bem como a formacdo de cole¢bes nucleares e a
identificacdo de ocorréncia ou ndo de variabilidade individual dos acessos (Valls,
2007). De forma geral, a caracterizacdo pode ser morfolégica, agrondémica,
bioquimica, citogenética e molecular. Os descritores sdo, geralmente, caracteres
com alta herdabilidade e apresentam pouca ou nenhuma influéncia ambiental
(Valois et al., 2001; Rodrigues et al., 2010).

A identificacdo das espécies de Capsicum baseia-se em caracteristicas
relacionadas a morfologia floral, tais como cor da flor, constricdo do célice e
namero de flores por nd, que estdo entre os descritores mais utilizados na
diferenciacéo das espécies (Ince et al., 2010). No entanto, outros descritores sédo
considerados essenciais para uma caracterizagdo mais precisa do germoplasma,
tais como as indicadas pelo International Plant Genetic Resource Institute (IPGRI,
1995), atualmente renomeado Bioversity International.

E essencial a caracterizacdo e avaliagdo nos bancos e colegbes de
germoplasma das espécies domesticadas de Capsicum para o uso dos
melhoristas, pois uma grande variabilidade, ainda nao totalmente conhecida e

explorada, pode estar disponivel nessas espécies (Guzman et al, 2005). Apesar
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da precisdo na estimativa da divergéncia genética entre acessos por meio de
marcadores moleculares, o conhecimento do fendtipo dado por descritores
morfolégicos e agrondmicos é de extrema importancia (Sudré et al., 2010), devido
a sua capacidade de discriminar fenétipos de forma eficiente, além de permitir a
identificacdo da variabilidade genética existente entre os genotipos avaliados.

Baba et al., (2015), avaliando a divergéncia genética entre acessos de C.
chinense por meio de marcadores moleculares do tipo AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e caracterizacdo morfologica, concluiram que a anélise
conjunta das informacdes, moleculares e morfologicas, permitiram uma estimativa
mais precisa da divergéncia genética entre 0os acessos, recomendando 0 uso
dessas informac@es, quando possivel, para estudos similares.

A andlises multivariadas sao utilizadas para estimar a diversidade genética
por ser uma ferramenta que permite combinar as diferentes informacdes contidas
no experimento, tornando possivel a caracterizacdo dos genoétipos com base em
um conjunto de variaveis (Ferrdo et al., 2011). A aplicacdo da analise de
agrupamento depende da utilizacdo de distancia de dissimilaridade ou
similaridade previamente estimada.

Os métodos de agrupamento de otimizacao e hierarquicos, como 0 método
de Tocher (Rao, 1952), de ligacdo média entre grupos (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean — UPGMA), normalmente complementam os
estudos de caracterizacdo e avaliacdo. Dentre os métodos multivariados, o
procedimento Ward - Modified Location Model (MLM), proposto por Franco et al.
(1998), consiste em uma excelente estratégia para a quantificacdo da
variabilidade, utilizando-se as variaveis quantitativas e qualitativas
simultaneamente. Os dados qualitativos utilizados nas analises multivariadas séo
de natureza binaria, isto é, auséncia (0) ou presenca (1) de uma determinada
caracteristica ou multicateg6rica, quando ha mais de duas classes possiveis na
caracterizagdo da variavel. Para a caracterizacdo morfoagrondmica, sdo mais

utilizadas as variaveis multicategéricas (Sudré et al., 2006).

3.5. Uso de Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sao ferramentas auxiliares aos descritores

morfolégicos convencionais, pois permitem aos pesquisadores acessar a
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variabilidade genética dentro e entre espécies, auxiliando na identificagcdo de
novas fontes de variabilidade e de utilidade no desenvolvimento de novas
cultivares de pimenta (Prince et al., 1995; Rodriguez et al., 1999).

A caracterizacdo morfologica vem sendo complementada pelo uso dos
marcadores moleculares, pois eles cobrem parte do genoma e s&o pouco ou nao
influenciados pelo ambiente (Gouldo e Oliveira, 2001). S&o definidos como
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Eles possuem vantagens como
estabilidade, sdo detectaveis em todos os tecidos independentemente da idade
da planta e ndo sofrem influéncia ambiental, pleiotropica ou epistatica (Agarwal et
al., 2008).

As técnicas moleculares sdo empregadas na estimativa da diversidade,
auxiliando na selecdo de gendtipos a serem utilizados em cruzamentos para
programas de melhoramento (lbiza et al., 2012). Esse tipo de caracterizagéo pode
ser utilizado para fingerprinting de genotipos, estudos de diversidade genética,
mapeamento, avaliacdo de estrutura populacional e na selecdo de gendtipos
desejaveis para o melhoramento de plantas (Rauscher e Simko, 2013).

O genoma dos eucariotos possui sequéncias simples repetidas, que
consistem de um a seis nucleotideos repetidos em tandem, sendo denominadas
Microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats). As sequéncias de DNA que
flanqueiam os microssatélites, geralmente, sdo conservadas entre os individuos
de uma mesma espécie, permitindo a selecdo de iniciadores especificos que
amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos o0s
genatipos. Os produtos da amplificacdo sdo observados em gel de poliacrilamida
ou em gel de agarose de alta resolucéo (Borém e Caixeta, 2009).

Os marcadores SSR e ISSR sdo considerados Uteis nos estudos de
diversidade genética por possuirem vantagens, devido a alta reprodutibilidade,
sobre outros métodos baseados em PCR, tais como RAPD e AFLP (Gouldo e
Oliveira, 2001).

Os microssatélites (SSR) possuem heranca codominante, sdo altamente
polimorficos e muito abundantes por todo o genoma, possuem alta
reprodutibilidade e a andlise ndo requer grandes quantidades de DNA (Kumar et
al., 2009; Ince et al., 2010). Esses marcadores tém alta taxa de transferéncia

entre espécies relacionadas (Ince et al., 2010). A anélise dos locos microssatélites
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é feita pela técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR), utilizando-se os
iniciadores complementares as regides que os flanqueiam. O polimorfismo em um
loco é revelado pelas diferengcas no nimero de vezes em que um microssatélite é
repetido nele. Essas variagdes no numero de repeticbes estdo relacionadas ao
comprimento do segmento amplificado via PCR, as quais sao detectadas pela
separacao deste por meio da eletroforese (Buso et al., 2003).

Os marcadores ISSR permitem uma diferenciacdo rapida entre individuos,
devido ao elevado grau de polimorfismo e baixo custo (Borba et al., 2005). E uma
técnica simples, eficiente e possui alta reprodutibilidade. O ISSR € um marcador
baseado em microssatélite, dominante, que ndo necessita do conhecimento
prévio do genoma e do desenho do primer clonado. Ele possui diversas
aplicacdes em genética de populagcdes, por exemplo, no estudo de fluxo génico,
andlise de paternidade ou, ainda, na identificacdo de cultivares (Reddy et al.,
2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricao do germoplasma

Foram avaliados 55 acessos de Capsicum chinense (Tabela 1) do banco
de germoplasma de Capsicum spp. da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro.

Tabela 1. Acessos e procedéncia de C. chinense. UENF, Campos dos
Goytacazes, 2017.

Acessos Procedéncia Acessos Procedéncia
UENF 1707 Séao Luiz, MA UENF 2086 UNEMAT
UENF 1708 Séao Luiz, MA UENF 2087 UNEMAT
UENF 1720 lIhéus, BA UENF 2091 UNEMAT
UENF 1721 lIhéus, BA UENF 2093 UNEMAT
UENF 1722 Ilhéus, BA UENF 2097 UNEMAT
UENF 1726 IIhéus, BA UENF 2100 UNEMAT
UENF 1730 Peru UENF 2101 UNEMAT
UENF 1736 Sao Domingos, ES UENF 2106 UNEMAT
UENF 1753 IIhéus, BA UENF 2107 UNEMAT
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Acessos Procedéncia Acessos Procedéncia
UENF 1764 Belém, PA UENF 2110 UNEMAT
UENF 1765 Belém, PA UENF 2111 UNEMAT
UENF 1768 Belém, PA UENF 2112 UNEMAT
UENF 1770 Belém, PA UENF 2113 UNEMAT
UENF 1787 Séo Luiz, MA UENF 2115 UNEMAT
UENF 1788 Séao Luiz, MA UENF 2116 UNEMAT
UENF 1791 Séao Luiz, MA UENF 2118 UNEMAT
UENF 2036 Campos, RJ UENF 2123 UNEMAT
UENF 2044 Campos, RJ UENF 2129 UNEMAT
UENF 2051 Campos, RJ UENF 2130 UNEMAT
UENF 2066 Campos, RJ UENF 2131 UNEMAT
UENF 2073 Rio das Ostras, RJ UENF 2133 UNEMAT
UENF 2074 Rio das Ostras, RJ UENF 2134 UNEMAT
UENF 2075 Rio das Ostras, RJ UENF 2135 UNEMAT
UENF 2078 UNEMAT UENF 2137 UNEMAT
UENF 2079 UNEMAT UENF 2140 UNEMAT
UENF 2082 UNEMAT UENF 2153 UNEMAT
UENF 2083 UNEMAT UENF 2154 UNEMAT
UENF 2085 UNEMAT

4.2. Condic0Oes de cultivo e delineamento experimental

Os acessos foram semeados em bandejas de poliestireno de 128 células,
contendo substrato comercial Vivatto®. Foram semeadas duas sementes por
célula, com posterior desbaste. As bandejas foram mantidas em camara de
crescimento até as mudas estarem com dois pares de folhas definitivas. O
transplante foi feito para vasos plasticos de cinco litros, constituido de uma
mistura de terra, areia e esterco, na proporgéo de 1:1:1.

As plantas foram conduzidas em casa de vegetacéao (Figura 1), na Unidade
de Apoio a Pesquisa (UAP), da UENF, em Campos dos Goytacazes, RJ. O

delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC), com cinco
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repeticdes e as plantas distribuidas no espagamento de 1,0 m entre linhas e 0,5 m
entre plantas. Todos os tratos culturais utilizados seguiram as recomendacdes de

Filgueira (2012) com algumas adaptacdes para cultivo protegido.

Figura 1. Experimento conduzido em casa de vegetacdo na UAP/UENF. UENF,
Campos dos Goytacazes, 2017.

4.3. Caracterizacdo morfolégica

Os acessos foram caracterizados com base nos descritores
morfoagrondémicos especificos para Capsicum, que sao disponibilizados pelo
Bioversity International (IPGRI, 1995). Foram avaliadas 21 caracteristicas

qualitativas e 16 quantitativas (Tabelas 2 e 3).



Tabela 2. Descritores qualitativos utilizados para avaliar os 55 acessos de C. chinense e suas respectivas classes observadas.
UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.

Descritores?

Classes observadas

CH
CFC

FFC
cc
CAN
FC
PC
HC
FF
PF
CCRL

1 = Branco; 2 = Verde; 3 = Roxo;

1 = Verde claro; 2 = Verde; 3 = Verde escuro; 4 = Roxo claro; 5 = Roxo; 6 = Roxo escuro; 7 = Variegado; 8 = Amarelo
9 = Qutro;

1 = Deltoide; 2 = Oval; 3 = Lanceolada; 4 = Alongada-deltoide;

1 = Verde; 2 = Verde com listras rosas; 3 = Roxo; 4 = Outro;

1 = Verde; 3 = Roxo claro; 5 = Roxo; 7 = Roxo escuro;

1 = Cilindrico; 2 = Angulado; 3 = Achatado;

3 = Esparso; 5 = Intermediario; 7 = Denso;

3 = Prostrado; 5 = Intermediario; 7 = Ereto; 9 = Outro;

1 = Deltoide; 2 = Oval; 3 = Lanceolada,;

3 = Pingente; 5 = Intermediaria; 7 = Ereta;

1 = Branca; 2 = Amarelo claro; 3 = Amarela; 4 = Amarela esverdeada; 5 = Roxa com a base branca; 6 = Branca com

a base roxa; 7 = Branca com a margem roxa; 8 = Roxa; 9 = Outro;

1 CH - Cor do Hipocoétilo; CFC - Cor da folha cotiledonar; FFC - Forma da folha cotiledonar; CC - Cor do caule; CAN - Cor da
antocianina do n6; FC - Forma do caule; PC - Pubescéncia do caule; HC - Habito de crescimento da planta; CFO - Cor da folha; FF -
Forma da folha; PF - Posicéo da flor; CCRL - Cor da corola; CMC - Cor da mancha da corola.

LT



Tabela 2 - Cont.

Descritores? Classes observadas
CA 1 = Branca; 2 = Amarela; 3 = Azul claro; 4 = Azul; 5 = Roxa; 6 = outro;
NFA 1 = uma; 2 = duas; 3 = trés ou mais; 4 = muitas com entrené curto; 5 = uma e duas; 6 = uma, duas e trés; 7 =

duas e trés e 8 = duas, trés e quatro;

FCRL 1 = Redonda; 2 = Campanulada; 3 = Outro;

CFEI 1 = Branco; 2 = Amarelo; 3 = Verde; 4 = Laranja; 5 = Roxo; 6 = Roxo profundo; 7 = Outro;

CFM 1 = Branco; 2 = Amarelo-lim&o; 3 = amarelo alaranjado claro; 4 = Laranja amarelado; 5 = Laranja claro; 6 =
Laranja; 7 = Vermelho claro; 8 = Vermelho; 9 = Vermelho escuro; 10 = Roxo; 11 = Marrom; 12 = Preto; 13 =

Outro;
FFR 1 = Alongado; 2 = Arredondado; 3 = Triangular; 4 = Campanulado; 5 = Bloco; 6 = Outro;
PBF 0 = Ausente; 1 = Presente;
SFR 1 = Lisa; 2 = Semi-enrugada; 3 = Enrugada;
NL 1 =Um; 2 = Dois; 3 = Trés; 4 = Quatro;
CPS 1 = Presente; 0 = Ausente. Testada utilizando-se vanadato de aménio.

1 CA - Cor da antera; NFA - N° de flores por axila; FCRL - Formato da corola; CFEI - Cor do fruto no estadio intermediario; CFM - Cor
do fruto no estadio maduro; FFR - Forma do fruto; PBF - Pescoc¢o na base do fruto; SFR - Superficie do fruto; NL - Numero de
Loculos; CPS — Capsaicina.

8T



Tabela 3. Descritores quantitativos utilizados para avaliar os 55 acessos de C. chinense. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.

Descritores?

Método de avaliacéo

AP (cm) Verificado quando 50% das plantas apresentarem frutos maduros, medindo-se da superficie do solo até o ponto
mais alto da planta com auxilio da trena metalica;
DCO (cm)  Medido ap6s a primeira colheita entre os pontos mais largos da copa, com auxilio de uma trena metélica;
DCA (mm) Medido na parte mediana da primeira bifurcacdo, com o uso de um paquimetro digital;
DPG Numero de dias da semeadura até que 50% das plantas tenham germinado;
DPFL Numero de dias da germinacao até que 50% das plantas tenham, pelo menos, uma flor aberta;
DPFR Numero de dias da germinacdo até que 50% das plantas tenham frutos maduros na primeira e na segunda
bifurcacao;
DPM Numero de dias apds a germinacao até que 50% dos frutos estejam maduros;
CFR (mm)  Determinado na regido longitudinal dos frutos, em uma média de cinco frutos maduros;
DFR Determinado na regido equatorial dos frutos, em uma média de cinco frutos maduros;
MMF Determinado quando o fruto estiver maduro;
CFC Medido quando estiverem totalmente desenvolvidos;
DFC Medido quando estiverem totalmente desenvolvidos;
CF (cm) Medido quando as folhas estiverem totalmente desenvolvidas, em uma média de cinco folhas por planta;
LF (cm) Medido quando as folhas estiverem totalmente desenvolvidas, em uma média de cinco folhas por planta;
CP (mm) Determinado quando o fruto estiver maduro, em uma média de cinco frutos;
EP (mm) Medido na maior espessura da polpa do fruto apds um corte transversal, em uma média de cinco frutos maduros.

1 AP - Altura da planta; DCO - Diametro da copa; DCA - Diametro do caule; DPG — Dias para germinacdo; DPFL - Dias para
florescimento; DPFR - Dias para frutificacdo; DPM — Dias para maturacdo; CFR - Comprimento do fruto; DFR - Diametro do fruto;
MMF — Massa média do fruto; CFC - Comprimento da folha cotiledonar; DFC - Diametro da folha cotiledonar; CF - Comprimento da
folha; LF - Largura da folha; CP - Comprimento do pedunculo; EP - Espessura do pericarpo.

6T
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4.4. Analise estatistica dos dados morfoagronémicos

4.4.1. Variaveis qualitativas

Os descritores qualitativos foram avaliados, utilizando-se a estatistica
descritiva com base na moda, que se constitui no valor mais frequente em um

conjunto de variaveis das notas atribuidas a cada gendétipo.

4.4.2. Variaveis quantitativas

Os descritores quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade dos
dados pelo método de Lilliefors. Apés a verificacdo das pressuposicées para uma
andlise de variancia, os caracteres foram submetidos a mesma. A analise de
variancia foi realizada de acordo com o delineamento inteiramente ao acaso,
conforme o modelo estatistico:

Yij= M+ gi+ ei,

em que: Yi;: valor observado para a variavel em estudo referente ao i-ésimo
tratamento na j-ésima repeticdo; g: média geral; gi: efeito do gendtipo i; eij: erro
experimental associado a observacao Yij.

Verificada a diferenca significativa entre os acessos em nivel de 5% para
cada variavel analisada pelo teste F, foi realizado um agrupamento de médias
pelo critério de Scott-Knott ao nivel de 5% de significAncia. As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa GENES (Cruz, 2013).

As estimativas dos coeficientes de correlacdo fenotipica de Pearson (r)
foram obtidas com base nas médias de repeticbes entre 0s caracteres
combinados dois a dois, e a importancia relativa dos caracteres quantitativos para
a divergéncia genética foi determinada pelo método de Singh (1981).

4.4.3. Analise conjunta das variaveis qualitativas e quantitativas

Foi obtida a matriz de distadncia, com base na Distancia de Gower (Gower,
1971), relativa as 37 variaveis morfoagrondmicas avaliadas nos ensaios. A matriz

de agrupamento foi obtida pelo método WARD-MLM e a definigdo do namero
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otimo de grupos foi realizada com o auxilio do pacote Cluster. Todas as analises

foram realizadas com o auxilio do programa R (http://www.r-project.org).

4.5. Caracterizacdo molecular

4.5.1. Material vegetal

Foram coletadas folhas das cinco repeticbes de cada acesso de C.
chinense para andlise comparativa. As analises moleculares foram realizadas de
julho a dezembro de 2016, no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da UENF, de acordo com as

fases descritas a seqguir.

4.5.2. Extracao do DNA

As amostras de folhas jovens foram coletadas em bulk, colocadas em
envelopes de papel aluminio, identificadas, imersas e transportadas em Nz 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.

A extracdo do DNA gendmico seguiu o procedimento descrito por Doyle e
Doyle (1987), com modificacdes (Daher et al., 2002). Apds a maceracdo, foram
adicionados 700 uL do tampao de extragdo pré-aquecido, contendo CTAB em
concentracéao final de 2%, NaCl - 1,4 M, EDTA - 20 mM, Tris-HCI (pH =8,0) - 100
mM, 1% de polivinilpirrolidona sélido (PVP) e 0,2% de B- mercaptoetanol. O
material foi incubado em banho-maria a 65°C por 45 minutos, e 0s microtubos,
agitados em intervalos de 10 minutos.

Apés as amostras atingirem a temperatura ambiente, foram adicionados
600 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) para a desproteinizagdo. Foram
feitas inversdes do material durante, aproximadamente, um minuto até que este
ficasse turvo. A fase organica foi separada por centrifugacdo, a 14000 rpm, por

um minuto.
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Feita a centrifugacao, foi coletada uma fracdo do sobrenadante, que foi
transferida para novos microtubos (1,5 mL), devidamente identificados. Os &cidos
nucleicos foram precipitados pela adicdo de dois tercos (500 uL) do volume de
isopropanol gelado e incubados por 30 minutos, a —20°C. O precipitado foi
sedimentado por centrifugagcédo, a 14000 rpm, por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 uL de etanol a 70%, para
retirada do sal presente (entre cada lavagem, o material foi centrifugado a 14000
rom durante 5 minutos). ApGs o descarte do ultimo sobrenadante, o material foi
deixado para secar em condi¢cfes naturais, até que o etanol fosse removido. Em
seguida, o material foi ressuspendido em 200uL de solugédo TE (Tris-EDTA — 10
mmol L Tris-HCI, Immol L -1 EDTA, pH 8,0) com RNAse a uma concentracdo
final de 10ug mL* e incubado em banho-maria a 37°C, por 30 minutos. Logo
apos, o material foi armazenado a -20°C até o uso.

Apébs a extracao, a integridade e a quantificacdo do DNA gendmico foram
verificadas via gel de agarose a 1,0%, utilizando-se 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™.

4.5.3. CondicOes de amplificagcédo para ISSR

As analises de reacbes de amplificacdo do DNA foram realizadas,
utilizando-se 35 iniciadores ISSR. Cada iniciador foi anteriormente testado, a fim
de encontrar sua temperatura ideal de amplificacdo. As reacdes de PCR
ocorreram em termociclador (modelo Veriti 384-well Thermal Cycler Applied
Biosystems). Esse teste foi realizado através de reacdes de amplificacdo com um
volume final de 13 pL, contendo os seguintes reagentes: 6,08 uL de agua
ultrapura, 1,3 uL do tampao de PCR (1X), 1,5 uL de dNTPs, 1,0 uL de cloreto de
magneésio, 0,12 yL da enzima Taq polimerase e 2 uL de DNA. Foi aplicado 1 pL
de iniciador e, posteriormente, adicionado 0 mix descrito anteriormente.

As reacoes da polimerase em cadeia (PCR) foram conduzidas da seguinte
forma: 5 min a 94°C para desnaturacéo inicial, seguindo-se os 35 ciclos, cada um
consistiu de 94°C por 1 min, 48-52°C por 1 min, 72°C por 3 min, e uma extensao
final a 72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de

agarose 2%, corados com 6 pL da mistura gel red e blue juice na concentracdo
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1:1 e submetidos a luz UV (Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging System)
para visualizacdo dos resultados. As imagens dos géis foram capturadas para
posterior analise.

Apoés realizacdo do gradiente de temperatura, 18 iniciadores foram
selecionados e testados na populacdo, através de reagBes de amplificacdo com
um volume final de 13 pL, contendo os seguintes reagentes: 6,08 pL de agua
ultrapura, 1,3 uL do tampao de PCR (1X), 1,5 uL de dNTPs, 1,0 uL de cloreto de
magnésio, 1,0 yL do iniciador e 0,12 yL da enzima Taq polimerase. Foram
aplicados 2 yL de DNA gendmico e, posteriormente, adicionado o mix descrito
anteriormente.

As reacdes da polimerase em cadeia (PCR) foram conduzidas da seguinte
forma: 4 min a 94°C para desnaturacéo inicial, seguindo-se os 38 ciclos, cada um
consistiu de 94°C por 1 min, 48-52°C por 1 min (conforme temperatura ideal para
amplificacéo de cada iniciador), 72°C por 3 min e uma extenséo final a 72°C por 7
min. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 2%, corados com 6 pL da mistura gel red e blue juice na concentracdo
1:1 e submetidos a luz UV para visualizagdo dos resultados. As imagens dos géis
foram capturadas para posterior analise.

Os iniciadores utilizados na genotipagem dos acessos estdo descritos na
tabela 4.

Tabela 4. Iniciadores ISSR utilizados na genotipagem de 55 acessos de C.
chinense. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.

Temperatura de

Identificacdo do Primer Sequéncia (5’-3’) anelamento
4 (GTG)sGC 52°C
5 (AG)sYT 50°C
6 (AC)sCG 48°C
7 (AC)sCT 48°C
9 (TG)sGG 52°C
11 (GGAT)3GA 48°C
12 (GAA)sAA 52°C

17 (AC)sT 50°C
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Tabela 4 - Cont.

Temperatura de

Identificacéo do Primer Sequéncia (5’-3’) anelamento
19 (AG)sYA 48°C
20 (GA)YT 52°C
23 (CA)$CYG 52°C
25 (ATG)s 52°C
41 (TC)sAGG 50°C
50 (AC)sC 52°C
51 (ATC)eT 50°C
57 (GA)oT 50°C
75 (AC)sG 50°C
81 (GA)sYG 48°C

4.5.4. CondicBes de amplificacdo para microssatélites

Foram testados 47 pares de iniciadores microssatélites, desenvolvidos e
otimizados para mapeamento de C. annuum (Minamiyama et al., 2006).

Cada iniciador foi anteriormente testado, a fim de encontrar sua
temperatura ideal de amplificacdo. Esse teste foi realizado através de reacdes de
amplificacdo com um volume final de 13 pL, contendo os seguintes reagentes:
6,08 uL de agua ultrapura, 1,3 pL do tampao de PCR (1X), 1,5 yL de dNTPs, 1,0
ML de cloreto de magnésio, 0,12 uL da enzima Taq polimerase e 2 uL de DNA. Foi
aplicado 1 pL de iniciador e, posteriormente, adicionado o mix descrito
anteriormente.

As reacdes da polimerase em cadeia (PCR) foram conduzidas da seguinte
forma: 4 min a 94°C, seguindo-se os 35 ciclos de 1min a 94°C, 1min a 56-66°C,
72°C por 2 min, e uma extensdo final a 72°C por 7 min. Os fragmentos
amplificados foram separados em gel de agarose 2%, corados com 6 pL da
mistura gel red e blue juice na concentracdo 1:1 e submetidos a luz UV
(Fotodocumentador Minibis Pro — Bio-imaging System) para visualizagcdo dos

resultados. As imagens dos géis foram capturadas para posterior analise.
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Apbs a realizacdo do gradiente de temperatura, foram obtidos 17 pares de
inciadores (Tabela 5) e as reacbes de amplificacdo foram preparadas para um
volume final de 13 pL por amostra, contendo: 6,08 puL de agua ultrapura, 1,3 pL do
tampao de PCR (1X), 1,5 uL de dNTPs, 1,0 yL de cloreto de magnésio, 1,0 uL do
iniciador, 0,12 uL da enzima Taq polimerase e 2 uL de DNA.

As reacdoes de PCR foram feitas da seguinte forma: 4 min a 94°C
(desnaturacéo 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
7min a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose de alta
resolugdo Metaphor 4% e corados com 6 pyL da mistura gel red e blue juice na
concentracdo 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 visualizacdo. As imagens foram capturadas para posterior andlise.



Tabela 5. Pares de iniciadores microssatélites utilizados na analise de divergéncia entre 55 acessos de C. chinense. UENF, Campos

dos Goytacazes, 2017.

Identificacdo do

Iniciador Forward (5°-3’)

Iniciador Reverse (5’-3’)

Temperatura de

Iniciador anelamento
TES-402 gccgaatctacaaagaggagca atcaccaacaaaacggaagac 60°C
CAMS-888 cctcggagtggtttgttgat gcttgttcacgccaccttat 60°C
CM-005 catgaccaccatgaggata gatagccacgagcatagtatt 59°C
344 tgttgctcgaactctccaaa cataggagaggtaacccgca 63°C
CAN-130829 gctaattacttgctccgttttg aatgggggagtttgttttgg 60°C
GP-1102 gaaccccttcattcctgtatgt tttgcccgcattatgtaaatc 59°C
CA-505155 taatcgagcggtagattcgg taagtggaggtgcccttctg 63°C
CB-164897 gggacgtattttcgaagagg cttcgccttgttgactaggg 63°C
CACCFL1i ctctaataggcaatagctgacatgc gcagtctcccagaacgttgtcc 63°C
CM-0008 atagctcacatgccctataaa aatcttgagcaataattggac 59°C
CM-0006 agttaacaactttggtgctgt taatatggtaagcacattcca 56°C
CM-0010 ttggtttttgctactggtaat aaactgtcatatatttgtgtgact 56°C
CAMS-089 aacagcgctgatcctttacc caacatcacagtggcagaaga 66°C
CAMS-051 acccagttccctttcttggt gaaggttagcggaatgaacg 60°C
CAMS-081 gttgggggagagttgggtat tggggtgaacactagcatg 63°C
CAMS-191 cccgaatccaagtcattgag taaatccggttccctttcct 63°C
CAMS-095 cgctagcatgacactcaagg aaacggcaaggctacacatc 63°C

9¢
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4.6. Analise estatistica dos dados moleculares

4.6.1. Marcadores ISSR

As varidveis foram obtidas pela avaliacdo visual das bandas mais
consistentes e evidentes nos 55 acessos estudados. A analise dessas variaveis
foi realizada considerando a matriz binaria construida, usando os valores de um
para indicar presenca de banda e 0 para indicar auséncia de banda.

Foi estimada a dissimilaridade genética entre os acessos de C. chinense.
Para obtencao da matriz de dissimilaridade genética, foi utilizado o complemento
aritmético do indice de Jaccard. Esse coeficiente consiste na comparacdo do
namero de presencas de bandas comuns e o numero total de bandas envolvidas,

excluindo o nimero de auséncias conjuntas. Esse coeficiente € definido pela

expressao:
Dij=1-Sj
Onde:
Sif = a
v a+b+c

a = numero de bandas presentes nos acessos i, j;
b = nimero de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso j;
c = numero de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso |.

Foi realizada analise de agrupamento baseada em modelo bayesiano para
determinar o numero 6timo de clusters genéticos, utilizando-se o software
Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), de acordo com o método descrito por
Evanno et al. (2005), com 100.000 repeticbes. Foram testados valores de K entre

1 e 10, com 20 itera¢gBes independentes para cada grupo.

4.6.2. Marcadores microssatélites

Os dados da amplificacdo dos iniciadores SSR foram convertidos em

codigo numeérico por loco para cada alelo. Foi construida uma matriz de dados
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numéricos na qual foram atribuidos valores de 1 até o nimero méaximo de alelos
encontrados por loco. A definicdo representativa de cada gendtipo foi feita
conforme descrito a seguir: considerando um loco com trés alelos, tem-se a
representacdo 11, 22 e 33 para os considerados homozigotos (A1A1, A2Az2 e AsA3),
ao passo que, para aqueles considerados heterozigotos Ai1A2, A1As e A2As, foram
utilizados 12, 13 e 23, respectivamente.

A partir dessa matriz numeérica, foi calculada a distancia genética entre os
acessos estudados, com o auxilio do programa GenALEx (Peakal e Smouse,
2012), utilizando-se o indice de Smouse e Peakall.

Para as estimativas dos valores do nimero médio de alelos por loco
polimorfico (A), heterozigose esperada (He), heterozigose observada (Ho) e
conteudo de informacé&o polimorfica (PIC - Polymorphism Information Content), foi
utilizado o programa Genes (Cruz, 2013).

O numero médio de alelos por loco polimdérfico (Nm) foi obtido pela razédo

do numero total de alelos (A) pelo nimero de locos analisados (L).

Os indices He e Ho para cada loco foram obtidos da seguinte forma:

H, =1—(p])

H,=1-Py

em que: p; = frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo; e Pi = frequéncia
estimada do homozigoto ii. A estimativa média desses valores foi calculada pela
média aritmética entre todos os locos analisados.

Foi realizada analise de agrupamento baseada em modelo bayesiano para
determinar o numero O6timo de clusters genéticos, utilizando-se o software
Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), de acordo com o meétodo descrito por
Evanno et al., (2005), com 10.000 repeti¢des. Foram testados valores de K entre

1 e 40, com 10 itera¢Bes independentes para cada grupo.
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4.6.3. Analise conjunta dos marcadores ISSR e microssatélite

Foi obtida a matriz de distancia, com base na Distancia de Gower (Gower,
1971), relativa aos marcadores ISSR e microssatélite. A matriz de agrupamento
foi obtida pelo método WARD-MLM, e a definicdo do numero 6timo de grupos foi
realizada com o auxilio do pacote Cluster. Todas as analises foram realizadas

com o auxilio do programa R (http://www.r-project.org).

4.7. Analise conjunta das variaveis morfoagronémicas e moleculares

As matrizes de distancia relativa as 37 variaveis morfoagronémicas
avaliadas nos ensaios e as matrizes obtidas com base nos marcadores ISSR e
microssatélite foram comparadas, utilizando-se o0 pacote Dendextend no
programa R (http://www.r-project.org).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas morfoagronémicas

5.1.1 Caracteristicas qualitativas

Os descritores formato e pubescéncia do caule, formato da folha, forma da
corola, cor e formato da folha cotiledonar foram monomorficos, sendo eles
angulado, esparso, oval, redonda, verde e lanceolada respectivamente (Tabela 6).

A cor do hipocétilo, em 78,2% dos acessos, foi de coloracdo verde,
enquanto os 21,8% dos acessos restantes apresentaram coloracdo roxa. A cor do
caule variou entre verde 85,45%, verde com listras roxas 12,7%, e roxo 1,85%
entre 0s acessos. A coloracdo da antocianina do n6 foi ausente para 73,5%, roxa
para 10,1%, roxa clara para 9,1% e roxa escura para 7,3% dos acessos. A
antocianina € um composto fendélico pertencente ao grupo dos flavonoides, que,
dentre outras fungdes, contribuem para a ajustamento osmatico em condicdes de
estresse por seca e frio, como antioxidante e na protecdo contra a acao da luz
ultravioleta (Araudjo e Deminicis, 2009)

O habito de crescimento ereto foi encontrado para 80% dos acessos,
enquanto os 20% restantes apresentaram habito de crescimento compacto.
Segundo Sudré (2003), essa caracteristica € importante para o manejo da cultura,
pois plantas mais altas e com copa pequena podem necessitar de tutoramento,

engquanto plantas mais baixas dificultam o manejo, como pulverizacdo e capinas,
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por exemplo. A variavel posi¢ao da flor apresentou 50,9% dos acessos na posi¢ao
intermediéaria, 38,2% na posicao ereta, e 10,9% na posi¢cado pingente. Os acessos
apresentaram coloracdo branca 96,36% e amarela clara 3,64% para corola. As
anteras apresentarem coloracao roxa para 56,36% dos acessos, azul para 38,2%
e amarela para 5,44% (Figura 2). A presenca de anteras amarelas em flores de
Capsicum chinense ndo € uma caracteristica comum, sendo azul e roxa as mais
encontradas, demonstrando a importancia de trabalhos de caracterizacdo e o
conhecimento da diversidade existente entre os acessos. Quanto as flores,
74,54% dos acessos apresentaram duas por nd, enquanto 25,45% trés por no.

Os frutos, no estadio intermediario, apresentaram coloracdo que variou
entre laranja, 72,7%, verde, 21,8% e roxo, 5,5%. Os frutos, no estadio maduro,
apresentaram ampla variacdo de cores, sendo 50,9% dos acessos com frutos
vermelhos, 12,8% vermelho escuro, 10,9% laranjas claro, 10,9% laranjas, 9,1%
vermelhos claro, 1,8% laranjas com extremidades roxas, 1,8% amarelo claro e
1,8% marrom. Baba et al., (2015) encontraram, avaliando acessos de C.
chinense, a predominancia de frutos com a coloragdo vermelha no estadio
maduro, seguido da cor laranja. Segundo Casali e Stringueta (1984), a coloracao
dos frutos maduros € a principal caracteristica considerada no desenvolvimento
de cultivares para producdo de pdaprica e quanto maior o teor de pigmentos
vermelhos, mais intensa € a coloracéo do po.

A maioria dos frutos, 45,45% apresentou formato triangular, seguido pelos
formatos alongado, 16,4%, quadrado, 16,4%, arredondado, 12,7%, campanulado,
5,45%, sino 1,8% e ovalado 1,8%. Neitzke et al.,, (2014), trabalhando com
caracterizacdo de espécies de Capsicum spp., também encontraram todos 0s
estados do descritor para formato dos frutos.

Os caracteres cor e formato dos frutos apresentaram ampla variabilidade
dentre os acessos estudados (Figura 3), destacando-se a grande variedade de
formas, tamanhos e cores presentes nas pimentas da espécie. Essas
caracteristicas sdo atrativas ao mercado de pimentas, podendo esses frutos
serem utilizados no processamento, principalmente, de conservas em vidros
transparentes, devido a caracteristicas de frutos de pequenas dimensdes e de
colorido intenso, além de terem uma boa aceitagdo no comércio in natura (Neitzke
et al., 2014).
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Dentre os acessos, 83,6% nao apresentaram pesco¢o na base do fruto,
enquanto os 16,4% restantes apresentaram. Quanto a rugosidade dos frutos,
41,8% apresentaram superficie semi-enrugada, 40% superficie lisa e 18,2%
superficie enrugada. Essa € uma caracteristica que influencia o mercado de
pimentas, sendo os frutos com superficie lisa mais bem aceitos, por apresentarem
aspecto de frutos mais frescos. 80% dos acessos apresentaram trés loculos,
10,9% quatro loculos e 9,1% dois loculos. Quanto a pungéncia, 85,45% dos
acessos apresentaram capsaicina, enquanto, apenas, 14,55% dos acessos foram
doces.

A pungéncia € uma caracteristica comum nas pimentas de C. chinense,
como, por exemplo, as pimentas habanero e cumari-do-Para, mas a espécie
possui, também, frutos doces, como a pimenta-biquinho (Heiser, 1995). A
pungéncia é uma caracteristica de qualidade para pimentas frescas e, também,
para produtos processados, sendo o conteudo de capsaicina um dos requisitos
principais para determinar a qualidade comercial dos frutos de pimenta (Domenico

et al., 2012).

Figura 2. Coloracdo das anteras de C. chinense: A — azuis, B — amarelas e C -
roxas. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017
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Figura 3. Diversidade de cores e formatos encontrada dentre os 55 acessos de C.
chinense. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.




Tabela 6. Caracteres qualitativos avaliados nos 55 acessos de C. chinense. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.

Acessos CH CFC FFC CcC CAN FC PC HC FF PF CCRL
UENF 1707 Roxo Verde Lanceolada yerge ¢/ jistrroxa Roxoclaro  Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1708 Roxo Verde Lanceolada yserge ¢/ jistr roxa Roxo Angulado Esparso  Compacto Oval Ereta Branca
UENF 1720 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1721 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo claro  Angulado Esparso Ereto Oval Pingente Branca
UENF 1722 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1726 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo escuro  Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 1730 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Pingente Branca
UENF 1736 Verde Verde Lanceolada yserge ¢/ jistr roxa Roxo Angulado Esparso  Compacto Oval Ereta Branca
UENF 1753 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo claro  Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1764 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo escuro  Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 1765 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1768 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1770 Verde Verde Lanceolada yerge ¢/ jistrroxa Roxoclaro  Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 1787 Roxo Vverde Lanceolada yserge ¢/ jistr roxa Roxo Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1788 Verde Verde Lanceolada yerge ¢/ jistrroxa Roxoclaro  Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 1791 Roxo Verde Lanceolada serge ¢/ jistrroxa Roxo escuro  Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2036 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2044 Roxo Verde La@nceolada Roxo Roxo escuro  Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2051 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2066 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Pingente Branca
UENF 2073 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2074 Verde Verde Lanceolada Verde Roxo Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Amarelo claro
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Tabela 6 - Cont

Acessos CH CFC FFC CcC CAN FC PC HC FF PF CCRL
UENF 2075 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2078 Roxo Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2079 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso  Compacto Oval Intermed. Branca
UENF 2082 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2083 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2085 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2086 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2087 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2091 Roxo Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2093 Roxo Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2097 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso  Compacto Oval Pingente Branca
UENF 2100 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2101 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso  Compacto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2106 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2107 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso ~ Compacto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2110 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso ~ Compacto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2111 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso ~ Compacto Oval Ereta Branca
UENF 2112 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso ~ Compacto Oval Pingente Branca
UENF 2113 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2115 Roxo Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso ~ Compacto  Oval Pingente Amarelaclara
UENF 2116 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2118 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2123 Roxo \Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. ~ Branca
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Tabela 6 — Cont.

Acessos CH CFC FFC CcC CAN FC PC HC FF PF CCRL
UENF 2129 Roxo Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2130 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2131 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca
UENF 2133 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed, ~ Branca
UENF 2134 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2135 Roxo Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso ~ Compacto Oval Intermed, ~ Branca
UENF 2137 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Ereta Branca
UENF 2140 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2153 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. ~ Branca
UENF 2154 Verde Verde Lanceolada Verde Verde Angulado Esparso Ereto Oval Intermed. Branca

CH — Cor do hipocétilo; CFC — Cor da folha cotiledonar; FFC — Formato da folha cotiledonar; CC — Cor do caule; CAN — Cor da
antocianina do ng; FC — Formato do caule; PC — Pubescéncia do caule; HC — Habito de crescimento; FF — Formato da folha; PF —
Posicéo da flor; CCRL — Cor da corola.
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Tabela 6 — Cont.

Acessos CA NFN FCRL CFEl CFM FFR PBF SFR NL CPS
UENF 1707 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho Arredondado Ausente Lisa Trés Presente
UENF 1708 Roxa Trés Redonda Laranja Vermelho Triangular Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 1720 Roxa Duas Redonda  Laranja Vermelho Triangular Presente Lisa Dois Presente
UENF 1721 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho Alongado Presente  Semi-enrugada Dois Presente
UENF 1722 Azul Trés Redonda Laranja Vermelho Quadrado Ausente Semi-enrugada Quatro Presente
UENF 1726 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho Alongado Ausente Semi-enrugada Trés Ausente
UENF 1730 Azul Duas Redonda Verde Marrom Alongado Ausente Enrugada Quatro Ausente
UENF 1736 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho escuro Quadrado Ausente Semi-enrugada Quatro Ausente
UENF 1753 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho Campanulado  Ausente Semi-enrugada Quatro Ausente
UENF 1764 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho Alongado Ausente Enrugada Trés Presente
UENF 1765 Amarela  Duas Redonda  Laranja Vermelho Arredondado  Presente Lisa Trés Presente
UENF 1768 Azul Duas Redonda  Laranja Vermelho claro Triangular Ausente Lisa Trés Ausente
UENF 1770 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho claro Campanulado  Ausente Semi-enrugada Quatro Presente
UENF 1787 Amarela  Duas Redonda Roxo Amarelo claro Ovalado Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 1788 Azul Duas Redonda  Laranja Vermelho Quadrado Ausente Enrugada Trés Presente
UENF 1791 Roxa Trés Redonda Roxo Laran. ¢/ extr. roxa Quadrado Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2036 Roxa Trés Redonda  Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2044 Roxa Trés Redonda Roxo Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2051 Roxa Duas Redonda Verde Laranja claro Sino Ausente Enrugada Trés Presente
UENF 2066 Azul Duas Redonda Verde Laranja claro Quadrado Ausente Enrugada Trés Presente
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Tabela 6 — Cont.

Acessos CA NFN FCRL CFEl CFM FFR PBF SFR NL CPS
UENF 2073 Azul Duas Redonda Verde Laranja claro Quadrado Ausente Semi-enrugada Trés Ausente
UENF 2074 Azul Trés Redonda Verde Laranja claro Triangular Ausente Semi-enrugada Trés Ausente
UENF 2075 Roxa Duas Redonda  Laranja Vermelho Arredondado Ausente Lisa Dois Presente
UENF 2078 Roxa Duas Redonda  Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2079 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho Alongado Presente  Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2082 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho Arredondado Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2083 Roxa Duas Redonda Verde Laranja Alongado Presente  Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2085 Roxa Trés Redonda Laranja Vermelho Alongado Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2086 Azul Trés Redonda Verde Laranja claro Triangular Ausente Semi-enrugada Trés Ausente
UENF 2087 Roxa Duas Redonda Verde Laranja Arredondado Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2091 Roxa Trés Redonda  Laranja Vermelho Arredondado Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2093 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho Alongado Presente = Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2097 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho claro Triangular Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2100 Roxa Duas Redonda  Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2101 Roxa Duas Redonda  Laranja Vermelho escuro Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2106 Roxa Trés Redonda  Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2107 Azul Duas Redonda  Laranja Vermelho escuro Quadrado Ausente Enrugada Trés Presente
UENF 2110 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho escuro Quadrado Ausente Enrugada Quatro Presente
UENF 2111 Roxa Duas Redonda Verde Laranja Triangular Ausente Lisa Dois Presente
UENF 2112 Roxa Trés Redonda Laranja Vermelho claro Triangular Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2113 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho escuro Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2115 Roxa Duas Redonda Verde Laranja Triangular Ausente Lisa Trés Presente
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Tabela 6 — Cont.

Acessos CA NFN FCRL CFEI CFM FFR PBF SFR NL CPS
UENF 2116 Roxa Duas Redonda Verde Laranja Triangular Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2118 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho escuro Triangular Presente Enrugada Trés Presente
UENF 2123 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho claro Alongado Ausente Enrugada Trés Presente
UENF 2129 Roxa Duas Redonda  Laranja Vermelho Quadrado Ausente Enrugada Trés Presente
UENF 2130 Azul Duas Redonda Verde Laranja claro Triangular Ausente Semi-enrugada Dois Presente
UENF 2131 Roxa Trés Redonda Laranja Vermelho Campanulado Presente  Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2133 Roxa Duas Redonda Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2134 Roxa Trés Redonda Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2135 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho Triangular Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2137 Azul Duas Redonda  Laranja Vermelho Arredondado Ausente Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2140 Azul Duas Redonda Laranja Vermelho escuro Triangular Presente = Semi-enrugada Trés Presente
UENF 2153 Roxa Duas Redonda  Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente
UENF 2154 Roxa Trés Redonda Laranja Vermelho Triangular Ausente Lisa Trés Presente

CA — Cor da antera; NFN — N° de flores por no; FCRL — Formato da corola; CFEI — Cor do fruto no estadio intermediario; CFM — Cor
do fruto maduro; FFR — Formato do fruto; PBF — Pescoco na base do fruto; SFR — Superficie do fruto; NL — N° de loculos; CPS —
Capsaicina.
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5.1.2. Caracteristicas quantitativas

Todos os acessos apresentaram diferenca altamente significativa para as
variaveis quantitativas pelo teste F, evidenciando a ampla variabilidade entre os
acessos armazenados no Banco de Germoplasma da UENF (Tabela 7).

A variavel dias para germinacdo apresentou o menor valor de coeficiente
de variacdo (CV), 1,61%, enquanto a massa meédia de frutos teve o maior,
23,95%. De acordo com o proposto por Silva et al., (2011), avaliando o coeficiente
de variagédo para caracteres de frutos de pimenteiras, os valores de CV, obtidos
para as variaveis massa meédia do fruto, espessura do pericarpo, comprimento do
pedudnculo e do fruto e maior diametro do fruto, sdo classificados como medianos
e bons, visto que essa classificagdo varia conforme a caracteristica estudada.
Finger et al., (2010), estudando 12 variaveis quantitativas de frutos de Capsicum
chinense, encontraram valores de CV entre 5,3% e 36,82%; dentre estes, as
variaveis comprimento e diametro do fruto e espessura do pericarpo foram
similares aos aqui estudados. Dessa forma, os valores obtidos neste trabalho
estdo coerentes com a literatura estudada.



Tabela 7. Analise de variancia para 16 caracteristicas quantitativas de 55 acessos de C. chinense. UENF, Campos dos Goytacazes,
2017.

FV GL QMalt QMdc QMdca QMcfol QMilfol QMcfr QMdiamfr QMmmf
Trat 54 2371.3** 1026.28** 0 .22** 1.89** 1.16** 1287.3** 202.56** 79.69**
Erro 195 110.07 91.18 0.04 0.68 0.19 47.22 11.99 2.76

Média 84.85 70.46 1.35 7.57 4.18 34.32 21.22 6.93
CV (%) 12.36 13.55 16.13 10.89 10.51 20.01 16.31 23.95

FV GL QMcped  QMeper QMccot QMdcot QMdger QMdflo QMdfr QMdmat
Trat 54 117.64** 0.71** 24.43** 2.44** 10.58** 405.11** 370.65** 1120**
Erro 195 452 0.1 0.78 0.2 0.01 57.12 47.95 125.47

Média 24.37 2.33 16.82 6.97 8.25 75.3 92.76 158.42
CV (%) 8.72 13.83 5.26 6.56 1.61 10.03 7.45 7.07

QM Quadrado médio; QMalt — QM da altura; QMdc — QM do diametro da copa; QMdca — QM do diametro do caule; QMcfol — QM do
comprimento da folha; QMIfol — QM da largura da folha; QMcfr — QM do comprimento do fruto; QMdiamfr — QM do diametro do fruto;
QMmmf — QM da massa média do fruto; QMcped — QM do comprimento do pedunculo; QMeper — QM da espessura do pericarpo;
QMccot — QM do comprimento do cotilédone; QMdcot — QM do diametro do cotilédone; QMdger — QM dos dias para germinacao;
QMdflo — QM dos dias para floragédo; QMdfr — QM dos dias para frutificagcdo; QMdmat — QM dos dias para maturagéao.
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Pelo agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 8), a variavel
massa média do fruto foi a que apresentou o maior numero de classes (nove),
com valores entre 1,044g a 18,61g, seguido das variaveis comprimento do fruto,
do pedunculo, do cotilédone e dias para germinacdo, que tiveram 0 mesmo
namero de classes, ou seja, oito classes. No entanto, a variavel comprimento da
folha teve trés classes. A massa média do fruto € uma caracteristica de interesse
para producdo de pimentas, pois, dentre outras funcdes, tem um papel importante
na aceitacdo do produto pelo mercado consumidor (Singh et al.,, 2014).
Resultados similares aos aqui encontrados para massa média de frutos foram
obtidos por Castro e Davila (2008), de 1,8 a 22,2 g e Lannes et al. (2007), de 0,9
alolg.

A variavel altura da planta foi agrupada em sete classes, com plantas de 49
a 156 cm, ou seja, plantas de porte baixo, médio e alto. Lopes et al. (2016),
realizando caracterizacdo de acessos de Capsicum chinense, encontraram
variacdo de 0,54 a 2,30 m para esta variAvel. O conhecimento dessa
caracteristica auxilia pesquisadores e produtores no planejamento do cultivo das
pimentas, pois plantas mais baixas, normalmente, ndo precisam de tutoramento,
gerando menor custo para o produtor. Essa caracteristica influencia, também, na
colheita, podendo reduzir a mao-de-obra.

O carater diametro da copa permitiu a formacdo de quatro grupos, com
variacdo de 44,18 a 123,25 cm. Bento et al. (2007), estudando acessos de
Capsicum spp., encontraram variacado de 44,17 a 180 cm para essa caracteristica,
e afirmaram que, no manejo de bancos e colecdes de germoplasma, esse carater
deve ser levado em conta no planejamento do plantio, pois ele influencia,
diretamente, na determinacdo do espacamento a ser utilizado.

Os acessos UENF 1768, UENF 1770, UENF 2036, UENF 2154, 1736 e
UENF 2129 apresentaram os maiores valores para a espessura do pericarpo, que
variaram, dentre todos os acessos, de 1,38 a 3.08mm. Régo et al.,, (2011),
avaliando espécies do género Capsicum, encontraram valores entre 0,04 e 1,3cm
para essa caracteristica. Casali et al., (1984) descobriram que o aumento da
espessura da parede do fruto estd relacionado a reducdo do rendimento de
matéria seca. De acordo com os autores, o acumulo de 4gua pode ocorrer nas

células dos tecidos de superficie internos a polpa de fruta.
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As variaveis comprimento e didmetro do fruto apresentaram oito e cinco
classes, respectivamente, com variagédo de 7,85 a 84,93 mm para o comprimento
do fruto e 8,99 a 34,44 mm para o diametro. Resultados proximos foram obtidos
por Domenico et al. (2012), caracterizando acessos de pimenta de cheiro, que
encontraram variacao de 2,1 a 7,7 cm para comprimento dos frutos 1,1 a 2,5 cm
para diametro dos mesmos. Jarret e Berke (2008) observaram variacao de 0,8 a
11,4 cm para comprimento e de 0,6 a 4,0 cm para largura do fruto nos acessos
avaliados. Em funcdo dessa caracteristica, pode-se distinguir o uso mais
adequado para os acessos. Frutos do acesso UENF 2075, que apresentaram
uma meédia de 7,85 mm de comprimento, podem ser utilizados na fabricacdo de
molhos industriais, por exemplo, enquanto frutos do acesso UENF 2123, que
apresentaram média de 84,93 mm de comprimento, podem ser comercializados in
natura em feiras e mercados.

As caracteristicas dias para germinacdo e maturacdo dos frutos
apresentaram oito e seis classes, respectivamente, com uma variagcao de cinco a
11 dias para germinagéo e 73 a 95 dias para maturagédo. A desuniformidade na
germinacdo das sementes € um dos desafios enfrentados pelos produtores de
pimenta, influenciando, diretamente, na padronizacdo da producéo (Ferraz et al.,
2016). Precocidade na germinacdo e menor tempo para maturacdo dos frutos
influenciam nos gastos de mao-de-obra e na qualidade dos frutos de pimenteiras,
pois quanto menor o tempo de maturacdo, menores as chances de contaminacao
dos frutos por patégenos. Esse conhecimento também permite que se planeje a

colheita e comercializa¢ao dos frutos.



Tabela 8. Agrupamento das médias de 16 varidveis quantitativas dos 55 acessos de C. chinense pelo método de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. UENF, Campos dos Goytacazes, 2107.

Acessos AP DCO DCA DPG DPFL DPFR DPM CFR DFR MMF CFC DFC CF LF CP EP
UENF 1707 126.13c  111b 1.6b 9.2c 1174a 92.2d 161.4d 11.57h 12.64e 3.4h 1281g 6.21d 7.93b 3.82e 22.18f 2.06c
UENF 1708 86.9¢e 68.33c 1.99a 9.3c 83.33b 87.66d 147.33e 24.87f 13.19¢ 2.6i 18.67c 6.06d 7.76b 3.86e 24.83e 1.86d
UENF 1720 75.16e 73.46¢c 1.72b 9d 66.4d 80.8e 138.2f 27.23f 21.83c 5.48g 17.25d 6.72d 7.28c 3.38e 30.84c 2.64a
UENF 1721 109.32d 74.92c 1.77b 112 90b  115.25a  168d 41.82d 15.57d 5.45g 17.35d 6.96c 7.37c 3.62e 32.30b 2.31b
UENF 1722 110.22d 104.46b 2.08a 9d  76.6C 91.4d 167.4d 29.49f 23.10c 6.96f 18.62c 6.94c 7.78b 3.98d 27.68d 2.71a
UENF 1726 110.33d 78.65c 1.56b 112 89b 105b 188.6c 44.12d 17.93d 8.2f 15.72e 7.57b 7.64c 3.90d 29.93c 2.34b
UENF 1730 108.65d 63.36d 1.27d 7f 81b 95.8c 150.4e 81.45a 24.51c 12.08d 25.96a 7.99a 9.42a 4.98b 43.69a 2.28c
UENF 1736  71.47f 73.35c 1.45c 9d 925b 110.5b 192.25¢ 31.71e 28.00b 18.15a 16.17e 7.22c 8.17b 3.75e 29.97c 2.83a
UENF 1753 140.43b 103.32b 1.84b 9d 86.5b 94.5c 183.5c 45.36d 21.97c 115d 1815c 7.23c 7.55c 3.73 24.06e 2.64a
UENF 1764 120.78c 81.76b 1.49c 9d 82.8b 96.8c 201.6b 44.45d 15.14e 4.24h 19.33b 7.02c 7.24c 3.7e 27.42d 1.83d
UENF 1765 82.46e 73.12c 1.68b 10b 63.2d 62.2f 135.2f 17.20g 19.07d 7.56f 15.76e 7.01c 7.16 3.54e 25.18e 2.28c
UENF 1768 85.76e 74.82c 1.38c 9d 71l.4c 82.8e 139.2f 44.90d 26.10b 18.44a 15.42e 5.98e 7.72b 4d 26.0le 3.08a
UENF 1770 111.3d 98.04b 1.42c 9d 85.6b 98.4c 139.8f 46.82d 27.91b 10.68e 16.95d 6.44d 7.48c 3.88e 26.98d 3.00a
UENF 1787 155.77a 123.12a 1.42c 11* 74.75¢c 122a  217.25a 18.44g 15.87d 11.45d 16.72d 6.31d 7c 3.67e 24.51e 1.99c
UENF 1788 85.75e 76.9c 1.29c 10b 93.5b 107b 200b 31.80e 26.08b 7.25f 14.90e 7.16c 7.97b 3.57e 33.26b 2.72a
UENF 1791 108.44d 74.86c 1.44c 10b 70.4d 80.2e 162d 17.08g 1299 7.68f 14.16f 5.8le 7.96b 3.80e 23.47f 2.09c
UENF 2036 113.1d 73.08c 1.46c 8e 84.2b 88d 154.6d 45.17d 2451c 9.84e 19.73b 6.90c 9.5la 5.94a 34.32b 2.95a
UENF 2044 86e 66.44d 1.18d 7f 76.2C 95.8c 153.2e 31.40e 16.92d 4.68h 17.11d 6.60d 7.15c 3.96d 19.00g 2.43b
UENF 2051 85.68e 57.86d 1.18d 7f 75.6c 100.8c 157.8d 27.74f 30.75a 7.96f 17.04d 8.45a 6.89c 4.44c 24.78e 2.60a
UENF 2066 103.16d 57.8d 1.39c 8e 79.4c 100.6c 161.6d 30.52e 33.18a 8.73f 13.78f 6.76d 7.33c 4.46c 27.05d 2.73a
UENF 2073 49.82g 44.18d 0.96d 8e 70.4d 99¢c 163.2d 24.02f 26.87b 6.13g 16.26e 6.95c 7.02c 4.10d 23.29f 2.12c
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Tabela 8 — Cont.

Acessos AP DCO DCA DPG DPFL DPFR DPM CFR DFR MMF CFC DFC CF LF CP EP
UENF 2074  69.01f 55.92d 1.43c 7f 74.8c 96.8c 150.2e 35.51e 23.72c 7.38f 19.04c 8.20a 6.9c 4.24d 24.3%9e 2.21c
UENF 2075 83.54e 80.28c 1.43c 8e 73.4c 103c 157d 7.85h 9.7le 1.04i 14.62e 6.73d 6.8c 3.57e 14.49h 1.51d
UENF 2078  70.98f 65.44d 1.2d 8e 7l1l.2c 97.8c 158.4c 75.49b 21.69c 553g 18.89c 7.30b 8.07b 4.44c 24.27e 2.4b
UENF 2079  66.42f 58d 1d 112 67.5d 92.25d 153.25e 44.46d 13.34e 3.40h 12.80g 6.08d 6.87c 3.97d 22.22f 1.89d
UENF 2082  72.54f 52.2d 1.2d 8e 66.8d 101.2c 162d 27.01f 19.05d 4.29h 16.99d 6.69d 7.95b 4.36c 23.45f 2.34b
UENF 2083 54.5¢ 50.43d 1.16d 7f 79c 88.6d 147.6e 50.27d 21.74c 7.3f 1756d 6.91 7.37c 4.11d 24.05e 2.31b
UENF 2085  71.02f 58.72d 1.12d 8e  75.6C 92.6d 159.8d 61.17c 19.75d 8.41f 17.12d 7.48b 7.47c 4.06d 26.77d 2.64a
UENF 2086 79e 52.76d 1.3c 7f  72.33c 107.66b 162.66d 37.15e 18.13d 5.72g 15.23e 8.03a 7.87b 4.79c 31.38c 1.95c
UENF 2087  73.32f 59.64d 1.24d 7f 70.4d 90.2d 159.2d 15.88g 15.02e 2.62i 18.07c 7.26c 7.57c 3.77e 19.04g 1.74d
UENF 2091 76.56e 66.06c 1.28d 7f 68.33d 86.33d 156d 16.999g 13.77e 1.79i 15.73e 7.43b 7.53c 4.34c 23.75e 1.86d
UENF 2093 64.95f 54.87d 1.02d 9d 63.75d 77.75e 136.75f 42.73d 13.22e 2.71i 18.02c 6.91c 6.54c 3.85c 21.20f 1.96¢
UENF 2097 66.4f 67.26c 1.27d 9d 65.66d 86d 138f 59.64c 34.44a 186la 17.57d 6.21d 8.16b 4.56c 25.8le 2.72a
UENF 2100 84.12e 81.07c 1.11d 7f 72.5¢c 90.75d 150.5e 29.98f 18.99d 3.50h 18.76c 6.25d 7.84b 4.27d 23.46f 2.52b
UENF 2101  65.07f 71.22c 1.11d 10b 67d 84.75e  143.5f 44.6d 16.80d 5.47g 16.17e 5.25e 7.08c 3.60e 24.14e 2.68a
UENF 2106  71.22f 63.86d 1.22d 6g 72.6C 94.6¢ 153e 23.07g 20.50d 4.87h 1553e 6.22d 7.39c 4.2d 23.09f 2.18c
UENF 2107 58.62g 63.5d 1.13d 6g 73.2c 88.4d 151e 22.18g 33.47a 9.64e 13.75f 5.68e 7.57c 4.45c 22.98f 2.56b
UENF 2110 59.169 61.3d 1.5¢ 5h 68d 82.8e 150.8e  25.99f 32.34a 11.17d 18.93c 7.87a 8.83a 5.1b 19.999g 2.58a
UENF 2111 50.54g 64.32d 1.1d 10b 76.8c 94.4c 159.6d 13.09h 8.99e  1.11i 10.1h 5.38e 7.59c 5.23b 16.62h 1.38d
UENF 2112 79.58e 75.64c 1.33c 9d 67d 83.8e 154d 56.67c 32.57a 16.44b 20.20b 6.31d 8.51b 4.73c 24.70e 2.64a
UENF 2113 99.5d 78.35c 1.42c 10b 74c 90.75d 152.75e 22.20g 15.95d 2.47i 16.21e 7.36b 7.67c 4.13d 19.78g 1.84d
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Tabela 8 — Cont.

Acessos AP DCO DCA DPG DPFL DPFR DPM CFR DFR MMF CFC DFC CF LF CP EP

UENF 2115 82.92e 76.64c 1.3c 8e 65.4d 91.8d 160.4d 21.26g 17.17d 3.65h 17.05d 7.15¢ 6.54c 3.79e 14.99h 1.91d
UENF 2116  70.28f 53.42d 1.33c 8e 73c 93.2d 162.2d 34.56e 27.00b 7.68f 18.29c 8.13a 6.81c 4.12d 25.93e 2.6la
UENF 2118 110.68d 76.38c 1.24d 9d 66d 82.8e 152e 35.53e 23.06c 4.03h 16.81d 7.56b 7.33c 4.67c 23.96e 1.96C
UENF 2123  72.63f 68.73c 1.26d 10b 79.33c 92.66d 162.66d 84.93a 23.52c 14.48c 17.20d 7.20c 8.96a 5.15b 28.51d 2.74a
UENF 2129  86.22e 69.2c l4c 5h 792c 944c 158.2d 27.49f 3255a 8.24f 18.00c 7.62b 7.31c 4.41lc 22.73f 2.8la
UENF 2130 83.35e 72.07c 1.26d 9d 70.75d 85.25e 150.5e 32.62e 22.34c 4.75h 16.58d 7.64b 7.44c 3.92d 16.54h 2.46b
UENF 2131 52.8¢ 61.05d 1.21d 9d 75.25c 90.75d 152e 55.34c 27.58b 10.05e 17.7d 7.63b 8.1b 4.83c 26.4e 2.00c
UENF 2133 81.34e 72.76c 1.31c 8e 66.2d 82.4e 153.8d 26.13f 17.67d 3.21h 15.62e 7.49b 6.95c 4.05d 19.84g 2.18c
UENF 2134 79.32e 76.57c 1.29c 9d 67.75d 79.75e 145.75e 20.699 11.56e 2.17i 16.66d 6.5d 7.02c 4.24d 18.01g 1.63d
UENF 2135 57.469 68.5c 1.31c 69 73c 93.6d 161.2d 35.94e 29.35a 9.77e 17.51d 7.47b 7.27c 4.35c 21.20f 2.46b
UENF 2137 70.86f 55.28d 1.23d 8e  75.4c 95.6¢ 157.8d 11.39h 1559d 1.9 15.97e 6.24d 7.87b 4.26d 22.62f 2.06c
UENF 2140 113.68d 69.8c 1.3c 7f 73.4c 91d 151e 41.30d 18.18d 5.38g 16.15e 7.21c 6.7c  3.55e 24.15e 2.24c
UENF 2153 93.8e 67.46c 1.43c 8e 65d 90.33d 149.66e 27.47f 13.34e 2.62i 16.79d 7.06c 8.25b 4.6c 19.91g 2.32b
UENF 2154  66.56f 61.82d 1.47c 5h  78.4c 95¢c 161d 25.25f 21.15d 4.84h 15.42e 8.07a 7.78b 4.32c 22.46f 2.85a

AP — altura da planta; DCO — diametro da copa; DCA — didmetro do caule; DPG - dias para germinagédo; DPFL — Dias para floragao;
DPFR — dias para frutificagdo; DPM — dias para maturagdo; CFR — comprimento do fruto; DFR — diametro do fruto; MMF — massa
meédia do fruto; CFC — comprimento da folha cotiledonar; DFC — diametro da folha cotiledonar; CF — comprimento da folha; LF —
largura da folha; CP — comprimento do pedunculo; EP — espessura do pericarpo.

1%



46

De acordo com o método proposto por Singh (1981), utilizado para avaliar
a contribuicdo relativa dos 16 caracteres quantitativos avaliados (Tabela 9), o
descritor que mais contribuiu para a diferenciacdo dos genotipos foi o diametro do
fruto (9,83%), seguido de dias para germinacao (9,1%), massa meédia do fruto
(8,84%) e espessura do pericarpo (7,76%). Bianchi et al.,, (2016), avaliando
acessos de Capsicum spp., também identificaram o diametro do fruto como a
caracteristica que mais contribuiu para a divergéncia genética dos acessos. Em
estudos conduzidos com Capsicum, Sudré et al. (2005) verificaram que as
caracteristicas de maior importancia para a divergéncia foram o comprimento e
didmetro do fruto, o peso médio do fruto e o peso de mil sementes, concordando

com os resultados aqui encontrados.

Tabela 9. Contribuicdo relativa de 16 caracteristicas quantitativas de C. chinense
para divergéncia genética pelo método de Singh. UENF, Campos dos
Goytacazes, 2017.

Variavel Contribuicéo Relativa (%)
Diametro do fruto (mm) 9,83%
Dias para germinacao 9,1%
Massa média do fruto (g) 8,84%
Espessura do pericarpo (mm) 7,76%
Diametro do cotilédone (mm) 7,38%
Comprimento do fruto (mm) 6,77%
Comprimento da folha (cm) 6,67%
Altura da planta (cm) 6,59%
Diametro do caule (cm) 5,77%
Largura da folha (cm) 5,52%
Dias para maturagao 5,46%
Largura da copa (cm) 5,12%
Dias para o florescimento 4,27%
Comprimento do pedudnculo (mm) 4,22%
Dias para frutificacao 3,79%

Comprimento do cotilédone (mm) 2,85%
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A presenca de correlagbes entre as variaveis foi analisada com o
coeficiente de correlagcdo de Pearson. Foram encontradas altas correlagbes
(Tabela 10) para as caracteristicas altura da planta e diametro da copa (75%),
diametro do fruto e espessura do pericarpo (71%), dias para frutificacdo e
maturacdo (70%) e correlagdo moderada para didmetro do fruto e massa média
de fruto (69%), espessura do pericarpo e massa meédia de fruto (66%) e
comprimento e diametro da folha (64%). Lannes et al., (2007), em estudos com C.
chinense, relataram uma relagéo positiva entre o peso do fruto e espessura do
pericarpo, ressaltando a importancia dessas caracteristicas no desenvolvimento
de variedades para o mercado de produtos frescos, uma vez que frutos com
pericarpo mais grossos sdo mais resistentes a danos na gestao pos-colheita e
transporte. Régo et al., (2009) sugerem melhoramento de plantas através da
selecd@o simples para essas variaveis, uma vez que sdo determinadas por efeitos
aditivos genéticos.

Correlacbes negativas moderadas foram encontradas para dias para
germinacao e diametro do fruto (-39%), dias para germinacéo e diametro da folha
cotiledonar (-38%) e largura da folha e diametro da copa (-31%).

Esse coeficiente € uma medida de associagdo linear entre duas variaveis
guantitativas, em que uma caracteristica pode ser selecionada com base em
outra. Segundo Cruz et al.,, (1988), o conhecimento da correlacdo entre
caracteristicas é importante, pois quantifica a possibilidade de ganhos indiretos
por selecdo em caracteres correlacionados, por serem Uteis no estabelecimento
de indices de selecdo e na avaliacdo da complexibilidade das variaveis em
estudo. De acordo com Régo et al. (2006), esse conhecimento € de grande
importancia nos trabalhos de melhoramento, principalmente quando a selecao de
uma caracteristica apresenta dificuldades em virtude da baixa herdabilidade, ou
tenha problemas durante a medicao e identificagcao.



Tabela 10. Correlacdes entre as variaveis independentes obtidas
Goytacazes, UENF, 2017.

pelo

coeficiente de correlacdo de Pearson. Campos dos

AP DCO DCA CF DF CFR DFR MMF CPE EPE CCOT DCOT DPGER DPFL DPFR DPMAT
AltPlanta 1.00 0.75 052 0.076 -0.21 -0.018 -0.17 0.08 0.29 0.045 0.14 -0.019 0.35 0.43 0.26 0.43
DiamCopa 1.00 057 0.031 -0.31 -0.14 -0.17 0.11 0.03 0.049 -0.043 -0.25 0.41 0.41 0.14 0.37
DiamCaule 1.00 0.14 -0.25 -0.16 -0.034 0.109 0.23 0.18 0.14 0.077 0.21 0.34 0.018 0.17
CompFol 100 064 039 026 043 051 032 0.38 0.003 -0.059 0.25 -0.034 0.014
DiamFol 1.00 029 033 020 0.7 011 0.22 0.13 -0.30 -0.07  -0.09 -0.18
CompFru 1.00 033 049 055 036 055 0.23 0.065 0.026 0.016 -0.069
LargFruto 1.00 069 032 071 0.304 0.29 -0.39 -0.015 0.009 -0.079
Massmeédiafr 1.00 048 066 0.29 0.035 0.047 0.11 0.070 0.088
CompPed 1.00 043 047 0.9 0.15 0.34 0.23 0.18
EspePeric 1.00 024 012 -0.204 0.15 -0.005 -0.075
CompCaoti 1.00 0.45 -0.24  -0.096 -0.047 -0.049
DiamCot. 1.00 -0.38 0.007 0.15 0.11
DiasGerm 1.00 0.15 0.085 0.25
DiasFlor. 1.00 0.46 0.44
DiasFrutific 1.00 0.7
DiasMatur 1.00

AP — altura da planta; DCO — diametro da copa; DCA — diametro do caule; CF — comprimento da folha; DF — didametro da folha; CFR —
comprimento do fruto; DFR — diametro do fruto; MMF — massa média do fruto; CPE — comprimento do pedunculo; EPE — espessura
do pericarpo; CCOT — comprimento do cotilédone; DCOT - didametro do cotilédone; DPGER - dias para germinacdo; DPFL — dias
para o florescimento; DPFR — dias para frutificacdo; DPMAT — dias para maturacao.
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5.1.3. Andlise conjunta das variaveis morfoagronémicas

O agrupamento dos acessos representado pelo dendrograma (Figura 4) e
fendtipo dos frutos (Figura 5) permitiu a distingdo de seis grupos com um ponto de
corte de aproximadamente 0,55.

O grupo | é formado por quatro acessos, que possuem frutos com quatro
|6culos, superficie semi-enrugada e de coloracdo laranja quando imaturos. Eles
apresentaram o mesmo tempo de germinacao (nove dias). O grupo Il reuniu seis
acessos que apresentaram flores na posicdo ereta e cotilédone e caule de
coloracao roxa, evidenciando o acumulo de antocianina, observada desde a fase
de plantula.

O grupo Il alocou 21 acessos, todos com anteras de coloracéo roxa e fruto
de superficie lisa e pungentes. A pungéncia € uma caracteristica marcante de
pimentas, principalmente aquelas da espécie C. chinense; de forma geral, as
pimentas do género Capsicum sdao consideradas o condimento picante mais
importante do mundo, sendo consumido por um quarto da populacdo mundial
(Carvalho et al., 2006).

O quarto grupo reuniu nove acessos, todos com frutos imaturos de
coloracdo verde e frutos maduros de coloracdo laranja, exceto o acesso 1730,
que apresentou frutos de coloracdo chocolate quando maduros. Esses acessos
levaram de sete a nove dias para germinar, apresentaram caules com diametro
variando de 0,96 a 1,33 mm e habito de crescimento do tipo determinado.
Segundo Pino et al. (2007), variedades que produzem frutos de cores laranja e
marrom apresentam melhor composi¢cdo quimica relacionada ao aroma do que
variedades de frutos vermelhos. A coloracao laranja estd comumente relacionada
as pimentas de cheiro, que sdo conhecidas por seu aroma e sabor, sendo muito
apreciadas na culinaria brasileira, e 0 seu consumo esta relacionado com habitos
e costumes alimentares de cada pais ou regido. No norte do Brasil, por exemplo,
ela € uma das mais consumidas (Chaves e Furtado, 2015).

Sete acessos formaram o grupo V, que apresentaram frutos vermelhos no
estadio maduro, com formatos alongados e triangulares e com pesco¢o na base.
Esses acessos apresentaram frutos com uma pequena variagdo de comprimento
(35.53 a 44.46 mm), sendo o acesso UENF 2079 o de maior comprimento e 0

acesso UENF 2118 o de menor. O grupo VI alocou oito acessos, que
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apresentaram plantas com habito de crescimento do tipo intermediério, frutos sem
pescoco na base e com trés loculos. Esses acessos possuiam plantas com
alturas intermediarias, apresentando uma variacdo de 58,62 cm (UENF 2107) a
86,22 cm (UENF 2129).

Neto et al. (2014), avaliando pimentas ornamentais, obtiveram a formacao
de oito grupos distintos pelo método de Tocher. Moura et al. (2010), avaliando a
divergéncia de acessos de pimentas, obtiveram a formacdo de seis grupos
distintos pelo método UPGMA. Baba et al. (2015), avaliando pimentas da espécie
C. chinense, encontraram a formacao de dois grupos distintos pelo método de
Ward. Sudré et al., (2005), trabalhando com caracterizacdo de acessos de
Capsicum spp., obtiveram 11 grupos distintos pelo método do vizinho mais
proximo e afirmaram a importancia de se realizar caracterizacao
morfoagronémica, reunindo caracteristicas qualitativas e quantitativas, a fim de se
conhecer as diferencas e semelhancas entre 0s acessos.

Ndo foram identificadas duplicatas nos acessos, com base nas
caracteristicas morfoagronémicas, e o conhecimento da dissimilaridade dos
acessos é uma ferramenta valiosa para os curadores de bancos de germoplasma,
pois, segundo Leite (2014), a consisténcia dos grupos auxilia na identificacao de
individuos semelhantes e divergentes, dentre e entre grupos, tornando possivel a
identificacdo de genitores geneticamente distantes para obtencdo de hibridos
superiores, aumentando a probabilidade de ocorréncia de segregantes superiores
em geragles avancadas, ampliando a base genética.



Cluster Dendrogram
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Figura 4. Dendrograma de dissimilaridade genética entre 55 acessos de Capsicum chinense, obtido pelo método WARD-MLM, com

base nas variaveis morfoagronémicas. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.
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Figura 5. Representacao fenotipica dos frutos alocados nos grupos do dendrograma referente as andlises morfoagronémicas. UENF,
Campos dos Goytacazes, 2017.
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5.2. Andlise dos dados moleculares

5.2.1. Marcadores ISSR

Foram testados 35 iniciadores ISSR; destes, 18 tiveram suas temperaturas
de anelamento otimizadas sendo selecionados e avaliados quanto ao niumero de
bandas geradas e ao polimorfismo verificado para essas bandas e, entdo,
utilizados na genotipagem dos acessos (Figura 6); destes, trés ndo detectaram
polimorfismo nos acessos estudados, enquanto os outros 15 demonstraram
polimorfismo nitido naqueles (Tabela 11). Foi verificada a presenca de um total de
97 marcas, sendo 46 polimorficos. O maior polimorfismo foi registrado quando se
utilizou o iniciador 9 com 8 bandas polimorficas.

Contrastando com o aqui encontrado, Moulin (2013), utilizando 35
iniciadores do tipo ISSR em mapeamento de C. baccatum var. pendulum, obteve
um total de 201 locos polimérficos. Campos (2014), caracterizando 81 acessos de
Capsicum spp. com 13 marcadores ISSR, obteve um total de 88 locos
amplificados, sendo 80 deles polimorficos. Dias et al., (2013) obtiveram um total
de 364 bandas, sendo 323 polimérficas, entretanto, esses autores caracterizaram
quatro espécies diferentes de pimenta e utilizaram um acesso de tomate como
testemunha, o que justifica o elevado polimorfismo obtido devido a divergéncia
entre as espécies. No presente trabalho, todos 0s acessos avaliados sédo da
espécie Capsicum chinense.

Determinadas marcas especificas foram encontradas para os diferentes
acessos, 0 que destaca a variabilidade genética. Ndo foram observadas
duplicatas entre os acessos, sendo todos distintos com base no numero de
marcas identificadas. A né&o identificacdo de duplicatas em bancos de
germoplasma encarece e dificulta a manutencdo adequada do material,
ocasionando problemas referentes a organizacdo e potencial uso dos recursos
genéticos (Gongalves et al., 2008). Thul et al., (2011), trabalhando com 22
acessos de pimenta caracterizados por 13 iniciadores ISSR, também néo

detectaram duplicatas em seu banco de germoplasma.
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Figura 6. Amostra representativa de gel de Agarose a 2%. Fragmentos de DNA
amplificados utilizando o iniciador ISSR 23. (M — marcador de peso molecular).
Campos dos Goytacazes, UENF, 2017.

Tabela 11. Iniciadores ISSR utilizados na genotipagem de 55 acessos de C.
chinense. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.

Identifi_cagéo do Sequéncia (5-3") Neo dg_locos Ne° _de/lo_cos
Primer amplificados polimérficos
4 (GTG)sGC 9 4
5 (AG)sYT 5 4
6 (AC)sCG 7 4
7 (AC)sCT 3 2
9 (TG)sGG 9 8
11 (GGAT):GA 5 3
12 (GAA)sAA 7 4
17 (AC)sT 5 0
19 (AG)sYA 2 0
20 (GA)sYT 3 1
23 (CA)CYG 8 3
25 (ATG)s 4 2
41 (TC)sAGG 2 1
50 (AC)eC 6 4
51 (ATC)eT 5 3
57 (GA)oT 4 0
75 (AC)sG 7 2
81 (GA)sYG 6 1

Foi utilizada a analise bayesiana para classificar os acessos. Dessa forma,
o maior valor de AK (Figura 7) foi obtido quando dois clusters foram formados,
indicando que a estrutura genética € mais provavel dividindo todos os genétipos
em dois grupos (Figura 8). Nunes et al. (2013), avaliando a diversidade genética
de morangos via marcadores ISSR, também encontraram a formacdo de dois

grupos pela analise bayesiana.
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Os resultados demonstram a estruturacdo genética dos acessos estudados
vermelha, composto por 50 acessos e o grupo ll, indicado pela cor verde,

a partir do compartilhamento de alelos, sendo o grupo I, identificado pela cor

cinco acessos.

Os grupos néo
caracteristicas morfoagrondmicas exclusivas.

reuniram acessos com
Considerando as diferentes origens dos acessos, 0s loci de marcadores

ISSR ndo possibilitaram discrimina-los segundo sua procedéncia,
genética.

mas
demonstraram grande eficacia em distingui-los segundo sua variabilidade

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
150 K

\
100

Delta K
—

oo

9
Figura 7. Grafico de pico do AK indicando o numero 6timo de clusters genéticos
para a andlise Bayesiana obtida pelo programa Structure 2.3.4. UENF, Campos
dos Goytacazes, 2017.



56

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

1726 2101 1788 1721 2078 093 2074 2113 2135 2131 2133 2154 2107 2106 2134 2082 2137 2112 2111 2100 1753 1787 2086 1722 2079
2130 1720 1707 2085 2091 2083 2129 2087 2140 2145 2116 1791 2075 2044 2066 2110 2115 2123 2097 2036 1730 1765 1768 2051 1708

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

1736 764

2118
2073 1770

Figura 8. Estimativas da estrutura genética para 55 acessos de C. chinense por 18 iniciadores ISSR. Os acessos séo representados
na linha horizontal e cada grupo genético é representado por uma cor. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.
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5.2.2. Marcadores microssatélites

Foram testados 47 pares de iniciadores microssatélites, desenvolvidos e
otimizados para mapeamento de C. annuum (Minamiyama et al., 2006), apenas
17 foram amplificados e 9 foram considerados polimérficos em C. chinense,
equivalendo a uma taxa de transferibilidade de aproximadamente 36,17%.

A percentagem de transferibilidade deste trabalho foi proxima da
encontrada por Carvalho et al. (2015), que obtiveram, em C. chinense, 31% de
transferibilidade de iniciadores microssatélites desenvolvidos para C. annumm.

A transferibilidade de marcadores microssatélites entre espécies vegetais
aparentados e, até mesmo, entre géneros da mesma familia tem sido avaliada
como uma estratégia bastante oportuna devido ao gasto de tempo e alto custo
financeiro para o desenvolvimento desses marcadores (Carvalho et al., 2015). De
acordo com Buso et al. (2016), a capacidade de se utilizarem os mesmos
iniciadores microssatélites em diferentes espécies de plantas depende da
extensdo na qual os sitios desses iniciadores que flanqueiam essas regifes séo
conservados. Nota-se que a capacidade de transferéncia cruzada de marcadores
microssatélite em Capsicum € alta, indicando que existe um elevado nivel de
conservacdo de sequéncias dentro das regides iniciadoras das espécies do

género.

Ut:rF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF
1722 1736 1768 1765 1754 1753 1708 1770 1762 1784 1720 1723 1788 1726 1707 1730 1721 1787 1791 2079 2066

Figura 9. Amostra representativa de gel de agarose Metaphor a 4%. Fragmentos
de DNA amplificados, utilizando-se o loco microssatélite CB-164897. Campos dos
Goytacazes, UENF, 2017.

O conteudo de informagéo polimorfica (PIC) variou de zero (CAN-130829,
GP-1102, CM-0008, CAMS-051, CAMS-191) a 0,375 (CM-005, 344, CM-0010),
com média de 0,174 (Tabela 12). De acordo com Xie et al. (2010), o polimorfismo

dos locos pode ser considerado alto (>0,5), médio (entre 0,5 e 0,25) ou baixo
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(<0,25). Dessa forma, para os loci analisados no presente trabalho, o PIC
observado variou entre baixo e médio. Segundo Cruz et al. (2011), quanto maior o
namero de alelos, mais o valor de PIC se aproximard da heterozigosidade
esperada. Esse conhecimento do conteldo de informagcdo do polimorfismo é
necessario, pois permite que se tenha uma estimativa do poder discriminatério de
um loco, levando em consideracdo ndo apenas o numero de alelos que sao
expressos, mas também as frequéncias relativas desses alelos (Weir, 1996; Rana
et al., 2013). Valores de PIC, entre 0,27 a 0,66, foram encontrados por Patel et al.,
(2011) em C. annuum.

O numero de alelos por loco variou de um (CAN-130829, GP-1102, CM-
0008, CAMS-051, CAMS-191) a dois (TES-402, CAMS-888, CM-005, 344, CA-
505155, CB-164897, CACCFL1i, CM-0006, CM-0010, CAMS-089, CAMS-081,
CAMS-095), com uma média de 1,7 alelos, obtendo-se um total de 29 alelos para
0s 17 locos analisados. Villela et al. (2014), analisando 20 acessos de variedades
crioulas de pimentas com oito locos microssatélites, identificaram 43 alelos. A
meédia do numero de alelos por loco foi de cinco, variando de trés a oito. Buso et
al. (2016), trabalhando com transferibilidade de iniciadores SSR entre espécies do
género Capsicum, encontraram variacdo de 2 a 11 alelos por loco, com uma
meédia de seis alelos. Esses autores afirmaram que quanto maior o numero de
alelos detectados por um marcador, maior sua utilidade.

Os valores de heterozigosidade esperada variaram de zero (CAN-130829,
GP-1102, CM-0008, CAMS-051, CAMS-191) a 0,5 (CM-005, 344, CM-0010),
apresentando média de 0,221. A heterozigosidade observada variou de zero
(TES-402, CAN-130829, GP-1102, CA-505155, CM-0008, CM-0006, CAMS-051,
CAMS-191) a um (CM-005, 344, CM-0010), com uma média de 0,225. Ulhoa et al.
(2014), trabalhando com pimentas jalapeifio amarela, encontraram 73% dos
iniciadores em homozigose e os demais apresentaram valor de heterozigose
entre 0,05 e 0,73. Pacheco-Olvera et al. (2012), avaliando C. annuum,
observaram valores de 0,47 e 0,22 para He e Ho, respectivamente. Carvalho et al.
(2015), avaliando acessos de C. chinense e C. frutescens, observaram um baixo
namero de alelos e maior homozigose para C. frutescens; isso foi relacionado a
baixa variabilidade genética.

Os valores de He e Ho apresentaram médias proximas, porém a

heterozigosidade observada foi maior que a esperada, indicando um elevado
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namero de individuos heterozigotos, possivelmente devido a ocorréncia de
polinizacdo cruzada, caracteristica atipica para a espécie, uma vez que C.

chinense é considerada, predominantemente, autégama.

Tabela 12. Caracterizacdo dos 17 locos analisados na analise molecular. Campos
dos Goytacazes, UENF, 2017.

Loco A N° de alelos He Ho PIC
TES-402 0,981 2 0,035 0,000 0,035
CAMS-888 0,800 2 0,320 0,400 0,268
CM-005 0,500 2 0,500 1,000 0,375
344 0,500 2 0,500 1,000 0,375
CAN-130829 1,000 1 0,000 0,000 0,000
GP-1102 1,000 1 0,000 0,000 0,000
CA-505155 0,745 2 0,379 0,000 0,307
CB-164897 0,685 2 0,431 0,185 0,338
CACCFLI1i 0,972 2 0,053 0,018 0,051
CM-0008 1,000 1 0,000 0,000 0,000
CM-0006 0,907 2 0,168 0,000 0,153
CM-0010 0,500 2 0,500 1,000 0,375
CAMS-089 0,783 2 0,339 0,018 0,282
CAMS-051 1,000 1 0,000 0,000 0,000
CAMS-081 0,537 2 0,497 0,169 0,373
CAMS-191 1,000 1 0,000 0,000 0,000
CAMS-095 0,981 2 0,035 0,036 0,035
Média 0,817 1,7 0,221 0,225 0,174

A — alelo de maior frequéncia; He — heterozigosidade esperada; Ho -
heterozigosidade observada; PIC — contetdo de informacao polimérfica.

Foi utilizada a analise bayesiana para classificar os acessos, considerando-
se os dados moleculares. Esse procedimento estatistico € considerado robusto e
possui numerosas possibilidades de aplicagcao (Pritchard et al., 2000). Dessa
forma, o maior valor de AK (Figura 10) foi obtido quando dois clusters foram
formados, obtendo-se os grupos | e Il (Figura 11). Esse método possui vantagens
em relacdo a outros, principalmente relacionado a distancia genética, que pode
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produzir atribuicdes precisas, usando-se numeros baixos de locos (Leite et al.,

Baba et al. (2015), avaliando acessos de C. chinense, obtiveram dois
grupos distintos pela analise bayesiana, ndo observando correlacdo entre a
morfologia dos frutos e sua localizacao geografica. Moses et al. (2014), estudando
a diversidade genética de acessos de C. chinense, utilizando marcadores
microssatélites, observaram a formacdo de dois clusters genéticos distintos,
correspondentes as regides do alto e baixo Amazonas, sugerindo dois eventos de

domesticacao independentes ou dois centros de diversidade nessas regides.

Ao contrario da literatura citada, os acessos aqui avaliados ndo foram
agrupados segundo sua procedéncia. O grupo | (vermelho) reuniu 41 acessos,
gue possuem, em sua maioria, habito de crescimento do tipo ereto, enquanto o

grupo Il (verde) reuniu 14 acessos, predominantemente de coloragdo vermelha
gquando maduros e pungentes. Andrade et al. (2016), analisando a diversidade

genética em feijdo-de-vagem via marcadores AFLP, obtiveram dois clusters

distintos pela andlise bayesiana, sendo o grupo | formado pela maioria dos

acessos com habito de crescimento indeterminado, enquanto o grupo Il foi
80}

formado por acessos com héabito de crescimento determinado.
DeltaK = mean(|L"(K)|} / sd(L(K))
Q

"\
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/\
\
20r

Figura 10. Gréfico de pico do AK indicando o numero 6timo de clusters genéticos
dos Goytacazes, 2017.

para a andlise Bayesiana obtida pelo programa Structure 2.3.4. UENF, Campos
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5.2.3. Andlise conjunta dos marcadores ISSR e microssatélite

O agrupamento dos acessos representado pelo dendrograma (Figura 12)
permitiu a distincdo de seis grupos com um corte feito a, aproximadamente, 0,25
de altura.

O grupo | alocou 11 acessos, que possuem similaridade quanto a
coloracdo do fruto maduro, com predominancia na variacdo da coloracdo
vermelha. O grupo Il, composto por 17 acessos, possui semelhanca quanto a seu
hébito de crescimento.

O terceiro grupo reuniu nove acessos que possuem as flores na posicao
intermediaria, enquanto o grupo IV alocou seis acessos com presenca de
capsaicina. O grupo V é formado por seis acessos, que possuem em comum o
formato triangular do fruto e o grupo VI reuniu seis acessos que possuem duas
flores por no.

As caracteristicas em comum dentre 0s acessos alocados em um grupo
nao sao, de fato, o motivo pelo qual eles foram agrupados, pois os marcadores
utilizados ndo séo especificos para determinadas caracteristicas. O agrupamento
dos acessos com base nos marcadores moleculares diferiu do agrupamento a
partir das variaveis morfoagronémicas e das analises bayesianas de ambos 0s
marcadores moleculares.

Do mesmo modo que os demais agrupamentos, este nao reuniu, no
mesmo grupo, acessos de mesma procedéncia. I1sso se da, possivelmente, devido
ao intenso intercambio de pimentas, seja através de trocas por agricultores, pelo
tempo que cada familia cultiva uma mesma variedade ou pelo comércio em feiras

e mercados.
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Figura 12. Dendrograma de dissimilaridade genética entre 55 acessos de Capsicum chinense, obtido pelo método WARD-MLM, com

base nos marcadores ISSR e microssatélite. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.
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5.3. Andlise conjunta das variaveis morfoagronémicas e moleculares

O meétodo de Ward-MLM permitiu a formacéo de seis grupos distintos tanto
para as varidveis morfoagronémicas, quanto para as moleculares, porém o
arranjo entre 0s acessos nas analises ndo se manteve igual (Figura 13).

O emaranhamento obtido foi de 0,58, evidenciando a divergéncia na
distribuicdo dos acessos em ambos os dendrogramas. Os acessos UENF 1770,
UENF 1708 e UENF 2112 foram os que tiveram menores mudangas entre 0s
agrupamentos, enquanto os acessos UENF 2110 e UENF 2135 apresentaram
maior distincao.

Esta distincdo de arranjos entre 0s acessos nos dendrogramas,
possivelmente se d& pelo fato de que os marcadores moleculares utilizados néao
sdo especificos para determinadas caracteristicas fenotipicas. Eles amplificam
regides mais conservadas do genoma, ndao sendo possivel assimilar uma marca

molecular a uma determinada caracteristica fenotipica.
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6. CONCLUSOES

Ndo houve duplicata entre acessos ao se utilizarem descritores
morfolégicos e/ou moleculares, havendo, assim, variabilidade fenotipica e
divergéncia genotipica entre todos 0s acessos;

N&o houve correlagéo entre fenétipo ou gendtipo e local de aquisicao;

Foram identificados 18 iniciadores ISSR, sendo que, desses, 15 foram
considerados polimorficos no germoplasma trabalhado;

Dezessete pares de iniciadores microssatélites foram amplificados, sendo
nove desses considerados polimérficos, tendo ocorrido transferibilidade desses
marcadores desenvolvidos para C. annuum;

Enfim, apesar de, apenas, 1/3 da colecéo de C. chinense da UENF ter sido
caracterizada, observou-se uma diversidade significativa entre os acessos de uma
mesma espécie com potencial para integrar diversos programas de melhoramento

genético do género Capsicum.
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