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Caracterizacdo e selecdo de linhagens avancadas de pimenta do grupo
Habanero (Capsicum chinense) para lancamento como novas cultivares
RESUMO

A pimenta denominada Habanero constitui um grupo, dentro da espécie C.
chinense, com elevada diversidade quanto as caracteristicas relacionadas a
parte vegetativa, folhas, flores e, principalmente, frutos. Além disso, a pimenta
do grupo Habanero apresenta importantes compostos bioquimicos, benéficos
para saude humana. Atualmente, observa-se uma alta demanda por esse tipo
de pimenta pelo mercado nacional e também internacional. No entanto, poucas
cultivares adaptadas as condi¢cbes edafocliméaticas e com resisténcia aos
principais patdgenos estdo disponiveis no Brasil. Visando explorar a
diversidade da pimenta Habanero e disponibilizar novas cultivares ao mercado
nacional, a Embrapa Hortalicas iniciou um programa de melhoramento genético
que desenvolveu uma populacdo base de pimenta Habanero de ampla
variabilidade genética, a partir de intercruzamentos de acessos contrastantes
morfologicamente e posteriores ciclos de selecdo. A partir desse programa de
melhoramento foi possivel obter trés linhagens endogamicas. Para assegurar o
direito de propriedade intelectual aos melhoristas e disponibilizar as novas
cultivares ao produtor é necessaria a comprovacdo de novidade,
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade a partir de ensaios de DHE,
seguindo as normas do Servico Nacional de Protecdo de Cultivares do
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (SNPC/MAPA). Assim, a
presente tese objetivou: 1) avaliar a variabilidade genética presente na
populacdo base, bem como nos acessos genitores de pimenta Habanero, por
meio de descritores morfoldégicos e marcadores microssatélites; 2) avaliar a
reacdo de linhagens avancadas de pimenta Habanero aos patégenos:
Ralstonia pseudosolanacearum (Rp), Phytophthora capsici (Pc), Meloidogyne
(M. incognita raga 1- Mi, M. javanica — Mj e M. enterolobii — Me), Xanthomonas
euvesicatoria (Xe) e os virus Potato virus Y (PVY); Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) e Pepper mild mottle virus (PMMoV);, 3) caracterizar
morfoagronémica e fisico-bioquimicamente novas linhagens de pimenta
Habanero cultivadas em diferentes ambientes e investigar a interacdo genétipo
X ambiente, visando fornecer subsidios para o processo de registro de novas
cultivares e posterior lancamento e 4) caracterizar as linhagens endogamicas
avancadas através do teste de DHE, bem como através de marcadores
microssatélites visando obter informacBes para o0 processo de protecdo e
lancamento de novas cultivares. Para o estudo da variabilidade genética, 30
acessos genitores e 144 plantas da populagéo base foram avaliados quanto a
45 descritores morfolégicos e 26 primers microssatélites. A variabilidade
genética foi estimada através das matrizes de distancias genéticas. As analises
de agrupamento foram realizadas por meio de dendrogramas, utilizando-se
como critério de agrupamento o método UPGMA. As linhagens avancadas
CNPH 15.737, CNPH 15.740, CNPH 15.744, CNPH 15.745, CNPH 15.749 e
CNPH 15.750 foram inoculadas com trés isolados de Rp e um isolado de cada
um dos seguintes patdgenos: Pc, Mi, Mj, Me, Xe, PVY, PepYMV e PMMoV.
Foram avaliados a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) e
incidéncia para Pc, Rp, Xe, PVY, PepYMV e PMMoV,; indice de severidade



para Rp e Xe e os parametros nematologicos: indice de massa de ovo (IMO),
indice de galhas (IG), numero total de ovos e juvenis (NTOJ), fator de
reproducéo (FR) e indice de reproducao (IR) para as espécies de nematoides
de galhas. Para a caracterizacdo morfoagronémica e fisico-bioquimica, trés
linhagens avancadas (CNPH 15.740, CNPH 15.744 e CNPH 15.749) e duas
cultivares comerciais testemunhas (BRS Nandaia e BRS Juruti) foram
cultivadas em trés diferentes ambientes, dois em campo aberto e um em
ambiente protegido. A caracterizagdo baseou-se em nove caracteres
morfoagronémicas, oito fisico-bioquimicos e incidéncia das cinco principais
viroses em plantas cultivadas em campo aberto. Por fim, as linhagens CNPH
15.740; CNPH 15.744 e CNPH 15.749 e as testemunhas CNPH 4215, CNPH
4159, BRS Juruti e BRS Nandaia foram avaliadas em dois testes de DHE (2018
e 2019) utilizando 48 descritores morfolégicos multicategéricos e 11 primers
microssatélites. Foi observada elevada variabilidade genética entre os acessos
genitores e entre as plantas da populacdo base através dos descritores
morfoldégicos e marcadores SSR, representando uma importante fonte de
recursos genéticos para o atual e também para os futuros programas de
melhoramento genético de pimenta Habanero da Embrapa Hortalicas. CNPH
15.737 e CNPH 15.740 mostraram-se altamente resistente aos isolados de Rp,
a PVY e a M. As linhagens também apresentaram nivel moderado de
resisténcia a Pc e a Mi pelo indice de reproducdo. CNPH 15.749 apresentou
alta resisténcia a PVY, Mj e resisténcia moderada ao isolado de Pc e a Me.
Pelo indice de reproducéo, a linhagem CNPH 15.749 mostrou — se resistente a
Mi. CNPH 15.744 apresentou resisténcia a Mi. CNPH 15.750 foi considerada
moderadamente resistente a Xe. As trés novas linhagens apresentaram
caracteristicas importantes e desejaveis, como alta produtividade, tamanho
adequado de plantas (100.0-150.0cm) e qualidade superior de frutos em
ambiente protegido (CNPH 15744); potencial de cultivo em campo aberto com
alto rendimento (35.0 a 40.0t ha™'; CNPH 15.749 e CNPH 15.740) e
superioridade nas caracteristicas dos frutos, menor acidez titulavel total (15—
22%) e auséncia Potato virus Y (CNPH 15.740). As linhagens CNPH 15.740 e
CNPH 15.744 foram distintas entre si e entre as testemunhas para o0s
parametros morfoldgicos, agronémicos e marcadores microssatélites, bem
como homogéneas e estaveis nos dois ensaios de DHE. As linhagens CNPH
15.740 e CNPH 15.744 sao candidatas promissoras ao processo de protecéo
de cultivares, bem como apresentam potencial para serem lancadas como
novas cultivares para o mercado brasileiro de pimentas.

Palavras-chave: Diversidade, patégenos, testes de DHE, registro e protecéo
de cultivares.



Characterization and selection of advanced lines of Habanero pepper

(Capsicum chinense) for releasing as new cultivars

ABSTRACT

The Habanero peppers compose a group, within the species C. chinense, that
present high morphological variability. In addition, the Habanero pepper has
important biochemical compounds, beneficial for human health. Currently, there
is a high demand for this type of pepper in the national and international
markets. However, there are few cultivars adapted to Brazilian climatic
conditions as well as resistant to major pathogens. In order to explore the
diversity of Habanero peppers and release new cultivars to the national market,
Embrapa Hortalicas developed a breeding program (from intercrosses of
contrasting accessions and subsequent selection cycles) aiming to establish a
base population with wide genetic variability. Through this breeding program, it
was possible to obtain three inbred lines. In order to ensure the intellectual
property rights to the breeders and to release the new cultivars, it is necessary
to prove novelty, distinctiveness, uniformity and stability based on DUS tests,
following the norms of the National Plant Variety Protection Service of the
Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (SNPC / MAPA). The
objectives of this thesis were: 1) to evaluate the genetic variability present in the
C. chinense Habanero base population, as well as in its parental accessions,
through morphological descriptors and microsatellite markers; 2) to evaluate
advanced lines of Habanero pepper reaction to the following main pathogens:
Ralstonia pseudosolanacearum (Rp), Phytophthora capsici (Pc), M. incognita -
Mi, M. javanica - Mj and M. enterolobii - Me, Xanthomonas euvesicatoria (Xe);
Potato virus Y (PVY); Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) and Pepper mild
mottle virus (PMMoV); 3) to carry out a morpho-agronomic and biochemical
characterization of new lines cultivated in different environments, and to
investigate the genotype x environment interaction, aiming to provide subsidies
for the registration process of the new cultivars, and their subsequent release;
4) to characterize phenotypic and genotypically the three advanced inbred lines
through the DUS test, as well as microsatellite markers in order to obtain
information for the process of protection and release of new cultivars. In the
study of genetic variability, 30 parental accessions and 144 plants from the
base population were evaluated for 45 morphological descriptors and 26
microsatellite primers. The genetic variability was estimated through the
matrices of genetic distances. Cluster analyzes were performed using UPGMA
method. CNPH 15.737; CNPH 15.740; CNPH 15.744; CNPH 15.745; CNPH
15.749 and CNPH 15.750 were inoculated with three RP isolates and one
isolate from each of the following pathogens: Pc, Mi, Mj, Me, Xe, PVY, PepYMV
and PMMoV. The area under the disease progress curve and incidence were
obtained for Pc, Rp, Xe, PVY, PepYMV e PMMoV; severity index for Rp and Xe
and the nematological parameters egg mass index (IMO), gall index (IG), total
number of eggs and juveniles (NTOJ), reproduction factor (FR) and
reproduction index (IR) for root knot nematodes species. In morpho-agronomic
and biochemical characterization, three advanced lines (CNPH 15.740; CNPH
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15.744 and CNPH 15.749) and two commercial check cultivars (BRS Nandaia
and BRS Juruti) were grown in three different environments, two in open fields
and one in a protected environment. The characterization of the lines was
based on nine morpho-agronomic and nine biochemical descriptors; field-
incidence of the five main virus diseases was also evaluated. Finally, CNPH
15.740; CNPH 15.744 and CNPH 15.749 lines, CNPH 4215, CNPH 4159, BRS
Juruti and BRS Nandaia were evaluated in two DUS tests (2018 and 2019)
using 48 multi-categorical morphological descriptors and 11 microsatellite
primers. High genetic variability was observed between parental accesses and
between plants of the base population through morphological descriptors and
SSR markers, representing an important source of genetic resources for the
current and future Habanero pepper breeding programs. CNPH 15.737 and
CNPH 15.740 presented high resistance to Rp, PVY and Mj isolates. The lines
also showed moderate level of resistance to Pc and Mi. CNPH 15.749
presented high resistance to PVY, Mj and moderate resistance to Pc isolate and
Me. CNPH 15.749 was very resistant to Mi as indicated by the reproduction
index. CNPH 15.744 showed resistance to Mi. CNPH 15.750 was moderately
resistant to Xe. The three new lines presented important and desirable
characteristics such as high yield, adequate plant size (100.0-150.0 cm) and
superior quality of fruits in protected environment (CNPH 15.744); open field
cultivation potential with high yield (35.0 to 40.0 t ha''; CNPH 15.749 and CNPH
15.740); and superiority for fruit characteristics, lower total titratable acidity (15—
22%) and absence of Potato Virus Y (CNPH 15.740). CNPH 15.740 and CNPH
15.744 were distinct for the morphological, agronomic and microsatellite
markers parameters, as well as homogeneous and stable in the two DUS tests.
CNPH 15.740 and CNPH 15.744 presented the potential to be submitted to the
cultivar registration process and to be released as new Habanero pepper
cultivars developed in and adapted to Brazil.

Keywords: diversity, pathogens, DUS tests, registry, cultivar protection.



CAPITULO 1

1. INTRODUGCAO GERAL

As pimentas (Capsicum spp.) representam a principal especiaria
originaria do contimente americano (LUTZ, 2008), sendo cultivadas atualmente
nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo (WAHYUNI et al., 2013).
Os frutos de pimenta podem ser classificados como “doce” ou pungentes e sé&o
consumidos frescos ou ainda transformados em varios subprodutos, por
exemplo, pastas, molhos, péapricas, flocos, entre outros (MEDINA-LARA et al.,
2008).

O género Capsicum compreende um grupo altamente diversificado
(REIFSCHNEIDER, 2000). Varias espécies deste género foram descritas, no
entanto, apenas cinco sdo domesticadas e amplamente difundidas
comercialmente: C. annuum L. var. annuum; C. frutescens L.; C. baccatum var.
pendulum (Wild.) Eshbaugh; C. pubescens L. e C. chinense Jacquin (KIM et al.,
2014).

Capsicum chinense Jacquin tem como centro de diversidade a Bacia
Amazonica, sendo considerada a mais brasileira das espécies domesticadas
(POZZOBON et al., 2015). Dentre os diversos tipos varietais presentes na
espécie, destacam-se as pimentas de-cheiro, bode, cumari-do-Para, biquinho e
Habanero (REIFSCHNEIDER et al., 2015).

A pimenta do tipo Habanero € ingrediente fundamental na culinaria de
varios paises da América Latina (NASS et al., 2015) e vem conquistando novos
mercados de molhos e pastas (mash) picantes principalmente em paises da
Europa e Asia (TEODORO et al., 2013). A sua demanda crescente explica-se
pelo sabor e aroma unicos (RODRIGUEZ-BURRUEZO et al., 2010), elevada
pungéncia (BOSLAND & COON, 2015) e presenca de importantes compostos
nutracéuticos em seus frutos (TEODORO et al., 2013, GIUFFRIDA et al., 2013,
CASTRO-CONCHA et al., 2014, JEEATID et al., 2018). No entanto, observam-
se poucas cultivares de pimenta Habanero disponiveis no mercado brasileiro

com atributos que atendam as necessidades do produtor, industria



processadora e preferéncias do consumidor. Portanto, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas cultivares com elevada qualidade de frutos,
resisténcia aos principais patdogenos e adaptadas as condi¢des de cultivo.

A Embrapa Hortalicas desenvolve programas de melhoramento de
pimentas do género Capsicum ha mais de trés décadas, cujo pilar se deve a
variabilidade genética mantida no Banco Ativo de Germoplasma (BAG),
atualmente com mais de 4.000 entradas de diversas espécies que compdem o
género (NASS et al., 2015). O sucesso do programa de melhoramento se
evidencia pelo lancamento de cultivares amplamente adotadas por produtores
nacionais, tais como as primeiras cultivares brasileiras de Habanero, BRS
Juruti e BRS Nandaia.

Mais recentemente, foi adotada nova estratégia para o fortalecimento do
programa de melhoramento por meio do estabelecimento de uma inédita
populacdo base de pimenta Habanero. Trinta e um acessos do tipo Habanero,
contrastantes morfologicamente, foram cruzados entre si para O
desenvolvimento da populacdo base (NASS et al.,, 2015). Esta populacéo
apresenta elevada variabilidade, resultante de possiveis recombinacdes
genéticas decorrente dos intercruzamentos entre 0s genitores. A alta
variabilidade dessa populacdo base permite selecionar genétipos superiores
com caracteristicas promissoras para a conducdo de programas de
melhoramento genético e, consequentemente, o lancamento de novas
cultivares que atendam a demanda de mercado. Plantas da populacédo base,
com caracteristicas distintas, foram selecionadas e avancadas por cinco
geracOes de autofecundacdo e selecdo de plantas individuais com teste de
progénie, dando origem a seis novas linhagens com caracteristicas
promissoras.

Para que as linhagens sejam disponibilizadas como novas cultivares,
precisam ser avaliadas em ensaios de validacdo, registradas no Registro
Nacional de Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e submetidas ao processo de protecdo de cultivares,
que no Brasil é regido pela Lei n° 9.456, denominada Lei de Protecdo de
Cultivares (LPC).



A LPC vigora no pais desde 1997 de forma a garantir o direito de
propriedade intelectual aos melhoristas de plantas (CARVALHO et al. 2009;
AVIANI & MACHADO, 2015). Para a obtencao do certificado de protecao de
cultivares junto ao Servico de Protecdo de Cultivares (SNPC) do MAPA, é
necessario comprovar as caracteristicas de novidade, clara distinguibilidade,
homogeneidade, estabilidade e denominacdo propria da cultivar candidata a
protecdo (SANTOS et al., 2012). Esta comprovacdo é realizada por meio de
testes de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE).

Para o género Capsicum, os testes de DHE seguem as normas do Ato
n° 2 de 22 de marco de 2006, que estabelece o uso de descritores
morfologicos multicategoricos, incluindo caracteres qualitativos e quantitativos,
avaliados em diferentes estadios de desenvolvimento da planta (PIMENTA et
al.,, 2016). Outros descritores e/ou ferramentas também podem ser
acrescentados ao formulario de solicitacdo da protecdo. Exemplos de testes
complementares ao ensaio de DHE sdo: avaliacbes de caracteristicas
morfoagrondmicas e valor nutricional, resisténcia a pragas e doencas, e uso de
marcadores moleculares (MACHADO, 2011).

No género Capsicum sdo relatados diversos agentes patogénicos que
afetam diretamente as pimenteiras. Dentre 0s patdgenos que atacam as
pimentas, destacam-se aqueles que sédo associados ao solo, como Ralstonia
solanacearum e R. pseudosolanacearum sp. nov (GRANKE et al. 2012;
ROSSATO et al. 2018), Phytophthora capsici Leonian (SANCHEZ-CHAVEZ et
al. 2017), e os nematoides do género Meloidogyne (PINHEIRO et al. 2014).
Fitoparasitas associados a parte area também sédo relatados causando sérios
danos a cultura, os quais incluem varias espécies de virus e bactérias, como
por exemplo, os virus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), Potato virus Y
(PVY), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Groundnut ringspot virus (GRSV),
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Pepper mild mottle virus (PMMoV) e
Cucumber mosaic virus (CMV) (JANZAC et al.,, 2009; SCHOLTHOF et al.,
2011; OZKAYNAK et al., 2014) e as bactérias do género Xanthomonas (X.
euvesicatoria e X. gardneri) (ROACH et al., 2018).



As técnicas moleculares sao utilizadas com sucesso para estimar a
diversidade genética de uma populacdo, na comprovacdo da origem genética
de uma cultivar, na identificacdo de cultivares em casos de uso indevido de
germoplasma e na distingdo entre cultivares (AVIANI & SANTOS, 2011). Entre
os diferentes tipos de marcadores moleculares, os SSR (Single Sequence
Repeat) sdo amplamente aplicaveis devido a sua alta reprodutibilidade, por
serem codominantes e multialélicos, e ainda representarem tipos de variagfes
altamente polimérficas (TOPPA & JADOSKI, 2013; BUSO et al., 2016).

Diante do exposto, com o presente trabalho objetivou-se: a) avaliar a
variabilidade genética presente na populacdo base, bem como nos acessos
genitores de pimenta Habanero, por meio de descritores morfolégicos e
marcadores microssatélites; b) avaliar a reacdo de linhagens avancadas de
pimenta do grupo Habanero as principais doencas; c) caracterizar
morfoagrondbmica e bioquimicamente as novas linhagens de pimenta
Habanero, cultivadas em diferentes ambientes e investigar a interacdo genétipo
x ambiente, buscando fornecer subsidios para o processo de registro de novas
cultivares e posterior lancamento e d) caracterizar fenotipica e genotipicamente
linhagens de pimenta Habanero por meio de testes de DHE, bem como através
de marcadores microssatélites visando efetuar o pedido de protecdo de cultivar
junto ao SNPC/MAPA.
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5 CONCLUSAO

As linhagens CNPH 15.740 e CNPH 15.744 sao candidatas promissoras
ao processo de protecao de cultivares junto ao SNPC/MAPA por apresentarem
distinguibilidade morfolégica e molecular, homogeneidade e estabilidade
de frutos e plantas.

Evidenciou-se por meio da correlacdo positiva entre descritores
morfolégicos e moleculares SSR, apesar da baixa magnitude, que as duas
metodologias s&o importantes em testes de DHE e que uma n&o substitui a

outra, mas se complementam.
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CONSIDERACOES FINAIS

O grupo de pimenta Habanero, assim como Varios outros grupos de
pimentas do género Capsicum, apresenta grande importancia socioecondomica,
estando presente na culinaria de varias regides que utilizam essa especiaria
como forma de agregar sabor, cor e aroma ao alimento. E, comumente, a
principal fonte de renda para muitos agricultores familiares. Vale destacar,
também, que alguns tipos de pimenta Habanero possuem importantes
compostos nutricionais benéficos a saide humana.

Observa-se que a demanda por pimentas do grupo Habanero vem
aumentando consideravelmente, tanto no cenario nacional quanto
internacional. Essa demanda explica-se pela elevada versatilidade deste tipo
de pimenta, podendo ser utilizada de diferentes formas e em diferentes nichos.

Diante da importancia, demanda e escassez de cultivares adaptadas no
mercado nacional, justifica-se a necessidade de se desenvolver novas
cultivares de pimenta Habanero com caracteristicas promissoras e que
atendam as necessidades do produtor, bem como do mercado consumidor.

O programa de melhoramento genético da Embrapa Hortalicas tem
obtido éxito no desenvolvimento de novas cultivares devido, principalmente, a
disponibilidade de um valioso banco de germoplasma contendo acessos
altamente diversificados. Esta diversidade permitiu o estabelecimento de uma
populacdo base de pimenta Habanero de ampla variabilidade genética,
representando uma importante fonte de recursos genéticos para o atual e
também para os futuros programas de melhoramento genético, resultando no
desenvolvimento de trés linhagens endogamicas com caracteristicas
promissoras para o mercado de pimentas.

CNPH 15.740 e CNPH 15.744 apresentaram caracteristicas importantes
e desejaveis, como alta produtividade, tamanho adequado de plantas (100.0—
150.0cm) e qualidade superior de frutos em ambiente protegido (CNPH
15.744); potencial de cultivo em campo aberto com alto rendimento (35,0 a
40,0t ha™'; CNPH 15.740); superioridade nas caracteristicas dos frutos, menor

acidez titulavel total (15-22%); resisténcia genética aos patdégenos Ralstonia
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pseudosolanacearum, Potato virus Y, M. javanica, Phytophthora capsici (CNPH
15.740) e a M. incognita (CNPH 15.740 e CNPH 15.744). Portanto, as
linhagens supracitadas séo fortes candidatas ao processo de protecao de
cultivares, bem como apresentam potencial para serem langcadas como novas
cultivares para o mercado brasileiro.

De maneira geral, os resultados deste estudo podem impactar direta e
indiretamente os produtores brasileiros de pimentas. A disponibilizacédo de
novas cultivares mais produtivas, adaptadas e com caracteristicas promissoras
devera contribuir para o desenvolvimento socioecondmico das regides

produtoras.





