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RESUMO

CAMPOS, ADRYELLISON LEMES DE; M. Sc. UNIVERSIDADE DO ESTADO DE
MATO GROSSO, Fevereiro de 2014. Coleta e caracterizacdo de acessos de
Capsicum spp. da agrobiodiversidade da regido Sudoeste do Mato Grosso.
Orientadora: Prof.2 Dr Leonarda Grillo Neves.

Espécies de Capsicum sdo muito importantes no Brasil por fatores econbémicos,
culturais e bioldgicos, e o pais € considerado centro de diversidade para este
género. O banco de germoplasma de hortalicas da UNEMAT que esta em fase de
construcdo e os objetivos deste trabalho foram: i) resgatar a variabilidade genética
existente no género Capsicum na regido Sudoeste do Mato Grosso, para assegurar
a conservacao desses acessos para usos futuros; ii) caracterizar 0s acessos
coletados com base em descritores morfoagronémicos e marcadores moleculares do
tipo ISSR (inter-simple sequence repeats); e iii) estimar a divergéncia genética dos
acessos estudados. O trabalho experimental foi dividido em trés etapas: o resgate
de variabilidade, por meio de visitas a produtores rurais que doaram sementes para
a construcdo do banco, realizadas no periodo de setembro a novembro de 2012; a
caracterizacdo morfolégica, agronbmica e molecular dos acessos resgatados;
determinacao da divergéncia genética entre 0os acessos estudados. O experimento
foi realizado em Céceres, Mato Grosso. Foram coletados 300 acessos, em 58
propriedades. A coleta de dados morfoagrondbmicos foi realizada no periodo de
outubro de 2012 a agosto de 2013. Destes 300 acessos, em 80 acessos foram feitas
analises moleculares, no periodo de junho a agosto de 2013, na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Os dados foram obtidos seguindo-se
os descritores do IPGRI (International Plant Genetic Resources atualmente
Bioversity International) para Capsicum, para o qual foram usados 70 descritores. A
analise dos dados obtidos foi efetuada com o uso de diferentes técnicas de
estatistica multivariada. Foi elaborada uma matriz de dados binarios para anélise
dos dados moleculares, sendo utilizado o complemento aritmético do indice de
Jaccard para estimar a dissimilaridade genética entre os acessos. Na caracterizacao
morfolégica foram formados seis grupos bem definidos. Os grupos formados na
caracterizacdo agrondmica foram diferentes da caracterizacdo morfologica e houve
a necessidade de subdividir para melhor distincdo dos acessos. Os acessos na

analise molecular foram alocados em apenas dois grupos, havendo também a

Vi



necessidade de subdividir. Pela andlise conjunta (morfolégico + agrondmico +
molecular) seis grupos foram formados por espécies de Capsicum, ndo havendo
duplicatas. Para todos os agrupamentos, o coeficiente de correlacado cofenética foi
superior a 0,8. Todas as correlagcdes entre a matriz de distancia conjunta foram
significativas pelo teste de Mantel. A variabilidade da agrobiodiversidade genética da
regido sudoeste do estado de Mato Grosso foi resgatada, e a andlise conjunta dos

dados municiou de informacfes melhores para a mesma.

Palavras-chave: Pimentas, piment&do, descritores morfoagrondémicos, marcadores
ISSR.
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ABSTRACT

CAMPOS, ADRYELLISON LEMES DE; M. Sc. UNIVERSIDADE DO ESTADO DE
MATO GROSSO, Fevereiro de 2014. Coleta e caracterizacdo de acessos de
Capsicum spp. da agrobiodiversidade da regidao Sudoeste do Mato Grosso.
Orientadora: Prof.2 Dr Leonarda Grillo Neves.

Brazil is the second biggest world producer of pepper (Capsicum sp).
Capsicum species are very important in Brazil because of economic, cultural and
biological factors, and the country is considered a diversity center for this genus. The
purpose of this work was rescue the genetic variability of Capsicum in southwestern
Mato Grosso, to increase the germplasm bank of greenery UNEMAT which is under
construction, through the implementation of a Collection of Work Capsicum and thus
ensure the conservation of these accesses for future use; characterize accessions
collected based on morphological descriptors and molecular markers of type ISSR
(inter-simple sequence repeats) and also to estimate the genetic diversity of
accessions. The experiment was conducted in Caceres, Mato Grosso states. The
data were collected descriptor following the IPGRI (International Plant Genetic
Resources Institute, renamed Bioversity International) for Capsicum criteria. The data
analysis was done using different multivariate statistics techniques. A binary data
matrix was designed from molecular data and to estimate genetic dissimilarity
Jaccard Index was used and the accessions were clustered using UPGMA. The
morphological characterization six well-defined groups were formed. The groups
were formed in different agronomic and morphological characterization was
necessary to subdivide for better distinction of accesses. Accesses in the molecular
analysis were divided into only two groups, there is also the need to subdivide. For
the combined analysis (morphological + molecular + agronomic) six groups were
formed by species of Capsicum, and the results indicated that there are no
duplicates. For all groups, the cophenetic correlation coefficient was higher than 0,8..
All correlations between the matrix of joint distance were significant by the Mantel
test. The genetic variability of agricultural biodiversity in the Southwest region of the
state of Mato Grosso was rescued, and joint analysis of data municiou better

information for the same.

Key words: Pepper, agrobioversity, mutivariate analysis.
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1. INTRODUCAO

O género Capsicum, que engloba diferentes grupos varietais de pimentas e
pimentdes, apresenta expressiva importancia economica, e seus frutos sao
significativamente utilizados em todo o mundo como fruta fresca, condimentos,
especiarias, usos ornamentais, medicinais, na fabricacdo de gas lacrimogéneo, e
sdao importante fonte de vitaminas A e C (Régo et al., 2012; Bosland, 2000). O
género Capsicum pertence a familia Solananeae e acredita-se que sua origem
ancestral € da regido tropical central da América do Sul, no que € hoje a Bolivia
(Olmtead, 2008).

O maior numero de espécies (13) estd concentrado ao longo de varias
regibes do Brasil, que € um dos maiores centros de distribuicdo do género, onde
ainda podem ser encontradas formas representativas de espécies domesticadas,
semidomesticadas e silvestres (Régo et al., 2012).

No Brasil, as pimentas e pimentbes sao cultivados pelos pequenos
agricultores. A area de producéo do género Capsicum € de 12.000 ha, sendo 5.000
ha com pimentas e os principais estados produtores sao Minas Gerais, Sdo Paulo,
Goias, Ceara e Rio de Janeiro. A produtividade anual é de 75.000 t.ha™ e varia na
faixa de 10-30 t.ha™’ em pequenas fazendas com area variando de 0,5 a 10 ha
(Ribeiro et al., 2008).

A agricultura familiar tem assegurado o uso de préaticas de conservacédo de
diversas variedades locais, como as de pimentas e pimentdes. Comunidades locais
podem contribuir para o0 uso e conservacdo de germoplasma adaptado aos
agroecossistemas das comunidades agricolas (Almekinders & Elings, 2001).

A diversidade genética pode ser avaliada de forma simultanea em relacao as
varias caracteristicas, e para isso recomenda-se a utilizacdo de medidas e
dissimilaridade (Cruz & Carneiro, 2003). Uma forma pratica e eficiente de se obter
essas medidas é por meio da analise de agrupamentos, a qual tem por finalidade
reunir os individuos em grupos, de forma que exista a maxima homogeneidade
dentro do grupo e a maxima heterogeneidade entre os grupos (Johnson & Wichern,
1992; Cruz & Regazzi, 2001).

Independente da base de dados utilizada, a analise de divergéncia genética,
associada a analise de agrupamentos, pode ser empregada para caracterizar a

variabilidade entre os genotipos, e se constituem em excelentes alternativas para
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facilitar a interpretacdo de dados (Monteiro et al., 2010). Entretanto, a geracao de
um grande numero de dados de diferentes categorias (quantitativos, qualitativos e
moleculares) pode dificultar a interpretacdo dos resultados de caracterizacdo e
avaliacdo de acessos. Sendo assim, a analise conjunta das diferentes variaveis
pode fornecer melhor distincdo entre os gendtipos (Gongalves et al., 2009; Rocha et
al., 2010).

O presente trabalho teve como objetivos resgatar a variabilidade genética
existente no género Capsicum na regido Sudoeste do Mato Grosso, para
incrementar o banco de germoplasma de hortalicas da Universidade do Estado do
Mato Grosso (UNEMAT) que estd em fase de construcdo, por meio da implantagéo
de uma Colecao de Germoplasma de Capsicum e assim assegurar a conservacao
desses acessos para usos futuros; caracterizar os acessos coletados com base em
descritores morfoagrondmicos e marcadores moleculares do tipo ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats); e ainda estimar a diversidade genética dos acessos estudados.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e disperséo de Capsicum

Os pimentbes e as pimentas pertencem ao género Capsicum e ambas as
culturas tém importancia econémica em diversos paises nos mais distintos
continentes. As pimentas do género Capsicum sdo amplamente cultivadas no
mundo, sendo utilizadas como matéria-prima para as industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética (Yamamoto & Nawata, 2005; Bento et al.,, 2007). As
pimenteiras também estao sendo utilizadas como plantas ornamentais, em razao da
folhagem variegada, do porte ando e dos frutos com diferentes cores no processo de
maturacéo (Moreira, 2006).

O género Capsicum possui 31 espécies, algumas com variedades, e dentre
essas espécies, cinco com grande importancia agrondmica sdo domesticadas:
C.annnum var. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum variedades
pendulum e umbilicatum e C. pubescens (Moscone et al., 2007). Segundo Carvalho
e Bianchetti (2008), as espécies domesticadas cultivadas no Brasil sdo C. annuum L.
var. annuum, C. baccatum var. pendulum (Wild) Eshbaugh, C. frutescens L. e C.

chinense Jacq.



Trés complexos tém sido identificados no género Capsicum: Capsicum
annuum, Capsicum baccatum e Capsicum pubescens. Capsicum annuum, Capisucm
chinense, Capsicum frutescens, seus parentes silvestres e Capsicum galapagoensis
Hunziker constituem o complexo Capsicum annuum. VAarios pesquisadores tém
argumentado que Capsicum chinense e Capsicum frutescens devem ser
consideradas a mesma espécie (McLeod et al., 1979; Pickersgill, 1971; Walsh &
Hoot, 2001). Capsicum baccatum, Capsicum praetermissum Heiser et Smith e
Capsicum tovarii Eshbaugh, Smith et Nickrent constituem o complexo Capsicum
baccatum. A posicdo de Capsicum tovarii neste complexo ainda ndo esta clara
(Moscone et al.,, 2007; Ince et al., 2010). O complexo Capsicum apubescens
consiste Capsicum pubescens, Capsicum cardenasii Heiser et Smith e Capsicum
eximium Hunziker. Finalmente, a relacdo da espécie silvestre Capsicum chacoense
Hunziker para estes complexos é ainda pouco claro (Walsh & Hoot, 2001; Tam et al.,
2009).

De acordo com Hunziker (2001), podem ser reconhecidos quatro locais do
centro de distribuicdo para Capsicum: 1) Sul dos EUA e do México a oeste da
América do Sul (Peru, 12 spp.), 2) nordeste do Brasil e da Venezuela costeira (1
sp.), 3) leste do Brasil costeira (10 spp.) , e 4) regido central da Bolivia e do Paraguai
para o norte e centro da Argentina (8 spp.). O maior numero de espécies (16) esta
concentrado no Brasil (Barboza e Bianchetti , 2005). Vale ressaltar que 16 espécies
sdo endémicas de diferentes regides da América do Sul. O local original de
domesticacao para cada espécie cultivada ainda é muito discutido.

Pimentas estdo entre as mais antigas plantas cultivadas nas Américas, e
vestigios arqueoldgicos indicam que Capsicum annuum, em particular, foi utilizada
pelo homem antes mesmo do advento da agricultura (Pickersgill, 1969). As espécies
domesticadas incluem populacfes, exceto Capsicum pubescens, que é conhecida
apenas no cultivo. No caso de Capsicum annuum e Capsicum baccatum, as formas
silvestres séo distinguidas como variedades taxonémicas, ou seja, glabriusculum e

baccatum, respectivamente.

2.2 Aspectos botanicos
Capsicum frutescens estéa distribuida por toda a América Central e planicies
da América do Sul, e também em outras regides tropicais e subtropicais, tais como

Asia, Africa, e ilhas do Pacifico. C. frutescens é geralmente muito picante e tem um
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sabor caracteristico que realca o gosto dos alimentos locais nos trépicos. C.
frutescens apresenta as seguintes caracteristicas: sao plantas perenes e de
maturacdo tardia; a altura varia de 1,5-2,0 m; corola branco-esverdeada; anteras
parpura a azul, as vezes amarelas; n6s com um a trés pedunculos eretos; fruto
imaturo variando de verde a branco amarelado; fruto maduro vermelho a laranja
escuro; caules e folhas glabros a muito pubescentes; folhas maleaveis e mais largas
do que as de C. annuum; sementes cor creme a amarelo (Yamamoto & Nawata,
2005).

C. baccatum var. baccatum possui ampla distribuicdo geografica, incluindo
Colémbia, Equador, Peru e Bolivia, e sudoeste do Brasil. C. baccatum var. baccatum
possui flores brancas com duas manchas esverdeadas na base, enquanto C.
baccatum var. praetermissum, além das cores da outra variedade, apresenta uma
caracteristica faixa lilas-violeta na margem das pétalas (Reifschneider, 2000). A
espécie C. baccatum var. pendulum tem manchas amarelas e corola branca, anteras
amarelas, caule ereto, uma flor por no, fruto largo, alongado e persistente. O fruto

maduro é laranja (Tong, 1999).

2.3 Caracterizacao e estudo da divergéncia genética

A divergéncia genética tem sido avaliada por meio de técnicas biométricas,
baseadas na quantificacdo da heterose, ou por processos preditivos. Na predicdo da
divergéncia genética, varios métodos multivariados podem ser aplicados. Dentre
eles, citam-se a andlise por componentes principais, por variaveis candnicas e 0s
métodos aglomerativos. A técnica de analise multivariada tem sido empregada tanto
para caracteristicas expressas por variaveis quantitativas quanto qualitativas, as
quais sdo comumente utilizadas em caracterizagbes/avaliacbes em bancos de
germoplasma. No caso dos descritores qualitativos geralmente sdo avaliados os que
apresentam varias classes, ou seja, multicategoricos (Pereira e Rodrigués, 2003;
Cruz & Regazzi, 1994).

Dos métodos de agrupamento, os mais utilizados sdo os de otimizacao e os
hierarquicos (Cruz et al., 2011). Os métodos de agrupamento tém por finalidade
separar um grupo original de observacées em varios subgrupos, de forma a obter
homogeneidade dentro e heterogeneidade entre os subgrupos. Dentre estes
métodos, os hierarquicos e os de otimizagdo sdo empregados em grande escala

pelos melhoristas de plantas.



Nos métodos hierarquicos, os gendtipos sdo agrupados por um processo
que se repete em varios niveis, sendo estabelecido um dendrograma, sem
preocupacdo com o numero 6timo de grupos. Para este caso, CRUZ & REGAZZI
(2001) apresentam trés formas distintas de representar a estrutura de agrupamento
com base na distancia entre os pares de genotipos: i) utilizando a média das
distancias entre todos os pares de genotipos para formagdo de cada grupo,
denominado método da distancia média (UPGMA); ii) utilizando a menor distancia
existente entre um par de genoétipos, denominado de método do vizinho mais
proximo ou da ligagdo simples e iii) utilizando a maior distancia encontrada entre
um par de gendtipos, denominado de método do vizinho mais distante ou ligagédo
completa. Cabe ao pesquisador adotar aquela que melhor represente a estrutura de
agrupamento esperada com base no seu conjunto de dados.

Nos métodos de otimizacdo, por sua vez, oS grupos sdo estabelecidos
aperfeicoando determinado critério de agrupamento, diferindo dos métodos
hierarquicos pelo fato de os grupos formados serem mutuamente exclusivos (CRUZ
& REGAZZI, 2001). No método de otimizacdo proposto por Tocher, € adotado o
critério de manter a distancia média intragrupos sempre inferior a qualquer distancia
intergrupos (RAO, 1952)

Varios trabalhos tém utilizado a analise de agrupamentos no estudo da
diversidade genética e relatado a subjetividade no estabelecimento do ponto de
corte no dendrograma. Dentre eles, Sudré et al. (2005) analisaram a divergéncia
genética entre acessos de pimenta e pimentdo utilizando técnicas multivariadas,
obtendo a separacdo dos acessos em sete grupos distintos, utilizando pontos de
mudanca brusca de nivel como referéncia para estabelecer o corte.

A variabilidade genética de caracteres morfoagronémicos, entre e dentro de
agrupamentos de acessos do banco de germoplasma e de cultivares comerciais de
Capsicum tem sido foco de diversos estudos (Inoue & Reifschneider, (1989);
Sapucay et al., (2009); Buttow et al., (2010); Ferrédo et al.; (2011)). Entretanto,
trabalhos com acessos oriundos da regidao Sudoeste do Mato Grosso, uma regiao
limitrofe do centro de origem do género sdo inexistentes.

Tradicionalmente, a caracterizacdo de pimentas é feita com descritores
morfolégicos estabelecidos pelo IPGRI (International Plant Genetic Resources
Institute), a exemplo do trabalho de Bento et al. (2007), que utilizaram 37 descritores

e concluiram que houve divergéncia fenotipica entre os 29 acessos estudados,
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demonstrando o potencial dos mesmos para uso em programas de melhoramento.
Sudré et al. (2005) utilizaram 11 descritores quantitativos, entre eles a altura de
planta, dias para florescimento e nimero de frutos por planta, sendo observadas
diferencas significativas entre os 56 acessos para todos os descritores avaliados.
Geleta et al. (2005), encontraram diferencas significantes entre gendtipos de
Capsicum annuum com o uso de 20 caracteristicas morfoagrondmicas, revelando
um alto nivel de variabilidade genética.

A escolha do método mais adequado para estimar a distancia genética tem
sido determinada pela precisdao desejada pelo pesquisador, pela facilidade da
analise e pela forma como os dados foram obtidos (Cruz e Regazzi, 1994). Entre os
trabalhos publicados para o género Capsicum encontra-se o de Moura et al. (1999),
cujo objetivo foi verificar a viabilidade da analise multivariada na identificacdo de
fontes de variabilidade genética entre linhagens de pimentdo quanto a eficiéncia
nutricional para o fésforo, concluindo-se que a mesma foi efetiva para detectar
divergéncia genética, como também para identificar o carater que mais contribuiu
para a divergéncia. Eficiéncia similar foi relatada em trabalhos com pimentas, nos
quais foram aplicados métodos de agrupamento a variaveis quantitativas (Sudré et
al., 2005) e qualitativas multicategéricas (Sudré et al., 2006).

Estudos de divergéncia genética também tém sido realizados utilizando
marcadores de DNA. As técnicas mais empregadas nos programas de
melhoramento e que utilizam a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo: a
técnica microssatélite ou SSR (Polimorfismo de locus de sequéncia simples
repetida), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), RAPD (Polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso), SCAR (Amplificacdo de regido de sequéncia caracterizada) e
AFLP (Polimorfismo no comprimento de fragmentos amplificados) (Zimmer et al.,
2005). Os marcadores de DNA tém a vantagem de serem influenciados por pouca
ou nenhuma acgdo do meio ambiente e fornecerem informagdes diretas sobre o
genoma de cada individuo (Lefbreve et al., 2001).

As sequéncias internas simples repetidas (ISSR) constituem uma classe de
marcadores que vém sendo bastante utilizada em estudos de divergéncia genética.
A ISSR-PCR é uma técnica simples, rapida, eficiente e possui alta reprodutibilidade.
Os marcadores ISSR tém varias aplicacbes em genética de populacdes, por
exemplo, no estudo de fluxo génico, andlise de paternidade ou ainda na identificacéo

de cultivares, onde tem sido empregado com mais frequéncia (Reddy et al., 2002).
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Para Arriel (2004) apesar dos caracteres morfologicos serem amplamente
usados na caracterizacdo da diversidade, a combinacdo com o0s marcadores
moleculares poderia fornecer um quadro mais completo para o agrupamento de

genatipos e o planejamento de cruzamentos no melhoramento genético vegetal.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos acessos

Foram estudados 300 acessos de Capsicum spp. para a caracterizacado dos
dados morfoagronémicos. Destes 300 acessos, 80 contribuiram para fazer andlise
molecular, sendo que apenas 21 acessos contribuiram para fazer a analise conjunta
dos dados (morfolégica, agronémica, e molecular). Foi realizada a analise separada
destes 21 acessos.

As unidades de coletas de Capsicum foram identificadas e catalogadas, por
meio de visitas a lojas agropecuarias, locais de comercializacdo, e mediante
identificacdo de outros produtores de Capsicum na regido Sudoeste do Estado de
Mato Grosso, nos municipios de Caceres, Sado José dos Quatro Marcos, Curvelandia
e Mirassol d’Oeste, e distrito de Corixa (Brasil).

Apos a identificacdo das regifes produtoras de Capsicum, foram realizadas
as coletas dos frutos, no periodo de outubro a dezembro de 2012, para
posteriormente fazer a analise do germoplasma coletado. As sementes foram
embaladas em sacos de papel com identificagdo dos acessos e conservadas em
geladeira a 5°C com 23% de umidade relativa.

3.2 Condicdes experimentais

O experimento de campo foi conduzido na area da UNEMAT, Campus de
Céceres — MT. O ambiente de estudo é caracterizado segundo classificacdo de
Kdppen, por clima, tropical qguente e umido, com inverno seco (Awa). A temperatura
média anual de Céaceres é de 26,24°C. Em Caceres, 0 periodo chuvoso é de quatro
meses (dezembro a margo) e o periodo de seca é de oito meses (abril a novembro).
O déficit hidrico anual médio é 400,30 mm e o excedente hidrico € de 147,03 mm. O
municipio de Caceres esta localizado na regido sudoeste de Mato Grosso, entre as
latitudes 15° 27’ e 17° 37’ sul e as longitudes 57° 00’ e 58° 48 oeste, com area de

24.398,399 km? a uma altitude de 118 m (Neves et al., 2011).
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A producédo das mudas foi realizada em ambiente protegido e a semeadura
dos acessos foi realizada em bandejas de poliestireno expandido (128 células),
contendo substrato Plantmax ®. No ambiente protegido, as plantas foram cultivadas,
seguindo os tratos culturais recomendados para a cultura. Ap6s um més a partir da
emergéncia das plantulas, as mudas foram plantadas em canteiros no espagamento
de 0,8 m entre plantas e 1,2 m entre linhas. As mudas foram dispostas no
delineamento experimental em blocos ao acaso, com trés repeticbes, com trés
plantas por parcela. Foram realizados tratos culturais e aplicacdes de defensivos
agricolas conforme recomendados para a cultura. Foi adotado o sistema de irrigacdo
por gotejamento, sendo utilizados gotejadores autocompensantes.

3.3 Caracterizacdo morfoagronémica

A caracterizagdo morfoagrondémica foi realizada de outubro de 2012 a agosto
de 2013. Foram utilizados 70 descritores, sendo 24 da parte vegetativa, 41 da
inflorescéncia e fruto e cinco da semente. Os acessos foram caracterizados por meio
dos descritores morfoagronémicos especificos para Capsicum proposto pelo

Bioverstity International (IPGRI, 1995). Os descritores da parte vegetativa foram:

1. Cor do hipocétilo: (1) Branca; (2) verde; (3) violeta.

2. Pubescéncia do hipocotilo: (3) esparsa; (5) intermediaria; (7) densa.

3. Cor da folha cotiledonar: (1) verde claro; (2) verde; (3) verde escuro; (4)
violeta claro; (5) violeta; (6) violeta escuro; (7) variegada; (8) amarela; (9)
outra

4. Forma da folha cotiledonar: (1) deltéide; (2) ovalada; (3) lanceolada; (4)
comprida.

5. Comprimento da folha cotiledonar: (mm) medido através de um paquimetro

digital.

Ciclo de vida: (1) anual; (2) bianual; (3) perene.

Cor da haste: (3) esparsa; (5) intermediaria; (7) densa.

Antocianina do nodal: (1) verde; (3) violeta claro; (5) violeta; (7) violeta escuro.

© © N o

Formato da haste: (1) cilindrica; (2) angulada; (3) alada.
10.Pubescéncia da haste: (3) esparsa; (5) intermediaria; (7) densa.

11. Altura da planta: (cm)



12.Hébito de crescimento da planta: (3) prostrado; (5) intermediario; (7) ereto; (9)
outro.

13.Largura da haste: Medido imediatamente apds a colheita, no ponto mais largo
(cm)

14.Comprimento da haste: Altura até a primeira bifurcacdo (cm). Medida
imediatamente apods a primeira colheita.

15.Diametro da haste: Medido da parte do meio para a primeira bifurcacao,
imediatamente apds a primeira colheita.

16.Densidade de ramificacdo: (3) esparsa; (5) intermediaria; (7) densa.

17.Brotacdo abaixo da primeira bifurcacdo: (1) ausente; (3) esparsa; (5)
intermediéria; (7) densa.

18.Densidade de folhas: (3) esparsa; (5) intermediaria; (7) densa.

19.Cor da folha: (1) amarelo; (2) verde claro; (3) verde; (4) verde escuro; (5)
violeta claro; (6) violeta; (7) variegada; (8) verde com antocianina.

20.Formato da folha: (1) deltéide; (2) ovalada; (3) lanceolada.

21.Margem da lamina foliar: (1) inteiro; (2) ondulado; (3) ciliado.

22.Pubescéncia das folhas: (3) esparsa; (5) intermediaria; (7) densa

23.Longitude da folha madura: (cm) Medido na maior parte da folha

24.Largura da folha madura: (cm) Medido na maior parte da folha

25.Dias para o florescimento: Numero de dias de sementeira até o transplante
até que 50% das plantas tém ao menos uma flor aberta

26.Numero de flores por axila: (1) uma; (2) duas; (3) trés ou mais; (4) muitas com
entrend curto; (5) uma e duas; (6) uma, duas e trés; (7) duas e trés; (8) duas,
trés e quatro.

27.Posicao da flor: (3) pendente; (5) intermediaria; (7) ereta; (9) todas posicoes;
(11) intermediéria e ereta; (13) pendente e intermediaria.

28.Cor da corola: (1) branco; (2) amarelo claro; (3) amarelo; (4) amarelo
esverdeado; (5) violeta com base branca; (6) branco com base violeta; (7)
branco com margem violeta; (8) violeta; (9) branco esverdeado; (10) branco
com mancha purpura; (11) branco esverdeado com mancha purpura.

29.Cor da mancha da corola: (1) branco; (2) amarelo; (3) verde amarelado; (4)
verde; (5) violeta; (6) sem mancha.

30.Forma da corola: (1) rotada; (2) campanulada; (3) intermediéria.

31.Comprimento da corola (cm): (1) <15; (2) 1,5-2,5; (3) > 25
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32.Cor das antera: (1) branco; (2) amarelo; (3) azul pélido; (4) azul; (5) violeta;
(6) amarelo com manca azul-claro

33.Comprimento das anteras;

34.Cor do filamento: (1) branco; (2) amarelo; (3) verde; (4) azul; (5) violeta-claro;
(6) violeta; (7) azul-violeta.

35.Posicdo do estigma: (3) inserto; (5) mesmo nivel; (7) excerto; (9) mesmo nivel
e excerto; (11) inserto e mesmo nivel; (13) inserto e excerto.

36.Comprimento do filamento: (mm)

37.Pigmentacédo do célice: (0) ausente; (1) presente.

38.Margem do cdlice: (1) inteiro; (2) intermediario; (3) dentado.

39. Constricdo anelar do célice: (0) ausente; (1) presente.

40. Esterilidade masculina: (0) ausente; (1) presente.

41.Extensao do estigma: (3) inserida; (5) mesmo nivel; (7) maior.

42.Dias para a frutificacdo: Namero de dias do transplantio até 50% das plantas
estiver com frutos maduro na primeira e segunda bifurcacéo

43.Cor do fruto imaturo: (1) branco; (2) amarelo; (3) verde; (4) laranja; (5) violeta;
(6) violeta escuro; (7) amarelo esverdeado; (8) verde amarelado; (9) branco
amarelado; (10) marrom. Quando o fruto apresenta mais de uma cor de fruto
imaturo, é considerada a cor do primeiro estadio.

44. Frutificacdo: (1) baixa; (2) intermediéria; (3) alta.

45.Periodo de frutificacdo: Numero de dias desde a primeira frutificacdo para
formacao do ultimo fruto

46.Posicado do fruto: (3) pendente; (5) intermediario; (7) ereto; (9) todas; (11)
pendente e intermediaria; (13) pendente e ereto; (15) intermediario e ereto.

47.Cor do fruto maduro: (1) branco; (2) amarelo liméo; (3) amarelo laranja palido;
(4) amarelo laranja; (5) laranja palido; (6) laranja; (7) vermelho claro; (8)
vermelho; (9) vermelho escuro; (10) violeta; (11) marrom; (12) preto; (13)
amarelo; (14) amarelo palido.

48.Formato do fruto: (1) alongado; (2) arredondado; (3) triangular; (4)
campanulado; (5) retangular.

49.Comprimento do fruto: (1) até 1,0cm; (2) de 1,1 a 2,0cm; (3) de 2,1 a 4,0cm;
(4) 4,1 a8,0cm; (5) de 8,1 a 12,0cm; (6) acima de 12,0cm.

50.Largura do fruto: (1) até 1,0cm; (2) de 1,1 a 2,5cm; (3) 2,6 a 5,0cm; (4) 5,1 a

8,0 cm; (5) acima de 8,0cm. Massa do fruto.
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51.Comprimento do pedunculo: (1) até 2,0cm; (2) de 2,1 a 4,0cm; (3) de 4,1 a
6,0cm; (4) acima de 6,0cm.

52.Massa fresca do fruto (g): (1) até 1,0g; (2) de 1,1 a 3,0q; (3) de 3,1 a 9,0g; (4)
de 9,1 a 27,0q; (5) de 27,1 a 81,0g; (6) acima de 819.

53.Espessura da parede do fruto: (1) até 1,0cm; (2) de 1,1 a 2,0cm; (3) 2,1 a
3,0cm; (4) 3,1 a 4,0cm; (5) de 4,1 a 5,0cm; (6) acima de 5,0cm.

54.Presenca de pescoco na base do fruto: (0) ausente; (1) presente.

55.Formato da ponta do fruto: (1) pontiagudo; (2) truncado; (3) afundado; (4)
afundado com ponta.

56.Apéndice na ponta do fruto: (0) ausente; (1) presente.

57.0mbro do fruto: (1) agudo; (2) obtuso; (3) truncado; (4) cordado; (5) lobato.

58.Seccdao transversal do fruto: (3) levemente corrugado; (5) intermediario; (7)
corrugado.

59.Numero de I6culos: (1) um; (2) dois; (3) trés; (4) quatro; (5) cinco.

60. Superficie do fruto: (1) liso; (2) semi-rugoso; (3) rugoso; (4) liso com estrias;
(5) semi-rugoso com estrias.

61.Persisténcia entre fruto e pedicelo: (3) pouco persistente; (5) intermediério; (7)
persistente.

62.Persisténcia entre haste e pedicelo: (3) pouco persistente; (5) intermediério;
(7) persistente.

63. Comprimento da placenta: (1) até ¥4 do comprimento do fruto; (2) de ¥4 a ¥2 do
comprimento do fruto; (3) acima de Y2 do comprimento do fruto.

64.Aroma do fruto: (1) baixo; (2) médio; (3) alto.

65.Cor das sementes: (1) amarelo; (2) marrom; (3) preto; (4) outra.

66. Superficie das sementes: (1) lisa; (2) rugosa,; (3) corrugada.

67.Tamanho das sementes: (3) pequena; (5) intermediaria; (7) grande.

68.Diametro das sementes: (mm).

69.Massa de 1000 sementes.

70.NUumero de sementes por fruto: (1) < 20; (2) 20 — 50; (3) > 50.

3.4 Caracterizacdo molecular
A caracterizacdo molecular foi realizada de junho a agosto de 2013, no
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LGMV)/ Setor de Melhoramento de

Plantas do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
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Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em Campos dos Goytacazes, RJ,

conforme protocolos de rotina do Laboratdrio descritas a seguir:

3.4.1 Preparo das amostras

Uma amostra das sementes dos acessos coletados na regido Sudoeste do
Estado do Mato Grosso foi enviada para o LGMV. Os acessos foram cultivados em
condicbes de campo e identificados botanicamente pela pesquisadora Claudia
Pombo Sudre.

Apos a identificacdo dos acessos foram coletadas folhas de cada um dos
acesos para a extracdo do DNA.

As folhas jovens, sadias e em fase ativa de crescimento foram coletadas
logo nas primeiras horas da manha. As folhas correspondentes a cada acesso foram
armazenadas em papel aluminio, identificadas e imediatamente mergulhadas em
nitrogénio liquido para que ndo ocorresse a degradacdo do DNA. Uma vez no
laboratorio, este material foi macerado em nitrogénio liquido até formar um poé

bastante fino.

3.4.2 Extracdo do DNA

Cerca de 100 mg de tecido vegetal macerado foram transferidos para tubos
de 1,5 mL e imersos em nitrogénio liquido para posteriormente fazer a extracao de
DNA de acordo com o protocolo de Sharma et al.,, (2008), com modificacdes
descritas a seguir. Foram adicionados a cada tubo 1 mL do tamp&o de extracao pré-
aguecido contendo 2 % CTAB, 2,0 mol L-1 NaCl, 20 mmol L-1 EDTA, 100 mmol L-1
Tris-HCI (pH 8,0), 2 % PVP e 2,0 % p-mercaptoetanol, estes dois ultimos
necessarios para remoc¢ao dos compostos fendlicos. Em seguida, foram adicionados
5 UL de proteinase K (10 mg mL-1) em cada uma das amostras. Este material foi
incubado a 37 °C por 30 minutos e agitado suavemente a cada 10 minutos e,
posteriormente, incubado a 65°C por mais 30 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 8000 g durante 10 minutos. O sobrenadante (cerca de 800 L)
foi transferido para um novo tubo devidamente identificado e adicionado igual
volume de fenol:.cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1), para se efetuar a
desproteinizacdo. Este material sofreu suaves inversdes durante aproximadamente
10 minutos até ficar turvo. A fase organica foi separada por centrifugacéo, a 8000 g

por 10 minutos.
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O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e em seguida, 200 pL de
NaCl a 2,0 mol L™ contendo 4 % de PEG foram adicionados, para remog¢&o completa
de proteinas e recuperacdo do DNA, sendo as amostras incubadas por 15 minutos a
4°C. O material foi centrifugado a 8000 g por 10 minutos. Os acidos nucléicos foram
precipitados pela adicao de dois ter¢os (400 pL) do volume de isopropanol gelado, e
incubados por 20 minutos a —70 °C. O precipitado foi sedimentado por centrifugacao,
a 8000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas
vezes com 200 pL etanol a 75 % com acetato de amonio, para retirada de sal
presente (entre cada lavagem, o material foi centrifugado a 8000 g durante 5

minutos). Ap6s o descarte do ultimo

3.4.3 Quantificacdo do DNA
A quantificagdo do DNA foi realizada usando um espectrofotometro
(NanoDrop® 2000c thermo). Posteriormente o DNA foi diluido (5ng. mL™) para

reacoes de polimerase em cadeia (PCR).

3.5. Marcadores ISSR
3.5.1 Condic¢des de amplificacéo

As reacOes de amplificacdo foram completadas para um volume final de 19
uL, contendo os seguintes reagentes: 10 mmol L™ Tris HCI, pH 8,3; 50 mmol L *
KCI; 2,4 mmol L™ MgCl,; 100 puL mol L™ de cada um dos dNTP; 0,4 pL mol L™ de
oligonucleotideos iniciadores; 5 ng de DNA gendmico; 5 ng de DNA gendmico e 0,75
unidade de Taq DNA polimerase. Foram aplicadas 2 yL de DNA, e posteriormente
adicionado o mix descrito anteriormente. As reacdes de PCR (termociclador Applied
Biosystems — Veriti) foram conduzidas da seguinte forma: 3 minutos a 94 °C para
desnaturacao inicial, seguindo-se os 40 ciclos, cada um consistiu de 94 °C por 1
minuto, 40 - 55 °C por 1 minuto (dependendo do iniciador utilizado), 72 °C por 3
minutos, e uma extensao final a 72 °C por 7 minutos. Os fragmentos amplificados
foram entdo separados em gel de agarose 1,5 %, corados com gel red, e
submetidos a luz UV para visualizacdo dos resultados (Fotodocumentador Minibis
Pro — Bio-imaging System). As imagens dos géis foram capturadas para posterior

andalise.
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3.5.2 Selec¢éo dos iniciadores
As condigcbes de amplificacdo foram otimizadas para cada iniciador,

detectando-se a temperatura mais adequada para amplificacao (Tabela 1).

Tabela 1 Iniciadores de ISSR utilizados, temperaturas de anelamento otimizadas,
ndamero de bandas polimorficas e monomorficas geradas no estudo da diversidade

genética entre 81 acessos de Capsicum. Campos dos Goytacazes — RJ, 2013.

Sequéncia TaV Bandas Bandas Total de

5-3 Polimorficas ~ Monomorficas Bandas
(AC) 8CT 55 °C 7 0 7
(AC)8YG 55 °C 5 0 5
(GAA)6AA 55°C 7 2 9
(AC)ST 40 °C 8 0 8
(AG)SYT 55 °C 5 1 6
(CAC)3 55 °C 5 0 5
(GGGTG)3 55°C 7 2 9
(GGAT)3 55 °C 5 0 5
(AC)SCTT 40 °C 8 0 8
(GT)8CTC 55°C 8 1 9
(CT)BAGG 55°C 5 0 5
(AG)8CG 47 °C 5 2 7
(GTG)4RC 55 °C 5 0 5
Total 80 8 88

R=AGY=C,T
1) Ta = temperatura de anelamento

3.6. Analise estatistica de dados
3.6.1 Caracterizacdo morfoagronémica

Para a analise dos 300 acessos foi usado o programa GENES, segundo
Cruz (2013). Para a analise dos 80 acessos, os dados foram analisados pelo
programa SAS para obtencdo da matriz de dissimilaridade, e pelo programa R
(http://www.rproject.org) para obtencdo do dendrograma. O agrupamento foi obtido
pelo método Unweighted Paired Group Method using Arithmetic averages (UPGMA)

e a validacao pelo coeficiente de correlacao cofenético.
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3.6.2 Andlise dos fragmentos amplificados

Para a analise dos fragmentos amplificados dos 80 acessos, os dados foram
obtidos pela avaliacédo visual das bandas. Estes foram utilizados para elaboracéo de
uma matriz de dados binarios, utilizada para calcular a matriz de dissimilaridade, em
que o numero 1 correspondeu a presenca de banda, o zero, a auséncia de banda, e
guando néao foi possivel determinar se a banda estava presente ou ndo em funcgéo
da ndo amplificacdo de um dado acesso para um determinado iniciador, foi
computado como numero 2.

Ap0s a exclusdo dos marcadores monomorficos estimou-se a dissimilaridade
genética entre os acessos de Capsicum. Para obtencdo da matriz de dissimilaridade
foi utilizado o complemento aritmético do indice de Jaccard.

A dissimilaridade foi calculada pela seguinte equagao: Dj; = 1 - S;;
onde:

Sij =a

at+b+c

a = numero de bandas presentes nos acessos i, j;

b = nimero de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso j;

€ = numero de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso i.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coletas em propriedades

Os frutos de Capsicum spp. coletados nas propriedades rurais tinham
diferentes formatos, cores, tamanhos, podendo observar uma ampla variabilidade
morfologica (Tabela 2). Dos 300 acessos coletados e avaliados apenas 80 foram

identificados.

Tabela 2. Dados de passaporte dos 80 acessos de Capsicum spp. Caceres — MT,
2014,

Cod. Acesso Espécie Nome Popular Doador
1 93 C. chinense Pimenta de Fritar Roberto Silva
2 117 C. chinense Pimenta Tereza Campos
3 119 C. frutescens Pimenta Antonio e Tereza

Tabela 2. Cont ...
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C. chinense

C. baccatum var pendulum
C. chinense

C. glabriusculum
C. annuum var. annuum
C. annuum var. annuum

C. chinense
C. chinense
C. chinense

C. baccatum var. pendulum
C. chinense
C. chinense
C. frutescens
C. chinense
C. chinense
C. frutescens

C. baccatum var. pendulum
C. chinense
C. chinense

C. chinense

Pimenta
Pimenta de Cheiro
Pimenta Bodinha
Pimenta
Pimenta
Pimenta Brava

Pimenta de Cheiro

Pimenta Dedo de Moca

Pimenta Malagueta

Tabela 2. Cont ...
Antbnio e Tereza
Elcio Sampaio Filho
Tereza Campos
Antonio Boger
Antonio e Tereza
Adonias Ribeiro
Antonio Boger
Pedro Camargo

Elcio Sampaio.Filho

Pimenta Dedo de Moga Elcio Sampaio Filho

Pimenta Malagueta

Pimenta Passarinho

Pimenta de Cheiro
Pimenta Bobona
Pimenta de Cheiro
Pimenta Chilena
Pimenta Doce

Pimenta Dedo de Moca

Pimenta Malagueta

Roberto Silva
Maria Menezes
Antonio Boger

Arlindo Brasdenut
Aparecido Benedito
Maria Menezes
Valdemar Oliveira
Valdemar Oliveira
Valdemar Oliveira
Valdemar Oliveira

Pimenta Dedo de Moca
Pimenta Dedo de Moca Arlindo Brasdenut
Pimenta Malagueta  Aparecido Benedito
Pimenta Dedo de Moca  Maria Menezes
Pimenta Dedo de Moca Valdemar Oliveira
Pimenta Malagueta Arlindo Brasdenut

Pimenta Dedo de Moga Elcio Sampaio Filho

Pimenta Malagueta

Pimenta Passarinho

Pimenta

Pimenta

Pimenta Dedo de Moca

Pimenta Malagueta

Pimenta Dedo de Moca

Pimenta Malagueta

Roberto Silva
Maria Menezes
Antonio Boger

Antonio e Tereza

Roberto Silva

Tereza Campos
Anténio e Tereza

Roberto Silva

Tabela 2. Cont ...



38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

87
89
92
94
109
110
111
114
107
118
108
121
122
123
147
153
139
130
173
58
137
179
78
143
128
176
54
148
149
38
26
154
155
156

C. frutescens Pimenta Passarinho

C. chinense Pimenta

C. chinense Pimenta

C. chinense Pimenta Dedo de Moca

C. chinense Pimenta Malagueta

C. frutescens Pimenta Dedo de Moca

C. frutescens Pimenta Malagueta
C. baccatum var. pendulum Pimenta

C. chinense Pimenta

C. chinense Pimenta

C. frutescens Pimenta

C. chinense Pimenta

C. chinense Pimenta de Cheiro

C. chinense Pimenta de Cheiro

C. chinense Pimenta de Cheiro

C. chinense Pimenta de Cheiro

C. chinense Pimenta

C. chinense Pimenta

C. chinense Pimenta
C. baccatum var. pendulum Pimenta

C. chinense Pimenta Dedo de Moca
C. baccatum var. pendulum Pimenta Malagueta

C. chinense Pimenta Dedo de Moca

C. chinense Pimenta Dedo de Moca

C. chinense Pimenta

C. chinense Pimenta

C. baccatum var. pendulum Pimenta Dedo de Moca

C. chinense Pimenta Malagueta
C. chinense Pimenta
C. chinense Pimenta
C. annuum var. glabriusculum Pimenta
C. chinense Pimenta Dedo de Moca
C. annuum var. annuum Pimenta Malagueta

C. annuum var. annuum Pimenta Dedo de Moca
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Arlindo Brasdenut
Aparecido Benedito
Maria Menezes
Elcio Sampaio Filho
Tereza Campos
Antonio Boger
Arlindo Brasdenut
Aparecido Benedito
Maria Menezes
Antonio Boger
Arlindo Brasdenut
Aparecido Benedito
Antonio Boger
Arlindo Brasdenut
Aparecido Benedito
Antonio Boger
Arlindo Brasdenut
Aparecido Benedito
Maria Menezes
Elcio Sampaio Filho
Roberto Silva
Maria Menezes
Antonio Boger
Arlindo Brasdenut
Arlindo Brasdenut
Aparecido Benedito
Maria Menezes
Valdemar Oliveira
Arlindo Brasdenut
Tereza Campos
Elcio Sampaio Filho
Roberto Silva
Maria Menezes
Elcio Sampaio Filho

Tabela 2. Cont ...



Tabela 2. Cont ...

72 157 C. chinense Pimenta Malagueta Tereza Campos
73 158 C. annuum var. annuum Pimenta Passarinho Antonio Boger
74 159 C. frutescens Pimenta Dedo de Moga Elcio Sampaio Filho
75 160 C. baccatum var. pendulum Pimenta Roberto Silva
76 183 C. chinense Pimenta Tereza Campos
77 184 C. baccatum var. pendulum Pimenta Antonio Boger
78 190 C. chinense Pimenta de Cheiro Antonio e Tereza
79 191 C. annuum var. annuum Pimenta Dedo de Moca Arlindo Brasdenut
80 192 C. chinense Pimenta Malagueta  Aparecido Benedito

Em todas as propriedades visitadas pode-se observar que o plantio de
Capsicum é voltado para o consumo proprio e realizado em pequenas areas, sendo
gue muitas das vezes sdo encontradas plantas nos quintais das casas. Entretanto,
em algumas propriedades a producdo € voltada para a comercializacdo com uma
area que nao ultrapassa dois hectares. Houve coleta em todas as propriedades
visitadas, porém em algumas propriedades foram coletadas mais de um acesso, e
em outras propriedades foi coletado apenas um acesso. A decisdo que foi tomada
guanto ao numero de acessos coletados por propriedade foi a quantidade de
acessos existente na propriedade. Segundo Brasil et al., (2009) a agricultura familiar
representa mercado de trabalho gerador de emprego e renda para muitos

brasileiros.

4.2. Caracterizacao morfologica

O método de agrupamento UPGMA reuniu os 300 acessos em 25 grupos,
conforme a sua similaridade. O coeficiente de correlacdo cofenética do dendrograma
(r=0,58) revelou uma baixa distorcdo entre a representacao grafica das distancias e
sua matriz original (Rohlf, 2000), possibilitando a realizacdo de inferéncia por meio
da avaliacéo visual (Figura 1).

O grupo | foi composto por 15 acessos, sendo eles os Cdédigos (Cod.) 291,
292, 290, 235, 237, 236, 25, 26, 28, 27, 239, 241, 238 e 240. O grupo Il foi composto
por 10 acessos, sdo eles: 13, 15, 16, 17, 151, 152, 149, 150, 153. O grupo Il foi
composto por 15 acessos, sao eles: 71, 72, 70, 73, 249, 12, 75, 76, 74, 09, 10, 11,
04, 05, 03. O grupo IV foi composto por 10 acessos, sao eles: 21, 23, 24, 20, 19, 18,
279, 280, 278. O grupo V foi composto por 11 acessos, sao eles: 94, 95, 93, 89, 92,
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90, 91, 165, 168, 163, 164. O grupo VI foi composto por 08 acessos, sao eles: 125,
126, 127, 122, 123, 124, 60. O grupo VIl foi formado por 23 acessos, sao eles: 141,
143, 140, 142, 138, 139, 137, 297, 299, 298, 294, 300, 295, 296, 228, 229, 227, 154,
155, 158, 159, 156, 157. O grupo VIII foi composto por 09 acessos, sao eles: 184,
185, 30, 32, 29, 31, 34, 35, 33. O grupo IX foi composto por 10 acessos, sdo eles:
135, 136, 134, 242, 243, 245, 246, 244, 248, 247, 248. O grupo X foi composto por
21 acessos, sao eles: 218, 219, 220, 225, 128, 129, 88, 132, 85, 293, 86, 133, 204,
205, 257, 258, 259, 42, 43, 87, 254. O grupo Xl foi composto por 15 acessos, séo
eles: 233, 234, 232, 231, 265, 254, 267, 266, 264, 208, 209, 207, 267, 263, 210. O
grupo XIlI foi composto por 24 acessos, sao eles: 274, 275, 276, 277, 39, 40, 45, 46,
47, 44, 41, 66, 67, 68, 69, 166, 251, 253, 250, 252, 36, 38, 37, 162. O grupo Xl foi
composto por 28 acessos, sdo eles: 101, 102, 99, 100, 96, 97, 98, 103, 179, 180,
178, 230, 201, 202, 203, 199, 200, 198, 181, 182, 183, 195, 196, 191, 192, 190, 189,
194. O grupo XIV foi composto por 16 acessos, sao eles: 187, 193, 188, 197, 61, 62,
176, 177, 175, 173, 174, 169, 171, 170, 172, 167. O grupo XV foi composto por 22
acessos, sao eles: 260, 261, 83, 84, 81, 82, 223, 224, 221, 222, 214, 215, 216, 217,
211, 212, 213, 144, 145, 146, 147, 148. O Grupo XVI foi composto por 09 acessos,
séo eles: 58, 59, 270, 271, 269, 272, 268, 273, 57. O grupo XVII foi composto por 06
acessos, sao eles: 130, 131, 255, 256, 206. O grupo XVIII foi composto por 13
acessos, sdo eles: 48, 49, 63, 64, 65, 287, 288, 286, 281, 282, 284, 285, 283. O
grupo XIX foi composto por 09 acessos, séo eles: 160, 161, 55, 56, 53, 54, 51, 52,
50. O grupo XX foi composto por apenas 01 acesso que é o 226. O grupo XXI foi
composto por 05 acessos: 01, 02, 07, 08, 06. O grupo XXII foi composto por 11
acessos: 116, 120, 117, 118, 119, 104, 105, 107, 108, 106, 109. O grupo XXIII foi
composto por 06 acessos: 113, 114, 111, 112, 115, 110. O grupo XXIV foi composto
por 04 acessos: 79, 80, 77, 78. O grupo XXV foi composto por apenas 01 acesso
que é o0 186.

Os acessos mais similares foram os acessos 291 e 292 e por contrapartida,
0s acessos que foram mais divergentes foram os acessos 291 e 186. Na colecédo de
trabalho podem-se observar possiveis duplicatas, sendo elas: 291 e 292, 25 e 26, 13
e 15,4 e5,21 e 23,228 e 229, 154 e 155, 30 e 32, 29 e 31, 245 e 246, 218, e 219,
204 e 205, 257 e 258, 233 € 234, 179 € 180, 291 € 292, 173 e 174,169 e 171, 281 e
282,116 e 120, 104 e 105, 113 e 114.
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Os resultados foram semelhantes aos trabalhos de Sudré et al. (2006), com
divergéncia genética entre 56 acessos de pimenta e pimentdo, com o corte a 70%
da distancia relativa entre os acessos e a formacédo de 16 grupos. Monteiro et al.
(2010), no estudo de 23 acessos de Capsicum spp. com base em 7 descritores
guantitativos, um dos seus dendrogramas apresentou um corte aproximadamente
53% de distancia genética, no outro, porém, com 19 descritores qualitativos
multicategodricos, o corte foi em aproximadamente 73%. Bento et al. (2007) em
dendrograma obtido pelo método do vizinho mais proximo procedeu o corte a 68%

no estudo com o mesmo género.
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Metodo de agrupamento:  Ligagso Med Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 300 acessos de Capsicum spp., obtido
pelo método hierarquico de UPGMA, com base na matriz de dissimilaridade. Caceres-MT, 2013.
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Foram utilizados 21 acessos na estimativa da diversidade genética referente
a todos os descritores morfologicos de Capsicum, sendo 0S mesmos acessos has
caracterizacdes agronémica e molecular.

Foi obtido um dendrograma para os dados gerados com base nos
descritores morfolégicos (Figura 2), e realizado um corte a uma distancia de 0,31
considerando um ponto de abrupta mudanca, o que proporcionou a formacao de

cinco grupos.
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Figura 2. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade expressa
pelo indice ponderado entre 21 acessos de Capsicum, por descritores morfolégicos. Céaceres, MT,
2013.

Os dados foram agrupados pelo método de UPGMA.. A correlacéo cofenética
entre os dados da matriz da distancia e do agrupamento foi de 0,81.

O grupo | foi composto por trés acessos sendo eles: 144 (Capsicum
chinense), 117 (Capsicum chinense) e 133 (Capsicum baccatum var baccatum).
Apesar do acesso 133 (Capsicum baccatum var baccatum) ser diferente dos
acessos 144 e 117 (ambos Capsicum chinense) esse grupo foi representado por
folhas largas e frutos grandes.

O grupo 1l é constituido por apenas um acesso (acesso 146). Este acesso
pertence a espécie C. baccatum var pendulum. E foi agrupado isolado por possuir
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cor das anteras amarelas, cor da corola branca com manchas amarelas, e fruto
pequeno. O grupo lll, constituido pelos acessos 141 (Capsicum chinense) e 145
(Capsicum chinense), que se caracterizaram por possuirem frutos pequenos,
coloracdo amarela, e posicdo da flor ereta. O grupo IV reuniu oito acessos (126
(Capsicum chinense), 127 (Capsicum chinense), 124 (Capsicum chinense), 125
(Capsicum chinense), 93 (Capsicum chinense), 142 (Capsicum chinense), 129
(Capsicum chinense), 138 (Capsicum baccatum var pendulum)) que possuiram
como caracteristicas similares tamanho de folha, cor de flor, e formato do fruto.
Utilizando os métodos de agrupamento de Tocher e UPGMA em estudo sobre
diversidade genética entre 23 acessos de espécies cultivadas de pimentas
Capsicum spp., Monteiro et al. (2010) relataram que a espécie C. chinense foi a
mais divergente em todos os agrupamentos. Este fato estd de acordo com os
resultados obtidos no presente trabalho, evidenciando o elevado nimero de acessos
num mesmo grupo.

No grupo V foram agrupados os acessos 119 (Capsicum frutescens), 140
(Capsicum chinense), 132 (Capsicum chinense), 151 (Capsicum chinense), 135
(Capsicum chinense), 120 (Capsicum chinense), e 152 (Capsicum glabriusculum). O
grupo V foi composto por acessos que possuem como caracteristicas similares a cor
do fruto vermelho.

Os acessos mais divergentes foram o 142 (Capsicum chinense) e o 126
(Capsicum chinense). Entretanto, ambos sdo da mesma localidade, evidenciando a
auséncia de cruzamento nestes acessos. Por sua vez, os acessos 125 (Capsicum
chinense) e 126 (Capsicum chinense) sdo os mais similares.

Todas as caracteristicas estudadas contribuiram para a dissimilaridade

genética dos acessos estudados.

4.3 Caracterizacdo agronémica

A caracterizacdo agrondémica entre os 21 acessos foi avaliada utilizando-se o
meétodo da ligacdo média entre grupos ou UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) (Figura 3). Foi obtida uma correlagdo cofenética de 0,82

proporcionando a formacao de trés grupos, sendo realizado um corte de 1,5.
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Figura 3. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade expressa
pela Distancia Euclidiana Média Ponderada entre 21 acessos de Capsicum, por descritores
agronémicos. Caceres, MT, 2013.

O grupo | foi constituido por apenas um acesso, sendo este acesso
pertencente a espécie C. chinense. O acesso 126 (Capsicum chinense) alocou-se
isolado no grupo Il. Os demais acessos alocaram-se em no terceiro grupo,
correspondendo a 19 acessos, aproximadamente 93%. Verifica-se, portanto, a
dificuldade em analisar a divergéncia entre 0s acessos, Visto que a maioria deles
encontra-se em apenas um grupo. Em estudo sobre dissimilaridade genética entre
17 acessos de pimentas Capsicum spp., Neitzke et al. (2010) encontraram
resultados semelhantes, quando verificaram a formacao de quatro grupos distintos
pelo método de Tocher para dados quantitativos.

Por sua vez, houve a necessidade de agrupar o terceiro grupo em
subgrupos, para assim melhor discriminar os acessos. Desta forma os acessos 152
(Capsicum glabriusculum), 129 (Capsicum chinense), 145 (Capsicum chinense), 146
(Capsicum baccatum var baccatum), 119 (Capsicum frutescens), 125 (Capsicum
chinense), 93 (Capsicum chinense), e 124 (Capsicum chinense) compdem o
subgrupo 1l a. O subgrupo Ill b alocou os acessos 151 (Capsicum chinense), 132
(Capsicum chinense), 133 (Capsicum baccatum var pendulum), 127 (Capsicum
chinense), 138 (Capsicum baccatum var pendulum), 135 (Capsicum chinense), 140
(Capscum chinense), 120 (Capsicum chinense), 141 (Capsicum chinense), 117

(Capsicum chinense), e 144 (Capsicum chinense).
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4.4. Analise molecular

Foram avaliados e selecionados iniciadores quanto ao numero de bandas
geradas e quanto ao polimorfismo verificado para estas bandas. Foi obtido um total
de 88 bandas, sendo 80 polimorficas e 8 monomorficas. Os iniciadores mais
polimérficos foram os iniciadores (AC) 8T, (AC) 8CTT e (GT)8CTC, gerando 8
bandas cada, seguidos pelos iniciadores (AC)8CT e (GAA)6AA, que geraram sete
bandas polimérficas cada (Figura 4).

— "~
‘

1 020 23004 S TR G aTASES O R O (RINeRa e SR AR DR 65017, 1819 20

41 42 43 44 45 46 4T 48 53 54 55 56 57 5 59 60

Figura 4. Perfil de um gel ISSR utilizando o iniciador 5 — 3’ (GT)8CTC, para os 80 acessos de
Capsicum spp. Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.
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A caracterizacdo molecular entre os 80 acessos foi avaliada utilizando-se o
método da ligacdo média entre grupos ou UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) (Figura 5). Foi obtida uma correlacdo cofenética de 0,89,

proporcionando a formacao de seis grupos, sendo realizado um corte de 0,45.
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Figura 5. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 80 acessos de Capsicum spp., obtido
pelo complemento de Jaccard, com base na matriz de dissimilaridade. Caceres-MT, 2013.
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O grupo | foi composto pelos acessos53, 06, 49, 56 e 02, representados
pelos coédigos (Cod.), ambos pertencentes a espécie Capsicum chinense. O
segundo grupo foi composto por 02 acessos (Cod. 73 e Cbd. 79) pertencentes a
espécie Capsicum annum var annum.

O terceiro grupo foi composto pelos acessos 70 (Capsicum annum var
annum), 64 (Capsicum baccatum var pendulum), 69 (Capsicum chinense), 67
(Capsicum chinense), 68 (Capsicum annum var glabriusculum), 60 (Capsicum
chinese), 65 (Capsicum chinense), 72 (Capsicum annum var annum), 62 (Capsicum
chinense), 63 (Capsicum chinense), 71 (Capsicum annum var annum), 58 (Capsicum
chinese), 59 (Capsicum baccatum var pendulum) e 66 (Capsicum chinense).

O grupo quatro foi composto por 12 acessos, sendo estes do Cod 15 ao 11.

O grupo cinco foi composto pelos Cod. dos acessos 44 (Capsicum
frutecens), 07 (Capsicum chinense), 08 (Capsicum chinense), 04 (Capsicum
chinense), 05 (Capsicum chinense), 24 (Capsicum chinense), 25 (Capsicum
chinense), 01 (Capsicum chinense), 03 (Capsicum frutecens), 43 (Capsicum
frutecens), 45 (Capsicum baccatum var pendulum), 51 (Capsicum chinense), 33
(Capsicum frutecens), 34 (Capsicum baccatum var pendulum), 38 (Capsicum
frutecens), 36 (Capsicum chinense), 37 (Capsicum chinense), 35 (Capsicum
chinense), 30 (Capsicum frutecens), 31 (Capsicum chinense), 75 (Capsicum
baccatum var pendulum), 78 (Capsicum chinense), 80 (Capsicum chinense), 23
(Capsicum annum var annum), 47 (Capsicum chinense), 22 (Capsicum annum var
annum), 21 (Capsicum glabriusculum), 20 (Capsicum chinense), 74 (Capsicum
frutecens), 76 (Capsicum chinense), 77 (Capsicum baccatum var baccatum), 41
(Capsicum chinese), 39 (Capsicum chinense), 40 (Capsicum chinense), 42
(Capsicum chinense), 48 (Capsicum frutecens), 50 (Capsicum chinense), 61
(Capsicum chinense), e 14 (Capsicum chinense).

O ultimo grupo, grupo seis, foi composto pelos acessos correspondentes ao
Caod 27 (Capsicum baccatum var pendulum), 09 (Capsicum chinense), 26 (Capsicum
chinense), 29 (Capsicum chinense), 32 (Capsicum chinense), 13 (Capsicum
baccatum var pendulum), 28 (Capsicum chinense), e o Céd 46 (Capsicum chinense).

A formagédo dos grupos neste dendograma foi confusa, devido a existéncia
de acessos morfologicamente diferentes no mesmo grupo, sendo assim, €

necessaria a utilizacdo de novas técnicas de andlise.
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Foram utilizados 21 acessos na estimativa da diversidade genética
referentes a todas as caracterizacdes moleculares de Capsicum, sendo 0s mesmos
acessos nas caracterizacdes morfolégica e agronémica.

Por intermédio do indice de Jaccard foi possivel constatar que os genotipos
mais distantes sdo o 142 (Capsicum chinense) e o 126 (Capsicum chinense),
engquanto que os acessos 125 (Capsicum chinense) e 126 (Capsicum chinense) séo
0S mais similares.

Foi obtido um dendrograma para os dados gerados com base no marcador
ISSR (Figura 6), e realizado um corte a uma distancia de 0,50, considerando-se 0
ponto de mudanca abrupta, o que proporcionou a formacédo de dois grupos. Este
possibilitou discriminar os acessos. Da mesma forma, o acesso 142 (Capsicum
chinense) manteve-se isolado no grupo I, enquanto 0s outros acessos foram
alocados no grupo Il

O segundo grupo, para uma melhor analise, foi subdividido em trés
subgrupos. O subgrupo lla foi formado pelos acessos 138 (Capsicum baccatum var
pendulum) e 146 (Capsicum baccatum var pendulum). O acessos 151 (Capsicum
chinense) e 152 (Capsicum glabriusculum), apesar de pertencerem a espécies
diferentes foram agrupados no subgrupo Ilb. Um maior subgrupo (lic) de 16 acessos
foi formado pelos acessos 119 (Capsicum frutescens), 132 (Capsicum chinense),
133 (Capsicum baccatum var pendulum), 127 (Capsicum chinense), 129 (Capsicum
chinense), 140 (Capsicum chinense), 144 (Capsicum chinense), 93 (Capsicum
chinense), 120 (Capsicum chinense), 117 (Capsicum chinense), 124 (Capsicum
chinense), 125 (Capsicum chinense) e 126 (Capsicum chinense).

Observou-se a separacéo do acesso 142 (Capsicum chinense), ficando este
alocado em um grupo especifico tanto para os marcadores ISSR quanto para o

descritor agronémico, o que caracteriza uma boa correspondéncia entre as analises.
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Figura 6. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade expressa
pelo complemento aritmético de Jaccard entre 21 acessos de Capsicum, por marcador ISSR.
Céceres, MT, 2013.

Foi constatada alta variabilidade de acessos de Capsicum mantidos pelos
agricultores da regido Sudoeste do Estado do Mato Grosso. Na caracterizacao
molecular, o marcador ISSR demonstrou diferengcas marcantes e polimorfismo entre
0S acessos estudados, ndo sendo detectadas duplicatas.

Foi obtido um total de 88 bandas, sendo 80 polimorficas e 8 monomorficas.

4.5. Analise conjunta
Foi obtido um dendrograma da andlise conjunta dos dados gerados pelos
dados morfolégicos, agronémicos e pelo molecular (Figura 6), que revelou um

coeficiente de correlacdo cofenética de 0,81.
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Figura 6. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade expressa
pela Distancia de Gower, entre 21 acessos de Capsicum, por descritores agrondmicos, morfolégicos
e moleculares. Céceres, MT, 2013.

Este valor gerado pela analise conjunta dos dados (morfoldgica, agrondmica
e molecular) foi maior que o encontrado para a correlacdo entre matrizes geradas
individualmente. Assim, a analise conjunta dos dados foi mais eficiente na
determinacao das relacfes genéticas entre os acessos de Capsicum. Considerando
um corte de 0,61 pode-se observar a formacdo de seis grupos. O grupo | foi
composto por apenas um acesso, sendo o acesso 151 (Capsicum chinense). Os
acessos 142 (Capsicum chinense), 135 (Capsicum chinense) e 144 (Capsicum
chinense) compuseram o grupo Il. No grupo Il ficaram os acessos 138 (Capsicum
baccatum var baccatum), 140 (Capsicum chinense) e 146 (Capsicum baccatum var
pendulum). O grupo IV foi formado apenas pelo acesso 133 (Capsicum baccatum
var pendulum). O grupo V reuniu os acessos 119 (Capsicum frutescens) e 152
(Capsicum glabriusculum). O grupo VI foi formado pelo maior nUmero de acessos,
totalizando 11, sendo eles: acessos 127 (Capsicum chinense), 129 (Capsicum
chinense), 93 (Capsicum chinense), 117 (Capsicum chinense), 126 (Capsicum
chinense), 124 (Capsicum chinense), 125 (Capsicum chinense), 132 (Capsicum
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chinense), 141 (Capsicum chinense), 120 (Capsicum chinense) e 145 (Capsicum

chinense).

4.6. Comparacao de matrizes

A comparagao entre as quatro matrizes de distancia foi realizada mediante a
correlacao entre matrizes (Mantel, 1967). Os valores de correlagdo entre as matrizes
foram os seguintes: conjunta com molecular 0,81, conjunta com agronémica 0,21
conjunta com morfolégica 0,21, molecular com agronémica, 0,12, molecular com
morfolégica -0,04, agrondmica com morfoldgica -0,02 (Tabela 3). Todas as
correlagdes entre a matriz de distancia conjunta foram significativos pelo teste de
Mantel (1967). As demais correlacbes ndo foram significativas, reforcando a
necessidade da analise da divergéncia genética ser estimada por diferentes tipos de

caracteres.

Tabela 3. Correlagdo das distancias entre as matrizes conjunta, molecular, agronémica e
morfolégica.

Matrizes Conjunta Molecular Agrondmica MorfolGgica
Conjunta -

Molecular 0,81**(++) -

Agrondémica 0,21**(++) 0,12 -

Morfoldgica 0,21**(++) -0.04 -0.02 -

++ + : Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 1000 simulacdes.

Estes dados corroboram com o trabalho de Vieira et al. (2007) que obtiveram
altos valores da correlagcdo de Mantel, estudando 19 gendtipos de trigo, utilizando
dados de marcadores moleculares e morfolégicos quantitativos e observaram
correlacdo moderada a alta entre as matrizes da analise conjunta (marcadores
moleculares e quantitativos) e as matrizes quantitativa e molecular. Entretanto,
diferentemente deste trabalho, Silva et al.(2009) obtiveram correlagdes significativas
apenas nas matrizes de distancia conjunta, com a matriz molecular (0,55).

Ainda segundo Silva et al. (2009) hd uma associacdo entre marcadores
morfolégicos e moleculares: os marcadores moleculares propiciam uma amostragem
muito mais ampla do genoma do que as analises com caracteres morfologicos,
portanto o marcador ISSR possibilitaria avaliar partes distintas dos acesso, na

avaliacdo da diversidade genética dos Capsicum. Segundo Lefebvre et al. (2001),
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Maric et al. (2004) e Roy et al. (2004) o numero diferente de marcadores

moleculares e morfoldgicos utilizados também dificulta a associacéo.

s W
R ""’sé :
|y t

Figura 7. Variabilidade genética em acessos do Banco de Germoplasma de Capsicum spp da
Universidade do Estado de Mato Grosso. Céceres, MT, 2013. Foto: Adryellison Lemes de Campos

5. CONCLUSOES

Foi possivel resgatar a variabilidade genética existente no género Capsicum
na regido Sudoeste do Mato Grosso, incrementando assim o banco de germoplasma
de hortalicas da Universidade do Estado de Mato Grosso, que ainda se encontra em
fase de construcdo. Esses acessos poderdo ser usados em trabalhos futuros no
ambito do melhoramento genético vegetal.

A caracterizacdo dos acessos foi satisfatéria, evidenciando a existéncia de
uma diversidade genética dos acessos estudados. A analise conjunta dos dados

forneceu melhores informacdes a respeito da variabilidade dos acessos estudados.
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