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RESUMO

SOUZA, Sérgio Alessandro Machado; M.S.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; marco, 2008; Caracterizacdo citogenética, quimica e
molecular em Capsicum chinense Jacq. Orientadora: Telma Nair Santana Pereira;
Conselheiros: Alexandre Pio Viana e Messias Gonzaga Pereira.

Os estudos de caracterizagdo e avaliacdo de germoplasma sao
importantes para 0 uso e conservagdo dos recursos genéticos. A caracterizacao
pode ser feita a nivel morfolégico, agrondmico, bioquimico, citogenético, quimico
e molecular. Baseado nisto este estudo teve como objetivo, realizar uma
caracterizagdo citogenética, quimica e molecular em acessos de C. chinense
conservados no banco de germoplasma da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Esta colecdo tem acessos pertencentes as
cinco espeécies cultivadas com diferentes procedéncias. Este estudo foi realizado
com 52 acessos de C. chinense procedentes dos estados do Rio de Janeiro (RJ),
Maranhdo (MA), Parad (PA) e Bahia (BA). A caracterizacéo citogenética foi feita
em quatro acessos dos 52, cada um representando um Estado, e a técnica
empregada foi a de esmagamento e coloragdo com Giemsa. Os cromossomos
foram mensurados e classificados de acordo com a razdo entre bracgos e indice
centromeérico. A viabilidade polinica foi realizada com base na coloracao tripla; os
gréos de polens foram classificados baseados na coloragdo como vidveis (cor
vermelho/-purpura) e inviaveis (cor verde). A andlise quimica baseou-se na
determinacao do teor de sdlidos soluveis, usando refratbmetro, sendo os valores
expressos em grau brix (°Brix), e o teor de vitamina C foi determinado pelo
método titulométrico de Tillmans. A diversidade genética entre os acessos foi

realizada via marcadores moleculares RAPD. Pela andlise citogenética confirmou-

Vi



se 0 numero de cromossomos somaticos para a espécie (2n=2x=24) e observou-
se que o acesso (UENF1740), procedente do RJ, apresentou o par 12 como
cromossomo do tipo submetacéntrico, diferindo dos demais acessos analisados
que apresentaram para este par a classificacdo de cromossomos acrocéntricos;
este resultado caracteriza a existéncia de citétipos na espécie conforme ja
registrado por alguns pesquisadores de Capsicum. Os acessos utilizados no
estudo apresentam uma taxa de viabilidade polinica alta, demonstrando uma
potencialidade para a utilizagdo em cruzamentos intra e interespecificos. Quanto
ao teor de vitamina C os melhores acessos foram UENF1706, UENF1757,
UENF1763, UENF1768, UENF1770 e o UENF1778. Para grau Brix 0os acessos 0s
melhores resultados foram observados em UENF1749, UENF1757, UENF1786 e
o UENF1795; assim, esses acessos apresentam caracteristicas desejaveis para a
indastria alimenticia. A caracterizagdo molecular via marcadores RAPD permitiu
observar que o0s acessos analisados neste estudo apresentam um alto grau de
similaridade, independente da procedéncia geografica, sugerindo, dessa forma,

que as diferencas genéticas entre eles sdo minimas.
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ABSTRACT

SOUZA, Sérgio Alessandro Machado; M.Sc.. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. March, 2008. Cytogenetic, chemical and molecular
characterization in Capsicum chinense Jacqg. Adviser: Telma Nair Santana
Pereira. Committee Members: Alexandre Pio Viana and Messias Gonzaga
Pereira.

Studies of germplasm characterization and evaluation are important for the
use and conservation of genetic resources. The germplasm can be characterized
by morphological, agronomic, biochemical, cytogenetic, chemical and molecular
properties. This study had the purpose of a cytogenetic, chemical and molecular
characterization of C. chinense accessions of the genebank of the Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). The collection contains
accessions of the five cultivated Capsicum species from different origins. Fifty-two
C. chinense accessions from Rio de Janeiro (RJ), Maranhdo (MA), Para (PA) and
Bahia (BA) were used. Four of the 52 accessions, each from a different state,
were characterized cytogenetically, using the technique of squashing and staining
with Giemsa dye. The chromosomes were measured and classified based on the
arm ratio and cetromeric index. The pollen grain viability was determined by triple
dye solution (red/purple-viable grain, green — non-viable grain). The chemical
characterization was based on the soluble solids content expressed in degree brix
(°Brix), determined by a refractometer, and the vitamin C content was determined
by Tillman's titration method. The genetic diversity in accessions was evaluated by
RAPD markers. The cytogenetic analysis confirmed the somatic chromosome
number of the species (2n=2x=24). In the accession UENF1740 from RJ
submetacentric chromosomes were observed in pair 12, differing from the other

accessions with acrocentric chromosomes in this pair; this result identified the
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existence of cytotypes in C. chinense, as reported elsewhere by some researchers
of Capsicum. The pollen grain viability of the accessions used here was high,
demonstrating the capacity for intra and inter specific crossings. The following
accessions had the highest vitamin C contents: UENF1706, UENF1757,
UENF1763, UENF1768, UENF1770, and UENF1778. The best results for Brix
degree were observed in UENF1749, UENF1757, UENF1786 and UENF1795, i.e.,
the characteristics of these accessions are desirable for food industry. The
molecular characterization by RAPD markers showed a high similarity degree in
the accessions analyzed, regardless of the provenance, which indicates minimal
genetic differences among them.



1.INTRODUCAO

O Brasil € um importante centro de diversidade genética do género
Capsicum, que compreende as pimentas e pimentdes, com ampla variabilidade
dessas espécies. Essas hortalicas estdo difundidas em todas as Regides do
Brasil, sendo que as principais areas de cultivo estdo localizadas no Sudeste e
Centro-oeste do pais. Entretanto, mesmo o Brasil sendo reconhecido como
habitat natural de varias espécies silvestres de pimentas do género Capsicum,
ainda ha pouco conhecimento bioldgico e ecolégico sobre elas (Luz, 2007). No
pais sao cultivados anualmente cerca de 13 mil ha de pimentas e pimentdes,
gerando uma producéao estimada em 280 mil toneladas, sendo 2 mil ha ocupados
com pimentas doces e picantes, sem contudo haver informacéo fidedigna sobre o
volume produzido (Henz, 2004). Este autor relata que a producao brasileira ainda
€ incipiente quando comparada com a do cenario mundial; na China, por exemplo,
a producdo média de pimentas e pimentdes € de 8,2 milhdes de toneladas em
uma area de aproximadamente 443.400 ha.

Os frutos de Capsicum podem ser consumidos na forma in natura ou
processados (condimentos, conservas, corantes, etc) na composicdo de
medicamentos e na confeccdo de aerossol de pimenta. A principal caracteristica
dos frutos de Capsicum € a pungéncia, conferida por substancias denominadas
de capsaicinodides. Outra caracteristica importante dos frutos de Capsicum € a

presenca de vitaminas, como A e C, principalmente em frutos com alta pungéncia,



que pode variar entre 50 e 80% em comparacdo coma dos frutos pouco
pungentes (Bosland, 1992).

Os recursos genéticos sdo componentes da biodiversidade, importantes ao
desenvolvimento sustentavel da agricultura e da agroindustria. Esses recursos
sdo estratégicos para as pesquisas, principalmente em locais tidos como centro
de diversidade de determinadas espécies, para que a diversidade sejam
preservadas e utilizadas, colaborando também para o desenvolvimento
tecnologico e econémico (Valois et al. 2001). Os estudos de caracterizacéo e
avaliacdo de germoplasma sao essenciais para 0 uso e a conservagdo dos
recursos genéticos. De um modo geral, a caracterizacdo pode ser morfoldgica,
agrondmica, bioquimica, citogenética e molecular (Valois et al. 2001).

A caracterizacdo citogenética € uma das ferramentas disponiveis para a
avaliacdo dos recursos genéticos vegetais, especialmente quando reportada na
literatura variacdo intra-especifica (citotipos) como € o caso do Capsicum
(Moscone et al.,, 2007). Estudos da diversidade genética via marcadores
moleculares também tém auxiliado os trabalhos de caracterizacao, a qual é atil na
identificacdo de genotipos, possibilitando, desta forma, a analise da variabilidade
das espécies. A avaliacdo molecular € uma forma eficiente de se estudar a
variabilidade genética dentro da espécie e entre as espécies cultivadas e seus
parentes silvestres, esclarecendo as relagdes filogenéticas e colaborando na
escolha de estratégias para o melhoramento, coleta de germoplasma,
conservacao e utilizacdo de recursos genéticos (Nass et al., 2001).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro possui em sua
colecdo de germoplasma cerca de 200 acessos de Capsicum, representantes de
varias espécies, procedentes de varias regides do Brasil e também de outros
paises. Trabalhos de caracterizacdo com o objetivo de estimar a divergéncia
genética tém sido realizados via descritores morfoagrondmicos (Sudré et al.,
2005) e via marcadores moleculares (Costa et al., 2006), analise da viabilidade
polinica (Monteiro, 2007) e (Martins, 2007) e obtencao de hibridos interespecificos
também tem sido realizada com relativo sucesso (Campos, 2006).

Apesar da grande diversidade observada em C. chinense, poucas sao as
informacbes sobre a caracterizacdo citogenética e molecular de acessos

representantes dessa espécie. A espécie C. chinense é tida como a mais

brasileira de todas as espécies de pimentas, o continente americano €



reconhecido como centro de origem das espécies de pimenta, e a Bacia
amazobnica como provavel centro de diversidade da espécie C.chinense
(Reifscheneider, 2000). Em razdo da importancia dessa espécie, este trabalho
teve como objetivo realizar a caracterizacao citogenética e quimica de acessos de
Capsicum chinense Jacq. de diferentes procedéncias geograficas e estimar a

diversidade genética desses acessos via marcadores moleculares RAPD.



3.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Classificacéo botanica

Segundo Cronquist (1998), a classificacao taxondmica mais correta para a
descri¢cdo do género Capsicum é a seguinte:

Reino: Plantae

Divisdo: Spermatophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

De acordo com Pickergill (1991), existem aproximadamente 30 espécies de
Capsicum divididas em domesticadas, semi-domesticadas e silvestres. Apenas
cinco espécies sao classificadas como domesticadas: C. annuum L. var. annuum
(pimentdo), C. baccatum L. var. pendulum (Wild.) (pimenta dedo-de-moca), C.
chinense Jacq. (pimenta-de-cheiro), C. frutescens L. (pimenta malagueta) e C.
pubescens Ruiz e Pavon. As espécies C. buforum, C. cardenassi, C. coccineum,
C. dimorphum, C. eximium, C. geminifolium, C. lanceolatum, C. minutiflorum, C.
parviflorum, C. flexuosum, C. villosum, C. campylopodium, C chacoense, C.
ciliatum, C. cornutum, C. dusenii, C. galapagoense, C. hookerianum, C.
leptopodum, C. mirabile, C. shottianum, C. tovarii, C.anomalum e C. brevifolium
séo classificadas em semi-domesticadas e/ou silvestres.

O género Capsicum pode ser classificado em trés grandes complexos, de

acordo com a cruzabilidade entre as espécies: Complexo annuum, Complexo



baccatum e Complexo pubescens; cada um desses grupos compreende espécies
que se cruzam facilmente. O Complexo annuum € representado pelas espécies:
C. annuum (variedades annuum e glabriusculum), C. frutescens, C. chacoense, C.
galapagoensei e C. chinense. As espécies C. baccatum (variedades baccatum,
pendulum e pratermissum) e C. tovari sdo representantes do Complexo
baccatum. O Complexo pubescens compreende as espécies: C. cardenassi, C.
eximium e C. pubescens (Pickergill, 1991).

A denominacdo da espécie Capsicum chinense Jacq. foi conferida pelo
holandés Kikolaus von Jacquinomist e surgiu de um equivoco, pois pensava-se
que essa espécie era originaria da China, mas na época da determinacao ja havia
relatos de que as espécies de Capsicum tinham como centro de origem o
Ocidente (Bosland e Votava, 1999).

Segundo Smith e Heiser (1957), a espécie C. chinense caracteriza-se por
ter folhas e ramos glabros, folhas ovadas a ovado-lanceoladas, largas, macias ou
rugosas, de tonalidade variando do verde claro ao escuro. As flores aparecem de
trés a cinco por n6. Com pedicelo pendente raramente ereto, relativamente curto,
o calice ndo é denteado e possui uma forte constricdo em sua base. A corola
verde-amarelada € raramente esbranquicada, medindo de 0,5 a 1,0 cm de
comprimento, anteras azuis, purpuras ou amareladas, os frutos podem variar de
1,0 a 13,0 cm de comprimento, com formas variadas, de esféricos a alongados,
com diversidades de cores, por exemplo, salméo, laranja, amarela, vermelha ou
marrom. A espécie C. chinense apresenta uma peculiaridade em relacdo as
outras espécies de pimentas, o calice possui uma constricdo anelar localizada na
sua unido com o pedicelo (Casali e Couto, 1984; Carvalho et al., 2003; Nuez-
Vifals et al., 2003).

2.2. Centro de origem e distribuicdo geografica

De acordo com Heiser (1979), o cultivo de pimentas nas Américas € muito
antigo. A domesticacao acarretou mudancas nos frutos, os quais eram pequenos,
eretos e deciduos, e tornaram-se maiores, nao-deciduos e com uma grande
diversidade de cores. Existem varias hipoteses sobre a regido de domesticacdo
das espécies de Capsicum. A hipOtese mais aceita sugere que uma porcao

importante do género originou-se na regido Sul-Central boliviana, com



subsequentes migracdes aos Andes e terras baixas da Amazoénia (Mc Leod et al.
1982). Os mesmos autores relatam que as pimentas e pimentdes tém sua origem
na Ameérica tropical, com pelo menos um centro de origem na Ameérica do Sul,
outro no México e distribuicdo por toda a América Latina. A distribuicdo natural
das espécies silvestres e semidomesticadas restringe-se a regido andina,
compreendendo da Argentina até a América Central, e também regides da Mata
Atlantica e Amazénia brasileira. Acredita-se que todas as espécies de Capsicum,
com excecdo de C. anonalum, tiveram sua origem no Continente Americano
(Vinals et al. 1998).

O Brasil é considerado um centro de diversidade secundario de espécies
domesticadas de Capsicum, sendo um importante centro de diversidade genética
de C. annuum var. annuum, C. bacatum, C. frutescens e C. chinense,
apresentando esta ultima sua maior diversidade na Bacia Amazonica (Moscone et
al. 2007). Na Amazonia, o consumo de pimentas € muito comum na culinaria
local, principalmente de C. chinense devido a sua grande diversidade, talvez isto
seja um indicio de que tenha sido domesticada pelos indios, e € considerada a
mais brasileira das espécies do género (Reifscheneider, 2000).

Apesar da grande diversidade de C. chinense na Bacia Amazobnica, ha
pouco interesse na conservacao da espécie (Casali e Couto, 1984). Estes autores
ainda relatam que a coleta e a conservacao em bancos de germoplasma ou em
colecbes de trabalho em conjunto com a conservacdo in situ sdo as unicas

atividades realizadas com o germoplasma de pimenta nativo da Amazonia.

2.3. Melhoramento genético

Segundo Luz (2007), os povos indigenas das Américas foram os primeiros
a selecionar variedades de pimentas, a partir de ancestrais silvestres. O mesmo
autor ainda ressalta que o conhecimento atual dessa cultura, que sempre fez
parte da dieta dos silvicolas americanos, adquiriu grande relevancia na culinaria
asiatica com o passar do tempo.

No Brasil, apesar do uso comum, algumas espécies de Capsicum sao
desconhecidas ou ainda nao caracterizadas morfolégica e agronomicamente (Luz,

2007). Segundo Bianchetti (1996) essas espécies representam um material



genético que pode potencialmente ser empregado em programas de
melhoramento.

A busca de variedades resistentes a doencas, principalmente a viroses tem
sido o alvo preferencial dos melhoristas de Capsicum. Maior énfase tem sido dada

aos tipos “doces” em comparagdo aos pungentes. Hibridos F,, plantas hapldides

e polipldides e, inclusive, plantas com macho-esterilidade citoplasmatica séo
ferramentas reais ou potenciais a disposi¢do dos melhoristas de pimentas.

A base genética do género Capsicum nao € tao estreita como em muitas
outras culturas, e um grande numero de variedades tropicais ainda nao foi
explorado (Heiser, 1979). As pimentas do género Capsicum sao autbgamas,
embora a polinizagdo cruzada realizada por abelhas e outros insetos possa
chegar a 40%, bem acima dos 5% registrados em condi¢cdes normais (Martin et
al., 1979).

Apesar de haver forte apelo para o melhoramento visando a resisténcia a
viroses e outras doencas, consideravel interesse tem sido expresso na busca de
novas cultivares tendo os frutos como foco principal (tamanho, forma, teor de
capsaicina, cor, firmeza, teor de vitamina, uniformidade da maturacao), além da
adaptacado da planta para colheita mecéanica (Martin et al., 1979).

O melhoramento de pimentas no Brasil nunca atingiu a relevancia dada a
outra espécie de Capsicum, o pimentdo. Segundo Reifschneider (2000), as
pimentas mais plantadas no Brasil sdo consideradas variedades botanicas ou
grupos varietais, com frutos bem definidos. As diferencas existentes dentro
desses grupos estdo relacionadas as diferentes fontes de obtencdo de sementes.
A cultivar Agrondbmico 11 do tipo “Americana” e a cultivar Ubatuba do tipo
“Cambuci” seriam excecgOes, por serem resultados de um programa de
melhoramento desenvolvido pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).
Programa em andamento na Embrapa Hortalicas busca o desenvolvimento de
cultivares de pimenta picante do tipo “Jalapefio”, para processamento industrial
(Luz, 2007).



2.4. Caracterizacao citogenética

A caracterizacdo citogenética de espécies tropicais amplia as perspectivas
da conservacdo da diversidade vegetal de espécies comumente utilizadas em
programas de melhoramento genético (Pereira et al., 2006).

Como ferramenta de analise da diversidade, a taxonomia classica baseia-
se, em geral, apenas em caracteres morfoloégicos. No entanto, informacdes
citogenéticas tém contribuido de forma complementar ou mesmo decisiva na
reformulagéo de hipoteses filogenéticas e estudos de diversidade com base nos
dados dos cromossomos, pois trata-se de um carater bem conservado nas
espécies (Lewis e Elvin-Lewis, 1995; Heslop-Harrison, 2000).

No estudo do cariotipo, variacdes cromossémicas numeéricas e estruturais
sdo de grande importancia para analise citotaxondmica (Stace, 2000). Dados
cariomorfologicos, tais como comprimento total cromossémico, posicdo do
centrbmero, presenca de constricdes, numero de regides organizadoras do
nucléolo (NORSs) e identificacdo de sequUéncias repetitivas, sdo caracteres Uteis
para diferenciar espécies (Stace, 2000). Além das técnicas convencionais, que
permitem a obtencdo de dados referentes a morfologia cromoss6mica, outras
também séo utilizadas para caracterizar individualmente os cromossomos do
complemento.

Nos Uultimos anos, a citogenética alcangou importantes progressos
relacionados ao desenvolvimento da biologia molecular, o que permitiu o
aparecimento de novas e diversificadas técnicas citologicas, como a hibridizacao
fluorescente in situ ou FISH (Pedrosa et al., 2002), a hibridizagdo gendmica in situ
ou GISH (Poggio et al., 2005) e a microdissec¢cdo cromossOmica (Forminaya et
al., 2005). Essas técnicas vém permitindo um detalhamento minucioso dos
cariotipos, permitindo o reconhecimento de pequenas variagdes cromossémicas,
dificeis de serem detectadas com técnicas convencionais. Contudo, o alto custo
de determinados reagentes e dos equipamentos de laboratério torna restritas
suas aplicagbes a grupos com interesse econdémico ja comprovado. Desse modo,
a variabilidade em nuamero e a morfologia cromossémica continuam sendo
amplamente utilizadas nas analises citogenéticas (Guerra, 2000).

O estudo morfologico dos cromossomos permite comparacdes entre

categorias taxondmicas relacionadas, com mesmo numero cromossdmico, e



assim detectar possiveis variagcdes existentes, principalmente no comprimento
dos cromossomos, na posicdo do centrdmero, na presenca de satélites e
constricbes secundarias, e permite ainda inferir sobre o conteuddo de DNA
comparando-se o tamanho absoluto dos cromossomos (Mayeda, 1997). O mesmo
autor também relata que, além disso, a andlise do cari6tipo permite observar a
existéncia ou ndo de rearranjos estruturais dos cromossomos, uma vez que
variacbes morfolégicas podem admitir diferentes alteracbes ao nivel de
Cromossomos.

A citogenética também pode estar relacionada diretamente a estudos da
biologia reprodutiva pela andlise do indice meibtico, em que a meiose é
considerada o mais importante evento entre os processos de diferenciacdo dos
organismos, sendo o principal responsavel pelo sucesso evolutivo da reproducao
sexuada em eucariotos (Holliday, 1984). Na meiose, sao produzidas células
haploides que permitem que, apds a fecundagdo, o nimero de cromossomos
permaneca igual ao dos genitores. E durante a meiose que ocorre também a
recombinacdo dos genes, evento de maxima importancia na adaptacdo das
populacdes e evolucdo (Guerra, 1988).

Os estudos citogenéticos do género Capsicum estdo relacionados
principalmente a determinacdo do numero cromossémico para muitas espécies.
Otha (1962) analisou 0 numero de cromossomos de algumas espécies de
Capsicum e Pickersgill (1971), publicou um trabalho em que, analisou a
morfologia dos cromossomos de espécies cultivadas e silvestres de Capsicum.
Paralelamente, nas pesquisas de inUmeros autores, foi encontrada uma diferenca
em relacdo ao numero basico de cromossomos dentro do género Capsicum. De
acordo com Moscone (1990, 1993), Pickersgill (1991), Guerra (2001) e Pozzobon
et al. (2006), o niumero de cromossomos do género Capsicum € 2n=2x=24, mas
algumas espécies silvestres, por exemplo, C. buforum, C. capylopodium e C.
cornutum, possuem 2n=2x=26 cromossomos.

Diferencas na morfologia ou no nimero de cromossomos ocorrerem em
populacbes da mesma espécie ou em taxa interespecificos; essas alteracdes
nesses espécimes, sdo denominadas de citétipos ou racas cromossémicas. De
acordo com Moscone et al., (2007), o género Capsicum apresenta diferentes
citotipos, e esses diferem principalmente na formula cariotipica e no comprimento

dos cromossomos.
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Em relagdo a morfologia cromossémica, observa-se que pode ocorrer uma
divergéncia na sua. Os cromossomos de Capsicum podem variar de 11 pares de
cromossomos metacéntricos e um submetacéntrico a 12 pares de cromossomos
metacéntricos (Moscone, 1990, 1993; Pickersgill, 1991; Guerra, 2001;Pozzobon et
al. 2006).

2.5. Viabilidade polinica

A viabilidade polinica € um dos fatores que tém influéncia direta sobre o
sucesso da fertilizacdo, uma vez que o tamanho do fruto, 0 nimero de sementes
e a percentagem de frutos aumentam se uma quantidade de grédos de polen
viaveis acima do requerido for depositada sobre o estigma (Akamine e Girolami,
1957, Stone et al., 1995; Rodrigues-Riano e Dafni, 2000; Rigamato e Tyagi,
2002). De acordo com Alexander (1980), estudo sobre a viabilidade polinica
contribui para estudos taxondmicos, ecoldgicos e palinolégicos, fornecendo
informacOes basicas para a aplicacdo pratica na conservagao geneética, bem
como na agricultura, para o planejamento de algum tipo de melhoramento ou
cultivo e émuito empregada no monitoramento do grdo de pdlen, de modo a
garantir a fecundacdo, tornando possiveis cruzamentos entre genotipos de
potencial econdmico com floragdo em épocas distintas.

Fatores climaticos, como a temperatura baixa e a umidade relativa do ar,
durante o florescimento, podem inibir a abertura das flores, prejudicando a
germinacao do grao de pélen e o desenvolvimento do tubo polinico (Lima Filho et
al., 2002). Evidencia-se assim, a importancia de estimar a viabilidade polinica de
espécies de interesse no melhoramento vegetal.

Considerando a importancia de se conhecer o potencial reprodutivo da
planta véarias técnicas foram definidas visando sempre a eficiéncia do método em
definir com rapidez e preciséo a viabilidade polinica (Dafni, 1992).

Um meétodo comum para avaliar a viabilidade polinica € o método de
coloracdo e contagem direta (Kelly et al., 2002). Segundo os mesmos autores
uma grande variedade de corantes tem sido usada para testar a viabilidade do
grao de polen, mas poucos estudos testaram o risco potencial destes corantes em
corar grao de polen morto e produzir falso positivo. Os corantes nucleares e vitais

mais comumente utilizados sdo o corante de Alexander, acetocarmim, azul de
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anilina em lactofenol e sais do tetrazolio (Rodrigues-Riano e Dafni, 2000; Kelly et
al., 2002).

Techio et al. (2006) relatam que as andlises usando a coloracgéo tripla de
Alexander parecem fornecer dados mais acurados sobre a viabilidade do grao de
pélen, pois se obtém coloracdo diferencial dos graos de pdlen vidveis e inviaveis,
devido a utilizacdo simultdnea de verde malaquita e fucsina &cida, os quais
apresentam coloracéo reversa. O primeiro tem afinidade pela celulose presente
na parede celular, corando-a de verde, enquanto que o protoplasma € corado pela
fucsina acida. Desta maneira, por ndo apresentarem protoplasma, 0s graos-de
pélen abortados coram-se de verde e 0s viaveis adquirem uma coloracdo purpura
(Alexander, 1980). Ha outras técnicas, porém em uso rotineiro de laboratoério &
necessario que a técnica seja eficaz, pratica e facil de manusear; a coloracdo

tripla de Alexander (Alexander, 1969) apresenta todos esses quesitos.

2.6. Caracterizacao quimica

A qualidade dos frutos é atribuida aos caracteres quimicos que respondem
pela presenca de vitaminas, solidos sollveis totais, acidez, acUcares redutores,
entre outros. Essas caracteristicas estao relacionadas ao conjunto de atributos
referentes ao sabor e valor nutritivo. (Chitarra e Chitarra, 1990).

De acordo com Chaves et al. (2004), os solidos soluveis totais sdo usados
como indice de maturidade para alguns frutos e indicam a quantidade de
substancias que se encontra dissolvida, sendo constituidos na sua maioria por
acucares.

O teor de sélidos soluveis sido usado como indicador da qualidade dos
frutos, sendo de grande importancia tanto para o consumo in natura como para o
processamento industrial, visto que elevados teores desses constituintes na
matéria-prima implicam menor adicdo de acucares, menor tempo de evaporacao
da agua, menor gasto de energia e maior rendimento do produto, resultando em
maior economia no processamento (Silva, et al., 2002).

Os carotendides estdo associados a cor vermelha e a presenca de acido
ascorbico nos frutos de Capsicum (Simdes et al., 2004). Os capsaicindides sdo
produzidos em um tecido interno do ovario denominado placenta, ao longo do

qual sdo dispostas as sementes, sendo 0s componentes principais, responsaveis
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pelo sabor picante e também pelas atividades bioldgicas atribuidas as pimentas
(até 1% na matéria seca do fruto), sendo a capsaicina e a dihidrocapsaicina os
mais importantes.

As vitaminas mais importantes encontradas nos frutos de pimenta séo A,
Bl, B2, C e E. A vitamina C (&cido ascorbico) se encontra em maiores
concentracbes em frutos mais pungentes, com valores proximos a 250 mg por
100 gramas de fruto fresco; valores comparaveis ao da goiaba, e inferiores ao da
acerola (1800 mg) e camu-camu (3000 mg), mas superiores ao da laranja (60 mg
por 100 gramas de polpa) (Bosland e Votava, 2000) .

A coloracdo dos frutos de Capsicum esta relacionada diretamente a
concentracdo de vitamina C; os frutos de cor branca, preta e roxa apresentam
baixos teores de vitamina C em comparacdo com frutos de coloracdo vermelha,

amarela e laranja (Simonne et al.,1997).

2.7. Caracterizacdo molecular

A importancia da caracterizagdo molecular para o melhoramento reside no
fato de que cruzamentos envolvendo progenitores geneticamente diferentes sao
0S mais convenientes para produzir alto efeito heterdtico e, também, maior
variabilidade genética em geracdes segregantes (Rao et al., 1981).

Segundo Konstantinov et al. (2005), aplicacdes de marcadores moleculares
em colecbes de germoplasma incluem: identificacdo e verificagdo de acessos
coletados, deteccdo de duplicatas, andlise de pureza genética, analise de
diversidade genética, construcdo de colecdes de base e selecdo de genes de
interesse agronémico. Além disso, os marcadores moleculares podem ser usados
para monitoramento da viabilidade e mudancas genéticas decorrentes de
armazenagem em baixa temperatura por longo tempo e avaliacdo da estrutura e
funcdo do genoma em processos evolucionarios nas plantas cultivadas.

Ferreira e Grattapaglia (1998) citam que a caracterizacdo molecular do
germoplasma pode auxiliar o melhorista na selecdo de progenitores dentro de
populacbes bésicas, objetivando o0 estabelecimento de programas de
melhoramento. Os mesmos autores ainda relatam que, uma vez caracterizado o
germoplasma disponivel, o melhorista pode escolher genotipicamente o0s

genitores dos cruzamentos, tanto com o objetivo de maximizar a segregacao de
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genes de importancia agrondmica como o de restringir essa segregagao a poucos
genes, e com a escolha dos genitores sera possivel identificar os recombinantes
desejaveis. De acordo com Veira e Nodari (2007), os marcadores genéticos
baseados na andlise direta da molécula de DNA detectam alto nivel de
polimorfismo e permitem acesso a uma ampla regidao do genoma.

Com o desenvolvimento da técnica de PCR, foram criados métodos que se
baseiam na amplificacdo do DNA gendmico a partir de iniciadores que detectam
polimorfismo especifico de fragmentos de DNA. Dentre eles, os mais conhecidos
e utilizados sdo RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA — polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso) (Williams et al., 1990) e AFLPs (Amplified Restriction
Fragment Polymorphism — polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados) (Vos et al., 1995).

A técnica de RAPD tem como caracteristica ser um marcador dominante,
isto é, identifica o alelo dominante pela presenca de banda, e o alelo recessivo,
pela auséncia de banda; a utilizacao da técnica tem sido bastante atrativa por ser
simples, de modesto custo, possibilitando gerar um grande numero de
marcadores em pouco tempo. Essa técnica também tem a vantagem de, mesmo
sem o conhecimento prévio do genoma, requerer pouca quantidade de DNA por
analise (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Marcadores RAPD tém sido utilizados no melhoramento de plantas para
identificar ao acaso regides do genoma. Esses marcadores podem detectar
rapidamente grande numero de polimorfismo genético, por isso tém sido bastante
utilizados na construcdo de mapas genéticos em um numero significativo de
espécies, como Malus domestica (Hemmat et al., 1997); Citrus spp (Cristofani et
al., 1999); Actinidia spp (Testolin et al., 2001); Mangifera indica (Kashkush et al.,
2001) e Prunus persica (Chaparro et al., 1994).

A caracterizagdo morfolégica de pimentas € feita com descritores
estabelecidos pelo IPGRI (International Plant Genetic Resources Institute),
entretanto, outras metodologias tém sido empregadas para a caracterizacdo de
germoplasma de pimenta. Estudos relacionados com a andlise da diversidade
genética e a evolugdo do grupo das pimentas estdo sendo realizados com base
nao s6 na morfologia da planta, mas na citologia € no DNA genbmico. Tais
estudos, em geral, tém ratificado a identificacdo prévia das espécies por meio da

morfologia floral (Prince et al., 1995).
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Segundo Teixeira (1996), ao estudar aspectos morfolégicos e moleculares
de acessos silvestres e domesticados de Capsicum do Brasil, concluiu-se que a
analise molecular apresentou maior contribuicdo para a discriminacdo dos
acessos em relacédo a caracterizacdo morfolégica. As relacdes evolutivas entre e
dentro das espécies de Capsicum foram investigadas por meio de marcadores
morfolégicos, citogenéticos e moleculares, demonstrando sempre, segundo
Corona-Torres et al. (2000), que o nivel de variagdo entre as pimentas
domesticadas seria menor que entre as espeécies silvestres.

Buso et al. (2001) utilizaram marcadores moleculares RAPD para avaliar a
relacdo genética entre espécies silvestres do género Capsicum coletadas na Mata
Atlantica e espécies cultivadas de pimenta, cujos resultados indicaram uma alta
similaridade entre acessos da espécie C. chinense e, no geral, uma baixa
similaridade entre as espécies silvestres e as cultivadas, além de relatarem que o
arranjo dos acessos dentro de cada grupo de espécie cultivada parecia refletir os
dados de origem, revelando uma provavel estruturacéo geografica.

Costa et al. (2006) avaliaram a diversidade genética de acessos do género
Capsicum pertencentes ao banco de germoplasma da UENF, utilizando
marcadores moleculares RAPD e verificaram uma ampla diversidade no género e
que a espécie C. chinense apresenta alta similaridade com a espécie C.

frutescens.

2.8. Diversidade genética

Segundo Cruz e Carneiro (2003), o procedimento de avaliacdo da
diversidade genética via marcadores moleculares utiliza variaveis binarias, sendo
avaliadas a presenga e a auséncia de marcas. Assim 0s coeficientes de
similaridade séo obtidos pela coincidéncia ou ndo de bandas entre pares de
individuos.

As estimativas de dissimilaridade atendem aos objetivos do melhorista por
quantificarem e informarem o grau de semelhanca ou de diferenca entre pares de
genotipos. Entretanto, quando o numero de acessos é relativamente grande,
torna-se inviavel o reconhecimento de grupos homogéneos pelo exame visual das
estimativas de distancia. Devido a isto 0s acessos semelhantes séo reunidos com

0 uso de técnicas de agrupamento, em que a unido se da pela classificacdo de
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acessos em varios grupos, de forma que exista homogeneidade entre esses
grupos, ou seja, o grupo original é dividido em varios grupos, seguindo o critério
de similaridade ou de dissimilaridade (Cruz e Carneiro, 2003).

O método de ligacdo média entre os grupos (UPGMA) é o mais utilizado
em diversidade, tendo uma vantagem sobre os demais por considerar médias
aritméticas das medidas de dissimilaridade, o que evita caracterizar a

dissimilaridade por valores extremos entre os genétipos (Cruz e Carneiro, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material genético e condi¢fes de cultivo

Cinquenta e dois acessos de C. chinense, pertencentes a cole¢do da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), provenientes
das Regides Norte, Nordeste e Sudeste (Tabela 1), foram cultivados na Unidade
de Apoio a Pesquisa do Centro de Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da UENF.

As sementes foram plantadas em casa de vegetacdo no més de maio de
2007, em bandejas de isopor, em substrato vegetal Plantmax®, depois de
transplantadas para vasos de 5 L utilizando-se o0 mesmo tipo de substrato vegetal.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeticbes. Os tratos culturais foram realizados de acordo com as

recomendacdes da cultura da pimenta segundo Filgueira (2000).

Tabela 1 - Relacdo dos 52 acessos de C. chinense pertencentes a colecdo de
Capsicum da UENF

Ndmero Acesso Procedéncia
01 UENF1703 Vicosa-MG
02 UENF1706 Vicosa-MG
03 UENF1798 Campos dos Goytacazes-RJ
04 UENF1739 Itaguai-RJ
05 UENF1749 Campos dos Goytacazes-RJ
06 UENF1736 Sé&o Domingos do Norte-ES
07 UENF1753 Ilhéus-BA

08 UENF1721 llhéus-BA




Tabela 1, cont.;

09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

UENF1722
UENF1723
UENF1725
UENF1726
UENF1756
UENF1757
UENF1758
UENF1744
UENF1745
UENF1746
UENF1748
UENF1759
UENF1761
UENF1762
UENF1763
UENF1764
UENF1765
UENF1766
UENF1767
UENF1768
UENF1770
UENF1742
UENF1743
UENF1772
UENF1774
UENF1778
UENF1781
UENF1782
UENF1708
UENF1709
UENF1713
UENF1784
UENF1787
UENF1788
UENF1791
UENF1792
UENF1793
UENF1785
UENF1786

llhéus-BA
llhéus-BA
llhéus-BA
llhéus-BA
Ilhéus-BA
Ilhéus-BA
Ilhéus-BA
Marajé Soure-PA
Marajo Soure-PA
Marajo Soure-PA
Marajo Soure-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Belém-PA
Bequimao-MA
Bequimao-MA
Bequimao-MA
Bequimao-MA
Bequimao-MA
Séo Luis -MA
Séo Luis -MA
Séo Luis -MA
Séao Luis -MA
Séao Luis -MA
Séao Luis -MA
Séao Luis -MA
Séo Luis -MA
Séo Luis -MA
Séo Luis -MA
Séo Luis -MA

17
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Tabela 1, cont.;

48 UENF1751 Parintins-AM
49 UENF1795 Sé&o Luis -MA
50 UENF1796 Sé&o Luis -MA
51 UENF1797 Sé&o Luis -MA
52 UENF1799 Sé&o Luis -MA

3.2. Caracterizacao citogenética

As sementes dos acessos 05 (UENF1749), 07 (UENF1753), 20
(UENF1759) e 37 (UENF1708) foram colocadas para germinar em recipientes de
500 mL contendo substrato Plantmax® e, apés 15 dias, surgiram as primeiras
raizes emergentes. Os meristemas foram coletados e pré-tratados com
paradiclorobenzeno (PDB), por 4 horas e 30 minutos a 10 °C, de acordo com
Sharma e Sharma (1999). ApGs o pré-tratamento, as pontas de raizes foram
lavadas trés vezes em agua destilada, fixadas em solucdo de Carnoy — etanol e
acido aceético (3:1) e, depois, conservadas em freezer a -4 °C, para utilizacao
posterior. No momento do preparo da lamina, os meristemas fixados foram
lavados com agua destilada por cinco minutos, para a retirada do excesso da
solucéo de fixacdo e, em seguida, foram submetidos a hidrdlise em HCI 1N pré-
aguecido a 60 °C, durante 10 minutos; apos a hidrdlise, as pontas foram lavadas
em agua destilada por cinco minutos. Laminas temporarias foram preparadas
colocando-se uma ponta de raiz em uma lamina limpa que foi macerada
suavemente sob uma laminula. Posteriormente, a laminula foi retirada com o
auxilio do nitrogénio liquido. Em seguida, foi depositada, sobre o macerado, uma
gota de solugéo de Carnoy, e a lamina foi colocada para secar em temperatura
ambiente. Finalmente, as laminas foram coradas com solu¢cdo de Giemsa 2%
(dgua destilada), por 15 minutos, e posteriormente lavadas e submetidas a
secagem a temperatura ambiente. As laminas foram observadas em microscopio
Olympus BX60, e as imagens, capturadas e analisadas utilizando-se o programa
Image-Pro Plus verséo 5.1.

Cinco placas metaféasicas foram utilizadas para a mensuracdo dos
cromossomos; essa mensuracéo foi feita utilizando o Programa MicroMeasure 3.3
(Reeves e Tear, 2000). Foram mensurados: comprimento total do cromossomo
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(um) e comprimento do brago longo e do brago curto. Com base nesses dados foi
estimada a raz&o entre bragos (r = braco longo/braco curto), o comprimento do
lote hapléide (CLH = somatoria dos comprimentos absolutos dos cromossomos
metafasicos) e o indice centromérico (ic), que € obtido pela razdo entre o
comprimento do braco curto do lote hapléide em relacdo ao comprimento absoluto
do cromossomo.

Os cromossomos foram classificados em metacéntrico, submetacéntrico,
acrocéntrico e telocéntrico, com base na razdo entre bracos (r) e no indice
centromérico (ic) de acordo com Guerra (1986), que classifica 0s cromossomos
em metacéntrico (r=1,00 - 1,49 e ic=50,0 - 40,1), submetacéntrico (r=,50 - 2,99 e
ic 40,0 - 25,1), acrocéntrico (r=3,00 - « e ic=25,0 - 0,01) e telocéntrico (r= « e
ic=0).

Apatrtir desses dados foi montado um ideograma para cada acesso. Para
determinacao dos cromossomos homologos, foi observado o tamanho absoluto, a
relagdo entre bragos e o indice centromérico. Na montagem do ideograma, 0s
cromossomos homologos foram numerados de 1 a 12, segundo a ordem

decrescente de tamanho.

3.4. Viabilidade polinica

Para a analise da viabilidade polinica, botbes florais na antese foram
coletados e fixados em solucéo de Carnoy e armazenados em freezer (-10 °C) até
0 momento do preparo das laminas. Posteriormente, as anteras foram maceradas
em gotas da solucéo tripla de Alexander composta pelos corantes orange G,
fucsina acida e verde malaquita (Alexander, 1969). A presenca de graos de pdlen
viaveis/férteis foi detectada pela presenca da cor vermelha ou purpura, enquanto
gréos de podlen inviaveis/estéreis pela coloracdo verde. Foram analisadas oito
laminas/acesso e 250 grdos de polén/lamina totalizando 2000 grdos de
polen/acesso.

A andlise dos dados da viabilidade polinica foi realizada por intervalo de
confiangca para proporcdo com auxilio do programa GENES, empregando o
método de amostragem simples ao acaso (Cachoran, 1995).
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3.5. Caracterizacao quimica

3.5.1. Teor de solidos soluveis

A determinacdo do teor de solidos soluveis foi realizada por meio de
refratdbmetro, e os valores foram expressos em grau brix (°Brix). Cinco frutos
frescos foram macerados, sendo recolhida uma amostra de suco de cada acesso
e aplicada sobre o refratbmetro para a realizacdo da leitura (Martinsen e Schaare,
1998).

3.5.2. Teor de vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado pelo método titulométrico de Tillmans,
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Dois gramas da polpa do fruto foram
macerados em solucdo acida. Nessa solucéao, foram dissolvidos 30 g de acido
metafosférico e 80 ml de acido acético por litro. Esse macerado foi filtrado e
titulado em solucéo de Tillmans.

Os dados referentes as caracteristicas quimicas vitamina C e TSS foram
submetidos a analise de variancia, testando-se por meio do teste F a 5% de

probabilidade, utilizando-se o programa GENES (Cruz, 2001).

3.6. Andlise molecular via marcadores RAPD

3.6.1. Caracterizacdo molecular

A caracterizacdo molecular dos acessos foi realizada mediante o emprego
da técnica de RAPD (Williams et al., 1990), no Laboratorio de Melhoramento
Genético Vegetal (LMGV), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
(CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em
Campos dos Goytacazes-RJ.
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3.6.2.Preparo das amostras

O DNA genbmico dos acessos foi extraido utilizando-se a metodologia
proposta por Doyle e Doyle (1987), com algumas modificacdes. Cinco folhas
jovens de cada acesso foram coletadas, identificadas, acondicionadas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -70 °C. Posteriormente o0s
acessos foram macerados e, depois transferidos para microtubos (2,0 ml)
devidamente identificados. Apdés a maceracdo, foram adicionados 800 pLde
tampao de extracdo (CTAB em concentragéo final de 1% NaCl - 1,4 M, EDTA —
20 mM, Tris-HCI (pH=8) — 100 mM, polivinilpirrolidona sélido (PVP) - 1%, B-
Mercaptoetanol - 0,1%, proteinase K e agua) e, posteriormente, incubados em
banho-maria a 65 °C por 45 minutos; os microtubos foram agitados por intervalos
de 10 minutos. Decorrido o periodo no banho-maria, reduzida a temperatura,
foram centrifugados por cinco minutos a 13200 rotagcdes por minutos (rpm)
(mcrocentrifuga Eppendorf® 1435D). Apdés a centrifugacdo, coletou-se o
sobrenadante, que foi transferido para novos microtubos (1,5 mL) devidamente
identificados.

Para efetuar a desproteinizagao, foram realizadas trés extragdes organicas
com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Nesse processo, acrescentaram-se 800
ML de solvente, centrifugou-se a 13200 rpm por 5 minutos e recolheu-se o
sobrenadante. Sobre o volume coletado, foram acrescentados 700 pL de alcool
isopropilico gelado, causando a precipitacdo dos acidos nucléicos e, em seguida
as amostras foram armazenadas em freezer (-20 °C) por 12 horas. Na sequéncia,
centrifugou-se esse material novamente, por 10 minutos, a 13200 rpm. Descartou-
se o sobrenadante e lavou-se o pellet duas vezes com alcool etilico a 70% e uma,
a 95%, deixando secar por um intervalo de 20 minutos. O pellet foi ressuspenso
com 200 yL de TE (10mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, pH=8) contendo RNAse na
concentracéo final de 4,0 pl/mL. A seguir, essa solucao foi incubada a 37 °C em
banho-maria por 30 minutos e, posteriormente, adicionaram-se 40 yL de NaCl
(2,5M) na proporcdo de 1:10 (NaCl: DNA ressuspenso) e 150 pL de alcool
isopropilico que foram mantidos a 4 °C durante 12 horas. Depois, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 13200 rpm, lavadas em etanol, nas
concentracfes citadas posteriormente, e ressuspensas em um volume final de
100 L.
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3.6.3. Quantificacdo do DNA

A gquantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 0,8%, sobre o
qual 10 pl de cada amostra composta de 2 yl da amostra de DNA gendmico, 3 pl
de corante e 5uL de agua ultrapura, foram aplicados sobre o gel, comparando-se
com quantidades conhecidas de 10, 25, 50, 75 e 100 nanogramas (ng) do DNA do
fago A. ApdOs essa comparacao, as amostras foram padronizadas na concentracao

de 7,5 nanogramas por microlitro (ng/uL).

3.6.4.Condic¢des de amplificagao

O protocolo para as reacbes de RAPD consistiu na amplificacdo de uma
solucdo de 20 pL, que continham, em uma concentracéo final, 18,5 yL de &gua
ultrapura, solucéo tampao com sulfato de aménio (NH;SO4), MgCl, — 2mM, uma
unidade da enzima Taq DNA polimearase, 7,5 ng de DNA gendmico, 1,0 uL de
cada um dos desoxinucleotideos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) e 2,0 pL de
oligonucleotideos iniciadores (primer) com 10 bases.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador Gen Amp-
PCR System 9700. Ap0s permaneceram por quatro minutos a 94 °C, 45 ciclos
foram efetuados da seguinte forma: um minuto a 94 °C, dois minutos a 35°C e um
minuto a 72 °C. Os fragmentos amplificados foram submetidos & eletroforese
horizontal em gel de agarose a 4%, sendo posteriormente corados com brometo

de etidio na concentracgéo de 2 mg.L™.

3.6.5. Selecao de iniciadores

A selecdo de iniciadores teve como base a utilizacdo de primers
(oligonucleotideos iniciadores) utilizados em trabalhos anteriores (Lannes, 2005,
Costa et al. 2006 e Campos 2006). Os oligonucleotideos iniciadores e suas
respectivas sequéncias se encontram na Tabela 2. Uma selecdo prévia de
iniciadores pode evitar o desperdicio de tempo e reagentes.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores (Primer) de RAPD utilizados na detecgéao
de diversidade genética entre os acessos de C. chinense

Primer Seqiéncia (5" — 3) Primer Seqiéncia (5" — 3)
A-01 CAGGCCCTTC AA-17 GAGCCCGACT
A-03 CAGCCGAGAA AB-05 CCCGAAGCGA
A-05 AGGGGTCTTG AB-11 GTGCGCAATG
A-08 GTGACGTAGG AB-17 TCGCATCCAG
A-15 TTCCGAACCC AE-03 CATAGAGCGG
A-18 AGGTGACCGT AF-02 CAGCCGAGAA
A-19 CAAACGTCGG B-12 CCTTGACGCA

AA-02 GAGACCAGAC B-18 CCACAGCAGT

3.6.6. Analise dos dados

A composicao de grupos formados por acessos mais similares entre si foi
determinada pelos métodos de otimizacdo de Tocher (Rao, 1952) e pelo método
da ligacdo média entre grupos (UPGMA), utilizando o indice de similaridade de
Jaccard, com auxilio do programa GENES (Cruz, 2001).

O agrupamento dos acessos por meio do método de otimizacdo de Tocher
consiste na identificacdo do par mais similar dentro da matriz de dissimilaridade,
isto é, aquele com menor estimativa de distancia. Esses genotipos formaram o
primeiro grupo e, a partir deste, foi avaliada a possibilidade de incluséo de novos
genotipos no grupo, adotando o critério de que a distancia média intragrupo deve
ser menor que a distancia média intergrupo (Cruz e Carneiro, 2003). O método de
ligacdo média entre grupos (UPGMA) €& um agrupamento sequencial,
aglomerativo, hierarquico, sem superposi¢cdo, com base na meédia aritmética.
Neste método, a distancia entre dois agrupamentos € a distancia média entre
todos os pares de observacfes, um em cada agrupamento.

De acordo com Cruz e Carneiro (2003), devido ao fato de haver varios tipos
de médias, métodos de ligacbes médias foram propostos, entre 0s quais o
UPGMA, um método ndo ponderado de agrupamento aos pares, que utiliza
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médias aritméticas das medidas de dissimilaridades e que evita caracterizar a
dissimilaridade por valores extremos (maximos e minimos) entre os genotipos

com maior similaridade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagdo citogenética

Com base nas metafases analisadas, observou-se que todos 0s acessos
apresentavam 2n=24 cromossomos (Figura 1 e 2), conforme registrado para a
espécie C. chinense (Carluccio e Saccardo, 1977; Pickersgill, 1977; Limaye e
Patil, 1989; Bertdo, 1993; Moscone et al., 1995; Ferreira, 1998).

A coloracdo com Giemsa foi eficaz na coloracdo dos cromossomos ao
permitir uma melhor visualizagcdo das estruturas por ter uma coloracdo mais
intensa proporcionando um maior contraste em espécies que apresentam
cromossomos de tamanho que varia do pequeno ao médio (Aarestrup, 2001;
Guerra e Souza, 2002).

Os acessos analisados apresentaram cariGtipos com Cromossomos
variando de 2,59 ym a 4,12 ym. De acordo com Guerra (2001), oS cromossomos
de C. chinense variam de 2,1 um a 4,5 ym. Moscone (1990, 1993) demonstra que
o tamanho dos cromossomos de C. chinense varia em média de 3 a 3,5 um.

O acesso (UENF1749) apresentou a férmula cariotipica 11M+ SB (11 pares
de cromossomos metacéntricos e um par submetacéntrico); € 0S acessos
(UENF1753), (UENF1759) e (UENF1708) apresentaram uma férmula cariotipica
11M+ 11A (11 pares de cromossomos metacéntrico e um par acrocéntrico). Esses
acessos estdo representados nas Tabelas 4, 5, 6 e 7, e 0S respectivos
ideogramas na Figura 2 (A, B, C, D). De acordo com Guerra (2001), o cariétipo de
C. chinense apresenta 11 pares de cromossomos metacéntricos e um par de

cromossomos submetacéntrico, ou um par de cromossomos acrocéntricos.
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N&o foram observadas diferengcas entre os comprimentos totais dos
cromossomos dos acessos, como mostra 0 resumo da analise de variancia
(Tabela 3). As variacbes no comprimento dos cromossomos nas espécies de
Capsicum podem ser atribuidas a diferengcas significativas no grau de
compactacao e espiralizagdo (Limaye e Patil, 1989) ou em razdo da diferenca
entre os caridtipos de C. chinense, a frequéncia de cruzamentos naturais que
ocorre na espécie (Pickersgill, 1977). Datta (1968) e Kuriachan (1981) relatam
que variacdes entre o cariotipo de espécies do mesmo género podem ser maiores

do que a que ocorre entre géneros distintos.

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para o comprimento total dos
cromossomos dos acessos

Fonte de variacdo Graus de liberdade Quadrado =
Médio
Acessos 3 125,34 3,11™
Residuo 16 40,18
Total 19
coeficiente de variacao (%) 9,52%

" nao significativo a 5% de probabilidade

Segundo Moscone (1990) e Cid e Palomino (1996), diferencas entre o
cariotipo da mesma espécie devem-se a variagbes genéticas entre populacdes,
gerando distintas cariotipicas intra-especificas em consequéncia de diferentes
rearranjos estruturais. Moscone et al. (2007) ressaltam que a presenca de
citotipos em C. chinense ocorre devido a alteracdes cromossdmicas, como
delegbes e translocagoes.

Guerra (2001) ndo observou diferenca em relacdo ao numero de
cromossomos, ao analisar diferentes espécimes de C. chinense oriundos da
Venezuela, mas os mesmos apresentaram diferenca morfoloégica em apenas um
par cromossdmico onde alguns apresentaram um par de Cromossomos
submetacéntricos e outros, um par de cromossomos acrocéntricos ou
telocéntricos.

Segundo Lefebvre et al. (1995), o nUmero cromossémico 2n=24 é muito

conservado evolutivamente, na familia Solanaceae, tem se questionado também
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se 0 numero de genes também permanece conservado, pois had pouca ou
nenhuma variacao dentro de determinados géneros, como, por exemplo, 0 género
Capsicum.

Espécies cultivadas de Capsicum, tais como C. annuum, C. frutescens e C.
chinense foram analisadas, e em todas elas o nUmero cromossémico tem sido
reportado como 2n=24. Variacao de tamanho entre o cromossomo mais longo e o
menor tem sido observada em C. chinense e C. annuum (Limaye e Patil, 1989).
Os mesmos autores ainda relatam que essas variacdes em espécies silvestres,
como, por exemplo, C. chacoense e C. pubescens, sao relativamente raras por
causa de suas ocorréncias serem restritas aos seus centros de origem.

Bertdo (1993) determinou que o -cariétipo padrdo em espécies de
Capsicum, que apresentam 2n=24 cromossomos, é representado por 11 pares de
cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos e um par subterminal (ou seja,
acrocéntrico ou telocéntrico). Entretanto, Moscone et al. (1996) caracterizam o
caritipo com 11 pares de cromossomos metacentricos e um par de
cromossomos submetacéntricos ou subtelocéntricos, segundo a classificacao de
Levan et al. (1964).

Figura 1 - Cromossomos metafasicos dos acessos de C. chinense, (A)
UENF1753, (B) UENF1759, (C) UENF1749 e (D) UENF1708.
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Tabela 4 - Dados morfométricos dos cromossomos metafasicos do acesso
UENF1749 (C. chinense)

Comprimento (um)

Par
cromossémico Braco Total ' ic classe
curto longo

1 1,92 2,13 4,05 1,10 47,4 M
2 1,87 2,00 3,87 1,06 48,3 M
3 1,77 2,01 3,78 1,13 46,8 M
4 1,73 1,96 3,69 1,14 46,8 M
5 1,65 1,94 3,59 1,17 45,9 M
6 1,59 1,92 3,51 1,20 45,2 M
7 1,55 1,88 3,43 1,22 45,1 M
8 1,55 1,83 3,38 1,22 45,8 M
9 1,52 1,80 3,32 1,18 47,7 M
10 1,44 1,79 3,23 1,24 44,5 M
11 1,35 1,74 3,09 1,28 43,6 M
12 1,13 1,85 2,98 1,63 37,9 SM

Tabela 5 - Dados morfométricos dos cromossomos
UENF1753 (C. chinense).

metafasicos do acesso

Comprimento (um)

Par
cromossémico Braco Total ' c classe
curto longo

1 1,83 2,20 4,03 1,20 45,4 M
2 1,78 2,22 4,00 1,24 44,5 M
3 1,75 2,09 3,84 1,19 45,5 M
4 1,81 1,95 3,76 1,07 48,1 M
5 1,72 1,97 3,68 1,14 46,7 M
6 1,70 1,85 3,55 1,08 47,8 M
7 1,48 1,94 3,42 1,31 43,2 M
8 1,34 1,96 3,30 1,46 40,6 M
9 1,30 1,91 3,21 1,47 40,4 M
10 1,27 1,85 3,12 1,45 40,7 M
11 1,23 1,79 3,02 1,44 40,7 M
12 0,70 2,14 2,84 3,05 26,6 A

r = raz&o entre os bracos longo e curto
ic = indice centromérico

M = metacéntrico
SM = submetacéntrico
A= acrocentrico
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Tabela 6 - Dados morfométricos dos cromossomos metafasicos do acesso
UENF1759 (C. chinense).

Comprimento (um)

Par
cromossémico Braco Total ' ic Classe
curto longo
1 1,94 2,18 4,12 1,12 47,0 M
2 1,89 2,01 3,90 1,06 48,4 M
3 1,87 1,98 3,85 1,05 48,5 M
4 1,88 1,90 3,78 1,01 48,7 M
5 1,75 1,85 3,60 1,05 48,6 M
6 1,57 1,95 3,52 1,24 44,6 M
7 1,52 1,89 3,41 1,24 445 M
8 1,50 1,80 3,30 1,20 45,4 M
9 1,42 1,78 3,20 1,25 44,3 M
10 1,38 1,74 3,12 1,26 44,2 M
11 1,28 1,73 3,01 1,35 42,5 M
12 0,63 1,96 2,59 3,11 24,3 A

Tabela 7 - Dados morfométricos dos cromossomos
UENF1708 (C. chinense).

metafasicos do acesso

Comprimento (um)

Par
cromossémico Braco Total ' c Classe
curto longo

1 1,90 2,18 4,08 1,14 46,5 M
2 1,88 2,08 3,96 1,10 47,4 M
3 1,89 2,01 3,90 1,06 48,4 M
4 1,85 1,99 3,84 1,07 48,1 M
5 1,77 1,94 3,71 1,09 47,7 M
6 1,74 1,88 3,62 1,08 48,0 M
7 1,69 1,80 3,49 1,06 48,4 M
8 1,51 1,75 3,26 1,15 46,3 M
9 1,48 1,72 3,20 1,16 46,2 M
10 1,42 1,70 3,12 1,19 45,5 M
11 1,39 1,70 3,09 1,22 44,9 M
12 0,70 2,12 2,82 3,02 24,8 A

r = razdo entre os bracos longo e curto
ic = indice centromérico

M = metacéntrico
SM = submetacéntrico
A= acrocentrico
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Figura 2 - Ideograma dos acessos de C. chinense referente as médias obtidas do
cromossomos metafasicos. (A) UENF1749, (B) UENF1753, (C) UENF1759 e (D)
UENF1708. Barra 1 um.
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4.2. Viabilidade polinica

Quanto a viabilidade polinica dos acessos, a média geral de viabilidade foi
de 95%, independente da sua procedéncia geografica, indicando que 0s acessos
de C. chinense utilizados no estudo apresentam uma alta viabilidade e,
consequentemente, uma meiose normal (Tabela 8). Esses dados corroboram os
obtidos por Campos (2006), que, ao realizar uma caracterizagao reprodutiva com
base na viabilidade polinica, utilizando a coloracéo tripla de Alexander, encontrou
em média 98% de viabilidade polinica em C. chinense. Porém, os resultados néo
demonstraram diferencas em relagdo a procedéncia geogréfica dos acessos.
Lanteri e Pickergill (1993), Tong e Bosland (2003) e Yoon (2003) observaram que
as espécies C. chinense, C. frutescens, C. annuum e C. baccatum apresentaram
viabilidade polinica alta, provenientes de diferentes regides geogréficas.

O elevado percentual de graos de pélen viaveis nesses acessos pode estar
relacionado a regularidade meidtica desses gendtipos. De acordo com Techio et
al. (2006), acessos com uma divisdo meiodtica normal resultam em graos de polen
vidveis, portanto, capazes de germinar no estigma da flor, fertilizar e gerar frutos
viaveis. Alta viabilidade polinica em acessos representantes de espécies do
género Capsicum também foi relatada por Monteiro (2006) e Martins (2007), que
encontraram uma média de 98 e 96% respectivamente, ao analisarem a
viabilidade polinica utilizando a mesma metodologia do presente estudo.

E valido ressaltar que a coleta dos botbes florais foi realizada pela parte da
manha entre 8 e 10 horas, o que leva a crer que a viabilidade deva atingir sua
plenitude nesse momento existindo assim uma maior disponibilidade de pdlen
levando assim a uma alta percentagem de polens viaveis. Esses dados estédo de
acordo com Techio et al. (2006) que, ao analisarem a viabilidade polinica de
acessos de capim-elefante, observaram que a viabilidade dos grdos de polen
atingia seu ponto maximo quando as anteras eram coletadas na parte da manha
entre, 8 h e 30min e 10 horas, enquanto que Oliveira et al. (2001), em estudos
sobre a viabilidade polinica de acaizeiro, verificaram que a viabilidade era mais
elevada em botdes florais coletados pela manha no periodo entre 10 e 12 horas.
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Tabela 8 - Viabilidade polinica (%) de 52 acessos de C. chinense de diferentes

procedéncias geogréficas, pertencentes a colecao de Capsicum da UENF

Intervalo de confianca (a = 5%)

Genotipo Média o =
4 0,979 0,967 0,981
6 0,978 0,966 0,981
18 0,976 0,967 0,981
22 0,974 0,966 0,981
24 0,974 0,966 0,981
51 0,973 0,966 0,981
10 0,973 0,965 0,980
12 0,972 0,965 0,980
50 0,971 0,965 0,980
16 0,971 0,965 0,980
30 0,970 0,965 0,980
34 0,973 0,965 0,980
36 0,973 0,965 0,980
42 0,973 0,965 0,980
1 0,972 0,964 0,979
13 0,972 0,964 0,979
28 0,972 0,964 0,979
40 0,972 0,964 0,979
46 0,972 0,964 0,979
7 0,971 0,963 0,978
19 0,971 0,963 0,978
25 0,971 0,963 0,979
31 0,971 0,963 0,979
43 0,971 0,963 0,979
3 0,970 0,961 0,977
15 0,970 0,962 0,978
37 0,970 0,962 0,978
9 0,969 0,961 0,977
11 0,969 0,961 0,977
21 0,969 0,961 0,977
23 0,969 0,960 0,976
27 0,969 0,960 0,976
29 0,969 0,960 0,976
33 0,969 0,961 0,977
41 0,969 0,960 0,976
45 0,969 0,960 0,976
5 0,968 0,960 0,976
17 0,968 0,960 0,976
35 0,968 0,960 0,976
39 0,968 0,960 0,976
47 0,968 0,960 0,976
14 0,966 0,957 0,974
2 0,965 0,956 0,973
8 0,965 0,956 0,973
20 0,965 0,956 0,973
26 0,965 0,956 0,973
32 0,965 0,956 0,973
44 0,965 0,956 0,973
38 0,964 0,955 0,972
52 0,963 0,955 0,972
49 0,960 0,953 0,970
48 Nd Nd nd

* LI: limite inferior
** | S: limite superior
nd: ndo determinado
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Kearnes e Inouye (1993) demonstram que, para a maioria das espécies a
disponibilidade de grdos de podlen pela antera € maior na parte da manha,
indicando assim uma alta viabilidade destes nesse intervalo de tempo.

O corante utilizado no estudo demonstrou ser eficaz para o teste de
viabilidade polinica em acessos de C. chinense (Figura 2). A coloracéo tripla de
Alexander diferencia-se dos corantes nucleares, pois esses possuem uma
aplicacao limitada, coram somente polens funcionais, enquanto que os inviaveis
sao identificados como n&o-corados; nesse caso, hdo sdo adequados para
espécies que apresentam paredes espessas, camadas mucilaginosas ou
presenca de espiculas, que dificultam a coloragéo.

A coloracéo tripla de Alexander, que tem como base o verde malaquita e
fucsina acida, e devido as suas propriedades quimicas basica e acida,
respectivamente, cora polens viaveis e ndo viaveis, monstra-se eficiente para o

pélen de inUmeras espécies.

. o
e

® o

B 30 pm

Figura 3 - Viabilidade polinica obtida por meio de coloracdo tripla de Alexander,
em que se observam podlen vidvel (coloracdo purpura) e inviavel (coloracdo

verde).

A viabilidade polinica depende também da sua composicao celular, de
acordo com Shivanna e Rangaswamy (1992), que descrevem que a maior
limitacdo dos testes de viabilidade e germinacdo in vitro € a diferenca entre as
taxas respiratorias do gréo de polen de diferentes espécies, pois grdos de pdlen

tricelulares respiram mais rapidamente e, consequentemente, a sua longevidade
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€ menor, por sua vez o grdo de pdlen, possui uma taxa respiratéria mais lenta e,
portanto, apresentam uma viabilidade polinica mais acentuada.

De acordo com Auler et al. (2006), a taxa de viabilidade polinica € um fator
importante para o melhoramento, conservacdo e cultivo de plantas, pois pode
permitir o fluxo génico, aumentando a possibilidade de formacgédo de diferentes
combinacdes genéticas.

A viabilidade polinica € considerada uma medida de fertilidade masculina,
determinada por meio da utilizacéo de varias técnicas, por exemplo, via coloracdo
e germinacao in vitro, de maneira a garantir a fertiidade e, com isso, tornar
possivel o cruzamento entre gendtipos de importancia econémica (Oliveira et al.,
2001).

4.3. Caracterizacao quimica

Diferencas significativas a 5% de probabilidade foram observadas nos
dados referentes a caracterizacdo quimica (°Brix-TSS e vitamina C) nos acessos
estudados (Tabelas 9 e 10). Essas diferencgas foram validadas pelo teste de Scott-
Knot a 5% de probabilidade.

Tabela 9 - Resumo da analise de variancia para a variavel teor de soélidos soluveis
(TSS-°Brix) em 52 acessos de C. chinense

Fonte de variacdo Graus de liberdade Quadrado =
médio
Gendtipo 51 8,300 6,014*
Residuo 208 1,380
Total 259
Coeficiente de variacao (%) 9,36%

* significativo a 5% de probabilidade

A caracteriza¢do quimica dos frutos de C. chinense foi realizada mediante
a analise do teor de solidos soluveis, que € uma caracteristica que tem sido
utilizada como indicador da qualidade de frutos, e do conteldo de vitamina C,
visto que o acido ascoérbico € uma importante referéncia em estudos vitaminicos,

pois € a vitamina mais termolabil, e sua presenca no fruto indica que,
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provavelmente, os demais nutrientes também estdo sendo preservados (Chitara e
Chitara, 1990).

Tabela 10 - Resumo da analise de variancia para a variavel teor de vitamina C em
52 acessos de C. chinense

Fonte de variacdo Graus de liberdade Quadrado =
médio
Gendtipo 51 1417,021 4,874*
Residuo 208 290,684
Total 259
Coeficiente de variacéo(%) 10,78%

* significativo a 5% de probabilidade

O teor de sodlidos solaveis variou de 5,07 °Brix para o acesso 24
(UENF1764) a 17,80 °Brix para o acesso 49 (UENF1795) (Tabela 11). Pelo teste
de Scott-Knott, os acessos foram reunidos em trés grupos. O grupo A, formado
pelos acessos 5 (UENF1749), 14 (UENF1757) e 47 (UENF1786), apresentou um
valor médio de 16,65 °Brix. Oito acessos ficaram alocados no grupo B:2
(UENF1706), 12 (UENF1726), 15 (UENF1758), 19 (UENF1748), 31 (UENF1743),
37 (UENF1708), 44 (UENF1792) e 50 (UENF1796), que apresentou um valor
médio de 11,2 °Brix. Os demais acessos, que correspondem a 75%, ficaram no
grupo ¢, demonstrando um valor médio de 6,98 °Brix. Lannes (2005), ao realizar
uma analise quimica em 48 acessos de C. chinense encontrou valores de teor de
sélidos soluveis que variaram de 5,37 °Brix a 12,90 °Brix. Rego (2001), em uma
caracterizacdo quimica da espécie C. baccatum, observou que esta espécie
apresentava em média 8,5 °Brix de teor de solidos soluveis. Esses dados
confirmam que as espécies de Capsicum podem apresentar valores médios altos,
de teor de sélidos soluveis, que é a representacdo da percentagem em gramas
dos sdlidos que se encontram dissolvidos na polpa: esses solidos sao
constituidos por acgucares e acidos organicos.

Em relagdo a quantidade de vitamina C nos frutos de C. chinense
analisados, observou-se que os valores variam de 70 mg por 100 gramas de
polpa fresca para o acesso 10 (UENF1723) a 262,04 mg para o acesso 28
(UENF1768) (Tabela 9). O emprego do teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade, para essa caracteristica, possibilitou a formacgéo de cinco grupos,



36

Tabela 11 - Médias de teor de solidos solaveis (TSS) e de vitamina C de 52
acessos de C. chinense de diferentes procedéncias geograficas, pertencentes a
colecédo de Capsicum da UENF

Gendétipo TSS (°Brix)  Vitamina C (mg/100 g de polpa)

1 7,14 c* 146,68 c
2 12,50 b 245,16 a
3 6,04 c 177,57 b
4 7,42 c 184,28 b
5 17,11a 133,57 ¢
6 524 c 73,00 e
7 7,77 c 149,37 ¢
8 572c 128,50 ¢
9 570 c 130,00 ¢
10 6,71c 70,00 e
11 6,15¢c 72,38 e
12 10,40 b 121,00 c
13 7,33 ¢ 120,00 c
14 15,40 a 256,94 a
15 10,06 b 160,34 c
16 6,80 c 125,60 ¢
17 7,70 c 125,00 ¢
18 8,95¢c 137,54 c
19 11,40 b 177,77 b
20 6,50 c 132,88 ¢
21 6,91c 152,10 ¢
22 7,56 c 105,70 c
23 5,30c 219,48 a
24 5,07 c 75,00 e
25 5,49 c 140,00 c
26 6,29 c 147,73 c
27 9,50 c 149,35 ¢
28 6,94 c 262,04 a
29 5,80c 232,83 a
30 8,32c 140,00 b
31 11,00 b 107,80d
32 5,82c 114,00d
33 5,40c 112,00d
34 9,00c 229,58 a
35 8,00c 173,53 b
36 9,50 c 148,26 c
37 11,00 b 120,00d
38 5,48 ¢ 120,34 d
39 8,10 c 175,58 b
40 7,00c 170,00 b
41 550c 107,09d
42 9,47 c 160,34 b
43 8,51c 126,67 d
44 12,40 b 132,27d
45 10,00 c 95,60 d
46 6,04 c 130,36 d
47 17,45 a 175,78 b
48 nd nd

49 17,80 a 151,63 c
50 11,14 b 85,00 e
51 6,29 c 65,00 e
52 6,20 c 62,00 e

nd: ndo determinado

*médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a a=0,05 pelo teste de Scott-Knot
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dos quais 36,5% estavam alocados no grupo trés, variando de
105,70 mg (UENF1762) a 160,34 mg (UENF 1758) por 100 gramas de polpa.

O grupo um reuniu 0S acess0s que apresentaram um maior teor de
vitamina C, com variacao de 262,04 mg (UENF 1768) a 219,48 mg (UENF 1763)
por 100 gramas de polpa. Esses dados corroboram aos Yahia et al. (2001) e
Simonne et al. (1997) que, ao estudarem as caracteristicas quimicas de C.
annuum, verificaram que a grande maioria dos acessos analisados apresentou
teores de vitamina C superiores a 95 mg por 100 gramas de polpa fresca.O
acesso 14 (UENF 1757), que ficou alocado no primeiro grupo, tanto para o teor de
sélidos soluveis como para o teor de vitamina C, pode ser utilizado na industria
farmacéutica e destinado ao consumo, visto que altos indices de solidos sollveis
conferem ao fruto aroma e sabor agradaveis.

Os resultados mostram a potencialidade dos acessos de C. chinense, que
podem ser utilizados em programas de melhoramento, pois apresentam uma
grande quantidade de vitamina C. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(2000), os indices diarios de vitamina C para uma pessoa adulta é de 75 a 90 mg
por dia; dessa forma, a maioria dos acessos utilizados no estudo apresenta uma
potencialidade de emprego em programas de melhoramento genético visando a

variedades com caracteristicas desejaveis.

4.4. Caracterizagao molecular

Na caracterizagcao molecular, via marcadores RAPD, do total de 16 primers
utilizados, 12 foram polimorficos (Tabela 12) (Figura 3), o que representa 75% de
polimorfismo. Do total de 89 bandas amplificadas, 73 (82,02%) foram polimorficas
quanto aos loci identificados. Para Colombo et al. (2000), intervalo entre 50 a 100
bandas polimérficas é considerado suficiente para estimar relacdes genéticas
entre e dentro de espécies vegetais. Como neste estudo, o numero ideal de
bandas encontrado esta nesse intervalo, pode-se inferir que as estimativas da
diversidade genética entre 0os acessos estudados apresentam uma boa precisao.

Costa et al. (2006), ao estudarem a diversidade genética entre varias
espécies de Capsicum, encontraram cerca de 90% de bandas polimoérficas.
Lannes (2005), ao analisar a diversidade genética entre 45 acessos C. chinense,

via marcadores moleculares RAPD, utilizou 67 primers e encontrou apenas 13
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iniciadores poliméficos Luz (2007), utilizando fAFLP, em estudos para a
caracterizacdo molecular de C. chinense, verificou que a dissimilariade entre os
52 acessos utilizados, variou entre 2 e 44%. Esses dados sugerem que oS
acessos de C. chinense apresentam alta variabilidade, mesmo sendo uma
espécie autbgoma. Contudo, Paran et al. (1998) e Rodriguez et al. (1999) nédo
encontraram alto polimorfismo ao analisarem, respectivamente, a diversidade em
C. annuum e entre varias espécies cultivadas de Capsicum.

As dissimilaridades entre os acessos variaram de 0,04 a 0,42 com média
de 0,40. Os menores valores foram encontrados para os acessos 37 (UENF1708)
e 45 (UENF1793), ambos procedentes de S&o Luis-MA. Os maiores valores
foram encontrados para os acessos 1 (UENF1703) procedente de Vigcosa-MG, e
23 (UENF1763), de Belém-PA. Esses resultados ressaltam uma alta variabilidade

gue ha entre os acessos de C. chinense.

Tabela 12 - Primers de RAPD que amplificaram fragmentos polimérficos no DNA
gendmico dos acessos de Capsicum chinense

Primer Sequéncia Numero de fragmentos polimarficos
A-05 AGGGGTCTTG 06
A-08 GTGACGTAGG 05
A-15 TTCCGAACCC 09
A-18 AGGTGACCGT 07
A-19 CAAACGTCGG 07
AA-02 GAGACCAGAC 04
AA-17 GAGCCCGACT 06
AB-05 CCCGAAGCGA 05
AB-11 GTGCGCAATG 05
AB-17 TCGCATCCAG 06
AF-02 CAGCCGAGAA 05

B-12 CCTTGACGCA 08
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Figura 4 - Polimorfismo dos 52 acessos de C. chinense obtido com o primer A-15.
M= marcador de peso molecular

Pelo método de agrupamento de Tocher, os acessos foram distribuidos,
inicialmente, em seis grupos, sendo que o grupo 1 reuniu 47 dos 52 analisados,
ou seja, 90,4%. Assim, os dados foram reanalisados, obtendo-se 6 grupos, sendo
0 grupo 1 constituido por 11 subgrupos (Tabela 13).

O grupo 1 inicial foi subdividido em 11 subgrupos cujo o subgrupo la
reuniu 29 dos 47 acessos, 0 que corresponde a 62%. Quanto aos demais
subgrupos 1b foi constituido por quatro acessos; subgrupo 1lc a 1g, por dois
acessos; e um unico acesso formaram-se os subgrupos 1h a 1k. Ainda assim
essa reclassificacdo em subgrupos nao reuniu acessos com a mesma
procedéncia, sendo que o subgrupo a reuniu acessos provenientes do Maranhdo,
Bahia e Para bem como um acesso proveniente de Minas Gerais. Apenas 0S
subgrupos 1f e 1g reuniram acessos de mesma procedéncia sendo o primeiro
constituido pelos acessos 7 (UENF 1753) e 15 (UENF 1758), oriundos de llhéus-
Ba, e 0 segundo reuniu os acessos 20 (UENF 1759) e 26 (UENF 1766),
provenientes de Belém-PA. O restante dos grupos, (2, 3, 4, 5 e 6) ndo apresentou
um agrupamento de acordo com a origem geogréafica.

Esses resultados mostram que ha variabilidade genética dentro da espécie
C. chinense, em contrapartida, os resultados obtidos por Rodriguez et al. (1999),
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ao analisarem a diversidade genética entre e dentro acessos de Capsicum,
indicam uma maior diversidade entre espécies do que dentro delas. Lannes
(2005), avaliando a diversidade genética de C. chinense de diferentes regides
geograficas do Brasil, também observou uma variabilidade baixa nos acessos da
espécie em estudo, em que encontrou um Unico grupo que reuniu 75,51% dos
acessos enquanto que Luz (2007), ao analisar acessos de C. chinense de
diferentes procedéncias geograficas utilizando fAFLP, observou também que os
resultados obtidos ndo permitiram uma associacao entre a diversidade genética e

a procedéncia dos acessos.

Tabela 13 - Agrupamento de 52 acessos de C. chinense pelo método de Tocher
(Rao, 1952), obtido pelo coeficiente de similaridade de Jaccard

Grupo Acessos

1a 37 45 29 35 43 27 36 39 51 41 33 18 32 42 12 50 11 38 40 34
17 46 330 44 28 52 31 1

1b 5 21 13 48

1c 8 16

1d 6 14

1e 2 10

1f 7 15

19 20 26

1h 4

1i 47

1j 25

1k 19

2 9

3 49

4 22

5 23

6 24

O método hierarquico UPGMA possibilitou a distribuicdo dos acessos
dentro dos grupos ao formar o dendrograma (Figura 4), mas ndo semelhante ao
agrupamento formado pelo método de agrupamento de Tocher (Tabela 12), em
um ponto de corte de 40%, o qual corresponde ao valor médio da dissimilaridade,
evidenciou-se uma diversidade genética entre os acessos de C. chinense, pois
ocorreu a formacdo de vérios grupos. Em contrapartida, alguns autores como

Rodriguez et al. (1999) e Lannes (2005), relatam que a elevada concentracao de
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acessos em apenas um unico grupo indica que a técnica de RAPD nao é eficiente
para detectar a diversidade, uma vez que o numero de loci polimdrficos ndo
permite abranger todo o genoma em estudo.

O acesso 48 (UENF 1751), procedente de Parintins-AM, que tem como
caracteristica diferenciadora dos demais acessos o fato de apresentar plantas
com coloragdo totalmente roxa, sendo assim o Unico acesso que apresenta uma
diferenca morfoldgica contrastante em relacdo aos demais, entretanto, essa
diferenca nao foi suficiente para proporcionar que acesso fosse geneticamente
diferente dos demais. Esses resultados contrastam com os de Buso et al. (2001),
gue observaram que acessos muito diferentes morfologicamente podem ser um
espécime silvestre, apresentar baixa similaridade genética com as espécies
cultivadas de Capsicum.

Por outro lado, o acesso 24 (UENF 1764), proveniente de Belém-PA, foi o
mais divergente entre todos eles, pois formou um grupo isolado pelo método de
Tocher e também permaneceu isolado pelo método de UPGMA.

Os dados de agrupamento com base no DNA gendmico dos acessos
demonstraram que a distribuicdo geografica (Tabela 1) ndo foi o melhor
parametro estabelecido de agrupamento, pois acessos de diferentes
procedéncias estdo alocados em um mesmo grupo, mesmo nao sendo de regides
fronteiricas, impossibilitando assim qualquer tipo de cruzamento natural entre
eles.

Considerando que C. chinense tenha sido domesticada nas terras baixas
da Bacia Amazoénica (IBPGR, 1983) e de la dispersa para outras regides do pais e
ainda que é autdgama, os resultados aqui observados néo séo inesperados, pois
essas duas condi¢cdes devem contribuir para uma similaridade genética entre os
acessos e, assim, uma variabilidade genética baixa dentro da espécie.
Provavelmente, os acessos utilizados no presente estudo podem néo ter passado
por um processo de domesticacdo, evidenciando desta maneira a diversidade
encontrada entre eles.

A importancia da diversidade genética na determinacdo de cruzamentos
entre os acessos mais divergentes visando explorar a heterose entre eles mostra

gue os acessos foram 0s acessos mais divergentes.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Os estudos de caracterizacdo e avaliagdo de germoplasma sao essenciais
para 0 uso e conservacdo dos recursos genéticos, sendo realizados em nivel
morfolégico, agrondmico, bioquimico, citogenético, quimico e molecular. A
caracterizacdo citogenética de espécies tropicais, como C. chinense, amplia as
perspectivas da conservacado da diversidade vegetal de espécies comumente
utilizadas em programas de melhoramento genético. Estudos quimicos sao de
suma importancia econémica, como teor de sélidos soluveis (TSS), vitaminas e
acidez. A avaliacdo molecular € uma forma eficiente de se estudar a variabilidade
genética entre as espécies cultivadas e seus parentes silvestres, esclarecendo
suas relacdes filogenéticas, promovendo estratégias racionais para o0
melhoramento, coleta de germoplasma, conservacdo e utilizagdo de recursos
geneticos.

A caracterizacdo citogenética demonstrou que o acesso (UENF1740)
apresentou, no par 12, cromossomos submetacéntricos, diferindo dos demais
acessos analisados, que apresentaram Cromossomos acrocéntrico no mesmo patr,
evidenciando, assim, presenca de citotipos entre eles.

Os acessos utilizados neste estudo apresentam uma taxa de viabilidade
polinica alta, demonstrando uma potencialidade para a utilizagdo em cruzamentos
intra e interespecificos.

Os melhores acessos com grande quantidade de vitamina C foram: 2
(UENF1706), 14 (UENF1757), 23 (UENF1763), 28 (UENF1768), 29 (UENF1770)
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e 34 (UENF1778); e uma maior quantidade de TSS foram 5 (UENF1749), 14
(UENF1757), 47 (UENF1786) e 49 (UENF1795). Assim, esses acessoSs
apresentam caracteristicas desejaveis para a industria alimenticia.

De acordo com os resultados obtidos, os acessos analisados apresentaram

certo grau de diversidade.
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