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RESUMO

LANNES, Sérgio Dias, DS, Universidade Federal de Vigosa, Setembro, 2005.
Diversidade em Capsicum chinense: analise quimica, morfolégica e
molecular Orientador: Fernando Luiz Finger. Conselheiros: Adilson Ricken
Schuelter e Vicente Wagner Dias Casali

A espécie Capsicum chinense Jacq. apresenta consideravel importancia
na agricultura brasileira por empregar mé&o-de-obra familiar em pequenas
propriedades. Seus frutos sdo muito utilizados como condimento, além de
apresentarem  propriedades  farmacéuticas, como  anestésicos e
antiinflamatorios. O sucesso dos programas de melhoramento de plantas
depende da variabilidade genética disponivel, requisito basico que possibilita
selecdo de gendtipos com caracteristicas comerciais de interesse. O Banco de
Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa possui cerca
de cem acessos de C. chinense com grande potencial de utilizagdo em
programas de melhoramento. Entretanto, a falta de informag¢des sobre as
caracteristicas agrondmicas desses acessos impossibilita sua utilizagdo em
tais programas. Os objetivos deste trabalho foram caracterizar e estimar a
diversidade genética em acessos de Capsicum chinense do Banco de
Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa por meio da
andlise das caracteristicas morfo-agronbmicas e de DNA, utilizando
marcadores moleculares RAPD. Foram avaliados quarenta e nove acessos de
C. chinense quanto a caracteristicas ligadas a qualidade dos frutos,
caracteristicas morfologicas da planta e padrdo molecular. A diversidade
genética foi mensurada através dos métodos de agrupamento de otimizagao
de Tocher, bem como pelo método hierarquico UPGMA. Foi verificada a
existéncia de variabilidade entre os acessos, cuja magnitude variou conforme a
caracteristica analisada. A concentracdo de capsaicina total foi responsavel
por 88,32% da variagao total dos caracteres avaliados conforme o método de
Sing, sendo, portanto, a caracteristica que mais contribui para a discriminacao

da diversidade genética entre os acessos. Tendo como base a distancia
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generalizada de Mahalanobis, os dados quantitativos formaram dez grupos,
sendo os acessos BGH 1694-05 e BGH 1723-22 os menos divergentes. Os
agrupamentos baseado nos dados de caracteristica morfolégica de planta
formaram nove grupos, sendo os acessos BGH6371-93 e BGH 6371-94 os
mais similares. O indice de dissimilaridade de Nei & Li agrupou os dados
moleculares em 8 grupos, sendo os acessos BGH1714-09 e BGH 6387-100 os
mais divergentes. Quando analisados os dados em conjunto, os acessos BGH
8344-86 e BGH6371-94 foram os que apresentaram maior divergéncia entre si.
Os acessos foram mais bem discriminados pelos caracteres relacionados a
qualidade dos frutos. Portanto, os acessos BGH 4733-56 e BGH 6771-93
foram os que possuiam melhores caracteristicas para consumo seco e in

natura, respectivamente.
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ABSTRACT

LANNES, Sérgio Dias, DS, Universidade Federal de Vigosa, September, 2005.
Diversity in Capsicum chinense: chemical, morphologic and molecular
analysis. Advisor: Fernando Luiz Finger. Committee members: Adilson
Ricken Schuelter and Vicente Wagner Dias Casali

The species Capsicum chinense Jacp. Presents large importance in
Brazilian agriculture, because uses the family working labor in small farms. The
fruits are used as condiments, for pharmaceutical purposes as anesthetic and
anti-inflammatory. The success of a breeding program depends on genetic
variability, which allows the selection of genotypes with commercial
characteristics. The germoplasm bank of vegetable (BGH) from the
Universidade Federal de Vigosa has close to 100 accesses of C. chinense with
potential for utilization in breeding programs. However, the lack of information
about the agronomic characteristics of the accesses diminishes the
effectiveness of any breeding program. The goal of this was to characterize
and evaluate the genetic diversity in the accesses of the BGH using agronomic
traits and DNA analysis with RAPD markers. It was studied 49 accesses
evaluating the fruit quality, morphological characteristics of the plants and
molecular pattern. The genetic diversity was measured by the Tocher optimizing
group and by UPGMA inheritance method. It was observed the existence of
variability among the accesses, and magnitude varied with the analyzed
characteristic. The concentration of capsaicin was responsible for 88.32% of
the total variability among the characters evaluated by the Sing method, being
the trait that most contributed for the genetic discrimination among the
accesses. The Mahalanobis distance method established ten groups for the
accesses, being the accesses BGH 1694-05 and BGH 1723-22 the less
divergent. The grouping based in morphological characteristics established nine
groups, being the accesses BGH 6371-93 and BGH 6371-94 the most similar.
The index of dissimilarity by Ney & Li grouped the molecular data in eight
groups, being the accesses BGH 1714-09 and BGH 6387-100 the most

iX



divergent. When analyzed together, the accesses BGH 8344-86 and BGH
6371-94 were the most divergent between them. The accesses were more
discriminated based on the fruits characteristics. Thus, the accesses BGH
4733-56 and BGH 6771-93 had the best characteristics for dry product and in

natura consumption, respectively



1 INTRODUCAO

O género Capsicum, pertencente a familia Solanaceae, € constituido por
muitas espécies silvestres e apenas cinco domesticadas, originarias da
América tropical (Andrews, 1984; Pickersgill, 1997).

As espécies domesticadas Capsicum annuum, Capsicum baccatum,
Capsicum chinense, Capsicum frutescens e Capsicum pubescens sao
cultivadas em varias partes do hemisfério norte e sul, oriente e ocidente (Casali
& Couto, 1984). Os frutos dessas plantas s&o consumidos in natura, como o
pimentdo e algumas pimentas, e também constituem matéria-prima nas
fabricas de condimentos, no processamento de diversos pratos ou de alimentos
industrializados (Souza & Casali, 1984).

As diversas espécies de pimentas e pimentdes produzem frutos cujos
teores de vitamina C superam os dos frutos citricos. Além disso, os frutos sao
importantes como fontes de vitamina A, vitaminas do complexo B1 e B, e de
minerais como calcio, ferro e fosforo. A pungéncia das pimentas é o atributo
mais caracteristico da qualidade dos frutos, devido a presenga do complexo de
alcaldides denominados capsaicindides, que lhes determinam o sabor e a
ardéncia (Bosland, 1993).

No mercado brasileiro, a participagao das pimentas ainda é pequena, se

comparada a de paises como Espanha, México e Turquia. Segundo dados da



EMBRAPA (2000), estima-se que a area cultivada de pimentas no Brasil seja
5.000 hectares por ano, com a receita anual de 79 milhdes de reais. Ha, porém,
caréncia de dados estatisticos precisos e mais recentes sobre essa cultura no
pais.

C. chinense, como todas as demais espécies cultivadas de pimenta,
teve origem na Ameérica, sendo a mais difundida na América tropical e
amplamente cultivada na regido da Amazobnia, onde demonstra grande
diversidade (Bosland, 1992). Algumas variedades dessa espécie, cultivadas na
Africa, sdo descritas como as mais pungentes de todas as pimentas (Smartt &
Simmonds, 1995).

Botanicamente, a espécie C. chinense se caracteriza pela corola da flor
branca com duas a cinco flores por nd, raramente solitarias. O pedicelo dessa
espécie € normalmente pendente, podendo estar ereto ou inclinado, possuindo
uma constricao junto ao calice com a presencga de antocianina nas anteras. Os
frutos tém varias formas, podendo ser lisos ou enrugados, com comprimento de
até vinte centimetros. Quando imaturos, a cor do pericarpo € verde ou amarelo-
limdo; quando maduros, ela pode variar entre vermelho, laranja e marrom
(Casali & Couto, 1984; Smith et al., 1987).

No consumo in natura, a preferéncia € por frutos de formato conico e
graudo. Entretanto, intensidade da cor, cuticula brilhante, superficie lisa e
firmeza da polpa sao caracteristicas importantes, pois atraem o consumidor
(Casali et al., 1984). Por outro lado, na pimenta industrializada, ou seja, na
pimenta seca, a porcentagem de matéria seca, o teor de sdlidos soluveis, a
intensidade de cor assim como a espessura do pericarpo devem ser altos, visto
que sao caracteristicas que determinam o rendimento final na industria (Casali
& Stringheta, 1984).

O desenvolvimento de cultivares de pimenta possibilitaria a expansao do
cultivo dessa cultura, que atenderia a demanda da industria alimenticia,
farmacéutica e ao comercio de plantas ornamentais. Contudo, 0 sucesso em
programas de melhoramento depende da disponibilidade da variabilidade
genética, que torna possivel selecionar os genotipos com as caracteristicas

comerciais de interesse.



O Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de
Vigcosa possui cerca de cem acessos de C. chinense com grande potencial de
contribuir com recursos genéticos em programas de melhoramento, porém a
falta de informacgdes sobre as caracteristicas de qualidade dos frutos dificulta a
insercao desses acessos NOs programas.

Este trabalho teve como objetivos caracterizar e estimar a diversidade
genética em acessos de Capsicum chinense do Banco de Germoplasma de
Hortalicas da Universidade Federal de Vigcosa, por meio da analise das
caracteristicas morfo-agrondmicas e de DNA, por marcadores moleculares
RAPD.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacao, Avaliacdo e Conservacao de Germoplasma

As praticas de caracterizagdo e avaliagdo de germoplasma sao
fundamentais para o uso e conservagdo dos recursos genéticos. Em termos
gerais, a caracterizagdo pode ser morfoldgica, reprodutiva, agronémica,
bioquimica citogenética e molecular (Valois et al., 2001).

Segundo Valls (1988), a correta identificacdo boténica, a elaboragédo do
cadastro de acessos por espécie e as caracterizacdes contribuem para o maior
conhecimento dos acessos, viabilizando a detecgcdo de possiveis duplicatas
nos bancos de germoplasma.

No processo de caracterizacdo, deve-se inicialmente fazer a
identificacdo de caracteres de alta herdabilidade cuja expressdo é pouco
influenciada pelas condicbes ambientais. Assim, aqueles acessos com maior
potencial para caracteres de menor herdabilidade devem ser submetidos a uma
avaliagdo complementar, visando detectar quais se adaptam melhor aos varios
locais (Nass, 2001).

A biotecnologia também tem auxiliado nos trabalhos de caracterizagao,
ao ser utilizada na identificacdo de gendtipos, possibilitando a analise da
diversidade genética nas colegdes ou em condigdes naturais, e também

permitindo a separagao de gendtipos duplicados (Nass, 2001).



A conservagao ex situ de recursos genéticos é realizada nos bancos de
germoplasma, onde sao armazenados o0s acessos visando a futura utilizagcao
(Valois et al., 2001). De maneira geral, a estrutura dos bancos de germoplasma
compreende a introdugdo, o intercambio de germoplasma, a coleta, a
caracterizacdo, a avaliagdo, a documentacdo e a conservacdo dos recursos
genéticos (Nass, 2001).

Para alcangar os objetivos basicos dos bancos de germoplasma, como a
manutengcdo da variabilidade genética e a utilizacdo dos acessos, é de
fundamental importancia que haja sincronia perfeita entre as diversas
atividades. Por outro lado, os melhoristas conduzem seus programas de
melhoramento em fungdo da variabilidade genética disponivel que atenda aos
objetivos dos programas de melhoramento (Nass, 2001).

No Brasil, existem cerca de 180 bancos de germoplasma, totalizando
mais de 200 mil acessos de espécies vegetais, como graos, frutiferas,
florestais, hortaligas, entre outras, abrangendo 84 produtos. A maioria desses
bancos de germoplasma vegetal estd integrada ao principal programa de
conservagao ex situ do pais, denominado “Conservacido e Uso de Recursos
Genéticos”, coordenado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) (Valois et al., 2001).

O Banco de Germoplasma de Hortaligas da Universidade Federal de
Vigosa, pioneiro no Brasil, possui cerca de 100 acessos de C. chinense,
entretanto, as caracteristicas morfolégicas da planta e a qualidade fisico-
quimica dos frutos ndo foram descritas detalhadamente até o presente
momento. No estudo inicial de Teixeira (1996), foi observada a variabilidade na
composicao do DNA pela técnica de RAPD e a diversidade quanto a

morfologia, tamanho e cor dos frutos.

2.2 Composicao Fisico-Quimica dos Frutos de Pimenta

2.2.1 Composicao de Pimentas Doces e Ardidas

Em média, pimentas ndo ardidas do tipo “bell” (C. annuum) possuem
maior quantidade de agua que frutos de pimentas do tipo “New México” ardidas

(C. annuum). Entretanto, matéria seca, vitamina A e vitamina C estdo em



maiores concentragdes em frutos ardidos (Bosland & Votava, 1999). Nas
pimentas ardidas, ha até quatro vezes mais matéria seca em relagdo as nao
ardidas. A concentracao de vitamina A em frutos ardidos é cerca de 50% maior
que em frutos ndo ardidos. Da mesma forma, a concentragdo de Vitamina C
em frutos de C. annuum ardidos € 80 % maior que em frutos de C. annuum nao
ardidos (Bosland & Votava, 1999). E importante salientar que a maioria dos
compostos presentes nos frutos ardidos esta em maior quantidade, se
comparada aos frutos ndo ardidos (Nuez et al., 1996).

2.2.2 Coloracao

Os componentes que determinam a cor e o sabor aos frutos de pimenta
sao os carotendides, os capsaicindides, as vitaminas e os acidos volateis.
(Nuez et al., 1996). Dentre os pigmentos dos frutos, se destacam os pigmentos
carotendides, isto €, os precursores da vitamina A, de grande valor para o ser
humano. Os principais carotendides s&o capsantina e capsorubina, que
determinam a cor vermelha dos frutos. Os carotendides criptoxanina e B-
caroteno tém funcédo de provitamina A (Nuez et al.,, 1996). A quantidade de
carotenos presente no fruto e a respectiva coloragdo sdo condicionadas pela
acao e interagcao de trés genes, isto é, y, c1 e c2. Thorup et al. (2000) e
Hurtado-Hernandez & Smith (1985) discordam quanto as cores de frutos
maduros resultantes da interagdo desses trés genes. O primeiro autor afirma
que diferentes combinagdes desses genes resultam em oito diferentes cores,
isto é, vermelho, vermelho claro, laranja, laranja claro, amarelo-laranja,
amarelo-laranja claro, amarelo-lim&o e branco, enquanto que o segundo afirma
que essa interagdo resulta apenas nas cores vermelho, péssego, laranja e
creme.

A formacado desses carotendides nos frutos tem inicio no
amadurecimento, o qual esta associado com as mudancas de textura, cor e
sabor dos frutos. B-caroteno, criptoxantina e zeaxantina sao carotendides
precursores da rota biossintética da maturacio dos frutos, enquanto capsantina
e capsorubina sao carotendides terminais, isto é, sdo os carotendides
responsaveis pela expressédo da cor no fruto. Dentre os pigmentos vermelhos

dos frutos, pode-se destacar a capsantina, que representa cerca de 35% do



total desses pigmentos, seguida de B-caroteno e violaxantina, com cerca de
10% cada um, criptoxantina e capsorubina, com 6% cada um e criptocapsina,
com cerca de 4%. Os demais representam menos de 2% do total no fruto
(Nuez et al., 1996).

Minguez-Mosquera et al. (1994) compararam variedades de C. annuum
e verificaram que a quantidade dos carotendides nos frutos interfere na
qualidade da paprica. Casali & Stringheta (1984) afirmam que o melhorista
deve sempre buscar a menor relagdo capsantina/capsorubina devido a maior
capacidade de retencdo de cor, em decorréncia do maior numero de
insaturagdes na capsantina.

2.2.3 Pungéncia

A pungéncia nos frutos de pimenta, caracteristica mais importante de
qualidade do fruto, exceto quando utilizada como planta ornamental, é
resultado da sintese de alcaldides, isto €&, metabdlicos secundarios
denominados capsaicinoides, presentes na placenta dos frutos (Bosland,
1992). A combinagdo e a concentragdo dos compostos capsaicindides
proporcionam a maior ou menor sensagao de ardéncia do fruto (Bosland,
1993).

A intensidade de ardéncia das pimentas € determinada pela escala
Scoville de calor, na qual cada parte por milhdo de capsaicina presente nos
frutos representa 15 unidades Scoville de calor. Com a escala de calor, o fruto
de pimenta pode ser classificado em nao pungente (até 700 unidades Scoville
de calor), ligeiramente pungente (700 - 3000 unidades Scoville de calor),
moderadamente pungente (3000 - 25000 unidades Scoville de calor), pungente
(25000 - 70000 unidades Scoville de calor) e muito pungente (acima de 80000
unidades Scoville de calor) (Bosland, 1993). A capsaicina € o mais importante
dos alcaldides, estando em maior concentracdo quando comparada com o0s
demais capsaicindides, seguida da dihidrocapsaicina. Capsaicina e
dihidrocapsaicina juntas correspondem a cerca de 90% do total de
capsaicindides presentes nos frutos. Os demais capsaicinoides sao:
nordihidrocapsaicina (7%), homocapsaicina (z1%), homodihidrocapsaicina

(21%) e vanilamida de acido n-nonanoico (=1%) (Greenleaf, 1986).



Curry et al. (1999) identificaram diferengcas na quantidade de capsaicina
entre variedades de C. annuum, variando de zero a 20 ppm. Assim, o valor
maximo de pungéncia encontrado nessas variedades de C. annuum foi de
3.000 unidades de Scoville.

O conteudo de capsaicina € maior na placenta do fruto, cerca de 2,5%
da matéria seca, enquanto que, nas sementes e no pericarpo, € de 0,07% e
0,03% respectivamente. Em muitos casos, a quantidade de capsaicina no
tegumento ndo atinge 10 partes por milhdo (ppm), limite minimo para a
deteccdo de ardor pelas papilas gustativas humanas (Nuez et al, 1996). A
quantidade de capsaicinéides acumulada nos frutos de pimenta é influenciada
pelas condigbes ambientais, manejo da cultura e idade do fruto (Bosland,
1993).

O mecanismo genético do controle do acumulo de capsaicindides nos
frutos de pimenta nao foi ainda bem determinado. Greenleaf (1986) descreve
que os primeiros estudos realizados no inicio do século XX sobre o numero de
genes que controlam a pungéncia afirmavam ser uma caracteristica
monogénica. A teoria poligénica, segundo Greenleaf (1986), foi proposta por
Ohta (1960), quando os teores de capsaicina nos frutos passaram a ser
determinados pelo uso das técnicas de cromatografia e espectrofotometria.
Zewdie e Bosland (2000) verificaram a heranga da capsaicina em hibridos de
C. annuum e C chinense e concluiram que a sintese de capsaicindides é
controlada por diferentes genes e apresenta heranga quantitativa, o que explica
a variagao nos niveis de capsaicindides nos frutos de pimenta.

2.2.4 Vitaminas

As vitaminas mais importantes encontradas nos frutos de pimenta séo
B4, By, C, E e provitamina A. A vitamina C (acido ascérbico) se encontra em
maiores concentragdes em frutos de pimenta com até 250 mg por cem gramas
de fruto fresco (Bosland & Votava, 2000), valor comparavel ao da goiaba, com
200 mg por cem gramas de fruto, porém abaixo do teor de vitamina C em
acerola, que atinge 1800 mg por cem gramas de fruto fresco (Costa et al.,
2001), mas superando o da laranja, com 60 mg por cem gramas de polpa.
(Carvalho, 1984).



Os frutos de cor branca, preta e roxa contém baixos teores de vitamina
C, quando comparados com frutos maduros de coloragado vermelha, amarela e
laranja (Simonne et al., 1997). O conteudo de acido ascorbico em frutos de C.
annuum varia de 65,5 mg a 136,1 mg por cem gramas de fruto fresco (Yahia et
al.,2001).

Quanto a vitamina A, os frutos de pimenta sao ricos e dietéticos, visto
que trés a quatro gramas de fruto vermelho atendem as necessidades diarias
dessa vitamina no organismo adulto. Essa vitamina esta presente nos frutos de
pimenta na forma de provitamina A, que sdao os a e [B-carotenos e a
criptoxantina. Dessas trés substancias, a mais importante é o B-caroteno, pois,
além de encontrar-se em maior propor¢ao no fruto, de uma molécula de B-
caroteno formam-se duas de vitamina A pelo metabolismo do figado humano,
diferentemente do a-caroteno e da criptoxantina que formam uma molécula
apenas (Bosland, 1993).

Carvalho (1984) afirma que pimentas malaguetas contém até 11.000 Ul
de vitamina A, valor que se equipara ao da cenoura - até 13000 Ul de vitamina

A - considerada fonte de altos teores de vitamina A.

2.3 Melhoramento Genético de Pimenta

Para alcancgar sucesso, os programas de melhoramento dependem de
varios fatores. A definicdo dos objetivos e metas é de fundamental importancia
na economia de tempo e recursos. Do mesmo modo, deve-se escolher
criteriosamente 0 método mais eficiente de selecdo, levando-se em conta a
base genética da caracteristica a ser melhorada, uma vez que o0 processo de
melhoramento s6 podera ser bem sucedido se a populagdo a ser melhorada
possuir variabilidade genética quanto ao atributo sob selegao (Cardoso, 2001).

A pesquisa desenvolvida com pimenta pela EMBRAPA envolve a
multiplicagdo de colecdo de germoplasma, caracterizagdo morfologica,
citogenética e molecular. Conservagdo, documentagdo e avaliagdo de
resisténcia a doengas e melhoramento de plantas também sao realizados pela
instituicdo. O programa de melhoramento € focado para atender a demanda do

setor privado de sementes, desenvolvendo cultivares de pimentas ardidas com



caracteristicas para processamento e producado de paprica (Carvalho et al.,
2003).

Em Capsicum, os frutos podem ser consumidos in natura, secos, ou
ainda alguns gendétipos podem ser utilizados como planta ornamental, visto que
a cor e a forma dos frutos se adaptam a esse fim (Bosland, 1992). Tendo em
vista o consumo in natura, os programas de melhoramento devem ter como
objetivo o desenvolvimento de frutos grandes, doces e com baixo teor de
capsaicina, podendo ter a coloracdo verde quando imaturos e variando do
amarelo ao vermelho quando maduros, com pericarpo espesso e pelicula
brilhante (Casali et al., 1984).

Visando ao consumo seco, isto €, na forma de pd, normalmente os frutos
devem ser pungentes, com grande variabilidade em comprimento e largura,
podendo ter a forma alongada, arredondada e achatada. A coloragdao madura
mais freqiente é de cor vermelho, podendo apresentar ainda frutos de cor
pode variar de amarelo, creme, laranja, e marrom. O pericarpo normalmente é

fino e a pelicula é brilhante (Casali & Stringheta, 1984).

2.4 Diversidade Genética

O conhecimento da diversidade entre os individuos €& util no
melhoramento genético visando ao gerenciamento da variabilidade genética
disponivel, por meio da escolha dos genitores a serem utilizados nos
cruzamentos, podendo-se assim maximizar a heterose. Além disso, o estudo
da diversidade entre linhagens possibilita o seu arranjo em grupos que, quando
entrecruzados, podem resultar em maiores resultados de heterose (Souza,
2001).

A analise da diversidade genética se destina a identificacdo de genitores
adequados a obteng¢ao de hibridos com maior efeito heterdtico, assim como
permite identificar gendtipos duplicados em bancos de germoplasma.
Entretanto, é preciso cautela na avaliagdo da divergéncia genética, visto que
dois gendtipos podem ser completamente distantes geneticamente e ainda
assim serem bastante relacionados, por serem membros da mesma populacao
(Cruz & Carneiro, 2003).
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Essa divergéncia pode ser avaliada a partir de caracteristicas
agrondmicas, morfolégicas e moleculares. As informagdes multiplas de cada
acesso ou cultivar sdo expressas em medidas de dissimilaridade, que
representam a diversidade em relagdo ao conjunto de acessos (Cruz &
Carneiro, 2003).

As medidas de dissimilaridade comumente utilizadas em variaveis
quantitativas sao Distancias Euclidiana, Euclidiana Média, Euclidiana Média
Padronizada e Distancia Generalizada de Mahalanobis, com certa vantagem
para esta ultima, visto que sdo levadas em consideragdo as variancias e
covariancias residuais existentes entre as caracteristicas mensuradas.

Variaveis multicategoricas — caracteristicas morfologicas atribuidas a
estrutura de planta, assim como atributos que conferem qualidade aos produtos
comercializados, como forma, cor e sabor — sdo comumente determinadas
utilizando-se a distancia de Cole Rodgers (1997), na qual as caracteristicas
que normalmente ndo podem ser ordenadas sao classificadas em escalas,
podendo entdo ser analisadas como caracteristicas quantitativas discretas
(Cruz & Carneiro, 2003).

O procedimento de avaliacdo da diversidade genética entre acessos a
partir de dados moleculares utiliza variaveis binarias, sendo avaliadas a
presenca e a auséncia de marcas. Os coeficientes de similaridade sdo obtidos
pela coincidéncia ou ndo de bandas entre pares de individuos (Cruz &
Carneiro, 2003).

As estimativas de dissimilaridade atendem aos objetivos do melhorista,
por quantificarem e informarem o grau de semelhanca ou de diferenga entre
pares de gendtipos. Entretanto, quando o numero de acessos é relativamente
grande, torna inviavel o reconhecimento de grupos homogéneos pelo exame
visual das estimativas de distancia. Devido a isso, 0s acessos semelhantes sao
reunidos com o uso de técnicas de agrupamento, em que a unido se da pela
classificagdo dos acessos em varios grupos de forma que exista
homogeneidade dentro e heterogeneidade entre esses grupos, ou seja, 0 grupo
original € dividido em varios outros grupos, seguindo o critério de similaridade

ou de dissimilaridade (Cruz e Carneiro, 2003).
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Entre os varios métodos de agrupamento de otimizagdo, o mais utilizado
no melhoramento genético € o método de Tocher (Rao, 1952). Esse método
tem como principio estabelecer grupos de maneira que exista homogeneidade
dentro dos grupos e heterogeneidade entre eles. O método da ligagdo média
entre grupos (UPGMA) é o mais utilizado em diversidade, quando se trabalha
com populagdes silvestres, tendo vantagem sobre os demais meétodos por
considerar médias aritméticas das medidas de dissimilaridade, o que evita
caracterizar a dissimilaridade por valores extremos entre os gendtipos (Cruz e
Carneiro, 2003).

2.5 Marcadores Moleculares

O uso dos marcadores moleculares no estudo de diversidade genética
permite gerar grande quantidade de informagdes sobre a semelhanga genética
e o relacionamento filogenético em determinado germoplasma (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Geralmente se estuda a diversidade entre individuos tendo
por objetivo a identificagdo de gendtipos e o interesse especifico, a gestao de
recursos genéticos e/ou a divisdo dos gendtipos em grupos heteréticos (Souza,
2001).

Os marcadores moleculares possibilitam a quantificacdo da similaridade
genética entre gendtipos e, consequentemente, a estruturacdo da divergéncia
genética. O seu emprego possibilita organizar grupos de individuos de acordo
com a similaridade entre eles. Por isso, sdo utilizados na analise de bancos de
germoplasma e na avaliagdo da diversidade entre acessos. Ainda no estudo
dos recursos genéticos, as técnicas de marcadores moleculares podem ser
empregadas na analise genética de populagdes (Souza, 2001).

A caracterizagdo molecular da diversidade genética do germoplasma
pode auxiliar o melhorista na selegdo dos progenitores dentro de populagdes
basicas, objetivando o estabelecimento de programas de melhoramento. Uma
vez caracterizado o germoplasma disponivel, o melhorista pode escolher
genotipicamente os genitores dos cruzamentos, tanto com o objetivo de

maximizar a segregacao de genes de importancia agronémica, como restringir
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essa segregacao a poucos genes. Com a escolha dos genitores, sera possivel
identificar os recombinantes desejados (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O grande numero de marcadores moleculares disponivel permite a
amostra extensiva dos genomas de interesse, sem influéncia do ambiente. A
interpretacdo desse tipo de dado é feita de maneira simples: bandas em
comum entre genodtipos representam similaridade genética, enquanto que
bandas ndo comuns representam diferencas genéticas (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

As técnicas de marcadores moleculares se classificam de acordo com o
modo de agdo e podem ser classificadas como: de hibridizagdo e de
amplificagdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998). As técnicas baseadas em PCR
tém, como principio de funcionamento, a amplificagdo do DNA, isto é, a
multiplicacdo de fragmentos de DNA a partir de alguma sequéncia conhecida.
A técnica da reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR) e suas derivagdes
facilitaram o entendimento dos processos biolégicos fundamentais nas areas
aplicadas envolvendo o melhoramento genético. A facilidade, rapidez,
versatilidade e sensibilidade da PCR a tornaram particularmente uatil nos
estudos genético-moleculares envolvendo grande numero de individuos de
qualquer tipo de organismo. (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — DNA
polimoérfico amplificado ao acaso), derivada da PCR, tem como caracteristica
ser marcador dominante, isto &, identifica o alelo dominante pela presenca de
banda e o alelo recessivo pela auséncia de banda. Essa técnica, quando
comparada com outras técnicas de hibridizagcdo, tal como o RFLP
(Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo), tem a vantagem
de ser facilmente executada, obtendo-se resultados rapidamente e com baixos
custos. A desvantagem dessa técnica é o baixo conteudo de informagdes por
loco, isto é, apenas o alelo dominante é amplificado, enquanto que as demais
variagdes alélicas sao classificadas conjuntamente como alelo nulo (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Em varias espécies — como o quiabo (Martinello et al., 2001), meldo
(Rizzo et al., 2002; Paiva, 2002), morango (Conti et al., 2002a) e feijao-vagem
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(Abreu et al., 2004) — a diversidade entre gendtipos foi estudada de modo a
determinar os mais similares, por meio de caracteres morfo-agronémicos,
assim como também por meio de marcadores moleculares, podendo-se citar
arroz (Virk et al., 1995), soja (Correia et al., 1999), batata doce (Oliveira, 2002),
morango (Conti et al., 2002b) e quiabo (Martinello, 2003).

Em Capsicum, diversos trabalhos foram realizados visando ao estudo da
diversidade genética por meio da avaliagdo de caracteres morfo-agronémicos,
(Oliveira et al., 1999; Moura et al.,1999; Sudré et al., 2005), ou ainda pela
utilizacdo de marcadores moleculares (Paran et al., 1998; Rodriguez et al.,
1999; Sanwen et al., 2000; Toquica et al., 2003; Lee et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Germoplasma e Condi¢des de Cultivo

Quarenta acessos de Capsicum chinense, pertencentes ao Banco de
Germoplasma de Hortaligas (BGH) da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
provenientes das regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil
(Tabela 1), foram cultivados, durante o ano de 2001, na horta experimental do
Departamento de Fitotecnia da UFV.

As sementes dos acessos foram semeadas no més de outubro, em
bandejas de isopor, em substrato vegetal, mantidas sob baixa luminosidade e
alta umidade até a germinacdo e em casa de vegetacdo no periodo até o
transplantio. Apds 60 dias, as mudas foram transplantadas para o campo.

O experimento foi conduzido no delineamento de blocos ao acaso, com
trés repeticdes, utilizando espagamento de um metro entre plantas e o mesmo
espagamento entre linhas, sendo cada linha constituida por trés plantas de
cada acesso. Os tratos culturais no experimento foram realizados de acordo

com as recomendacdes da cultura da pimenta.
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Tabela 1. Quarenta acessos de C. chinense pertencentes ao Banco de
Germoplasma da UFV e local de coleta. Vigosa, 2005.

Numero Acesso Local de coleta
01 BGH 707 Cuiaba MT'
02 BGH 1694 Cuiaba MT
03 BGH 1714 Pindaré-Mirim MA
04 BGH 1716 Pindaré-Mirim MA
05 BGH 1723 Santarém PA
06 BGH 1724 Santarém PA
07 BGH 1747 ltuiutaba MG
08 BGH 4190 Careiros AM
09 BGH 4199 Belém PA
10 BGH 4201 Belém PA
11 BGH 4213 Tefé AM
12 BGH 4223 IAC — SP ND
13 BGH 4285 Rondondpolis MT
14 BGH 4289 Rondondpolis MT
15 BGH 4355 Pedro Afonso GO
16 BGH 4721 Urucara AM
17 BGH 4725 Urucara AM
18 BGH 4728 Costa do Iranduba - Rio Solimdes AM
19 BGH 4731 Autazes — Mirim AM
20 BGH 4733 Manaus AM
21 BGH 4744 Canabuoca — Manacapuru AM
22 BGH 4750 Joari — Itacoatiara AM
23 BGH 4756 Joari — Itacoatiara AM
24 BGH 5012 Agua branca AL
25 BGH 6006 Belém PA
26 BGH 6009 Belém PA
27 BGH 6228 Brasilia DF
28 BGH 6232 Brasilia DF
29 BGH 6233 Brasilia DF
30 BGH 6239 Brasilia DF
31 BGH 6344 Dourados MS
32 BGH 6365 Acre AC
33 BGH 6369 Vila Nova — Anamam AM
34 BGH 6370 Vila Nova — Anamam AM
35 BGH 6371 Vila Nova - Anamam AM
36 BGH 6377 Coari AM
37 BGH 6378 Boca do Janacanan — Codajas AM
38 BGH 6387 Salvador BA
39 BGH 7295 Vigosa MG
40 BGH 6610 Sao Luiz MA

"MT: Mato Grosso; MA: Maranhao; PA: Para; MG: Minas Gerais; AM:
Amazonas; (ND): Estado ndo determinado; GO: Goias; AL: Alagoas; DF:
Distrito Federal; MS: Mato Grosso do Sul; AC: Acre; BA: Bahia.
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Frutos maduros foram colhidos de cada planta e escolhidos cinco deles
ao acaso para a determinacdo da massa do fruto fresco, cor e forma, de
acordo com os descritores morfolégicos do IPGRI (1995)

A partir dessa avaliagao inicial, devido a segregag¢ao dentro das linhas
ou a ocasional mistura de sementes, foram abertas e renomeadas novas
linhas, totalizando 103 novas denominagdes dos acessos. Posteriormente a
citada avaliagdo, foram selecionados 50 acessos quanto a cor e forma dos
frutos, para ser estudada a diversidade genética (Tabela 2 e Figura 1), porém

as sementes do acesso 63 nao germinaram, totalizando 49 acessos.

Tabela 2: Cor, forma e massa total do fruto fresco de frutos de quarenta e nove
acessos de C. chinense do Banco de Germoplasma de Hortalicas da UFV
selecionados. Vigosa, 2005.

Numero Acesso Cor Massa Forma  Numero Acesso Cor Massa Forma

de \ total do de ) de total do  de fruto
fruto fruto fruto fruto fruto
fresco (g) fresco (g)
05 BGH1694 L 3,50 6 55 BGHA4733 V 9,76 1
06 BGH1694 V 3,89 6 56 BGHA4733 V 1,45 1
07 BGH 1694 V 13,75 6 57 BGHA4744 V 10,92 5
09 BGH 1714 V 9,50 4 59 BGHA4750 V 4,30 1
11 BGH1714 L 11,62 5 67 BGH4756 A 1,97 1
14 BGH1716 L 8,16 1 70 BGHA475% A 2,68 1
16 BGH 1716 A 10,26 4 71 BGH4756 V 8,93 1
17 BGH 1716 A 6,28 1 72 BGH5012 L 3,00 1
18 BGH1716 L 4,55 1 76 BGH5012 L 2,30 1
19 BGH1716 L 8,00 1 78 BGH®6009 V 33,98 5
22 BGH1723 L 9,36 5 79 BGH6228 A 4,30 1
23 BGH 1724 V 1,62 1 82 BGH6228 V 8,50 4
26 BGH 1747 V 1,38 3 83 BGH®6233 V 9,28 1
27 BGH 1747 V 6,08 4 84 BGH®6233 V 24,57 4
30 BGH4199 V 12,82 5 85 BGH6233 V 36,30 4
32 BGH4201 L 12,98 4 86 BGH6239 V 3,73 1
34 BGH 4213 A 3,99 1 87 BGHG6344 L 255 2
39 BGH 4223 V 16,43 1 90 BGH®6369 L 21,35 4
40 BGH 4285 V 14,81 4 93 BGH®6371 V 14,72 1
44 BGH 4289 V 142 1 94 BGH6371 V 8,82 1
45 BGH4289 L 212 1 95 BGH®6371 V 10,96 6
46 BGH4355 L 12,90 6 98 BGH®6378 V 29,14 4
51 BGH4725 A 6,68 4 100 BGH6387 L 9,50 6
53 BGH4731 L 18,73 4 101 BGH7295 L 1,20 2
54 BGH4733 V 7,32 1

TL- Laranja, A - Amarelo, V - Vermelho.

2 1. Alongado, 2 - Triangular, 3 — Arredondado, 4 - Cbnico, 5 - Campanulado, 6 - Forma de
sino.
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Figura 1. Frutos de quarenta e nove acessos de C. chinense do Banco de
Germoplama de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa.
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Figura 1. (cont.) Frutos de quarenta e nove acessos de C. chinense do Banco

de Germoplama de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa.
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Figura 1. (cont.) Frutos de quarenta e nove acessos de C. chinense do
Banco de Germoplama de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa.

Os quarenta e nove acessos selecionados foram semeados no més de
abril de 2003, em bandejas de isopor com substrato, mantidas sob baixa

luminosidade e alta umidade até a germinagdo, e em casa de vegetagcdo no
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periodo até o transplantio para o campo, realizado apos 60 dias, com
espagamento de meio metro entre plantas e um metro entre linhas.

O delineamento experimental foram blocos ao acaso, com trés
repeticoes. Cada acesso foi constituido por uma linha individual contendo seis
plantas, das quais foram utilizadas as quatro centrais.

Durante a condugao do experimento, os 49 acessos selecionados foram
cobertos com sacos de organza que mediam cerca de seis metros quadrados,
sobre toda a planta, (Figura 2) visando, dessa maneira, controlar a presenca de
insetos e dificultar a polinizagdo cruzada pela agdo do vento carregando o

pélen. Essa protecéo foi utilizada no periodo de florescimento até a colheita.

- o =\ 7

Figura 2. Protegdo das plantas de pimenta com sacos de organza,
visando a autopolinizagao dos frutos.

3.2 Avaliacéo dos Caracteres Morfo-agronémicos

Em novembro de 2003, os frutos da parcela no estagio de maturagao
fisiolégica completa foram colhidos e transportados ao Laboratério de Pds-
colheita do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa,

onde se realizaram as analises de qualidade de frutos.
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Os acessos de C. chinense foram avaliados quanto aos caracteres
quantitativos (atributos dos frutos) e morfologicos (variaveis multicategoéricas).

Os frutos foram avaliados para os atributos quantitativos mais
valorizados pela industria alimenticia e de processamento de paprica, tais

como:

- comprimento do fruto maduro (COMP): média de vinte frutos maduros
escolhidos ao acaso para cada bloco, sendo a medicdo do comprimento
maximo de cada fruto maduro feita por meio de paquimetro, expressa em

milimetros;

- largura do fruto maduro (LARG): média de vinte frutos maduros escolhidos ao
acaso para cada bloco, sendo a medigdo da largura maxima de cada fruto

maduro feita por meio de paquimetro, expressa em milimetros;

- relagdo comprimento/largura (C/L): obtida pela razdo entre o comprimento e a

largura dos frutos maduros;

- espessura da polpa: (ESP): média de vinte frutos maduros escolhidos ao
acaso para cada bloco, sendo a medicdo da espessura do pericarpo de cada

fruto maduro feita por meio de paquimetro, expressa em milimetros;

- massa total do fruto fresco (MTF): média de vinte frutos maduros escolhidos
ao acaso para cada bloco, sendo a medicado da massa total do fruto fresco de

cada fruto maduro foi feita por meio de balanga analitica, expressa em gramas;

- massa total do fruto seco (MTS): média de vinte frutos maduros inteiros
escolhidos ao acaso para cada bloco. Os frutos maduros frescos e inteiros
foram secos em estufa a 70° C até peso constante. A medicdo da massa total
do fruto seco de cada fruto maduro foi feita por meio de balanga analitica,

expressa em gramas;
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- porcentagem de matéria seca (%MS): a porcentagem de matéria seca foi
determinada pela expressao:

%MS =M—TS*1OO
MTF

Em que: MTS = matéria seca total

MTF = matéria fresca total

- teor de sdlidos soluveis (TSS): média de vinte frutos maduros escolhidos ao
acaso para cada bloco. A medigao do teor de solidos soluveis foi feita por meio
de refratbmetro do tipo abbé, expresso em grau brix. Cada fruto fresco foi
macerado, sendo recolhida uma amostra do suco de cada um, aplicada sobre a
superficie luminosa do refratbmetro e realizada a leitura. Apds a leitura, esta

era corrigida para a temperatura de 25° C;

- teor de vitamina C (Vit C): o teor de vitamina C foi determinado pelo método
titulométrico de Tillmans, descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Cerca de
dois gramas da polpa do fruto fresco foram macerados em solugdo acida.
Nessa solugéo, foram dissolvidos 30 g de acido metafosférico e 80 mL de acido

aceético por litro. Esse macerado foi filtrado e titulado com solucdo de Tillmans;

- intensidade de cor extraivel (INTC): a intensidade de cor foi determinada de
acordo com a metodologia 20.1 de ASTA (1997), através da qual 100 mg da
polpa do fruto de pimenta seca e moida foram imersos em 25 mL de acetona
(P.A.). Essa mistura permaneceu no escuro, sob agitacao, durante 24 horas.
Apols esse periodo, completava-se o volume novamente para 25mL devido a
evaporacgao da acetona e realizava-se a leitura da intensidade de cor extraivel

em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 550 nm;

- capsaicina total (CAPT): a capsaicina total dos frutos foi avaliada por HPLC,
de acordo com a metodologia proposta por Maillard et al. (1997), com
modificagdes. Cerca de 100 mg da matéria seca dos frutos de pimenta

finamente triturada foram misturados a 10 mL de metanol:agua (60:40, v/v) e
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sonicados por 15 minutos a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a
4000 rpm por 15 minutos e o supernadante coletado para analise apos filtragao
em filtro Millipore 0,2 um. Amostras de 20 pL do filtrado foram injetadas em
HPLC-Waters, com detector UV a 229 nm, equipado com coluna C18 Hypersyl
(250 x 4,4 mm, com tamanho de particula de 5um de didmetro). O tamp&o de
corrida para analise e separagao dos capsaicindides foi composto por
metanol:agua:acido acético (70:29:1, v/v/v), com fluxo de 1,0 mL/min a 20°C. A
identificagcdo e concentragao capsacinodides foram estimadas pela comparagao
com o tempo de retencao e a curva de calibracédo, que continha a mistura dos

padrées de capsaicina e dihidrocapsaicina (Sigma, EUA).

Os caracteres morfolégicos dos acessos foram avaliados segundo
descritores do género Capsicum (IBPGRI, 1995), tais como:
- habito de crescimento (HC) Prostrado (3)
Compacto (5)
Ereto (7)

- pubescéncia da haste (HP) Auséncia de pélos (1)
Presenga escassa de pélos (3)
Presenca intermediaria de pélos (5)

Presencga abundante de pélos (7)

- cor da haste: (CH) Verde (1)
Roxo (2)
-cor da corola (CC) Branco (1)

Branco-Esverdeada (2)
Verde (3)

- formato do fruto: (FORM) Alongado (1)
Triangular (2)
Arredondado (3)
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Cbnico (4)

Campanulado (5)

Forma de sino (6)
- cor do fruto imaturo: (CMI) Verde (1)

Amarelo (2)

Laranja (3)

Vermelho (4)

Roxo (5)

Marrom (6)

Preto (7)

- cor do fruto maduro: (CFM) Verde (1)
Amarelo (2)
Laranja (3)
Vermelho (4)
Roxo (5)
Marrom (6)
Preto (7)

- ponta dos frutos: (PF) Pontudo (3)
Rombudo e sem ponta (5)

Afundado ou rebaixado (7)

3.3. Analise Molecular por Marcadores RAPD

A caracterizagdo molecular dos acessos foi realizada mediante o
emprego da técnica de RAPD (Willians et al., 1990), no Laboratorio de
Biotecnologia da Universidade Paranaense - Campus Toledo.

O protocolo de extracdo e purificagdo descrito por Fulton et al. (1995)
consistiu na coleta de 3 discos de 1 cm de didmetro de folhas novas das
plantulas dos acessos de pimenta. Em microtubos (1,5mL), os discos foliares

foram mergulhados em 200 uL de tampé&o de extragdo — composto por Tris-
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Base (200mM), Na-EDTA (50mM), NaCl (2mM), CTAB (2%), Sorbitol (0,35mM)
e sarcosil (10%) — e macerados com auxilio de um triturador, até desmanchar
todo o tecido vegetal. Apds a maceragao, foram adicionados mais 550 uL de
tampéao de extragéo, sendo esses discos foliares em seguida incubados a 65°
C por 30 minutos, em banho-maria. Apés o periodo no banho-maria, reduzida a
amostra a temperatura ambiente, foram adicionados 700 L de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A mistura foi homogeneizada e em seguida
centrifugada por 10 minutos a 10.000 rotagbes por minuto (RPM). Apds a
centrifugagcédo, coletou-se o sobrenadante e transferiu-se para um novo
microtubo de 1,5 mL. Sobre o volume coletado foram adicionados 700 uL de
alcool isopropilico gelado, causando a precipitagdo dos acidos nucléicos. Na
sequéncia, centrifugou-se esse material novamente, por 10 minutos, a 10.000
rotagdes por minuto. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com
alcool etilico a 70%, deixando secar por cerca de uma hora e meia. O pellet foi
ressuspendido com 300 pyL de solugdo contendo TE (Tris-EDTA) e RNase
(0,2%). A seguir, incubou-se essa solugdo em banho-maria a 65°C por 10
minutos, visando hidrolisar o RNA.

A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 1%, em que
1uL de cada amostra foi aplicada no gel de agarose, comparando-se com
quantidades conhecidas de 10, 25, 50, 75 e 100ng do DNA do fago A. Apos
essa comparacao, as amostras foram padronizadas em concentracdo de 10
nanogramas por microlitros.

O protocolo da técnica de RAPD consistiu na amplificacdo de 25 uL de
uma mistura de 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 2,8 mM de MgCly,
200 uM de cada um dos deoxinucleotideos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,4
MM de oligonucleotideo iniciador (primer) com 10 bases, uma unidade de TAQ
polimerase e 40 ng de DNA. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados e suas

respectivas sequéncias encontram-se descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores de RAPD utilizados na deteccdo de
diversidade genética entre quarenta e nove acessos de C. chinense.

Primer  Sequéncia (5—3) Primer  Sequéncia (5—3’) Primer Sequéncia (5—3’)
A01 CAGGCCCTTC B04 GGACTGGAGT co7 GTCCCGACGA
A02 TGCCGAGCTG B05 TGCGCCCTTC Cco8 TGGACCGGTG
A03 AGTCAGCCAC B06 TGCTCTGCCC C09 CTCACCGTCC
A04 AATCGGGCTG BO7 GGTGACGCAG AQ16 CCCGGAAGAG
A05 AGGGGTCTTG B08 GTCCACACGG AS8 GGCTGCCAGT

A06 GGTCCCTGAT B09 TGGGGGACTC OAB03  TGGCGCACAC
A07 GAAACGGGTG B10 CTGCTGGGAC OAHO1  TCCGCAACCA

A08 GTGACGTAGG B11 GTAGACCCGT OAK20 TGATGGCGTC

A09 GGGTAACGCC B12 CCTTGACGCA OPB07 GGTGACGACG
A10 GTGATCGCAG B13 TTCCCCCGCT OPB11 GTAGACCCGT
A11 CAATCGCCGT B14 TCCGCTCTGG OPFO1 ACGGATCCTG

A12 TCGGCGATAG B15 GGAGGGTGTT OPK17  CCCAGCTGTG
A13 CAGCACCCAC B16 TTTGCCCGGA APQ9 GTGGTCCAGA
A14 TCTGTGCTGG B17 AGGGAACGAG AQ12 CAGCTCCTGT

A15 TTCCGAACCC B18 CCACAGCAGT AQ20 GTGAAGGCTC
A16 AGCCAGCGAA B19 ACCCCCGAAG P05 CCCCGGTAAC
A17 GACCGCTTGT B20 GGACCCTTAC AU09 ACGGCCAATC
A18 AGGTGACCGT Cco1 TTCGAGCCAG AV08 TGAGAAGCGG
A19 CAAACGTCGG C02 GTGAGGCGTC AH14 TGTGGCCGAA
A20 GTTGCGATCC C03 GGGGGTCTTT AX15 CAGCAATCCC

BO1 GTTTCGCTCC Co4 CCGCATCTAC AQ15 TGCGATGCGA
B02 TCATCCCTGG C05 GATGACCGCC

B03 CATCCCCCTG C06 GAACGGACTC

As reacgdes de amplificacdo ocorreram em termociclador Thermo PX2.
Apds permanecerem por quatro minutos a 94 °C, 42 ciclos foram efetuados por
1 minuto a 94 °C , 2 minutos a 35 °C e 1 minuto a 72 °C e uma extensao final
por 4 minutos a 72 °C. Os fragmentos amplificados foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose (1%), sendo posteriormente corados
com brometo de etidio na concentragdo de 2mg.L™" e revelados em sistema de

fotodocumentacao.
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3.4 Andlise Estatistica dos Caracteres Morfo-Agronémicos

3.4.1 Analise de Variancia

Os dados oriundos de atributos quantitativos mais valorizados pela
industria alimenticia e de producéo de paprica foram submetidos, com o uso do
pacote estatistico GENES (Cruz, 2001), a analise da variancia, testando-se, por
meio do teste F a 1% de probabilidade, a existéncia de variabilidade genética
entre os acessos.

O valor de cada observacao foi descrito pelo método estatistico:

Yij=u+ G+ B +E€;
em que
Y= valor observado no tratamento i no blocoj(i- 1, 2,...,9=49;j=1,2...,.b=3)
M = média geral do experimento
Gi= efeito do i-ésimo gendtipo (i- 1, 2,...,g=49)
Bj= efeito do j-ésimo bloco (j=1, 2,...,b=3) e
€= erro experimental associado a observagao Yj

O esquema da andlise da varidncia e as respectivas esperancas de
quadrados médios da fonte de variagdo do modelo estatistico encontram-se

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Esquema da analise de variancia e das esperancas de quadrados

meédios e respectivas expressoes da soma de quadrado.

Fontes de GL SQ QM E(QM)
Variagao

Bloco b-1 SQB QMB o +go}
Gendtipo g-1 SQG QMG o 4 b;}g
Residuo (b-1)(g-1) SQR QMR o2

Total bg-1 SQTotal

As estimativas dos componentes de variancia e de parametros genéticos
e ambientais foram obtidas considerando-se as seguintes expressdes descritas

por Cruz e Carneiro (2003):
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a)

variabilidade genotipica (¢, )

~ QMG -QMR
¢9=Q bQ

variancia fenotipica em médias de acesso (G7)

5 _ QMG
b

coeficiente de determinagdo genotipica (H?)

Heo o Po
(QMG /b)

coeficiente de variagdo genética (CVy)

100,/
y7;

coeficiente de variagdo ambiental (CVe)

_ 100,/QMR
F

CV,

e

indice de variagao (b)

,- OV _ b

CVe .52’

quando b > 1,0 indica situagao favoravel a selegao.

Os acessos foram agrupados pelo teste de Scott e Knott (1974) com
probabilidade de 5%.
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3.4.2 Coeficientes de Correlagdes Simples

Os coeficientes de correlagbes fenotipicas, genotipicas e de ambiente
foram calculadas visando estimar o grau de relacionamento entre duas
variaveis, de acordo com as expressoes:
a) coeficiente de correlagao fenotipica (r):

Cov, (x,Y)

VO (X7 (Y)

b) coeficiente de correlagéo genotipica (rg):

_ Covy(x,y)

rg —_——
V2g(X). 24 (Y)

c) coeficiente de correlagdo de ambiente (re):

Cov, (X, Y)

JGL(X).62(Y)

em que

Cov, (x,y), Cov,(x,y) e Cov,(x,y) sdo estimadores, respectivamente, da

covariancia fenotipica, genotipica e de ambiente entre duas variaveis x e y;

N
G (x), P, (x) e &2 (x) sdo estimadores, respectivamente, da variéncia

fenotipica, genotipica e de ambiente da variavel x;

Gi(y), g?ﬁg(y) e 62(y) sdo estimadores, respectivamente, da variancia

fenotipica, genotipica e de ambiente da variavel y.

3.4.3 Analise Multivariada

3.4.3.1 Medidas de Dissimilaridade

As distancias, ou medidas de dissimilaridade, entre acessos,
considerando as variaveis quantitativas, foram determinadas pela distancia

generalizada de Mahalanobis. A dissimilaridade estimada a partir das
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caracteristicas multicategéricas foi determinada pelo indice de dissimilaridade
de Cole-Rodgers (1997), e a dissimilaridade dos dados moleculares foi
analisada pelo complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, mediante o

emprego do programa computacional GENES (Cruz, 2001).

3.4.3.1.1 Analise de Dissimilaridade dos Caracteres Quantitativos
Para analise da diversidade genética dos acessos de pimenta,
considerando os caracteres quantitativos, foi empregada a distancia

generalizada de Mahalanobis, estimada por
2 -1
D =0y 0
em que
D2 distancia de Mahalanobis entre os acessos i e i’;

w:  matriz de variancias e covariancias residuais;

o0: [di, do, ...,dn] , sendo d; = y; — yij, representando a diferenca entre
as médias de dois acessos i e i’ para cada caracteristica;

yij: meédia do i-eésimo gendtipo em relagdo a j-ésima variavel.

A contribuicdo relativa dos caracteres na divergéncia genética foi

avaliada pelo método de Singh (1981).

3.4.3.1.2 Analise de Dissimilaridade para Variaveis Multicategoricos

A dissimilaridade entre os acessos de pimenta, considerando o conjunto
de variaveis multicategéricas, foi estimada por meio do indice de
dissimilaridade de Cole-Rodgers, fungdo da discordancia e concordancia de
categorias das varias caracteristicas analisadas.

Verifica-se, pelo indice de dissimilaridade de Cole-Rodgers, que o valor
de concordancia de auséncia de uma categoria em cada variavel
multicategdrica contribui para reduzir a dissimilaridade; quando isso nao for
desejado, deve-se optar pelo indice obtido por:

i = D, + D, +...+ D, =Zv: D,
C,+D, C,,+D, C,y,+Dh, =C,+D;
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em que

C, = numero de concordancias envolvendo presenca de categoria no par de

genotipos;

C.. = numero de concordancias envolvendo auséncia de categoria no par de

nj
genotipos;

C,= numero de concordancias entre categorias para j-esima variavel

multicategérica, em que C, =C; +C;;
D, =numero de discordancias entre categorias para a j-eésima variavel

multicategdrica.

3.4.3.1.3 Andlise de Dissimilaridade do Perfil Molecular

A dissimilaridade dos acessos de pimenta a partir de dados de DNA foi
determinada pelo complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li (1979),
pela seguinte expressao:

D, =1- _a em que
(2a+b+c)

Dj: coeficiente de dissimilaridade de Nei & Li do i-ésimo acesso com o j-
€simo acesso;

a: valor que quantifica o numero de coincidéncia do tipo 1-1 para cada par
de acessos;

b: valor que quantifica o numero de discordancia do tipo 1-0 para cada par
de acessos;

c: valor que quantifica o numero de discordancia do tipo 0-1 para cada par

de acessos.

Os fragmentos obtidos pela amplificagdo do DNA dos acessos pela
técnica de RAPD foram analisados considerando-se um para a presencga de
banda e zero para a auséncia de banda no loco em questdo. Com a
codificacdo dos dados, procedeu-se a determinacdo das medidas de

dissimilaridade entre os acessos.
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3.4.3.2 Analise de Agrupamento

A composicao de grupos formados por acessos de pimenta mais
similares entre si foi determinada pelos métodos de otimizacdo de Tocher
(Rao,1952) e pelo método da ligagdo média entre grupos (UPGMA).

3.4.3.2.1 Método de Otimizagao de Tocher

O agrupamento dos acessos por meio do método de otimizagdo de
Tocher consiste na identificacdo do par mais similar dentro da matriz de
dissimilaridade, isto €, aquele com menor estimativa de distancia. Esses
gendtipos formarao o primeiro grupo e, a partir deste, € avaliada a possibilidade
de inclusdo de novos genoétipos no grupo, adotando o critério de que a
distdncia média intragrupo deve ser menor que a distancia média intergrupo
(Cruz e Carneiro, 2003).

A inclusdo, ou ndo do individuo k no grupo é, entéao, feita considerando
que,

_se d(grupo)k
n

_se d(grspo)k

< @, inclui-se o individuo k no grupo;

> @, ndo se inclui o individuo k no grupo;

sendo: n, o numero de individuos que constitui 0 grupo original,
@, o valor maximo da medida de dissimilaridade encontrado no
conjunto das menores distancias envolvendo cada individuo.
Nesse caso, a distancia entre o individuo k e o grupo formado pelos
individuos ij € dada por:
D= dix + dik

3.4.3.2.2 Método de Ligagdo Média Entre Grupos (UPGMA)

O método de ligacdo média entre grupos (UPGMA) é um método de
agrupamento sequencial, aglomerativo, hierarquico, sem superposi¢ao, com
base na média aritmética. Nesse método, a distancia entre dois agrupamentos
€ a distancia média entre todos os pares de observagbes, um em cada

agrupamento.

33



De acordo com Cruz & Carneiro (2003), devido ao fato de haver varios
tipos de médias, varios métodos de ligagdes médias foram propostos, entre os
quais o0 UPGMA, um método ndo ponderado de agrupamento aos pares, que
utiliza médias aritméticas das medidas de dissimilaridade e que evita
caracterizar a dissimilaridade por valores extremos (maximos ou minimos)
entre os genoétipos considerados. Pelo método UPGMA, o dendrograma é
estabelecido pelos genoétipos com maior similaridade, e a distédncia entre os
individuos k e um grupo formado pelos individuos i e j € dada por:

O dik + d jk

diye = medla{dik;djk}:TJ :

isto €, djk € dada pela média do conjunto das distancias dos pares de
individuos (i e k) e (j e k).

A distancia entre os dois agrupamentos € definida por :

o d, +d; +d, +d.
diewy =medla{dik;d“;djk;dj,}= — 4 —

ou seja, a distancia entre dois grupos formados, respectivamente, pelos

individuos (i e j) e (k e I) € dada pela média do conjunto, cujos elementos s&o

as distancias entre os pares de individuos (ie k), (iel), (jek)e (el).

3.4.4 Teste de Mantel

O teste de Mantel (Mantel, 1967) permite correlacionar duas matrizes
padronizadas de distancias genéticas, possibilitando identificar se os dados
dessas matrizes sdo associados. As matrizes de distancias de Mahalanobis,
Cole-Rodgers e Nei & Li foram correlacionadas duas a duas e a significancia
avaliada pelo teste de Mantel, com mil simulagdes.

Apods, as matrizes de dissimilaridade foram somadas algebricamente,
para determinagdo da diversidade genética, em conjunto com a utilizagdo dos

métodos otimizacado de Tocher e o método hierarquico UPGMA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Variabilidade Genética Entre Acessos

Pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade (Tabela 5), detectou-se
diferenca significativa para as caracteristicas avaliadas nos 49 acessos,
indicando a presenca de variabilidade genética.

Nas caracteristicas comprimento, largura, capsaicina total, teor de
sélidos soluveis, vitamina C e espessura do pericarpo, o coeficiente de
variagao situou-se entre 5,34% e 19,41%, indicando boa precisao experimental.
Quanto a massa total do fruto fresco, o coeficiente de variagao foi de 29,98%. A
massa total do fruto seco e a cor extraivel possuiam coeficiente de variagao de
33,60% e 36,82%, respectivamente (Tabela 5).

O coeficiente de determinacdo genotipica (H?) é um dos parametros
genéticos que mais contribui no trabalho do melhorista, informando a proporgao
da variabilidade genética presente na variancia fenotipica total. Sendo assim,
verificou-se, de acordo com a Tabela 06, que, em todos os caracteres, o
coeficiente de determinagédo genotipica foi alto, variando de 77,99% a 99,82%.
Esses valores em C. chinense sao semelhantes aos encontrados nas mesmas

caracteristicas de C. baccatum (Régo, 2001).
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As magnitudes das relagbes CVg/Cve (Tabela 6) ficaram acima da
unidade, o que permite que todos os caracteres possam ser empregados
visando ao melhoramento genético da qualidade de frutos. Contudo, as
caracteristicas comprimento, largura, massa fresca, capsaicina total, cor
extraivel, matéria seca e espessura do pericarpo podem ser selecionadas por
métodos simples, como selecdo massal, visto que os coeficientes de
determinacao genotipica foram acima de 80%, com CVg/Cve acima de um e
alta variancia genética. Na selegao das caracteristicas teor de solidos soluveis
e vitamina C, devem ser adotadas outras metodologias, visto que o coeficiente

de determinacéo genotipica foi considerado baixo.
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4.2 Desempenho de Acessos de Pimenta em Relacdo a Caracteres
Quantitativos de Frutos

As médias das caracteristicas avaliadas encontram-se nas Tabelas 7, 8
e 9, agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O comprimento dos frutos variou de 14,00 mm a 76,22 mm, sendo que,
pelo Scott-Knott a 5% de probabilidade, formaram-se cinco grupos de acessos,
dos quais 36,73% ficaram reunidos no grupo quatro, com variagdo dentro do
grupo de 32,78g a 42,31g. Os acessos BGH 6371-93, BGH 4733-54, BGH
4223-39 e BGH 4285-40 formaram o grupo com maior comprimento de fruto,
sendo o acesso BGH 6371-93 aquele que possuia o maior comprimento entre
0s acessos avaliados.

A largura dos frutos variou de 8,68 mm a 42,89 mm, verificando-se a
formagao de seis grupos pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 87%
dos acessos possuiam largura inferior a 30 mm. O acesso BGH 6009-78
apresentou maior largura entre os acessos estudados, com mais de 42 mm,
nao formando grupo com os demais acessos.

A relagdo comprimento/largura variou de 0,68 a 6,61. Os frutos
compridos eram predominantes entre os acessos estudados, representando
84% deles. Em menor proporgéo havia frutos arredondados (10%) e achatados
(6%). O acesso com maior relagcdo comprimento/largura foi o acesso BGH
6371-94, que, de acordo com o teste de Scott-Knott, ndo foi agrupado com os
demais acessos.

A espessura de pericarpo variou de 1,0 mm a 3,5 mm (Tabela 7). 40%
dos acessos estudados apresentavam espessura de pericarpo com mais de 2,0
mm. De acordo com o teste de Scott-Knott, os acessos foram reunidos em trés
grupos, sendo o maior com cerca de 60% dos acessos com espessura menor
que 2,0 mm. O acesso BGH6009-78 possuia o0 pericarpo mais espesso,
formando grupo com BGH 4223-39, BGH 6233-85, BGH 6378-98, BGH 6369-

90 e BGH 1694-07, com cerca de 3,0 mm de espessura do pericarpo.
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Tabela 7: Médias de sete caracteristicas fisicas de qualidade de fruto em quarenta e nove acessos
de C.chinense do Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa. Vigosa,
2005.

Acesso Comprimento Largura C/L Espessura Massa total Massa total %MS
(mm) (mm) (cm) fresca () seca (g)
5 27,780 e* 22,173d 1,266 e 0,182 ¢ 3,555 e 0,498 ¢ 13,905 b
6 23,433 e 21,273d 1,104 e 0,174 c 3,178 e 0,410d 12,915 b
7 33,400d 28,546 ¢ 1,170 e 0,280 a 9,652 c 0,984 b 10,209 b
9 41,820 d 21,986 d 1,899 d 0,240 b 5,918 d 0,860 b 16,727 a
11 40,320 d 25,460 c 1,598 d 0,221b 5,584 d 0,620 c 10,790 b
14 36,806 d 19,086 d 1,936 d 0,202 ¢ 4,278 d 0,495 ¢ 11,684 b
16 37,740d 20,766 d 1,819d 0,253 b 6,060 d 0,722 c 12,450 b
17 52,293 ¢ 13,726 e 3,949 b 0,203 ¢ 4,279d 0,523 c 12,515 b
18 54,686 c 17,546 d 3,115¢ 0,192 c 5,802 d 0,659 c 11,835 b
19 62,826 b 14,166 e 4,440b 0,162 c 5,292 d 0,574 c 11,627 b
22 29,560 e 22,320d 1,327 e 0,196 ¢ 4,810d 0,502 c 10,451 b
23 21,706 e 12,866 e 1,878 d 0,162 ¢ 1,646 e 0,230 d 14,722 a
26 16,566 e 15,273 e 1,084 e 0,193 ¢c 1,379 e 0,246 d 18,269 a
27 37,186 d 19,533 d 1,902d 0,185¢c 4,221d 0,536 ¢ 13,681 b
30 39,466 d 26,706 ¢ 1,482 e 0,238 b 6,956 d 0,684 c 10,403 b

32 48,326 c 17,906 d 2,713 ¢ 0,241b 5,667 d 0,754 b 12,738 b
34 25,393 e 18,580 d 1,362 e 0,205¢ 2,878 e 0,452 c 16,049 a
39 70,433 a 22,980 d 3,056 ¢ 0,300 a 13,080 b 1,420 a 10,912 b
40 70,266 a 24,813 ¢c 2,836 ¢ 0,204 c 9,602 ¢ 0,948 b 10,336 b
44 19,413 e 10,886 f 1,796 d 0,145¢c 0,987 e 0,198d 20,532 a
45 40,126 d 11,433 f 3,512b 0,152 ¢ 2419e 0,376 d 15,533 a

46 27,273 e 34,680 b 0,789 e 0,171 ¢ 6,772 d 0,644 c 10,565 b
51 33,920d 20,073d 1,712d 0,246 b 4,242 d 0,554 ¢ 13,662 b
53 58,173 b 33,946 b 1,724 d 0,237 b 12,461 b 1,172 a 09,756 b
54 74,160 a 20,020d 3,744 b 0,151 ¢ 6,652 d 0,856 b 12,827 b
55 61,026 b 20,520 d 3,103 c 0,183 c 6,212d 0,696 c 11,653 b
56 41,353 d 10,660 f 3,936 b 0,111c 1,860 e 0,339d 20,922 a

57 42,813 d 26,273 ¢ 1,707 d 0,232b 7,470d 0,848 b 11,804 b
59 26,686 e 14,030 e 1,919d 0,174 ¢ 2,465 e 0,416 d 17,434 a
67 36,226 d 15,066 e 2,380d 0,178 c 2,904 e 0,382d 13,780 b

70 23,093 e 12,246 f 1,887 d 0,196 ¢ 1,336 e 0,175d 13,264 b
71 35,846 d 15,986 e 2,240d 0,231b 4,210d 0,465 c 10,850 b
72 25,653 e 10,366 f 2,474 d 0,145¢ 1,260 e 0,222 d 17,639 a
76 38,746 d 10,580 f 3,703 b 0,152 ¢ 1,935 e 0,283 d 14,425 a
78 38,313 d 42,896 a 0,899 e 0,358 a 19,153 a 1,376 a 07,046 b
79 47,006 c 12,860 e 3,644 b 0,158 ¢ 3,024 e 0,522 ¢ 17,040 a
82 37,066 d 24,260 ¢ 1,520 d 0,234 b 5,896 d 0,646 c 11,990 b
83 61,526 b 21,160d 2,909 c 0,220 b 8,502 ¢ 0,860 b 10,681 b

84 50,313 ¢ 37,380 b 1,348 e 0,245b 13,280 b 1,047 b 08,275 b
85 56,940 b 30,546 ¢ 1,869 d 0,298 a 12,404 b 0,954 b 08,058 b
86 62,193 b 22,726 d 2,732 ¢ 0,173 c 7,654 d 0,905 b 13,025 b
87 23,740 e 14,893 e 1,593 d 0,202 c 2,404 e 0,450 c 19,129 a
90 32,780 d 32,953 b 0,990 e 0,286 a 11,000 ¢ 0,928 b 09,289 b

93 76,220 a 23,693 ¢ 3,419b 0,200 c 9,382 ¢ 1,334 a 14,517 a
94 57,566 b 8,6867 f 6,618 a 0,117 c 2,254 e 0,384 d 17,464 a
95 21,673 e 31,826 b 0,680 e 0,236 b 6,899d 0,648 c 09,565 b

98 48,740 c 25,893 ¢ 1,867 d 0,295 a 10,585 ¢ 1,026 b 09,371 Db
100 33,193 d 28,766 ¢ 1,151 e 0,225b 7,587 d 0,830 b 10,908 b
101 14,146 e 11,700 f 1,213 e 0,172 c 1,022 e 0,174 d 16,913 a

* Médias seguidas de mesma letra constituem grupo homogéneo pelo critério de Scott-Knott a 5% de
probabilidade
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Tabela 8: Médias de trés caracteristicas quantitativas e uma qualitativa de
qualidade de fruto em quarenta e nove acessos de C.chinense do Banco de
Germoplasma de Hortaligas da Universidade Federal de Vigosa. Vigosa, 2005.

Acesso TSS Vit C Cor extraivel Cor de
(%) (mg.100g MF")  (Unid AsTAmgMs™) Frutos maduros

5 8,365 c* 98,649 a 88,779 e L
6 8,494 c 81,410b 229,079 ¢ \
7 6,484 c 83,649 b 123,966 d \%
9 8,902 b 91,647 b 105,537 e \%
11 7,205 ¢ 86,422 b 181,916 d L
14 8,593 b 80,948 b 56,663 e L
16 9,441 b 86,315 b 30,352 e A
17 8,292 c 101,315 a 75,253 e A
18 8,800 b 106,149 a 56,747 e L
19 8,300 ¢c 100,924 a 60,210 e L
22 7,746 c 99,466 a 130,928 d L
23 8,265 ¢c 78,602 b 234,567 c \Y
26 7,641 c 118,945 a 383,743 b \Y
27 8,812 b 97,476 a 273,767 c \
30 7,190 c 107,570 a 140,489 d \Y%
32 9,086 b 113,151 a 38,956 e L
34 7,876 ¢ 112,049 a 111,503 e A
39 7,034 c 100,071 a 133,855d \Y%
40 6,590 c 111,658 a 174,510d \%
44 10,869 a 76,007 b 34,872 ¢ \%
45 11,748 a 119,016 a 80,878 e L
46 6,754 c 56,174 c 50,697 e L
51 7,462 c 113,400 a 62,821 e A
53 7,202 c 81,623 b 54,657 e L
54 8,092 c 134,300 a 185,394 d \
55 7,836 ¢c 103,661 a 158,299 d \
56 12,905 a 105,473 a 595,841 a \
57 7,469 c 91,895 b 188,451 d \Y
59 9,306 b 115,959 a 315,238 b \Y%
67 7,050 c 127,013 a 99,610 e A
70 9,082 b 135,224 a 72,316 e A
71 7,865 ¢ 108,246 a 171,163 d \
72 9,688 b 97,120 a 49,278 e L
76 8,848 b 117,985 a 65,907 e L
78 6,756 c 73,981 b 87,495 e \Y
79 7,986 c 138,849 a 109,162 e A
82 7,800 c 110,094 a 328,736 b \Y
83 7,205¢c 76,540 b 113,111 e \Y
84 7,042 c 116,066 a 154,640 d \
85 5,934 c 101,315 a 214,375d \Y
86 5,972 c 70,605 b 137,934 d \
87 8,696 b 112,902 a 44,504 e L
90 6,196 c 86,813 b 97,247 e L
93 9,177b 51,375¢c 152,534 d \Y%
94 8,466 c 38,757 ¢ 286,356 ¢ Vv
95 7,800 c 89,407 b 128,466 d \Y
98 7172 c 74,905 b 142,157 d \Y
100 8,297 c 96,552 a 81,366 e L
101 8,042 c 107,570 a 108,720 e L

* Médias seguidas de mesma letra constituem grupo homogéneo pelo critério de
Scott-Knott a 5% de probabilidade



Tabela 9: Médias de Capsaicina, Dihidrocapsaicina e Capsaicina Total em quarenta e nove
acessos de C.chinense. do Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal
de Vigosa. Vigosa, 2005.

Acesso Capsaicina Dihidrocapsaicina  Capsaicina Total  Capsaicina Total
(mg.g ms™) (mg.g ms™) (mg.g ms™) (HSU)
05 3,911 k* 0,621 k 4,532 | 68000
06 3,886 K 0,810 4,697 | 71000
07 1,418 0 0,446 1 1,865 q 28000
09 1,700 o 0,4351 2,136 p 33000
11 1,890 n 0,4711 2,362 p 36000
14 - - - -
16 - - - -
17 10,325a 3,301 a 13,627 a 205000
18 5,585 h 1,184 h 6,770 102000
19 1,453 0 0,3951 1,849 q 28000
22 3,129 m 1,778 e 4,908 k 74000
23 7,154 f 1,350 g 8,504 f 128000
26 2,805 m 0,556 | 3,362 n 51000
27 3,838 k 0,997 i 4,835 | 73000
30 4,041 k 1,001 5,042 k 76000
32 - - - -
34 4,862 i 1,761 e 6,623 i 100000
39 - - - -
40 3,990 k 1,070 i 5,060 k 76000
44 4,710 i 3,421 a 8,131 f 122000
45 4817 i 1,356 g 6,174 j 93000
46 4,938 i 1,051 5,989 j 90000
51 3,692 k 1,035 4,728 | 71000
53 - - - -
54 7,482 e 2,343 b 9,826 d 148000
55 4,882 i 1,175 h 6,057 j 91000
56 6,968 f 1,677 f 8,646 f 130000
57 0,000 q 0,023 m 0,023 s 350
59 6,841 f 2,159 ¢ 9,001 e 136000
67 6,718 f 1,581 f 8,300 f 125000
70 6,280 g 1,110 h 7,391 h 111000
71 3,865 k 0,834 j 4,700 | 71000
72 8,299d 1,233 h 9,532 d 143000
76 6,878 f 1,052 i 793149 119000
78 - - - -
79 9,420 b 1,959 d 11,380 b 171000
82 7,756 e 1,595 f 9,351d 141000
83 0,638 p 0,083 m 0,722r 11000
84 3,425 0,660 k 4,086 m 62000
85 - - - -
86 4,375 j 1,444 g 5,819 88000
87 2,183 n 0,4911 2,674 0 41000
90 2,060 n 0,791 2,851 0 43000
93 0,243 q 0,456 | 0,699 r 11000
94 2,954 m 0,999 3,954 m 60000
95 7,576 e 1,879 d 9,455d 142000
98 - - - -
100 4,422 j 0,787 5,209 k 79000
101 8,810 ¢ 1,850 d 10,661 c 160000

* Médias seguidas de mesma letra constituem grupo homogéneo pelo critério de Scott-
Knott a 5% de probabilidade



A massa total de fruto fresco variou de 0,98g a 19,159, agrupando os
acessos por meio do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade em cinco
grupos, dos quais 42,85% ficaram reunidos no grupo quatro. A maioria dos
acessos estudados, isto é, 77,55% possuia massa total de fruto fresco abaixo
de 7,70g. O acesso BGH 6009-78 pesava cerca de 20,0 gramas de massa total
de fruto fresco, sendo o acesso com maior massa total de fruto fresco, nédo
formando grupo com os demais acessos (Tabela 7).

A massa total de fruto seco variou entre 0,19 e 1,5g, sendo que o
emprego do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, para essa
caracteristica, possibilitou a formagao de quatro grupos de acessos, dos quais
39% estavam reunidos no grupo trés, variando de 0,45g a 0,722g. O grupo um
reuniu os acessos com maior massa total de fruto seco, com variagcéo de 1,17g
a 1,56g. O acesso BGH 4223-39 possuia a maior massa total de fruto seco
(Tabela 7).

A porcentagem de matéria seca dos acessos variou entre 7,04% e
20,92%. (Tabela 7), formando apenas dois grupos, de acordo com teste de
Scott-knott a 5% de probabilidade. 30% dos acessos estudados apresentaram
porcentagem de matéria seca acima de 14,5%, caracteristica de grande
importancia no rendimento final da industria de processamento de pimenta em
pd. O acesso BGH 4733-56 possuia a maior porcentagem de matéria seca
entre os acessos avaliados.

Ao avaliar acessos de C. baccatum, valores semelhantes foram
encontrados por Régo (2001) em espessura do pericarpo, largura,
comprimento, matéria seca total, matéria fresca total e porcentagem de matéria
seca.

O teor de sdlidos soluveis variou de 5,37° Brix a 12,90° Brix (Tabela 8);
valores semelhantes foram encontrados por Rego (2001) em C. baccatum.
Pelo teste de Scott-Knott, os acessos foram reunidos em trés grupos, em que
cerca de 70% possuiam valores menores que 8,5 ° Brix. O acesso BGH 4733-
56 possuia o maior teor de sélidos soluveis, formando grupo juntamente com
0s acessos BGH 4289-44 e BGH 4289-45, com aproximadamente 13 ° Brix.
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O conteudo de Vitamina C nos frutos dos acessos estudados variou de
38,75 mg a 138,84 mg por 100 gramas de polpa fresca (Tabela 8). Esses
valores sdo semelhantes ao descritos por Yahia et al. (2001) e Simonne et al.
(1997) em C. annuum. Cerca de 60% dos acessos estudados possuiam
concentragao de vitamina C superior a 95 mg por 100 gramas de polpa fresca.
Embora o teste de Scott-Knott tenha formado apenas trés grupos entre os
acessos, foi possivel detectar variabilidade para concentragdo de vitamina C,
uma vez que foi de cerca de 100 mg por 100 gramas de polpa fresca a
diferenca entre os acessos com menor e maior teor de vitamina C.

Os valores quantitativos para intensidades de cor variaram de 30,35 a
595,84 unidades ASTA de cor (Tabela 8), valores maiores quando comparados
com variedades comerciais de C. chinense, que tiveram uma variagao de 190 a
360 unidades ASTA de cor, quando cultivadas em casa de vegetacgéao, e de 181
a 335 unidades ASTA, quando cultivadas em ambiente aberto (Gémez et al.,
1998). Pelo teste de Scott-Knott, os acessos foram reunidos em cinco grupos
sendo o ultimo, o maior, com cerca de 50% dos acessos. O acesso BGH 4733-
56 apresentou o maior valor de intensidade de cor, isto €, menor perda de
coloracdo quando da desidratacdo do fruto. De acordo com o teste de Scott-
Knott, esse acesso ndao formou grupo com os demais acessos.

O teor de capsaicina total variou de 0,0 a 13,62 mg por grama de
matéria seca (Tabela 9). Essas concentracbes de capsaicina foram
semelhantes aos teores descritos por Gibbs & O’Garro (2004), que, em
Capsicum chinense, encontraram concentragcdes de capsaicindides totais
variando de 0,25 a 16,55 mg por grama de matéria seca. Baseado no teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade, o teor de capsaicina total foi o que
apresentou a maior diversidade entre os acessos, separando-os em 19 grupos.
De acordo com a Escala Scoville de Calor (HSU), o valor maximo de
capsaicina total foi de 205000 Unidades Scoville de Calor do acesso BGH
1716-17.

Dentre os principais capsaicindides dos frutos (capsaicina e
dihidrocapsaicina), pbde-se verificar que houve maior variabilidade nas

concentracdes de capsaicina, quando comparada com a dihidrocapsaicina. A
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capsaicina variou de 0,0 a 10,32 mg por grama de matéria seca, formando, de
acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, 17 grupos, enquanto
que, para o conteudo de dihidrocapsaicina, detectou-se uma variacéo de 0,0 a
3,42 mg por grama de matéria seca (Tabela 9), dai resultando 13 grupos.

O teor de capsaicina foi superior aos de dihidrocapsaicina para todos os
acessos, exceto para o acesso BGH 6371-93. Segundo Bosland (1993),
diferentes combinagdes de capsaicindides podem produzir as diferentes
caracteristicas individuais de pungéncia. Esse mesmo autor afirma que a
capsaicina e a dihidrocapsaicina causam uma sensacado de ardor na parte
central da boca e no palato, bem como na parte posterior da lingua e na
garganta.

Os acessos, analisados de acordo com International Plant Genetic
Resources Institute (1995), apresentavam, quanto ao habito de crescimento,
em sua maioria, habito compacto (53,06%), seguido de plantas eretas em
44,89% dos acessos (Tabela 10, Figura 3). Apenas o acesso BGH 1716-14
possuia habito de crescimento prostrado.

A maioria das hastes das plantas dos acessos possuia pubescéncia com
pélos escassos (61,22%) ou ainda com presenca intermediaria de pélos
(28,57%) (Tabela 10, Figura 4), caracteristica importante para a resisténcia a
pragas.

Uma grande parte dos acessos analisados possuia cor da haste verde
(81,63%) e os demais possuiam cor de haste roxa (Tabela 10, Figura 5).

A cor da corola das flores, caracteristica determinante da espécie, era
branca em 95,91% dos acessos, tendo os demais, coloracdo branco-
esverdeada, o que ndo descaracteriza a espécie C. chinense (Tabela 10,

Figura 6).
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Tabela 10: Quatro caracteristicas qualitativas de plantas de pimenta em quarenta e nove
acessos de C.chinense do Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de
Vigosa. Vigosa, 2005.

Hab de Corda
Gendtipo  crescimento Pubescéncia haste Cor da flor
5 Compacto auséncia de pélos verde branca
6 Compacto presenga escassa de pélos verde branca
7 Compacto presenga intermediaria de pélos verde branca
9 Ereto presenga escassa de pélos verde branca
11 Compacto presenga escassa de pélos verde branca
14 Prostrado presenga escassa de pélos verde branca
16 Ereto presenca escassa de pélos verde branca
17 Compacto presenca escassa de pélos verde branca
18 Compacto presenca escassa de pélos verde branca
19 Compacto presenca escassa de pélos verde branca
22 Ereto presenca intermediaria de pélos roxa branca
23 Ereto presenca escassa de pélos verde branca
26 Ereto presencga escassa de pélos verde branca
27 Compacto presenca intermediaria de pélos verde branca
30 Compacto presenca abundante de pélos verde branca
32 Ereto presencga escassa de pélos roxa branca
34 Ereto presenga intermediaria de pélos verde branca
39 Compacto presenga intermediaria de pélos roxa branca
40 Ereto presenga abundante de pélos verde branca
44 Ereto presenga escassa de pélos verde branca
45 Compacto presenca escassa de pélos verde branca
46 Ereto presenca intermediaria de pélos verde branca
51 Compacto presenca intermediaria de pélos verde branca
53 Ereto presenca escassa de pélos verde branca
54 Ereto presenca intermediaria de pélos roxa branca
55 Compacto presenca intermediaria de pélos verde branca
56 Ereto presenga intermediaria de pélos verde branca
57 Compacto presencga escassa de pélos roxa branca
59 Ereto presencga escassa de pélos verde branca
67 Compacto presenga intermediaria de pélos verde branca
70 Compacto presenga escassa de pélos verde branca
71 Ereto presenga escassa de pélos verde branca
72 Compacto presenca intermediaria de pélos verde branca
76 Ereto presencga escassa de pélos verde branca
78 Compacto presenga escassa de pélos verde branca
79 Compacto presenca escassa de pélos verde branca
82 Ereto presenca intermediaria de pélos verde branca
83 Compacto presenca intermediaria de pélos verde branca
84 Ereto presenca escassa de pélos verde branca
85 Compacto presenca escassa de pélos verde branca
86 Ereto presenga escassa de pélos verde branca
87 Compacto presenga escassa de pélos roxa branca
90 Compacto presenga escassa de pélos verde branca
93 Compacto presenga escassa de pélos verde branca-esverdeada
94 Compacto presenga escassa de pélos verde branca-esverdeada
95 Ereto auséncia de pélos roxa branca
98 Compacto presenca escassa de pélos verde branca
100 Ereto presenca escassa de pélos roxa branca
101 Ereto auséncia de pélos roxa branca
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Tabela 11: Quatro caracteristicas fisicas frutos de pimenta em quarenta e nove acessos
de C.chinense do Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de
Vigosa. Vigosa, 2005.

Cor fruto Cor fruto
Gendtipo  Forma de fruto imaturo maduro Ponta do fruto
5 forma de sino verde laranja rebaixado
6 forma de sino verde vermelho rebaixado
7 forma de sino verde vermelho rebaixado
9 Cbnico verde laranja pontudo
11 Campanulado verde vermelho pontudo
14 Alongado verde laranja pontudo
16 Cobnico amarelo amarelo pontudo
17 Alongado verde amarelo pontudo
18 Alongado verde amarelo pontudo
19 Alongado verde laranja pontudo
22 Campanulado verde laranja pontudo
23 Alongado verde vermelho pontudo
26 Arredondado verde vermelho pontudo
27 Conico verde vermelho pontudo
30 Campanulado verde vermelho pontudo
32 Cbnico verde laranja pontudo
34 Alongado roxo laranja rebaixado
39 Alongado verde vermelho pontudo
40 Cbnico verde vermelho pontudo
44 Alongado verde vermelho pontudo
45 Alongado verde laranja pontudo
46 forma de sino verde laranja sem ponta
51 Cbnico verde laranja pontudo
53 Cénico verde laranja pontudo
54 Alongado verde vermelho pontudo
55 Alongado verde vermelho pontudo
56 Alongado verde vermelho pontudo
57 Campanulado verde vermelho pontudo
59 Alongado verde vermelho pontudo
67 Alongado verde vermelho pontudo
70 Alongado verde vermelho pontudo
71 Alongado amarelo vermelho pontudo
72 Alongado amarelo laranja pontudo
76 Alongado amarelo laranja pontudo
78 Campanulado verde vermelho pontudo
79 Alongado verde laranja pontudo
82 Conico verde vermelho pontudo
83 Alongado verde vermelho pontudo
84 Conico verde vermelho pontudo
85 Cobnico verde vermelho pontudo
86 Alongado verde vermelho pontudo
87 Triangular roxo laranja sem ponta
90 Cobnico verde vermelho rebaixado
93 Alongado verde vermelho pontudo
94 Alongado verde vermelho pontudo
95 forma de sino verde vermelho pontudo
98 Conico verde vermelho pontudo
100 forma de sino verde vermelho rebaixado

101 Triangular verde laranja pontudo
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Figura 3: Histograma de freqiiéncia de habito de

crescimento de acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.
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Figura 4: Histograma de freqiiéncia de pubescéncia da
haste de acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.
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Figura 5: Histograma de frequéncia de cor da haste de
acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.
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Figura 6: Histograma de freqiiéncia de cor da corola da flor
de acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.
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Figura 7: Histograma de freqiéncia de forma de fruto de
acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.
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Figura 8: Histograma de freqiéncia de cor de frutos
imaturos de acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.
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Figura 9: Histograma de freqliiéncia de cor de fruto maduro
de acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.
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Figura 10: Histograma de freqiéncia de ponta de frutos de
acessos de C. chinense. Vigosa, 2005.

A forma dos frutos com maior freqliéncia entre os acessos analisados foi
a forma alongada — cerca de 47,0% deles — seguida pela forma cbnica, com
25,0% dos acessos. Os demais acessos tinham forma campanulada (10,0%),
de sino (12,0%), triangular (4,0%) e arredondada (2,0%) (Tabela 11, Figura 7).

A cor predominante de frutos imaturos foi verde, presente em 87,75%
dos acessos. Os demais 12,25% ficaram distribuidos entre as cores amarela
(8,16%) e roxa (4,08%) (Tabela 11, Figura 8). Os frutos maduros possuiam cor
vermelha (61,22%), laranja (32,65%) e amarela (6,12%) (Tabela 11, Figura 9).

O 4&pice dos frutos, na maioria dos acessos, foi pontudo (83,67%),
ficando os demais divididos em sem ponta (4,08%) e afundados (12,25)
(Tabela 11, Figura 10).
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Pelas tabelas 7, 8 e 9, os frutos do acesso 17 (BGH 1716-17) tém
potencial em programas de melhoramento com objetivo de desenvolver
cultivares para processamento, devido aos elevados teores de capsaicina,
vitamina C e sdlidos soluveis, assim como ao reduzido tamanho do fruto.
Entretanto, esse acesso possui pericarpo fino e cor amarela, caracteristica
indesejavel como corante e para a produgdo de paprica. Na industria, o alto
teor de solidos soluveis e a alta porcentagem de matéria seca sao
caracteristicas de grande importancia, estando presentes no acesso 17. Assim,
como fonte de genes das demais caracteristicas, esse genétipo possui grande
potencial.

O acesso 56 (BGH 4733-56) foi considerado de maior potencial para o
cultivo, sem necessidade de ser submetido ao melhoramento. Pode-se afirmar
que o0 acesso 56 tem alto teor de capsaicina, de vitamina C, de solidos
soluveis, de cor extraivel e de porcentagem de matéria seca, entretanto, devido
ao pericarpo fino, o rendimento de industria pode ser insatisfatorio.

O acesso 44 (BGH 4289-44) contém altos teores de sdlidos soluveis, de
vitamina C e de porcentagem de matéria seca; tem a coloragdo creme e
auséncia de capsaicina. O fato de o acesso possuir cor dos frutos creme e
auséncia de capsaicina torna-o com potencial para utilizacdo em vasos e
jardins, assim como para consumo in natura.

O acesso 93 (BGH 6371- 93) revelou potencial para o melhoramento de
frutos destinados ao consumo in natura, na forma de salada. Isso se deve ao
seu baixo teor de capsaicina, alto teor de vitamina C, alta porcentagem de
matéria seca e pericarpo espesso, além do alto teor de sélidos soluveis, o que
confere ao fruto aroma e sabor.

Com potencial uso no consumo in natura, destacou-se o acesso 78
(BGH 6009-78). Os frutos desse acesso possuiam caracteristicas como mais
de trés milimetros de espessura do pericarpo, mais de quatro centimetros de
comprimento e largura, média de vinte gramas de massa fresca total,
concentragdes de capsaicina proximas a zero, 6% de solidos soluveis, cerca de

70 mg de vitamina C por 100 gramas de fruto fresco e coloragdo vermelha,
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semelhantes aquelas descritas por Casali et al. (1984) como ideais para esse
objetivo de consumo.

O acesso 39 (BGH 4223-39) mostrou-se semelhante ao acesso 78
(BGH 6009-78), ou seja, apresentou pericarpo grosso — mais de trés milimetros
de espessura — sete centimetros de comprimento, treze gramas de massa
fresca total, alto teor de vitamina C, concentragdes de capsaicina proximas a
zero, 7% de teor de solidos soluveis, cerca de 100mg de vitamina C por 100g
de fruto fresco e coloracédo vermelha.

De acordo com o teste Scott Knott para todos os paradmetros
analisados, os acessos 14 (BGH 1716-14) e 16 (BGH 1716-16) foram
semelhantes. Assim, tais acessos mostraram possuir um grande potencial de
utilizacdo no desenvolvimento de cultivares de pimentas destinadas ao
consumo in natura, visto que possuiam concentracdo de capsaicina proxima a
zero, espessura do pericarpo de aproximadamente dois milimetros, relagao
comprimento/largura de 2:1, com comprimento préximo a quatro centimetros e
massa fresca total dos frutos de aproximadamente seis gramas. Ambos os
acessos possuiam cerca de 10% de teor de sdlidos soluveis, 80 mg de
vitamina C por 100 gramas de fruto fresco e coloracdo amarelo-alaranjada.

Com caracteristicas semelhantes aos acessos 14 e 16, o acesso 98
(BGH 6378-98) mostrou pericarpo grosso, frutos compridos e largos, matéria
fresca total de 10 gramas por fruto, baixa concentragdes de capsaicina, cerca
de 7% de teor de sdlidos soluveis, 70 mg de vitamina C por 100 gramas de

fruto fresco e coloragéo vermelha (Tabelas 7, 8 e 9).

4.3 Estimativas de Correlacdes Fenotipicas, Genotipicas e de Ambiente
Na Tabela 12 estdo os valores das estimativas dos coeficientes de

correlagado fenotipica, genotipica e ambiental entre as dez caracteristicas

quantitativas estudadas. A maioria dos coeficientes de correlagdo genotipicas

superou os dos fenotipicas, indicando a maior relevancia dos fatores genéticos.
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Tabela 12: Estimativas dos coeficientes de correlagdes fenotipicas, genotipicas e de ambiente entre nove caracteristicas quantitativas
envolvidas na determinagéo da qualidade de fruto de quarenta e nove acessos de C. chinense.

Caracteristica Largura  Matéria Matéria % matéria Capsaicina Teor de Vitamina C Cor Espessura
Seca Total Fresca seca total Solidos Extraivel de
Total Soluveis Pericarpo

Comprimento rr  0,1626 0,6474* 0,5036**  -0,3322* -0,2909* -0,2067 -0,1173 -0,0002 0,1037

re 0,1613 0,6813** 0,4880*  -0,3438* -0,3009* -0,2162 -0,1455 0,0050 0,1037

re  0,1938 0,4267** 0,7034*  -0,3104* -0,1997* -0,1779 0,0478 -0,0593 0,1124
Largura re 0,7625* 0,8644**  -0,7855** -0,4725**  -0,6311**  -0,3028* -0,1410 0,7349*

re 0,8006** 0,8763**  -0,8877** -0,4825**  -0,7187**  -0,3492* -0,1421 0,7902**

re 0,5374** 0,6786*  -0,1952** -0,0795**  -0,1022**  -0,0048* -0,1318 0,3638**
Matéria Seca re 0,9364**  -0,6507** -0,6014**  -0,5047**  -0,3084* -0,1398 0,7099*
Total re 0,9841**  -0,8879** -0,6536**  -0,6041**  -0,3941* -0,1418 0,7938**

re 0,6266**  0,3617** -0,1541**  -0,0826**  0,0609* -0,1327 0,2864**
Matéria Fresca re -0,7762** -0,5742**  -0,5882**  -0,2884* -0,1453 0,7928**
Total re -0,8683** -0,5933**  -0,6669**  -0,3377* -0,1495 0,8556**

re -0,2969** -0,1614**  -0,1599**  0,0001* -0,0952 0,3777**
% Matéria re 0,4254** 0,6915* 0,1577 0,2807* -0,6992**
Seca re 0,4798** 0,8344** 0,1664 0,3356* -0,8437**

re 0,1410** 0,1865** 0,1267 -0,0212* -0,1103**
Capsaicina re 0,2932* 0,4132** 0,1547 -0,5966**
Total re 0,3339* 0,4698** 0,1617 -0,6531**

re -0,0731* -0,1010**  0,0019 -0,1446**




¥S

Teor de Sélidos e 0,1351 0,2057 -0,5740**
Soluveis re 0,1506 0,2276 -0,6689**
e 0,0799 0,0980 -0,1868**
Vitamina C re 0,0294 -0,1091
fe] 0,0114 -0,0933
e 0,1466 -0,1760
Cor Extraivel re -0,2346
re -0,2466
e -0,1644

* ** . Significativo a 5 e 1%.

Para as correla¢cdes fenotipicas, empregou-se o teste t; para as correlagcdes ambientais e genotipicas, a significancia foi estabelecida

por teste de permutagdo com 1000 simulagdes.



A porcentagem de matéria seca e o teor de sélidos soluveis possuem a
correlacdo genotipica 0,8344 (Figura 11A). E a correlagdo mais importante na
selecao de cultivares para a industria, visto que sao as duas caracteristicas que
determinam o rendimento final da pimenta em pd. Correlagdes positivas entre
as mesmas variaveis também foram encontradas em cebola (Sinclair et al.
1995).

A correlagdo genotipica envolvendo a porcentagem de matéria seca e
massa total do fruto seco foi de -0,8683 (Figura 11B), enquanto que entre
porcentagem de matéria seca e matéria fresca total a correlagéo genotipica foi
negativa e de elevada magnitude (-0,8879) (Figura 11C), possuindo, por isso,
os frutos de menor matéria seca total e matéria fresca total maiores
porcentagens de matéria seca.

Da mesma forma, os frutos com maior espessura de pericarpo
apresentaram menor porcentagem de matéria seca, uma vez que a correlagao
genotipica entre essas duas caracteristicas foi de -0,8437 (Tabela 12 e Figura
11D).

A correlagdo genotipica entre matéria seca total e matéria fresca total
destacou-se pela maior magnitude (0,9841) (Figura 11E), seguida da
correlagao entre largura e matéria fresca total (0,8763) (Figura 11F) e matéria
fresca total e espessura de pericarpo (0,8556) (Figura 11G). Matéria seca total
e largura se correlacionaram com a magnitude de 0,8006 (Figura 11H).

Os valores de correlagdao entre espessura de pericarpo e largura
(0,7902) (Figura 111), espessura de pericarpo e matéria seca total (0,7938)
(Figura 11J), juntamente com espessura de pericarpo e massa total do fruto
fresco (0,8566) (Figura 11L) mostraram que, ao serem selecionados frutos com
alta massa total do fruto fresco e alta espessura de pericarpo, sera possivel
obter indiretamente frutos com alta massa total do fruto seco. Da mesma forma,
selecdo indireta de frutos mais largos, por meio de frutos com pericarpo
espesso, sera possivel, visto que a correlagao entre essas caracteristicas foi de
0,7902. Entretanto, esses frutos terdo baixa porcentagem de matéria seca, pela

correlagao entre a porcentagem de matéria seca com as demais.
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Figura 11: Correlagao genética entre diferentes atributos morfo-agronémicos de
pimenta. A) Teor de sdélidos soluveis e Porcentagem de matéria seca; B)
Porcentagem de matéria seca e Matéria seca total; C) Porcentagem de matéria
seca e Matéria fresca total; D) Espessura do pericarpo e Porcentagem de
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Total; M) Teor de sélidos soluveis e Capsaicina Total; N) Capsaicina Total e
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Caracteristicas fisicas, como largura, massa total do fruto fresco, massa
total do fruto seco e espessura de pericarpo foram negativas.

Na producao de paprica e pimenta em po, o rendimento final da industria
estad baseado em porcentagem de matéria seca. Dessa forma, a selegédo pode
ser feita em frutos com massa seca e fresca menores, pois a correlagdo entre
porcentagem de matéria seca e matéria fresca e seca, assim como com largura
foram negativas. A selecdo indireta dessa caracteristica, de extrema
importancia na producao de paprica ardida, pode ser obtida pela selecao de
massa total de frutos frescos e largura, que, de acordo com Casali &
Stringheta, (1984), sao de facil mensuracgao

Quanto a cor extraivel e ao teor de vitamina C, a correlagdo com
porcentagem de matéria seca foi baixa e n&o significativa, de acordo com o
teste t a 1% (Tabela 12). A correlagdo genética entre capsaicina total e % de
matéria seca foi 0,4798 (Figura 11M), o que indica que a seleg¢ado indireta
visando ao aumento de capsaicina pelo aumento de porcentagem de matéria
seca pode ser insatisfatoria.

Realizar selegdo de gendtipos com alto teor de sélidos soluveis nao
significara selecionar indiretamente, de forma satisfatéria, para alta
concentracdo de capsaicina, visto que a correlagdo entre teor de soélidos
soluveis e concentragao de capsaicina foi 0,3339 (Figura 11N), considerada de
magnitude baixa, além do que a selecédo de alto teor de sdlidos soluveis nao
indicara alto teor de capsaicina. Devido a isso, outros critérios devem ser
utilizados na selecio de capsaicina.

A selecdo indireta para altos teores de capsaicina total por meio dos
valores de matéria seca total ndo sera muito satisfatoria, visto que a correlagao
genética entre as caracteristicas citadas foi negativa e de média magnitude
(-0,6536) (Figura 110), assim como para o teor de solidos soluveis (-0,6041)
(Figura 11P). Em programas de melhoramento visando a frutos secos de C.
chinense, é de interesse selecionar frutos menores, visto que estes possuem
as melhores caracteristicas exigidas pela industria, isto é, altos teores de
solidos soluveis e capsaicina total. Ndo foi observada correlagdo significativa

da caracteristica cor extraivel com as demais caracteristicas.
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A média correlacdo do comprimento do fruto com matéria seca total
(0,6813) (Figura 11Q) e com matéria fresca total (0,4880) (Figura 11R) nao
permite selecao inicial de frutos com maior matéria seca total a partir do
comprimento do fruto, visto que a selecdo direta para frutos compridos nao
ocasiona selecao indireta para frutos com maior massa fresca e seca. A
correlagao entre teor de solidos soluveis e vitamina C foi baixa (0,1506) (Figura
11S), porém, em tomate, Amaral Jr. (1996) encontrou correlagao intermediaria
entre essas caracteristicas.

Da mesma forma, a correlacdo entre espessura de pericarpo e vitamina
C, em pimenta, foi negativa e baixa enquanto, em tomate, embora tenha sido

também baixa, foi positiva.

4.4 Diversidade Genética

4.4.1 Caracteres quantitativos

Pelo método proposto por Singh (1981) e com base nas distancias de
Mahalanobis, (Tabela 13), a capsaicina total foi, entre as caracteristicas, aquela
que apresentou maior importancia relativa de Singh, representando 88,32% da
variagao genética entre os acessos. Esses valores concordam com as analises
dos componentes genéticos em que a capsaicina possuia menor coeficiente de
variagdo e maior coeficiente de determinagdo genotipica e também maior

relacdo CVg/Cve.

Tabela 13: Importancia relativa de nove caracteristicas avaliadas em
quarenta e nove acessos de C. chinense obtidas pelo método de Singh

(1981).

Caracteristicas Si Valor em %
Comprimento 10678,85 1,9249
Largura 16104,95 2,903
Matéria Seca 1880,55 0,3390
Matéria fresca 11810,64 2,1289
Capsaicina total 490002,69 88,3246
Teor de solidos soluveis 474114 0,8546
Vitamina c 5870,27 1,0581
Cor Extraivel 9844,12 1,7744
Espessura de Pericarpo 3841,74 0,6925
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De acordo com a distancia de Mahalanobis, os acessos 05 e 22
mostraram-se mais similares geneticamente, tendo em vista a menor distancia
observada (4,87). Entre os acessos 17 e 78, observou-se a maior distancia
(3244,83), sendo, portanto, os acessos mais dissimilares.

Pelo método de otimizacdo de Tocher (1952), os acessos foram
subdivididos em dez grupos (Tabela 14). Os grupos um e dois reuniram 60%
dos acessos. Os grupos 6, 7, 8, 9 e 10 compreenderam apenas um acesso
cada um, 94, 78, 56, 54 e 17, respectivamente. O grupo 4 foi formado pelos

acessos 79 e 101 e o grupo 5, pelos acessos 26, 87 e 90.

Tabela 14: Agrupamento de quarenta e nove acessos de C. chinense pelo
método de Tocher (Rao,1952), obtidos pela distancia de Mahalanobis.

Grupos  Acessos

01 05 22 06 27 30 51 71 100 40 86 55 34 45 18 46 84
02 14 16 32 57 98 83 39 85 53 93 07 09 19 11
03 67 76 70 44 23 59 72 82 95

04 79 101

05 26 87 90

06 94

07 78

08 56

09 54

10 17

A caracteristica quantitativa que mais contribuiu para a formacao dos
grupos pela analise de Tocher foi concentracdo de capsaicina total. Isso pode
ser afirmado uma vez que os acessos que possuiam concentragdes similares
desse alcaldide formavam grupos e, entre os grupos, as concentragdes eram
distintas. O teste de agrupamento de Scott-Knott (Tabela 8) também foi
semelhante ao agrupamento de Tocher (Tabela 14), comprovando que
capsaicina total foi a caracteristica com maior influencia na formacéo dos
grupos. Os acessos com maiores concentragdes de capsaicindides
localizavam-se em grupos diferentes daqueles com menores concentragdes.
Essa distribuicdo dos grupos baseada na concentracdo de capsaicina total
concorda com a importancia relativa dos caracteres propostos por Singh

(1981), em que esse atributo representou 88,32% da variagdo dos acessos.
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Comparando o agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher com
o agrupamento hierarquico de UPGMA (Figura 12), detectou-se elevada
concordancia nos resultados. Ao nivel de grupo, o acesso 17 também ficou
isolado dos demais acessos, assim como os acessos 05 e 22 foram os menos

divergentes, formando grupo no primeiro né do dendrograma.

05 BEHAGS
22 BEHATZ
a0 BEHHMG
100BGHE3S
0f BEHGD
27 BGHATAY
51 BEHATZ
71 BEHATS
o5 BEHATZ
26 BEHEG2E
40 BGHE2E:
24 BGHE22
45 BEHA25
04 BEHEIT
o4 BEHAT S
7O BEHG2Z
T2 BGEHS0M
101BEHGES1
22 BEHE22
95 BEHEIT
18 BGHATY
45 BGHI2E
34 BEHA21
70 BEHATS

23 BEHATZ
59 BEHATS
57 BGHATS
6 BEHS01
44 BEHA2E
S5 BEHATZ
53 BEHG2E
93 BGHEIT

ST BEHAT
02 BEHEIT
25 BGHE2S
63 BEHATE
39 BEHA22

26 BEHATAT.
T8 BEHEO0

17 BEHATIR
u] 10 20 a0 40 a0 G0 Ejl a0 a0 100

Figura 12: Dendrograma estabelecido do padrao de dissimilaridade quantificado
pelo método UPGMA, de 49 acessos de C. chinense, baseado nas distancias
de Mahalanobis, Vigosa, 2005.

4.4.2 Variaveis Multicategoéricas

De acordo com o indice de similaridade de Cole-Rodgers, os acessos
mais divergentes foram 85 e 94 (23,10) enquanto que 93 e 94 (0,014), os mais
similares.

Pelo método de otimizacdo de Tocher, baseado nas distancias de Cole-
Rodgers, detectou-se a formagdo de nove grupos. O grupo dois agregou
55,10% dos acessos e os demais acessos foram distribuidos nos oito grupos

restantes (Tabela 15).
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Tabela 15: Agrupamento de quarenta e nove acessos de C. chinense pelo
método de Tocher obtidos pela distancia de Cole-Rodgers.

GRUPO INDIVIDUOS

1 93 94

2 27 82 83 67 55 51 70 85 79 19 23 98 11 30 90
78 26 46 71 59 84 53 09 06 40 16 17

3 56 86 45

4 95 100 57 54 22 32

5 72 76 18 14

6 34 44

7 05 07

8 87 101

9 39

A formacéo dos grupos com caracteristicas morfologicas baseados nas
distancias de Cole-Rodgers, ndo seguiu a distribuicdo geografica de origem
dos gendtipos. Os acessos 93 e 94 se diferenciaram dos demais pela cor da
corola branco-esverdeada enquanto os demais tinham corola branca.

Entretanto, cor de corola ndo é uma caracteristica importante em
programas de melhoramento, visando a qualidade de fruto. Entre as
caracteristicas de planta, a mais importante € habito de crescimento, pois
plantas mais eretas permitem melhor penetragcado da luz nas folhas inferiores
assim como ha menor perda de frutos préximos ao solo.

Habito de crescimento ndo foi caracteristica determinante na formacéao
dos grupos por caracteristicas morfolégicas de planta, uma vez que o acesso
14 era o mais distinto individualmente, sendo o Unico com habito de
crescimento prostrado; entretanto, esse acesso foi agrupado com aqueles que
apresentaram habito de crescimento compacto e ereto.

Os resultados da anadlise, empregando-se o método do UPGMA,
mostraram concordancia com os obtidos no método de otimizagao de Tocher,
ao separarem os acessos 93 e 94 dos demais (Figura 13). O acesso 39
permaneceu isolado, como no agrupamento de Tocher, porém proximo do

grupo 4, em que todos apresentavam cor da haste roxa, inclusive o acesso 39.
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Figura 13: Dendrograma estabelecido do padrao de dissimilaridade quantificado
pelo método UPGMA, de 49 acessos de C. chinense, baseado no indice de
dissimilaridade de Cole-Rodgers, Vigosa, 2005.

4.4.3 Caracterizacdo Molecular

Do total de 32 primers testados, 13 foram polimérficos (Tabela 16), o que
representa 41% dos primers polimoérficos. Do total de 286 bandas amplificadas,
44 foram polimorficas quanto aos loci identificados (Figura 14), perfazendo
15,4% de bandas polimérficas. Resultados semelhantes de polimorfismo foram
encontrados por Paran et al.,, (1998) que, ao estudar diversidade em C.
annuum, encontraram cerca de 20% de bandas polimérficas. Sao também
concordantes com Rodriguez et al. (1999), que detectaram 20% de bandas
polimérficas com uso de RAPD, ao analisar diversidade genética entre varias

espécies cultivadas de Capsicum.
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Tabela 16 Primers de RAPD que amplificaram fragmentos polimérficos no DNA
gendmico dos acessos de Capsicum chinense.

Primer Sequéncia Numero de fragmentos polimérficas
A01 CAGGCCCTTC 05
A05 AGGGGTCTTG 04
AQ7 GAAACGGGTG 03
A08 GTGACGTAGG 03
A09 GGGTAACGCC 02
A10 GTGATCGCAG 03
A14 TCTGTGCTGG 03
A15 TTCCGAACCC 03
A18 AGGTGACCGT 04
B12 CCTTGACGCA 04
B18 CCACAGCAGT 01

OABO03 TGGCGCACAC 04

OPK17 CCCAGCTGTG 05

etk J I ——

. - - - P
- -

CREUPRA L P

| - —---q-- ¢ -

---hﬂuﬂu-n!.h-

Figura 14: Bandas polimérficas de RAPD de quatro diferentes primers de 49
acessos de C. chinense pertencentes ao banco de germoplasma da UFV.
Vigosa, 2005.
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De acordo com as distancias determinadas pelo complemento aritmético
do coeficiente de similaridade de Nei & Li, os acessos 09 e 100 foram os mais
dissimilares (0.67), enquanto que 71 e 85 foram os mais similares (0,07). O
estudo da diversidade genética com o uso de RAPD ndo mostrou nenhum
acesso em duplicata.

Pelo método de otimizagao de Tocher, os acessos foram distribuidos em
8 grupos, dos quais os pertencentes ao grupo 1 foram reanalisados, obtendo-
se, entdo, 12 subgrupos. Assim, os acessos foram distribuidos da seguinte
forma: os acessos 71, 85, 78, 70, 82, 83, 84, 67, 56, 45, 34, 22, 55, 18, 19, 14,
16, 17, 05, 06, 40, 54, 26, 27, 30, 46, 79, 87, 101, 95, 76, 57, 07, 23, 53, 39, 98
e 51 foram alocados no grupo 1; os acessos 93 e 94 foram reunidos no grupo
2; 0s nove acessos restantes foram distribuidos nos demais grupos, sendo os
grupos 5, 6, 7, 8 formados pelos acessos 72, 90, 44 e 32, respectivamente
(Tabela 17).

O agrupamento com base nos dados de DNA, que abrangia todo o
genoma dos acessos, mostrou que a distribuicdo geografica (Tabela 1) nao foi
bom parametro pré-estabelecido de agrupamento, pois determinados acessos
de um mesmo grupo eram de diferentes regides geograficas, enquanto aqueles
de um mesmo local foram alocados em grupos diferentes.

O grupo 1 reuniu 75,51% dos acessos, mostrando que, entre os acessos
de Capsicum, a variabilidade é relativamente baixa. Rodriguez et al. (1999), ao
avaliarem diversidade genética em acessos de Capsicum, encontraram maior
diversidade entre as espécies do que dentro delas.

Da mesma forma, os grupos 2, 3 e 4 também néo tiveram como forma
de agrupamento a origem geografica. Pode-se verificar que, de acordo com a
Tabela 17, os acessos do grupo 2 foram coletados na mesma cidade. No
entanto, esses acessos tinham a mesma identificagdo e foram separados na
selecgdo inicial deste estudo. Os acessos do grupo 3 foram coletados no estado
Maranhdo e do Amazonas, estados que nao fazem fronteira, ndo podendo,
pois, haver cruzamento natural entre esses acessos. O mesmo pode ser
afirmado para o grupo 4, em que a distancia entre Bahia e Distrito Federal

impede que a similaridade intra-grupo tenha relagao geografica.
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Tabela 17: Agrupamento de quarenta e nove acessos de C. chinense pelo
método de Tocher (Rao,1952), obtidos pelo complemento aritmético do
coeficiente de similaridade de Nei e Li

GRUPO ACESSOS

1a 71 85 78 70 82 83 84 67 56 45 34 22 55
1b 18 19 14 16 17 05 06
1c 40 54

1d 26 27 30
1e 46 79

1f 87 101 95
19 76

1h 57

1i 07

1j 23

1k 53

11 39

Tm 98

1n 51

2 93 94

3 09 11 59
4 86 100

5 72

6 90

7 44

8 32

Nos demais grupos, a proximidade geografica ndo mostrou ser o critério
de agrupamento, visto que a origem dos acessos dentro dos grupos, embora
COm poucos acessos por grupo, nao tenha sido de estados proximos
geograficamente. E possivel ter havido cruzamento entre esses acessos
durante as etapas de multiplicacido de sementes que antecederam este estudo,
ja que, nessa espécie, ocorre alta frequéncia de alogamia, como mostra
Tanksley (1984), para o qual a taxa de polinizagdo cruzada natural em
Capsicum annuum foi 42%. Era esperado que os acessos originados do
mesmo acesso ficassem agrupados proximos e que as distancias fossem as
menores possiveis. Isso ocorreu com o acessos 14, 16, 17, 18 e 19, que
permaneceram no mesmo grupo, sendo pequenas as distancias entre eles.

O método hierarquico UPGMA possibilitou distribuigdo dos acessos
dentro dos grupos, ao formar dendrograma (Figura 15) semelhante ao

agrupamento formado pelo método de otimizagao de Tocher (Tabela 17).
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Figura 15 Dendrograma estabelecido do padrao de dissimilaridade quantificado
pelo método UPGMA, de 49 acessos de C. chinense, baseado nas distancias de
Nei & Li . Vicosa, 2005.

Comparando o agrupamento pelo método de Tocher com o
dendrograma baseado no método hierarquico UPGMA, verificou-se a formagéao
de um grande grupo com 75 % dos acessos, sem a formagdo de grupos
definidos, mas, sim, um conjunto de pequenos grupos. Por meio desses
métodos de agrupamento, péde-se verificar que a divergéncia entre os acessos
de Capsicum chinense € pequena, pois a maioria dos acessos encontrava-se
agrupada numa unica chave.

O acesso 44 mostrou-se bastante divergente dos demais, visto que
formou um grupo exclusivo pelo método de Tocher e permaneceu isolado dos
demais acessos, no dendrograma.

A elevada concentragao dos acessos em apenas um grupo indica que a
técnica de RAPD nao foi eficiente para detectar a diversidade, uma vez que o

numero de locos polimorficos ndo permitiu abranger todo o genoma em estudo.
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Dessa forma, a diversidade detectada com o uso de marcadores moleculares
pode ser parcial, podendo ser ampliada com maior numero de polimorfismos.

A pequena diversidade detectada com o uso de marcadores pode, em
parte, ser explicada pelo fato de todos os acessos serem da mesma espécie e
terem sido coletados em regides proximas, isto é, a regido centro-norte do
Brasil. Abreu et al. (2004), ao estudarem divergéncia entre acessos de feijao-
de-vagem, mostraram que acessos geograficamente mais proximos séo
geneticamente mais similares. Resultados semelhantes foram encontrados por
Votava & Bosland (2001) ao estudarem diversidade em acessos de Capsicum
pubescens.

4.4.4 Andlise da Diversidade Genética Conjunta

Tendo como base a soma das matrizes de dissimilaridade originadas da
distancia generalizada de Mahalanobis, pelo indice de dissimilaridade de Cole-
Rodgers e pelo coeficiente de dissimilaridade de Nei & Li, os acessos 78 e 85
foram mais similares geneticamente (1,2003), enquanto que 86 e 94 foram os
mais dissimilares (16,9683). De acordo com a metodologia proposta por
Tocher, ocorreu a formagédo de dez grupos (Tabela 18), sendo o grupo um o
maior, composto por vinte e seis acessos. Os grupos 8, 9 e 10 foram formados
apenas por um acesso, respectivamente, 09, 86 e 44. O grupo 7 foi formado
pelos acessos 39 e 57. O grupo 6 foi formado pelos acessos 72, 79 e 17. Os
acessos 54, 56 e 59 formaram o grupo 5. Os acessos que formaram o grupo 4
foram 95, 101 e 100. Os acessos 93 e 94 formaram o grupo 3. O grupo dois foi
composto pelos acessos 14, 16, 32, 98 e 90. Os demais acessos, isto &, os
acessos 78, 85, 83, 84, 71, 70, 06, 05, 51, 34, 67, 46, 55, 22, 45, 40, 82, 27, 26,
07, 30, 19, 18, 53, 87, 76, 23 e 11 formaram o grupo um.
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Tabela 18: Agrupamento de quarenta e nove acessos de C. chinense pelo
método de Tocher, obtidos pelos métodos distancias de Mahalanobis, Cole -
Rodgers e Nei & Li.

GRUPO ACESSOS

01 78 85 83 84 71 70 06 05 51 34 67 46 55
22 45 40 82 27 26 07 30 19 18 53 87 76
23 11

02 14 16 32 98 90

03 93 94

04 95 101 100

05 54 56 59

06 72 79 17

07 39 57

08 09

09 86

10 44

Pode-se verificar que a diversidade resultante da analise em conjunto foi
maior que a obtida quando analisadas as caracteristicas morfoldgicas,
quantitativas e moleculares individualmente. Isso demonstra a contribuicao dos
diferentes tipos de caracteristica para a diversidade.

Pela comparagdo dos agrupamentos de Tocher, com base nas
caracteristicas morfolégicas e quantitativas, com grupos formados a partir da
analise molecular, constata-se semelhanga entre grupos. Pode-se verificar que
os acessos 93 e 94, nos dois métodos, formaram um grupo unico. Da mesma
forma, no agrupamento formado com caracteristicas em conjunto, nao
prevaleceu a sequéncia légica da concentragdo de capsaicina nos frutos; da
mesma forma, o agrupamento n&o seguiu a origem geografica pré-estabelecida
na coleta dos acessos.

A importancia da diversidade genética na determinagao de cruzamentos
entre os acessos mais divergentes visando explorar a heterose entre eles
mostra que os acessos 86 e 94 foram os que tiveram o melhor resultado. Isso
pode ser afirmado, uma vez que foram os mais distintos no conjunto das

caracteristicas estudadas.
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Figura16: Dendrograma estabelecido do padrdo de dissimilaridade
quantificado pelo método UPGMA, de 49 acessos de C. chinense, baseado
nas distancias de Mahalanobis, Cole-Rodgers e Nei e Li em conjunto. Vigosa,
2005.

4.5 Teste de Mantel

As matrizes de distancia de Mahalanobis, de dissimilaridade de Cole-
Rodgers e do complemento aritmético do indice de Nei & Li foram testadas
pelo teste de Mantel, e ndo foram significativas (Tabela 19). Como as
correlagdbes de Mantel ndo apresentam significAncia, cada conjunto de

caracteres avaliados, € independente quanto a avaliagao da diversidade.
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Tabela 19: Estimativas dos coeficientes de correlagcdo de Mantel entre as
matrizes de dissimilaridade de Mahalanobis, Cole-Rodgers e Nei & Li. Vigosa,
2005

Mahalanobis Cole-Rodgers Nei & li
Mahalanobis - -0,00834"™ -0,03699 "
Cole-Rodgers -0,00834 ™ - 0,16816 "
Nei & Li -0,02699 " 0,16916 " -

A deteccao de correlagdo nao significativa entre as matrizes de
dissimilaridade era esperada entre as matrizes de distancia de Mahalanobis e
Cole-Rodgers, pois nado havia sobreposicdo nas caracteristicas analisadas.
Entretanto, a correlagdo entre a matriz do complemento aritmético do indice de
Nei e Li com as demais matrizes era esperada, uma vez que a analise
molecular envolve todo o genoma em estudo. Por fim, os resultados indicam
que as regides analisadas por marcador molecular RAPD n&o correspondem
as regides génicas que controlam as caracteristicas quantitativas de fruto e as

caracteristicas morfologicas de planta.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pdde-se concluir que ha

diversidade genética entre os acessos de C. chinense avaliados.

O desempenho apresentado por alguns acessos permitiu selecionar
acessos para programas de melhoramento com diferentes objetivos, como
fonte de genes para o desenvolvimento de novas cultivares, para tipos de

industria alimenticia, ornamental e farmacéutica.

A caracteristica capsaicina total foi a que mais contribui para a

divergéncia entre os acessos.

O melhor acesso com caracteristicas de industria foi o BGH 4733-56

(56), e, para consumo in natura, o melhor acesso foi o BGH 6371-93 (93).
Os acessos mais divergentes, no geral, foram os acessos BGH 6239-86

(86) e BGH 6371-94 (94). Os mais similares foram BGH 6371-93 (93) e BGH
9371-94 (94).
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