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RESUMO: (Comportamento meidtico em acessos de Capsicum chinense Jacq. do Banco de Germoplasma da Embrapa). Es-
tudos sobre esterilidade e estabilidade intra-especifica sdo fundamentais para a conservagao e sele¢ao de genotipos de interesse
do programa de melhoramento de Capsicum da Embrapa. O objetivo deste trabalho foi realizar a identificagdo de genotipos
potencialmente férteis para incorpora¢do em programas de melhoramento. Foram analisados citologicamente seis acessos de
pimentas (C. chinense) pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Capsicum da Embrapa Hortaligas. Observou-se uma
baixa freqiiéncia de anormalidades meidticas para a maioria dos acessos, que sdo potencialmente aptos para uso no programa,
aexce¢do do CNPH 4327 com um comprometimento de 41,15% das células analisadas. Isso pode ser também constatado pelo
baixo indice meiotico e viabilidade polinica deste acesso. De forma geral, a viabilidade do polen esteve correlacionada com as
anormalidades meidticas. Dessa forma, as diferengas observadas entre os acessos indicam que a viabilidade polinica ¢ afetada
pelo genotipo, mas também pode sofrer alguma influéncia do estagio de maturagdo do grao de polen e de fatores ambientais.
Palavras-chave: meiose, citologia, polen, pimenta.

ABSTRACT: (Meiotic behavior in accessions of Capsicum chinense Jacq. from the Embrapa Germplasm Bank, Brazil). Studies
on intraspecific sterility and stability are fundamental to the conservation and selection of the most promising genotypes to
Embrapa’s Capsicum breeding program. The aim of this study was to identify potentially fertile genotypes for incorporation into
breeding programs. Six accessions of chili pepper (C. chinense) belonging to Embrapa’s Active Bank of Capsicum Germplasm
were cytologically analyzed. We observed a low frequency of meiotic abnormalities in most accessions, which are potentially
suitable for use in the program, except for CNPH 4327, which showed 41.15% of compromised cells. This fact was reinforced
by the low meiotic index and pollen viability showed by this accession. In general, pollen viability was correlated with meiotic
abnormalities. Thus, the differences between the accessions indicate that pollen viability is affected by the genotype, but may

also be influenced to some extent by the pollen grain maturation stage as well as by environmental factors.
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INTRODUCAO

Capsicum chinense Jacq. tem sua area de maior diver-
sidade na Bacia Amazoénica (Casali & Couto 1984), tendo
sido domesticada pelos indigenas e, portanto, considerada
como a mais brasileira entre as espécies domesticadas de
Capsicum (Reifschneider 2000). Formas domesticadas de C.
chinense destacam-se pela ampla variabilidade morfolégica,
expressa na diversidade de formas, tamanhos e cores dos
frutos, que sdo geralmente muito picantes e aromaticos.
Os tipos de pimenta mais conhecidos dessa espécie sdo
habanero, pimenta-de-cheiro, murupi, pimenta-de-bico
(biquinho), pimenta-de-bode e cumari-do-Para (Ribeiro &
Reifschneider 2008).

A espécie C. chinense ¢ muito popular em toda a regido
tropical e ¢ muito usada para dar sabor e pungéncia a cozi-
nha caribenha (Moses & Umaharan 2012), como a pimenta
habanero com seus frutos extremamente picantes. No Brasil,
o cultivo de pimentas, incluindo as pimentas C. chinense,

tem sido uma importante fonte de renda para a populagdo
agricola de diferentes regides do pais. A pimenta murupi,
por exemplo, é o morfotipo preferido pelos indigenas e
nado-indigenas do Estado de Roraima (extremo Norte da
Amazonia brasileira) para preparar molhos e jequitaia (po
de pimentas) (Barbosa et al. 2010). Seus frutos sdo de for-
mato alongado, superficie rugosa, com coloragdo amarela
ou vermelha quando maduro, peso inferior a 4,5 gramas,
aroma caracteristico e pungéncia elevada (Barbosa et al.
2010), que pode atingir valores acima de 220.000 SHU
(Scoville Heat Unit) (Ribeiro & Reifschneider 2008). Vale
ressaltar algumas formas com baixa pungéncia como a pi-
menta biquinho, comum no Estado de Minas Gerais, Brasil.

Dentro de um novo contexto de mercado brasileiro,
aberto a exploragdo de novos tipos e desenvolvimento
de novos produtos a base de pimentas, a Embrapa Hor-
taligas, ao longo de mais de duas décadas, tem ampliado
constantemente sua colegdo com a incorporagao de novos
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acessos no banco de germoplasma de Capsicum spp..
Coletas na regido Amazonica brasileira nas décadas de
1980 e 90 possibilitaram o enriquecimento do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Hortalicas (BAG)
com populacdes de C. chinense. Dentre os acessos de C.
chinense foram selecionados seis genotipos com caracte-
risticas de interesse para o programa de melhoramento e o
subsequente uso no desenvolvimento de novas cultivares.

E comum a observagio de algumas irregularidades
cromossomicas (instabilidade meidtica) decorrentes da
pratica de hibridagao (geracgao de hibridos) ou da propria
autofecundacgao (Shopova 1966, Novak & Betlach 1970).
Por sua vez, as irregularidades passam a ter reflexo na
viabilidade de poélen que, por consequéncia, influenciam
a taxa de pegamento de frutos em cruzamentos e autofe-
cundacgdes e, consequentemente, a produgdo de sementes
hibridas ou de sementes autofecundadas. Informacdes so-
bre a viabilidade do pdlen, ou seja, sobre a capacidade do
grao de pdlen em germinar no estigma da flor e fertilizar o
ovulo, sdo essenciais para a conservacao e caracterizagdo
de germoplasma, assim como para o melhoramento ge-
nético. O estudo sobre a biologia reprodutiva de espécies
de plantas tem permitido a confirmagdo e compreensao
dos resultados relatados de certos cruzamentos.

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo
meidtica e verificar a viabilidade dos graos de pdlen de
acessos de C. chinense com uso potencial pelo programa
de melhoramento e, também, para conservacao de ger-
moplasma através de autofecundacdo. A identificacao de
genotipos potencialmente férteis ¢ de fundamental impor-
tancia para sua incorporacao em programas de melhora-
mento de Capsicum da Embrapa, visando principalmente
a obten¢do de novas cultivares que atendam as crescentes
demandas dos mercados nacional e internacional.

MATERIAL E METODOS

Os acessos de C. chinense CNPH 4325, CNPH 4327,
CNPH 4328, CNPH 4332, CNPH 4334 ¢ CNPH 4352,
em multiplicagdo para conservacdo no BAG da Embrapa
e com potencial uso em programas de melhoramento, fo-
ram utilizados para o estudo do comportamento meidtico
e viabilidade dos graos de polen.

Botodes florais, em diferentes fases de desenvolvi-
mento, foram coletados de plantas mantidas em casa

de vegetacdo na Embrapa Hortaligas (CNPH), Brasilia,
DF. Apos a fixacdo dos botdes em etanol/acido acético
(3:1 v/v) por 24 horas, os mesmos foram transferidos
para etanol 70 %, ¢ acondicionados sob refrigeragdo até
a analise. Na preparagdo das laminas, as anteras foram
maceradas e coradas em carmim acético a 2 %. Células
disponiveis nas diferentes fases da divisdo meiotica foram
examinadas ao microscopio optico (Tab. 1).

Utilizou-se o nimero de tétrades (quartetos de micrds-
poros) observadas para calcular o indice meidtico (IM),
que de acordo com Love (1949) ¢ o nimero de tétrades
normais/numero total de tétrades x 100. Consideraram-
-se normais aquelas com quatro células ou micrésporos
de igual tamanho e anormais com numero diferente
de quatro (monade, diade, triade e poliade) ou, ainda,
microsporos de tamanhos diferentes, microcitos, assim
como a presenga de microntcleos nos microsporos.

A viabilidade do p6len foi avaliada por meio de teste de
coloracdo com orceina acética a 2 % e estimada a partir
da analise de pelo menos 1.000 graos de pdlen/flor (em
pré-antese). Graos bem corados e bem formados foram
considerados viaveis. As amostras foram coletadas em
30/08/2011 e 08/12/2011, meses de pleno florescimento,
entre 08h00min ¢ 11h00min. Os dados climatoldgicos
obtidos na estagdo meteorologica da Embrapa Horta-
licas foram os seguintes: temperatura maxima de 33,2
°C, minima de 18,4 °C e umidade relativa de 40% (as
09h00min) para o dia 30/08/2011; temperatura maxima
de 29,2 °C, minima de 18,3 °C ¢ umidade relativa de 65%
(as 09h00min) para o dia 08/12/2011.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acessos de C. chinense avaliados mostraram 12
bivalentes em diacinese e metafase I, portanto 2n=2x=24
cromossomos, de acordo com dados ja publicados para
a espécie (Pozzobon & Wittmann 2006, Moscone ef al.
2007). A analise revelou a presenca de frequéncias vari-
aveis de diversos tipos de anormalidades cromossomicas
(Fig.1), cujas porcentagens relacionadas ao nimero de
células analisadas, por acesso, podem ser visualizadas na
Tabela 1. Foram observados cromossomos fora da placa
equatorial nas células metaféasicas e aderéncias cromosso-
micas, as quais dificultaram a andlise das configuracdes
meidticas em metafase [ e I1. As demais irregularidades,

Tabela 1. Porcentagem de irregularidades observadas durante a microsporogénese em diferentes acessos de Capsicum chinense.

Numero

) 4334 4327 4352 4328 4332 4325
acesso
Fases Total Irreg. Total Irreg. Total Irreg. Total Irreg. Total Irreg. Total Irreg.
CMPs? CMPs CMP CMPs CMPs CMPs
Metafase 1 132 - - - 70 1,43 46 - 11 - 333 34,53
Anafase | 25 - - - 293 1,37 12 - - - 70 15,71
Telofase 1 125 0,81 57 3,51 127 11,02 - - 34 14,7 336 2,08
Metafase I1 102 20,00 58 17,24 49 - - - - - 109 10,10
Telofase 1T 283 0,71 214 24,30 157 5,73 1569 4,02 74 25,68 124 28,23
Tétrades 328 1,83 1090 47,71 183 1,09 1356 3,83 296 13,85 1501 5,26
Total geral 995 2,61 1419 41,15 879 3,41 2983 3,86 415 15,66 2473 10,39

1. Ntmero acesso da Embrapa Hortaligas (CNPH). 2. Numero de células-méae de pdlen analisadas.
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no entanto, foram relacionadas a segregagdo dos cro-
mossomos em meiose I e II: retardatarios e pontes em
anafase e telofase I e I, micronticleos em telofase I e I1, e
organizagao irregular dos fusos durante a segunda divisao
meiotica. Fusos irregulares foram observados desde a me-
tafase II até a telofase I1. Como conseqiiéncia, o padrao
de citocinese também foi irregular originando tétrades
com micronucleos e micrécitos, diades, triades ou mais
células, resultando em microsporos desbalanceados e o
que pareceu ser nucleo restituido (2n).

Figura 1. Irregularidades na meiose em Capsicum chinense, acesso
CNPH 4327. A. Telofase II com nucleos e microntcleos de tamanhos
variados. B. Tétrade com microcitos (setas). C. Grao de polen viavel
e trés ndo viaveis (setas). Escala (em C): 10um

A formacdo bipolar dos fusos é essencial para pro-
ducdo de gametas viaveis e sua constituicdo genética
equilibrada. A atividade irregular dos fusos pode resultar
na orientacdo aleatdria dos cromossomos nas células
mae de polen e, consequentemente, agrupamentos de
cromossomos que atuam independentemente (Rana ez al.
2013). Nucleos de restituicio sao citados para Capsicum
(Pozzobon & Wittmann 2006), provavelmente devido a
uma reorganizagdo dos cromossomos entre prometafase e
anafase II. Em muitas plantas estas irregularidades sdo
relacionadas a anormalidade na orientacdo dos fusos e
falhas na citocinese (Pagliarini 2000, Ricci et al. 2007,
Masoud et al. 2010, Godoy et al. 2012; Kumar & Sin-
ghal 2012).

Para Souza et al. (2012), a segregagao irregular dos
cromossomos na meiose I e II, observada em acessos de
C. baccatum L. e C. chinense, pode ser resultado da ndo
orientagdo dos cromossomos na placa equatorial, levando
ao agrupamento muitos conjuntos de cromossomos em
telofase 11, bem como micronucleos, divisdo incorreta do
citoplasma e poliades. Essas irregularidades observadas
durante a microsporogenese sao comuns em Capsicum,
mas nao chegam a comprometer a fertilidade das espécies
(Souza et al. 2002, 2012, Pozzobon & Wittmann 2006,
Pozzobon et al. 2011).

Dos genotipos analisados, o acesso CNPH 4327 apre-
sentou comprometimento no comportamento meiotico
com a maior porcentagem total de células com irregu-
laridades, 41,15%, seguidos pelos acessos CNPH 4332
e CNPH 4325 com 15,66% e 10,39%, respectivamente
(Tab. 1). Os dois primeiros acessos, em fung¢do das ir-
regularidades observadas que culminaram em produtos
pos-meidticos anormais, apresentaram valores mais
baixos para o indice meiotico (Tab. 2): 52,29 e 86,15%,
respectivamente. De acordo com Love (1949), esses
acessos seriam considerados citologicamente instaveis,
pois apresentam um indice meidtico abaixo de 90%.

Souza et al. (2011), a partir de dados cariomorfologi-
cos, evidenciaram a presencga de citotipos entre 0s acessos
de C. chinense em populacdes divergentes provenientes
de diferentes localidades. Essas variagdes cariotipicas
intraespecificas sdo consequéncia de rearranjos estru-
turais e podem significar respostas desses genomas aos
diferentes ambientes nos quais sdo encontrados (Souza
et al. 2011). A presenga de citotipos intraespecificos
indica processos ativos de diversificacdo cromossomica
em Capsicum (Moscone et al. 2007). Essas variagoes,
assim como fatores ambientais, ndo devem ser descar-
tadas como causas das irregularidades observadas no
presente trabalho.

Na Tabela 2 podem ser visualizados os resultados de
estimativa da viabilidade polinica pelo teste colorimé-
trico. Esse teste normalmente ¢ usado como um método
indireto para avaliar a viabilidade do pélen e pode supe-
restimar os resultados, ja que a capacidade de coloragdo
nao depende da viabilidade, mas do conteudo celular nos
graos de polen. Associado ao comportamento meidtico,
porém, pode ser considerado um método rapido e um
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Tabela 2. Comparagdo entre indice meidtico (IM) e valores médios porcentuais de graos de pdlen viaveis, estimativa por época de coleta em

Capsicum chinense e média geral.

Nimero 1° Coleta (08/2011) 22 Coleta (12/2011)
. N° Tétrades IM (%) Média (%)
acesso Polen? Polen Viavel Polen Polen Viavel
4327 1090 52,29 6000 73,10 7369 56,57 64,84
4334 328 98,17 6000 74,13 6659 67,98 71,06
4332 296 86,15 6000 82,98 - - -
4328 1356 96,17 6000 84,95 6000 88,42 86,69
4325 1501 94,74 6000 87,45 6018 92,84 90,15
4352 183 98,90 6000 91,08 - - -

I.Numero acesso da Embrapa Hortalicas (CNPH).
2. Numero de graos de polen observados.

resultado de partida na avaliacdo da viabilidade. Uma
alta percentagem de graos de polen viaveis normalmen-
te ¢ esperada como resultado de um alto porcentual de
tétrades normais, as quais refletiriam diretamente um
processo meidtico regular (Corréa et al. 2005).

A caracterizacdo reprodutiva baseada na viabilidade
polinica, por meio de testes colorimétricos, em cole¢des
de Capsicum, que incluem C. chinense, tem mostrado
alta viabilidade polinica dos acessos, normalmente aci-
ma de 90% (Campos 2006, Souza 2008, Martins 2010).
Esse comportamento reflete a ocorréncia de uma meio-
se e um indice meiotico regular e indica potencial uso
desses acessos em cruzamentos (Campos 2006, Souza
2008, Martins 2010). Resultado semelhante foi obtido
somente para os acessos CNPH 4325 e CNPH 4352, que
apresentaram meiose regular e uma viabilidade polinica
superior a 90%. Para Souza et al. (2002), a viabilidade
polinica pode ser considerada alta para valores acima de
70%, e esse porcentual seria suficiente para trabalhos de
melhoramento genético da espécie.

Pode-se observar que para o acesso CNPH 4334,
que teve a segunda média mais baixa para a viabilidade
polinica (71,06 %), o porcentual de indice meiodtico foi
elevado (98,17%). Isso demonstra que a infertilidade
das plantas desse acesso, pode ndo ser conseqiiéncia
direta do processo meidtico. Souza et al. (2012) mostram
viabilidade polinica acima de 80% para dois acessos de
C. chinense e sugerem que, pelo tipo de grdos de polen
inviaveis observados, a esterilidade ocorreu durante o
desenvolvimento do gametdfito, provavelmente a partir
da fase de micrésporo. J4 a menor porcentagem de graos
de polen viaveis (64,84 %) do acesso CNPH 4327 pode
ser uma consequéncia direta do comportamento irregular
dos cromossomos durante a divisdo, levando a formacao
de graos de polen geneticamente desbalanceados e esté-
reis e que, possivelmente, afetara a qualidade da semente
dessas plantas.

As causas das diferencas de viabilidade polinica, entre
os diferentes acessos, observadas neste estudo ndo foram
definidas, entretanto, podem ser atribuidas a constituicao
inerente dos genotipos, as pequenas diferencas na hora da
coleta dos botdes florais, ao estagio de maturagdo do grao
de pdlen, entre outros fatores (Souza et al. 2002, Nunes et
al.2012, Cabral et al. 2013). Pelos dados climatolégicos,
observamos maior variacdo na umidade relativa do ar do

que na variagdo de temperaturas entre as duas épocas
de coleta dos botdes florais, o que pode ter influenciado
os resultados obtidos, principalmente na menor viabi-
lidade polinica encontrada no acesso CNPH 4327, na
segunda coleta, quando a umidade relativa foi maior. Ja
em Panicum virgatum L., o aumento da temperatura e a
irradiacdo ultravioleta-B mostraram afetar negativamente
a viabilidade e longevidade do polen, enquanto que a
umidade relativa teve apenas um impacto limitado (Ge
et al. 2011). Estudos mais aprofundados com os acessos
mais discrepantes sdo importantes para verificar esta
tendéncia, incluindo avalia¢des de um maior nimero
de individuos por acesso em condi¢gdes controladas de
temperatura e umidade, para comprovar a influéncia ou
nao desses fatores na viabilidade polinica.

Concluindo, a compreensdo da meiose ¢ funda-
mental e tem implica¢des na reprodugdo, fertilidade e,
consequentemente, na viabilidade econdémica da produ-
¢do de sementes comerciais de uma nova cultivar gerada.
A variacao individual da viabilidade polinica observada
entre os diferentes acessos de C. chinense demonstra
a importancia de estudos onde a fertilidade masculina
¢ avaliada. Por apresentar alta instabilidade meiotica,
0 acesso CNPH 4327 ¢ o menos apto ao programa de
melhoramento. Os resultados obtidos ampliam o co-
nhecimento sobre os acessos conservados no BAG de
Capsicum da Embrapa agregando valor ao germoplasma
por meio de atividades de caracterizagdo citogenética e
auxiliam os melhoristas, os principais usudrios dos acer-
vos de Recursos Genéticos, na selegdo de gendtipos que
deverdo ser utilizados nos programas de melhoramento.
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