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Polimorfismo cromossémico em Capsicum chinense Jacq.

Chromosome polymorphism in Capsicum chinense Jacq.

Sérgio Alessandro Machado Souza' Kellen Coutinho Martins'
Telma Nair Santana Pereira"”

RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar o
cariétipo de quatro acessos de Capsicum chinense procedentes
do Rio Janeiro, Bahia, Pard e Maranh&o. Em todos 0s acessos,
foram observados 2n=2x=24 cromossomos. Polimorfismo
cromossdmico foi observado no acesso procedente do Rio de
Janeiro, o qual apresentou 11 pares de cromossomos
metacéntricos e um par submetacéntrico, diferindo dos outros
acessos, 0s quais apresentaram 11 pares de cromossomos
metacéntricos e um par de cromossomos acrocéntrico. Todos
0S acessos apresentaram, em média, valores semelhantes em
relacdo ao comprimento cromossdémico. Os dados carioldgicos
foram submetidos a andlises univariada e multivariada, com
indices de dissimilaridade obtidos pela distancia euclidiana
média padronizada e o agrupamento pelo método de Ward,
com o objetivo de estimar a divergéncia genética entre os
acessos. A estatistica multivariada usando dados citogenéticos
foi efetiva para distinguir os acessos de C. chinense,
considerando que foi possivel alocar o acesso do Rio de Janeiro
isolado dos outros acessos. Assim, o presente estudo mostrou a
importadncia de analise multivariada em estudos de
caracterizagdo citogenética envolvendo acessos que apresentam
variabilidade cromossémica.

Palavras-chave: caracterizacdo citogenética, variabilidade
cromossdmica, analise multivariada,
cariotipo.

ABSTRACT

This study had the objective to determine the
karyotype of four accessions of Capsicum chinense from Rio
Janeiro, Bahia, Par4d e Maranh&o. In all accessions were
observed 2n=2x=24 chromosomes. Chromosome
polymorphism was observed in the accession from Rio de
Janeiro, which presented 11 pairs of metacentric and 1

submetacentric pair of chromosomes, differing from the other
accessions, which presented 11 pairs of metacentric and 1
acrocentric pair chromosomes. All the accessions presented
the same value, on average, of chromosome length. The
karyologic data was submitted to univariate and multivariate
analysis with dissimilarity indexes obtained by standardized
average of Euclidean distance and grouping clustering by the
Ward’s method, with the objective of estimating the genetic
divergence among accessions. The multivariate statistic using
cytogenetic data was effective to distinguish C. chinense
accessions, considering that it was possible to allocate the Rio
de Janeiro accession isolated from the others accessions. So,
the present study showed the importance of the multivariate
statistic in cytogenetic characterization study involving
accessions that present chromosome variability.

Key words: cytogenetic characterization, chromossomic
variability, multivariate analysis, karyotype.

INTRODUGCAO

O género Capsicum é composto por 31
espécies, sendo cinco domesticadas (C. annuum, C.
baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens),
e as demais classificadas como semidomesticadas e
silvestres. C. chinense, como todas as demais espécies
cultivadas de pimenta do género Capsicum, teve sua
origem na América e, dentre as espécies domesticadas,
¢ amais difundida na América tropical, onde apresenta
uma grande diversidade bioldgica (PICKERSGILL,
2007).
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A espécie C. chinense destaca-se pela sua
ampla adaptacao as condic¢@es de clima equatorial e
tropical e por possuir grande variabilidade genética,
evidenciada principalmente nos frutos que podem ter
diferentes formatos, coloragdes, tamanhos e niveis de
pungéncia, sendo uma das espécies de pimenta mais
produzidas e consumidas no Brasil (LANNES et al.
2007). Devido a grande variabilidade encontrada na
espécie, estudos de caracterizagdo molecular e
citogenética sdo de fundamental importancia, pois
podem evidenciar informagdes significativas tanto para
o melhoramento genético quanto para estudos
citotaxondémicos (PICKERSGILL, 2007).

A caracterizacdo citogenética de espécies
tropicais amplia as perspectivas de conservagdo da
diversidade vegetal de espécies, com potencial em
programas de melhoramento vegetal (PEREIRA et al.,
2006). Caracteristicas desejaveis, tais como, firmeza,
uniformidade da maturacéo, sélidos solliveis e vitamina
C (LANNES et al., 2007), presentes em C. chinense,
despertam interesse de incluir essa espécie em
programas de melhoramento da espécie mais cultivada
do género Capsicum, o piment&o.

Estudos citogenéticos em relacdo ao nimero
de cromossomos (MOSCONE et al., 2007) e ao
comportamento meio6tico (MARTINS et al., 2010),
envolvendo espécies cultivadas do género Capsicum,
sdo de suma importancia, pois o nimero de
cromossomos de uma espécie, em geral, é constante, e
pode ser uma caracteristica Util na taxonomia. Contudo,
o surgimento de polimorfismo a nivel cromossémico,
em individuos de uma populacdo, pode alterar o padréo
cariotipico desses espécimes e assim originar ragas
cromossomicas distintas (TEODORO-PARDO, 2007).

As espécies cultivadas do género
Capsicum e algumas espécies silvestres apresentam
2n=2x=24 cromossomos (PICKERSGILL, 1997),
entretanto, € evidenciado em algumas espécies
silvestres, como, por exemplo, C. buforum, C.
capylopodium e C. cornutum, 2n=2x=26 cromossomaos
(POZZOBON & WITTMANN, 2006). Diferencas na
morfologia ou no ndmero de cromossomos podem
ocorrer em populagdes da mesma espécie ou em taxons
interespecificos e, segundo MOSCONE et al. (2007),
sdo consideradas comuns dentro do género Capsicum.

Devido a grande importancia de C. chinense
e ampla variabilidade encontrada nessa espécie, este
estudo teve como objetivos, caracterizar e analisar o
caridtipo de quatro acessos de C. chinense,
provenientes de diferentes regides do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Sementes dos acessos UENF1749,
UENF1753, UENF1759 e UENF1708 de C. chinense
procedentes do RJ, BA, PA e MA, respectivamente,
foram colocadas para germinar em recipientes de 500mL
contendo substrato Plantmax®, mantidos em casa de
vegetacao e em condi¢Bes recomendadas para a cultura.
Esses acessos foram selecionados por apresentarem
caracteristicas de interesse, como teor de vitamina C e
solidos soluveis totais, segundo SOUZA (2008). Apds
15 dias, meristemas radiculares dos diferentes acessos
foram coletados e pré-tratados individualmente com
paradiclorobenzeno (PDB) por 4 horas e 30 minutos a
10°C. Apés o pré-tratamento, as pontas de raizes foram
lavadas em &gua destilada, fixadas em solugdo de
Carnoy - etanol absoluto e acido acético glacial (3:1) e
conservadas a -4°C, para utilizagdo posterior. No
momento do preparo da lamina, os meristemas fixados
foram lavados em dgua destilada por cinco minutos e,
em seguida, foram submetidos & hidrélise em HCL 1N
pré-aquecido a 60°C, durante 10 minutos; apds a
hidrolise, as pontas foram lavadas em agua destilada.
Laminas tempordrias foram preparadas colocando-se
uma ponta de raiz em uma lamina e macerando 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 Iaminas foram coradas com solucdo de
Giemsa 2% (4gua destilada), por 15 minutos, e
posteriormente lavadas e secas ao ar. As laminas foram
observadas em microscépio Olympus BX60 e as
imagens capturadas utilizando-se o programa Image-
Pro Plus vers&o 5.1.

Cinco placas metafasicas/acesso, as quais
corresponderam a repeticdes, foram utilizadas para a
mensuracdo dos cromossomos, realizada com o auxilio
do Programa MicroMeasure 3.3 (REEVES & TEAR,
2000). Foram mensurados: comprimento total do
cromossomo, comprimento do braco longo e do brago
curto. Com base nesses dados, foi estimada a razéo
entre bragos (r = braco longo/braco curto), o
comprimento do lote hapléide (CLH = somatoria dos
comprimentos absolutos dos cromossomos
metafésicos) e o indice centromérico (ic) que é obtido
pela razéo entre o comprimento do braco curto do lote
hapléide em relagdo ao comprimento absoluto do
Cromossomo.

Os cromossomos foram classificados em
metacéntrico, submetacéntrico, acrocéntrico e
telocéntrico, com base na razéo entre bragos (r) e no
indice centromérico (ic), de acordo com GUERRA (1986),
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que classifica 0s cromossomos em metacéntrico
(r=1,00-1,49 e ic=50,0-40,1); submetacéntrico (r=1,50-
2,99eic 40,0-25,1); acrocéntrico (r=3,00-o € ic=25,0-
0,01); etelocéntrico (r=co e ic=0).

Os dados correspondentes as variaveis
intervalo do tamanho cromossémico (ITC),
comprimento cromossdmico médio (CCM), razdo média
entre os bragos cromossomicos (r), indice centromérico
médio (ic) e comprimento do lote hapléide (CLH) foram
analisados por estatistica descritiva, utilizando-se
medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade
de dados (desvio-padréo e coeficiente de variacgao).
Foram realizadas andlises estatisticas multivariadas, por
meio de técnicas de anélise de agrupamento. Como
medida de dissimilaridade, foi utilizada a distancia
euclidiana média padronizada e como método
hierarquico aglomerativo, 0o método de WARD (1963).
Com base nos célculos, foi estabelecido o
dendrograma, o qual permite verificar o grau de
similaridade entre os acessos e grupos similares,
utilizando-se o programa GENES (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos 0s acessos apresentaram 0 mesmo
numero cromossdémico, 2n=2x=24 cromossomos
(Tabela 1; Figura 1), confirmando os dados reportados
por MOSCONE et al. (1996), nimero esse similar aos
das demais espécies domesticadas do género
Capsicum (MOSCONE etal., 2007).

Polimorfismo cromossémico foi evidenciado
no acesso UENF 1749, procedente do estado do Rio de
Janeiro, o qual apresentou a formula cariotipica
11m+1sm diferindo dos demais, que apresentaram
11m+lae, apesar de apresentarem formula cariotipica
distinta, o comprimento cromossémico médio dos
acessos apresentou valores semelhantes (Tabela 1).

Diferengcas na morfologia ou no nimero de
cromossomaos podem ocorrer em populages da mesma
espécie ou em tdxons interespecificos, e sdo
denominados de citdtipos ou ragas cromossdmicas,
de acordo com MOSCONE et al. (2007). Na concepcéo
dos mesmos autores, 0 género Capsicum possui
diferentes citétipos e eles diferem principalmente na
formula cariotipica e no comprimento dos
cromossomos; diferencas como estas ocorrem devido
a variagdes genéticas entre populagdes, promovendo,
dessa forma, o surgimento de variabilidade genética.
Os dados citogenéticos do presente estudo
estdo de acordo com GUERRA (2001), que relata o
género Capsicum como um grupo heterogéneo, do
ponto de vista cariolgico, apresentando variabilidade
no nimero de cromossomos, localizagdo do centrémero
e posi¢do de satélites. Esse polimorfismo, ao nivel de
morfologia cromossdmica nos acessos analisados,
evidencia a importancia dos estudos cariomorfoldgicos
das espécies do género Capsicum. Segundo
POZZOBON et al. (2006), a caracterizagdo citogenética
¢ de fundamental importancia nos estudos evolutivos
do género Capsicum. Os mesmos autores ressaltam a
existéncia de duas linhas evolutivas distintas na
diversificagdo do grupo, evidenciando que ha uma clara
separacao entre as espécies silvestres, com o nimero
basico x=13 e as cultivadas apresentando x=12. Essa
variabilidade no nimero basico de cromossomos
corrobora a ampla diversidade do género Capsicum.
O tamanho médio dos cromossomos variou
de 2,59 a 4,12um (Tabela 1). Esses resultados estéo de
acordo com os dados de MOSCONE (1996) e GUERRA
(2001), que, ao analisarem o cariotipo de acessos de C.
chinense provenientes de diferentes regides
geogréaficas, concluiram que esses valores
correspondem a cromossomos que variam de tamanho

Tabela 1 - Valores médios em micrometros (um) das variaveis, intervalo do tamanho cromossémico (ITC), comprimento cromossdmico
médio (CCM), razdo média entre os bragos cromossémicos (r), indice centromérico médio (ic) e comprimento do lote hapldide
(CLH), seguido de seus parametros, desvio padrdo médio e coeficiente de variagdo CV(%).

Acessos Procedéncia 2n FC ITC (um) CCM(um) r ic CLH(um)
UENF 1749 RJ 24 11m+1sm  2,98-4,05 3,49 121 45,42 41,92
UENF 1753 BA 24 11m + 1a 2,84-4,03 3,48 1.42 42,51 41,75
UENF 1759 PA 24 11m + 1a 2,59-4,12 3,45 1.32 44,25 41,40
UENF 1708 MA 24 11m + 1a 2,82-4,08 3,50 1.29 45,18 42,09
desvio padrdo médio - - - 1,65 0,17 0,34 1,76 1,32
CV(%) - - - 6,21 4,13 4,87 5,25 4,65

RJ — Rio de Janeiro; BA — Bahia; PA — Pard; MA — Maranhdo; FC - férmula cariotipica; m — metacéntrico; sm — submetacéntrico; a —

acrocéntrico.
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Figura 1 - Metafases mitdticas: A-UENF1749, B-UENF1753, C-UENF1759, D-UENF1708; cariogramas: E-UENF1749,

F-UENF1753, G-UENF1759, H-UENF1708 e ideogramas: I-UENF1749, J-UENF1753, K-UENF1759 e L-
UENF1708 para acessos de C. chinense. Barra = 1ym

médio a grande. A variacdo do tamanho médio dos A anélise do comprimento do lote hapldide
cromossomos das espécies de Capsicum pode ser (CLH), o qual corresponde ao tamanho médio do
atribuida as diferencgas significativas no grau de genoma, variou de 41,40 a 42,09um (Tabela 1). Alguns
espiralizacdo ou na condensacéo da cromatina. autores consideram esses valores como sendo um
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genoma pequeno, mesmo C. chinense possuindo
cromossomos que variam de tamanho médio a grande
(MOSCONE etal., 2003).

A andlise de agrupamento com base nos
dados carioldgicos permitiu a elaboragdo de um
dendrograma hierarquico (Figura 2), no qual se
observou a formacéo de grupos de acessos com algum
grau de similaridade e a dissimilaridade entre outros.
Foram incluidos, nessa anélise multivariada, os dados
referentes ao comprimento relativo dos cromossomos,
comprimento do braco longo, comprimento do brago
curto e largura dos bragos cromossémicos, além das
variveis incluidas na tabela 1.

O método hierarquico de Ward possibilitou
a distribuicdo dos acessos dentro dos grupos ao formar
o dendrograma. Em um ponto de corte de 60%, o qual
correspondeu ao valor médio da dissimilaridade,
evidenciou-se a formac&o de dois grupos: o grupo |
com os acessos UENF 1753, UENF 1759e UENF 1708 e
o grupo Il apenas com o acesso UENF 1749. Variaces
cariotipicas intra-especificas sdo geradas em
consequéncia de rearranjos estruturais e podem
significar respostas desses genomas aos diferentes
ambientes nos quais séo encontrados, como ocorre na
espécie C. annuum (TEODORO-PARDO et al., 2007).
Essas variacdes, por sua vez, contribuiram para alocar

0 acesso procedente do Estado do Rio de Janeiro em
um Unico grupo distinto dos demais.

A identificacdo das variaveis mais
importantes, na formacao dos grupos, foi realizada de
acordo com o método SINGH (1981), que permite
verificar quais caracteristicas analisadas contribuiram
de forma mais eficiente na divergéncia genética.
Verificou-se que o indice centromérico foi, entre as
varidveis analisadas, aquele que apresentou maior
importancia relativa, representando 81,27% da variagao
entre os acessos analisados (Tabela 2). Segundo
TEODORO-PARDO et al. (2007), a presenca de
modifica¢des estruturais encontradas, como a posi¢édo
do centrémero, sugere que a morfologia cromossémica
pode ter contribuido para a diversificagdo do género
Capsicum.

Poucos estudos tém sido desenvolvidos
com relagdo ao do emprego da estatistica multivariada
em estudos de caracterizagdo citogenética envolvendo
acessos de diferentes populagdes; na maioria dos
casos, essas pesquisas demonstram apenas os dados
obtidos, sem submeté-los a anélises estatisticas mais
acuradas que, por sua vez, apresentariam resultados
mais satisfatorios. De acordo com ARAUJO et al. (2008),
a divergéncia entre acessos, avaliada por estatistica
multivariada, pode proporcionar uma descrigdo
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do lote hapléide.

Figura 2 - Dendrograma estabelecido a partir do padrdo de dissimilaridade,
quantificado pelo método de Ward, de quatro acessos de C. chinense,
com base na distancia euclidiana média padronizada, baseada nas
variaveis, comprimento relativo dos cromossomos, comprimento
do brago longo, comprimento do brago curto, largura dos bracos
cromossdmicos, intervalo
comprimento cromossémico médio, razdo média entre os bracos
cromossdmicos, indice centromérico médio (ic) e comprimento
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do tamanho cromossémico,
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Tabela 2 - Importancia relativa das variaveis analisadas em ordem
decrescente de importancia, de acordo com o método
de Singh (1981), referentes aos quatro acessos de C.

chinense.
Variavel Valor em
percentagem (%)

indice centromérico 81,27
Razdo média entre os bracos 6,70
Comprimento do braco longo 3,38
Comprimento do brago curto 2,87
Comprimento relativo dos cromossomos 2,54
Comprimento cromossdmico médio 2,21
Largura dos bragos cromossdémicos 1,03

sintética da afinidade genética entre acessos e
populacdes de uma determinada espécie em estudo,
promovendo uma distingéo entre os grupos analisados.

CONCLUSAO

As diferencas encontradas em populacdes
divergentes de C. chinense evidenciam a presenga de
cit6tipos entre os acessos analisados, sendo que 0s
dados carioldgicos apresentados podem auxiliar na
identificacdo de populacdes, bem como fornecer
suporte para futuras pesquisas na area de
melhoramento genético de Capsicum. O emprego da
estatistica multivariada, a partir de dados
cariomorfologicos, demonstrou ser uma ferramenta
eficiente na distingdo de acessos de C. chinense
provenientes de diferentes localidades.
Concomitantemente, evidenciou-se a importancia de
empregar esse tipo de analise em pesquisas de
caracterizacdo citogenética em que ha variabilidade
cromossomica.
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