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RESUMO

Doze linhagens de pimenta, incluindo exemplares do tipo Ja-
lapefio (CNPH 2862, CNPH 2864), Dedo-de-Moga (CNPH 1397,
CNPH 0039, CNPH 0053), Cambuci (CNPH 0283), Peixe-Boi
(CNPH 0434), Falsa Cumari (CNPH 3761), Bode Vermelha (CNPH
3773), Biquinho Doce (CNPH 3870), Tabasco (CNPH 3000) e
Malagueta (CNPH 2869) tiveram o comportamento meiotico e
a estimativa da viabilidade do polen analisados, com o objetivo
de indicar materiais potencialmente férteis para o programa de
melhoramento de Capsicum da Embrapa. A analise convencional,
por coloragdo, revelou um comportamento relativamente normal,
durante a microsporogénese, para a maioria das linhagens, com in-
dice meiotico (IM) e percentual médio de viabilidade polinica acima
de 90%. As principais anormalidades observadas foram aderéncias
cromossdmicas, cromossomos nao orientados, retardatarios, pontes,
micronucleos, microcitos e citomixia. Trés linhagens, CNPH 0283,
CNPH 3000 e CNPH 3773 mostraram menor percentual de polens
viaveis, respectivamente 77, 66 ¢ 58%. Somente para CNPH 0283
a baixa fertilidade do poélen esteve associada a maior frequéncia
de irregularidades e, consequentemente, ao baixo IM (77%). Os
resultados do presente trabalho confirmam a importancia da ana-
lise citologica como ferramenta auxiliar na sele¢do de linhagens
meioticamente estaveis e potencialmente férteis o que possibilita o
planejamento de programas de producao de sementes das cultivares
em vias de langamento.

Palavras-chave: Capsicum, citogenética, comportamento meiotico,
estabilidade genética.

ABSTRACT
Meiosis and pollen viability in advanced lines of pepper

Twelve lines of pepper, from different groups {Jalapefio (CNPH
2862, CNPH 2864), Dedo-de-Moga (CNPH 1397, CNPH 0039,
CNPH 0053), Cambuci (CNPH 0283), Peixe-Boi (CNPH 0434),
Falsa Cumari (CNPH 3761), Bode Vermelha (CNPH 3773), Biquinho
Doce (CNPH 3870), Tabasco (CNPH 3000) and Malagueta (CNPH
2869) had their meiotic behavior and the estimation of pollen viability
analyzed with the aim of indicating potentially fertile material for
the Capsicum breeding program. Conventional analysis by staining
revealed a slightly irregular behavior during microsporogenesis for
the majority of lines: the meiotic index (MI) and pollen viability
were over 90%, therefore considered meiotically stable. The main
abnormalities observed were chromosome stickiness, unoriented
chromosomes, laggards, bridges, micronuclei, microcytes and
cytomixis. Three lines (CNPH 0283, CNPH 3000 and CNPH 3773)
showed lower pollen viability, 77, 66 and 58% respectively. The lower
pollen viability in CNPH 0283 was associated with higher frequency
of irregularities and consequently the low MI (77%). The findings
of the present manuscript confirm the importance of the cytological
analyzes as a useful tool in selecting of lines meiotically stable and
potentially fertile enabling a better planning of seed production of
promising cultivars.

Keywords: Capsicum, cytogenetics, meiotic behavior, genetic
stability.
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Brasil ¢ considerado centro de

diversidade para algumas espécies
de Capsicum, pois em seu territorio
encontram-se espécies de todos os
niveis de domesticacdo (domesticadas,
semidomesticadas e silvestres). Dentre
as pimentas, de acordo com Ribeiro &
Reifschneider (2008), sdo cultivados
diferentes tipos varietais pertencen-
tes as quatro espécies domesticadas
(Capsicum annuum L. var. annuum,
C. baccatum L. var. pendulum (Willd.)
Eshbaugh, C. chinense Jacq. ¢ C.
frutescens L.) e a pelo menos tres es-
pécies semidomesticadas (C. annuum
var. glabriusculum (Dunal) Eshbaugh &
Smith, C. baccatum var. praetermissum
(Heiser & Smith) Hunziker e C.
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baccatum L. var. baccatum). A varia-
bilidade existente pode ser observada
nos frutos, que apresentam variagdes de
tamanhos, cores, sabores e pungéncia,
que ¢ uma caracteristica exclusiva deste
género (Carvalho & Bianchetti, 2008).

O cultivo de pimentas ocorre prati-
camente em todas as regides brasileiras
e ¢ um dos melhores exemplos de agri-
cultura familiar e de integrag@o pequeno
agricultor-agroindustria. Um dos proble-
mas que mais afeta a produtividade da
cultura ¢ a suscetibilidade as diferentes
doengas (Reifschneider, 2000). Nos
ultimos vinte e oito anos, o programa
de melhoramento de Capsicum rea-
lizado na Embrapa Hortaligas, tem
sido direcionado, principalmente, para

resisténcia multipla a doengas, tendo
como resultado a disponiblizagdo de
cultivares, hibridos e uma série de li-
nhagens que vém sendo utilizadas tanto
no Brasil quanto no exterior (Ribeiro &
Reifschneider, 2008).

Para assegurar o sucesso do uso des-
ses individuos superiores selecionados
e, principalmente, producdo de novas
cultivares por meio da recombinagao de
caracteres pela hibridagdo controlada, ¢
importante que o pélen a ser utilizado
tenha boa viabilidade. A elevada insta-
bilidade meiotica, associada as anor-
malidades genéticas e/ou aberragdes
cromossOmicas, que resultam na forma-
¢do de plantas atipicas, macho-estéreis
ou incapazes de formacdo de graos de
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polen, podem prejudicar a obtencdo
dos padrdoes minimos exigidos para
a produ¢do de sementes assim como
afetar a polinizacao. Estudos descritos
por Bione ef al. (2000), tém mostrado
que o declinio na produgdo de sementes
esta correlacionado a irregularidades
meioticas.

Considerando esses aspectos, nes-
te trabalho avaliou-se a estabilidade
meidtica e a viabilidade do polen de
doze linhagens de pimenta, com o obje-
tivo de indicar genotipos potencialmente
férteis ao programa de melhoramento de
Capsicum da Embrapa.

MATERIAL E METODOS

As analises citologicas foram rea-
lizadas no Laboratério de Citogenética
da Embrapa Recursos Genéticos e Bio-
tecnologia, Brasilia-DF.

Doze linhagens do programa de
melhoramento de Capsicum da Embrapa
Hortalicas, Brasilia-DF, de diferentes
espécies e tipos de pimentas, sele-
cionados para resisténcia a doencas e
caracteristicas de interesse agrondmico,
foram analisadas: Capsicum. annuum
L., tipo Jalapefio (CNPH 2862, CNPH
2864); C. baccatum L. var. pendulum
(Willd.) Eshbaugh, tipo Dedo-de-Moga
(CNPH 1397, CNPH 0039, CNPH
0053); C.baccatum L., tipo Cambuci
(CNPH 0283); C. chinense Jacq., tipo
Peixe-Boi (CNPH 0434); C. chinense
Jacq., tipo Falsa Cumari (Cumari-do-
-Pard) (CNPH 3761); C. chinense Jacq.,
tipo Bode Vermelha (CNPH 3773); C.
chinense Jacq., tipo Biquinho Doce
(CNPH 3870); C. frutescens L., tipo
Tabasco (CNPH 3000) e C. frutescens
L., tipo Malagueta (CNPH 2869).

Para a analise meidtica e viabilidade
dos graos de pélen, foram utilizados pro-
tocolos convencionais de citogenética
descritos por Guerra & Souza (2002)
e Singh (2002). Para cada linhagem
foram coletados, aleatoriamente, botdes
florais, em diferentes fases de desenvol-
vimento, de plantas mantidas em casa de
vegetagdo na Embrapa Hortalicas. Esses
foram fixados em etanol-acido acético
(3:1) por 24 h ¢ estocados em alcool a
70%, em refrigerador, até a analise. Na
preparagdo das laminas, as anteras foram
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maceradas e coradas em carmim propio-
nico a 2%. Para acompanhar o processo
meidtico, todas as células disponiveis,
nas diferentes fases da divisdo meiotica,
foram examinadas (Tabela 1).

O indice meidtico (IM) foi estimado
de acordo com o proposto por Love
(1949). Tétrades com quatro células de
tamanho igual foram consideradas nor-
mais, e qualquer desvio como anormal.

A viabilidade do polen foi estimada,
para cada linhagem, a partir da analise
de pelo menos 1.000 graos de pdlen/
flor, corados com orceina acética a
2%. Graos com tamanho visivelmente
normal, protoplasma corado e com a
exina intacta foram considerados como
viaveis e aqueles vazios e, ou mal for-
mados, como inviaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todas as linhagens avaliadas
(Tabela 1), tanto na meiose I quanto na
meiose II, o percentual de células nor-
mais foi predominante. O pareamento
cromossdmico, em diacinese (Figura
1A) e metafase I, foi regular para a maio-
ria das linhagens. Cromossomos fora da
placa equatorial, assim como aderéncias
dos cromossomos foram observadas,
principalmente para a linhagem CNPH
0283, o que dificultou a interpretacao
das associa¢des cromossOmicas. Ade-
réncias em metafase I e outras fases
podem ser causadas por fatores genéti-
cos ou ambientais e tém sido descritas
como uma das causas do decréscimo da
viabilidade polinica (Pagliarini et al.,
2000; Taschetto et al., 2003).

Durante a segregagdo cromossomi-
ca foram observadas irregularidades,
como: cromossomos retardatarios e
pontes em anafase e telofase I e cro-
mossomos fora da placa equatorial em
metafase II. Em uma unica célula, em
anafase II, foi observada ponte. Micro-
nucleos, retardatarios, pontes, formagao
de dois, trés, cinco nucleos em vez de
quatro e nucleos de diferentes tamanhos,
além de aderéncias, foram observados
em telofase II (Figura 1D).

A porcentagem de tétrades normais,
expressa por meio dos valores do indice
meiodtico (Tabela 1), foi considerada
alta, exceg@o para a linhagem CNPH

0283 com 79,53%. Tétrades com cé-
lulas de tamanho desigual, presenca de
micronucleos nos micrdésporos, diades
(Figura 1B), triades e poliades com ou
sem a presenca de micrdcitos e, ou mi-
cronucleos, também foram observadas.

As diades observadas nas linhagens
CNPH 2864, CNPH 0053, CNPH 0283
e CNPH 3773, bem como as triades nas
linhagens CNPH 2862, CNPH 0039,
CNPH 0053, CNPH 0283 e CNPH 3773,
possivelmente foram originadas de nu-
cleos de restituigdo observados entre a
pro-metafase e anafase II, semelhante
ao que foi relatado por Pozzobon &
Schifino-Wittmann (2006) para espécies
de Capsicum. A presenga de microcitos,
provavelmente eliminag@o de cromosso-
mos que aparecem como micronucleos
em fases anteriores da meiose, sao re-
latados para Capsicum (Shopova, 1966;
Pozzobon & Schifino-Wittmann, 2006).

Considerando-se o indice meioti-
co, um dado complementar na analise
meidtica ¢ um indicador de regularida-
de (Love, 1949), pode-se afirmar que
a maioria das linhagens analisadas ¢
meioticamente estavel com produgdo
de gametas masculinos balancea-
dos. Esse ¢ um parametro simples,
mas muito utilizado em estudos do
comportamento meiodtico de plantas,
como Baccharis trimera, da familia
Asteraceae (Auler et al., 2000), espécies
forrageiras de Adesmia (Tedesco, 2000)
e Macroptilium (Garcia & Battistin,
2002), espécies de Capsicum (Pozzobon
& Schifino-Wittmann, 2006), entre
outros.

Outras irregularidades como citomi-
xia (Figura 1C) e células anucleadas fo-
ram observadas, confirmando dados an-
teriores para Capsicum (Lakshmi et al.,
1989; Pozzobon & Schifino-Wittmann,
2006). Esse fenomeno ¢ citado para um
grande numero de plantas (Pagliarini,
2000; Kumar & Singhal, 2008; Sheidai
etal.,2008; Risso-Pascotto et al., 2009;
Kumar et al., 2010). A migragdo de
cromatina pode ser tanto parcial como
completa, o que resulta na formagéo de
células anucleadas, hipo ou hiperploide
parcial, comprometendo a fertilidade do
poélen (Singhal & Kumar, 2008; Risso-
-Pascotto et al., 2009). Podem-se asso-
ciar a citomixia demais distiirbios como
aderéncias na metafase I, disjuncdo
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Tabela 1. Comportamento meidtico, indice meiodtico (IM) e viabilidade dos graos de pdlen em linhagens de pimentas (meiotic behavior,
meiotic index (IM) and pollen grains viability in lines of pepper). Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2009.

Nede  Andfase/ v Anifase/te- Noge M Viabilidade
Linhagem Espécie i telofase I , lofase II (% . )
células (% normal) células normal) tetrades (%) polen (%)
CNPH 2862  C. annuum 311 79,74 - - 2077 97,30 90,20
CNPH 2864 C. annuum 10 100,00 487 90,35 861 92,33 96,60
C. baccatum
CNPH 1397 99 93,94 1417 91,60 447 100 -
var. pendulum
C. baccatum
CNPH 0039 138 92,03 549 75,77 231 91,77 -
var. pendulum
C. baccatum
CNPH 0053 333 81,08 4843 98,22 5576 98,18 96,35
var. pendulum
CNPH 0283  C. baccatum 153 67,32 614 84,20 1212 79,53 76,73
CNPH 0434  C. chinense 75 94,66 2366 90,40 794 94,33 95,85
CNPH 3761 C. chinense - - 664 97,43 754 97,08 96,08
CNPH 3773  C. chinense 154 96,75 1885 96,07 1281 90,86 57,80
CNPH 3870 C. chinense 693 100,00 1160 98,53 1129 98,76 94,50
CNPH 3000 C. frutescens 708 94,49 1266 97,79 3708 98,79 66,08
CNPH 2869  C. frutescens 57 100,00 1063 98,40 2603 99,31 81,60

Nede células=numero de células analisadas (number of cells analyzed); *Numero total de tétrades analisadas (total number of tetrads analyzed).

tardia na anafase I, cromatina picnotica,
pontes e cromossomos retardatarios em
anafase e telofase (Singhal ef al., 2008;
Kumar et al., 2010).

A viabilidade polinica, estimada
para dez linhagens, é mostrada na Ta-
bela 1 e ilustrada na Figura 1 (E e F).
Elevada porcentagem (>81%) de graos
de pdlen corados foi registrada para a
maioria sugerindo que, provavelmente,
as irregularidades observadas na meiose
ndo foram significativas em termos da
fertilidade.

Destacam-se pela baixa porcenta-
gem de graos de polen viaveis as linha-
gens CNPH 0283 (C. baccatum), CNPH
3773 (C. chinense) ¢ CNPH 3000 (C.
frutescens) com 77, 58 ¢ 66%, respec-
tivamente. Destas, a linhagem CNPH
0283 expressou a maior porcentagem
de irregularidades, durante o processo
de divisdo celular, em todas as fases da
meiose (Tabela 1). Foram observados
grdos de pdlen com tamanho maior do
que o normal, possivelmente derivados
das varias diades e triades encontradas.
A presencga de graos de pdlen gigantes ¢
relatada em Capsicum (Shopova, 1996;
Pozzobon & Schifino-Wittmann, 2006),
indicando, eventualmente, gametas nao
reduzidos (Ramsey & Schemske, 1998)
ou, pelo menos gametas com nimero
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de cromossomos diferentes. Gametas
com cromossomos desbalanceados ou
anucleados, como graos de pdlen com
citoplasma retraido sdo citados como
resultado de falhas no comportamento
meiotico (Zanotto et al., 2009).

Para as linhagens CNPH 3773 e
CNPH 3000, houve uma propor¢do
relativamente alta de grios de polen
mal corados e vazios, em relacdo a
regularidade observada nas diferentes
fases da meiose. Resultado semelhante
foi observado para uma populagdo de
Vriesea gigantea em que apesar de ter
uma meiose regular apresentou baixa
viabilidade polinica. Depressdo endo-
gamica, além de causas ndo genéticas,
incluindo estagio do polen e fatores
fisicos como temperatura e umidade sdo
citadas como fatores que podem afetar a
viabilidade do pdlen (Palma-Silva et al.,
2008). De acordo com Shopova (1966)
a autofertilizagdo pode ser considerada
como causa de distirbios observados na
meiose em C. annuum, C. frutescens ¢
C. pubescens, mas esses nao teriam, ne-
cessariamente, influéncia na fertilidade
das plantas analisadas. Virus e outros
patégenos podem, também, alterar os
processos citoldgicos em Capsicum,
ocasionando irregularidades meioticas
(Mircova & Sotirova, 1995), assim

como o0 aumento na temperatura pode
afetar a viabilidade e germinagdo do
polen (Raja Reddy & Kakani, 2007;
Kafizadeh et al., 2008). Anormalidades,
tais como poélen contraido ou vazio
sdo relatados para plantas de pimenta
expostas a alta temperatura ¢ seriam
responsaveis pelo decréscimo na viabi-
lidade do polen e, consequentemente,
pela baixa producdo de sementes (Raja
Reddy & Kakani, 2007).

A alta temperatura observada no te-
lado, na época da coleta das flores, pode
ser um dos fatores responsaveis pela
baixa viabilidade do pdlen nas linhagens
CNPH 3773 e CNPH 3000. Lancada
como cultivar BRS Seriema, a linhagem
CNPH 3773 apresenta elevado nivel de
resisténcia ao Potyvirus Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV), moderada
resisténcia ao Tospovirus Groundnut
ringspot virus (GRSV) e uma boa uni-
formidade de plantas e frutos.

Embora preliminares, os resultados
obtidos refletem claramente, a possibi-
lidade de uso dos parametros citogené-
ticos e a importancia dessa avaliagao
prévia em linhagens de Capsicum spp.
A estabilidade meidtica ¢ a produgdo
de gametas vidveis sdo aspectos di-
retamente associados a reprodugdo ¢
manuten¢do das plantas dessas espécies
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Figura 1. A) Diacinese com 12 bivalentes (diakinesis with 12 bivalents); B) Diade com um micrécito (—) (dyad with one microcyte (—));
C) Tétrade com transferéncia de cromatina entre microsporos (—) (tetrad with chromatin transfer between microspores (—)); D) Aderéncia
em telofase II (stickiness at telophase I1); E) Graos de pdlen viaveis (corados) e inviaveis (ndo corados) (viable (stained) and inviable (not-
stained) pollen grains); F) Graos de polen de diferentes tamanhos, um “gigante” possivelmente gameta ndo reduzido (—) (pollen grains with
different sizes, one “giant” possibly unreduced gametes (—)). Brasilia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2009.

por meio de sementes. A identificagdo
de gendtipos mais estaveis mediante
analise citologica permite, portanto, o
planejamento de programas de produgao
de sementes das cultivares em vias de
langamento, como, também, auxilia na
eventual utilizagdo destes, para a produ-
¢do de novas populagdes.
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