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Caracterizacao da
variabilidade genética

de populacoes locais de
pimenta dedo-de-moca,
utilizando marcadores RAPD

Daniela Lopes Leite’
Denilson Anthonisen?
Rosa Lia Barbieri®

Resumo

A cultura da pimenta ocorre em quase todas as regioes
brasileiras. E um dos melhores exemplos de agricultura familiar
e da integracao de pequenos produtores e da industria. O
mercado esta exigindo novas cultivares com melhor qualidade
e maior produtividade e resisténcia as doencas. A Embrapa
ClimaTemperado, em 2002, organizou o primeiro banco ativo
de germoplasma (BAG) de Capsicum da regiao Sul do Brasil,
no qual sao realizados trabalhos de resgate, conservacao e
caracterizacao de recursos genéticos. Este trabalho avaliou a
variabilidade genética de nove populagcoes presentes no BAG,
pela técnica de RAPD, para prospectar gendtipos a serem
utilizados no desenvolvimento de novas cultivares. Utilizaram-
se quatro primers e 81 plantas, obtendo-se 37 (77,1%) bandas

"Eng. Agrén. , Ph.D., Pesquisadora da Embrapa Clima Temperado, BR 392, km
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polimérficas. O numero de fragmentos por primer variou de 6
(primer OPAB-8) a 16 (primer OPA-2). A analise de agrupamento
permitiu a separacao das populagdées em 13 grupos, e em
geral, cada populacao pertencendo a um grupo, com uma
similaridade média de 65%. Considerando que cada produtor
tem seu proprio critério de selecao de pimentas, resultando
em tipos diferentes, o mesmo pode ser observado ao nivel
molecular, com as plantas de cada agricultor formando grupos
distintos. As populacoes apresentaram ampla variabilidade
genética, demonstrando potencial de utilizacao em programas
de melhoramento genético.

Termos para indexagao: Capsicum baccatum, germoplasma,
variabilidade genética



Characterization of the
Genetic Variability of
Landraces of “Dedo-de-
Moca” Pepper, Using RAPD
Markers

Abstract

The pepper culture occurs in almost all-Brazilian regions.

It is one of the best examples of familiar agriculture and of

the integration of small growers and industry. The market is
demanding for new cultivars with better quality, productivity
and disease resistance. Embrapa Clima Temperado, in 2002,
organized the first active germplasm bank (BAG) of Capsicum
in Southern Brazil, in which are carried out rescue, conservation
and characterization of genetic resources. This work evaluated
the genetic variability of nine populations present in the BAG
through RAPD analyses as a source of genotypes to be used
in the development of new cultivars. Four primers and 81
plants were utilized, obtaining 37 (77,1%) polymorphic bands.
The number of fragments per primer varied from 6 (primer
OPAB-8) to 16 (primer OPA-2). The grouping analysis allowed
the separation of populations in 13 groups, with in general,
each population belonging to one group, with an average
similarity of 65%. Considering that each farmer possesses his
own selection criteria of peppers, resulting in different types,
the same could be observed at the molecular level, with the
plants of each grower forming distinct groups. The populations
presented a broad genetic divergence demonstrating potential
of utilization in genetic breeding programs.



Index terms: Capsicum baccatum, germplasm, genetic
variability
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Introducao

O Brasil é um importante centro de diversidade genética do
género Capsicum, possuindo uma ampla variabilidade de
pimentas e pimentoes. A cultura da pimenta ocorre em quase
todas as regioes, sendo os Estados de Minas Gerais, Sao Paulo,
Goias, Ceara e Rio Grande do Sul, os principais produtores.

O seu cultivo é realizado por pequenos, médios e grandes
produtores individuais ou integrados a agroindustrias. E uma
atividade de grande importancia sécioeconémica, por constituir-
se em uma opcao de integracao do pequeno agricultor com a
agroindustria, pois as pimentas, além de consumidas frescas,
podem ser processadas e utilizadas em diversas linhas de
produtos na industria de alimentos. A drea anual cultivada no
Brasil € de aproximadamente cinco mil hectares, com producao
de 75 mil toneladas e com uma produtividade média variando
de 10 t/ha a 30 t/ha dependendo do tipo de pimenta cultivada
(REIFSCHNEIDER e RIBEIRO, 2008; WAGNER, 2003).

No Rio Grande do Sul, o municipio de Turugu é conhecido
como a Capital Nacional de Pimenta. Nesta area, o cultivo

vem sendo praticado por agricultores de base familiar, ha

mais de um século, utilizando populacoes locais de sementes
obtidas em suas préprias lavouras (MADAIL et al., 2005). Existe
uma variabilidade genética entre e dentro das populacgoes,

e € comum a ocorréncia de plantas com diferentes niveis de
resisténcia as doencas e com frutos de diferentes cores e
formas na mesma area produtora (NEITZKE et al., 2005).

A Embrapa ClimaTemperado iniciou, em 2002, uma série de
coletas de pimentas, na maioria de cultivares crioulas do Sul
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do Brasil e organizou o primeiro banco ativo de germoplasma
(BAG) de Capsicum da regiao Sul do Brasil, onde sao realizadas
atividades de resgate, conservacao e caracterizacao de recursos
genéticos (BARBIERI, 2006).

A caracterizacdo de germoplasma se constitui em importante
elo de ligacao entre a conservacao e a utilizacao dos recursos
genéticos. Trabalhos de caracterizagao morfoldgica dos acessos
do BAG de Capsicum da Embrapa ClimaTemperado foram
conduzidos, com relagao a caracteristicas de planta (arquitetura,
altura, habito de crescimento, didmetro da copa) e de frutos
(formato, pungéncia, coloragao) demonstrando grande
variabilidade entre os acessos (BARBIERI et al., 2007).

Da mesma forma, Sudré et al. (2005) avaliando os acessos da
colecao de germoplasma de Capsicum spp. da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, através de 11 descritores
quantitativos relativos a planta, frutos e sementes observaram
diferenca significativa entre os acessos, para todos os
descritores avaliados, com potencial de serem utilizados como
genitores em cruzamentos para criagao de progénies com alta
heterose.

As técnicas moleculares de analise do DNA sao ferramentas
auxiliares aos descritores morfoldgicos convencionais, que
permitem aos pesquisadores acessar a variabilidade genética
dentro e entre espécies, tendo o potencial de auxiliar na
identificacao de novas fontes de variabilidade e de utilidade no
desenvolvimento de novas cultivares de pimenta (PRINCE et al,.
1995; RODRIGUEZ et al., 1999).

Através da técnica de RAPD, Sitthiwong et al. (2005) estudaram
o grau de similaridade entre dez acessos de pimenta (Capsicum
annuum L.) daTailandia. Os acessos apresentaram similaridades
entre 20 e 90 %, com formacao de dois grupos maiores,
consistentes com as caracteristicas morfoldgicas.

Guzmam et al. (2005), utilizando marcadores moleculares do
tipo AFLP, conseguiram realizar uma rapida e eficiente avaliacao

1
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da variabilidade genética presente em germoplasma de
Capsicum de quintais residenciais e da colecao nacional ex situ
da Guatemala.

A diversidade genética das varias espécies domesticadas de
Capsicum tem sido muito pouco explorada. Esta diversidade
representa uma oportunidade de utilizacao de germoplasma
mais facil e mais simples, comparada a outras estratégias de
melhoramento, como por exemplo, por meio da transferéncia
de genes por cruzamentos interespecificos (PICKERSGILL, 1997).

Ha uma demanda crescente por novas cultivares, com

melhor qualidade, alta produtividade e resisténcia a doencas
(BOSLAND e VOTAVA, 2000). As acoes do BAG de Capsicum
estao integradas as do programa de melhoramento genético

da Embrapa ClimaTemperado, que tem como principais
objetivos: desenvolver novas cultivares que sejam produtivas,
com resisténcia a antracnose, com frutos de cor vermelho
intenso e aroma pronunciado, adequados para o mercado in
natura e para a producao de pimenta desidratada tipo calabresa
(BARBIERI, 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar molecularmente, utilizando
a analise de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), a
variabilidade genética de populagcdes de pimenta do tipo dedo-
de-moca presentes no BAG de Capsicum da Embrapa Clima
Temperado, para prospectar genotipos a serem utilizados

no desenvolvimento de novas cultivares, que sejam mais
competitivas para o mercado.

Material e Métodos

Foram analisadas 81 plantas pertencentes a nove populagoes
de pimenta tipo dedo-de-moca, cultivadas em pequenas
propriedades da regiao sul do Rio Grande do Sul, as quais
foram nomeadas segundo o nome do agricultor: Adao(P8)

(8 plantas), Arlei(P62a) (13 plantas), Arlei(P62v) (13 plantas),
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Everaldo(P7) (3 plantas), lldo(P2) (5 plantas), Ivo(P1) (6 plantas),
Neitzke (9 plantas), Orli (16 plantas) e Soni (8 plantas). As
populagoes analisadas sao na maioria do municipio deTurucu,
com excecao de ArleyP62a e ArleyP62v, que sao do municipio
de Sao Lourenco do Sul, e Neitzke, que é de Pelotas.

Todos os agricultores mantém suas populagoes, produzindo
as sementes que utilizam. Possuem critérios préprios de
selecao para as caracteristicas de plantas e dos frutos. Todas
as populacoes analisadas estao amostradas no banco ativo
de germoplasma de Capsicum da Embrapa ClimaTemperado,
sendo que com excegao da Arlei(P62a), que é de frutos
amarelos, todas as demais sao de frutos vermelhos.

As amostras utilizadas para as analises foram folhas jovens
coletadas de plantas cultivadas nas propriedades. Cada amostra
com 110 a 140 mg de tecido foliar, foi colocada em tubos

tipo Eppendorf e armazenadas a — 80°C até o momento das
extracoes de DNA.

Os procedimentos usados na extracao de DNA e separacgao

dos fragmentos amplificados por eletroforese foram os
descritos por Ferreira e Grattapaglia (1998). A estimativa da
concentracao de DNA, em géis de agarose, foi realizada com
base na comparacao da intensidade das bandas com o DNA
padrao lambda cortado com a enzima Hindlll. Foi estabelecida a
concentracao final de DNA de 5 ng.ML".

Foram testados 33 primers de RAPD da marca Operon
Technologies, Inc., CA, dos quais quatro foram selecionados por
serem polimoérficos, reproduziveis e pelo elevado niumero de
marcadores.

As reacoes de amplificacao de DNA, com um volume de 13
MI, seguiram o protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1998),
contendo cada mistura de reacao: Tris HCI pH 8,8 (10mM),
MgClI2 (2mM), dNTPs (0,2mM), BSA purificada (0,04%),
primer (0,4 UM), taq polimerase (1U) e DNA genémico (10ng).
As amplificacoes foram realizadas em um termociclador

13
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(RoboCycler 96 Temperature Cycler — Stratagene) programado
para 40 ciclos repetidos nas seguintes condi¢des: 1 minuto a
92°C (desnaturacao), um minuto a 35°C (anelamento) e dois
minutos a 72°C (extensao). Apos, foi efetuado um passo final de
extensao de cinco minutos a 72°C.

Os produtos das reacoes de amplificagcao foram separados
por eletroforese em gel submerso de agarose a 1,2%, onde
migraram sob diferenca de potencial de 80V por um periodo
meédio de trés horas e trinta minutos. Foram corados com
brometo de etideo (5 ML de uma solucao 10 mg.mL' para cada
gel de 100 mL), e fotografados sob luz ultravioleta (302 nm).

Os acessos foram genotipados através dos produtos
visualizados em gel e uma matriz de presenca/auséncia de
bandas foi utilizada nas analises de similaridade genética e
agrupamento. Estas foram efetuadas por meio do programa
NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for
Personal Computers), versao 2.0 (ROHLF, 1992), utilizando o
coeficiente de Jaccard e o método da média aritmética nao
ponderada.

Resultados e Discussao

Os quatro primers produziram 48 bandas, sendo 37
polimdrficas, com um numero médio de 12 bandas por primer e
variando de seis (primer OPAB-8) até 16 (primer OPA-2) (Tabela
1). Adetula (2006) quando estudando a divergéncia genética de
40 acessos de Capsicum de colecoes africanas de germoplasma,
com marcadores RAPD e primers da Operon, produziu entre 7

e 14 bandas por primer, resultado semelhante ao do presente
trabalho e obteve a separacao dos acessos em quatro grupos
com similaridade de 75%.
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Tabela 1. Polimorfismo apresentado pelos primers selecionados
na caracterizacao de populacoes locais de pimenta dedo-de-
moca da regiao sul do Rio Grande do Sul através da técnica de
RAPD. Embrapa ClimaTemperado, Pelotas-RS, 2006.

Primer Marcadores

Identificagcao Seqliéncia de bases Total n. Polimérficos

n. %

OPA-02 TGCCGAGCTG 16 13 81

OPAB-08 GTTACGGACC 6 2 33

OPAA-11 ACCCGACCTG 13 10 77

OPR-06 GTCTACGGCA 13 12 92
TOTAL 48 37

Fonte: LEITE et al, 2006

A analise de agrupamento permitiu a separacao das nove
populacdoes em 13 grupos, sendo que, em geral, cada populacao
pertencendo a um grupo ou a grupos muito proximos, com
uma similaridade média de 65%. Quatro populacoes [(Adao(P8),
Everaldo(P7), lldo(P2), e Sonil, segregaram-se totalmente

em quatro grupos diferentes. Em outras quatro populagoes
[Arlei(P61a), Ivo(P1), Neitzke e Orli], embora tenham sido
gerados quatro grupos distintos, uma ou duas [lvo(P1)] plantas
de cada populacao agruparam-se em outro grupo. Somente

a populacao Arlei(P62v) teve individuos presentes em quatro
grupos distintos, onde trés grupos contém somente plantas
desta populacao e um grupo também contém plantas de uma
outra populacao [Arlei (P62a)]. Como Arlei(P62v) e Arlei(P62a)
sao respectivamente populacoes de pimenta vermelha e
amarela oriundas do mesmo agricultor, esperava-se que fossem
agrupadas (Figura 1). Considerando que cada agricultor possui
seus proprios critérios de selegao de pimenta, resultando em
diferentes tipos, o mesmo pode ser observado molecularmente,
com o as plantas de cada agricultor formando grupos distintos.
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A importancia do cultivo das cultivares crioulas de pimenta na
manuteng¢ao da variabilidade de recursos genéticos de pimenta
foi estudada por Portis et al., (2006), quando avaliaram 19
populacoes locais de pimenta na Italia. Eles demonstraram com
analises moleculares e morfologicas de frutos, que populacoes
de mesma origem, apresentam divergéncia genética,
provavelmente devido as condi¢des edafoclimaticas e padroes
de selecao caracteristicos de cada propriedade.

Em um outro estudo, utilizando marcadores moleculares
RAPD e AFLP, Lanteri et al., (2003), avaliaram a variabilidade
genética dentro e entre cinco populacoes da cultivar crioula

de pimenta denominada Cuneo, provenientes do noroeste da
ltalia. A semelhanca deste trabalho, observaram variabilidade
genética tanto entre como dentro das populagcées. Em uma
das populacoes, a variabilidade genética era muito baixa e
presumiram este fato era atribuido a amostragem na producao
de sementes.

Os resultados obtidos neste trabalho, com o agrupamento

dos individuos conforme sua populacao de origem, também
foram observados por Buso et al. (2001), quando estudando

a relacao genética entre acessos de pimenta de diferentes
espécies do Banco de Germoplasma de Capsicum da Embrapa
Hortalicas, pela técnica de RAPD. Aqueles autores observaram
que os acessos de Capsicum baccatum formaram subgrupos
aparentemente correlacionados com sua origem geografica.
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Figura 1. Dendrograma gerado a partir de marcadores RAPD de 81
plantas de populacoes locais de pimenta dedo-de-moca da regiao sul
do Rio Grande do Sul. Embrapa ClimaTemperado, Pelotas-RS, 2006.
Fonte: LEITE et al., 2006)
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Conclusoes

As populacdes locais de pimenta de agricultores de base
familiar da regiao sul do Rio Grande do Sul apresentam
variabilidade genética e tém potencial para serem utilizadas
no desenvolvimento de novas cultivares em programas de
melhoramento genético.

A técnica de RAPD ¢ eficiente na avaliacao da variabilidade
genética de gendtipos de pimenta, assim como possibilita a
separacao de individuos em grupos distintos, de acordo com a
sua populacao de origem.
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