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RESUMO

Diversidade morfoagronomica e taxa de cruzamento natural em pimentas

(Capsicum chinense)

Estudos sobre diversidade e sistema reprodutivo das plantas cultivadas sio de fundamental
importincia para o planejamento e elaboracio dos programas de melhoramento bem como para a
conservagdo e uso de recursos genéticos. Este trabalho é composto por duas etapas em que se
objetivaram em primeiro momento caracterizar morfoagronomicamente 40 acessos de pimenta
(Capsicum spp.) do banco de germoplasma da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da
Universidade de Sao Paulo, gerando informagdes que subsidiaram a metodologia para a estimativa da
taxa de cruzamento natural para acessos desta espécie. A caracterizacdo foi realizada para 16
descritores, sendo observada alta diversidade para os caracteres de habito de crescimento, forma da
folha, altura de planta, cor da antera, posi¢do do estigma, presenca de manchas na corola, constricao
anelar no cilice, cor do fruto maduro, forma do fruto, forma do 4pice do fruto, supetficie do fruto,
presenca de pungéncia, dias para florescimento, massa fresca, largura e comprimento de fruto. Foi
verificado que dentre os 40 acessos, 85% pertenciam a espécie C. chinense, 10% apresentaram
caracteristicas tanto de C. annuum como de C. frutescens, e dois acessos foram identificados como C.
baccatum. Analises multivariadas de Componentes Principais (PCA), Agrupamentos e Coordenadas
Principais (PcoA), foram realizadas verificando-se a existéncia de variabilidade entre os acessos. O
coeficiente de dissimilaridade variou de 0,015 a 0,818. A anilise de agrupamentos resultou na
formacio de cinco grupos que separaram os acessos principalmente quanto ao formato e tamanho do
fruto. Com base na analise da diversidade trés acessos de C. chinense com caracteristicas morfologicas
divergentes, foram selecionados como genitores para a estimativa da taxa de cruzamento natural. Os
trés acessos foram dispostos em moédulos contendo uma planta de cada gendtipo e deixados a campo
para a ocorréncia de cruzamentos naturais. HibridagGes artificiais foram feitas entre os acessos
selecionados a fim de se obter hibridos para utilizagdo como testemunhas na avaliacio da ocorréncia e
direcdo dos cruzamentos por meio da observagiao da expressio de marcadores morfologicos. A taxa
de cruzamento variou de 0% a 40,6%, indicando que a espécie C. chinense apresenta sistema
reprodutivo misto cujas taxas variaram principalmente em fungio do genétipo.

Palavras-chave: Pimenta; Variabilidade genética; Caracterizagdo; Marcadores morfoldgicos; Sistema
reprodutivo



ABSTRACT

Morpho-agronomic diversity and natural outcrossing rate in peppers Capsicum chinense

Studies on the diversity and reproductive system of crop plants are important for plant
breeding programs as well as for the conservation and use of genetic resources. This work is
composed of two stages: the first stage aimed to characterize 40 accessions of pepper (Capsicum spp.)
from the germplasm bank of the Luiz de Queiroz College of Agriculture, University of Sdo Paulo,
with morpho-agronomic traits, and generating information that subsidized the methodology of the
second stage, estimating the natural outcrossing rate of this species. The characterization was carried
out for 16 traits, with high diversity being observed for the traits of plant growth habit, leaf shape,
plant height, anther color, stigma exertion, presence of spots on corolla, calyx annular constriction,
fruit color at mature stage, fruit shape, fruit apex shape, fruit surface, presence of pungency, days to
flowering, weight, width and length of the fruit. Among the 40 accessions, 85% belonged to the
species C. chinense, while 10% showed characteristic of both C. annuum and C. frutescens, and two
accessions were identified as C. baccatum. Principal Components multivariate analyses (PCA), cluster
and Principal Coordinates analyses (PcoA) were performed showing the existence of variability
between the accessions. The dissimilarity coefficient ranged from 0.015 to 0.818. The cluster analysis
resulted in the formation of five groups of accessions that diverged mainly according to size and shape
of the fruit. Based on the diversity analysis, three morphologically distinct accessions of C. chinense
were selected as parents for estimating the natural outcrossing rate. The three accessions were
arranged in modules containing one plant of each genotype and were left in the field for the
occurrence of natural crosses. Artificial hybridizations were made between the selected accessions in
order to obtain hybrids for use as testers in the evaluation of the occurrence and direction of crosses
by observing the expression of the morphological markers. The outcrossing rates varied from 0% to
40.6%, indicating that C. chinense presents a mixed reproductive system, and that the outcrossing rates
varied mainly due to the genotype.

Keywords: Pepper; Genetic variability; Characterization; Morphological markers; Mating system



1. INTRODUGCAO

As pimentas pertencentes ao género Capsicum, familia Solanaceae, foram uma das primeiras
plantas a serem domesticadas nas Américas, tendo sido utilizadas pela humanidade ha mais de 6000 anos,
conforme registros encontrados no México, Peru, Bolivia (Perry e Flannery 2007, Kraft ez o/ 2014). O
género ¢ originario da América Tropical, e desde a época das grandes navegacOes, seu consumo tem se
popularizado e se incorporado na cultura de povos de outras pattes do mundo (Barbieri e Neitzke 2008).
O cultivo atual se estende mundialmente, com destaque para a China, México e Turquia, como os maiores
produtores (FAO 2018). No Brasil, cultivam-se pimentas em praticamente todos os estados, sendo uma
atividade tipicamente familiar de grande importancia social e econémica, pois atua como fonte de renda e
na absor¢io de mao-de-obra (Pereira ef al. 2014).

O geénero Capsicum compreende as hortalicas denominadas como pimentas e pimentdes, e ¢
composto por aproximadamente 35 espécies descritas, das quais cinco foram domesticadas e sdo
amplamente cultivadas (C. annunm L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., C. baccatum (Willd.) Eshbaugh, e C.
pubescens Ruiz et Pav.) (Moscone et al. 2007, Pickersgill 2007, Carrizo Garcia et al. 2016). Dentre as
caracteristicas envolvidas na domesticagdo das pimentas destacam-se a perda do mecanismo de dispersio;
o aumento de tamanho de frutos, folhas, flores e sementes quando comparadas as variedades selvagens; e
o aumento da variabilidade morfolégica (Pickersgill 2007, Luna-Ruiz ez a/. 2018). Os frutos vermelhos
pequenos, eretos e deciduos foram substituidos por frutos maiores geralmente pendentes, que
permanecem firmemente aderidos a planta e com uma ampla variedade de cores além da
vermelha(Andrews 1995, Barbieri e Neitzke 2008). Aparentemente, a domesticacio resultou também em
uma mudanc¢a no modo de reprodugio, passando de fecundagio cruzada para autofecundacio (Andrews
1995, Barbieri e Neitzke 2008, Luna-Ruiz e a/ 2018). O género é bem diverso apresentando alta
variabilidade morfolégica, tanto interespecifica como intraespecifica, sendo indicativo de existéncia de
grande variabilidade genética. A diversidade no grupo das pimentas é observada, principalmente, nas
diferentes formas, cores e atributos sensoriais de seus frutos, a qual permite uma versatilidade de
aplicagbes seja culinaria, industrial, farmacéutica, bélica (“spray de pimenta”) e ornamental (Bosland 1996,
Barbieri e Neitzke 2008).

O Brasil ¢ considerado um importante centro de diversidade de pimentas, sendo encontrado
grande nimero de espécies domesticadas, semidomesticadas e selvagens (Moscone e a/. 2007). Dentre as
espécies domesticadas, destaca-se no pais a C. chinense, que é bem adaptada a ambientes quentes e imidos,
sendo facilmente encontrada na regido amazonica, onde provavelmente seria seu centro de domesticagiao
(Heiser Jr. 1976, Pickersgill 2007). Seu cultivo, assim como as demais espécies de pimentas, geralmente
ocorre em pequenas propriedades, sendo comercializada in natura ou em conservas em mercados e feiras
livres. Os frutos de C. chinense apresentam um aroma forte e caracteristico, além de diferentes formatos,

tamanho, colorac¢do e niveis de pungéncia.



O conhecimento sobre os acessos disponiveis em bancos de germoplasma é essencial para a
conservacdo de recursos genéticos vegetais bem como para a busca de variabilidade em programas de
melhoramento genético. Diversas cole¢oes de germoplasma de Capsicum tém sido caracterizadas por meio
de descritores morfoagronémicos, marcadores moleculares e analises citogenéticas (Lannes e al. 2007,
Domenico et al. 2012, Baba et al. 2015, Fonseca 2016, Martins e al. 2018, Moteira et al. 2018). A
caracterizacdo e a avaliagdo sdo etapas fundamentais para um melhor conhecimento da diversidade
disponivel, discriminacio de acessos e identificacio de duplicatas, além de permitirem a identificacio dos
modos de reproducdo predominantes nos acessos (Valls 2007). Segundo Pickersgill (1997), as pimentas
apresentam alta variabilidade que ainda permanece pouco estudada e explorada, e que esta diversidade
deveria set relativamente facil de ser utilizada.

As pimentas domesticadas possuem flores completas, autocompativeis e sdo consideradas
autogamas (Allard 1971), com taxas de poliniza¢do cruzada que podem variar de 2% a 90%, dependendo
da variedade, ambiente, morfologia e presenca de agentes polinizadores (Odland e Porter 1941,
Campodonico 1983, Tanksley 1984, Justino et a/ 2018). Estas elevadas taxas de cruzamento podem
resultar na ocorréncia de segregacdo durante a multiplicacio e regeneracdo de acessos de germoplasma na
producio comercial, sendo necessario tomar precaucdes para manter a pureza genética de acessos e
durante a condugio de programas de melhoramento de pimentas (Bosland 1993, Régo ¢f a/. 2011). Alguns
mecanismos que favorecem a alogamia, tais como a protoginia, macho-esterilidade e estigma posicionado
acima das anteras foram estudados ¢ observados em alguns trabalhos com Capsicum (Shifriss 1997,
Aleemullah e a/. 2000, Cauich ez a/. 2006, Luz 2007, Cruz e Campos 2008, Crispim ez a/. 2017). Entretanto,
ha poucas pesquisas referentes a determinacio da taxa de cruzamento, especialmente para C. chinense. O
conhecimento do sistema reprodutivo de uma espécie ¢ de essencial importancia para os melhoristas, uma
vez que tal informacio pode auxiliar na elaboracio de estratégias para a condu¢do do melhoramento
genético.

A demanda por pimentas e produtos a base de pimentas tem aumentado significativamente,
destacando-se como um dos condimentos mais vendidos no mundo (Rufino e Penteado 2006, Ribeiro e#
al. 2008). As pimentas tem se mostrado um produto interessante a ser explorado no Brasil, cuja exploragao
dos recursos genéticos possibilita o langamento de novos produtos no mercado com qualidades antes
desconhecidas, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel da agricultura e da agroindustria
(Neitzke 2012). Além disso, hda a demanda por novos cultivares que visam atender ndo somente as
necessidades dos produtores, quanto a tolerdncia a estresses abidticos e bidticos, como também ao
mercado consumidor, em que os aspectos qualitativos possuem um grande peso em fun¢io da forma de
utilizacao (fruto fresco, processado, fruto seco, para extragdo de oleoresina e ornamental).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho caracterizar morfoagronomicamente 40 acessos
de pimenta pertencentes ao banco de germoplasma da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
da Universidade de Sao Paulo (USP/ESALQ), cujas informacoes foram utilizadas para a tomada de
decisio quanto a metodologia para a avaliacido e determinacio da taxa de cruzamento natural para acessos

da espécie C. chinense.
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2. DIVERSIDADE MORFOAGRONOMICA DE PIMENTAS Capsicum chinense

RESUMO

A caracterizagdo de acessos consiste em uma das etapas iniciais para o conhecimento do
banco de germoplasma, importante para a manutencdo da diversidade e para uso em programas de
melhoramento genético. As pimentas do género Capsicum apresentam grande variabilidade
motfolégica. Neste trabalho 40 acessos de pimenta do banco de germoplasma da ESALQ/USP foram
caracterizados para 16 descritores recomendados pelo IPGRI, entre caracteres qualitativos (12) e
quantitativos (4). Para a analise de agrupamentos utilizaram-se o algoritmo de Gower e o método
aglomerativo hierarquico das médias das distincias UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
an Arithmetic Average). De modo complementar, foram realizadas a Analise de Coordenadas
Principais (PCoA) para a representacio grafica da similaridade, e a Analise de Componentes Principais
(PCA) para as variaveis quantitativas. Foi verificado em campo que 85% dos acessos pertenciam a
espécie C. chinense, 10% apresentaram tanto caracteristicas de C. annuum e C. frutescens, e dois acessos
foram identificados como C. baccatum. Grande variabilidade fenotipica foi encontrada entre os acessos,
os quais puderam ser classificados em cinco grupos, separando-se principalmente quanto aos
caracteres do fruto (superficie, forma, comprimento, largura e massa fresca). O coeficiente de
dissimilaridade variou de 0,015 a 0,818. O acesso mais divergente (USP-CB10) pertence a espécie C.
baccatum. Entre os acessos de C. chinense, a maior distdncia genética estimada foi entre os acessos USP-
CC12 e USP-CC37 com coeficiente de dissimilaridade de 0,708.

Palavras-chave: Capsicum spp.; Banco de germoplasma; Caracterizacio morfoagrondmica; Recursos
genéticos

ABSTRACT

Characterization of accessions consists of one of the first stages to acquire knowledge of the
germplasm bank, which is important for the management of genetic diversity and for plant breeding
programs. The peppers of the genus Capsicum present great morphological variability. In this study, 40
accessions of peppet from the ESALQ / USP germplasm bank were charactetized for 16 descriptors
recommended by IPGRI, being 12 qualitative and four quantitative. Cluster analysis was performed
using the Gower algorithm and the hierarchical agglomerative method UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method Using an Arithmetic Average). In addition, the Principal Coordinate Analysis (PCoA)
for the graphical representation of similarity, and the Principal Components Analysis for the
quantitative traits were performed. Field observations showed that 85% of the accessions belonged to
the species C. chinense, 10% presented characteristics of both C. amnuum and C. frutescens, and two
accessions were identified as C. bacatum. Large phenotypic variability was found among the
accessions, which were classified into five groups, mainly due to fruit characters (surface, shape,
length, width and weight). The dissimilarity coefficient ranged from 0.015 to 0.818. The most
divergent accession (USP-CB10) belonged to the species C. baccatum. Within C. chinense accessions, the
highest genetic distance was estimated between the accessions USP-CC12 and USP-CC37, with
dissimilatity coefficient of 0.708.

Keywords: Capsicum spp.; Germplasm bank; Morpho-agronomic characterization; Genetic resources
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2.1. INTRODUGCAO

As pimentas e pimentdes correspondem a uma das hortalicas, pertencentes a familia Solanaceae
mais importantes mundialmente, juntamente com o tomate, batata e berinjela. As pimentas do género
Capsicum sao cultivadas hd milhares de anos, sendo originarias das Américas Central e Sul (Pickersgill 1997,
2007). Desde a sua descoberta pelos europeus e sua introducao nos demais continentes, esta hortalica tem
se destacado como um importante condimento, sendo facilmente aceita pelos diversos povos e culturas.
Atualmente, o mercado das pimentas é bem diversificado, com uma grande variedade de usos e aplicacSes,
podendo ser consumidas in natura, na forma processada e ou como planta ornamental, além de ser
utilizada pelas industrias farmacéutica e cosmética (Neitzke e¢f /. 2016). Essa versatilidade de aplicagbes
tem contribuido para o aumento da produgio desta cultura.

O género Capsicum é um grupo bem diverso composto por 35 espécies, entre domesticadas (C.
annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens), semidomesticadas e selvagens (Moscone e# 4.
2007, Carrizo Garcfa ef al. 2016). O género se caracteriza pela capacidade de produgio de capsaicinoides o
qual confere o sabor picante dos frutos, além da grande variagao morfoldgica, facilmente observada pelos
diferentes formatos, cores, tamanhos e sabor dos frutos de pimenta. Tal variabilidade, entretanto, ainda
permanece pouco estudada e explorada, com pouca informagio cientifica sobre a variabilidade existente
entre acessos da mesma espécie, evidenciada pela escassez de cultivares melhoradas (Pickersgill 1997,
Sudté et al. 2010, Domenico ¢# al. 2012, Bianchi ef a/. 20106).

O Brasil é considerado um importante centro de diversidade, merecendo destaque a espécie C.
chinense, a qual é a mais adaptada ao clima quente e umido e cujo provavel centro de domesticagio se
localiza nas terras baixas da Bacia Amazoénica (Pickersgill 2007). Os frutos desta espécie apresentam um
aroma forte e caracteristico, além de grande diversidade morfoldgica. Devido a essa diversidade, inumeras
denominacdes populares sdo atribuidas, tais como ‘Pimenta-de-cheiro’, ‘Pimenta-de-bode’, ‘Cumari-do-
Pard’, ‘Murupi’, ‘Habanero’, ‘Biquinho’, ‘Bhut Jolokia’, entre outros (Barbieti ¢ Neitzke 2008, Baba ez 4.
2015). Esses grupos varietais ou motfotipos sao discriminados conforme as caracteristicas dos frutos que
podem ser esféricos a alongados, de coloracio variada, e niveis de pungéncia que podem variar de 0 (zero)
(frutos doces) a mais de 1.000.000 (altamente pungentes) unidades Scoville (SHU) (Bosland e Baral 2007).
Apesar da grande expressividade desta espécie no Brasil, Moreira e a/ (2018) ressaltam que estudos
genéticos para esta espécie ainda sao escassos, uma vez que a maioria dos estudos ¢ focada em C. annunm.

Para fins de melhoramento genético, o conhecimento sobre a diversidade existente nos bancos
de germoplasma ¢é de essencial importincia para a sua utilizagdo. A caracterizacdo morfoagronémica
consiste em uma das primeiras etapas para se conhecer a diversidade genética disponivel nos bancos de
germoplasmas, sendo de grande importancia para uma melhor exploragdo e conservagio dos recursos
genéticos, além de ser fundamental na definicdo das estratégias para o uso em programas de
melhoramento (Valls 2007). Um germoplasma pode ser submetido a diversos niveis de caracterizacio:
morfolégica, agrondmica, molecular, bioquimica, citogenética, palinolégica (Martins e# a/ 2018). Todas as

metodologias de caracterizacdo sio complementares no fornecimento de informacgdes sobre a cultura.
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Entretanto, Sudré e al (2010) ressaltam que o conhecimento do fendtipo dado pelos descritores
morfolégicos e agronémicos ainda sdo importantes.

A importancia e a eficiéncia da caracterizagdo morfoagrondmica na estimativa da variabilidade
genética e na discriminacdo de acessos, bem como na identificagdo de gendtipos potenciais para uso
imediato ou em programas de melhoramento tem sido enfatizada em diversos trabalhos envolvendo as
pimentas (Fonseca e al. 2008, Jarret e Berke 2008, Domenico e al. 2012, Bharath e /. 2013, Vasconcelos
et al. 2014, Baba ¢f al. 2015, Aratjo ez al. 2018), nos quais grande variabilidade é encontrada. Além disso, a
diversidade genética de pimentas pode ser utilizada como forma de diversificacdo da producio, como
alternativa ao monocultivo, em que o aparecimento de pragas e doencas pode inviabilizar o cultivo em
uma regido (Villela ¢z a/. 2018)..

No presente trabalho, 40 acessos de pimentas Capsicum spp. do banco de germoplasma da
Universidade de Siao Paulo ESALQ/USP foram avaliados quanto a diversidade genética de caracteres

morfoagronémicos, de modo a subsidiar estudos futuros para programas de melhoramento da espécie.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material avaliado

Foram caracterizados 40 acessos de pimentas previamente identificados como C. chinense, sendo
24 cedidos da colegio de pimentas do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e 16 pertencentes ao

banco de germoplasma da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao

Paulo (USP/ESALQ) (Tabela 1).

2.2.2. Local e condugao do experimento

O experimento foi conduzido no municipio de Piracicaba/SP em area experimental do campus
da ESALQ/USP (latitude 22° 42' S, longitude 47° 38' W e altitude 546 m), classificacio climatica de
Koéppen Cwa. Os acessos foram semeados em outubro de 2016 em bandejas de poliestireno de 128 células
e foram mantidos em casa de vegetagao para o desenvolvimento das mudas, as quais receberam adubagbes
(NPK 20-20-20 e micronutriente) duas vezes por semana. As mudas foram transplantadas no local
definitivo 45 dias apds a semeadura, com espagamento de 0,5 m entre plantas e 1,5 m entre linhas. Os
acessos foram delineados em parcelas Gnicas, compostas por 10 a 30 plantas. Previamente ao transplantio,
foi feita a calagem em area total e a adubacao com NPK (4-14-8) nos sulcos de plantio, na dosagem de 25
kg/ha. Quatro adubacoes de cobertura com nitrogénio foram feitas durante o ciclo, na dosagem de 15 g
de ureia (45% N) por planta. Os demais tratos culturais (controle de pragas, doengas e plantas daninhas)
foram realizados conforme a recomendacdo para a cultura com realizacdo de irrigacio por aspersio nos

periodos de estiagem.
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Tabela 1. Acessos identificados como Capsicun chinense, incluindo o c6digo de acesso no banco de germoplasma da
ESALQ/USP, no banco do IAC e nome populat.

Acesso Correspondéncia IAC Denominagio popular ou morfotipo
USP-CCo1 TAC-905 Murupi
USP-CC02 TAC-998 Pimenta
USP-CC03 TAC-1248 Scoth Bonnet
USP-CC04 TAC-1416 Murupi
USP-CC05 TAC-1526 PI 152225
USP-CCo06 TAC-1549 Fidalga
USP-CCo07 TAC-1552 Murupi
USP-CC08 TAC-1580 Olho de Peixe
USP-CC09 TAC-1589 PI 159236
USP-CB10 TAC-1590 Panca
USP-CC11 TAC-1592 Hortivale-2
USP-CC12 TAC-1593 Fidalga
USP-CC13 TAC-1595 PI 159236
USP-CC14 TAC-1597 Ttuiutaba-3
USP-CC15 TAC-1598 Ttuiutaba-1
USP-CC16 TAC-1625 Naga Morich
USP-CC17 TAC-1626 Naga
USP-CC18 TAC-1628 Bhut Chocolate
USP-CC19 TAC-1629 Bhut
USP-CC20 TAC-1630 Mem
USP-CC21 TAC-1631 Bih
USP-CC22 TAC-1632 Kharika
USP-CC23 TAC-1633 Red Savina
USP-CC24 TAC-1642 Habanero
USP-CC25 - Pimenta de Bode
USP-CC27 - Limon
USP-CC28 - Habanero Orange
USP-CB34 - Pimenta de Bode ‘Cacho Vermelha’
USP-CC35 - Biquinho
USP-CC36 - Cheiro de Luna
USP-CC37 - Biquinho Airetama
USP-CC38 - Biquinho
USP-CC39 - Bode Amarela
USP-CC40 - Habanero Chocolate
USP-CC41 - Cheiro do Norte
USP-CC42 - Cumari do Para
USP-CC43 - Murupi
USP-CC44 - Pido
USP-CC46 - Habanero Red
USP-CC47 - Habanero

2.2.3. Caracterizagdao morfoagronomica:

A avaliacgio morfoagronémica foi baseada na lista de descritores recomendados pelo
International Plant Genetic Resource Institute, para o género Capsicunz IPGRI 1995). Foram avaliados ao
todo 16 caracteres, sendo 12 qualitativos e quatro quantitativos (Tabela 2). Por ocasido do florescimento
foram avaliadas as caracteristicas: presenca de manchas na base dos lobos da corola, cor da antera, posi¢io
do estigma em relacdo as anteras e dias para florescimento; no infcio da maturagdo dos frutos foram
avaliados: o habito de crescimento, o formato da folha e altura da planta, quando todas as plantas

possufam frutos maduros (145 dias apos a semeadura); os frutos maduros foram avaliados quanto a
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coloracio, formato, supetficie, forma do apice do fruto, presenca de constricio anelar entre o calice e

pedicelo, presenca de pungéncia (analise sensorial), comprimento (cm), largura (cm) e massa fresca (g).

Tabela 2. Descritores morfoagronomicos utilizados na caracterizagdo dos 40 acessos de Capsicum spp.

Descritores qualitativos

Categorias

1) Habito de crescimento
2) Forma da folha
3) Altura da planta

4) Cor da antera

5) Posi¢do do estigma em
relagdo as anteras

6) Presenga de manchas na
corola

7) Presenga de constrigdo
anelar no calice

8) Cor do fruto maduro

9) Forma do fruto

10) Supertficie do fruto

11) Forma do apice do
fruto

12) Presenga de pungéncia

3-Prostado; 5-Intermediario (compacto); 7-Ereto; 9-Outro

1-Deltéide; 2-Ovalada; 3-Lanceolada

1-Muito baixa(<25 cm); 2-Baixa (25-45 cm); 3-Média (46-65 cm); 4-Alta(66-
85 cm); 5- Muito alta(>85 cm)

1-Branco; 2-Amarelo; 3-Azul palido; 4-Azul; 5-Roxo; 6-Outro

3-Inserido; 5-Mesmo nivel; 7-Acima

0-Ausente; 1-Presente
0-Ausente; 1-Presente

1-Branco; 2-Amarelo; 3-Amarelo-laranja palido; 4-Amarelo-laranja; 5-Salmao;
6-Laranja; 7-Vermelho claro; 8-Vermelho; 9-Vermelho escuro; 10-Roxo; 11-
Marrom; 12-Preto; 13-Amarelo-limao; 14-Outro

1-Alongado; 2-Arredondado; 3-Triangular; 4-Campanulado; 5-Retangular; 6-
Outro

1-Lisa; 2-Semienrugada; 3-Enrugada; 4-Rugosa; 5-Outro

1-Pontiagudo; 2-Arredondado; 3-Afundado; 4-Afundado e pontiagudo

0-Ausente; 1-Presente

Descritores quantitativos

13) Dias para floragdo (dias
ap6s semeadura)

14) Comprimento do fruto
(cm)

15) Largura do fruto (cm)
16) Massa fresca do fruto

(€9)]

Nuamero de dias ap6s semeadura em que 50% das plantas possuem uma flor
por né
Média de 30 frutos

Média de 30 frutos
Média de 30 frutos

2.2.4. Analise Estatistica:

Todos os dados obtidos nesse estudo foram analisados utilizando o programa estatistico “R” (R
Core Team 2018). Foram realizadas analises de estatistica descritiva para todos os caracteres morfolégicos,
considerando a moda (categoria mais frequente) de cada acesso. Na analise de diversidade genética foram
aplicados procedimentos estatisticos multivariados. Para a estimativa da dissimilaridade entre os acessos
utilizou-se o algoritmo de Gower, cujo coeficiente de similaridade permite o calculo de uma medida de
dissimilaridade unica considerando os diferentes tipos de variaveis categéricas, binarias e quantitativas. Os
40 acessos foram agrupados utilizando o método aglomerativo hierarquico UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) e a Andlise de Coordenadas Principais (PCoA). As varidveis
quantitativas de comprimento, largura e massa fresca de frutos, foram submetidas ao teste de comparacao

de médias de Scott-Knott (5% de significancia) e a Analise de Componentes Principais (PCA).
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Analise descritiva

Dentre os 40 acessos caracterizados foram observados em campo que seis acessos nao possuiam
constricdo anelar no cilice, sendo, portanto, ndo pertencentes a espécie C. chinense, uma vez que tal
caracteristica ¢ intrinseca desta espécie e utilizada em chaves taxonémicas para a diferenciacdo das espécies
domesticadas do género Capsicum. Dois acessos foram classificados como pertencentes a espécie C.
baccatum ~var. pendulum (USP-CB010 e USP-CB034), por apresentarem uma flor por n6 e flores brancas
com presenca de manchas amarelas nas pétalas e anteras amarelas (Carvalho e a/. 2006). Os demais
acessos sem constricdo no calice (USP-CC17, USP-CC20, USP-CC22 e USP-CC25), podem tanto
pertencer as espécies C. annunm como C. frutescens, entretanto, a correta classificacdo taxonémica nio poéde
ser verificada somente pelo critério morfoldgico.

As espécies C. annuum, C. chinense, C. frutescens ¢ a espécie selvagem C. galapagoense compdem o
complexo annuum, devido a alta similaridade morfoldgica e proximidade genética (Carvalho e al. 2014).
Segundo Pickersgill (1977), as trés espécies domesticadas (C. annuum, C. chinense e C. frutescens) surgiram a
partir de diferentes partes do mesmo complexo incompletamente diferenciado de formas selvagens, sendo
a identificacio taxonomica dentro de um complexo pertencente a0 mesmo pool génico complicada devido
a sobreposicao morfoldgica e compatibilidade sexual parcial (Pickersgill 1991). Nas trés espécies a cor da
corola varia de branco a amarelo esverdeado e as anteras de purpura a violeta. A principal caracteristica
diferenciadora entre C. frutescens e C. annunum é o nimero de flores por nd, entretanto, as chaves de
classificagdo ndo sdo totalmente restritivas quanto a esta caracteristica, podendo ambas as espécies
apresentarem uma ou mais flores por n6 (Nuez Vifials ez a/. 1996, Ribeiro ef al. 2008). De maneira geral, a
espécie C. annuum apresenta uma flor por inflorescéncia, raramente duas ou mais, grande diversidade
morfolégica de frutos, pendentes e persistentes. Entretanto, formas selvagens de C. awnuum, como a
variedade local Chiltepin (C. annuum vax. glabriusculum), podem apresentar insercio do pedicelo ereto,
frutos pequenos, vermelhos ou roxo escuros quando maduros, de formato ovoide a fusiformes,
geralmente deciduos, com didmetro entre 5 mm e 15 mm (Carvalho e# a/. 2006, Hayano-Kanashiro e al.
20106). Estas ultimas caracteristicas se assemelham as caracteristicas geralmente apresentadas por C.
frutescens, a qual geralmente apresenta insercdo do pedicelo ereto, frutos pequenos, conicos, pungentes,
com parede delgada e coloragdo vermelha quando maduros. Em relagio a espécie C. chinense, esta
geralmente apresenta mais de uma flor por axila, constricdo anelar no cilice, e inser¢do da flor pendente.
Entretanto, a existéncia de acessos com uma ou poucas caractetisticas morfologicas diagnésticas de uma
espécie e o restante das outras caracteristicas de outras espécies torna dificil a classificacdo das espécies
(Baral e Bosland 2004), de modo que outra técnica como teste de cruzamento, analise citogenética e/ou
molecular seriam necessarias para auxiliar na correta identificagdo botanica.

Grande variabilidade foi observada para os demais caracteres morfoagronémicos considerados

(Apéndice A). Cinco categorias de habito de crescimento foram observadas, sendo a maioria (52,2%) com
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habito intermediario e grande variacdo na altura de planta (valores entre 39,1 e 85,6 cm), seguido de habito
ereto (17,5%), em que se predominou plantas altas (72,5 a 90,4 cm), levemente ereto (15%) (altura entre
58,7 e 83,0 cm), habito prostrado (10%), (altura entre 32,0 e 36,9 cm), e apenas dois acessos (5%) (USP-
CC36 e USP-CC42) classificados como levemente prostrados, com 53,2 ¢ 54,9 cm de altura. Para o
formato da folha as trés categorias determinadas pelo IPGRI (1995) foram observadas, sendo que 47,5%
apresentaram folhas ovais, 40% deltoides e 12,5% folhas lanceoladas.

As flores apresentaram anteras de coloragido amarela (10%), azul palido (10%), e azul e roxo
(80%). Muitos autores consideram a colorac¢do da antera como uma caracteristica discriminante da espécie,
entretanto, anteras amarelas em C. chinense, apesar de menos frequentes, foram reportados por Smith e
Heiser (1957) na descricio da espécie. Os dois acessos pertencentes a espécie C. baccatum, USP-CB10 e
USP-CB34 apresentam essencialmente anteras amarelas. A posicdo do estigma foi classificada de acordo
com a compara¢do em relagio ao tamanho dos estames, sendo que a maioria dos acessos (67,5%)
apresentou estigmas acima ou levemente acima do nivel das anteras. Por outro lado, 20% dos acessos
encontravam-se no mesmo nivel, enquanto 12,5% encontravam-se inseridos. A maior frequéncia de
observacoes de estigmas acima do nivel das anteras em acessos de pimentas também foi observada por
Fonseca ef al. (2008), Vasconcelos e al. (2012) e Padilha ez a/. (2016). Tal caracteristica pode influenciar a
taxa de polinizacdo cruzada, uma vez que estigmas excertos sao mais propensos ao aumento da taxa de
polinizacao por insetos (Tanksley 1984). A ocorréncia de cruzamentos muitas vezes ¢ indesejada
principalmente quando se deseja a manutengio da pureza genética de um determinado cultivar ou acesso.

No presente trabalho, foram observados em campo 10 acessos que apresentaram segregacao
para um ou mais caracteres, tais como coloragdo das anteras, formato e colora¢do de frutos e pungéncia
(Figura 1). A presenca de plantas atipicas pode ser causada tanto pela contamina¢io mecanica de sementes
ou pela fecundagido nio controlada durante ciclos anteriores de multiplicacio de acessos. Em varios
estudos envolvendo a caracterizagdo morfoagronémica, foram observados a ocorréncia de segregagio
dentro de um mesmo acesso (Régo ¢z a/. 2011), visto que taxas varidveis de polinizagdo cruzada entre 2 e
90% podem ocorrer no género Capsicurz (Odland e Porter 1941, Campodonico 1983, Tanksley 1984,
Justino et al. 2018), evidenciando assim a necessidade de manejo da planta para garantir a autofecundagao

e, consequentemente, a manuten¢ao da pureza genética dos acessos.

Figura 1. Acessos USP-CC04 e USP-CC14 segregando para caracteres de cor e forma de frutos.
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O tempo para florescimento ¢ uma importante caracteristica a ser considerada nos programas de
melhoramento, pois além desta informagio ser necessaria para a recomendacio de cultivares conforme o
ciclo (precoces e tardios) e sistema de cultivo, a sincronia dos periodos de florescimento é desejavel
quando se objetiva a realizagdo de cruzamentos. O perfodo de florescimento para os 40 acessos avaliados
variou de 71 a 110 dias ap6s a semeadura, sendo os acessos mais precoces USP-CC17 e USP-CC27 e os
mais tardios USP-CC21 e USP-CC25 (Figura 2). Aos 93,5 dias, metade dos acessos apresentava pelo
menos uma flor aberta em 50% das plantas. Tais resultados foram condizentes com Domenico et al.
(2012) em que o nimero de dias para a antese da primeira flor variou entre 75 e 102 dias ap6s a semeadura
para nove acessos de C. chinense. Padilha e Barbieri (2010), entretanto, observaram que a maioria de seus
acessos floresceu a partir de 91 dias. A variagdo no periodo de florescimento ¢é decorrente de indmeros
processos de carater complexo que envolve fatores genéticos e estimulos ambientais (e. g. fotoperiodo e
temperatura) e endogenos (e. g. idade da planta e respostas a hormonios) (Yamamoto e a/. 2007, Srikanth

e Schmid 2011, Borovsky ef al. 2015).
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Figura 2. Tempo para florescimento para 40 acessos de Capsicum spp. em dias ap6s semeadura.

Os frutos apresentaram formas e coloragio variadas (Figura 6), sendo estas caracteristicas
comumente utilizadas na distincdo dos morfotipos de pimenta (Alves 2009). As cinco categorias em
relagdo ao formato presentes nos descritores do IPGRI 1995) puderam ser detectadas, sendo que 42,5%
dos acessos apresentaram formato alongado, 27,5% foram triangulares, 15% retangular, 10%

campanulado e 5% arredondado. Em relacio a coloragio do fruto maduro, oito classes foram
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identificadas, sendo a colora¢io vermelha a mais frequente (45%), seguido da coloracdo salmio (15%)

o

laranja (12%). A grande variabilidade de cores e formas de frutos dentro da espécie C. chinense é
comumente reportada por diversos trabalhos. Alves (2009) e Fonseca e a/. (2008) identificaram sete e
nove cores de fruto em estadio maduro em 23 e 49 acessos, respectivamente, além de quatro formas
diferentes de frutos. Ja Bharath ¢# a/. (2013) encontraram 12 estados de colora¢do em 252 acessos avaliados
e cinco classes de formato de fruto. Nestes estudos também houve grande variagdo no tamanho e peso de
frutos.

Quanto a superficie do fruto, 45% apresentaram superficie semienrugada, 30% lisa, 15%
enrugada e uma quarta categoria, denominada no presente trabalho como rugosa, foi criada para
representar a presen¢a de protuberdncias na superficie, correspondendo a 10% dos acessos. Tal
caractetistica foi definida por Bharath ¢z a/. (2013) como supetficie protuberante ("peebling") (Figura 3).

Em relacdo a presenca de pungéncia, a maioria dos acessos (82,5%) apresentou pungéncia,
enquanto que 17,5% foram ndo pungentes. Todos os acessos que se enquadram no morfotipo ‘Biquinho’
foram classificados como ndo pungentes. Entretanto, Vasconcelos e a/. (2014) identificaram nfveis
variados de pungéncia, de baixa, média e doce, para este morfotipo. No presente estudo a classificacdo
quanto a pungéncia foi realizada por meio da analise sensorial do fruto, o qual ¢ um critério subjetivo que
varia conforme o avaliador. Deste modo, ¢é possivel a existéncia de variagdo quanto aos niveis de ardéncia
dentro de uma mesma categoria.

Quanto aos caracteres quantitativos, houve grande variabilidade nos valores médios dos frutos.
O teste de Scott-Knott foi aplicado individualmente para cada variavel, ao nivel de 5% de significancia,
permitindo a obtencio de trés agrupamentos diferentes com 20, 18 e 19 grupos para as varidveis de
comprimento, largura e massa fresca de fruto, respectivamente (Tabela 3). O elevado nimero de grupos
obtido evidencia a grande variabilidade existente para as caracteristicas mensuradas nos frutos. O maior
coeficiente de variagdo (24,6%) foi observado para o cardter massa fresca, enquanto que para a largura do

fruto o coeficiente de variagao foi de 10,1%.

Figura 3. Exemplo de fruto de Capsicum chinense com presenca de protuberancias na superficie (categoria rugosa).
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O comprimento médio dos frutos variou de 1,26 cm (USP-CCO08) a 11,08 cm (USP-CB10), com
valor médio de 4,74 cm. Quanto a largura do fruto, foi observado no presente trabalho valores entre 0,68
cm (USP-CC25) e 3,78 cm (USP-CC12) e média de 2,24 cm. Tais valores estdo proximos aos obtidos em
relagdo a estudos anteriores considerando a espécie C. chinense. Jarret e Berke (2008), avaliando 330 acessos
de C. chinense do banco de germoplasma do Departamento de Agricultura de Griffin, GA, Estados Unidos
(USDA/ARS), encontraram uma amplitude de variacio para o comprimento do fruto entre 0,79 cm e
11,37 cm (média 4,7 cm), e para largura entre 0,62 cm e 4,00 cm (média 2,17 cm). Bharath ef a/. (2013)
reportaram valores de comprimento entre 0,63 cm e 7,04 cm e largura entre 0,68 cm e 4,03 cm para 264
acessos da University of the West Indies, Trinidad (UWI). Mais recentemente, Baba e a/ (2015)
observaram valores de comprimento minimo e maximo de 1,14 cm e 9,88 cm e de largura de 0,84 cm e
3,86 cm em 71 acessos da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

A massa fresca apresentou média de 6,47 g e amplitude de 0,33 g (USP-CC25) a 30,99 g (USP-
CBO010). Jarret e Berke (2008), em sua colec¢do, a massa fresca média de frutos variou entre 0,18 g e 22,71
g. Vasconcelos ¢z al. (2014), por sua vez, encontraram variacio entre 1,64 g e 25,75 g em 22 acessos de C.
chinense. Ja Baba et al. (2015) observaram uma variacdo entre 0,46 g e 24,18 g nos 71 acessos avaliados.
Cabe ressaltar que na presente cole¢do, o acesso USP-CB010, o qual pertence a C. baccatum, foi o que
apresentou os maiores valores de massa fresca de fruto e o acesso USP-CC25, também nio pertencente a
espécie C. chinense, apresentou o menor valor médio, sendo um indicativo de existéncia de uma
variabilidade ainda maior considerando as diferentes espécies dentro do género Capsicunm.

O acesso USP-CC25 com menor massa fresca apresentou também menor largura. De modo
semelhante, o acesso USP-CB10 com maior valor de massa fresca apresentou maior comprimento de
fruto. Pela analise de correlagdo entre as trés varidveis, a massa fresca de fruto apresentou valores de
correlagio com o comprimento e largura de r=0,67 e r=0,66, respectivamente, ja as variaveis
comprimento e largura tiveram menor associa¢do (r=0,13). Os dois primeiros componentes, obtidos pelo
método de Componentes Principais (PCA), conseguiram explicar 95,2% da variancia total, sendo o
primeiro componente responsavel por 67,8%. A analise conjunta dessas trés variaveis permitiu visualizar
que o acesso USP-CB010 (n° 10) foi o mais divergente isolando-se dos demais acessos, confirmando o
teste Scott-Knott o qual formou um tnico grupo considerando as variaveis de comprimento e massa

fresca do fruto (Figura 4).
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Tabela 3. Valores médios de comprimento (cm), largura (cm) e massa fresca de frutos (g) para os 40 acessos de
pimenta (Capsicum spp.).

Acesso Comprimento (cm) Largura (cm) Massa fresca (g)
USP-CCo1 5,611 F2 127N 2,66 K
USP-CCO02 8,15C 233F 11,35B
USP-CCO03 3,06 M 3,76 A 8,89 D
USP-CC04 5,08 H 2,24 G 547G
USP-CC05 487 H 1,54 L 3,271
USP-CC06 354K 3,56 A 9,98 C
USP-CC07 586 F 1,53 L 3,83 H
USP-CC08 1,26 T 1,23 N 0,88 R
USP-CC09 8,19C 2,07H 10,34 C
USP-CB10 11,08 A 3,01 D 30,99 A
USP-CC11 6,49 D 3,21B 12,61 B
USP-CC12 3,33 L 3,78 A 9,44 C
USP-CC13 8,92 B 2,20 G 11,70 B
USP-CC14 481 H 1,020 1,92N
USP-CC15 8,35C 1,991 7,76 E
USP-CC16 555 F 2,59 E 0,28 F
USP-CC17 574 F 1,00 O 2,17TM
USP-CC18 539G 3,10C 7,74 E
USP-CC19 6,63 D 2,62E 6,54 F
USP-CC20 3,07M 0,83 P 0,90 R
USP-CC21 6,07 E 3,06 C 7,82 E
USP-CC22 6,03 E 0,77 Q 1,41P
USP-CC23 3,80] 3,28B 8,54 D
USP-CC24 4391 2,89 D 9,70 C
USP-CC25 1,65R 0,68 R 0,338
USP-CC27 481 H 1,66 K 2,96 ]
USP-CC28 3,98 ] 3,10C 8,96 D
USP-CB34 351K 2,94 D 8,66 D
USP-CC35 2,76 N 1,82] 2,34 L
USP-CC36 1,95 P 1,52 L 1,650
USP-CC37 2,48 O 1,67 K 1,94 N
USP-CC38 1,92 P 1,42 M 1,46 P
USP-CC39 1,43 S 1,921 2,64 K
USP-CC40 4775 H 2,94 D 7,27TE
USP-CC41 5,83 F 2,94 D 10,25 C
USP-CC42 1,78 Q 1,28 N 1,05 Q
USP-CC43 6,10 E 2,03H 529 G
USP-CC44 3,06 M 239 F 3,65 H
USP-CC46 4281 3,68 A 10,30 C
USP-CC47 4,16 1 2,84 D 7,75 E

Média 4,74 2,24 6,47

CV (%) 14,0 10,13 24,58

!Dados originais, sendo que para a analise estatistica os dados foram transformados utilizando a metodologia Box-
Cox. 2Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem a mesma classe de acordo com o teste de Scott-Knott

(p<0,05).
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Figura 4. Biplot da analise de componentes principais para as trés varidveis quantitativas comprimento, largura e
massa fresca de fruto de Capsicum spp.

2.3.2. Andlise de agrupamentos

A dissimilaridade entre os 40 acessos foi estimada utilizando o Algoritmo de Gower, sendo os
pares mais divergentes USP-CB10 e USP-CC36 com uma distancia de 0,818, enquanto que os acessos
USP-CC09 e USP-CC13 foram considerados como os mais similares com a distancia de 0,015.
Considerando apenas acessos da espécie C. chinense, o maior coeficiente de dissimilaridade (0,708) foi
observado entre os acessos USP-CC12 e USP-CC37. A matriz de distancias entre os acessos permitiu a
geracdo do dendrograma pelo método aglomerativo hierarquico UPGMA (Figura 5) e a Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) (Figura 6). Cinco grupos foram formados a partir da analise grafica do
dendrograma obtido, com uma correlacio cofenética de 0,77 entre o agrupamento obtido pelo

dendrograma e a matriz de distancia a 1% de significancia.
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo método UPGMA e coeficiente de similaridade de Gower e indice de confianga
obtido por reamostragem do tipo bootstrap com 10.000 repeticGes (em azul) para 40 acessos de pimenta Capsicum
spp. Cores diferentes representam agrupamentos distintos.

O Grupo 1 corresponde ao maior grupo com 19 acessos (USP-CCO1, USP-CCO02, USP-CC04,
USP-CC05, USP-CC07, USP-CC09, USP-CC13, USP-CC14, USP-CC15, USP-CC16, USP-CC17, USP-
CC18, USP-CC19, USP-CC20, USP-CC21, USP-CC22, USP-CC25, USP-CC27, USP-CC43), em que
houve a predomindncia de acessos com frutos alongados sendo apenas trés acessos com formato

triangular. A forma do apice do fruto para todos os acessos foi pontiaguda, houve grande variacio na
gu p p P guda, g ¢
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massa fresca que variou de 0,33 g e 11,70 g. Dentro deste grupo houve a formagio de um subgrupo
composto por USP-CC17, USP- CC22, USP-CC20 e USP-CC25, também com frutos de forma alongada,
que se divergiu do grupo anterior devido a auséncia de constricdo no calice, além disso, o comprimento
médio (4,12 cm), didmetro médio (0,82 cm) e a massa fresca média (1,20 g) dos frutos foram menores em
relacdo aos demais acessos (valores médios de comprimento, diametro e massa fresca de 6,29 cm, 2,08 cm
e 6,32 g, respectivamente). Todos os quatro acessos deste subgrupo apresentaram frutos de coloragdo
vermelha e superficie lisa. Estes quatro genétipos correspondem aos acessos que podem ser classificados
tanto como C. annuum ou C. frutescens.

O Grupo 2 foi o segundo maior grupo formado, com 12 acessos (USP-CC03, USP-CCO06, USP-
CC11, USP-CC12, USP-CC23, USP-CC24, USP-CC28, USP-CC40, USP-CC41, USP-CC44, USP-CC40,
USP-CC47) os quais apresentaram frutos com superficie predominantemente semienrugada e habito de
crescimento ereto ou intermediario. Os acessos com frutos de formato campanulado e retangular
alocaram-se exclusivamente neste grupo, sendo o agrupamento com os frutos mais largos, com média de
3,20 cm. Apenas dois acessos apresentaram frutos de forma triangular (USP-CC11 e USP-CC41), os quais
ndo foram pungentes e sio popularmente denominados como pimenta de cheiro. Os acessos USP-CC23,
USP-CC24, USP-CC28, USP-CC40, USP-CC46 e USP-CC47, que formam um subgrupo correspondente
ao morfotipo ‘Habanero’, possuem frutos de formato retangular semienrugados, e foram os Gnicos que
apresentaram estigma abaixo do nivel das anteras.

O Grupo 3, composto por sete acessos (USP-CCO8, USP-CC35, USP-CC36, USP-CC37, USP-
CC38, USP-CC39, USP-CC42), apresentou exclusivamente frutos com superficie lisa e as menores médias
quanto ao comprimento, largura ¢ massa fresca de fruto (1,93 cm, 1,55 cm e 1,71 g, respectivamente).
Quatro acessos apresentaram apice arredondado e pungéncia, enquanto que os trés acessos restantes desse
grupo correspondem as pimentas do morfotipo ‘Biquinho” (USP-CC35, USP-CC37, USP-CC38), os quais
apresentaram frutos nio pungentes, triangulares, pontiagudos, com superficie lisa, anteras roxas e estigmas
acima do nfvel das anteras além de hdbito de crescimento prostrado.

Os acessos de C. baccatum (USP-CB34 ¢ USP-CB10) formaram dois grupos distintos (grupos 4 e
5, respectivamente), com um unico acesso cada. Estes se diferenciaram dos demais devido a presenga de
manchas amarelas na corola e auséncia de constricio no calice, entretanto nao se agruparam, devido a
grande divergéncia morfoldgica existente entre ambos. O acesso USP-CB10 foi o que apresentou maiores
dimensoes de fruto em relagdo aos demais acessos estudados, sendo o mais divergente considerando o
comprimento médio e massa fresca média de frutos (Tabela 3).

Pela analise de dispersdo grafica das Coordenadas Principais (Figura 7) é possivel observar a
proximidade entre os acessos e certa concordancia com o agrupamento obtido pelo método hierarquico
UPGMA. Entretanto, graficamente houve uma leve sobreposicdo entre os grupos 1 e 2, devido a
existéncia de caracteristicas semelhantes entre os acessos de ambos os grupos, além do fato de que sdo os
grupos com os maiores nimeros de acessos. A analise de agrupamentos por métodos hierarquicos e a
Anidlise de Coordenadas Principais foram complementares para visualizar e verificar a similaridade e

diversidade entre acessos de pimenta do banco de germoplasma.
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Figura 6. Frutos dos 40 acessos de pimenta (Capsicum spp.) caracterizados conforme o agrupamento da Figura 5.
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Figura 7. Grafico de dispersio das duas primeiras coordenadas principais para os 40 acessos de Capsicum spp.,
mostrando o agrupamento em cinco classes.
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3. TAXA DE CRUZAMENTO EM Capsicum chinense

RESUMO

As pimentas do género Capsicumz sao capazes de realizar tanto autofecunda¢do como
fecundacido cruzada, porém estudos referentes a taxa de cruzamento natural ainda sdo escassos, apesar
da importancia desta informagdo para o melhoramento de plantas e conservacio de recursos
genéticos. Neste trabalho estimou-se a taxa de cruzamento natural para acessos da espécie C. chinense, a
partir da observacio de um conjunto de marcadores motrfologicos. A taxa de cruzamento foi estimada
para trés acessos que foram selecionados como genitores (USP-CC15, USP-CC28 e USP-CC35), com
caracteristicas contrastantes e tempo de florescimento semelhante. O delineamento foi composto de
trés repeticoes que consistiam em modulos de trés plantas contendo uma planta de cada gendtipo.
Hibridag¢oes artificiais para todas as combinagoes foram realizadas a fim de se verificar a expressao dos
marcadores morfoldgicos na progénie. A fecundagdo cruzada entre os genitores resultou em plantas
hibridas morfologicamente distintas de facil identificagiao visual em campo. A metodologia utilizada
permitiu determinar a dire¢do da ocorréncia do cruzamento e comparar o potencial de cada acesso
como doador e receptor de polen. A taxa de cruzamento foi estimada calculando-se a frequéncia de
individuos diferentes da planta genitora. A espécie C. chinense demonstrou possuir sistema reprodutivo
misto com taxa de cruzamento médio de 13,1%, que variou principalmente conforme o genétipo. A
maior taxa média de autofecundacio foi do acesso USP-CC28, cujo estigma encontrava-se abaixo do
nivel das anteras. O acesso USP-CC15 apresentou a maior taxa de fecundagdo cruzada variando de
11,1% a 40,6% para plantas individuais, porém como genitor masculino foi o que gerou menos
descendentes.

Palavras-chave: Pimentas; Sistema reprodutivo misto; Marcadores morfologicos; Hibridagoes

ABSTRACT

Capsicum peppers are capable of both self-fertilization and cross-fertilization, but studies of
the natural outcrossing rate are still scarce despite the importance of this information for plant
breeding and conservation of genetic resources. In this work the natural outcrossing rate for C. chinense
species was estimated from a set of morphological markers. The outcrossing rate was calculated for
three accessions selected as parents (USP-CC15, USP-CC28 and USP-CC35), with distinct
characteristics and similar flowering time. The experimental design was composed of three replicates
that consisted of modules of three plants containing one plant of each genotype. Artificial
hybridizations for all combinations were performed in order to verify the expression of the
morphological markers in the progeny. Cross-fertilization between the parents resulted in
morphologically distinct hybrid plants easily identified in the field by observation. This methodology
allowed to determine the direction of occurrence of the crossing and to compare the potential of each
accession as recipient and donor of pollen. The outcrossing rate was estimated by calculating the
frequency of individuals different from the parent plant. The species C. chinense exhibited a mixed
reproductive system with an average of 13.1% outcrossing rate, which varied mainly according to the
genotype. The highest mean self-fertilization rate was obtained by accession USP-CC28, whose stigma
was below the anther level. USP-CC15 showed the highest outcrossing rate, ranging from 11.1% to
40.6%, although as the male parent, it generated the lowest number of offspring.

Keywords: Peppers; Mixed reproductive system; Morphological markers; Hybridization
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3.1. INTRODUGCAO

O conhecimento do sistema reprodutivo de uma espécie cultivada é de fundamental importancia
quando se deseja o desenvolvimento de novas cultivares por meio de programas de melhoramento
genético, dado que o tipo de reproducio influencia diretamente na estrutura genética das populagSes e dos
individuos e, consequentemente, na escolha do método de melhoramento a ser utilizado. Além disso,
informagdes sobre o modo de reproducido predominante permitem o direcionamento adequado dos
trabalhos de multiplicagdo em bancos de germoplasmas e também pode ser til na defini¢do de estratégias
adequadas para a coleta de acessos adicionais da espécie analisada (Valls 2007), bem como para a
conservagio e preservacgio de recursos genéticos.

As espécies domesticadas do género Capsicum possuem flores hermafroditas, sdo
autocompativeis, tolerantes a endogamia e convencionalmente conduzidas como linhas puras no
melhoramento (Heiser Jr. 1976, Régo e al. 2011). De forma geral, as pimentas sio classificadas como
plantas autégamas (Allard 1971), com fecundacdo cruzada facultativa. As pimentas apresentam certas
caracteristicas que tendem a favorecer a alogamia, como a protoginia, detectada em C. annuum e C.
Sfrutescens (Campodonico 1983, Aleemullah ef a/. 2000, Cruz e Campos 2008); macho-esterilidade (Shifriss
1997), e estigma posicionado acima das anteras (Pickersgill 1997). Em C. chinense, o estigma pode se
localizar acima, no mesmo nivel ou abaixo das anteras (Luz 2007, Vasconcelos ¢# a/. 2012). Nas pimentas,
a fecundagdo cruzada ocorre principalmente por poliniza¢do natural de insetos. Apesar de nio ser
totalmente dependente da acdo destes agentes polinizadores para a fecundagido (Costa ef a/ 2008), um
maior pegamento, producio e qualidade de frutos, além de maior quantidade de sementes sdo observados
quando a visitacdo de insetos ¢ permitida (Cauich e¢f a/ 2006, Djian-Caporalino e al. 2006, Serrano e
Guerra-Sanz 20006).

Cruzamentos espontaneos tem como consequéncia a geracio de novas recombina¢es
genéticas, causando variabilidade e desuniformidade entre plantas (Pereira ef /. 2014). O aparecimento de
plantas atfpicas e a ocorréncia de segregacio consequente da fecundagio nio controlada sio fenémenos
frequentemente relatados por produtores e por alguns estudos com Capsicumz (Raw 2000, Jarret e Berke
2008, Régo ef al. 2011, Pereira ¢f al. 2014). Em espécies que apresentam taxas de cruzamento elevadas sdo
necessarios alguns cuidados quando se objetiva a manutencdo da pureza genética, seja na producdo de
sementes ¢ no planejamento e execucdo de programas de melhoramento, bem como na multiplicagio e
regeneracdo de germoplasma (Tanksley 1984, Bosland 1993). Mais recentemente estudos referentes ao
fluxo génico tém sido realizados a fim de se acessar o risco de escape de genes. Apesar de nio existirem
cultivares geneticamente modificados do género Capsicurz no Brasil, tal tecnologia tem sido desenvolvida
em outros paises visando a incorporagio de resisténcia em cultivares (Kim ez 2/ 2009a, 2009b).

Nas estimativas referentes ao cruzamento natural em pimentas (Capsicum spp.), grande variaciao
tem sido encontrada na taxa de fecunda¢do cruzada. Taxas de 7% a 37% foram estimadas em C. frutescens
(Odland e Porter 1941), enquanto que em C. annuum taxas entre 2% a 91% foram identificadas (Tanksley

1984). Por outro lado, Justino e a/. (2018), em um trabalho pioneiro no Brasil sobre a taxa de cruzamento
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entre duas cultivares comerciais C. annuum, encontraram taxas de cruzamentos relativamente baixas (média
de 1,2%). Diversos sdo os fatores bidticos e abidticos que influenciam na taxa de cruzamento entre
plantas, tais como genétipo, morfologia floral, populagdo e comportamento de agentes polinizadores,
diversidade e distribuicao espacial de plantas, condi¢Ges climaticas, época de cultivo, entre outros.

Apesar das evidéncias de que a fecundacdo cruzada ocorre em pimentas, poucas sio as
informagdes para a espécie C. chinense, em que se verifica a inexisténcia de estudos sobre a taxa de
cruzamento. C. chinense é altamente importante para o Brasil, pois além de seu centro de domesticacdo se
localizar na Bacia Amazonica (Pickersgill 1971), esta espécie possui ampla adaptagao as condicoes de clima
quente e umido, apresentando melhores niveis de resisténcia as principais doengas tropicais do que os
verificados com outras espécies (Carvalho e7 al. 2000), atributo visado no melhoramento de plantas.

No presente trabalho objetivou-se a determinacdo da taxa de cruzamento entre acessos de C.

chinense, utilizando marcadores morfoldgicos por meio de uma metodologia simples e de baixo custo.

3.2. MATERIAL E METODOS

Trés acessos de pimenta da espécie C. chinense, identificadas como ‘Ituiutaba’ (USP-CC15),
‘Habanero Laranja’ (USP-CC28) e ‘Biquinho’ (USP-CC35), provenientes do banco de germoplasma da
ESALQ/USP foram selecionados para a realizacdo da estimativa da taxa de cruzamento. A escolha dos
genotipos teve como base a caracterizacio morfoagronémica previamente realizada e descrita no Capitulo
2, cujos critérios de selecdo priorizaram acessos da espécie C. chinense com periodo de florescimento
semelhante e caracteristicas morfologicas contrastantes, sendo essencial que os acessos pertencessem a
agrupamentos distintos e, portanto, distantes geneticamente (Tabela 4).

As sementes dos acessos selecionados foram obtidas pela autofecundacio de plantas tipicas de
cada acesso, por meio da protecao dos botoes florais antes da antese. Tal procedimento visou evitar a
possivel ocorréncia de fecundacdo cruzada, aumentando assim o nivel de endogamia e homozigosidade.
Estes acessos foram semeados em tubetes de 175 cm?® e transplantados apds 70 dias em campo para a
ocorréncia da cruzamentos naturais. Esperou-se que as mudas estivessem em estdgio mais avancado de
desenvolvimento, pois o periodo de plantio nio era recomendado para a espécie C. chinense, uma vez que
esta ¢ mais adaptada ao clima quente e Umido. Simultaneamente, foram conduzidos em estufa
cruzamentos artificiais considerando todas as combinagbes possiveis entre os trés acessos selecionados,
antes da antese, sendo que as flores foram emasculadas e polinizadas manualmente no mesmo dia. Os

hibridos obtidos foram utilizados como testemunhas para a avaliacdo das progénies de polinizacdao natural.
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Tabela 4. Agrupamento, tempo para florescimento, e catracteristicas morfoldgicas divergentes dos acessos de
Capsicum chinense escolhidos para a estimativa da taxa de cruzamento.

Acesso (Nome Popular)

USP-CC15 USP-CC28 USP-CC35
(Ituiutaba) (Habanero Laranja) (Biquinho)
Grupo! 1 2 3
Dla,s para  floragdo 95 38 88
(ap6s semeadura)
Habito de crescimento  Intermediatrio Intermediario Prostrado
Formato da folha Ovalada Ovalada Deltéide
Cor do caule Verde com estrias roxas Verde Verde
Posigdo do estigma Levemente acima Inserido Acima
Forma do fruto Alongado Retangular Triangular
Cor do fruto imaturo Verde claro Verde escuro Verde claro
Cor do fruto maduro Vermelho Laranja Vermelho
Superficie do fruto Enrugada Semienrugada Lisa
Pungéncia Sem pungéncia Sim (forte) Sim (muito fraca)

! Classificagdo proveniente da analise de agrupamento (Capitulo 2, Figuras 5 e 6).

O experimento foi instalado no campus da ESALQ), em area experimental do Departamento de
Genética, e conduzido no petiodo de maio a dezembro/2017 (Tabela 5). As plantas foram irrigadas
manualmente, com adubacoes e controle de plantas daninhas realizados conforme as necessidades da
cultura, sendo que nio foram feitas aplicagbes de inseticidas a fim de ndo interferir na ocorréncia de
polinizagdo entomofila. Para garantir o florescimento no mesmo periodo, foi feito o desbaste de flores
abertas das plantas mais precoces, até que todas as plantas tivessem pelo menos uma flor aberta. Os
acessos foram dispostos em moédulos de trés plantas, uma de cada gendtipo, com espagamento de 70 cm
entre plantas e distdncia minima de 20 m entre cada médulo, tendo sido utilizadas trés repeti¢des (Figura
8). Foram realizadas colheitas durante quatro semanas, em que todos os frutos maduros foram colhidos e
tiveram suas sementes retiradas. Uma amostra de 128 sementes de cada planta mie foi semeada em
bandejas de poliestireno de 128 células e acondicionada em casa de vegetaciio para a formagdo das mudas.
Quarenta e cinco dias ap6s a semeadura as progénies foram transplantadas em campo, para a observacio
dos marcadores morfoldgicos e consequente determinacio da taxa de cruzamento por meio da observagio

visual da frequéncia de individuos da progénie diferentes da planta mae.

Tabela 5. Médias mensais de temperatura, umidade relativa e vento, e total de chuva nos meses de maio a dezembro
de 2017 em Piracicaba - SP.

Més Temperatura Média Precipitagio Umidade Relativa Vento Médio
(C) (mm) (o) (Km/h)
Maio 20,5 161,6 81 6,4
Junho 18,4 17,8 78 6,2
Julho 17,4 0,0 68 7,1
Agosto 19,3 50,6 70 8,1
Setembro 23,0 46,7 55 8,0
Outubro 238 80,5 71 8,0
Novembro 233 235,7 73 8,7
Dezembro 25,2 148,6 76 7,7

Fonte: Série de Dados Climatolégicos do Campus Luiz de Queiroz de Piracicaba, SP. Departamento de Engenharia

de Biossistemas. Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" - Universidade de Sao Paulo. LEB-ESALQ-USP.
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0 20m |

Acessos selecionados

I - USP-CC15 (Ituiutaba-1)

H - USP-CC28 (Habanero Laranja)
B - USP-CC35 (Biquinho)

Figura 8. Localizacio no Departamento de Genética (LGN) da ESALQ/USP e representacio esquematica da
disposi¢do dos médulos contendo trés gendtipos utilizados no estudo.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Consideragoes sobre a metodologia da estimativa da taxa de cruzamento

De modo geral, os modelos para estudos sobre taxa de cruzamento em condi¢des de campo de
cultivo utilizam um doador o qual possui um marcador genético, e um ou mais gendtipos receptores em
que tal caracteristica encontra-se ausente. As taxas de cruzamento sio entdo determinadas considerando
apenas uma dire¢do e limita-se a presenca do marcador nas progénies dos genitores femininos. A
ocorréncia de cruzamentos com outras plantas que nio possuem o marcador, bem como a taxa de
cruzamento da fonte doadora muitas vezes nio é acessada, podendo levar a subestimativas da taxa de
cruzamento. Neste estudo, a metodologia proposta para o calculo da taxa de cruzamento utilizou trés
gendbtipos, os quais foram ao mesmo tempo a fonte doadora e receptora, em que cada planta poderia
realizar fecundacio cruzada somente com outras duas.

A identificacdo da ocorréncia de cruzamentos foi realizada por meio da observa¢io visual, de
modo que foi necessatio que os acessos selecionados como genitores possuissem elevada endogamia e
fossem distantes geneticamente para as caracteristicas morfologicas. Caso o genitor possua muitos locos
em heterozigose, as proximas gera¢des poderiam apresentar alta segregacdo dificultando a identificacdo
morfolégica dos individuos oriundos de autofecundagio ou fecundacio cruzada. Tal condigio foi
garantida e verificada quando sementes obtidas por autofecundagdo artificial durante a fase de
multiplicacio de germoplasma produziram plantas uniformes, nio sendo observada a ocorréncia de
segregacdo para os caracteres utilizados como marcadores morfolégicos, viabilizando assim o uso dos

acessos USP-CC15, USP-CC28 e USP-CC35 como genitores.
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A fase inicial de caracterizagdio do germoplasma foi essencial para a escolha dos gendtipos
contrastantes e com perfodo de inicio de florescimento similar. O inicio do florescimento em C. chinense
pode variar de 70 e 110 dias apds a semeadura (Capitulo 2). O florescimento sincronizado dos acessos
escolhidos procurou evitar que os mais precoces pudessem apresentar uma taxa de autofecundagio maior
devido a nio disponibilidade de pdlen de outros gendtipos, e que os acessos mais tardios tivessem maior
possibilidade de fecundagio cruzada devido a uma maior abundancia de pdlen dos genétipos mais
precoces. Quando se deseja combinar gendtipos com florescimento muito distintos, uma pratica comum é
o escalonamento do plantio para que o florescimento ocorra no mesmo periodo. Por outro lado, essa
separacdo temporal do florescimento entre genétipos também pode ser explorada como uma forma a
evitar cruzamentos indesejados.

A expressao dos marcadores morfoldgicos foi verificada a posteriori por meio da realizacdo de
cruzamentos artificiais para todas as combinagbes possiveis de cruzamento entre os gendtipos
selecionados, resultando em trés hibridos (USP-CC15xUSP-CC28, USP-CC15xUSP-CC35, USP-
CC28xUSP-CC35), os quais foram morfologicamente distintos entre si e em relacao aos pais, permitindo a
identificacio em campo das plantas oriundas da fecundacdo cruzada em cada progénie, bem como a
dire¢do do cruzamento (Figura 9, Tabela 6).

A presenca de antocianina no caule foi uma caracteristica apresentada unicamente pelo gendtipo
Ttuiutaba” (USP-CC15) e cuja expressdo demonstrou ter carater dominante. Esta caracteristica pode ser
utilizada como marcador morfolégico para identificar USP-CC15 como o doador de pdlen nas progénies
de USP-CC28 e USP-CC35. Nas progénies cujo receptor era USP-CC15, as plantas hibridas foram
identificadas pela presenca de pungéncia, coloragio e formato de frutos. As plantas que apresentaram
frutos em estdgio imaturo de colora¢io verde escura foram identificadas como hibridos cujo doador de
pélen foi o USP-CC28; ja as plantas com frutos imaturos verde claro e de formato campanulado eram
oriundos do cruzamento natural com USP-CC35. A identificacio de hibridos em progénies do receptor
USP-CC28 pode ser realizada a partir da presenga de antocianina no caule, formato e coloragio do fruto.
O gendétipo ‘Habanero Laranja’® (USP-CC28) caracteriza-se por frutos em estagio imaturo de coloragio
verde escura e formato retangular tornando-se laranja na maturacdo. Plantas que apresentavam frutos
alongados e coloracdo vermelha com pigmentagao no caule tiveram como genitor masculino o acesso
USP-CC15. Quando o doador de pélen era o acesso USP-CC35, as plantas hibridas apresentavam frutos
campanulados, verde claro quando imaturos e coloragdo vermelha quando maduros. Para a diferenciacao
entre plantas oriundas de cruzamento e autofecundagio nas progénies de ‘Biquinho’ (USP-CC35), foram
utilizados como marcadores a presenca de antocianina no caule, formato de fruto e superficie do fruto.
Plantas que apresentavam frutos pungentes de formato campanulado (‘pido’) e superficie semienrugada
eram oriundas do cruzamento com ‘Habanero Laranja’; ja as plantas com frutos campanulados alongados

e superficie semienrugada eram oriundas do cruzamento com USP-CC15.
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USP-CC15

USP-CC35 X USP-CC15

USP-CC15 X USP-CC28

S

USP-CC35 USP-CC28

Figura 9. Fenétipo dos acessos de Capsicum  chinense selecionados como genitores e de seus hibridos
correspondentes.

Tabela 6. Conjunto de caracteristicas utilizadas como marcadores morfolégicos para identificagdo dos individuos da
progenie de Capsicum chinense oriundos de fecundagio cruzada e determinagio da dire¢io do cruzamento.

Hibrido

USPCC35 X USP-CC28 USP-CC35 X USP-CC15 USP-CC15 X USP-CC28

(Biquinho x Habanero) (Biquinho x Ituiutaba) (Ituiutaba x Habanero)
Habito de crescimento Intermediario Intermediario Intermediario
Formato da folha Deltoide Ovalada Ovalada
Cor do caule Verde com estrias roxas Verde Verde com estrias roxas
Posigdo do estigma Levemente acima Levemente acima Levemente acima
Forma do fruto Campanulado Campanulado (‘piao’) Alongado
Cor do fruto imaturo Verde claro Vetde claro Vetde escuro
Cor do fruto maduro Vermelho Vermelho Vermelho
Supetficie do fruto Enrugada Semienrugada Semienrugada
Pungéncia Sim (fraca) Sim Sim

Em relacio ao delineamento espacial, cada médulo ou patcela continha uma planta de cada
gendtipo e que se encontravam equidistantes. Esta condi¢io garantiu que todas as plantas tivessem a
mesma probabilidade de cruzamento. O desbalanceamento no nimero de individuos pode levar tanto a
uma subestimativa para o gendtipo que estiver em maior numero devido a ocorréncia de fecundagio
cruzada entre plantas diferentes pertencentes a0 mesmo gendtipo, cujos descendentes serdo considerados
como oriundos de autofecundacdo, ou a uma superestimacio para o gendtipo em menor nimero, pois
taxas mais elevadas de cruzamento pode ser consequéncia da maior densidade de pdélen do outro

genétipo. Kim e# al. (20092, 2009b) obtiveram estimativas menores de taxa de cruzamento em C. annunn
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em relacdo aos estudos anteriores (Campodonico 1983, Tanksley 1984, Ahmed e Tanki 1994), ressaltando
que a planta doadora encontrava-se em menor nimero.

O numero total de plantas avaliadas de todas as progénies foi 732, obtidas a partir da
amostragem de sementes retiradas de todos os frutos maduros. Este procedimento procurou evitar que
poucos frutos fossem amostrados, dado que diferentes taxas podem ser encontradas em frutos diferentes
de uma mesma planta, conforme observado em tomate (Horneburg e Becker 2018). Além disso, diferentes
petiodos de colheita podem resultar em taxas de cruzamento diferentes. Em pimentas, Justino ¢z a/. (2018)
colheram os primeiros frutos maduros, amostraram 16 sementes de cada fruto e estimaram uma taxa de
cruzamento de 1,2%. Na Coréia do Sul, (Kim ¢# @/ 20092, 2009b) observaram um decréscimo na taxa de
cruzamento nos frutos coletados em setembro quando comparados a agosto, o que foi associado a
reducio da atividade dos agentes polinizadores devido ao inicio do estagdo chuvosa durante o periodo de
polinizagdo em torno de dois meses antes da maturagdo dos frutos.

Diversos sdo os fatores que influenciam na taxa de cruzamento em plantas, havendo uma
grande dificuldade em entender os mecanismos que causam a varia¢do no sistema reprodutivo (Barrett e
Harder 2017). A metodologia desenvolvida para a estimativa da taxa de cruzamento demonstrou ser
simples e de baixo custo, cujo modelo basico pode ser adaptado para investigacdes mais detalhadas dos
efeitos dos fatores nas taxas de cruzamento. A instalacio dos moédulos requer pouco espaco fisico, de
modo que diferentes condi¢des ambientais (e. g. distincia entre plantas, épocas e localizacdo geografica),
periodos de colheita poderiam ser avaliados. O conhecimento do efeito do ambiente pode ser util no
estabelecimento de estratégias para os programas de melhoramento. Por exemplo, sabendo-se os periodos
¢ locais com maior ou menor atividade de insetos o melhorista pode escolher a época de cultivo ou
colheita quando se deseja o avanco de geracdo para endogamia. Na disponibilidade de informagbes quanto
a diversidade molecular as taxas de cruzamento podem ser estimadas mais precisamente por meio de
marcadores moleculares. A metodologia, no entanto, limita-se ao uso de trés de gendtipos por médulo
uma vez que este ¢ o Unico numero em que a disposi¢io espacial permite que todas as plantas estejam
equidistantes entre si. Além disso, o aumento do nimero de genétipos dentro de um moédulo poderia
dificultar a selecdo de gendtipos altamente contrastantes, aumentando o nimero de combinag¢bes hibridas
e, consequentemente, dificultando a avaliagdo visual, porém diferentes combinagdes de trés gendtipos

podem ser utilizadas.

3.3.2. Taxa de cruzamento em C. chinense

As plantas podem ser classificadas quanto ao seu sistema reprodutivo como autbgamas,
alégamas ou mistas, a depender da taxa de cruzamento (t) ou autofecunda¢ao (S). A espécie C. chinense
apresentou comportamento reprodutivo misto com taxas de cruzamento variaveis conforme o gendtipo.
A taxa de cruzamento calculada a partir de todas as progénies foi de 13,1% (SD=9,8) e variou de 0% a

40,6%. O genoétipo ‘Ituiutaba’ (USP-CC15) apresentou a maior taxa média de cruzamento, de 30,4%
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(8D=16,7), seguido de ‘Biquinho’ (USP-CC35), em que 7,2% (SD=2,6) dos individuos de sua progénie
foram heterozigbticos. Ja o gendtipo ‘Habanero Laranja’ (USP-CC28) apresentou maior numero de
individuos autofecundados, com uma menor taxa de cruzamento, de 1,6% (SD=1,7) (Tabela 7).

Todos os acessos foram capazes de autofecundar e cruzar naturalmente com os demais
genotipos disponiveis, sendo observadas todas as combina¢des hibridas dentro de cada progénie materna.
Dentro da famfilia do genitor feminino USP-CC15, em média 19,8% foram resultantes do cruzamento
natural com USP-CC35, e 10,6% foram hibridos do tipo USP-CC15xUSP-CC28. Na familia USP-CC35,
em média 3,8% foram descendentes do genitor masculino USP-CC28, e 3,4% de USP-CC15. Quanto a
familia USP-CC28, 1,1% foram hibridos do tipo USP-CC28xUSP-CC35, enquanto que apenas 0,5%
foram hibridos do tipo USP-CC28xUSP-CC15 (Tabela 7, Figura 10). Em relacio ao potencial dos
genoétipos como doadores de poélen, USP-CC35 foi o que deu origem a um maior nimero de individuos
heterozigotos (20,9%). USP-CC28 apresentou-se intermediario, com 14,4%; ja o genétipo USP-CC15
como genitor masculino, produziu menos descendentes, tanto por apresentar menor autopolinizacio
como por estar associado as menores taxas de fecundagdo cruzada apresentadas por USP-CC28 e USP-

CC35.

Tabela 7. Taxas de cruzamento e autofecundacio (S) (em itdlico) entre trés acessos de Capsicum chinense. Valores em
porcentagem (%).

Genitor Masculino
Genitor feminin Repeti¢do (numero de Taxa de
enttor fe ° individuos) UPS- USP- USP- | cruzamento (%)
CC15 CC28 CC35
1 (101) 594 19,8 20,8 40,6
USP-CC15
(Ituiutaba) 2 (90) 88,9 2.2 8,9 11,1
3 (71) 60,6 9,9 29,6 39,4
Média S =696 10,6 19,8 T=30,4
Desvio padrio (SD) - 8,8 10,4 16,7
1(89) 0,00 96,6 34 3,4
USP-CC28
(Habanero Laranja) 2(69) 15 98,6 0.0 1,5
3 (81) 0,00 100,0 0,0 0,0
Média 0,5 S =984 1,1 T=1,6
Desvio padrao (SD) 0,8 - 2,0 1,7
1(89) 44 5,6 90,0 10,1
USP-CC35
(Biquinho) 2 (62) 32 32 93,6 6,5
3 (80) 2,5 2,5 95,0 5,0
Média 34 38 S=928 T=7,2
Desvio padrao (SD) 1,0 1,6 - 2,6
Média do doador (%) 3,9 14,4 20,9 13,1
Desvio padrio (SD) 2,1 4,8 13,2 9,8
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Figura 10. Direcdo do cruzamento e autofecundagio entre trés acessos de Capsicum chinense. Setas indicam a dire¢do
do fluxo de pélen (USP-CC15 — azul, USP-CC28 — vermelho, USP-CC35 — marrom), nimeros acima das setas sao
os valores médios em porcentagem (%0) da taxa de fecundagio cruzada e autofecundagio dos receptores, conforme o
doador de polen. Regides sombreadas ao redor das setas representam a magnitude da variagdo da taxa de cruzamento
ou autofecundacio.

Os trés genétipos utilizados apresentam caracteristicas de pimentas domesticadas, tais como
frutos pendentes e indeiscentes, de coloragido e formatos variados. Vale ressaltar, entretanto, que USP-
CC28 e USP-CC35 representam os motfotipos popularmente conhecidos como ‘Habanero Laranja’ e
‘Biquinho’, para os quais ha cultivares melhoradas e comerciais. Ja o acesso USP-CC15, pelo contrario,
nao foi associado a nenhum morfotipo conhecido. Este acesso possui frutos ndo pungentes de coloragio
vermelha, formato alongado e supetficie enrugada, sendo que tais caracteristicas morfoldgicas nio se
assemelharam a nenhum tipo de pimenta popular ou comercialmente conhecido. Provavelmente, esta
linhagem tenha sido originada de uma variedade local desenvolvida por produtores rurais, cuja
identificacio no banco de germoplasma cedido do IAC (acesso IAC-1598), nio constava referéncias
quanto a denominacido popular, mas o nome do local onde este acesso foi coletado (Ituiutaba). Diante
deste fato, existe a possibilidade de que as maiores taxas de cruzamento encontradas neste gendtipo sejam
decorrentes de uma menor pressio de selegdo para caracteres que favoregam a autofecundagao.

O sistema reprodutivo ¢ uma caracteristica das plantas domesticadas que pode ser modificada
pela selecio humana (Meyer e¢f a/ 2012). Dentre as caracteristicas envolvidas na domesticacio em
pimentas, Andrews (1995) destaca a transicao do sistema reprodutivo de alogamia para autogamia, com
selecio para estilo/estigma mais curtos. Nas pimentas da espécie C. chinense, tamanhos variados no
tamanho do estilo/estigma sio observados. Na caracterizagio morfoldgica realizada previamente, os
estigmas de USP-CC28 encontram-se na posi¢ao inserida em relagdo as anteras, e provavelmente esta
caracteristica estd associada a maior taxa de autofecundacio apresentada por este acesso. Por outro lado,
nos outros dois acessos, os estigmas estdo posicionados acima do nivel das anteras, sendo o nivel de

protrusio do acesso USP-CC35 ligeiramente superior que USP-CC15, no entanto, a taxa de cruzamento
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do acesso USP-CC35 foi 4,3 vezes menor que USP-CC15. De modo analogo, Tanksley (1984) obsetvou
variacdo na taxa média de polinizagdo natural de 27% a 53% entre linhagens testadoras de C. annuum,
porém sem diferenca significativa na posi¢do do estigma, que se encontravam ligeiramente acima das
anteras. Os estigmas expostos sdo mais propensos a ocorréncia de fecundagio cruzada, todavia, os
resultados do presente estudo sugerem que as variacOes entre taxas de cruzamento ocorrem
independentemente do nivel de protrusio do estigma em relagdo as anteras, podendo outros fatores
estarem envolvidos, tal como a sincronia entre a maturagio das anteras e do estigma (Luna-Ruiz et 4/
2018).

O sistema reprodutivo ndo ¢ fixo para um individuo ou populacio, considerando-se que
condi¢des ambientais e caracteristicas apresentadas pelas plantas influenciam nos processos que governam
a reproducio de plantas (Barrett e Harder 2017). Além disso, em condi¢Ges naturais a taxa de fecundacio
cruzada ou autofecundacido pode variar ao longo das geragdes. Dentre as causas comumente elencadas que
podem explicar as diferencas nas taxas de cruzamento em diferentes populagbes de Capsicumz de uma
mesma espécie estdo variagoes na época de plantio, distribuicdo espacial de plantas, sobreposicio do
florescimento, densidade populacional de insetos, e compatibilidade genética (Tanksley 1984, Kim ez /.
2009b, Justino ez al. 2018).

A poliniza¢io cruzada em pimentas ocorre principalmente por insetos polinizadores, podendo
ocorrer em menotres propor¢les por agentes abidticos (Raw 2000). Segundo Barrett e Harder (2017), em
plantas de sistema misto de reproducio a distribuicdo da variaciio na taxa de cruzamento é maior quando a
polinizacdo ocorre por animais polinizadores do que por plantas cuja polinizacio acontece pela agua ou
vento. VariagSes na taxa de cruzamento natural em pimenta foram observadas por Campodonico (1983),
que avaliou a cultivar Serrano em dois ambientes encontrando taxas médias de 7,46% e 24,95% no Golfo
do México e na Costa Pacifica, respectivamente. Essa diferenca foi atribuida entre outros fatores, a menor
presenca de insetos polinizadores no Golfo do México, onde havia menos vegetagio, ¢ aplicagGes de
inseticidas mais intensas. Além do efeito ambiental na atividade entoméfila, caracteristicas apresentadas
pelas plantas como abundancia e tamanho de flores, bem como a composicio do néctar podem
influenciar na atratividade dos insetos (Rabinowitch e 2/ 1993, Kim ¢ a/. 2009b).

Os resultados obtidos pelo presente trabalho indicam que as diferencas nas taxas de cruzamento
ocorreram predominantemente devido a causas genéticas dado que os tratamentos foram submetidos a
condi¢bes ambiental e temporal similares, principalmente no que se refere a presenca de insetos. Porém,
nao foi possivel definir se tais diferencas sdo resultantes apenas de caracteristicas intrinsecas de cada
genétipo e/ou de uma interacio ambiente-planta-polinizador. Vatiagdes dentro de gendtipos foram
observadas, sendo maiores para o acesso que apresentou maior taxa de cruzamento (USP-CC15), podendo
ser indicativo de maior plasticidade do gendtipo quanto a variagdes nos microambientes. Entretanto, o
namero de repeti¢oes foi baixo (3), sendo necessirio um nimero maior para uma melhor precisio da
estimativa. O projeto inicial contemplava o nimero de dez médulos e o envolvimento de mais genotipos.
Infelizmente, devido a falhas na germinagdo das sementes, morte de plantas no campo e baixa produgio

de frutos (uma das repeti¢bes iniciais encontrava-se alocada em uma estufa, porém, as altas temperaturas
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internas e/ou nio fertilizacio dos évulos levaram ao abortamento de flores, resultando em baixa producio
de frutos e sementes), o experimento foi conduzido com apenas trés repeticoes e trés gendtipos. Mesmo
assim, foi possivel observar variacoes nas taxas de cruzamento e/ou autofecunda¢des para os gendtipos
utilizados. Sugere-se que novos estudos sejam realizados, incluindo estudos para outras espécies de

pimentas, e com um numero maior de repeticbes (modulos).

3.3.3. Implicagdes praticas

As taxas de fecundacido cruzada varidveis encontradas para C. chinense, bem como as relatadas
por outros estudos com Capsicum, implicam na necessidade de cuidados no planejamento e conducio dos
programas de melhoramento, multiplicagio de germoplasma e produgdo de sementes comerciais, além do
risco inerente ao escape de genes de cultivares geneticamente modificados para as convencionais.

No desenvolvimento de linhagens endogimicas, bem como para a multiplicacio de acessos, em
que ha limitacdo de espago, ¢ necessirio o estabelecimento de barreiras fisicas que evitem a visitacdo de
insetos, podendo ser utilizados diversas estratégias como o cultivo protegido em casas de vegetacio,
protecio de plantas individuais com redes, protecio de ramos ou botdes florais com sacos de papel, papel
aluminio, uso de cola ou outras substincias para impedir a abertura das flores (Bosland 1993, Cauich ez 4/.
2006, Régo et al. 2012, Rodrigues ¢t al 2016). Em campos comerciais de producio de sementes,
geralmente recomenda-se o isolamento por distancia ou uso de bordaduras, aliado a uma maior densidade
de plantas do gendtipo de interesse que tende a aumentar o suprimento do pélen desejado, diminuindo a
probabilidade de contaminagio por fluxo génico indesejado (Justino 2013).

Apesar de cruzamentos espontineos serem indesejados no cultivo comercial, o aparecimento de
plantas atipicas sdo fontes de variabilidade, importantes para o melhoramento genético. Dentre as
vantagens das espécies que apresentam sistema reprodutivo misto, como C. chinense, é a possibilidade de
serem conduzidas nos programas de melhoramento tanto como autégamas como alégamas. Vale destacar
que no Brasil, a maioria das cultivares de pimenta ainda é oriunda de polinizagdo aberta (Ribeiro e
Reifschneider 2016), e no melhoramento de popula¢Ges mistas, um nimero maior de geracbes de
reproducdo natural é necessario para que o sistema reprodutivo esteja em equilibrio, quando comparado as

populagoes alogamas (Vencovsky e al. 2001).
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4. CONCLUSOES

e A caracterizagdo morfoagrondmica foi essencial para o conhecimento da diversidade disponivel no
banco de germoplasma de pimentas, além disso forneceu informag¢des que foram necessarias para a

estimativa da taxa de cruzamento da espécie C. chinense.

e  Alta variabilidade morfoagronomica foi observada em 40 acessos de pimentas (34 C. chinense, 4 C.

annuum e/ou C. frutescens € 2 C. baccatum) do banco de germoplasma da ESALQ/USP.

e Este estudo se configura como o primeiro referente a taxa de cruzamento para a espécie C. chinense, a
qual demonstrou possuir sistema reprodutivo misto com taxas de cruzamento de 0% a 40,6% que

variaram principalmente conforme o genétipo.

¢ A metodologia desenvolvida com base em marcadores morfoldgicos foi eficiente para quantificar as
taxas de cruzamento natural e determinar a direcio do cruzamento entre trés acessos de C. chinense. A
metodologia também permite adaptacGes para investigacoes mais detalhadas sobre os fatores que

influenciam o sistema reprodutivo.
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APENDICE
APENDICE A. Caractetizacio dos 40 acessos de pimenta (Capsicum spp.) para 13 descritores
Habito de Forma da Altura Cor da Posicdo do Mancha - Constrigao Cor do fruto Superficie do Forma do Pungéncia Dias para
Acesso . da h na anelar no Forma do fruto . -
crescimento folha antera estigma o maduro fruto apice do fruto floragdo
planta corola calice
CCO01 5-Intermediario  2-Ovalada  3-Média iﬁ‘é‘;l 7-Acima Ausente  Presente ! 3_1{‘;2;;610_ 1-Alongado 3-Enrugada 1-Pontiagudo Presente 98
CCo02 6—Le;z1;ente 2-Ovalada  3-Média  5-Roxo 6—Lizierrrr11;nte Ausente  Presente 10-Roxo 1-Alongado 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 91
> 6-Levemente ~ ;
CCo3 7-Ereto 1-Deltéide 4-Alta 5-Roxo acima Ausente  Presente 5-Salmio 4-Campanulado  2-Semienrugada  3-Afundado Presente 95
CC04 5-Intermedidrio  2-Ovalada 4-Alta 5-Roxo 7-Acima Ausente  Presente 5-Salmio 1-Alongado 3-Enrugada 1-Pontiagudo Presente 98
CC05 5-Intermediario 3-Lanceolada  2-Baixa 5-Roxo 5—I\n/£"efserlno Ausente  Presente 8-Vermelho 1-Alongado 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 74
. 6-Levemente - .
CCo06 7-Ereto 1-Deltéide 4-Alta 5-Roxo acima Ausente  Presente 5-Salmio 4-Campanulado  2-Semienrugada  3-Afundado Presente 106
L A . 13-Amarelo- .
CC07 5-Intermediario  2-Ovalada ~ 3-Média 2-Amarela 7-Acima Ausente  Presente limio 1-Alongado 3-Enrugada 1-Pontiagudo Presente 92
CCO08 5-Intermediario  2-Ovalada 4-Alta Z:ﬁizl(l)l 7-Acima Ausente  Presente 8-Vermelho  2-Arredondado 1-Lisa 2-Arredondado  Presente 101
6-Levemente A8 5-Mesmo . .
CC09 ereto 2-Ovalada  3-Média  5-Roxo nivel Ausente  Presente 10-Roxo 1-Alongado 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 84
CB10 6-Leex;zrtr;ente 1-Deltéide 4-Alta  2-Amarela S—ilfiserlno Presente  Ausente 6-Laranja 1-Alongado 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 83
CC11 5-Intermedidrio  1-Deltéide 4-Alta 4-Azul SAII\]/I;ZHO Ausente  Presente 5-Salmao 3-Triangular ~ 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Ausente 99
6-Levemente ~ .
CC12 7-Ereto 2-Ovalada 4-Alta 4-Azul acima Ausente  Presente 5-Salmio 4-Campanulado  2-Semienrugada  3-Afundado Presente 103
CC13 6-L¢2;ztt1;ente 2-Ovalada ~ 3-Média  5-Roxo S-I\nfliiserlno Ausente  Presente 10-Roxo 1-Alongado 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 81
CC14 5-Intermediario  1-Deltéide  3-Média 3-Azul 7-Acima Ausente  Presente 8-Vermelho 1-Alongado 1-Lisa 1-Pontiagudo Ausente 85

palido
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Habito de Forma da Altura Cor da Posigio do Mancha - Constrigao Cor do fruto Superficie do Forma do Pungéncia Dias para
Acesso . da : na anelar no Forma do fruto . ~
crescimento folha antera estigma e maduro fruto apice do fruto floragdo
planta corola calice
o - 5K 6-Levemente .
CC15 5-Intermediirio  1-Deltéide ~ 3-Média ~ 4-Azul acima Ausente  Presente 8-Vermelho 1-Alongado 3-Enrugada 1-Pontiagudo Ausente 95
s 6-Levemente . .
CC16 5-Intermediario  2-Ovalada 4-Alta 4-Azul acima Ausente  Presente 8-Vermelho 3-Triangular 4-Rugosa 1-Pontiagudo Presente 102
CC17 5-Intermediirio 3-Lanceolada 3-Média  5-Roxo 7-Acima Ausente  Ausente 8-Vermelho 1-Alongado 1-Lisa 1-Pontiagudo Presente 71
o 6-Levemente . .
CC18 5-Intermediario  2-Ovalada 4-Alta 5-Roxo acima Ausente  Presente 11-Marrom 3-Triangular 4-Rugosa 1-Pontiagudo Presente 103
CC19 5S-Intermediario  2-Ovalada 5_1:{:;() 5-Roxo 6_LZZf;n;nte Ausente  Presente 8-Vermelho 1-Alongado 4-Rugosa 1-Pontiagudo Presente 98
CC20 6—Lee\;z1;r;ente 2-Ovalada 4-Alta 5-Roxo 7-Acima Ausente  Ausente 8-Vermelho 1-Alongado 1-Lisa 1-Pontiagudo Presente 83
- 6-Levemente . .
CC21 S5-Intermediario  2-Ovalada 4-Alta 5-Roxo acima Ausente  Presente 8-Vermelho 3-Triangular 4-Rugosa 1-Pontiagudo Presente 108
CC22 6-Li\;zr;ente 3-Lanceolada  3-Média 4-Azul 7-Acima Ausente  Ausente 8-Vermelho 1-Alongado 1-Lisa 1-Pontiagudo Presente 78
CC23 5-Intermediario  1-Deltéide ~ 3-Média ~ 5-Roxo 3-Inserido  Ausente  Presente 8-Vermelho 5-Retangular  2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 98
CC24 5-Intermedidrio  2-Ovalada 4-Alta 5-Roxo 3-Inserido  Ausente  Presente 6-Laranja 5-Retangular ~ 2-Semienrugada  3-Afundado Presente 91
CC25 7-Ereto 2-Ovalada 5_1:1[;1;0 5-Roxo 7-Acima Ausente  Ausente 8-Vermelho 1-Alongado 1-Lisa 1-Pontiagudo Presente 110
. 5-Mesmo . .
ccz27 3-Prosttrado  3-Lanceolada  2-Baixa 5-Roxo nivel Ausente  Presente 2-Amarelo 1-Alongado 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 71
CC28 5-Intermediario  2-Ovalada 2-Baixa 5-Roxo 3-Inserido  Ausente  Presente 6-Laranja 5-Retangular ~ 2-Semienrugada  3-Afundado Presente 88
CB34 7-Ereto 1-Deltéide S‘I:{:;m 2-Amarela 7-Acima Presente  Ausente 8-Vermelho 3-Triangular ~ 2-Semienrugada 3-Afundado Presente 100
CC35 3-Prostrado 1-Deltéide  2-Baixa 5-Roxo 7-Acima Ausente  Presente 8-Vermelho 3-Triangular 1-Lisa 1-Pontiagudo Ausente 88
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Habito de Forma da Altura Cor da Posigio do Mancha - Constrigao Cor do fruto Superficie do Forma do Pungéncia Dias para
Acesso . da : na anelar no Forma do fruto . ~
crescimento folha antera estigma e maduro fruto apice do fruto floragdo
planta corola calice
CC36 4_11)1 eg;if;zzte 2-Ovalada  3-Média  5-Roxo 7-Acima Ausente  Presente 2-Amarelo 3-Triangular 1-Lisa 2-Arredondado  Presente 98
25 . . 4-Amarelo- : . .
CC37 3-Prostrado 1-Deltéide  2-Baixa 5-Roxo 7-Acima Ausente  Presente p— 3-Triangular 1-Lisa 1-Pontiagudo Ausente 78
CC38 3-Prostrado 1-Deltéide 2-Baixa 5-Roxo 7-Acima Ausente Presente 8-Vermelho 3-Triangular 1-Lisa 1-Pontiagudo Ausente 88
CC39 7-Ereto 1-Deltéide 4-Alta 5-Roxo 6_Lzzie§;me Ausente  Presente 6-Laranja 2-Arredondado 1-Lisa 2-Arredondado  Presente 88
CC40 5-Intermediario  1-Deltéide  3-Média  5-Roxo 3-Inserido  Ausente  Presente 11-Marrom 5-Retangular ~ 2-Semienrugada  3-Afundado Presente 97
CC41 S5-Intermediirio  1-Deltéide ~ 3-Média  5-Roxo 5—I\n/£,‘efserlno Ausente  Presente 5-Salmio 3-Triangular ~ 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Ausente 104
CC42 4%;‘2;23?6 2-Ovalada  3-Média 2-Amarela 7-Acima Ausente  Presente 2-Amarelo 3-Triangular 1-Lisa 2-Arredondado  Presente 92
CC43 5-Intermedidrio 3-Lanceolada  4-Alta 5-Roxo 7-Acima Ausente  Presente 8-Vermelho 1-Alongado 3-Enrugada 1-Pontiagudo Presente 85
. . 3-Azul 5-Mesmo . .
CC44 7-Ereto 1-Deltéide 4-Alta palido nivel Ausente  Presente 8-Vermelho  4-Campanulado  2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 97
L . A8 6-Levemente
CC46 5-Intermediario  1-Deltéide ~ 3-Média ~ 5-Roxo acima Ausente  Presente 8-Vermelho 5-Retangular 3-Enrugada 3-Afundado Presente 91
CC47 5-Intermediario  2-Ovalada 2-Baixa 5-Roxo 3-Inserido  Ausente  Presente 6-Laranja 5-Retangular ~ 2-Semienrugada  1-Pontiagudo Presente 98




