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RESUMO

A variabilidade genética no género Capsicum ¢ ampla, tanto
nas caracteristicas quantitativas como nas qualitativas. O mercado
de pimentas tem expressiva importancia socioecondmica devido ao
grande nimero de agricultores familiares que as cultivam. A pimenta
do tipo Jalapefio tem tido uma crescente demanda nos ultimos anos
pela grande quantidade de polpa que essa pimenta pode produzir,
caracteristica importante para a producao de molhos de pimenta. Vinte
€ quatro linhagens S, de pimenta Jalapefio amarelo do programa de
melhoramento da Embrapa Hortaligas, e duas testemunhas oriundas
do Banco de Germoplasma da Universidade Estadual Norte Flumi-
nense Darcy Ribeiro (UENF) foram submetidas & analise molecular
com marcadores SSR com o objetivo de estudar a variabilidade
genética entre e dentro dessas linhagens. Foram utilizados 63 inicia-
dores (primers) na triagem inicial e destes, somente 15 confirmaram
polimorfismo. O conteudo de informagao polimoérfica (PIC) médio
para os 15 iniciadores foi de 85% e destes, onze apresentaram PIC
acima da média. A partir do padrao de bandas obtidas, foi possivel
verificar que as 24 linhagens se encontram em homozigose e que ha
diferenga entre estas.

Palavras-chave: Capsicum annuum var. annuum, extracao de DNA,
microssatélite.

ABSTRACT

Molecular characterization of inbred lines of yellow Jalapefio
pepper

The genetic variability found in the genus Capsicum is broad,
both in quantitative as well as in qualitative traits. In Brazil, the hot
pepper market has expressive socioeconomic relevance due to the
high number of small farmers involved in the production of different
pepper types. An increase in the demand of Jalapefio peppers has
been observed in the past years due to the thick pulp produced, a trait
of interest in the production of hot pepper sauces. Twenty-four S,
yellow Jalapefio inbred lines from the Capsicum breeding program
at Embrapa Vegetables and two controls from the Universidade
Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) germplasm bank
were analyzed with SSR markers with the objective of studying the
genetic variability within and among the inbred lines. Sixty-three
primers were used for the initial trial and fifteen of these detected
polymorphism. Average polymorphic information content (PIC) for
the fifteen primers was 85% and out of these, eleven had PIC above
the average. The band pattern indicated that the 24 lines are highly
homozygous and that there is variability between them.

Keywords: Capsicum annuum var. annuum, DNA extraction,
microsatellite.
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diversidade genética do género
Capsicum ¢é grande especialmente
quanto a cor, forma, textura, tamanho
de fruto, aroma, e até mesmo o grau de
pungéncia (picancia ou ardéncia). Esse
género abriga as pimentas ¢ pimentdes,
sendo este ultimo a forma mais culti-
vada do género. Entretanto, o mercado
de pimentas é muito segmentado e
diversificado, devido a quantidade de
subprodutos que podem ser produzidos.
O agronegbcio das pimentas possui
grande importancia socioecondmica,
pois envolve desde agricultura familiar
(pequenas propriedades) até agroindus-
trias pequenas (artesanais), médias e
multinacionais.
Ha grande variabilidade de formas
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botanicas na espécie Capsicum annuum,
pois a mesma reune os pimentdes € pi-
mentas doces ¢ picantes (C. annuum var.
annuum) ¢ as pimentas ornamentais (C.
annuum var. glabriusculum). As flores
dessa espécie s@o muito uniformes,
enquanto os frutos podem ser extrema-
mente diferentes quanto ao formato, ao
tamanho, a posi¢@o na planta, a cor ¢ a
pungéncia (Carvalho et al., 2006). Uma
caracteristica marcante desse género ¢
a cor dos frutos que em pimentao pode
variar do vermelho intenso ao branco.
A cor do fruto maduro ¢é controlada por
trés pares de genes independentes, y, ¢,
e c,, sendo, portanto, esperado oito cores
diferentes em frutos maduros: vermelho
intenso, vermelho claro, laranja, laranja

palido, amarelo-alaranjado, amarelo-
-alaranjado palido, amarelo esverdeado
e branco (Hurtado-Hernadez & Smith,
1985).

Dentre as pimentas dessa espécie
destaca-se a Jalapefo, que apresenta
uma ampla variabilidade. E a pimenta
mais popular da América do Norte,
sendo considerada uma das melhores
pimentas para a produgdo de molhos,
além de proporcionar plantas com alta
produtividade. Os frutos da pimenta Ja-
lapefio apresentam tamanhos que variam
de 5 a 8 cm de comprimento ¢ 2,5 a 3
cm de largura; a coloragdo varia de verde
claro a verde escuro quando imaturos,
passando a vermelho quando maduros.
As paredes dos frutos sdo espessas, com
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estrias evidentes na epiderme. Seus
frutos geralmente apresentam formas
conicas, com pungéncia média e aroma
acentuado, sendo consumidos na forma
fresca, desidratada ou em po6. Os frutos
apresentam espessura de polpa diferen-
ciada das demais espécies de pimenta,
0 que proporciona maior volume de
polpa (Carvalho et al., 2006), sendo
esta a razdo da demanda por esse tipo
de pimenta ter aumentado.

Em um programa de melhoramento
de pimentas da Embrapa Hortaligas
detectou-se na cultivar comercial Jala-
pefio Plus F trés plantas com frutos de
coloragdo amarela, as quais se diferen-
ciavam das demais que apresentavam
frutos com coloragdo vermelha. Desses
materiais, trés frutos foram coletados,
sendo um de cada uma das trés plantas.
Considerando que a cor do fruto é uma
caracteristica complexa e que no de-
correr do avango das geracdes houve a
segregacdo de frutos com cor vermelha
e cor amarela, esse trabalho teve por ob-
jetivo utilizar marcadores moleculares
microssatélites (SSR) para avaliar 24
possiveis linhagens de Jalapefio amare-
lo, oriundos do Banco de germoplasma
da Embrapa Hortalicas em Brasilia.

MATERIAL E METODOS

Material genético - Vinte e quatro
linhagens S, de pimenta do tipo Jalapefio
amarelo foram utilizadas neste estudo, e
como controle foram utilizados os aces-
sos UENF 1381 (C. annuum) ¢ UENF
1775 (C. frustecens), ambos do Banco
de Germoplasma da Universidade Es-
tadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). As plantas que geraram essas
linhagens foram selecionadas em um
ensaio de avaliagdo de cultivares de pi-
menta Jalapefio no campo experimental
da Embrapa Hortalicas. Em uma das
cultivares do ensaio (Jalapefio Plus F)),
cujos frutos eram de coloracdo vermelha
quando maduros, foram encontradas trés
plantas com frutos de coloragdo amarela,
sendo colhido um fruto de cada uma das
respectivas plantas que apresentavam
essa caracteristica.

Os trés frutos tiveram suas sementes
extraidas e beneficiadas individualmente
de acordo com a RAS (Regra de Analise
de Sementes), colocadas para germinar,
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e cultivadas em casa de vegetacdo. As
plantas oriundas dessas sementes foram
conduzidas via método SSD (Single
Seed Descent) por trés geragodes totali-
zando no final 24 linhagens S, todos com
frutos de colora¢do amarela.

Extracio de DNA - Para obtengdo
de material para coleta das amostras de
DNA, foram semeadas trés sementes de
cada linhagem em bandejas de polies-
tireno expandido com 72 células, com
substrato Plantmax® e mantidas em casa
de vegetagdo. Quando as plantulas apre-
sentaram cinco folhas, foram retiradas
duas a trés folhas de cada linhagem para
realizar a extragdo do DNA. A extracao
foi realizada de acordo com o protocolo
descrito pela Embrapa SPI/Cenargen
(Brasileiro et al., 1998).

Aproximadamente 0,1 g de amostra
das folhas coletadas foram acondiciona-
das em um tubo de 2 mL, onde foram
adicionados cinco baeds (pequenas
esferas) seguido de 750 pL de brometo
de cetil-trimetilamonio (CTAB) mais
-mercaptoetanol (0,2%). As amostras
foram levadas ao equipamento Precellys
24 com a programagao 2 (2:5000 - 2x30
- 005) no qual ocorreu a maceragao com
o auxilio dos beads. Em seguida os tu-
bos foram submetidos ao banho-maria
(65°C) por 5 minutos e logo ap6s foram
adicionados 750 pL de clorofil. As
amostras foram agitadas em vortex por
1 minuto, visando sua homogeneizacao.
Em seguida foram centrifugadas por
10 minutos, a rotacao de 9.000 rpm. As
fases foram separadas, e entdo subtraiu-
-se 600 pL do sobrenadante que foram
transpostos para um tubo de 1,5 mL,
onde se adicionou 400 pL de isopropa-
nol. As amostras ficaram em repouso por
10 minutos para que ocorresse a preci-
pitagdo e logo apds foram centrifugadas
em rota¢do maxima (13.000 rpm) por 10
minutos. Posteriormente, o liquido foi
vertido permanecendo apenas o pellet
(DNA) e adicionados 400 pL de etanol
gelado. As amostras forma centrifugadas
por 10 minutos em rotagdo maxima,
quando se realizou o descarte do etanol
permanecendo o pellet. O tubo ficou por
2 horas a temperatura ambiente para a
secagem do pellet. Ao final do processo,
foi realizada a ressuspensdo do pellet
utilizando 300 pL de agua milli-Q (dgua
pura), obtendo-se uma amostra de 300

pL do DNA, de cada um dos 24 acessos
de Jalapefio amarelo.

Posteriormente, foi realizada a leitu-
ra do volume de DNA de cada material
genético com auxilio do equipamento
NanoDrop 2000c no qual utilizou-se
uma amostra de 0,2 pL de cada gendtipo
(Tabela 1). O DNA foi diluido para a
concentragdo de 5 ng/pL em 100 pL.

Foram selecionados preliminar-
mente na literatura 63 microssatélites
(SSR). Esses iniciadores (primers)
foram desenhados tanto para a espécie
Solanum lycopersicum quanto para
Capsicum (Sanwen et al., 2000; Lee et
al., 2004; Minamiyama et al., 20006).
A selecdo de primers para tomates foi
levada em considerag@o visto que estes
sdo pertencentes a mesma familia das
pimentas (Solanaceae).

Reacdes Polymerase Chain
Reaction (PCR-SSR) - Foram rea-
lizadas em placa de PCR de 96 pogos
para termocicladores, com volume final
de 13 pL contendo 1,5 uL de 10 x PCR
Buffer, 1,5 uL de DNTPs, 1,0 pL de
MgCl,, 0,6 uL de primer (Forward e
Reverse), 0,12 uL de Taqg DNA Polime-
rase, 2,0 uL de DNA € 6,28 ulL de H,O.
As amplifica¢des foram realizadas em
termociclador Applied Biosystems Ve-
riti 96 Well, programado em uma etapa
inicial de desnaturagdo do DNA a 94°C
por 4 minutos, seguido de 38 ciclos de 1
minuto a 94°C (desnatura¢do), 1 minuto
nas temperaturas que variaram de 51°,
55°,58° e 60°C (anelamento), de acordo
com o primer, ¢ 3 minutos a 72°C (ex-
tensdo) e na etapa final foi programado
7 minutos a 72°C.

Para separagdo dos fragmentos
foi utilizada uma placa de PCR de 96
pogos para sequenciadores com bordas
inteiras. Na placa foi adicionado 1 pL
das reacdes de PCR e 79 puL de agua
pura, totalizando 80 pL de amostra, e em
um dos pocos da placa foi adicionado
o Ladder (determinador do tamanho
dos pares de bases). Essa amostra foi
utilizada para a realizagdo da leitura por
meio de eletroforese capilar.

Os fragmentos amplificados foram
separados através do equipamento Ad-
vanCE FS96. A separagdo das bandas ¢
realizada através de Amplitude Gama,
com sistema gel, apropriada para o
tamanho dos fragmentos de DNA. Ves-
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tigios electroferograma digitais foram
recolhidos por monitorizagdo da inten-
sidade relativa de fluorescéncia (RFU),
de acordo com o tempo de migragdo das
bandas (peso molecular). O marcador
1Kb Plus DNA ladder foi utilizado
como referéncia de peso molecular para
estimar os tamanhos dos produtos da
amplificacao.

Foram estimados o conteudo médio
de informagao polimorfica (PIC) de cada
marcador, a heterozigosidade esperada
(He), a heterozigosidade observada (Ho)
e o coeficiente médio de endogamia (f)
utilizando o software PowerMarker,
versao 3.25 (Liu, 2004). A distancia
genética entre os materias foi estimada
utilizando como base a distancia de
Shared Allele (Liu, 2004).

Com base na matriz de distancia ge-

nética foi construido um dendrograma,
através do método de agrupamento da
distancia média UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic
Average) utilizando o proprio software
PowerMarker, em associagdo com o
software TreeView, versao 1.6 (Roderic,
2001). A estabilidade dos agrupamentos
foi computada através da analise de
Bootstrap com 1000 repeti¢des, utili-
zando o software PowerMarker.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 63 iniciadores selecionados para
o trabalho, apenas 15 foram polimorfi-
cos (23,8%) sendo os 48 restantes mo-
nomorficos. Essa taxa de polimorfismo
possibilitou gerar informagdes sobre 0s
parametros genéticos desejados para

Tabela 1. Leitura do volume de DNA de cada gendtipo realizado com o equipamento
NanoDrop 2000c (DNA volume per genotype determined with NanoDrop 2000c
spectrophotometer). Campos dos Goytacazes, UENF, 2012.

Concentracao de Quantidade de Quantidade de
CNPH acido nucleico DNA agua
(ng/pL)
25.237 235,9 2,12 97,88
25.240 328,6 1,52 98,48
25.241 268,6 1,86 98,14
25.242 116,7 4,28 95,72
25.243 190,8 2,62 97,38
25.244 218.,9 2,28 97,72
25.245 355,1 1,41 98,59
25.246 304.,9 1,64 98,36
25.247 259,9 1,92 98,08
25.248 242.5 2,06 97,94
25.249 2453 2,04 97,96
25.250 314,2 1,59 98,41
25.252 323.,8 1,54 98,46
25.253 239.,8 2,09 97,91
25.254 235,9 2,12 97,88
25.255 177,2 2,82 97,18
25.256 228.,9 2,18 97,82
25.257 158.,5 3,15 96,85
25.259 315,2 1,59 98,41
25.260 2273 2,20 97,80
25.261 190,3 2,63 97,37
25.262 2579 1,94 98,06
25.263 141,4 3,54 96,46
25.265 220,1 2,27 97,73
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analisar as linhagens de Jalapefio amare-
lo. Os locos SSR, as sequéncias forward,
reverse, 0 motif e as temperaturas de
anelamento estdo apresentados na Ta-
bela 2. Sanwen et al. (2000), em estudo
com pimentao (Capsicum annuum), ob-
servaram que 12 SSR eram polimorficos
e, segundo esses autores, esse nimero
baixo de locos SSR polimoérficos se
deveu, provavelmente ao tipo de germo-
plasma utilizado no estudo, em que dos
oitos gendtipos estudados, quatro eram
linhas isogénicas (NIL), ou seja, apre-
sentavam pouco polimorfismo. Kwon
et al. (2005), investigando a aplicacao
dos SSR na analise da distinguibilidade,
homogeneidade, e estabilidade (DHE)
em 66 variedades de pimentdo, obser-
varam que de 316 SSR testados apenas
27 foram polimorficos. A variabilidade
genética de 41 acessos de Capsicum,
pertencentes a colecdo de germoplasma
do Crop Research Institute de Praga,
foi avaliada utilizando oito locos SSR
sendo que apenas cinco foram polimoér-
ficos (Hanacek et al., 2009). Assim, os
resultados encontrados neste trabalho
estdo de acordo com o que a literatura
tem reportado para Capsicum.

O numero médio de alelos por
loco foi 12,5 com uma variagdo de 6
(CA515649) a 23 (CAMS 117) (Tabela
3). Esse resultado esta acima do que
tem sido reportado por outros autores
como Minamiyama et al. (2006), Kwon
et al. (2005) e Hanacek et al. (2009)
que observaram em média 3,23 alelos
por loco polimorfico (2,9; 3,29; e 3,5
respectivamente).

O Conteudo de Informagdo Poli-
morfica (PIC), descrito por Botstein et
al. (1980) ¢ um indicador da qualidade
do marcador em estudos genéticos (se-
gregacgdo, identificacdo de populagdes
e controle de paternidade). Segundo a
classificagdo de Botstein et al. (1980),
marcadores com valores de PIC superio-
res a 0,5 sdo considerados muito infor-
mativos, com valores entre 0,25 ¢ 0,50
mediamente informativos, € com valores
inferiores a 0,25, pouco informativos. O
contetdo de informagdes de polimor-
fismo (PIC) encontrado nos 15 primers
utilizados nesse trabalho variou de 0,75
(75%; primer CA515649) a 0,94 (94%j;
primer CAMS 117). Amédia geral entre
os 15 iniciadores utilizados foi de 85%
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Tabela 2. Locos microssatélites (SSR), iniciadores (primers) forward e reverse, motif e temperatura de anelamento (TA) (SSR loci, forward
and reverse primers, motif sequences and annealing temperature). Campos dos Goytacazes, UENF, 2012.

SSR Sequéncia forward Iniciador Reverse Motif TA

CAMS 024! tgttgaggcttgggaaaaac caagataatgggtagaaaggcaac (tg)14tt(tg)3 55°C
CAMS 117! ttgtggaggaaacaagcaaa cctcagcccaggagacataa (tg)21(ta)3 55°C
CAMS 191! cccgaatccaagtcattgag taaatccggttecctttcct (ac)l0a(ta)4 55°C
CAMS 207-2! ctcacgagccacttgaacac gecttgtttcctatcccaac (ac)4at(ac)8(at)3 55°C
CAMS 358! gacccttctceectttttett cacatggacggatccttttt (tg)7 55°C
CAMS 309! gaaaatcgacccgttttgaa tcaattcggacaaaattagcaa (ga)l2 51°C
CACCELI1#? ctctaataggcaatagctcacatge gcagtctcccagaacgttgtee (at)16 51°C
SLM6 49° attgatggattggcgttctc aaaatcaggggtgaatttaacg (ta)24 51°C
CM 00112 tctgctttaaaaacacatacat cattcttaactgaaattgcatg (ac)5(ta)8 51°C
CA 514272° atctattttcctceggegac cggtaagctgecttgatcte (ccg)6 51°C
CA 847580° ggttttctcacaacttcgge ttgcaaaatatatcaacgcg (tg)13(ta)4 55°C
CA 523715° catcatttctccccaattee gteggtogotogootaaaaag (tc)6(1)8 55°C
CA 515649° tctccaatttccattcggag taatcgcatttgcgaacttg (cat)6 58°C
CM 0008* atagctcacatgccctataaa aatcttgagcaataattggac (atata)s 60°C
CM 00052 catgaccaccatgaggata gatagccacgagcatagtatt (cca)8 60°C

"Minamiyama et al. (2006); *Lee et al. (2004); 3Geethanjali et al. (2010); *Sanwen et al. (2000); SU.S. Department of Agriculture (2011).

Tabela 3. Tamanho esperado do alelo em pares de base (TEA — pb), nimero de alelos por microssatélite (NAL), heterozigosidade esperada
(He) e observada (Ho), coeficiente de informagao polimorfica (PIC) e coeficiente de endogamia (f) (expected allele size, number of alleles
per microsatellite locus, expected and observed heterozigosity, polymorphic information coefficient and endogamy coefficient). Campos
dos Goytacazes, UENF, 2012.

SSR TEA (pb)  NAL He Ho PIC f

CAMS 024 219 17 0,93 0,73 0,92 0,24
CAMS 117 223 23 0,94 0,73 0,94 0,25
CAMS 191 224 15 0,92 0,00 0,91 1,00
CAMS 207-2 243 10 0,85 0,00 0,83 1,00
CAMS 358 218 8 0,86 0,00 0,84 1,00
CAMS 309 235 9 0,84 0,00 0,82 1,00
CACCELLi 243 9 0,87 0,00 0,86 1,00
SLM6 49 233 11 0,84 0,00 0,83 1,00
CM 0011 116 11 0,89 0,05 0,87 0,95
CA 514272 259 11 0,87 0,00 0,86 1,00
CA 847580 197 9 0,83 0,13 0,81 0,85
CA 523715 202 8 0,80 0,00 0,77 1,00
CA 515649 190 6 0,79 0,00 0,75 1,00
CM 0008 195 10 0,87 0,00 0,85 1,00
CM 0005 160 10 0,87 0,00 0,86 1,00
Média - 12,5 0,92 0,11 0,92 0,89

de informacdo de polimorfismo. Foi
possivel verificar que aproximadamente
53% dos primers apresentaram valor
de PIC superior a média geral. Isso nos
permite, de acordo com a classifica¢do
de Botstein et al. (1980), afirmar que to-
dos os marcadores utilizados no trabalho
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apresentam alta informacéo polimérfica.
A porcentagem de primers em homozi-
gose foi de 73% (11 primers); os demais
27% (4 primers) apresentaram valor en-
tre 5 e 73% de heterozigosidade, sendo
o valor de 73% originado dos primers
CAMS 024 e CAMS 117. Verificou-se

também que a taxa de endogamia foi de
24 e 25% respectivamente. Ja os dois
outros primers que também apresen-
taram valor de heterozigosidade acima
de zero, apresentaram taxa de endoga-
mia relativamente alta, 95% (primer
CM 011) e 85% (primer CA 847580)
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade das 26 linhagens de Capsicum spp., obtido pelo
método UPGMA. TEST1775 corresponde a uma pimenta do tipo Malagueta e TEST1381
a um pimentdo (dissimilarity dendrogram for the 26 Capsicum inbred lines obtained by
UPGMA. TEST1775 corresponds to a Malagueta pepper and TEST1381 to a sweet pepper).

Campos dos Goytacazes, UENF, 2012.

respectivamente (Tabela 3). Esse alto
valor de endogamia pode ser explicado
pelo fato da populag@o em estudo estar
na 4" geracdo (S,) de autofecundag@o.
Em uma populagdo que se encontra em
S, verifica-se em média uma taxa de
homozigose de 93,75%. Isso € possivel
pois a cada geracdo de autofecundacao
espera-se ao menos 50% de endogamia
nos seus descendentes.

A partir do padrdo de bandas obtido
com os 15 primers selecionados no
estudo, obteve-se o dendrograma de
dissimilaridade dos materiais (Figura
1). A comparagdo entre os materiais de
Jalapefio amarelo e as duas testemunhas
UENF 1381 ¢ UENF 1775 (TEST 1381

Hortic. bras., v. 32, n. 1, jan. - mar. 2014

e TEST 1775, respectivamente) sendo
uma C. annuum do tipo pimentdo e ou-
tra C. frutescens (pimenta malagueta),
permite verificar que os materiais de
Jalapefio amarelo possuem alta diver-
sidade genética entre si (0,9020), valor
proximo do verificado quando o grupo é
comparado a uma espécie diferente (C.
frutescens, com valor de dissimilaridade
0,9607). A partir do dendrograma foram
obtidos 4 grupos:

Grupo I - TEST1775;

Grupo II - CNPH 25.255, CNPH
25.252, CNPH 25.244, CNPH 25.246,
CNPH 25.253, CNPH 25.254, CNPH
25.263, CNPH 25.237 e CNPH 25.243;

Grupo III - CNPH 25.250,
CNPH.25.252, CNPH 25.249, CNPH
25.259, CNPH 25.240, CNPH 25.256,
CNPH 25.245, CNPH 25.241 e CNPH
25.260;

Grupo IV - CNPH 25.261, CNPH
25.247, CNPH 25.262, CNPH 25.248,
CNPH 25.257, CNPH 25.242 ¢
TEST1381.

O primeiro grupo é formado pela tes-
temunha referente a uma pimenta do tipo
malagueta; os demais grupos formados
sdo oriundos da populagdo de Jalapefio
amarelo. A formacao desses trés grupos
dentro dessa populagdo poderia sugerir
que os grupos foram formados de acordo
com cada fruto dos trés que originaram
apopulacdo do trabalho. Entretanto, foi
verificado que esses trés grupos nao de-
monstraram rela¢do alguma com os trés
frutos que deram origem aos genotipos
avaliados, o que ja era esperado, visto
que as trés plantas originais correspon-
diam ao mesmo material comercial
hibrido (Jalapefio Plus F ).
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