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RESUMO GERAL

JUSTINO, E. V. MATURACAO FISIOLOGICA E TAXA DE CRUZAMENTO
NATURAL NA PRODUCAO DE SEMENTES DE Capsicum. Universidade de Brasilia.
Abril de 2013. Orientador: NASCIMENTO, W. M. Co-orientador: BOITEUX, L. S.

A implantacdo de um campo de producdo de qualquer espécie de planta propagada
sexuadamente, como as pimentas do género Capsicum deve ser feita empregando sementes de
alta qualidade. A qualidade é uma caracteristica multifatorial representada pela soma dos
atributos fisicos, fisioldgicos, genéticos e sanitarios, através do qual as sementes expressam
toda sua potencialidade em um determinado ambiente. A semente €, portanto, um insumo de
grande proeminéncia no processo produtivo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade
fisiolOgica e genética das sementes de espécies de Capsicum por meio, respectivamente de
estudos relacionados com a determinacao da maturidade fisiologica das sementes e com a taxa
de cruzamento natural. O trabalho foi conduzido nas instalacbes do campo experimental e
laboratdrios de sementes, de pds-colheita, de melhoramento genético e de analise gendmica
da Embrapa Hortalicas Brasilia-DF. Para a determinacdo da maturidade fisiologica das
sementes foi utilizada a cv. BRS Mari (C. baccatum var. pendulum). As sementes foram
obtidas de frutos colhidos em diferentes estadios de maturagdo, sendo aos 20, 30, 40, 50, 60,
70 e 80 dias apds a antese. Os frutos foram avaliados quanto ao teor de clorofila, teor de
capsaicina, coloracdo e comprimento, e as sementes quanto ao teor de umidade, matéria seca,
germinacdo, primeira contagem de germinacdo, emergéncia em casa de vegetacdo e
envelhecimento acelerado. Para a determinacdo da taxa de cruzamento natural foi utilizado
como genitor masculino a cultivar de pimenta (C. annuum) ‘BRS Garg¢a’ ¢ como genitor
feminino o pimentdo (C. annuum) ‘Magali R’. O primeiro fruto maduro do genitor feminino
foi colhido e as sementes extraidas, secadas e embaladas para posterior analise molecular.
Destas sementes, foram produzidas mudas em casa de vegetacédo e as folhas jovens coletadas
para extracdo de DNA. A andlise molecular foi realizada mediante o emprego da técnica de
PCR usando primers especificos para um gene (Pun-1) associado com a pungéncia de frutos.
De acordo com os resultados, a maturidade fisiologica das sementes de pimenta cv. BRS Mari

ocorreu aos 70 dias ap6s antese, onde os frutos apresentaram a coloragdo vermelha. Neste
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estadio de desenvolvimento, a umidade das sementes foi de 39% e a germinacdo e emergéncia
das plantulas de 88% e 77%, respectivamente. Notadamente, os picos mais altos da
concentracdo de capsaicina foram observados nesta fase. O marcador especifico para
capsaicina mostrou-se eficiente para quantificar as taxas de cruzamento natural em condicGes
naturais de Brasilia. A taxa de cruzamento natural que ocorreu nas plantas e sementes foi de
10,8% e 1,2%, respectivamente. Estes resultados demonstram a utilidade desse marcador
molecular na identificacdo da pureza genética das sementes bem como na manutencao,
multiplicacdo de germoplasma e na producdo de sementes comerciais de pimentas da espécie
C. annuum. Além disso, nossos resultados reforcam a necessidade, nas condi¢6es brasileiras,
de estabelecer sistemas de isolamento fisico visando garantir a pureza (qualidade) genética de

sementes de germoplasma de Capsicum.

Palavras-chave: Capsicum, maturidade fisiol6gica, capsaicina, marcador molecular, taxa de

cruzamento natural, qualidade genética, polinizacéo.



GENERAL ABSTRACT

JUSTINO, E. V. PHYSIOLOGICAL MATURITY AND NATURAL RATE CROSSING
IN SEED PRODUCTION OF Capsicum. University of Brasilia. April 2013. Adviser:
NASCIMENTO, W. M. Co-adviser: BOITEUX, L. S.

The use of high quality seeds is an important issue to be considered in order to
achieve a good stand establishment of field crops. Seed quality is a multifactor trait that
represents the sum of the physical, sanitary, physiological and genetic, through which the
seeds express all its potential in a given environment. The seed is thus an input of high
importance in the production process. The objective of the present work was to evaluate the
genetic and physiological quality of two Capsicum species in assays carried out to determine
the physiological maturity of seeds as well as the rate of natural crossing. The experiments
were carried out at the experimental fields and the laboratories from Embrapa Vegetables,
Brasilia, DF. The hot pepper ‘BRS Mari’ (C. baccatum var. pendulum) was used in the assays
aiming to determine the physiological seed maturity. Seeds of this cultivar were obtained
from fruits harvested at different maturity stages: 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 days after
anthesis. Color, length, chlorophyll and, capsaicin content were determined on the fruits and
seed moisture content, dry matter, germination, first count of germination, emergence under
greenhouse conditions and accelerated aging were determined on the seeds. For the
determination of the cross-pollination (outcrossing) rate under natural conditions, the hot
pepper (C. annuum) ‘BRS Garga’ as used as male parent and the bell pepper (C. annuum)
‘Magali R’ as used as female parent. The first mature fruit of the female parent was harvested;
the seeds were extracted, dried and packaged for subsequent analysis. Seedlings in the
greenhouse were produced and the young leaves collected for DNA extraction. Molecular
analysis was performed by using PCR assays with primers designed to target a gene (Pun-1)
associated with fruit pungency. The physiological maturity of ‘BRS Mari’ seeds occurred at
70 days after anthesis, where the fruits showed red color. At this stage, seed moisture content
was 39% and the germination and seedling emergence had 88% and 77% respectively.
Notably, the highest capsaicin accumulation levels were observed at this stage. The specific
marker molecular for fruit pungency was effective for quantifying natural outcrossing rates

under natural conditions in Brasilia-DF. The rate of cross-pollination determined at plant and
3



seed levels was 10.8% and 1.2%, respectively. These results indicated that this molecular
marker may be helpful in the determining genetic purity of commercial hot pepper seed
production. In addition, our results reinforce the notion that the physical isolation of the seed
production fields is highly recommended under Brazilian conditions in order to preserve the

genetic purity (quality) of Capsicum seeds.

Keywords: Capsicum, physiological maturity, capsaicin, molecular marker, natural

outcrossing rate, genetic quality, pollination.



1 INTRODUCAO GERAL

O género Capsicum L. é representado por diferentes grupos varietais englobando
desde os pimentdes até as pimentas doces e picantes (RIBEIRO e CRUZ, 2002). O Brasil ¢é
um importante centro de diversidade do género Capsicum, pois em seu territorio encontram-se
espécies de todos os niveis de domesticacdo (domesticadas, semidomesticadas, silvestres).
Dentre as cinco espécies domesticadas, apenas C. pubescens nao se encontra representada no
Brasil (NASCIMENTO et al., 2006).

Levando em conta a aceitacdo e impressionante rapidez de difuséo e utilizacdo
global, a pimenta-horticola pode ser considerada um alimento do mundo moderno, ainda que
dados argqueoldgicos mostrem o seu uso e consumo pelos povos nativos ha milhares de anos
(REIFSCHNEIDER, 2000). Sdo denominadas horticolas para diferencia-las de outras
pimentas, como a pimenta-do-reino ou pimenta-preta (Piper nigrum L., da familia
Peperaceae), a pimenta-rosa (Schinus molle L., da familia Anacardiaceae) e a pimenta-da-
jamaica (Pimenta officinalis Lindl., da familia Myrtaceae). Nao apresentam parentesco entre
si, todas se mostram com propriedades quimicas distintas (CARVALHO e BIANCHETTI,
2008).

As pimentas sdo amplamente difundidas entre as populagdes, que as utilizam como
condimento, planta medicinal, hortalica convencional e mais recentemente planta ornamental
(NASCIMENTO et al.,, 2006). Sado fontes de proteinas, glicidios, lipideos, minerais e
vitaminas A, C e E, além de conter em sua composicdo os alcaléides, denominados
capsaicindides, que atuam em varias areas do corpo como antioxidantes que blogueiam o
efeito danoso dos radicais livres, prevenindo algumas doengas (SOUZA e SILVA, 1999).
Esses beneficios foram descobertos pelos povos primitivos ha milhares de anos e s6 agora

estdo sendo comprovados pela ciéncia.

Até pouco tempo, o cultivo de pimentas era considerado como atividade secundaria;
hoje sofreu grandes transformagdes para atender as demandas internas e externas do mercado
consumidor, assumindo grande importancia para o Pais. Isso se deve a agregacdo de valor ao
produto, na forma de conservas, molhos, pés (paprica), flocos (pimenta calabresa), doces,
geléias, embutidos, dentre outras (NASCIMENTO et al., 2006). O cultivo de pimenta



apresenta-se como um segmento de grande importancia social, realizado desde pequenos a
grandes produtores, e se ajusta perfeitamente aos modelos de agricultura familiar e de
integracdo pequeno agricultor-agroindustrias (REIFSCHNEIDER, 2000). O negdcio de
pimentas € um importante segmento do mercado agricola brasileiro, com forte expressdo na
indUstria alimenticia, farmacéutica e cosmeética. O agronegocio brasileiro de Capsicum é
muito amplo e promissor, e vem se tornando um dos mais importantes entre as hortalicas
(RUFINO e PENTEADO, 2006). Possui grande importancia socio-econdmica, pois envolve
diferentes segmentos, como cultivos para auto-consumo, desde pequenas plantacdes e fabricas
artesanais caseiras, até a exportacao de paprica por empresas multinacionais que competem no
mercado internacional de especiarias e temperos. A crescente demanda do mercado tem
impulsionado o aumento da area cultivada e o estabelecimento de agroindustrias, tornando o
agronegocio de pimentas (doces e picantes) um dos mais importantes do pais
(NASCIMENTO et al., 2006).

As pimentas, com sua gama de cores, formas e pungéncia, fazem parte de valioso
patrimdnio genético da biodiversidade brasileira. Na década de 80, a Embrapa Hortalicas e a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia iniciaram coletas e intercdmbio de pimentas de
diferentes tipos (REIFSCHNEIDER, 2000). No mercado mundial de sementes de hortaligas,
as solanaceas representam a familia de maior importancia, com cerca de 25% do faturamento
mundial. No seu programa de melhoramento genético de solanaceas, a Embrapa Hortalicas
desenvolveu diversas cultivares para processamento industrial e recentemente, disponibilizou
algumas cultivares de pimenta para a agricultura familiar: ‘BRS Mari’, ‘BRS Moema’ ¢ ‘BRS
Seriema’. As cultivares ‘BRS Sarakura’, ‘BRS Garga’ e ‘BRS Mari’ foram caracterizadas
morfologicamente por meio de 48 descritores estabelecidos pelo Servico Nacional de
Protecdo de Cultivares (SNPC) e encaminhadas, em 2009, para 0 processo de protecdo no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. O programa de melhoramento de
Capsicum da Embrapa, a partir de materiais do Banco de Germoplasma, esta desenvolvendo
pimentdes e pimentas doces para paprica e pimentas picantes com resisténcia a doencas e com

melhores caracteristicas agronémicas e industriais.

Atualmente, a Embrapa recebe cooperacdo técnica e financeira de trés projetos
firmados em 2008: Macroprograma 2 da Embrapa, Projeto financiado pelo CNPq e o Contrato
de Parceria em Pesquisa e Desenvolvimento Agropecudrios entre a Empresa Sakura-Nakaya

Industria de Alimentos Ltda. e a Embrapa, que tém as pimentas e 0s pimentdes como
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importantes matérias-primas (CARVALHO et al., 2009b). O Banco de Germoplasma de
Capsicum da Embrapa Hortalicas foi iniciado ha 29 anos e dispde de uma colecdo de quase
3000 acessos, entre cultivares de polinizacdo aberta, hibridos, populacdes de materiais
cultivados, linhagens e materiais silvestres, representados principalmente pelas espécies
domesticadas de C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens, provenientes de varios
paises e regides brasileiras. E referéncia no Brasil e no exterior, pois é uma das maiores
colecbes em numeros de acessos e de variabilidade genética e, provavelmente, a Unica que
possui espécies silvestres. A ampla variabilidade é verificada quanto a coloracéo, formacéo de
fruto, aroma, picancia (pungéncia ou ardume), resisténcia multipla a doencas e arquitetura de
planta ornamental. Fato esse que permite a selecdo de gen6tipos superiores com potencial
para diversos nichos de mercados, beneficiando tanto os pequenos agricultores como as
grandes agroindustrias (CARVALHO et al., 2009b).

A expressao fenotipica das caracteristicas de interesse agronémico, verificada por
meio da avaliacdo agronémica, € de fundamental importancia para o melhorista de plantas
(HIDALGO, 2003). O uso de técnicas moleculares € um instrumento aplicavel importante
para o estudo da diversidade genética de uma espécie e de caracteristicas de uso em
programas de melhoramento vegetal e em programas de conservacéo, caracterizagao e uso de
recursos genéticos (FALEIRO, 2007). Assim, a caracterizacdo molecular é uma ferramenta
util para a avaliacdo da diversidade genética de colecfes de germoplasma, pois 0s marcadores
moleculares podem ser obtidos em grande numero, apresentam comportamento mendeliano,
sdo distribuidos por todo o genoma, sdo neutros e ndo sofrem implicacdes ambientais. Além
dessas vantagens, contribui na tomada de decisdo nos processos de coleta, manejo e
intercdmbio de acessos, em bancos de germoplasma, bem como auxilia na escolha de
genitores a serem utilizados em programas de melhoramento (FALEIRO, 2007). Através do

estudo genético e fisioldgico é possivel melhorar a qualidade das sementes de Capsicum sp.

Assim, este trabalho buscou avaliar a qualidade genética e fisiologica das sementes
de Capsicum sp. por meio de estudos relacionados com a maturacdo dos frutos e a taxa de

cruzamento natural.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem das pimentas

As pimentas e os pimentdes pertencem ao género Capsicum e a familia de maior
importancia entre as hortalicas cultivadas, Solanaceae, assim como o tomate, a berinjela, a
batata e o jil6. S&o originarias do continente americano e sua disseminacdo pelos demais
continentes iniciou-se a época das grandes navegacdes, no final do século XV (MAISTRE,
1964). Ha& registros do seu consumo de aproximadamente 9000 a. C. em exploragdes
arqueoldgicas no México. Os indios nativos das Américas utilizavam a pimenta de forma
continua, tanto na alimentacdo como armas de guerra, antes mesmo do descobrimento do
Brasil. Quando atacavam, queimavam montes de pés dessa planta perto das fortificacbes dos
inimigos, criando uma fumaca afugentadora (REIFSCHNEIDER, 2000).

A contribuicdo histdrica na disseminacdo destas plantas pelo mundo, eficientemente
feita pelos navegadores portugueses e pelos povos que eram transportados juntos as grandes
embarcacdes, possibilitou que essas espécies de pimenta picantes e doces, viajassem pelo
mundo. As pimentas foram, entdo, introduzidas na Africa, Europa e posteriormente, na Asia
(REIFSCHNEIDER, 2000). Séo cultivadas, atualmente, em regides tropicais e temperadas de

todo 0 mundo como condimento ou hortalica.

2.2 Caracteristicas botanicas

A taxonomia dentro do género Capsicum é complexa, devido a grande variabilidade
de formas existentes nas espécies cultivadas e a diversidade de critérios utilizados na
classificacdo. Na década de 1950, diversas espécies de Capsicum foram classificadas dentro
de outros géneros (BOSLAND e VOTAVA, 1999). Atualmente, pelo menos 30 espécies de

Capsicum sdo reconhecidas, sendo cinco domesticadas (largamente cultivadas) e 25



semidomesticadas (pouco cultivadas) e silvestres, ndo cultivadas comercialmente
(PICKERSGILL, 1997). Das espécies cultivadas: C. annuum (pimentdo, pimentas e pimentas
ornamentais), C. baccatum (pimentas dos grupos varietais dedo-de-moca, cambuci e chapéu-
de-frade), C. chinense (pimentas-de-cheiro ou pimenta-de-bode, murici, murupi e pimenta-de-
bico), C. frutescens (pimentas malagueta e tabasco) e C. pubescens, apenas a ultima ndo €
cultivada no Brasil (CASALI e COUTO, 1984; NUEZ et al., 1996; PICKERSGILL, 1997
BOSLAND e VOTAVA, 2000). As principais caracteristicas utilizadas na distingdo das
espécies sdo relativas a morfologia floral. No que se refere a esse atributo, considera-se o
namero de flores por no, posicdo da flor e do pedicelo, coloragdo da corola e da antera,
presenca ou auséncia de manchas no lobo das pétalas e margem do célice, formato dos frutos
e caracteristicas morfoldgicas das sementes (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

As espécies domesticadas de Capsicum geralmente sdo autdégamas, ou seja, Sao
autopolinizadas (o polen de uma flor fecunda o estigma da mesma flor), facilitando a
reproducdo. No processo de autogamia ndo ocorre recombinacao genética e, por isso, todos 0s
frutos provenientes de uma mesma planta serdo iguais e as sementes produzirdo plantas
semelhantes. Entretanto, pode ocorrer algum fluxo génico devido a presenca de insetos
polinizadores entre variedades e até mesmo entre diferentes espécies do género, pois pode
ocorrer alguma taxa de alogamia (polinizacdo cruzada) favorecida por diferentes taxas de
compatibilidade (REIFSCHNEIDER et al., 2008). Dependendo da localizagdo e espagamento
das plantas, populacdo de insetos e outras condicdes ambientais, a taxa de alogamia pode
variar entre 2 a 90% (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008; PICKERSGILL, 1997). As
espécies C. chinense e C. frutescens podem ser cruzadas facilmente entre si, ja 0 cruzamento
com C. annuum sé é facilitado quanto esta for utilizada como espécie doadora de polen
(GREENLEAF, 1986).

Essas espécies botanicas constituem um grupo com caracteristicas proprias, que
produzem frutos geralmente com sabor picante, embora também existam pimentas doces. S&o
plantas arbustivas, com caule resistente, perene, atingindo 1,20 m de altura, com amplas
ramificacOes laterais. Os frutos em sua maioria variam de 1 a 12 cm de comprimento e, 0
formato varia segundo a espécie, ha frutos alongados, arredondados, triangulares e quadrados,
pouco ou muito enrugados, de cores variaveis, amarelo, laranja, verde, vermelho, roxo e
marrom (CARVALHO e BIANCHETT]I, 2008). A pimenteira se adapta muito bem aos climas

guentes, sendo sensivel a baixas temperaturas e ndo tolera geada (NASCIMENTO et al.,
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2006). A altura e a forma da planta variam de acordo com a espécie e com as condicfes de
cultivo. Quanto a arquitetura, as plantas predominantes no género Capsicum podem ser
classificadas como arbustos perenes, embora em algumas partes do mundo se comportem
como anuais (BOSLAND, 1996).

O sistema de ramificacdo segue um padrdo tipico de dicotomia e inicia-se quando a
plantula atinge de 15 a 20 cm de altura. As hastes podem variar de glabras até muito pilosas,
podendo apresentar antocianina ao longo de seu comprimento e/ou nos nés. Um ramo jovem
sempre € finalizado em uma ou muitas flores. Quando isso ocorre, dois novos ramos
vegetativos emergem das axilas das folhas e continuardo o crescimento até formar novas
flores. As flores tipicas sdo hermafroditas, ou seja, a mesma flor produz gametas masculinos e
femininos, possuem céalice com cinco sépalas, e em alguns casos, podem ocorrer de seis a
oito, a corola possui cinco pétalas podendo, em alguns casos, variar de seis a oito. Para a
identificacdo das espécies, 0s taxonomistas examinam principalmente as flores que variam
com relacdo a caracteristicas morfoldgicas como posicao da flor e do pedicelo, nimero de
flores por nd, coloracdo da corola e da antera, presenca ou auséncias de manchas nos lobos
das pétalas e margem do calice (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

As raizes sdo do tipo pivotante, com um numero elevado de ramificacOes laterais,
podendo atingir até 70 a 120 cm de profundidade. As folhas apresentam tamanho, formato,
coloracgéo e pilosidade variados. Tipicamente, as folhas apresentam coloragdo verde, embora
possam existir folhas violetas e variegadas. Quanto ao formato do limbo foliar, pode variar de
ovalado, lanceolado a deltéide (BOSLAND e VOTAVA, 1999).

Em termos boténicos, o fruto é definido como uma baga, glabro, deciduo ou
persistente, com pedicelos frutiferos eretos ou pendentes. Essa variabilidade se deve a
maultiplas formas, tamanhos, cores e teores de pungéncia. Por observacdo de determinadas
caracteristicas morfoldgicas e diferentes usos, é possivel diferenciar as pimentas dos
pimentdes. As pimentas sdo geralmente menores, de formato variado e caracteristica
predominantemente pungente. Sdo usadas principalmente como condimento. J& os pimentdes
sdo frutos bem maiores que as pimentas variando de 10 a 20 cm de comprimento por 6 a 12
cm de largura, de formato retangular, quadrado a retangular, e ndo apresentam capsaicina
(pungéncia) em sua composicdo (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).
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O pimentdo e vérias pimentas pertencentes a espécie C. annuum apresentam flores
solitarias e corola branca. A diferenca entre pimenta e pimentdo é de natureza genética e
devida, provavelmente, a uma mutacdo no carater responsavel pela pungéncia das pimentas,
sendo a capsaicina um dos principais componentes responsaveis por esse carater, dando
origem a plantas ndo - pungentes. A pungéncia é um carater dominante, mas bastante afetado
pelo ambiente. A partir da descoberta do tipo doce, a pimenta foi sendo selecionada pelo
homem, visando a obtencdo de frutos maiores e a manutencdo do carater ndo - pungente,
originando o pimentdo (PICKERSGILL, 1971; PICKERSGILL, 1997).

2.3 Principais espécies domesticadas de Capsicum encontrados no Brasil

2.3.1 Capsicum annuum L. var. annuum

A espécie compreende os tipos mais comuns do género Capsicum, como 0S
pimentdes e algumas pimentas como as doces, destinadas para paprica, as pimentas pungentes
jalapefio, cayenne, cereja, serrano, entre outras, além das ornamentais (CARVALHO e
BIANCHETTI, 2008). Existe uma grande variabilidade fenotipica nos gendtipos resultante,
provavelmente, do processo de domesticacdo e posterior selecdo e melhoramento genético,
incluindo cruzamentos interespecificos (RIBEIRO et al., 2008). Acessos desta espécie sdo
encontrados tanto na forma selvagem quanto na cultivada. Em seu ambiente selvagem, a
planta é semi-perene e com habito de crescimento ereto. Quando cultivada, é conduzida de

forma anual, apresentando-se como planta herbacea (RIBEIRO et al., 2008).

As flores dos diferentes tipos de Capsicum annuum var. annuum sdo hermafroditas,
uniformes, apresentando geralmente uma flor por no, raramente mais e ocasionalmente
fasciculadas. Apresentam pedicelos eretos, pendentes ou inclinados, na fase de antese. A
corola é branca, raramente violeta, sem mancha na base dos lobos, € as anteras geralmente sao
azuladas (CASALI e COUTO, 1984). Nas flores, o calice e bastante pronunciado, devido ao
prolongamento das nervuras, sendo que no fruto este verticilo se apresenta pouco dentado e

sem constricdo anelar com o pedicelo. Os frutos podem ser extremamente diferentes quanto
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ao formato, tamanho, coloracdo, pungéncia e posi¢ao na planta (REIFSCHNEIDER, 2000).
As sementes sdo da cor amarelo-palha (CASALI e COUTO, 1984).

2.3.2 Capsicum baccatum L. var. pendulum (Willd.) Eshbaugh

Os tipos mais comuns e cultivados da espécie C. baccatum no Brasil s&o as pimentas
dedo-de-moca, também conhecidas como chifre-de-veado, calabresa ou pimenta-vermelha;
pimenta-cambuci ou chapéu de frade (RIBEIRO et al., 2008). No Brasil sdo encontradas com
maior frequéncia na Regido Sul. As pimentas mais cultivadas desta espécie sdo as do tipo
dedo-de-moca ou chifre-de-vedo e a cambuci ou chapéu-de-frade. Neste grupo, a pungéncia
dos frutos é variavel de pungentes a ndo pungentes, tais como a pimenta Cambuci,
predominando a pungéncia suave a mediana. Esta espécie apresenta duas variedades

boténicas: C. baccatum var. pendulum e C. baccatum var. baccatum (RIBEIRO et al., 2008).

As plantas, quando mantidas por alguns anos, chegam a formar verdadeiros arbustos,
chegando a 3,0 m de altura, folhas membranaceas longipecioladas e caule apresentando
dicotomia evidente com pedicelo ereto durante a antese (CARVALHO e BIANCHETTI,
2008). As flores sdo em numero de uma a duas por nd. A corola é branca e sempre com
manchas amareladas ou esverdeadas na base de cada lobo das pétalas, o célice, quando o fruto
estd maduro, possui apéndices pronunciados e sem constricdo anelar. As anteras geralmente
sdo amarelas (REIFSCHNEIDER, 2000). Os frutos sdo pequenos, de coloracdo vermelha
guando maduros, e dependendo da variedade podem ser alongados, arredondados ou ovalados
(BIANCHETTI, 1996; CARVALHO et. al., 2009a). As sementes séo claras, amarelas, beges
ou brancas (CASALI e COUTO, 1984).

2.3.3 Capsicum chinense Jacquin

A Bacia Amazonica é o principal centro de diversidade dessa espécie, embora possa

ser encontrada desde a América Central até o Sul do Brasil, por isso Capsicum chinense é
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considerada a mais brasileira das espécies domesticadas (REIFSCHNEIDER et al., 2000). O
nome da espécie, Capsicum chinense, classificado por Nicolaus Joseph Von Jacquin surgiu de
um equivoco, quando este pesquisador supunha que este gendtipo fosse originario da China
(BOSLAND e VOTAVA, 1999).

No Brasil, a espécie ¢ representada pelas pimentas-de-cheiro, pimenta-bode, cumari-
do-Para, murupi, habanero e pimenta-biquinho. Devido ao estreito relacionamento genético,
essa espécie pode ser facilmente confundida com C. frutescens. A planta apresenta folhas
glabras de formato ovado a ovado lanceoladas e os ramos também sdo desprovidos de pelos
(CARVALHO e BIANCHETTI, 2008). As flores estdo dispostas de duas a cinco por no,
raramente solitarias, apresentam corola, predominantemente, branca-esverdeada, sem
manchas amareladas na base dos lobos. Geralmente, as anteras sdo azuis, roxas, violetas ou
amarelas, o célice tem cinco apéndices ou as vezes desprovido destes, o pedicelo é pendente,
raramente ereto, e os frutos com 1,0 a 12 cm de comprimento apresentado formas e cores
variadas (LUZ, 2007). A principal distincdo morfologica desta espécie € uma constricao
anelar entre o calice e o pedinculo (CARVALHO e BIANCHETT]I, 2008).

2.3.4 Capsicum frutescens L.

Os tipos mais comuns desta espécie sdo as pimentas malaguetas, assim chamadas no
Brasil, e nos Estados Unidos sdo conhecidas como tabascos. Estas pimentas sdo
extremamente picantes (com alta concentracdo de capsaicindides), e amplamente
disseminadas no Brasil (CASALI e COUTO, 1984). Esta espécie apresenta variabilidade

morfolégica bem menor quando comparadas as outras espécies.

As plantas sdo arbustivas, vigorosas, com altura de 0,9 a 1,2 m e bastante
ramificadas, folhas glabras de formato oval a alongadas, medindo de 7-13 x 5-7 cm e pedicelo
ereto, durante a antese. Suas flores estdo agrupadas de uma a trés por nd, ocasionalmente
fasciculadas. Apresentam corola de cor branca esverdeada e sem manchas, pedicelos
tipicamente eretos e anteras geralmente azuis, roxas ou violetas (REIFSCHNEIDER, 2000).
Os frutos sdo pequenos de formato alongado e quando maduros, sdo de coloragdo vermelha,
bem picante, com 2,5 a 5,0 cm de comprimento e 0,3 a 0,5 cm de didmetro (CARVALHO et
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al., 2006). Trata-se de um grupo de pimentas mais conhecido, destinado tanto ao consumo in

natura como em conservas e molhos.

2.4 Importancia nutricional

A importancia das pimentas esti atribuida ao sabor, ao aroma e a composi¢do
quimica, a qual € constituida por carboidratos, proteinas, lipideos, fibras, sais minerais e
vitaminas A, By, By, C e E. A concentracdo de vitamina C (&cido ascorbico) pode chegar até
250 mg por 100 gramas de fruto fresco (BOSLAND e VOTAVA, 2000). Este valor é
comparavel ao da goiaba (200 mg por 100 g de fruto), porém, esta abaixo da concentracao da
acerola, que pode atingir até 1800 mg por 100 g de fruto fresco (COSTA et al., 2001), mas
superando o da laranja, com 60 mg por 100 g de polpa (CARVALHO, 1984). O conteudo de
acido ascorbico em frutos de C. annuum varia de 65,5 mg a 136,1 mg por 100 g de fruto
fresco (YAHIA et al.,2001). Os teores de vitamina C em frutos de coloragéo branca, roxa ou
preta sdo menores quando comparados com frutos maduros de coloracdo vermelha, amarela
ou laranja (SIMONNE et al., 1997).

Com relacdo a vitamina A, os frutos de pimenta sdo ricos, visto que trés a quatro
gramas de fruto vermelho atendem as necessidades diarias dessa vitamina no organismo
adulto. Os valores de vitamina A encontrados sd@o aproximados aos encontrados na cenoura
(SIMOES et al., 2004). Essa vitamina esta presente nos frutos de pimenta na forma de pro-
vitamina A, que sdo os « e [3-carotenos e a criptoxantina. Dessas trés substancias, a mais
importante é o B-caroteno, pois, além de encontrar-se em maior proporcdo 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). Pimentas malaguetas contém até 11.000 Ul de vitamina A, valor
equivalente ao da cenoura até 13.000 Ul de vitamina A, considerada fonte de altos teores de
vitamina A (CARVALHO, 1984). Além dos carotenoides, 0s capsaicinoides, as vitaminas e

0s acidos volateis determinam a cor e o sabor aos frutos de pimenta (NUEZ et al., 1996).

Os carotendides sdo pigmentos naturais encontrados em plantas de Capsicum
associados a cor vermelha dos frutos maduros. Sua varidvel composicdo e concentragdo €
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responséavel por frutos diversamente coloridos (WILDMAN, 2000). Estes pigmentos s&o
basicamente formados por compostos dos grupos dos carotendides (capsantina, capsorubina,
caroteno, zeaxantina e criptoxantina) e dos grupos dos flavondides (OLIVEIRA, 1978). Tais
pigmentos tém sido amplamente utilizados como corantes em varias linhas de produtos
processados (CASALI e STRINGHETA, 1984). Os carotendides p-caroteno, criptoxantina e
zeaxantina sdo precursores da rota biossintética da maturagdo dos frutos, enquanto capsantina
e capsorubina sdo carotenoides terminais, isto €, sdo responsaveis pela expressao 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 [3-caroteno e violaxantina, com
cerca de 10% cada, criptoxantina e capsorubina, com 6% cada e criptocapsina, com cerca de
4%. Os demais representam menos de 2% do total no fruto (NUEZ et al., 1996). Estes
compostos apresentam importantes funcées fisioldgicas no tecido vegetal atuando na chamada
“fungdo de antena”, absorvendo o excesso de energia luminosa e dissipando-a sob a forma de
calor (BILGER et al., 1995). Alguns carotenoides apresentam também a acao de pro-vitamina
A, que é convertida durante a digestao para o retinol, forma ativa da vitamina A (FRASER e
BRAMLEY, 2004).

Além destes compostos, também sédo atribuidas as pimentas, algumas propriedades
medicinais por conter em sua composicao um alcalGide, a capsaicina, que atua em varias areas
do corpo como antioxidante, anti-inflamatério, cicatrizante, estimulante da circulacdo
sanguinea e da digestdo, controla os niveis de glicose no sangue; provoca bem-estar, devido a
estimulacdo a liberacdo de endorfinas, fabricadas no cérebro e responsaveis por sensacoes
agradaveis, gerando bom humor (CARVALHO, 2005). Alivia dores de cabeca, musculares,
reumaticas, queimaduras, articulacdes, gota, lombalgia e torcicolo. Auxilia na dissolucdo de
coagulos sanguineos, no controle do colesterol, no aumento da capacidade pulmonar, na
gastrite aguda e ajuda no tratamento da rinite alérgica. Esses beneficios foram descobertos
pelos povos primitivos ha milhares de anos e s6 agora estdo sendo comprovados pela ciéncia
(CARVALHO, 2005).

Os capsaicindides sdo responsaveis também, pelo sabor pungente atribuido as
pimentas. Dentre os capsaicindides, 0 componente mais importante é a capsaicina (70%),
seguida da diidrocapsaicina (20%), entre outros (LUZ, 2007). Tais alcaloides séo produzidos
na placenta e liberados quando o fruto sofre qualquer dano fisico, conferindo efeito picante,

caracteristica exclusiva do género Capsicum. O nivel de pungéncia das pimentas é medida por
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uma escala de anélise sensorial conhecida como Unidades de Calor Scoville (Scoville Heat
Units — SHU) com aparelhos especificos como o de Cromatografia Liquida de Alta Precisdo
(HPLC). 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 néo
pungente (até 700 SHU), ligeiramente pungente (700 - 3.000 SHU), moderadamente
pungente (3.000 - 25.000 SHU), pungente (25.000 - 70.000 unidades Scoville de calor) e
muito pungente (acima de 80.000 SHU) (BOSLAND, 1993).

Os primeiros estudos realizados no inicio do século XX sobre o niUmero de genes que
controlam a pungéncia afirmavam ser uma caracteristica monogénica (GREENLEAF, 1986).
A teoria poligénica foi proposta por Ohta em 1960, quando os teores de capsaicina nos frutos
passaram a ser determinados pelo uso das técnicas de cromatografia e espectrofotometria
(GREENLEAF, 1986).

Em estudos com hibridos de C. annuum e C. chinense foram verificados a heranca da
capsaicina e foi concluido que a sintese de capsaicindides é controlada por diferentes genes e
apresenta heranca quantitativa, o que explica a variacdo nos niveis de capsaicindides nos
frutos de pimenta (ZEWDIE e BOSLAND, 2001). Essa substancia presente nas pimentas
picantes, a capsaicina, € utilizada pelas industrias de cosméticos para fabricagdo de xampus
antiqueda e anticaspa; na industria farmacéutica para formulacdo de pomadas para artrite e
artrose e, no famoso emplastro ‘Sabid’, e, também, utilizada como arma, na forma de spray de
pimenta (HENZ e COSTA, 2005).

2.4.1 Potencial antioxidante das pimentas

O efeito nutracéutico dos compostos carotendides em seres humanos e animais se
deve ao elevado poder antioxidante destes compostos, atuando na eliminacdo de radicais
livres e protegendo as células de sua acdo nociva (CASALI e STRINGHETA, 1984).

A peroxidacédo dos lipidios das membranas celulares é apenas um exemplo de leséo
biolégica que pode ser promovida pelos radicais livres, uma vez que praticamente todas as

biomoléculas sdo suscetiveis a oxidagdo (HALLIWELL, 1999). H& uma importante
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correlagdo entre a formacdo dos radicais livres com a maior parte das doengas cronico-
degenerativas, doencas auto-imunes, infecciosas e inflamatorias. Os radicais livres séo

instaveis e sdo interceptados pela acdo de agentes antioxidantes (OLSZEWER, 2000).

Estudos para verificar a atividade antioxidante dos frutos de pimenta, conforme o seu
estadio de maturidade, relatam que h& uma diferenca na atividade antioxidante entre os frutos
verdes e 0s maduros, sendo que os frutos maduros apresentam maior atividade antioxidante
(PERUCKA e OLESZEK, 2000).

Os flavonoides sdo pigmentos naturais presentes em vegetais e que protegem o
organismo do dano produzido por agentes oxidantes, como os raios ultravioleta, substancias
quimicas presentes nos alimentos, poluicdo ambiental, etc. Como o0 organismo humano nao
pode produzir estas substancias quimicas protetoras, as mesmas devem ser obtidas mediante
alimentacdo ou em forma de suplemento (TOPUZ e OZDEMIR, 2004). A quercitina e a
tuteolina sdo flavondides encontrados em maior conteldo nas pimentas e apresentadas de
forma conjugada. Luteolina tem maior atividade antioxidante seguida pela capsaicina e pela
quercitina (LEE et al., 2005).

2.4.2 Propriedades anticancer e antimutagénica das pimentas

Uma vez que a mutacdo é um dos mecanismos pelo qual o cancer é causado, uma
substancia antimutagénica provavelmente poderd prevenir a carcinogénese. Pesquisas
extensivas nos ultimos anos revelaram que o consumo regular de frutas e hortalicas pode
reduzir o risco de adquirir especificos tipos de cancer (GOLSBY, 2002). Em um estudo
conduzido no México analisando o efeito de extrato de pimenta na mutagenicidade de
amostras de ar da cidade, revelou que o extrato foi capaz de modular a atividade mutagénica
das amostras, e que a clorofila e 0 betacaroteno encontrados no extrato mostraram efeito

antimutagénico contra compostos nitro-aromaticos (KOUL e KAPIL, 1993).

A capsaicina possui propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas através da
inibicdo de enzimas que poderiam iniciar a mutacdo de células ou através da inibicdo de

metabolitos carcinogénico, como, por exemplo, 0 NNK [4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-
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1-butanone] do tabaco (MODLY, 1986). A acdo protetora desta molécula também parece ser
eficaz contra efeitos maléficos de carcindgenos presentes no tabaco (nitrosamina) e no cigarro
(benzopireno) (SUHR et al., 2002). Um estudo de caso-controle realizado na Italia mostrou
que o consumo de capsaicina pode diminuir o risco de desenvolver cancer gastrico. O alto
risco de cancer gastrico encontrou-se relacionado especialmente ao uso do sal, enquanto que o
baixo risco estava relacionado ao consumo de temperos, azeite de oliva e alho (BAYNES e
DOMINICZAK, 2000). Alguns fitoquimicos derivados de frutas e vegetais, como a
capsaicina (das pimentas), o licopeno (do tomate), a alicina (do alho), a genisteina (da soja), 0
resveratrol (do vinho) e o eugenol (do cravo) sdo agentes quimiopreventivos. Estes agentes
apresentam grande valor terapéutico ndo somente na prevencdo, como também tém sido
usados como adjuvantes nas terapias, pois dados revelam que podem reverter a
qguimioresisténcia e radioresisténcia em pacientes em tratamento de cancer (DORAI e
AGGARWAL, 2004).

2.5 Importancia para o Brasil

As pimentas e o0s pimentdes sdo cultivados, praticamente, em todo o mundo,
principalmente na China, Tailandia, Coréia do Sul, india, Jap&o, México, e nos Estados
Unidos (RUFINO e PENTEADO, 2006). No Brasil, sdo cultivados cerca de 13.000 hectares
com pimentdo e pimentas doces e picantes, com uma producdo aproximada de 280.000
toneladas (EMBRAPA, 2002). O cultivo de pimentbes doces para consumo in natura ocorre
praticamente em todas as regides. Recursos na ordem de US$ 1,5 milhdo/ano sédo
movimentados na comercializacdo de sementes de cultivares melhoradas e hibridos para o
segmento de pimentdes para mesa (EMBRAPA, 2002). Parte da producdo brasileira de
pimentas € exportada, em diferentes formas, como péprica, pasta, desidratada e conservas
ornamentais. Em 2005, o volume de exportacdes de Capsicum atingiu 9.222 toneladas, no
valor aproximado de US$ 23.500.000, se posicionando abaixo do meldo na pauta de hortalicas
exportadas e dentro do grupo das dez hortalicas mais importantes no pais (NAPOLEAO,
2006).
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Um aspecto importante € a caréncia de dados estatisticos amplos, reais e
consolidados sobre producéo e area cultivada com pimenta-horticola no Brasil. Essa situagdo
tem como uma das causas a forma de cultivo e a comercializacdo dessa hortalica. A pimenta é
cultivada, tradicionalmente, em muitos locais e em areas pequenas, cujo comércio também é
local e onde ndo séo feitas coletas de dados de producdo. As informacgdes disponiveis,
atualmente, sdo aquelas geradas pelo produto que passa pelas centrais de abastecimento e néo
representam a realidade do agronegdcio da pimenta no Brasil. Sdo dados subestimados tanto
pelo volume produzido quanto pela diversidade de produto. Ha caréncia de informagdes
quantitativas sobre o produto processado nos seus diversos segmentos (molhos, conservas,
geléias etc.) e modos de producédo (industrial e artesanal). Finalmente, também ndo ha dados
sobre o mercado de pimenta ornamental (NASCIMENTO, 2004).

O cultivo de pimentas estd se modificando com a influéncia de novos nichos de
mercado. Além de assumir grande importancia para o Pais, esta aquecendo o mercado
mundial com o aumento das exportacdes (NASCIMENTO et al., 2006). E um dos melhores
exemplos de integracdo pequeno agricultor-agroindustria, principalmente em se tratando de
uma cultura geradora de emprego e renda (REIFSCHNEIDER, 2000). Por ser uma cultura que
demanda muita m&o-de-obra, principalmente por ocasido da colheita (uma pessoa colhe de 8 a
10 kg de pimenta por dia), torna-se uma lavoura caracteristica da agricultura familiar. A
cultura apresenta também elevada taxa de retorno do investimento, com uma renda bruta que
oscila entre R$ 4 e 25 mil/ha/ano (VILELA et al., 2008; GONCALVES, 2004). No Brasil,
cultivam-se pimentas do género Capsicum em praticamente todos os estados da federacéo,
sendo os principais produtores Minas Gerais, Goias, S&do Paulo, Ceard e Rio Grande do Sul
(NASCIMENTO et al., 2006). A area anual cultivada com pimentas é de cerca de cinco mil
hectares, com producdo aproximada de setenta e cinco mil toneladas (REIFSCHNEIDER e
RIBEIRO, 2008). A produtividade média depende do tipo de pimenta cultivada, variando de
10 t/ha a 30 t/ha (REIFSCHNEIDER e RIBEIRO, 2008).

A crescente demanda do mercado tem impulsionado o0 aumento da area cultivada e o
estabelecimento de agroindustrias, tornando o agronegocio de pimentas (doces e picantes) um
dos segmentos importantes do pais (RUFINO e PENTEADO, 2006). Além dos diversos usos,
0 mercado de pimentas no Brasil estd sofrendo grandes modificacbes pela exploracdo de
novas variedades e pelo desenvolvimento de produtos com grande valor agregado. Exemplos

sdo 0 caso da pimenta processada, convertida e usada em molhos, sopas em pd de preparo
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instantaneo, geleias, bombons, embutidos de carnes, principalmente linguigas, salames e
salsichas, corantes naturais, ragdes de aves, massas, biscoitos, patés, “ketchup”, maionese,

dentre outras (NASCIMENTO, 2004).

Outras caracteristicas de interesse, que estimulam o consumo e a producdo das
espécies do género Capsicum é a ampla utilizagdo na culinéria, devido as suas propriedades
de acentuar sabor, aroma e cor a diversos pratos. Considerando o consumo dos frutos verdes e
in natura, o pimentdo é a principal fonte de vitamina C dentre as hortalicas, contendo até 180
mg/100g, ultrapassando o teor das frutas citricas, fontes tradicionais desta vitamina (LUCIO
et al., 2003). Em algumas regifes existem pequenas inddstrias que fazem o processamento
utilizando o &lcool e a cachaca (SOUZA e SILVA, 1999). O uso dessa espécie como planta

ornamental e como conservas ornamentais é dos mais rentaveis e atraentes.

2.6 Mercado de sementes de pimenta no Brasil

No Brasil, apesar de ser o centro de origem e diversidade do género Capsicum e
consumidor de pimentas nas mais variadas culinarias regionais e também como exportador, 0
mercado de sementes de pimentas ainda é pequeno, porém, com grande tendéncia de
crescimento. Além da produgdo interna de sementes de pimentas, o Brasil recorre a
importacdo para atender & demanda interna. As empresas que comercializam sementes de
pimenta ainda sdo poucas e, aquelas que o fazem, restringem-se a alguns tipos especificos
(NASCIMENTO, 2004). A maioria das cultivares de pimentas plantadas no Brasil é
considerada variedade botanica ou grupo varietal, com caracteristicas de frutos bem definidos.
As espécies mais cultivadas sdao Capsicum frutescens, Capsicum chinense, Capsicum annuum
e Capsicum baccatum (RIBEIRO, 2004).

Apesar de sua reconhecida importancia econdmica e social, do crescente interesse no
cultivo de pimentas e de existirem diversas cultivares registradas no Registro Nacional de
Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a cultura
da pimenta é pouco estudada no Brasil, em todas as suas fases do sistema de producéo, e sdo
poucas as cultivares disponiveis no mercado brasileiro de sementes (NASCIMENTO et al.,
2006). Assim, um dos problemas enfrentados pelos produtores de pimenta € a modesta
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quantidade de cultivares disponibilizadas no mercado pelas companhias de sementes. Essa
restricdo da oferta de sementes de qualidade e o desinteresse por parte das empresas de
sementes pelo desenvolvimento de novas cultivares estdo relacionados aos aspectos peculiares
das técnicas de producdo, como baixo rendimento de sementes, dificuldade de extracdo das
sementes, aos problemas relacionados com a qualidade fisiologica, entre outros
(NASCIMENTO, 1991). Diante desse fato, o cultivo de pimentas ainda é feito por pequenos
produtores, que utilizam suas préoprias sementes ou extraem sementes de frutos comprados em
feiras e mercados, sementes essas de frutos ndo certificados quanto a sanidade e pureza,
resultando em material de plantio de baixa qualidade; essas sementes sdo de qualidade
variavel, podendo resultar em perdas totais de producdo (NASCIMENTO et al., 2006).

Sementes de qualidade comprovada garantem o desenvolvimento de plantas
vigorosas, uniformes, sadias e consequentemente, proporciona boa produtividade da lavoura,
trazendo com isso, vantagens econdmicas, sociais e ambientais. Os processos fisiol6gicos
relacionados com o desenvolvimento e a germinacdo de sementes determinam a qualidade das
mesmas (NASCIMENTO, 1991).

2.7 Processo de desenvolvimento das sementes

2.7.1 Grao de pdlen

O grdo de polen maduro € constituido por uma parede celular dupla (uma membrana
externa — exina, e outra interna — intina), um nucleo vegetativo e pelo menos um ndcleo
generativo ou reprodutivo, todos hapldides. A superficie da exina é dotada de espessamentos,
rugas, cristais, pontas ou espinhos, que permitem a fixacdo e retencdo do grdo de polen na
superficie do estigma ap0s a polinizagdo. A superficie dessa membrana externa ndo é
continua, sendo evidente a presenca de poros que, dentre outras funcdes, favorecem a
expansdo do tubo polinico; é espessa e contém esporopolenina, substancia muito resistente a
decomposicgdo. A intina é mais delgada e contém pectina e celulose. Os gréos de polen contém

proteinas, lipidios, aminoacidos livres, vitaminas e pequenas quantidades de auxinas e
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giberelinas; estes dois fitormonios estimulam o desenvolvimento das paredes do ovério e a
formagéo do fruto (MARCOS FILHO, 2005).

Em funcdo de sua grande diversidade morfoldgica, os grdos de polen tém grande
importancia para fins taxonémicos e investigacdes paleontoldgicas, pois sdo encontrados em
perfeitas condi¢des de conservacdo nas diversas camadas geoldgicas, devido & natureza das
substancias da exina (MARCOS FILHO, 2005); entretanto, altas ou baixas temperaturas
podem afetar a viabilidade do polen (GEORGE, 1983). Os grdos de pdlen apresentam
diversidade de forma, de tamanho e de caracteristicas externas da exina, tipicas de cada
espécie, as quais se relacionam com a sua dispersao abidtica (vento, &gua) ou bidtica (insetos,
passaros, mamiferos) (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

2.7.2 Polinizacéo

A polinizacédo é a transferéncia do gréo de p6len do estame ao carpelo. Logo apds o
amadurecimento das anteras, ha a deiscéncia destas e em seguida a liberacdo dos grdos de
polen, que sdo disseminados por varios agentes, como insetos, passaros, mamiferos, o préprio
vento e a agua, 0 que permite que estes atinjam o estigma e se processe a polinizacdo. O
estigma apresenta-se geralmente com papilas ou pélos e com variagcdes, em funcgdo da espécie.
O estigma exsuda uma substancia altamente especifica (liquido estigmatico) que evita a sua
dessecacdo e favorece o recebimento dos grdos de pélen, garantindo étimas condigdes para a
sua germinacdo. Esta substdncia € rica em glicoproteina, mucilagem e nutrientes, sendo
abundante no estigma tipo Umido e escasso no tipo seco (FOSKEY, 1994). A polinizacdo é
fundamental para a producdo de sementes porque precede a fertilizacdo dos ovarios
(GEORGE, 1983).

Apesar das pimentas se reproduzirem preferencialmente por autofecundacgéo, a taxa
de polinizagdo cruzada natural pode variar conforme as condic¢des de cultivo (TANKSLEY,
1984; GEORGE, 1985). As flores de algumas cultivares de pimentas picantes possuem um
estilete mais comprido, logo a possibilidade de autopolinizagdo é menor favorecendo a
polinizacdo cruzada. Estudos realizados em outros paises tém mostrado que a polinizacéo
cruzada em pimentas pode ocorrer em uma faixa de 2 a 90% (TANKSLEY, 1984,
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PICKERSGILL, 1997). Em um estudo com Capsicum frutescens, foi verificado taxa de
cruzamento natural variando de 9 a 38%, dependendo da variedade (ODLAND e PORTER,
1941).

Na polinizacdo, um desconhecido fator de estimulo tem sido descrito por estar
presente no polen, devido ao estimulo da auxina na formagdo do ovario (KESSEL, 1976). A
auxina, também conhecida como &cido indol-3-acético, em alguns frutos, induz o pegamento
e o crescimento de partes da flor (DAVIES, 1990). Este fito-horménio tem como funcgéo
primordial garantir a manutencdo e o crescimento do ovario da flor. No grdo de pdlen, a
auxina apresenta importante papel para o desenvolvimento normal do fruto. Em muitas
plantas, a semente continua a produzir reguladores de crescimento, como a auxina, até o
momento de amadurecimento do fruto (USP, 2003). Alguns autores também sugerem que a
auxina, por estar em alta concentracdo no poélen, funciona com um estimulo na polinizacédo
(REID et al., 1984).

2.7.3 Fertilizacao e desenvolvimento da semente

A formacdo da semente comeca com o processo de fecundacdo pela unido dos
gametas. As anteras rompem-se ao alcancarem a maturidade, liberando os grdos de p6len em
direcdo ao estigma. Quando os grdos de polen alcancam o estigma da flor, se aderem a
superficie gracas as caracteristicas da exina e das peculiaridades da area do estigma, as quais
facilitam a fixacdo do po6len. Em seguida, os grdos de pdlen absorvem o liquido estigmatico e
germinam, formando tubos polinicos que se desenvolvem no interior do estilete até alcancar o
ovario. A formagdo do tubo polinico e seu desenvolvimento no interior do estigma néo
ocorrem de maneira indiscriminada, somente € notorio em plantas da mesma espécie ou de
espécies estreitamente relacionadas (CHASAN e WALBOT, 1993). Este tubo é formado pelo
crescimento da intina, que atravessa a exina através dos poros. A intina se projeta, formando
um ou mais tubos polinicos, mas apenas um atinge o saco embrionario, transportando 0s
gametas (DUMAS e MOGENSEN, 1993).

A temperatura ideal para a germinacdo do tubo polinico na maioria das espécies
situa-se entre 21 e 27°C, sendo a minima geralmente em torno de 5°C. O periodo entre a
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formacéo do tubo polinico e a fecundacgéo é variavel, podendo durar alguns minutos ou horas
(BOTS e MARIANI, 2005), e depende da temperatura, disponibilidade de &gua,
compatibilidade genética e do tipo de canal do estilete (DUMAS e MOGENSEN, 1993).

Como os tubos polinicos crescem entre as células do estilete, as enzimas por ele
segregadas degradam as lamelas médias, e as paredes celulares aparecem convertidas em
mucilagem. O tubo polinico parece nutrir-se dos componentes (mucopolissacarideos,
lipoproteinas, glicoproteinas) encontrados no tecido transmissor do estilete. O crescimento do
tubo polinico é controlado por substancias de crescimento naturais, nas quais se incluem tanto
promotores, como inibidores. Molisch foi o primeiro que evidenciou experimentalmente os
promotores de crescimento, sugerindo que tais substancias dirigem o tubo polinico por
quimiotropismo (RODRIGUES et al., 1977). Isso supde que 0s promotores de crescimento do
tubo polinico participam da direcdo quimiotropica do tubo até o évulo, e que os inibidores do
crescimento atuam na incompatibilidade de reacdo entre o grdo de pdlen e o estigma, ou
estilete (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

A célula vegetativa pode ou ndo ser conduzida na extremidade do tubo polinico, a
frente das reprodutivas. Existem casos em que degeneram antes da germinacdo do grao de
polen ou nos primeiros estadios de crescimento do tubo polinico. A disponibilidade de célcio
no estigma, o turgor celular e a concentragdo de boro sdo considerados fatores controladores
da germinacdo e desenvolvimento do tubo polinico. E possivel também que um gradiente de
concentracdo de calcio conduza o tubo polinico em direcdo ao saco embrionario, sendo esse
gradiente talvez criado mediante atuacdo das sinérgidas. De qualquer forma, como o tubo
polinico se desenvolve no interior do estilete, este libera enzimas responsaveis pela
degradacdo de tecidos, constituindo um canal que permite a sua passagem. O tubo polinico

cresce em direcdo ao ovario e, ao atingi-lo, penetra no évulo (MARCOS FILHO, 2005).

A fecundacdo do 6vulo se inicia pela ruptura do tubo polinico, assim que alcanca o
saco embriondrio através da micropila, onde depositam as duas células espermaticas do grao
de podlen e degenera logo apds. Em seguida, ocorre a unido de um dos gametas masculinos ao
nacleo da oosfera (singamia), para formar o ovo fertilizado ou zigoto (2n), a partir do qual
surge o embrido da semente; o outro nucleo reprodutivo se une aos dois nucleos polares do
saco embrionario (fusdo tripla), para formar o nicleo do endosperma (3n), caracterizando a
dupla fertilizac&o tipica das angiospermas. O nucleo endospermatico, ap6s inimeras divisées

celulares e outras transformacdes, d& origem ao endosperma; o zigoto d& origem ao embrido,
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enquanto os integumentos do Ovulo sdo os precursores dos tegumentos da semente
(MARCOS FILHO, 2005).

A fertilizacdo da maioria dos 6vulos e consequente formagéo de um maior nimero de
sementes e frutos de qualidade superior, € a consequéncia direta da polinizacdo. Quanto mais
eficiente for o processo de polinizacdo, ou seja, quanto maior for o nimero de gréos de polen
viaveis e compativeis no estigma, maior sera a competicéo entre eles para fecundar os 6vulos
e maior serd a porcentagem de fertilizacdo (FREITAS, 1997). Cada semente é resultado de
um simples pdlen germinado e fertilizado. Para um desenvolvimento normal dos frutos,
milhares de gréos de pdlen necessitam ser depositados no estigma para produzir centenas de
sementes (ZITTER et al., 1996), visto que apenas 2% dos grdos polinizados sdo responsaveis
pela fertilizacdo (ZAMIR e JONES, 1981).

As sementes se desenvolvem a partir de Ovulos fertilizados. Durante o
desenvolvimento, ocorrem modificagdes em algumas caracteristicas fisicas e fisioldgicas,
como tamanho, teor de &gua, contetido de matéria seca, capacidade de germinacdo e nivel de
vigor, até que a maturidade fisiologica seja atingida, a qual ocorre quando cessa a
translocacéo de assimilados da planta para a semente (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Assim, apos o 6vulo ser fecundado, as sementes crescem em tamanho rapidamente,
atingindo o maximo em periodo de tempo muito curto em relacdo a duracéo total do periodo
de maturacdo. Isso ocorre devido a intensa divisdo celular, acompanhada por alongamento das
células que constituem o eixo-embrionario e o tecido de reserva. O eixo embrionério é a parte
mais importante da semente, pois apresenta a capacidade de se desenvolver, devido a presenca
de tecido meristematico nas suas duas extremidades. Devido a este fato, apresenta condicbes
de, através de divisdes celulares, promover o crescimento deste eixo nos dois sentidos, o das
raizes e o da plumula, e originar uma plantula com condi¢bes de se fixar no solo e
fotossintetizar as substancias necessarias ao seu desenvolvimento (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000).

O desenvolvimento das sementes pode ser dividido em trés fases: a fase de
histodiferenciagdo, onde sdo intensas as divisbes celulares logo ap6s a fertilizacdo
(embebicdo); a segunda fase caracterizada pelo aumento no acumulo de matéria seca no

endosperma e/ou embrido (preparacéo para o crescimento), seguida pela terceira fase, quando
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ocorre a secagem ou dessecacao, caracterizada pela reducdo no teor de agua da semente
(crescimento e desenvolvimento) (MARCOS FILHO, 2005).

O processo de desenvolvimento ou maturacdo da semente € controlado
geneticamente e envolve uma sequéncia ordenada de alteragdes de varias naturezas,
verificadas a partir da fecundacdo, até que as sementes se tornem independentes da planta-
mae. A preparacdo para a germinacdo é caracterizada pela sintese e acumulo de reservas,
posteriormente mobilizadas durante a germinacdo, conduzindo a retomada do crescimento do
embrido e a formacdo de uma nova plantula (MARCOS FILHO, 2005). A semente por ser
dreno, recebe os produtos da fotossintese, o que resulta em aumento no contelldo de matéria
seca, representada por proteinas, acucares, lipidios e outras substancias, até atingir valor
méaximo, quando cessa a translocacdo planta-semente (DIAS, 2001). Um outro grupo de
substancias, cuja presenca é constatada durante o desenvolvimento das sementes, € o dos
fitohormonios, tanto os promotores como os inibidores de crescimento, que estariam
relacionados com os fendbmenos de dorméncia e germinacdo, representado pelas auxinas,
giberelinas, citocininas e acido abscisico (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Durante o periodo de formacdo da estrutura da semente, mediante a divisdo,
expansao e diferenciacao celulares, ocorre 0 aumento no tamanho das sementes, porém o grau
de umidade permanece constante e elevado, passando a decrescer a medida que as sementes
acumulam reservas (MARCOS FILHO, 2005).

O desenvolvimento e a maturacdo das sementes sdo aspectos importantes a serem
considerados na producdo de sementes, pois entre os fatores que determinam a qualidade das
sementes estdo as condicdes do ambiente predominantes na fase de florescimento e
frutificacdo e a colheita na época adequada. Logo, o conhecimento de como se procede a
maturacdo das sementes e dos principais fatores envolvido é de extrema importancia para
auxiliar no controle de qualidade, sobretudo no que se refere ao planejamento e definicdo da
época ideal de colheita (PESKE et al., 2006).
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2.8 Maturidade fisiologica

Apos a fertilizacdo, o 6vulo sofre uma série de modificacdes, tanto em suas funcoes e
forma como em sua fisiologia, originando a semente que, em seu estadio final de
desenvolvimento, atinge o0 seu maior tamanho e maior peso. Nesse momento, as sementes

atingem maxima germinac&o e vigor (PESKE et al., 2006).

A ocorréncia da maturidade fisiologica da semente é definida no periodo em que
cessa 0 fluxo de substancias fotossintetizadas da planta para a semente, ou seja, quando o
conteddo de matéria seca € maximo. Nessa fase, geralmente ocorre o ponto maximo de
germinagdo e vigor, principalmente em espécies cujas sementes estdo contidas em frutos
carnosos, como € o caso das pimentas. Neste ponto, geralmente, a qualidade fisioldgica
(germinacdo e vigor) da semente € maxima e a deterioracdo é minima (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000).

A partir do ponto de mé&xima matéria seca, ndo ha mais conexdo vascular entre a
planta e a semente, e o teor de dgua das sementes que vinha decrescendo lentamente tende a
diminuir drasticamente, até entrar em equilibrio com o ambiente, comportamento este tipico
de sementes ortodoxas. Esta secagem natural € importante para evitar que, com a respiracao
intensa das sementes, ainda Umidas, ocorra a deterioracdo ou, entdo, que as sementes
germinem no fruto. A velocidade de desidratacdo depende das condicBes climaticas durante o
processo de maturacdo da semente e das caracteristicas de cada espécie, sendo mais evidente

em especies de frutos secos em relacdo as de frutos carnosos (DIAS, 2001).

Teoricamente, o ponto ideal de colheita das sementes seria na maturidade fisioldgica,
caracterizada pelo maximo contetdo de matéria seca, que pode coincidir ou ndo com a
gualidade maxima da semente. Na etapa final do processo de maturacao, as sementes perdem

agua sem que ocorram acréscimos significativos da massa de matéria seca.

Sementes recém-colhidas, quando umidas, usualmente apresentam capacidade de
germinacdo inferior a que exibiriam se fossem previamente secadas. Tal situacdo é tambem
observada, quando se faz 0 armazenamento (repouso) dos frutos carnosos de algumas espécies
como piment#o, abdbora, melancia, berinjela e pepino (MANTOVANI et al., 1980; ARAUJO
etal., 1981; ALVARENGA et al., 1984; BARBEDO et al., 1994a, 1994b).
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E provavel que, durante essa secagem, se verifique o desenvolvimento de processos
essenciais a germinacao. Essa técnica, quando empregada de forma correta, permite colheitas
precoces, diminuindo o tempo de permanéncia no campo, e consequentemente evitando riscos
com possiveis condicBes desfavoraveis, reduzindo também o nudmero de colheitas, colhendo
simultaneamente frutos em diversos estadios de maturacdo (BEWLEY e BLACK, 1985 citado
por CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Trés dias de repouso dos frutos de pimenta foram
suficientes para se completar o processo de maturacdo (PINTO et al., 1999). E importante
salientar que frutos imaturos, de coloracdo verde, normalmente produzem sementes com
baixo vigor e poder germinativo ou até mesmo inférteis (PINTO et al., 1999). Em geral, a
partir da maturidade fisiolégica iniciam-se, nas sementes, alteracBes degenerativas que
comprometem sua qualidade fisioldgica (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Para a determinacdo da maturidade fisiologica das sementes de diferentes espécies
tém sido utilizados diversos marcadores, como a mudanca de coloragdo dos frutos
(BARBEDO et al., 1994b), tamanho dos frutos e massa das sementes (OLIVEIRA et
al.,1999; FESSEL et al., 2001; DIAS et al., 2006; COSTA et al., 2006) e teor de agua
(FESSEL et al., 2001; ARAUJO et al., 2006). Logo, o ndo conhecimento do correto ponto de
maturacéo fisioldgica, consequentemente do melhor estadio de colheita de frutos de pimentas,
pode ser uma das causas da baixa germinagéo e vigor das sementes. Sabe-se que para algumas
espécies de Capsicum, o ponto de maturidade fisioldgica ocorre por volta de 55 a 65 dias apds
a antese (DAA).

Comercialmente, os frutos de Capsicum sdo avaliados pela cor e pungéncia, embora
todas as caracteristicas de qualidade devessem ser levadas em consideracdo (MATTOS et al.,
2007). A cor dos frutos de pimenta relaciona-se mais diretamente com a percepcdo da
aparéncia pelo consumidor, ao passo que a concentracdo de pigmentos pode estar mais
diretamente relacionada com a maturidade. Logo, € de interesse que o produto apresente
intensidade e uniformidade de coloragdo, a qual pode ser avaliada na casca e na polpa, por
diferentes metodologias (CHITARRA, 1999). Os aparelhos mais utilizados pela sua
sensibilidade sdo os espectrofotdmetros e os colorimetros “tristimulus” com filtros
desenhados para reproduzir a sensacdo psicofisica da percepgdo de cor pelo olho humano
(MORETTI, 2006).

Avaliando a qualidade de sementes de pimentdo sob a influéncia da maturidade do

fruto, armazenamento e tratamento de maturacdo pos-colheita, concluiu-se que as sementes
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extraidas de frutos que apresentaram maior peso seco e maior porcentagem de germinacao
foram os frutos maduros e os excessivamente maduros, colhidos aos 50 e 60 dias ap0s a
antese, respectivamente (SANCHEZ et al.,1993). Em estudos sobre a maturidade fisioldgica
de sementes de pimenta, cv. Amarela Comprida, concluiu-se que a maturidade fisiologica
ocorreu aos 70 dias apds a antese, quando as sementes possuiam teor de agua de 46%.
Observou-se também que a qualidade fisiologica das sementes foi maxima entre 65 e 70 dias
apos a antese (DAA), quando os frutos estavam com a cor vermelha e vermelha intensa,
respectivamente, indicando que a colheita deve ser feita a partir desta faixa (VIDIGAL,
2008).

Em geral, apesar das variagdes, é consenso que a maturidade fisiolégica de sementes
de pimentdo (C. annuum L.) ocorra por volta dos 55 dias ap6s a antese, logo, sdo adotados
também para as pimentas, em funcdo do parentesco botanico, apesar das condices de
temperatura e umidade relativa de cada local de producdo influenciar nesse periodo de
maturidade fisiol6gica das sementes.

2.9 Producdo de sementes de pimenta

A producdo de mudas de hortalicas, etapa inicial do processo produtivo, € uma
atividade que requer tecnologia apropriada e profissionais especializados, garantindo assim
plantas mais saudaveis e produtivas (MINAMI, 1995). A producdo de sementes de pimentas
pode ser desenvolvida nas mesmas regides e sob as mesmas condi¢Ges de clima e solo
recomendadas para a producdo de frutos. E desejavel, entretanto, buscar uma época do ano
com temperaturas e umidades relativas mais baixas, para se evitar a elevada ocorréncia de
pragas e doencas. O clima ameno ndo prejudica a producdo e contribui para a obtencdo de
sementes de alta qualidade, com menores riscos de perda de producdo (ALVARENGA e
SILVA, 1984).

A qualidade da semente utilizada no processo de producdo &€ um dos principais
fatores a ser considerado para a implantagdo do campo de producdo (NASCIMENTO, 1991).
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A época de semeadura é condicionada as peculiaridades climéticas de cada regido.
Sendo assim, a técnica de cultivo protegido (casa de vegetacdo) é utilizada em locais ou
épocas, quando as condicGes climaticas, principalmente temperatura, distribuicdo e
intensidade das chuvas e velocidade dos ventos, podem interferir no desenvolvimento das
plantas ou na qualidade dos produtos (ANDRIOLO, 2000).

A semeadura deve ser feita com sementes de boa qualidade genética, fisica,
fisioldgica e fitossanitaria. As mudas podem ser produzidas em bandejas de poliestireno
expandido (isopor) ou polipropileno (plastico), com substrato adequado para a producao de
mudas. Atualmente, existe uma tendéncia das bandejas de isopor serem substituidas por
bandejas de plastico por apresentarem vantagens como maior facilidade de higienizacéo,
maior numero de células, além de maior durabilidade. Além dos tratos culturais normais,
algumas praticas especificas podem ser aplicadas a producdo de sementes, para alcancar
melhores resultados como o estaqueamento, a desbrota, a eliminacdo de plantas atipicas da
mesma espécie ou de outras espécies silvestres (ALVARENGA e SILVA, 1984).

Na producdo de sementes hibridas, a flor emasculada (sem as anteras) deve ser
protegida por saquinho de papel encerado ou rolete de papel aluminio, at¢ 0 momento da
polinizacdo. Esta deve ser efetuada de preferéncia em dias claros, e pouco vento e, sobretudo,
no final da manh@, para melhorar a eficiéncia de fertilizagdo (CASALI et al., 1984).

Para algumas cultivares, a colheita dos frutos pode ser iniciada aproximadamente aos
60 dias ap6s o florescimento ou quando mais de 80% deles estiverem mudando de cor
(CORREIA, 1984). Recomenda-se, ap6s a colheita, o repouso dos frutos por trés dias, a
sombra e a temperatura ambiente para uniformizar a maturacdo e facilitar a sua extracao
(MEDINA 1984). Sugere-se fazer primeiramente a extragdo de sementes dos frutos mais
maduros (coloracdo vermelha) e posteriormente dos frutos que estdo em repouso. As
principais caracteristicas a serem observadas e mantidas na fase de colheita, visando a
qualidade do produto final, sdo o tamanho, o formato caracteristico dos frutos da cultivar, a
auséncia de defeitos e a boa condicéo fitossanitaria (ALVARENGA e SILVA, 1984).

Em frutos carnosos € necessario extrair as sementes antes do beneficiamento, sendo
recomendado um periodo de repouso pds-colheita dos frutos entre 7 e 20 dias antes da
extracdo, para que as sementes completem sua maturacdo ainda dentro dos frutos. Os frutos

devem ser armazenados em locais frescos, sombreados e protegidos (FREITAS et al., 2008).
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A extracdo das sementes pode ser feita a seco ou por via Umida. O primeiro processo €
conduzido manualmente, sendo mais indicado para obtengdo de sementes em pequena escala.
A extracdo via Umida é feita mecanicamente e requer equipamentos para o esmagamento dos
frutos, sendo mais utilizada em escala comercial (GEORGE, 1985). Entretanto, sementes
extraidas manualmente sdo de melhor qualidade, pela auséncia de danos mecéanicos, além de

permitir melhor aproveitamento da polpa pela agroindustria (ALVARENGA e SILVA, 1984).

O processo de secagem exige cuidados especiais. As sementes ainda Umidas devem
ser colocadas para secar a sombra, em ambiente fresco e ventilado, perdendo lentamente a
umidade superficial para o ambiente. Nessa fase inicial, & necessaria a movimentagdo das
sementes. A temperatura ndo deve ultrapassar os 30°C, sob pena de danificacdo no sistema de
membranas das células embrionarias. Uma vez eliminada a umidade superficial, as sementes
devem ser transferidas para estufas elétricas reguladas a 38°C, onde devem permanecer de 24
a 48 horas até atingirem grau de umidade préximo a 6% (CORREIA, 1984).

A avaliagdo da qualidade das sementes constitui um fator fundamental e de grande
valia para os diversos segmentos que compdem o sistema de producdo de sementes. As
analises de pureza fisica e da qualidade fisioldgica (teste de germinacdo e vigor), bem como a
determinagdo do grau de umidade e o teste de sanidade, sdo essenciais e exigidas pela
fiscalizacdo para a comercializacdo das sementes (MARCOS FILHO et al., 1987). Esses
testes sdo, portanto, componentes essenciais de programas de controle de qualidade, tendo em
vista evitar 0 manuseio e a comercializacdo de sementes de qualidade inadequada. Esse
controle se estende as fases de producdo e de comercializacdo, sempre com o objetivo maior
de garantir a identidade genética dos materiais e também de preservar a qualidade fisioldgica,
sanitaria e pureza fisica das sementes (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

O vigor das sementes é reflexo de um conjunto de caracteristicas que determinam seu
potencial fisioldgico, ou seja, a capacidade de apresentar desempenho adequado quando
expostas a diferentes condigdes de ambiente. Dada sua importancia, varios métodos tém sido
propostos visando a avaliagdo do potencial fisiolégico das sementes, de modo a obter
estimativa segura do desempenho dos lotes de sementes no campo e/ou armazenamento
(MARCOS FILHO, 1999).

Dentre os diferentes testes de vigor disponiveis na atualidade, o de envelhecimento

acelerado tem apresentado resultados confiaveis, uma vez que avalia 0 comportamento das
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sementes quando submetidas a condigdes de estresse, procurando, assim, estimar o potencial
relativo de armazenamento dos lotes, apresentando resultados relacionados a emergéncia de
plantulas em campo (BHERING et al., 2006). Este teste tem como base o fato de que a taxa
de deterioracdo das sementes & aumentada consideravelmente pela sua exposicdo a
temperatura e umidade relativa elevadas, sendo estes os fatores ambientais mais relacionados
a deterioragdo das sementes (MARCOS FILHO, 1999). Desse modo, lotes de sementes com
alto vigor manterdo sua viabilidade apds serem submetidos ao estresse, enquanto os de baixo

vigor terdo sua viabilidade reduzida.

Vérios estudos sugerem os testes de envelhecimento acelerado e deterioracdo
controlada, em pimentdes, como os mais indicados para classificar os lotes de sementes em
funcdo dos niveis de vigor (PANOBIANCO e MARCOS FILHO, 1998; TORRES e
MINAMI, 2000).

A embalagem correta das sementes contribui para a preservacdo das qualidades
originais do lote, fazendo com que cheguem perfeitas ao destino e apresentem um bom
desempenho fisioldgico na nova semeadura. As sementes de pimentas devem ser embaladas
em embalagens herméticas (latas ou sacos de papel aluminizado) com grau de umidade
proximo de 6%. Nessa condicdo, o seu poder germinativo normalmente fica garantido pelo
prazo de trés anos (POPINIGIS, 1985).

O armazenamento deve ser feito de preferéncia em ambiente frigorificado, com
temperatura proxima a 4°C, se as sementes estiverem acondicionadas em embalagens
herméticas. As sementes resfriadas reduzem o nivel interno de atividade metabdlica,
consomem menos energia através da respiracdo e mantém a sua viabilidade por periodos mais
prolongados (NASCIMENTO et al, 2006).

No entanto, é sabido que a associacdo da colheita de sementes no ponto de
maturidade fisioldgica e os processos de extracdo, secagem, beneficiamento, tratamento,
acondicionamento e armazenamento, estdo intimamente ligados a qualidade fisioldgica das
mesmas, de modo que se devem determinar quais as condicdes ideais de colheita e secagem
das mesmas. A operacdo de secagem € necessaria porque o alto teor de agua durante o
armazenamento, € uma das principais causas da perda do poder germinativo e do vigor das
sementes, podendo afetar a qualidade da semente ndo s6 no periodo de armazenamento, mas
também durante as operagdes de beneficiamento (NASCIMENTO et al, 2006).
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2.10 Melhoramento genético de pimentas e pimentdes

O programa de melhoramento da Embrapa Hortalicas é focado para atender a
demanda do setor privado de sementes, desenvolvendo cultivares de pimentas ardidas com
caracteristicas para processamento e producdo de péprica. A pesquisa em desenvolvimento
com pimentas envolve a multiplicagdo de colecdo de germoplasma, caracterizacdo
morfologica, citogenética e molecular. Conservacdo, documentacéo e avaliacao de resisténcia
a doencas e melhoramento de plantas também s&o realizados pela instituicdo (CARVALHO et
al., 2009b).

O pimentéo doce tem sido foco de programas de melhoramento ha varias décadas no
Brasil. Programas de melhoramento do setor pablico criaram uma grande parte dos materiais
plantados até a década de oitenta. As cultivares da série Agronémico, desenvolvidas no
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), foram, e algumas ainda séo, de grande importancia
para a produgdo nacional. Sdo cultivares resistentes a0 mosaico (causada por um virus do
género Potyvirus). Esta doenca surgiu no Estado de S8o Paulo, na década de sessenta, e
inviabilizou o cultivo de pimentdo na regido por alguns anos (IAC, 1997). Também foram
conduzidos programas de melhoramento de pimentdo na Universidade Federal de Vigosa
(UFV), na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e na Embrapa Hortalicas
(RIBEIRO e CRUZ, 2002).

O conhecimento da diversidade entre os individuos é extremamente importante no
melhoramento genético visando o gerenciamento da variabilidade genética disponivel, por
meio da escolha dos genitores a serem utilizados nos cruzamentos, podendo assim maximizar
a heterose. Além disso, o estudo da diversidade entre linhagens possibilita 0 seu arranjo em
grupos que, quando entrecruzados, podem resultar em maiores resultados de heterose
(SOUZA, 2001).

A analise da diversidade genética se destina a identificagdo de genotipos duplicados
em bancos de germoplasma assim como na identificacdo de genitores adequados a obtencgéo
de hibridos com maior efeito heterdtico. Entretanto, é preciso cautela na avaliacdo da

divergéncia genética, visto que dois gendtipos podem ser completamente distantes
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geneticamente e ainda assim serem bastante relacionados, por serem membros da mesma
populagéo (CRUZ e CARNEIRO, 2003).

O hibrido é definido como aquele individuo heterozigdtico para um ou mais loci
originario da fusdo de gametas geneticamente diferentes (BOREM, 1998). O vigor hibrido
(heterose) de Capsicum annuum tém sido explorado economicamente devido a frequéncia

com que ocorre na primeira geracao dos cruzamentos entre cultivares.

A heterose tem sido definida como a tendéncia de individuos obtidos por cruzamento
em ultrapassar seus genitores endogamicos e suas geracdes endogamicas em alguns aspectos
(JONES, 1958). Assim, plantas mais vigorosas e produtivas sdo geralmente obtidas em
geragdes F1 de hortalicas, como é o caso das pimentas e pimentdes. Em hortalicas tem sido
possivel explorar a heterose em espécies alogamas como meldo, melancia, abobora, pepino,
couve-flor, brocolo, repolho, cenoura e cebola (PEARSON, 1983) assim como em autdgamas
como tomate (MIRANDA, 1978), pimentdo (IKUTA e VENCOVSKY, 1970) e berinjela
(IKUTA, 1961).

No mercado existe um predominio de hibridos de pimentdo que se caracterizam pela
resisténcia multipla a doencas (herdada dos dois pais), alto vigor, precocidade e uniformidade
de producdo e alta produtividade. Além das tradicionais cultivares de frutos verdes e
vermelhos quando maduros, existe no mercado um grande nimero de hibridos coloridos, em
cores que variam do marfim, parpura, creme, amarelo e laranja. Dentre as companhias de
sementes que comercializam sementes de pimentdo se destacam a Sakata-Sudameris, a
Horticeres, a SVSeeds, a Syngenta, a Topseed, a Petoseed, a Isla e a Hortec
(REIFSCHNEIDER, 2000). As vantagens na utilizacdo de hibridos estdo fundamentadas na
combinacéo de diferentes caracteres qualitativos e quantitativos, como por exemplo, a reunido
no hibrido de genes de resisténcia as diferentes doencas que se encontram separados nos
genitores envolvidos, o que propicia uma maior homeostase e a possibilidade de exploracdo
da heterose para caracteres importantes como produtividade e qualidade do produto final
(IKUTA e VENCOVSKY, 1970).

Nos altimos vinte anos, o programa de melhoramento da Embrapa Hortalicas tem-se
concentrado principalmente na resisténcia multipla a doengas como murcha-de-fitéftora
(Phytophthora capsici), mancha-bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria),
murcha-bacteriana (Ralstonia solanacearum), mosaico (PVY) e vira-cabe¢a (TSWV). Como

34



resultado deste trabalho, foram liberadas linhagens que estdo sendo utilizadas tanto no Brasil
como no exterior, a exemplo da linhagem CNPH 148, resistente & murcha-de-fitoftora (usada
como fonte de resisténcia pela Horticeres), e da linhagem CNPH 703, padrdo mundial de
resisténcia estavel e durdvel a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Estudos sobre
hortalicas realizados no Estado de Sdo Paulo, tem constatado que a principal demanda
levantada por extensionistas foi a necessidade de novas cultivares resistentes a pragas e
doencas, mais produtivas e mais adaptadas as condicdes locais de cultivo (RIBEIRO e CRUZ,
2002).

2.10.1 Cultivares de pimenta

A maioria das cultivares de pimentas plantadas no Brasil como a 'Malagueta’ (C.
frutescens), 'Dedo-de-Moga' (C. baccatum), 'Cumari’ (C.baccatum var. praetermissum), 'De
Cheiro' e '‘Bode’ (C. chinense), sdo consideradas variedades botanicas ou grupos varietais, com
caracteristicas de frutos bem definidas (CARVALHO et al., 2006). Normalmente, o produtor
produz sua propria semente, e as diferencas existentes dentro destes grupos estdo relacionadas
as diferentes fontes de sementes utilizadas para o cultivo (NASCIMENTO et al., 2006).

S&o poucos os programas nacionais de melhoramento de pimentas. Destes, destaca-
se 0 desenvolvimento de cultivares de pimenta doce destinadas ao processamento industrial,
como paprica doce e pimenta picante dos tipos 'Jalapefio’ e '‘Cayenne' para molhos liquidos,
coordenado pela Embrapa Hortalicas. Existem no mercado cultivares e hibridos de pimenta
‘Jalapefio’ que variam em funcdo da pungéncia, precocidade, resisténcia a doencas e
produtividade. Os hibridos, além de serem mais uniformes, apresentam plantas mais vigorosas
e mais produtivas (REIFSCHNEIDER et al., 2000). Os fatores que provavelmente restringem
trabalhos de melhoramento com pimentas advém da dificuldade de se manusear as pequenas
flores para a execucdo dos cruzamentos e multiplicagdo das sementes. Além da producéo
escassa de sementes por frutos, uma vez que estes normalmente sdo muito pequenos e
extremamente picantes, dificultando a extracdo das sementes. Outro fator importante é a area

consideravelmente pequena de producdo de pimentas, que implica no desinteresse das
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empresas de sementes de produzirem e comercializarem sementes (NASCIMENTO et al.,
2006).

2.11 Marcadores moleculares

Marcadores constituem importantes ferramentas para o melhoramento vegetal.
Basicamente existem dois tipos de marcadores: os morfolégicos e os moleculares
(TANKSLEY, 1983). Atualmente o uso dos marcadores morfoldgicos esta limitado, embora
ja foi amplamente utilizado. Marcadores moleculares sdao mais efetivos e podem oferecer alto
polimorfismo por ‘locus’ estudado, enquanto os morfoldgicos apresentam baixo nivel de
polimorfismo (KONGKIATNGAM et al., 1995). Os marcadores moleculares constituem
regibes do genoma possiveis de serem detectadas e cuja presenca ou auséncia pode
caracterizar um organismo cuja sequéncia e fungdo, na maioria das vezes, sdo desconhecidas
(GOSTIMSKY et al., 1999). Ainda podem ser definidos como todo e qualquer fenotipo
molecular oriundo de um gene expresso como no caso dos marcadores isoenzimaticos, ou um
segmento de DNA codificante ou ndo, no caso dos marcadores moleculares baseados em
DNA. Marcadores moleculares de DNA correspondem a segmentos de DNA fisicamente

ligado a ‘loci’ que determinam caracteristicas de interesse (FALEIRO, 2007).

Ultimamente, os avangos na area da genética e biologia molecular tém sido
substanciais, principalmente com o advento da tecnologia do DNA recombinante, da reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) e do sequenciamento automatico do DNA, foram
desenvolvidas importantes técnicas para o desenvolvimento de diferentes tipos de marcadores
genéticos moleculares (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO, 2007).

Em programas de melhoramento genético, a caracterizacdo da diversidade genética
por meio de marcadores moleculares, seja de colecGes de trabalho ou de populagdes naturais,
€ um método rapido e eficiente para selecionar os parentais que constituirdo as populacoes
segregantes para caracteristicas de interesse. Estas populacdes sdo formadas cruzando-se
plantas superiores e geneticamente/fenotipicamente divergentes, buscando maximizar
combinagBes heterdticas envolvendo grupos de genes co-adaptados (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996). O uso dos marcadores moleculares ¢ uma técnica aplicavel ao
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estudo da diversidade genética de uma espécie e de caracteristicas de uso em programa de
melhoramento vegetal e em programas de conservacdo, caracterizagdo e uso de recursos
genéticos, permitindo gerar grande quantidade de informacdes sobre a semelhanca genética e
o relacionamento filogenético em determinado germoplasma (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

A caracterizagdo molecular da diversidade genética do banco de germoplasma, por
exemplo, pode auxiliar o melhorista na selecdo dos progenitores dentro de populacdes
basicas, objetivando o estabelecimento de programas de melhoramento. Uma vez
caracterizado o banco de germoplasma disponivel, o melhorista pode escolher
genotipicamente 0s genitores dos cruzamentos, tanto com o0 objetivo de maximizar a
segregacdo de genes de importancia agronébmica, como restringir essa segregacao a poucos
genes. Com a escolha dos genitores, sera possivel identificar os recombinantes desejados
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O emprego de marcadores moleculares gera uma grande quantidade de informagdes
que, associada a caracteristicas fenotipicas, permitem o agrupamento de genoétipos e o
planejamento de cruzamentos de forma réapida e muito eficiente (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996).

No melhoramento de Capsicum da Embrapa, marcadores moleculares tém sido
utilizados para deteccdo de teor de capsaicina (pungéncia), identificacdo para genes de
carotenodides, resisténcia a fitéftora e ao vira-cabeca, causada pelo tospovirus GRSV
(Groundnut Ringspot Virus), estes procedimentos podem acelerar o processo de obtencéo de
novas combinacBes génicas que levem a sintese de variedades superiores (RIBEIRO e
REIFSCHNEIDER, 2008). A obtencdo de cultivares de pimenta do tipo jalapefio mais
produtivas, com alto conteldo de capsaicindides, maturacdo concentrada, facil destaque
durante a colheita, resisténcia a viroses e mais adaptadas as condicdes edafoclimaticas do
Brasil Central, é o principal objetivo do programa de melhoramento da Embrapa neste
segmento (RIBEIRO e REIFSCHNEIDER, 2008).

Atualmente, tém sido utilizados em genética os marcadores de DNA. As técnicas
moleculares de andlise do DNA sdo ferramentas auxiliares aos descritores morfologicos
convencionais, que permitem aos pesquisadores acessar a variabilidade genética dentro e

entre espécies, tendo o potencial de auxiliar na identificagdo de novas fontes de variabilidade
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e de utilidade no desenvolvimento de novas cultivares de pimenta (PRINCE et al,. 1995;
RODRIGUEZ et al., 1999).

As técnicas de marcadores moleculares sdo classificadas em técnica de hibridizacao e
técnica de amplificacdo, conforme seu modo de acdo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998). As técnicas baseadas na reagdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) tém como principio
a amplificacdo do DNA, isto é, a multiplicacdo de fragmentos de DNA a partir de alguma
sequéncia conhecida. Esta técnica e suas derivacdes facilitam o entendimento dos processos
bioldgicos fundamentais nas areas aplicadas envolvendo o melhoramento genético. A
facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da técnica de PCR tornaram-a
particularmente Util nos estudos genético-moleculares envolvendo grande numero de
individuos de qualquer tipo de organismo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o advento das técnicas modernas da biologia molecular, surgiram diversos
métodos de deteccdo de polimorfismo genético. Desta forma mapas genéticos desenvolvidos
até entdo a partir de marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos puderam ser saturados com o
uso de marcadores moleculares (FALEIRO, 2007).

Marcadores moleculares revelam as diferencas genéticas entre individuos da mesma
espécie ou de diferentes espécies, e estes sdo chamados de polimdrficos. Marcadores
polimorficos se dividem em dominantes e codominantes. Marcadores dominantes apresentam-
se com presenca ou auséncia de alelo mostrando apenas um dos alelos em um determinado
loco, ndo sendo possivel a identificacdo de individuos heterozigotos. J& os marcadores
codominantes tem a capacidade de apresentar as diferencas entre os tamanhos dos alelos,
podendo apresentar todos os alelos presentes em um determinado loco (COLLARD et al.,
2005). A obtencdo de um numero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos, a
possibilidade de detecgao de tais polimorfismos em qualquer estddio do desenvolvimento da
planta ou do animal ou a partir de cultura de células ou de tecidos, a identificagao direta do
gendtipo sem influéncia do ambiente e a possibilidade de gerar maior quantidade de
informacdes geneticas por loco no caso de marcadores co-dominantes, sdo prerrogativas dos
marcadores moleculares (FALEIRO, 2011).

Varios tipos de marcadores tém sido utilizados para construgdo de mapas de ligacao
para diversas especies de plantas (COLLARD et al., 2005). Cada marcador possui

caracteristicas proprias, suas vantagens e desvantagens (Tabela 1).
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Tabela 1 - Comparacdo entre os principais tipos de marcadores moleculares utilizados na
construcdo de mapas de ligacdo em plantas (CARNEIRO e VIEIRA, 2002).

Caracteristicas Marcadores
RFLPs RAPDs SSRs AFLPs
Tipo de Marcador Codominante Dominante Codominante Dominante
Namero de alelos/loco Multialélico 2 Multialélico 2
Nivel de polimorfismo Alto Alto Muito alto Muito alto
Necessidade de Construcéo de bibliotecas Né&o ha Desenho de Néo ha
procedimentos prévios  gendmicas ou de cDNASs primers
Quantidade,d_e DNA 10 mg 25 ng 50 ng 500 ng
necessaria
Marcacéo radioativa Sim/Néo Né&o Né&o Sim/Né&o
Reprodutibilidade Alta Média Alta Média
Investimento Alto Médio Alto Médio

Os marcadores co-dominantes contribuem com informagdes valiosas sobre nimero e
frequéncia alélica em determinado loco de uma populacdo ou grupo de individuos, além da
porcentagem de heterozigosidade dos locos de cada individuo analisado. De um modo geral,
marcadores moleculares multilocos utilizados em DNA fingerprinting, como RAPD, AFLP,
Microssatélites e Minissatélites, sdo mais adequados para estudos de identidade genética,
estudos de variabilidade dentro da mesma espécie e testes de paternidade (FALEIRO, 2007).

Os diversos tipos de marcadores moleculares tém permitido estudos de evolucéo, de
identidade, origem e diversidade genética inter e intraespecifica e identificagdo de novos
variantes, gerando informacgfes significantes para subsidiar distintas acOes de pesquisa,
sobretudo aquelas relacionadas aos programas de conservacao, caracterizacdo e uso de

recursos genéticos e programas de melhoramento animal e vegetal (FALEIRO, 2011).

Embora exista uma infinidade de marcadores moleculares, a primicia da andlise
desses marcadores ¢ a mesma. Os marcadores comuns aos acessos significam semelhantes e
os marcadores ndo comuns significam diferengas genéticas. Os dados gerados sobre
semelhangas e diferencas genéticas entre acessos, promovem uma grande quantidade de
informagdes sobre a diversidade genética, bem como os relacionamentos filogenéticos entre
eles. Estas informacdes representam uma amostra significativa do genoma de cada material

genético, sem influéncia do ambiente (FALEIRO, 2011).
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Os marcadores moleculares podem ser baseados em analises de restricdo ou
amplificacdo de DNA. Na primeira categoria séo analisados os polimorfismos de fragmentos
de restricdo (RFLP — ‘Restriction Fragment Length Polymorphism’). Para os marcadores de
amplificacdo de DNA estao os do tipo AFLP (‘Amplified Fragment Length Polymorphism”),
RAPD (‘Random Amplified Polymorphic DNA’), SSR (‘Simple Sequence Repeat’) e RGA
(‘Resistance Gene Analogs’). Entre outras vantagens, os marcadores moleculares apresentam
a grande vantagem de poderem ser utilizados em qualquer estadio de desenvolvimento da
planta, desde que sejam obtidas quantidades suficientes de DNA, permitindo assim acelerar o
processo de selecdo e recombinagdo dos individuos desejados. Com isso reduz-se o tempo
necessario para completar uma geracdo e consequentemente, aumenta a eficiéncia dos
programas de melhoramento (CARNEIRO e VIEIRA, 2002).

A existéncia de um marcador molecular de diagndstico precoce de plantas pungentes
e ndo pungentes de Capsicum também contribuird para o aumento de eficiéncia dos
programas de melhoramento. A capsaicina foi identificada e isolada em 1876 como a
substancia responsavel pelo ardor das pimentas. Apesar de mais de um século de pesquisas
existem controvérsias quanto aos resultados. De acordo com o0s artigos mais antigos, o
controle genético da pungéncia é conferido por um gene dominante, enquanto os atuais
atribuem a heranca dessa caracteristica a poucos genes de efeito mais pronunciado e a
existéncia de um complexo poligénico que regula a sua expressdo (SACCARDO, 1992).

2.12 Marcadores moleculares baseados na amplificacdo de DNA

2.12.1 Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP

A técnica de AFLP tem sido utilizada para a constru¢do de mapas genéticos desde
seu desenvolvimento, principalmente em plantas cultivadas que apresentam baixo
polimorfismo (GRATTAPAGLIA e FERREIRA, 1998).

Esta técnica é baseada na rapidez e praticidade de deteccdo dos polimorfismos via

PCR, combinada com a especificidade, resolucdo e poder de amostragem da disgestdo com
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enzimas de restricdo. Além da reprodutibilidade, confiabilidade e ser razoavelmente rapida,
gera um grande nimero de marcadores moleculares (FALEIRO, 2011).

Na analise de AFLP, o DNA gendmico deve ser inicialmente clivado com duas
enzimas de restri¢cdo, uma de corte raro (reconhecendo de 6-8 pb) e outra de corte frequente
(reconhecendo 4 pb), sendo uma de cada vez. Em seguida, adaptadores especificos s&o
ligados as extremidades dos fragmentos gendmicos. Uma fragdo dos fragmentos gerados €
amplificada seletivamente via PCR utilizando ‘primers’ para os adaptadores. Finalmente, os

fragmentos sdo separados em gel (GRATTAPAGLIA e FERREIRA, 1998).

Marcadores AFLP sdo dominantes, e ndo exigem conhecimento prévio da sequéncia
de DNA, embora a técnica seja um pouco mais complexa e exige quantidades maiores de
DNA e de melhor qualidade do que as outras técnicas. Assim, tem a capacidade de gerar
grandes quantidades de fragmentos (FALEIRO, 2011).

2.12.2 Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD

A técnica de RAPD (WILLIAMS et al., 1990) utiliza-se de uma reacdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction), a qual se baseia no anelamento e extensdo de um par de
iniciadores (primers) que sdo pequenas moléculas de DNA de fita simples, que delimitam a
sequéncia-alvo da molécula de DNA (WELSH e MCCLELLAND, 1990). A amplificacdo do
fragmento de DNA ¢ feita de modo exponencial e, devido a grande quantidade produzida, o
fragmento de DNA pode ser visualizado a olho nu, por meio de corante especifico (brometo
de etidio), como uma banda em gel de agarose. RAPD tem como caracteristica ser marcador
dominante, isto &, identifica o alelo dominante pela presenca de banda e o alelo recessivo pela
auséncia de banda (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Esta técnica utiliza ‘primers’ mais curtos (decameros) ¢ de sequéncia arbitraria,
eliminando a necessidade de conhecimento prévio da sequéncia. Normalmente usa-se apenas
um tipo de ‘primer’ em cada reagdo, sendo este formado por diferentes combinagdes das
quatro bases nitrogenadas, com conteiddo de G + C entre 50 e 70% (FRITSCH e
RIESEBERG, 1996). Desta forma, a reacdo de RAPD ocorre devido ao anelamento do
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‘primer’ Unico em pontos proximos do genoma, delimitando a regido que sera amplificada

(WELSH e MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990).

O polimorfismo de RAPD gerado em funcdo da homologia do iniciador com a
sequéncia de DNA gendmico (geralmente dez nucleotideos) € sensivel a pequenas mudancas
nas sequéncias do sitio de iniciacdo. Os marcadores RAPD detectam uma grande quantidade
de polimorfismos em virtualmente todo o genoma, amostrando inclusive regides de DNA
repetitivo (WILLIAMS et al., 1990). Por estas razdes, a técnica de RAPD tem sido
eficientemente empregada nos estudos de divergéncia genética em que os individuos
analisados sdo geneticamente proximos, ou seja, pertencem a uma mesma espécie (HALEY et
al., 1994).

A reprodutibilidade dos resultados requer otimizacdo e estrito controle das condi¢bes
da reacdo, considerados pontos chave, juntamente com a concentracdo de DNA, de cloreto de
magnésio e da enzima DNA polimerase. O uso de BSA pode ser adotado, principalmente
quando o DNA obtido ndo é muito puro (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Além
disso, a temperatura de anelamento e a qualidade da agarose, também podem afetar o numero

de amplificacdes bem como a sua intensidade e separacdo (GOSTMISKY et al., 1999).

Marcadores RAPD séo tipicamente dominantes e apresentam uma boa capacidade
multiplex, identificando um bom numero de °‘loci’ polimoérficos por reacdo, embora
discriminem um baixo numero de alelos por ‘locus’ (dois alelos: amplificado e nao-
amplificado), entretanto é considerada uma técnica altamente acessivel, por ser rapida e de
baixo custo (WILLIAMS et al., 1990).

As principais desvantagens dos marcadores RAPD ¢é sua heranca dominante e seu
carater andnimo, ou seja, individuos homozigotos dominantes ndo podem ser diferenciados
dos heterozigotos. Neste ultimo caso, ndo se pode determinar se um produto da amplificacdo
(banda ou amplicon) em um gel de RAPD é resultado da amostragem de uma mesma regido
do genoma (WILLIAMS et al., 1990; WELSH e MCCLELLAND, 1990).

O emprego de um grande nimero de marcadores nas progénies em avaliacdo tem
sido a solugdo encontrada para contornar o problema da dominéncia e do carater anénimo dos
marcadores RAPD (RITLAND e JAIN, 1981). Recentemente, marcadores RAPD tém sido
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utilizados, com sucesso, para estimativas de taxa de cruzamento de espécies alégamas
(GAIOTTO et al., 1997).

Diversos trabalhos foram realizados em Capsicum visando ao estudo da diversidade
genética por meio da avaliacdo de caracteres morfo-agronémicos, (OLIVEIRA et al., 1999;
MOURA et al., 1999; SUDRE et al., 2005), ou ainda pela utilizagdo de marcadores
moleculares (PARAN et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 1999; SANWEN et al., 2000;
TOQUICA et al., 2003; LEE et al., 2004).

Através da técnica de RAPD alguns autores estudaram o grau de similaridade entre
dez acessos de pimenta (Capsicum annuum) da Tailandia. Os acessos apresentaram
similaridades entre 20 e 90%, com formacdo de dois grupos maiores, consistentes com as
caracteristicas morfologicas (SITTHIWONG et al., 2005).

2.12.3 Microssatélites ou Simple Sequence Repeat - SSR

Os marcadores microssatélites sdo sequéncias de nucleotideos repetidas lado a lado,
cuja unidade de repeticdo varia de um a seis pares de base (WEBER e MAY, 1989; TAUTZ,
1989). Sdo encontrados abundantemente em uma ampla diversidade de espécies de eucariotos
e procariotos e no genoma cloroplastidial de plantas (JARNE e LAGODA, 1996).

Nos organismos eucariotos, 0 genoma apresenta diferentes classes de sequéncias
repetidas e estas podem ser classificadas de acordo com sua extensdo em satélites,
minissatélites e microssatélites (JARNE e LAGODA, 1996).

Os microssatélites ou SSR se encontram distribuidos ao longo dos genomas de
plantas e animais, podendo ou néo estar associados a genes (HAMADA et al., 1982). Desta
forma, os microssatélites podem ser classificados em mononucleotidicos, dinucleotidicos,

trinucleotidicos, etc.

Marcadores microssatélites sdo ferramentas indicadas para uma analise gendmica
detalhada, caracterizam-se por ser co-dominantes, ou seja, em cada loco analisado é possivel

distinguir homozigotos e heterozigotos, assim como identificar o genotipo especifico de cada
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individuo de acordo com os alelos presentes na populacdo estudada; sdo multialélicos e
bastantes estaveis. Uma vez obtidos os “primers” informativos para uma espécie, 0s custos ¢ a
demanda de mao-de-obra séo reduzidos drasticamente, e 0s ensaios laboratoriais sdo rapidos,
aumentando a acessibilidade da técnica (FERREIRA et al., 2007).

A amplificacdo de locos SSR é feita por PCR e os alelos de um loco séo
identificados por meio da migracdo relativa em gel de eletroforese. Os microssatélites
caracterizam-se por serem altamente polimorficos, codominantes, seletivamente neutros,
abundantes, informativos, aparentemente distribuidos por todo o genoma e dependem de
pequena quantidade de DNA dos individuos analisados (JARNE e LAGODA, 1996).

O uso de marcadores microssatélites, juntamente com a detec¢do dos fragmentos por
fluorescéncia e a analise semi-automatizada, tém-se mostrado eficiente para diversos estudos
como mapeamentos genéticos e estudos de diversidade genética (MITCHELL et al., 1997). O
uso da técnica de microssatélites marcados com fluorescéncia e deteccdo dos alelos semi-
automatica possui uma vantagem significativa em relacdo ao uso de deteccdo por
microssatélites radioativos e gel de prata. Além de aumentar a eficiéncia e a precisao dos
resultados, reduz riscos de exposi¢do a radioisotopos e a ions de prata (MITCHELL et al.,
1997).

O polimorfismo revelado pelo microssatélite € suficientemente estavel para ser usado
em andlises genéticas. O grande nimero de locos microssatélites e sua variabilidade elevada
fazem deles ferramentas importantes para construcdo de mapas genéticos de alta resolucéo
(HEARNE et al., 1992).

Esta técnica requer grande trabalho na obtencdo de uma biblioteca de fragmentos
gendmicos pequenos. Além da necessidade de pessoal técnico habilitado e equipamento

sofisticado para o sequenciamento automatico, tornando a técnica laboriosa e de alto custo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo da pesquisa foi avaliar a qualidade genética e fisioldgica de sementes de
Capsicum sp., por meio de estudos relacionados com a taxa de cruzamento natural e

determinacédo da maturidade fisioldgica das sementes.

3.2 Especificos

- Avaliar a maturidade fisiologica de sementes de Capsicum baccatum, var. pendulum cv.

BRS Mari em diferentes estadios de maturacao.

- Avaliar a taxa de cruzamento natural entre dois acessos de C. annuum em condigdes de

campo no Planalto Central do Brasil.
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cAPiTULO 1

Determinacéo da maturidade fisioldgica de sementes de pimenta

dedo-de-moca (Capsicum baccatum var. pendulum)
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Determinacdo da maturidade fisioldgica de sementes de pimenta dedo-de-moca

(Capsicum baccatum var. pendulum)

RESUMO

Um aspecto ainda pouco estudado, mas de grande relevancia no processo produtivo
de sementes de pimenta do tipo dedo-de-moca (Capsicum baccatum var. pendulum) € a
determinacdo tanto da maturidade fisioldgica quanto do momento mais adequado para a
colheita. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade e a
maturidade fisiologica de sementes de um acesso de C. baccatum var. pendulum. O
experimento foi realizado nas instalacdes do campo experimental e laboratorios de sementes e
de pos-colheita da Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF. Para a determinacdo da maturidade
fisiologica foi utilizada a cultivar ‘BRS Mari’. As sementes foram obtidas de frutos colhidos
em diferentes estadios de maturacdo (20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias ap0s antese). Foram
determinadas as seguintes caracteristicas dos frutos: a coloracdo, o comprimento longitudinal,
o teor de clorofila e de capsaicina. Nas sementes, foram determinados o grau de umidade, o
teor de matéria seca, a germinacao, a primeira contagem de germinacdo, a emergéncia em
casa de vegetacdo e o envelhecimento acelerado. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticbes para a maioria das variaveis analisadas. A
maturidade fisioldgica das sementes da cultivar ‘BRS Mari’ ocorreu aos 70 dias apos a antese,
onde os frutos apresentaram a coloragdo vermelha. Neste momento, a umidade das sementes
foi de 39% e a germinacdo e emergéncia das plantulas foi de 88% e 77%, respectivamente.

Notadamente, picos mais altos de capsaicina foram observados neste estadio fisioldgico.

Palavras-chave: Capsicum, capsaicina, maturidade fisioldgica, qualidade das sementes,

vigor.
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Physiological maturity determination of lady’s finger hot pepper (Capsicum baccatum

var. pendulum) seeds.

ABSTRACT

The determination of the physiological seed maturity as well as the most appropriate
harvest time is an important aspect to achieve superior quality seeds. This information is still
not available for seed production of lady’s finger pepper (Capsicum baccatum var. pendulum)
accessions. Thus, the objective of the present study was to evaluate the physiological seed
quality and maturity of C. baccatum var. pendulum cv. ‘BRS Mari’. The experiment was
carried out at the experimental fields and seed and post-harvest laboratories at Embrapa
Vegetables, Brasilia-DF. Seeds were obtained from fruits harvested at different physiological
maturity stages (20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 days after anthesis). For the fruits, the following
traits were determined: color, longitudinal length, chlorophyll and capsaicin contents. For the
seeds, the moisture content, dry matter, germination, first germination count, emergence
under greenhouse conditions and accelerated aging were also evaluated. A completely
randomized design (CRD) with four replications for most variables was used in this study.
The physiological seed maturity of ‘BRS Mari’ occurred at 70 days after anthesis when the
fruits showed red color. At this stage, seed moisture content was 39% and the germination
and seedling emergence were 88% and 77%, respectively. Coincidently, the highest of

capsaicin accumulation was observed at this very same stage.

Keywords: Capsicum, capsaicin, physiological maturity, seed quality, vigor.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, pimentas do género Capsicum sdo cultivadas em diferentes regides, em
clima tropical como no Norte e Nordeste, ou clima subtropical como no Sul, tendo como o0s
maiores produtores os Estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Goiés, Cearé e Rio Grande do Sul
(NASCIMENTO et al., 2006). Estima-se que o consumo diério de pimenta no pais esteja em
torno de meio grama por pessoa (EMBRAPA, 2002). As pimentas apresentam elevados teores
de vitaminas e minerais (LINGUANOTTO, 2004). Sdo excelentes fontes de antioxidantes
naturais como a vitamina C, a vitamina E, carotenoides e as vitaminas do complexo B
(NASCIMENTO et al., 2006).

As pimentas do género Capsicum sdo consumidas por um quarto da populacao
mundial, principalmente como condimentos. Os maiores consumidores Sa0 0S coreanos,
tailandeses, indianos e mexicanos. Um especial destaque no mercado brasileiro é a pimenta
dedo-de-moca (C. baccatum var. pendulum), sendo bastante consumida especialmente nos
Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Goias. (CARVALHO et al., 2009). O cultivo
desse grupo varietal dedo-de-moca tem sido conduzido por pequenos produtores apresentando
um tipico perfil de agricultura familiar bem como em sistemas de integracdo pequeno
agricultor — agroindustrias (CARVALHO et al., 2009).

O mercado de sementes de hortalicas no Brasil é expressivo e altamente competitivo,
com mais de 25 empresas atuando nas diversas espécies. No entanto, pouca atencdo tem sido
dada ao segmento de pimentas C. baccatum var. pendulum dedo-de-moca (CARVALHO et
al., 2009). A limitacdo da oferta de sementes de qualidade e de certo desinteresse por parte
das empresas de sementes pelo desenvolvimento de novas cultivares de C. baccatum var.
pendulum estdo relacionados as deficiéncias nas técnicas de producdo, baixo rendimento,
dificuldade de extracdo das sementes e aos problemas relacionados com a qualidade
fisiologica (NASCIMENTO et al., 2006).

As sementes constituem em um fator decisivo para o sucesso de plantios comerciais
e, desse modo, deve-se atentar para a qualidade das mesmas. O estabelecimento de programas
de controle de qualidade das sementes torna-se importante, em fungéo do constante aumento
das areas cultivadas, dos custos de producéo e do elevado grau tecnologico dos produtores. A

exigéncia do mercado por sementes de qualidade leva as empresas de sementes a darem
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énfase e prioridade a producdo de sementes com boas caracteristicas fisicas, fisioldgicas,
genéticas, e sanitérias, aléem de destinarem grandes investimentos para as pesquisas nessa area
(NASCIMENTO, 2004). A utilizacdo de sementes de qualidade comprovada traz vantagens

econdmicas, sociais e ambientais para os produtores e consumidores.

Processos fisiologicos relacionados com o desenvolvimento e a germinacdo de
sementes determinam a qualidade das mesmas. A qualidade de um lote de sementes
compreende caracteristicas préprias que determinam seu valor. Os componentes relacionados
com a qualidade das sementes apresentam importancia equivalente. Porém os aspectos
fisiol6gicos tém recebido maior atencdo. A alta qualidade das sementes resulta em maior
vigor, emergéncia, uniformidade e produtividade final, constituindo, portanto, fator bésico
para o sucesso da lavoura (FREITAS et al., 2008). Em geral, para espécies cujas sementes
estdo contidas em frutos carnosos, como é o caso das pimentas da espécie C. baccatum var.
pendulum, a méxima germinagdo e o maximo vigor ocorrem quando a semente atinge a
maturidade fisiol6gica, ou seja, 0 méaximo contetdo de matéria seca (NASCIMENTO et al.,
2006). A partir da maturidade fisioldgica iniciam-se, nas sementes, alteracdes degenerativas
gue comprometem a germinacdo e o vigor (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Os
principais pardmetros utilizados na identificagdo em campo da maturidade fisioldgica das
sementes, bem como, o ponto ideal para a colheita, tem sido a idade e a coloracdo dos frutos.
Essa alteracdo de coloracdo é um indicativo do ponto de maturidade fisioldgica das sementes,
onde sdo observados niveis maximos de germinacdo e vigor e minimos de deterioracdo
(NASCIMENTO et al., 2006). Assim, o reconhecimento pratico da maturidade fisioldgica é
estratégico para a definicdo do momento ideal de colheita, contribuindo para a producéo de
sementes de alta qualidade fisioldgica e sanitéria.

Diante da demanda por pimentas do grupo varietal dedo-de-moca e,
consequentemente, por sementes de qualidade, sdo necessarios estudos mais aprofundados
sobre os aspectos fisioldgicos relacionados com o desenvolvimento, maturacdo e germinacao
das sementes de acessos de C. baccatum var. pendulum. Neste contexto, estudos relacionados
a maturidade fisioldgica e colheita das sementes s&o importantes, uma vez que estas alcancam
sua qualidade fisiolégica maxima no campo. Tais conhecimentos sdo imprescindiveis,
principalmente, no que diz respeito ao planejamento e definicdo da época ideal de colheita
para minimizar os efeitos da deterioracdo das sementes provocados pela permanéncia

prolongada dos frutos no campo; por outro lado, a colheita precoce dos frutos podera acarretar
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grande proporcdo de sementes imaturas, reduzindo assim a produtividade e a qualidade das
sementes (NASCIMENTO, 2004). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
qualidade fisiologica de sementes de pimenta da espécie C. baccatum var. pendulum obtidas
de frutos em diferentes estddios de maturacdo, por meio de estudos relacionados com a

determinacdo da maturidade dos frutos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producdo de sementes

O campo de producdo de sementes foi instalado na area experimental da Embrapa
Hortalicas, Brasilia-DF (latitude 15° 55' 45" S, longitude 48° 08' 33" e altitude média de 998
m), em 29 de marco de 2012 e conduzido até 08 de novembro do mesmo ano (Anexo 1). As
andlises dos frutos e das sementes foram realizadas de novembro a dezembro de 2012 nos

Laboratorios de Andlise de Sementes e de Pos-colheita.

Utilizou-se a cultivar de pimenta BRS Mari (Capsicum baccatum var. pendulum) do
tipo varietal dedo-de-moca (CARVALHO et al., 2009). Para a producdo de mudas, as
sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno expandido (isopor) com 128 células,
contendo substrato comercial Bioplant®. O transplantio das mudas foi realizado aos 35 dias
apo6s semeadura. O solo foi preparado convencionalmente e as correcBes foram feitas de

acordo com a analise quimica do mesmo.

No campo, as plantas foram dispostas em espacamento de 1,2 m entre linhas x 0,8 m
entre plantas. O cultivo das plantas seguiu as recomendacGes usuais para pimenta
(FILGUEIRA, 2005; RIBEIRO et al., 1999).

Os botoes florais foram etiquetados no dia 15 de agosto, aproximadamente 105 dias
apos o transplantio das mudas. A colheita dos frutos foi realizada manualmente aos 20, 30,
40, 50, 60, 70 e 80 dias apos a antese (DAA). Foram colhidos, ao acaso, 50 frutos de cada
tratamento. Logo apdés a colheita, antes da extracdo de sementes, foi determinado o
comprimento e a coloracdo dos frutos. Para realizacdo do teste de clorofila foi separado o
pericarpo fresco e, para o teste de capsaicina, no momento da extracdo, foram separados as

sementes, a placenta e o pericarpo.

Ap0s a extracao, as sementes foram submetidas a secagem em temperatura ambiente
por 24 horas em estufa a 40°C por 24 horas, com a finalidade de atingir o grau de umidade

compativel com o armazenamento, aproximadamente 6%. Em seguida foram acondicionadas
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em embalagens impermeaveis e armazenadas em camara fria a 15°C para posterior avaliacbes

da qualidade fisioldgica.

Foram realizados os seguintes testes e determinag6es nos frutos:

2.2 Colorimetria de frutos (sistema L*a*b*)

A medida objetiva da coloracdo de pimentas foi realizada por meio de um sistema
tri-axial (“tristimulus”) de cores, que fornece trés coordenadas (L*a*b*) permitindo ao
observador determinar com exatiddo a coloracdo do objeto em estudo (MATTQOS, 2007).
Neste sistema de representacéo de cor, os valores de L*, a* e b* descrevem a uniformidade da
cor no espaco tridimensional, em gue o0 eixo x corresponde as cores que variam do verde (- a)
ao vermelho (+ a); o eixo y corresponde as cores que variam do amarelo (- b) ao (+ b) azul e 0
eixo z corresponde as cores que variam do branco (+ L) ao preto (- L) (MORETTI, 2006;
MINOLTA CORP, 1994). A avaliacdo da coloracéo foi feita em dois pontos da superficie do
fruto na regido equatorial (Anexo 2). O colorimetro foi encostado na superficie do fruto e,
mantido firmemente em contato para proceder a leitura. Os valores de L*,a* e b* foram
anotados para posterior interpretacdo. As formulas utilizadas para interpretacdo foram angulo
Hue e Croma, de acordo com as seguintes equacoes:

1- Angulo Hue = arcotang (a,b) * 180/n

2- Croma = (a® + b2

2.3 Teor de clorofila no pericarpo dos frutos

A determinacdo da clorofila total, a e b foi baseada na metodologia descrita por
(INSKEEP e BLOOM, 1985 citada por MATTOS et al. 2007), com modificacOes realizadas
no preparo da amostra. Pesou-se 5 g da regido equatorial do pericarpo fresco e picado de cada
tratamento com trés repetices, em balanca digital com precisdo de 0,0001g. Em seguida foi
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colocado num almofariz, e dentro da capela, foi adicionado 10 mL do solvente N,N-
dimetilformamida (DMF); com o auxilio de um pistilo, promoveu-se a maceragdo do material
até obtencdo de um macerado uniforme (Anexo 3). Logo ap6s, 0 material foi transferido para
frascos onde foram adicionados mais 10 mL de DMF. Os frascos foram tampados e
protegidos com papel aluminio, para evitar a fotodegradagdo dos pigmentos clorofilicos, e
armazenados em camara fria a 5°C + 2°C por 7 dias. Decorrido o periodo, os frascos foram
retirados da camara fria e promovido a agitacao por 24 h. O solvente foi filtrado em papel-
filtro Whatmann n° 4 e, em seguida, com auxilio do espectrofotdmetro portatil (Chroma Meter
CR-400), procedeu-se a leitura da absorbancia a 647 nm e 664,5 nm. Os valores foram
anotados para posterior interpretacdo dos resultados. A concentragdo de pigmentos (mg. Kg™)

foi calculada de acordo com as seguintes equacoes:
Clorofila total = 17,95 * Ags7 + 7,90 * A554y5
Clorofilab = 20,47 * Aga7 — 4,73 * A664,5

Clorofilaa =12,70. Assas — 2,79. Asa7

2.4 Comprimento longitudinal dos frutos

Foram utilizados 10 frutos de cada tratamento e o comprimento foi mensurado em
centimetros, com auxilio de um paquimetro digital (Anexo 4). Cada fruto constituiu de uma

repeticéo.

2.5 Teor de capsaicina nos diferentes estadios fisiol6gicos dos frutos

A caracterizacdo quimica foi realizada através do método AOAC Official Method
995.03 que pode ser utilizado para determinagdo do teor de capsaicindides entre 750 e
650.000 Unidades de Calor Scoville (SHU) (PARRISH, 1996). Amostras de pericarpo,

placenta e sementes dos frutos foram colocadas em estufa, com ventilacdo forcada de ar, para
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secagem durante trés dias a temperatura de aproximadamente 60°C. Decorrido o periodo, as
amostras foram moidas. Foi quantificado o contelido de capsaicina de forma isolada para

cada parte do fruto (Anexo 5).
2.5.1 Preparo do padréo

2.5.1.1 Solucéo estoque - 150 mg de N-vanilila-n-nonamida foi colocada em um
baldo volumétrico de 100 mL e, em seguida foi dissolvido em &lcool etilico grau

cromatografico e completado o volume do bal&o.

2.5.1.2 Solucdo de trabalho - Foi transferido 2 mL da solucdo estoque para um

baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume com alcool etilico grau cromatogréafico.
2.5.2 Preparo da amostra

As amostras secas foram trituradas em moinho e pesadas em aliquota de 2 g/
tratamento e transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e adicionado 80 mL de etanol
desnaturado. A solucgéo foi agitada vigorosamente e colocada em banho maria a 70°C, com
agitacdo, por 5 horas. Ao final deste periodo, os balGes foram retirados do banho maria,
resfriados até temperatura ambiente e o volume completado para 100 mL. O sobrenadante foi
mantido em geladeira a 4°C, para posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(High Performance Liquid Chromatography - HPLC).
2.5.3 Injecdo da amostra

As amostras foram filtradas através de uma membrana FG (fluoropore) em PTFE
0,45 pum de poro, hidrofébica, com auxilio de uma seringa de 5 mL, coletando-se 2 mL do
material filtrado e transferindo para frascos de vidro. Os frascos contendo as amostras foram
colocados no compartimento de bandeja do cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC).
As condigBes do HPLC foram formadas por uma fase mével composta por acetonitrila (40%)
e agua contendo 1% de &cido acético (60%), que atravessa uma fase estacionaria formada pela
coluna Luna C18(2), 150 x 4,6 mm, 5 puL (marca Phenomenex) a um fluxo de 1,5 mL por
minuto, resultando em um tempo total de corrida de 30 minutos para cada amostra. A
separacdo dos capsaicinoides foi feita pela injecdo de 20 uL de extrato de cada amostra em

triplicatas, que percorreram a fase estacionaria juntamente com a fase mével.
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2.5.4 Injecéo do padréo

A solucéo de trabalho foi transferida para um frasco de vidro, previamente preparada
e filtrada através de um filtro milipore 0,45 um e injetada 20 pL da solucdo no HPLC. A
separacdo dos capsaicinoides foi feita pela injecdo de 20 uL de extrato, em uma coluna Luna

C18(2), 150 x 4,6 mm, 5uL (marca Phenomenex) a um fluxo de 1,5 mL por minuto.
2.5.5 Detecc¢do de capsaicinoides

Os picos de capsaicinoides foram obtidos a partir de um detector do tipo fotodiodo
(PDA-“photodiodearray detector”) UV-vis (ultravioleta — visivel), utilizando-se como
referéncia o comprimento de onda de 280 nm. A identificagdo dos capsaicinoides foi baseada
na comparacdo do tempo de retencdo dos picos relativos aos capsaicindides encontrados em
amostras de padrGes comerciais de capsaicina e diidrocapsaicina. A quantificacdo dos
capsaicindides foi feita a partir da comparacédo da area do pico obtida da injecdo do padrao de
capsaicina na concentracdo de 0,015 mg/mL, com as areas obtidas aos picos correspondentes
aos capsaicinoides da injecdo da amostra. Uma nova aliquota do padrdo foi injetada a cada
seis amostras analisadas. Os resultados foram expressos em SHU (‘Scoville Heat Units’) de
nordiidrocapsaicina, capsaicina e diidrocapsaicina e capsaicindides totais. As seguintes

equacdes foram utilizadas para o calculo:
SHUy = (Mn/Ms)(Cs X Ps/Wr) * (100/0,98) * (9300)
SHUc = (Mc/Ms)(Cs X Ps/W+) * (100/0,89) * (16100)
SHUp = (Mp/Ms)(Cs X Ps/W+) * (100/0,93) * (16100)
SHUt = SHUy + SHU¢ + SHUp
em que,

SHUyN, SHU¢, SHUp, SHUr = SHU dos capsaicindides nordiidrocapsaicina,

capsaicina, diidrocapsaicina e totais, respectivamente.

My, Mc, Mp, Ms = média das areas dos picos de nordiidrocapsaicina, capsaicina,

diidrocapsaicina e do padrao, respectivamente.

Cs = concentracdo do padréo de capsaicina em mg/mL.
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Ps - area do pico relativo ao padrdo de capsaicina

Wt — peso da amostra teste

Foram realizados 0s seguintes testes e determinacfes nas sementes:

2.6 Teor de Agua

O teor de agua das sementes foi avaliado em estufa a 105 + 3 °C durante 24 horas,
utilizando-se duas sub-amostras para cada tratamento, conforme as Regras para Analise de
Sementes — RAS (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem média por

tratamento.

2.7 Massa de 100 sementes

A massa média foi determinada com quatro repeti¢des de 100 sementes que foram
pesadas em balanca digital com precisdo de 0,001g, sendo os calculos efetuados conforme

recomendag0es das RAS (BRASIL, 2009) e os resultados expressos em gramas (g).

2.8 Teste de Germinacéo

Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes de 50 sementes distribuidas
sobre duas folhas de papel mata borrdo, umedecidas com agua na proporcéo de 2,5 vezes 0
peso do substrato seco, em caixas plasticas tipo “gerbox”. As caixas foram mantidas em
germinadores sob regime alternado de temperatura e luz 20°C (durante 16 h, correspondente

ao periodo noturno) e 30°C (durante 8 h, correspondente ao periodo diurno) (Anexo 6). As
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avaliacOes foram feitas no décimo quarto e no vigésimo primeiro dias apos a semeadura e 0s
resultados expressos em porcentagem de plantulas normais, conforme critérios estabelecidos
pelas Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

2.9 Primeira contagem de germinagao

Conduzido simultaneamente ao teste de germinagdo, constituiu do registro da

porcentagem de protrusdo da raiz primaria obtida no décimo quarto dias ap6s o inicio do teste.

2.10 Emergéncia de plantulas em casa de vegetacéo

As sementes foram distribuidas em bandejas multicelulares de poliestireno
expandido (isopor) contendo 200 células preenchidas com substrato comercial (Bioplant). As
bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo (Anexo 7). Cada tratamento foi composto por
quatro repeticGes de 50 sementes. As avaliacbes foram realizadas no décimo quarto e
vigésimo primeiro dias ap6s a instalacdo do teste, computando-se a porcentagem de plantulas

normais.

2.11 Teste de envelhecimento acelerado

Foram utilizadas caixas plasticas tipo “gerbox”, funcionando como compartimento
individual (mini-camara), possuindo em seu interior uma bandeja com tela de aluminio, onde
foram distribuidas em camadas uniformes de 200 sementes por tratamento em 4 repeti¢des de
50 sementes, conforme metodologia recomendada pela “Association of Official Seed
Analysts” (1987) e descrita por (MARCOS FILHO et al., 1987). Dentro de cada

compartimento individual, foram adicionados 45 mL de solucdo saturada de NaCl (40g de
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NaCl/ 100 mL de agua). As caixas contendo as sementes foram fechadas e mantidas em uma
camara de envelhecimento acelerado, regulada a temperatura constante de 41°C por 48 horas.
Decorrido o periodo de envelhecimento, as sementes foram submetidas ao teste de
germinacdo conforme metodologia descrita anteriormente (Anexo 8). A avaliacdo foi
realizada aos 21 dias apds a instalagdo do teste. Os resultados foram expressos em

porcentagem média de plantulas normais para cada tratamento (TORRES, 2005).

2.12 Delineamento experimental e analise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeti¢Ges
para a maioria das variaveis analisadas, exceto para a coloracdo e comprimento dos frutos,
onde utilizou-se 10 repeticdes, e clorofila e capsaicina com 3 repeticbes. Os dados foram
submetidos a andlise de regressdo pelo procedimento PROC REG do programa
computacional SAS (SAS 9.1.3, 2000-2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos no teste de coloracdo L*a*b*, os teores
referentes a luminosidade L* para os frutos com 80 DAA apresentaram decréscimo de 51,3%,
quando comparados com os valores de L* para frutos de 20 DAA (Figura 1). Esses valores
descrevem que o fruto imaturo possuia bastante brilho em relacdo aos frutos maduros. Em
abobora foram encontrados os valores para frutos imaturos de 76,86 de L* e 75,34 L* para
frutos maduros, ndo havendo muita variacdo entre a idade de maturacdo (MOLINA et al.,
2008). Os valores de a* apresentaram aumento consideravel durante todo o desenvolvimento,
variando de -18,31 em frutos com 20 DAA até 37,75 em frutos com 80 DAA, indicando a
mudanca de coloracdo do verde brilhante para o vermelho opaco. O aumento no valor de a*
pode ser decorrente de mudancas em dois pigmentos: decréscimo na clorofila e aumento nas
antocianinas (CHITARRA e CHITARRA, 2005). Os valores de b* em todas as etapas de
maturacdo apresentaram valores decrescentes, ou seja, de 45,94 para 20,0 para os frutos

colhidos aos 20 e 80 DAA, respectivamente.

Os valores de L* 60,21 e a* -18,31 encontrados aos 20 DAA, indicam maior

preservacdo da cor verde devido uma maior concentracéo de clorofila.

A cor dos frutos das pimentas é bastante variada, comecando geralmente com verde,
amarelo ou branco no fruto ndo maduro, e se tornando vermelho, marrom ou quase preto em
frutos maduros (LONG-SOLIS, 1998). A coloracgédo dos frutos de pimenta em cada estadio de
maturacdo depende da capacidade dos frutos de sintetizar carotendides e até mesmo de reter

pigmentos de clorofila.
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100 - ¢L ly=-8,1648+ 5,7871x-0,1362x? + 0,0009x3 R2 = 0,91 ***
90 - Ba 2y=42979-6,2141x + 0,1801x2- 0,0013x3 R2= 0,92***
Ab 3y=2,5684 +3,4038x - 0,0743x2 + 0,00042865x3 R2=0,89***

Colorimetria pelo sistema L* a* b*

Dias apds antese (DAA)

Figura 1. Colorimetria pelo sistema L*a*b* em frutos de pimenta cv. BRS Mari em func¢do do estadio de
maturagdo dos frutos. L = branco (+L) ao preto (-L); a = verde (-a) ao vermelho (+a); b = amarelo (-b) ao azul
(+b). Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2012. *** significativo a 0,1% (o <0,001)

Com relagdo ao teor de clorofila, foram observadas diferengas significativas em
todos os estadios de maturacdo, sendo que, a partir de 60 DAA, o teor estabilizou (Figura 2).
O estadio de maturacdo que apresentou o maior teor de clorofila foi aos 20 DAA. Isso se deve
a imaturidade dos frutos, ainda com uma maior predominancia de cloroplastos (HORNERO-
MENDEZ e MINGUEZ-MOSQUERA, 2002); a molécula de clorofila presente nos
cloroplastos absorve a energia radiante e ativa o sistema fotossintético. A clorofila é o
principal pigmento responsavel pela coloracdo verde de frutas e hortalicas. Ja a partir de 70
DAA o teor de clorofila foi minimo, assim, um bom indicativo de processo avancado de
amadurecimento (VINALS et al., 1996).
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Figura 2. Teor de clorofila em frutos de pimenta cv. BRS Mari em fungdo do estadio de maturagéo dos frutos.
Pontos (@) e (M ) representam dados estimados e observados, respectivamente. Embrapa Hortalicas, Brasilia-
DF, 2012. *** significativo a 0,1% (a < 0,001)

Os resultados obtidos em relacdo ao comprimento dos frutos apresentaram uma boa
estratificacdo, demonstrando aumento gradativo até os 50 DAA. A partir desse momento,
houve leve tendéncia a diminuir o comprimento dos mesmos conforme aumentava os estadios
de maturacdo dos frutos (Figura 3). Isso pode ser atribuido ao fato de se tratar de uma espécie
de crescimento indeterminado, onde o tamanho dos frutos tende a diminuir com o aumento da

ordem de frutificacdo na planta (DIAS et al., 2006a).
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Figura 3. Comprimento longitudinal (cm) dos frutos de pimenta cv. BRS Mari em fungdo do estadio de

maturacgdo dos frutos. Pontos (¢ ) e (M ) representam dados estimados e observados, respectivamente. Embrapa
Hortalicas, Brasilia-DF, 2012. *** significativo a 0,1% (o < 0,001)

Os picos de capsaicindides encontrados no pericarpo, placenta e sementes foram

obtidos utilizando-se como referéncia o comprimento de onda de 280 nm (Figuras 4 e 5).

Figura 4. Visualizagdo tridimensional dos picos dos diferentes capsaicindides a 280 nm. Embrapa Hortalicas,
Brasilia-DF, 2013.
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Figura 5. Visualizag8o tridimensional dos picos de capsaicindides obtidos na placenta dos frutos da cv. BRS
Mari. Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2013.

A analise de variancia da regressdo ndo demonstrou tendéncia significativa na
variavel pericarpo, indicando que ndo houve diferencas significativas desses capsaicindides
com o0 aumento do processo de maturacdo dos frutos. As concentracBes dos capsaicindides,
capsaicina e diidrocapsaicina, encontrados no pericarpo apresentaram a mesma tendéncia. Os
picos mais altos dos capsaicindides foram observados aos 70 DAA. Apresentaram variacao
nos teores de capsaicina e diidrocapsaicina de 3.552,24 a 16.595,68 mg g e 1.443,14 a
7.947,45 mg g, respectivamente (Figura 6). O teor de capsaicina total, soma dos dois
capsaicindides, variou de 4.995 a 24.543 mg g*. A nordiidrocapsaicina néo foi detectada no

pericarpo do fruto em nenhum estadio de maturacao.

Avaliando a relagdo da cor do fruto com a pungéncia, foi sugerido que o teor dos
capsaicindides poderia estar associado a cor do fruto, pois teores mais altos de pungéncia
foram verificados em cultivares de cor laranja (PINO et al., 2007). Em outra pesquisa foi
encontrada maior pungéncia em frutos de cor amarela, embora o propdsito do experimento
ndo foi estudar a relagdo entre teor de capsaicina e cor de fruto (NWOKEM et al., 2010).
Quanto maior o grau de maturacdo da pimenta, maior sera o conteudo de capsaicina, dessa
forma o contetudo de capsaicina nos frutos pode estar relacionado com a cor dos frutos e

consequentemente com o grau de maturagdo (LONG-SOLIS, 1998).
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Figura 6. Teor dos capsaicinpdides (SHU) no pericarpo dos frutos de pimenta cv. BRS Mari em funcéo do
estadio de maturacdo dos frutos. SHUc = capsaicina; SHUd = diidrocapsaicina; SHUt = total. Embrapa
Hortalicas, Brasilia-DF, 2013. ns = ndo significativo (o > 0,05)

Na placenta, local dos frutos onde a concentracdo de capsaicina € maior, foram
detectados os picos mais altos de capsaicina (296.015,5 mg g™), e em menores quantidades de
diidrocapsaicina (148.932,8 mg g) e nordiidrocapsaicina (3.288,93 mg g™). A pungéncia
total ndo apresentou diferencas apds 40 DAA, assim, a média foi ajustada pela regressdo
clbica em 422.044,6 mg g™ (Figura 7).

Entre os principios pungentes, 90% deles estdo localizados na placenta dos frutos. J&
as sementes ndo sdo fontes da pungéncia, mas ocasionalmente podem absorver capsaicina
devido a proximidade da placenta. O valor SHU pode variar de zero (pimentbes e pimentas
doces) a mais de 300 mil (pimentas muito picantes) conforme a espécie. Esse valor pode ser
alterado em funcdo de varios fatores, tais como temperatura, adubacéo e irrigagdo (RIBEIRO
e REIFSCHNEIDER, 2008). A placenta do fruto concentra o maior contetdo de capsaicina,
ou seja, cerca de 2,5% da matéria seca, enquanto que, nas sementes e no pericarpo, é 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 detec¢do de

ardor pelas papilas gustativas humanas (NUEZ et al, 1996). A quantidade de
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capsaicinoides acumulada nos frutos de pimenta é influenciada pelas condi¢fes ambientais,
manejo da cultura e idade do fruto (BOSLAND, 1993).

No presente estudo, os teores de capsaicina detectados nas diferentes partes do fruto,
estdo acima daqueles resultados encontrados por outros autores, que obtiveram, dentre 63
acessos de C. chinense, variacdo na concentracdo de capsaicina de 0,01 a 1,52 mg g™* de fruto
fresco (ANTONIOUS et al., 2009). Entretanto, os valores de capsaicina encontrados nessa
pesquisa ndo podem ser comparados com a maioria dos outros trabalhos, uma vez que a
quantificacdo foi realizada em partes separadas do fruto, e ndo em todo o fruto como de
rotina. A elevada pungéncia de 'BRS Mari', confirmada pelo alto contetdo de capsaicina
obtido, em especial na placenta, foi um resultado altamente significativo e promissor,
especialmente para a industria farmacéutica, que ja utiliza a capsaicina como principio ativo
para a producdo de diversos farmacos, como para as agroindudstrias no processamento de
molhos liquidos ou desidratados em flocos com as sementes observados na ‘pimenta

calabresa’.

600000 1 @SHUN  1y=4912,3-467,03x + 12,757x2-0,0917x3 R2= 0,80
550000 | MSHUC 2y =537777 +45068x - 801,87x%+4,61x3R2 = 0,88***
ASHUd 3y =-262195+23963x - 454,712+ 2,743x3 R2 = 0,81***
500000 | EESHUt 4y =.795059 + 68564x - 1243,8x2 + 7,261x3 R2 = 0,86***
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Figura 7. Teor dos capsaicindides (SHU) na placenta dos frutos de pimenta cv. BRS Mari em fung¢éo do estadio
de maturacéo dos frutos. SHUn = nordiidrocapsaicina; SHUc = capsaicina; SHUd = diidrocapsaicina; SHUt =
total. Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2013. ns = ndo significativo (o > 0,05); *** significativo a 0,1% (o <
0,001)
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Nas sementes, o contetdo da nordiidrocapsaicina somente foi detectado a partir de
50 DAA, porém com concentracdes muito baixas, isto é, 266,97 mg g*, em média. Com
relacdo aos teores de capsaicina, a tendéncia foi crescente conforme o processo de maturagdo
dos frutos; no entanto, aos 80 DAA, apresentou leve declinio. O pico maximo de 23.323,6 mg
g™, pela regressdo quadratica, foi observado aos 70 DAA. N&o foram observadas diferencas
significativas nos valores de diidrocapsaicina, exceto aos 20 DAA, que apresentou valor
minimo de 5.175,51 mg g™. Para a pungéncia total, foi observada tendéncia crescente até os
70 DAA e, aos 80 DAA, apresentou um leve decréscimo (Figura 8). O estadio de
desenvolvimento dos frutos interfere no conteddo de capsaicindides, observando-se acimulo
até o inicio do amadurecimento e decréscimo a partir desse estadio (BOSLAND e VOTAVA,
1999).

Os resultados da nordiidrocapsaicina, capsaicina, diidrocapsaicina e teor total,
obtidos entre as variaveis pericarpo, placenta e sementes, apresentaram diferencas altamente
significativas. Os picos mais altos foram observados na placenta (447.252,0 mg g), sequidos

das sementes (35.572,23 mg g) e finalmente do pericarpo (23.026,08 mg g™%).

A diversidade de valores encontrados para 0s capsaicindides é esclarecida por alguns
autores como uma resposta influenciada pela interacdo gendétipo-ambiente, algumas vezes
com predominio dos fatores ambientais e manejo da cultura. A mesma cultivar de pimenta
plantada em diferentes locais apresenta diferentes teores de capsaicindides, pois qualquer
estresse a planta pode alterar a pungéncia do fruto (BOSLAND e VOTAVA, 1999; RIBEIRO
et al., 2008; BORGES-GOMEZ et al., 2010).
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Figura 8. Teor dos capsaicindides (SHU) nas sementes de pimenta cv. BRS Mari em fungdo do estadio de
maturagdo dos frutos. SHUn = nordiidrocapsaicina; SHUc = capsaicina; SHUd = diidrocapsaicina; SHUt = total.
Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2013. * significativo a 5% (o < 0,05); ** significativo a 1% (a < 0,01)

Segundo a regressdo quadratica, o grau de umidade das sementes decresceu com 0
avanco do processo de maturacdo, sendo que, aos 20 DAA os frutos se encontravam
totalmente imaturos com o teor de agua de 89%. A partir dai, os teores de agua apresentaram
tendéncia decrescente até os 70 DAA, quando as sementes apresentaram teor de &gua minimo,
ou seja, 39%, momento em que a semente pode ter atingido a maturidade fisioldgica; a partir
deste ponto, observou-se uma estabilizacdo (Figura 9). Embora tenha ocorrido uma reducéo
gradativa do teor de dgua das sementes ao longo do seu desenvolvimento, o valor encontrado
ao final do processo pode ser considerado relativamente alto (39%), o que também foi
descrito por outros autores para sementes de frutos carnosos (DEMIR e ELLIS, 1992a,b;
BEWLEY e BLACK, 1994; DEMIR et al., 2002; DIAS et al., 2006a,b; VIDIGAL et al.,
2006). Em espécies de frutos carnosos como € o caso da pimenta, ocorre um equilibrio
osmotico entre o pericarpo do fruto, rico em solutos, e as sementes, resultando na
estabilizacdo do teor de agua destas ao final da maturacdo (WELBAUM e BRADFORD,
1988).
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Embora seja utilizado por alguns autores, o teor de dgua das sementes ndao € um
indicador adequado de maturidade fisiologica, por sofrer influéncias ambientais e genéticas.
Por ocasido da maturacdo, foram observados valores diferentes para o teor de &gua das
sementes de tomate, em dois anos agricolas estudados, constatando valores de 53% e 72%,
respectivamente, em 1989 e 1990 (DEMIR e ELLIS, 1992a). Resultados semelhantes foram
obtidos em sementes de outra solandcea, como berinjela (DEMIR et al., 2002).
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Figura 9. Graus de umidade (%) de sementes de pimenta cv. BRS Mari em fungdo do estadio de maturacdo dos
frutos. Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2012. *** significativo a 0,1% (o < 0,001)

O contetido de matéria seca, avaliado através da massa de 100 sementes, apresentou
um réapido e constante aumento conforme o aumento dos estadios de maturacdo dos frutos, e
decresceu a partir de 60 DAA (Figura 10). Esse comportamento indica que pode ter cessado a
translocacdo de assimilados, ou seja, rompimento da conexao vascular da planta mae para a
semente. Essa caracteristica tém sido apontada por diversos autores como um indicativo do
ponto de maturidade fisioldgica, partindo-se do principio de que a semente esta madura
guando nada mais recebe da planta mée (TEKRONY et al., 1980; DEMIR e ELLIS, 19923;
CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Em sementes de pimentdo, o maximo acumulo de matéria seca foi alcangado antes da
qualidade méxima da semente. Deve-se, entretanto, alertar que o ponto de maturidade
fisiologica, dentro de cada espécie, pode variar em relagdo ao momento de sua ocorréncia, em
funcéo da cultivar e das condi¢des ambientais (OLIVEIRA et al., 1999).
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Figura 10. Massa de 100 sementes de pimenta cv. BRS Mari em fun¢do do estidio de maturagdo dos frutos.
Pontos (@) e (W ) representam dados estimados e observados, respectivamente. Embrapa Hortalicas, Brasilia-
DF, 2012. *** significativo a 0,1% (o < 0,001)

Foi observada uma tendéncia gradativa de aumento da germinacdo nos diferentes
estadios de maturacdo. Notadamente, os valores maximos de germinacéo ocorreram aos 70 e
80 DAA. Aos 70 DAA, a germinacdo estava acima de 80%, coincidindo com o valor maximo
de matéria seca (0,478 g). Vale ressaltar que nos dois primeiros estadios de maturacao, a

germinacao foi nula (Figura 11).

Estudos relacionados com maturidade fisiologica de sementes tém apresentado
resultados contraditérios quanto a ocorréncia da qualidade maxima da semente durante o
desenvolvimento. Em sementes de pimentdo (C. annuum L.), foi verificado que o ponto de
maturidade fisioldgica ocorreu a partir dos 55 dias apos a antese, periodo esse em que foram
observados também valores maximos de vigor, massa seca e germinacdo das sementes
(GONCALVES, 1997). A qualidade maxima das sementes de tomate ocorreu mais de 20 dias
apos a massa maxima da matéria seca (DEMIR e ELLIS, 1992a). Resultados semelhantes
foram verificados em outras solanaceas, como por exemplo em sementes de berinjela
(DEMIR et al., 2002) e de pimentdo (OLIVEIRA et al., 1999; DEMIR e ELLIS, 1992b). Por
outro lado, porcentagens mais altas de germinagdo de sementes de tomate foram obtidas antes

do maximo acimulo de matéria seca (DIAS et al., 2006a).
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Figura 11. Germinagdo (%) de sementes de pimenta cv. BRS Mari em funcéo do estadio de matura¢do dos
frutos. Pontos (¢ ) e (@ ) representam dados estimados e observados, respectivamente. Embrapa Hortalicas,
Brasilia-DF, 2012. *** significativo a 0,1% (a < 0,001)

Nas fases mais avangadas de maturacédo, ou seja, aos 70 e 80 DAA, foram obtidos o
vigor maximo (Figura 12). Baixas porcentagens de germinacdo e vigor de sementes oriundas
de frutos colhidos verdes aos 20 DAA e em estadios iniciais de maturacdo como aos 30, 40 e
50 DAA se deve a imaturidade fisioldgica das sementes. Adiciona-se a isso a possibilidade de
ocorréncia de dorméncia das sementes nesses estadios iniciais, o que afeta diretamente seu

real potencial de germinacdo e vigor.
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Figura 12. Primeira contagem de germinacdo (%) em sementes de pimenta cv. BRS Mari em fungéo do estadio

de maturacdo dos frutos. Pontos ( ¢ ) e ( W ) representam dados estimados e observados, respectivamente.
Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF, 2012. *** significativo a 0,1% (o < 0,001)

Os resultados obtidos na emergéncia das plantulas em casa de vegetacdo
apresentaram tendéncia crescente, sendo que os valores maximos de emergéncia foram
obtidos em estadios mais avancados de maturacdo, ou seja, aos 70 e 80 DAA. Por outro lado,
piores desempenhos foram observados em frutos verdes e em frutos oriundos de estadios
iniciais de maturacdo (Figura 13). Este teste realizado em casa de vegetacdo ou em campo,
constitui pardmetro indicador da eficiéncia dos testes de vigor para avaliagdo do potencial
fisiologico dos lotes de sementes (MARCOS FILHO, 1999). O poder de discriminacdo deste
teste foi decisivo, pois 0s estaddios de maturacdo apresentaram diferencas altamente

significativas entre si, permitindo a classificacao dos estadios em diferentes niveis de vigor.
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Figura 13. Emergéncia de plantulas (%) em sementes de pimenta cv. BRS Mari em funcdo do estadio de
maturacgdo dos frutos. Pontos (¢ ) e (M ) representam dados estimados e observados, respectivamente. Embrapa
Hortalicas, Brasilia-DF, 2012. *** significativo a 0,1% (o < 0,001)

Por meio do teste de envelhecimento acelerado foi possivel classificar os estadios de
maturacdo em diferentes niveis de vigor. O vigor maximo foi obtido aos 70 e 80 DAA
coincidindo com a emergéncia em casa de vegetacdo e a germinacdo (Figura 14). O teste de
envelhecimento acelerado tem como base o fato de que a taxa de deterioracdo das sementes é
aumentada consideravelmente pela sua exposicdo a temperatura e umidade relativa elevadas,
sendo estes os fatores ambientais mais relacionados a deterioracdo das sementes (MARCQOS
FILHO, 1999). O teste com o uso de solugédo saturada de NaCl, demonstrou-se eficiente para
detectar niveis de qualidade fisiologica em sementes de pimenta-malagueta, C. frutescens L.
(TORRES, 2005).

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, a maxima qualidade fisiologica
(germinacgao e vigor) das sementes de pimenta ‘BRS Mari’ ocorreu em frutos com idade entre
70 e 80 DAA, coincidindo com o mé&ximo acimulo de matéria seca. De um modo geral, o
vigor das sementes aumentou gradativamente ao longo do processo de maturagdo. A mesma
tendéncia foi proposta por outros autores, em que a qualidade méxima das sementes de
diferentes espécies foi atingida no momento de méximo acumulo de matéria seca
(HARRINGTON, 1972; WELBAUM e BRADFORD, 1988; DEMIR et al., 2004).

89



Por ser uma espécie de crescimento indeterminado, com florescimento continuo,

apresentando frutos em diferentes estddios de maturagdo, ha certa dificuldade em nivel de

campo na determinacdo da melhor época para a colheita dos frutos, visando assim a obtencao

de um bom rendimento de sementes e alta qualidade fisiolégica. Como os frutos das

diferentes espécies de pimenta sdo carnosos, 0 processo de maturagdo das sementes continua

mesmo apds a colheita dos frutos. Assim, o emprego adequado de técnicas de repouso ou

armazenamento pos-colheita dos frutos, antes da extracdo das sementes, permite que as

sementes ainda ndo totalmente maduras, completem sua maturacdo dentro dos frutos,

enquanto as ja maduras terdo sua qualidade preservada por se manterem em equilibrio

osmatico dentro do fruto, ou seja, com alto grau de umidade (BARBEDO et al., 1994).
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Figura 14. Envelhecimento acelerado (%) em sementes de pimenta cv. BRS Mari em funcdo do estadio de
maturagdo dos frutos. Pontos (@) e (M ) representam dados estimados e observados, respectivamente. Embrapa
Hortaligas, Brasilia-DF, 2012. ** significativo a 1% (a.< 0,01)
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4 CONCLUSOES

A maturidade fisioldgica de sementes de pimenta C. baccatum var. pendulum ‘BRS
Mari’ ocorreu a partir de 70 dias apos a antese. E neste estadio, foram observados valores
maximos de germinacéo, vigor e matéria seca das sementes. Notadamente, foram observados
neste estadio os picos mais altos de capsaicina, coincidindo com 0 momento em que os frutos

estavam com a coloracdo vermelha e apresentavam teores minimos de clorofila.

Visando a melhoria da qualidade fisiol6gica das sementes de pimenta, e diante destes
resultados, a colheita neste estadio de maturacéo pode reduzir a possibilidade da ocorréncia de
perdas, tanto quantitativas quanto qualitativas. Por outro lado, a permanéncia dos frutos no
campo sujeitos as condicdes climaticas desfavoraveis e ao ataque de patdgenos, propicia

danos fisicos, fisioldgicos e gera, consequentemente, sementes de qualidade mais baixa.
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Determinacdo da taxa de cruzamento natural e monitoramento da pureza genética de
sementes de Capsicum annuum utilizando marcadores codominantes associados com a

pungéncia dos frutos

RESUMO

Ferramentas moleculares tém sido empregadas em sistemas de producdo de sementes
para monitorar a qualidade genética de cultivares e hibridos de diferentes espécies de
hortalicas. Em Capsicum, um marcador molecular codominante especifico para um gene
associado com acumulagdo do alcaloide capsaicina (pungéncia) no tecido placentario dos
frutos (gene Pun-1) apresenta diversas caracteristicas de interesse para utilizacdo em sistemas
de diagnostico precoce da pureza genética bem como em estudos visando determinar os niveis
de polinizagdo cruzada entre diferentes acessos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
qualidade genética das sementes de C. annuum obtidas em sistemas de producéo estabelecidos
em condi¢Bes de campo no Planalto Central do Brasil. O experimento foi realizado na area
experimental e laboratério de melhoramento genético vegetal da Embrapa Hortalicas em
Brasilia-DF. Para a determinacdo da taxa de cruzamento natural e o efeito do isolamento
espacial na pureza genética foram utilizadas plantas da cultivar de pimenta C. annuum cv.
‘BRS Garga’ (frutos picantes) como genitor masculino e o hibrido de pimentdao C. annuum
‘Magali R’ (frutos doces) como genitor feminino. As parcelas foram compostas de 14 linhas
de 20 m de comprimento, espacadas a 1,2 m entre linhas, com 20 plantas em cada. Nas duas
fileiras centrais foram transplantadas 40 plantas do acesso doador de pdlen. Para analise da
taxa de fecundacédo cruzada, utilizou-se o primeiro fruto maduro do genitor feminino de cada
planta. Apds isso, as sementes foram extraidas, secadas e embaladas. Uma amostra dessas
sementes foi semeada em casa de vegetacdo e as folhas jovens das mudas foram coletadas
para extracdo de DNA. A anélise molecular foi realizada mediante 0 emprego da técnica de
PCR com o marcador codominante derivado de primers capazes de anelar em um segmento
do gene codificando uma acil-transferase (gene Pun-1). O delineamento utilizado foi blocos
ao acaso, com seis tratamentos e duas repeti¢des, totalizando 12 parcelas que se constituiram
de linhas com 20 plantas perfazendo o total de 240 plantas. O marcador molecular mostrou-se
eficiente para quantificar as taxas de cruzamento natural em condig¢des de campo. A taxa de

cruzamento natural nas plantas e sementes foi de 10,8% e 1,2% respectivamente. Estes
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resultados demonstram a utilidade desse marcador molecular na identificagdo da pureza
genética das sementes durante a manutencao, multiplicacdo de germoplasma e a producgéo de

sementes comerciais de pimenta.

Palavras-chave: Capsicum, marcadores moleculares, PCR, taxa de cruzamento natural,

polinizacdo.
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Determination of natural rates of cross-pollination and monitoring genetic purity of

Capsicum annuum seeds using codominant markers associated with the fruit pungency

ABSTRACT

Molecular tools have been used in seed production systems to monitor genetic
quality of cultivars and hybrids of different vegetables. In Capsicum, a molecular marker
specific for a gene associated to capsaicin accumulation (pungency) in the placental tissue of
the fruits (gene Pun-1) presents several features of interest for use in seed production systems
for early diagnosis of genetic purity as well as in studies to determine cross pollination levels
between accessions. The aim of this study was to evaluate the genetic quality of C. annuum
seeds obtained on production systems established under field conditions in Brasilia-DF (the
Central Plateau region of Brazil). In order to determine the natural crossing rates and the
effect of spatial isolation on genetic purity, plants of the cultivar C. annuum ‘BRS Garga’
(spicy fruits) were used as male parent and plants of the bell pepper C. annuum ‘Magali R’
(sweet fruits) was employed as female parent. The plots consisted of 14 rows of 20 m length,
spaced 1.2 m between rows, with 20 plants in each, and the two central rows of 40 plants were
transplanted access pollen donor. For analysis of the cross-pollination rate, the first ripe fruit
of the female parent was harvested and the seeds were extracted, dried and packed. Seed
samples were sown in a greenhouse and the young leaves of seedlings were collected for
DNA extraction. Molecular analysis was performed via PCR assays with a codominant
marker derived from primers targeting a segment of a gene coding for an acyltransferase
(Pun-1 gene). The experimental design was randomized blocks with six treatments and two
replications, totaling 12 plots which consisted of rows with 20 plants totaling 240 plants. The
molecular marker was efficient to quantify cross-pollination rates in natural (field) conditions.
The natural cross-pollination rates in plants and seeds were estimated in 10.8% and 1.2%,
respectively. These results indicated that this molecular marker may be helpful in the
determining genetic purity during maintaining, germplasm multiplying and commercial

pepper seed production.

Keywords: Capsicum, molecular marker, PCR, natural outcrossing rates, pollination.
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1 INTRODUCAO

As principais espécies cultivadas de pimentas do género Capsicum sdo C. annuum,
C. baccatum; C. frutescens e C. chinense. A distincao entre essas principais espécies podem
ser feitas através das caracteristicas morfoldgicas bem definidas dos frutos e flores
(GREENLEAF, 1986; CARVALHO et al., 2009). O germoplasma dessas espécies apresenta
grande variabilidade que se manifestada em diversas caracteristicas, incluindo arquitetura de
planta, tamanho, formato, coloracdo, aroma e composi¢do bioquimica dos frutos, coloracao
das flores e resisténcia maltipla a doengas (GOVINDARAJAN, 1991; BOITEUX et al.,
1993). A diversidade genética das varias espécies domesticadas de Capsicum representa uma
oportunidade de utilizacdo direta desse germoplasma em programas de melhoramento por
meio da transferéncia de genes via cruzamentos intra e interespecificos (PICKERSGILL,
1997); isso permite obter gendtipos superiores com potencial para diversos segmentos de
mercados, beneficiando tanto os pequenos agricultores como as agroindustrias (CARVALHO
et al., 2009). Uma peculiaridade do género Capsicum é a presenca de pungéncia (picancia)
associada com a acumulacdo diferenciada de alcaloides na placenta dos frutos (WYATT et
al., 2012). De fato, o gosto picante é induzido por seis compostos quimicamente relacionados
derivados do grupo dos alcaloides (capsaicinoides). A capsaicina e 0 seu derivativo
dihidrocapsaicina apresentam os mais potentes efeitos de pungéncia (SUPALKOVA et al.,
2007). A pungéncia é uma caracteristica de extremo interesse para as industrias processadoras
de molhos de pimenta (CARVALHO et al., 2009).

Nas diferentes regies do Brasil, o cultivo comercial de pimentas ainda é conduzido,
majoritariamente, por pequenos agricultores em sistemas de agricultura familiar. Uma prética
comum adotada por varios produtores para a implantacdo dos campos de producdo de pimenta
dentro desses sistemas tem sido o emprego de sementes préprias, ou seja, obtidas na prépria
lavoura (NASCIMENTO, 2004). Em geral, as sementes originais sdo provenientes de frutos
adquiridos em mercados e feiras obtidos, na maioria dos casos, sem utilizacdo de tecnologias
adequadas para a producdo. Como consequéncia dessas préaticas, as sementes empregadas para
o plantio apresenta baixa qualidade tanto fisiolégica quanto genética, implicando em sérios
prejuizos para o agricultor (NASCIMENTO, 2004). Além disso, cruzamentos interespecificos

naturais ocorrem entre acessos de Capsicum e tém sido comumente relatado em expedicdes de
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coleta (CARVALHO et al.,, 2009), aumentando dessa maneira as fontes naturais de

contaminacédo genética.

Existe uma demanda crescente por novas cultivares, com melhor qualidade, alta
produtividade e resisténcia a doencas (BOSLAND e VOTAVA, 2000). Neste contexto, a
qualidade genética da semente de uma variedade (determinada por sua estabilidade fenotipica)
é de extrema importancia. Obviamente, algumas caracteristicas varietais podem variar com o
ambiente (fatores climaticos, tratos culturais, irrigacdo etc.). Espera-se assim que uma cultivar
superior apresente a manutencéo, através das geracOes de cultivo, de suas caracteristicas mais
relevantes tais como potencial produtivo, pungéncia, resisténcia a doengas e pragas, ciclo
vegetativo e reprodutivo e, aspectos nutricionais ou sensoriais dos frutos, incluindo a presenca

ou auséncia de pungéncia.

O género Capsicum caracteriza-se por apresentar flores perfeitas (hermafroditas), ou
seja, 0s 6rgdos reprodutivos masculinos (estames) e femininos (carpelos) juntos em uma
mesma flor, o que facilita a reproducdo por meio de autofecundacdo. Os Orgdos sdo
facilmente distinguidos facilitando os cruzamentos. Embora consideradas autdgamas, as
espécies de pimentas apresentam niveis significativos de poliniza¢do cruzada em cultivo em
condicBes de campo aberto (PICKERSGILL, 1997). A taxa de polinizacdo cruzada natural é
influenciada por muitos fatores tais como: cultivar, local, época, condi¢Bes climaticas,
populagédo de insetos e, espagcamento entre plantas (TANKSLEY, 1984; GEORGE, 1985).
Desta forma, o isolamento e/ou a instalacdo de barreiras naturais é de extrema importancia
durante a producdo de sementes de diferentes cultivares de pimenta, visando assim o controle
da qualidade genética das sementes. Para a classe certificada de sementes de pimenta, o
isolamento dos campos de producdo deve respeitar uma distancia minima de 300 m
(NASCIMENTO et al., 2006). Ja para a producdo de sementes hibridas, apesar de a
polinizacdo artificial ser realizada antes da abertura das flores femininas maduras, recomenda-
se manter a separacdo fisica de campos de outros genotipos a fim de evitar riscos de
contaminacdo genética por insetos que perfuram os bot6es florais em busca de pdlen e néctar
(NASCIMENTO et al., 2006).

Estudos realizados em outros paises tém mostrado que a polinizacdo cruzada pode
ocorrer em uma ampla faixa variando de 2 a 90% (TANKSLEY, 1984; PICKERSGILL,

1997). Em algumas cultivares de pimentas picantes, por exemplo, as flores possuem um

102



estilete mais comprido, e assim, a possibilidade de autopolinizacdo € menor. Em estudo com
C. frutescens foi verificado uma taxa de cruzamento natural variando de 9 a 38%, dependendo
da cultivar (ODLAND e PORTER, 1941). No Brasil, as informacbes sobre as taxas de
cruzamento que ocorre em pimentas e pimentdes sdo escassas.

Em programas de melhoramento e em sistemas de producdo de sementes, a
caracterizacdo da diversidade genética por meio de marcadores moleculares, seja de cole¢Bes
de trabalho ou de populagdes naturais, € um metodo rapido e eficiente para selecionar os
parentais que constituirdo as populaces segregantes para caracteristicas fenotipicas de
interesse de forma rapida e muito eficiente (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Além
disso, as técnicas moleculares tém sido empregadas no estudo da diversidade genética e em
programas de conservacdo, caracterizacdo e uso de recursos genéticos (FALEIRO, 2007). As
técnicas moleculares de analise do DNA sdo ferramentas auxiliares aos descritores
morfolégicos convencionais, que permitem aos pesquisadores acessar a variabilidade genética
dentro e entre espécies, tendo o potencial de auxiliar na identificacdo de novas fontes de
variabilidade e de utilidade no desenvolvimento de novas cultivares de pimenta (PRINCE et
al., 1995; RODRIGUEZ et al., 1999).

Os programas de melhoramento genético tém interesse no desenvolvimento de
cultivares de pimenta pungentes, com alto teor de capsaicina, bem como naquelas cultivares
doces, sem pungéncia, destinadas ao mercado de condimentos secos para tempero, como
paprica (CARVALHO et al., 2009; WYATT et al., 2012). Nos programas de melhoramento
de pimenta, a deteccdo do ardor através da experimentacdo dos frutos ndo € eficiente, visto
que a degustacgdo continuada de pimentas causa alteracdo da sensibilidade das fibras nervosas
dos sensores periféricos de dor das papilas bucais. A analise via Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia - HPLC é eficiente, mas laboriosa e de elevado custo. O marcador especifico
para capsaicina € um sistema de diagnostico precoce com base na analise de DNA,
potencialmente capaz de aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento (OHSE et al.,
2010; WYATT et al., 2012).

Ferramentas moleculares tambeém tém sido empregadas em sistemas de producao
para monitorar a qualidade genética das sementes de cultivares e hibridos de diferentes
espécies de Capsicum (PRINCE et al., 1995; RODRIGUEZ et al., 1999). No melhoramento

de Capsicum da Embrapa, marcadores moleculares tém sido utilizados para identificacdo para
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genes de carotenoides, resisténcia a algumas doencas e detecgdo da presenga ou auséncia do
alcaldide capsaicina (pungéncia). Um marcador molecular especifico para um gene
codificador de uma acil-transferase (gene Pun-1) foi encontrado em associacdo com a
caracteristica de acumulacdo de capsaicina (pungéncia) em frutos de Capsicum (STEWART
et al., 2005). Esse sistema de marcadores apresenta diversas caracteristicas de interesse para
utilizacdo em sistemas de diagnostico precoce da pureza genética bem como em estudos
visando a determinacdo de niveis de polinizacao cruzada entre acessos de Capsicum (OHSE et
al., 2010; WYATT et al.,, 2012). O objetivo do presente trabalho foi avaliar a taxa de
cruzamento entre dois acessos de Capsicum annuum em condi¢des de campo no Planalto
Central do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

Caracteristicas do material vegetal, caracteristicas ambientais e producédo de mudas — A
pesquisa foi conduzida entre abril e dezembro de 2012, nos Laboratorios de Anélise de
Sementes e Melhoramento Genético, bem como no campo experimental da Embrapa
Hortalicas, em Brasilia-DF (Latitude 15° 56 Longitude 48° 08’ ¢ altitude de 997,62 m).
Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido é do tipo Cwa — temperado umido com

inverno seco e verao guente.

Para determinar a taxa de cruzamento natural, foram utilizados dois acessos (pares)
da espécie C. annuum cultivados em diferentes distancias fisicas. O estudo foi realizado em
uma area de 336 m% Um dos acessos foi selecionado tendo em seu genoma um marcador
fenotipico de heranca recessiva (ndo-pungente) do qual foram extraidas sementes. Desta
forma, plantas originarias de cruzamento podem ser imediatamente distinguidas das plantas
resultantes de autofecundacdo j& na geracdo F;. Neste caso, a ocorréncia ou ndo do
cruzamento natural € estimada através da percentagem de plantas (sementes) que manifestam
a caracteristica fenotipica dominante (pungente). As caracteristicas fenotipicas escolhidas
para cada espécie de C. annuum foram frutos pungentes e nao-pungentes. Para medir o
sentido do cruzamento, sementes da cultivar de pimenta ‘BRS Gar¢a’ foram utilizadas como
genitor masculino e o pimentdo ‘Magali R’ como genitor feminino (Anexo 1). A cultivar
doadora de polen possui 0 gene marcador dominante responsavel pela caracteristica picante;
desta maneira, as plantas oriundas de sementes colhidas das plantas receptoras, quando

resultantes de cruzamentos naturais, teriam necessariamente que apresentar pungéncia.

Para a formacdo das mudas, a semeadura foi feita em bandejas de poliestireno
expandido (isopor) com 200 células, contendo substrato agricola Bioplant constituido por
casca de pinus, esterco, serragem, fibra de coco, vermiculita, casca de arroz, cinza, gesso
agricola, carbonato de calcio, magnesio, termofosfato magnesiano (Yoorin) e micronutrientes.
As sementes do genitor masculino foram semeadas em épocas distintas, com intervalos de
uma semana (em 18/04/2012, 02/05/2012 e 17/05/2012), visando proporcionar uma situagao
de méxima coincidéncia de floracdo entre os materiais. O genitor feminino foi semeado em

02/05/2012. As bandejas foram mantidas em casa de vegetacao.
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Ensaio de campo para estimar taxas de cruzamento natural — O ensaio para a producéo de
sementes foi conduzido na é&rea experimental da Embrapa Hortalicas preparada
convencionalmente, e as correces foram feitas de acordo com a analise quimica do solo. As
adubacdes, assim como os demais tratos culturais, foram realizados de acordo com as
recomendacdes para a cultura (FILGUEIRA, 2003; RIBEIRO et al., 1999). Embora existam
outras formas de desenhos utilizados na determinagdo da taxa de alogamia, optou-se por
linhas paralelas (BERI et al., 1985). O transplantio das mudas foi realizado apos 40 dias. As
parcelas foram compostas de 14 linhas de 20 m de comprimento, com 20 plantas em cada,
espacadas de 1,2 m entre linhas, sendo que as duas fileiras centrais foram transplantadas 40
plantas do acesso doador de pélen (‘BRS Garga’), ¢ as demais fileiras, ou seja, 240 mudas do
receptor de polen (‘Magali R’). O plantio constituiu de linhas em diferentes distancias fisicas
do genitor masculino tanto a direita quanto a esquerda, espacadas a 1,2; 2,4; 3,6; 4,8, 6,0e 7,2

m. As plantas foram identificadas individualmente e cada planta constituiu de uma repeticéo.

Observacdes fenoldgicas e presenca de insetos polinizadores — A antese das flores ocorreu
no inicio de julho. Durante a fase de florescimento, a precipitacdo foi nula e as médias das
temperaturas maxima e minima foram de 27,8°C e 15,9°C, respectivamente. A média mensal
da umidade relativa foi de 48%. Foram feitas visitas semanais, constatando-se a presenca de
diversas espécies de insetos polinizadores. A presenca dos insetos nas flores foi anotada e
amostras foram coletadas e mantidos em alcool a 70% para analise entomoldgica combinando

caracteres morfologicos e moleculares.

Obtencdo de sementes em condicdes de campo — O primeiro fruto maduro foi colhido em
cada planta oriunda do genitor feminino. As sementes foram extraidas manualmente com o
auxilio de um estilete em condicdes de laboratério. Apds a extracdo, as sementes foram secas,

embaladas e armazenadas apropriadamente para a realizacdo dos experimentos subsequentes.

Avaliacdo das taxas de polinizacdo cruzada empregando marcadores moleculares —
Nessa etapa do trabalho, 16 sementes de cada planta foram semeadas em bandejas de
poliestireno expandido (isopor) com 200 células, contendo substrato agricola Bioplant®,
perfazendo o total de 3.840 plantulas. As bandejas foram mantidas em casa de vegetacao.
Quando as plantulas apresentaram 3 a 4 folhas definitivas, coletou-se amostras para extracéo
de DNA (Anexo 2).
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Extracdo de DNA - Os testes moleculares foram realizados nos Laboratorios de
Melhoramento Genético e de Anélise Gendmica da Embrapa Hortalicas. O DNA foi extraido
de folhas jovens segundo a metodologia de purificacdo utilizando CTAB com modificactes
(BOITEUX et al., 1999). Inicialmente, a extracdo de DNA foi feita em conjunto (bulk de 16
plugs de folha jovem) de cada familia, usando amostras das 16 plantas, ou seja, 240 extragoes.
Foi retirado de cada folha um disco de 1 cm de didmetro e colocado em um microtubo. A
extracdo de DNA dos pais foi feita de forma individual, porém, com 16 extracdes de cada. Na
capela, foi adicionado ao microtubo 750 pL de tampdo CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) [2% (p/v); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM; B-
mercaptoetanol 0,2% (v/v)], homogeneizado (Precellys 24) e aquecido a 65°C em banho-
maria por dez minutos. O extrato obtido foi submetido a uma extracdo de 750 pL de clorofil
(cloroformio - alcool isoamilico 24:1 v/v), agitado em vortex e centrifugado a 9.000 rpm por
cinco minutos. Decorrido o tempo, foi retirado 600 pL do sobrenadante e transferido para
tubo eppendorff de 1,5ml, o DNA na fase aquosa foi precipitado pela adi¢cdo de 300 pL de
isopropanol gelado. A mistura foi submetida a uma leve agitacdo e posterior centrifugacao a
12.000 rpm por 13 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 0 DNA aderido ao
fundo do tubo foi lavado com etanol 70% para remog&o dos residuos de isopropanol e de sais.
Os microtubos foram colocados por 20 minutos em estufa a 37°C. O DNA foi ressuspedido
em 300 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e incubado por 24 horas a 4°C
(Anexo 3). A concentracdo e a qualidade do DNA gendmico foram estimados por densidade
Optica em espectofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) conforme as recomendacdes
do fabricante. Apos a verificacdo da integridade do DNA, procedeu-se também o ajuste da
concentracdo de DNA das amostras para 40ng/ pL de forma a padroniza-las.

Analise via PCR - A analise molecular foi realizada mediante o emprego da técnica de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”), utilizando primers desenvolvidos na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia os quais sdo capazes de gerar um marcador codominante associado
com a acumulacdo do alcaloide capsaicina (OHSE et al., 2010). Nas reaces de PCR, o
marcador molecular codominante amplifica um fragmento de 300 pb do gene Pun-1 em
materiais pungentes e de 200 pb em materiais ndo pungentes (OHSE et al., 2010). As reac0es
de amplificacdo do DNA gendmico foram realizadas via PCR em termocicladores Applied
Byosystems, modelo Gene Amp PCR System 9700. Utilizou-se 15 minutos a 95 °C para
desnaturacéo, seguido de 35 ciclos consecutivos de 30 segundos a 94 °C, 3 minutos a 62 °C, 2
minutos a 72 °C, e mais uma etapa para a completa extensdo de todas as cadeias
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complementares de 15 minutos a 68 °C (Anexo 4). Para cada reagdo de amplificagéo,
utilizou-se a seguinte concentracdo de cada reagente: 2,0 uL de DNA a 90 ng/uL; 9,67 pL de
agua milli-Q autoclavada; 2,0 pL Tampédo 10X com 15mM de MgCl;; 3,2 pL de dNTP 2,5
mM; 2,0 uL de Bovine Serum Albumine (BSA) 2,5 mM; 0,31 pL de cada primer 3,2 mM e
0,2 puL de enzima Tag DNA polimerase 5U/ uL, totalizando 20uL de reagcdo. Os amplicons
foram visualizados em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, 5 pg/mL em agua.
Os resultados foram visualizados em luz UV, fotodocumentados em sistema digital e
analisados. Os géis foram revelados e as bandas de interesse foram registradas para posterior
interpretacdo. A anélise com os marcadores moleculares foi inicialmente conduzida com um
bulk sintético combinando DNA gendmico obtido de 15 plantas de ‘Magali R’ com o DNA
gendmico de uma planta de ‘BRS Garga’ (todos ajustados para 40ng/ uL). Esse bulk sintético
foi desenvolvido com o objetivo de verificar a eficiéncia do protocolo desenvolvido por
OHSE et al. (2010) para detectar o marcador associado com a pungéncia de frutos. Apos
confirmar a deteccdo de contaminacgéo (banda de 300 pb) dentro dos bulks, os mesmos foram
abertos e a extracdo de DNA foi conduzida individualmente com todas as 16 plantas dos bulks
com sinais de contaminacao para verificar o nimero de plantulas resultantes de polinizacédo
cruzada. Com base na posi¢do da banda (amplicon) foi determinado o nimero de alelos por
locus para todos os individuos amostrados, podendo inferir, desta forma, sobre a taxa de

contaminacgdo de pélen em condicBes naturais.

Delineamento experimental e analise estatistica — O delineamento estatistico utilizado foi
em blocos ao acaso, com seis tratamentos e duas repeticdes, totalizando 12 parcelas que se
constituiram de linhas com 20 plantas perfazendo o total de 240 plantas. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, por meio do programa GENES (ANOVA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise via PCR utilizando o marcador para pungéncia foi eficiente para detectar
um Unico individuo contaminante dentro dos bulks de DNA extraidos, formados por 15

individuos de plantas de ‘Magali R’ (Figura 1) artificialmente contaminadas com uma
amostra de DNA do material pungente (‘BRS Garga’).

Sint paisl
Sint pais2
Sint pais3

s
e

Figura 1. Analise em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo do perfil de amplicons do
marcador codominate derivado do locus de pungéncia Pun-1. Linha de corrida M = marcador de peso
molecular 1 Kb Plus (Invitrogen); Pic hom = Linhagens CNPH 990 e CNPH 2725 homozigotas para o locus
Pun-1; Doce = linhagens ‘CNPH 196’ ¢ ‘CNPH 581 sem presenga de Pun-1; Pic het = Linhagens CNPH 305-1
e CNPH 653-1 heterozigotas para o marcador Pun-1; Sint pais 1, 2 e 3 = trés repeti¢des de bulks sintéticos
misturando uma amostra de DNA de ‘BRS Garga’(pungente) com 15 amostras de DNA de ‘Magali R’; G =

‘BRS Garg¢a’ (genitor masculino); M = ‘Magali R’ (genitor feminino); G1 a G6 = amostras de ‘BRS Garga’ e
M1 a M10 = amostras de ‘Magali R’. Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF, 2013.

O marcador foi capaz de detectar os alelos de pungéncia da cultivar ‘BRS Garg¢a’ nas
240 progénies de ‘Magali R’ obtidas em condi¢des de campo (Anexo 5), confirmando assim

que o marcador associado com a presenca de capsaicina é eficiente para quantificar as taxas
de cruzamento natural nas plantas (Figura 2).

109



Figura 2. Analise em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo do perfil de amplicons PCR dos
marcadores codominantes derivados do locus de pungéncia Pun-1. Linha de corrida M = marcador de peso
molecular 1 Kb Plus (Invitrogen); G = ‘BRS Garg¢a’ (genitor masculino); M = ‘Magali R’ (genitor feminino).
Al a A20; B1 a B20 e C1 a C6 = bulks misturando 16 amostras de DNA de ‘Magali R’ a partir de progénies
obtidas de frutos fecundados naturalmente em condi¢des de campo. Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2013.

Com base na posicdo da banda por regido de migracao (locus), foi possivel inferir
sobre 0 numero de sementes contaminadas (Figura 3). Os marcadores moleculares sdo
amplamente utilizados em anélises genéticas com as mais diversas finalidades, tais como
identificacdo de clones, linhagens, cultivares, hibridos, taxa de diversidade, fluxo génico e,

atualmente, na quantificacdo da taxa de cruzamento (BUSO et al., 2003).

300pb
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Figura 3. Analise em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo do perfil de amplicons do marcador
codominante derivado do locus de pungéncia Pun-1. Linha de corrida M = marcador de peso molecular 1 Kb
Plus (Invitrogen); G = ‘BRS Garca’ (genitor masculino); M = ‘Magali R’ (genitor feminino) seguidos do perfil
de amplicons obtidos dos materiais em teste nas demais colunas. Familia (progénie) F12-1 a F12-16; 110-1 a 110-
8; 116-1 a 116-8. Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2013.

Verificou-se uma reducéo significativa na taxa de cruzamento natural entre os dois
acessos com o aumento da distancia entre os mesmos. Para 0 nimero de plantas, em ordem
crescente de aumento na distancia da fonte de p6len com o gene Pun-1 (‘BRS Garga’), foi de

4, 6, 5, 5, 3 e 3 plantas, ou seja, leve declinio (Figura 4). Embora ndo houve diferencas
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significativas entre as distancias, na pratica, uma planta encontrada no meio de um campo de

producdo de sementes ja seria suficiente para condena-lo.

NUmero de plantas contaminadas

0 T T T T 1
1,2 2,4 3,6 4,8 6 7,2

Distancia das linhas (m)

Figura 4. Plantas de pimentao ‘Magali R’ contaminadas com poélen de pimenta ‘BRS Gar¢a’ como indicado pela
andlise com o marcador molecular codominante derivado do gene Pun-1. Embrapa Hortali¢as, Brasilia-DF,
2013.

Para o nimero de sementes, em ordem crescente de aumento na distancia, foi de 9,
10, 7,7,7, 6, ou seja, leve diminui¢do. Embora as distancias ndo se diferiram estatisticamente,
visualmente houve leve tendéncia a atenuar o nUmero de sementes conforme aumentava a

distancia (Figura 5).
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Figura 5. Sementes oriundas de plantas de pimentio ‘Magali R’ contaminadas com pdlen de pimenta
‘BRS Gar¢a’ como indicado pela analise com o marcador molecular codominante derivado do gene Pun-1.
Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2013.

A taxa média de cruzamento natural entre as plantas foi de 10,8%, valor muito alto e
inaceitavel para um campo de producdo de sementes. A faixa de distancia em que mais
ocorreu contaminacdo genética foi a de 2,4 m e, a medida que a distancia aumentava,
diminuia a taxa de cruzamento natural (Figura 6). Resultados semelhantes foram encontrados
em outros trabalhos. Em ervilha, também nas condices de Brasilia, a taxa de cruzamento
entre cultivares variou de 0,12% a 0,80% em dois arranjos diferentes. A uma distancia de 3,0
m, ocorreu a taxa de polinizacdo cruzada de 0,12%, e quando esta distancia foi reduzida para
1,0 m, a taxa de cruzamento natural foi de 0,24% (GIORDANO et al., 1991). No sul do pais,
a taxa de alogamia em ervilha variou de 0,98% a 21,19% com espacamento entre linhas de 0,3
m, e quando a distancia aumentou para 1,0 m a taxa de cruzamento caiu para 0%
(OLIVEIRA, 1963). Em arroz, para uma distancia de 0,5 m, a taxa média de polinizagdo
cruzada entre as cultivares Guarani e IAC 201 foi de 0,30% e 0,35% em duas regides distintas
(SILVA et al., 2005). Considerando que em condicGes de campo o fluxo de pdlen pode
ocorrer em ambos 0s sentidos, a taxa de cruzamento natural observada nas progénies quando

ocorreu plena coincidéncia de floracéo, variou de 6 a 14%.
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Figura 6. Taxa de cruzamento natural em plantas de pimentdo ‘Magali R’ como indicado pela analise com o
marcador molecular codominante derivado do gene Pun-1. Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF, 2013.

Em média, a taxa de contaminacdo genética apresentada nas sementes foi de 1,2%,
com leve tendéncia a diminuir conforme aumentava a distancia entre os genitores (Figura 7).
Diferencas nas taxas de cruzamento em populacfes diferentes de uma mesma espécie podem
ser explicadas, dentre outros, pelo tipo de marcador fenotipico/molecular utilizado, pela época
de plantio, distribuicdo espacial das plantas, sobreposicdo de florescimento, densidade de

insetos polinizadores e compatibilidade.

A qualidade genética das sementes envolve a pureza varietal, potencial de
produtividade, resisténcia a pragas e doencas, precocidade e resisténcia as condi¢des adversas
de solo, clima, dentre outros. Essas caracteristicas sdo, em maior ou menor grau, influenciadas
pelo meio ambiente, sendo melhores identificadas quando o desenvolvimento das plantas séo
inspecionando em nivel de campo. A presenca de insetos durante a conducdo do experimento
é aspecto positivo a ser considerado, pois envolve uma relacdo planta-inseto no tocante a
polinizacdo. No presente estudo, foi verificada durante o periodo de floragdo, a presenca de
uma ampla gama de insetos visitando as flores: Trigona spinipes (Hymenoptera: Apidae),
Apis melifera (Hymenoptera: Apidae), Hippodamia sp. (Coleoptera: Coccinellidae), Scymnus
sp. (Coleoptera: Coccinellidae), spl (Diptera: Syrphidae), Stomoxys calcitrans (Diptera:

Muscidae), Musca (Diptera: Muscidae), spl e sp2 (Hymenoptera: Vespidae) e Tuta Absoluta
113



(Lepidoptera: Gelechiidae). Assim, concluiu-se que estes foram possivelmente, os principais
agentes responsaveis pela polinizacdo natural de C. annuum em nossas condicBes

experimentais.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se o isolamento dos campos de producédo de
sementes de pimenta, a fim de evitar contaminacdo genética através da polinizacdo cruzada,
ou seja, troca de grdos de polen entre diferentes cultivares. A melhor protecdo contra a
fertilizacdo por pdlen estranho é suprir abundantemente de polen da propria variedade na
ocasido em que o estigma estiver receptivo. Nessa situacao, a chance de polen estranho vir a
realizar a fecundacdo € pequena. Na pratica, entretanto, esse artificio precisa ser

complementado pelo isolamento do campo (PESKE et al, 2006).
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Figura 7. Taxa de cruzamento natural em sementes de pimentdo ‘Magali R’ como indicado pela analise com o
marcador molecular codominante derivado do gene Pun-1. Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF, 2013.
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4 CONCLUSOES

1. O marcador molecular especifico para capsaicina mostrou-se eficiente para quantificar
as taxas de cruzamento natural entre acessos de C. annuum em condic¢des naturais no
Planalto Central. A taxa de cruzamento natural que ocorreu nas plantas e sementes foi

de 10,8% e 1,2% respectivamente.

2. Os resultados obtidos sugerem a necessidade de isolamento dos campos de producgéo
de sementes de C. annuum, a fim de evitar contaminacdo genética atraves da

polinizacdo cruzada, ou seja, troca de graos de pélen entre diferentes cultivares.

3. Estes resultados poderdo ser Uteis na identificacdo da pureza genética das sementes por
meio de marcador molecular, bem como na manutencdo, multiplicacdo de
germoplasma e na producdo de sementes, com énfase no isolamento dos campos de
producdo, tendo em vista a preservacdo da pureza genética a fim de assegurar a
qualidade das sementes produzidas.
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ANEXOS CAPITULO |

-

pimenta de pimenta cv. BRS Mari. Embrapa Hortalicas,

% \
Anexo 1. Campo de producdo de sementes de
Brasilia-2012.

Fonte: Justino, 2012

o

Anexo 2. Colorimetria pelo sistema L* a* b*.
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Fonte: Justino, 2012

Anexo 3. Aspectos da analise do teor de clorofila no pericarpo dos frutos.

Fonte: Justino, 2012

Anexo 4. Mensuracéo do comprimento dos frutos.

Fonte: Justino, 2012

s

Anexo 5. Extragdo dos capsaicindides no pericarpo, placenta e sementes.
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Fonte: Justino, 2013

Anexo 6. Teste de germinacgdo de sementes de pimenta.

Fonte: Justino, 2012

L)

Anexo 7. Emergéncia plantulas em casa de vegetacao.

Fonte: Justino, 2012

Anexo 8. Teste de envelhecimento acelerado em sementes de pimenta.
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Anexo 9. Cromatograma dos picos dos capsaicindides presentes no pericarpo de frutos de pimenta cv. BRS
Mari com 30 DAA, & 280nm, obtido por cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC). Embrapa Hortaligas,
Brasilia-2013.
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Anexo 10. Cromatograma dos picos dos capsaicindides presentes na placenta de frutos de pimenta cv. BRS
Mari com 30 DAA, a 280nm, obtido por cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC). Embrapa Hortaligas,
Brasilia-2013.
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Anexo 11. Cromatograma dos picos dos capsaicindides presentes nas sementes de pimenta cv. BRS Mari com
30 DAA, a 280nm, obtido por cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC). Embrapa Hortali¢as, Brasilia-
2013.
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Anexo 12. Cromatograma dos picos dos capsaicindides presentes no pericarpo de frutos de pimenta cv. BRS

Mari com 70 DAA, a 280nm, obtido por cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC). Embrapa Hortalicas,
Brasilia-2013.
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Anexo 13. Cromatograma dos picos dos capsaicindides presentes na placenta de frutos de pimenta cv. BRS

Mari com 70 DAA, a 280nm, obtido por cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC). Embrapa Hortalicas,
Brasilia-2013.
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Anexo 14. Cromatograma dos picos dos capsaicindides presentes nas sementes de pimenta cv. BRS Mari com
70 DAA, a 280nm, obtido por cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC). Embrapa Hortaligas, Brasilia-
2013.
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ANEXOS CAPITULO 11

B g ¢ ; ' A -
2). Embrapa Hortalicas, Brasilia-2012.

\
4 \

‘ { B
Anexol. Genitor masculino (1) e genitor feminino (

Fonte: Justino, 2013

Anexo 2. Progenitores (1) e plug de folha jovem (2). Embrapa Hortalicas, Brasilia-2013.

126



Fonte: Justino, 2013

Anexo 3. Extragdo de DNA. Embrapa Hortaligas, Brasilia-2013.

Fonte: Justino, 2013

Anexo 4. Aspectos da técnica de Polymerase Chain Reaction - PCR. Embrapa
Hortaligas, Brasilia-2013.
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