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RESUMO

SIGNORINI, Tiago. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, marco de 2012.
Diversidade genética de espécies de Capsicum com base em dados de
isozimas. Professor Orientador: Erasmo Renesto. Professores Conselheiros:
Claudete Aparecida Mangolin e Maria de Fatima Pires da Silva Machado.

O género Capsicum compreende um rico género em aspectos morfolégicos e
genéticos. Estudos de diversidade genética ligada a este género s&o necessarios
para maior compreensao sobre as espécies, além de descobertas sobre novas
informagdes em bancos de germoplasma de Capsicum. Este trabalho teve como
objetivo analisar a variabilidade genética de trés espécies do Capsicum (9 acessos)
oriundas do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal do Piaui —
BAGC. Para isso, utilizou-se da técnica de eletroforese de isoenzimas em gel de
amido para a analise de cinco sistemas isoenzimaticos (ACP, GPI, IDH, MDH e
PGM). Foram detectados sete loci enzimaticos e 13 alelos, sendo que cinco alelos
foram exclusivos, trés presentes na populacdo de C. annuum var. glabriusculum
(Gpi(c), Idh(a) e Acp(b)) e os demais na populagdo de C. baccatum var. pendulum
(Pgm-1(b) e Pgm-2(b)). Todas as populagdes apresentaram loci polimérficos. O
numero médio de alelos por locus variou entre 1,4286 e 1. Os dados da estatistica
de Wright ndo foram compilados devido somente a presenca de individuos
homozigotos nas trés populagbes analisadas. As identidades e as distancias
genéticas de Nei (1972) calculadas demonstraram uma diferenciagédo entre as
espécies. O dendrograma de UPGMA construido demonstrou que as populagdes
foram agrupadas em dois conjuntos: C. annuum var. glabriusculum+C. chinense e C.
baccatum var. pendulum. Concluimos, portanto, que a diversidade genética dos
acessos analisados € baixa e que os métodos utilizados nesta pesquisa sao eficazes
na diferenciacdo de espécies de Capsicum, comprovando assim a grande

diversidade presente no género Capsicum.

Palavras-chave: aloenzimas, Capsicum, variabilidade genética.



ABSTRACT

SIGNORINI, Tiago, M. Sc., Universidade Estadual de Maringa, March 2012. Genetic
diversity of species of Capsicum based on allozymes data. Adviser: Erasmo
Renesto. Committee members: Claudete Aparecida Mangolin e Maria de Fatima
Pires da Silva Machado.

The genus Capsicum comprises a rich genus in morphological and genetic aspects.
Studies of genetic diversity about this kind of genus are necessary to a further
understanding about species, besides discoveries about new information in
Capsicum germplasm banks. The objective of this study aimed to analyze the genetic
variability of three species of Capsicum (9 accesses) coming from the Active
Germplasm Bankof the Federal University of Piaui - BAGC. We used the technique of
isozyme electrophoresis in starch gel for the analysis of five isozyme systems(ACP,
GPI, IDH, MDH and PGM). As a result seven enzymatic loci and 13 alleles were
detected, considering that, five alleles were exclusives, three were in the C. annuum
var. glabriusculum (Gpi(c), Idh(a) and Acp(b)) sample, and the others were found in
the C. baccatum var. pendulum (Pgm-1(b) and Pgm-2(b)) sample. All samples had
polymorphic loci. The average number of alleles per locus varied between 1,4286
and 1. The statistical data of Wright was not compiled due to the presence of
homozygotes in all three analyzed samples. The calculated identities and genetic
distances of Nei (1972) showd a differentiation among the species. The constructed
UPGMA dendrogram showed that the samples were grouped in to two sets: C.
annuum var. glabriusculum+C. chinense and C. baccatum var. pendulum. Therefore
we conclude that the genic diversity in the analyzes access in low and the methods
used in this study are effective in differentiate species of Capsicum, proving the great

diversity present in the genus Capsicum.

Key words: alozyme, Capsicum, genetic variability.



1. INTRODUCAO

As pimentas sao todas as espécies e variedades do género Capsicum com
frutos geralmente menores que os pimentdes, com diferentes formatos,
frequentemente de paladar pungente, embora haja pimentas doces (Carvalho et al.,
2003). O género Capsicum pode ser associado a medicina tradicional humana, ao
combate de enfermidades em criagdes domésticas. Entretanto, € mais fortemente
relacionado a produtos condimentares, devido aos alcaldides (capsaicinoides)
contidos em seus frutos. Além disso, as pimentas deste género também sé&o
excelentes fontes de B-caroteno, vitaminas A e C (Barbosa, et al., 2002). Em alguns
casos, elas também sao utilizadas como ornamentais, em razdo da folhagem
variegada, do porte ando e dos frutos com diferentes cores no processo de
maturacéo (Carvalho et al., 2003).

As pimentas do género Capsicum sdo amplamente cultivadas pelo mundo,
sendo utilizadas como matéria-prima para as industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmeética (Yamamoto e Nawata, 2005; Bento et al., 2007). As pimentas sé&o
especiais para a producdo de condimentos, devido a caracteristicas como cor dos
frutos e principios ativos, que lhes conferem aroma e sabor. Do ponto de vista social,
0 agronegécio de pimenta tem importancia, principalmente, em funcéo de requerer
grande quantidade de m&o-de-obra, em especial durante a colheita. Além disso, o
mercado de pimenta abrange a comercializagdo de frutos para consumo in natura e
conservas caseiras até a exportagcao da paprica, poé de pimentdo ou pimenta doce
madura vermelha. Os frutos de pimentas picantes podem ser desidratados e
comercializados inteiros, em flocos (calabresa) e em po6 (paprica picante) ou, ainda,
em conservas e em molhos liquidos (Moreira et al., 2006).

As pimentas sado de grande importancia agricola, utilizadas como constituintes
de saladas e temperos. Paises latino-americanos, como Peru e México, sao
reconhecidos pela utilizacdo destes frutos em sua culinaria tradicional (Tofanelli et
al., 2003). Os frutos das pimentas picantes estdo cada vez mais presentes na dieta
dos paises das regides tropicais das Ameéricas, da Africa e da Asia. As pimentas
doces sao preferidas por consumidores das regides temperadas, como a Europa e a

Ameérica do Norte. C. annuum é provavelmente a mais cultivada das espécies do



género. Nsta espécie, incluem-se os pimentdes e cultivares de pimentas, algumas
das quais ornamentais (Pickersgill, 1997).

No mundo, de toda a area cultivada com pimentas, aproximadamente 89%
estdo no Continente Asiatico, com as principais areas de cultivo localizadas na india,
Coréia, Tailandia, Vietna, Srilanka e Indonésia. Os Estados Unidos e o México
respondem por cerca de 7% do total mundial e, por ultimo, 4% da area cultivada
estdo nos paises da Europa. Africa e Oriente Médio (Rufino e Penteado, 2006).

O cultivo de pimenta no Brasil € de grande importancia ressalta Rufino e
Penteado (2006), tanto pelas caracteristicas de rentabilidade, principalmente quando
o produto agrega valor ao produto, quanto pela importancia social, por empregar
elevada mao de obra. A produgdo vem crescendo muito nos ultimos anos, com
cultivos em regides de clima subtropical, como no Sul, ou tropical, como no Norte e
Nordeste. Os principais estados produtores sdo Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo,
Ceara e Rio Grande do Sul. O cultivo de Capsicum ocorre praticamente em todas as
regides do Brasil e € um dos melhores exemplos de agricultura familiar e de
integracdo de pequeno agricultor-industria. Para que seja possivel o crescimento
deste agronegdcio, é fundamental o aumento da produtividade agricola, mediante o
desenvolvimento de cultivares de diferentes tipos de pimenta com resisténcia a
multiplas doengas e com caracteristicas agronbémicas e industriais de interesse
(Ribeiro et al., 2003).

Na Amazébnia brasileira, o cultivo de pimentas do género Capsicum é uma
importante fonte alternativa de geracao de divisas para as populagdes agricolas da
regido (indigena e nao-indigena), uma vez que o Brasil e, principalmente, a
Amazébnia, sdo um importante centro secundario de espécies domesticadas desse
género. As pimentas sdo muito utilizadas, principalmente na alimentagdo das
populagdes indigenas na “damorida”, um caldo a base de agua, proteina animal e
pimenta (Reifschneider, 2000).

Tem aumentado a demanda por novas cultivares que associem resisténcia as
pragas e doengas, qualidade e produtividade, sobretudo para atender ao
processamento industrial (Bento et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi o de analisar a variabilidade genética de trés
espécies do género Capsicum, oriundas do Banco Ativo de Germoplasma da

Universidade Federal do Piaui por meio da técnica de eletroforese de isoenzimas,



para assim, propor, informacgdes sobre as possiveis diferengas entre as espécies em

nivel génico e fornecer subsidios para o melhoramento genético destas espécies.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Capsicum

A familia Solanaceae apresenta cerca de 90 géneros e aproximadamente
3000 espécies. Sao plantas cosmopolitas e amplamente distribuidas nas regides
tropicais e nas zonas temperadas (Barroso, 1991). Dentre os géneros desta familia
alguns de destacam pelo uso na alimentagdo humana: Solanum (batata, jil6 e
berinjela), Lycopersicum (tomate), Capsicum (pimentas e pimentdes) e
Cyphomandra (tomate francés originario da América Central) (Joly, 1987).

Ainda ndo ha um consenso quanto ao numero de espécies classificadas de
acordo com o nivel de domesticagao. Foram mencionadas 20 espécies (Carvalho et
al., 2003), aproximadamente 25 espécies (Eshbaugh, 1993) e cerca de 33 espécies
(Reiifschneider, 2000).

O género Capsicum é um dos mais importantes dessa familia, apresentando
cerca de 25 espécies, sendo apenas cindo cultivadas: C. annuum L., C. baccatum,
C. chinense Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens. Essas cinco espécies formam
trés Complexos de Capsicum: Complexo C. annuum, Complexo C. baccatum, e
Complexo C. pubescens. Um complexo de espécies inclui aquelas que podem
hibridizar, embora algumas vezes com dificuldades. O Complexo C. annuum inclui
trés espécies proximamente relacionadas: C. annuum, C. chinense e C. frutescens,
e constitui o complexo mais amplamente distribuido nas Américas e no mundo
inteiro. O Complexo C. baccatum consiste em pelo menos trés espécies, C.
baccatum, C. praetermissum e C. tovarii. O Complexo C. pubescens contém: C.
pubescens Ruiz & Pav., C. cardenasii Heiser & Smith e C. eximium Hunz (Pikergill,
1997; Tong e Bosland, 1999).

A espécie mais cultivada € C. annuum e inclui as variedades mais comuns do
género, como pimentdes, pimentas doces e algumas ornamentais. A espécie C.
baccatum é representada pelas pimentas dedo-de-mocga e chapéu-de-frade, séo os
tipos mais comuns e cultivados dessa espécie no Brasil. C. chinense, a mais
brasileira das domesticadas, tem como tipos mais conhecidos a pimenta-de-cheiro, a
pimenta-bode e a murici. C. frutescens inclui as famosas pimentas malaguetas, que

s&o extremamente picantes (Reiifschneider, 2000).



No Brasil, somente C. pubescens nao é produzida (Lins et al., 2001). A
maioria dessas espécies tem como centro de origem paises da América do Sul, com
excegao de C. annuum, cuja origem € o México e a América Central. Todas as
espécies cultivadas possuem espécies selvagens afins com as quais podem
permutar genes. No Brasil, sdo encontradas algumas espécies selvagens, com
destaque para trés: C. praetermissum, C. buforum, C. schottianum (Casali e Couto,
1984).

A espécie C. annuum foi domesticada nas terras altas do México. Ela inclui a
maioria das pimentas mexicanas, pimentas quentes da Africa e Asia, e muitas das
cultivares de pimentas doces crescidas em paises temperados. No entanto, ela ndo
esta bem adaptada a planicies umidas dos tropicos, onde, ao menos na Ameérica
Latina, ela é substituida por C. frutescens e C. chinense (Pikergill, 1997).

A espécie C. frutescens, segundo Yamamoto e Nawata (2005), encontra-se
distribuida por toda a América Central e planicies da América do Sul e também em
outras regides tropicais e subtropicais, tais como Asia, Africa, e ilhas do Pacifico. C.
frutescens € geralmente muito picante e tem um sabor caracteristico que real¢a o
gosto dos alimentos locais nos trépicos. C. frutescens apresenta as seguintes
caracteristicas: sdo plantas perenes e de maturacgao tardia; altura varia de 1,5-2,0 m;
corola branco-esverdeada; anteras purpura e azul, as vezes, amarelas; nGs com um
a trés pedunculos eretos; frutos imaturos variando de verde a branco amarelado;
fruto maduro vermelho a laranja escuro; caules e folhas glabros a muitos
pubescentes; folhas maleaveis e mais largas do que as de C. annuum; sementes cor
creme a amarelo.

A espécie C. chinense foi originalmente encontrada na bacia do rio
Amazonas, mas esta comercialmente distribuida por todo o Sul e Norte do Brasil,
devido a sua adaptabilidade a diferentes solos e climas e seu popular aroma critico.
Os frutos desta espécie apresentam uma enorme variabilidade em tamanho, forma e
cor, com diferentes intensidades, indo desde o amarelo até o vermelho, quando
maduros (Reiifschneider, 2000; Lannes et al., 2007). O centro de origem da espécie
C. chinense é o mesmo de C. frutescens, sendo que a maior diversidade de C.
chinense existe na Bacia Amazénica. Nesta espécie, sdo conhecidas as pimentas
“de cheiro”, de “bode”, “murupi” e “olho de peixe”, sendo possivelmente a espécie
cultivada mais importante da regido andina e da América do Sul (IBPGR, 1983).

A espécie C. baccatum possui ampla distribuicdo geografica, enquanto C.
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baccatum var. praetermissum € exclusiva do Brasil, ou seja, € endémica. A
ocorréncia de C. baccatum var. pendulum abrange o noroeste da América do Sul,
incluindo Colémbia, Equador, Peru, e Bolivia, e sudoeste do Brasil. C. baccatum var.
baccatum possui flores brancas com duas manchas esverdeadas na base, enquanto
C. baccatum var. praetermissum, além das cores da outra variedade, apresenta uma
caracteristica faixa lilas-violeta na margem das pétalas (Reiifschneider, 2000). A
espécie C. baccatum var. pedulum tem manchas amarelas e corola branca, anteras
amarelas, caule ereto, uma flor por no, fruto largo, alongado e persistente. O fruto
maduro é laranja (Tong e Bosland, 1999).

Uma caracteristica exclusiva do género Capsicum € a pungéncia atribuida a
presenca de capsaicindides. Tais alcaldéides acumulam-se na superficie da placenta
e sao liberados quando o fruto sofre qualquer dano fisico (Carvalho et al., 2003). As
diferentes espécies e variedades de pimentas podem ser discriminadas por
caracteristicas morfolégicas dos frutos e, principalmente, das flores (Moreira et al.,
2006). O género Capsicum tem sido separado de acordo com a cor de suas corolas
em dois grandes grupos: branco e purpura. As espécies domesticadas do género
apresentam esses dois tipos de cor da corola, ao que se pode claramente diferenciar
entre as espécies C. baccatum e C. pubescens: a primeira apresenta corola branca
e anteras amarelas, ja a segunda tem corola purpura e anteras purpuras ou violetas.
A dificuldade se apresenta entre as espécies C. annuum, C. chinense e C.
frutescens, pois nas trés a cor da corola varia de branco a amarelo esverdeado e as
anteras de purpura a violeta. O que diferencia, ao nivel de chaves taxonémicas, é o
numero de flores por ndé e a constrigdo do calice (Guerra, 2001). Além dessas
caracteristicas, as principais espécies domesticadas do género podem ser
identificadas pela posicado da flor e do pedicelo, presenga ou auséncia de manchas
nos lobos das pétalas e margem do calice (Carvalho e Bianchetti, 2003).

Geralmente, as pimentas e pimentdes sao plantas autégamas, com flores
hermafroditas e autocompativeis, apresentando numero dipldide de cromossomos
2n=2x=24 (Kimber e Riley, 1963; Pickersgill 1991). De modo geral, Casali e Couto
(1984) apontam que as pimentas apresentam flores hermafroditas e sistema
reprodutivo do tipo autofecundagao sendo, portanto, autocompativel. Entretanto, os
niveis de polinizagédo cruzada variam entre e dentro das espécies (0,5 a 70%), o que
possibilita coloca-las no grupo intermediario entre aldgamas e autégamas. Ja

Tanksley (1984b) afirma que esta taxa pode variar de 0% a 83%, sendo facilitada
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por alteragdes morfoldgicas na flor, pela agao de insetos polinizadores, por praticas
de cultivo entre outros fatores. Nas espécies domesticadas, o estigma encontra-se
no mesmo nivel das anteras aumentando a possibilidade de autopolinizagao,
enquanto nas espécies selvagens o estigma estd acima das anteras facilitando a
fecundagdo cruzada (Casali e Couto, 1984). A autoincompatibilidade observada
neste género esta restrita apenas a algumas espécies ou exemplares centralizadas
na Bolivia e areas adjacentes e € do tipo gametofitica (Pickersgill, 1991).
Considerando a existéncia de alogamia entre essas espécies, € possivel que
exemplos discrepantes, observados no processo de caracterizagdo morfoldgica,
sejam produtos do cruzamento entre diferentes espécies, pois apresentam a maior
parte das caracteristicas pertinentes a uma espécie, juntamente com caracteristicas
de outra (Carvalho et al., 2003).

Ha entre as pimentas uma grande variabilidade, Inoue e Reifschneider
(1989) descreveram 91 acessos na colecao do banco de germoplasma do CNPH
(Centro Nacional de Pesquisas em Hortaligas), verificando grande diversidade entre
as espécies estudadas. Dentre as espécies de Capsicum, a que possui maior
diversidade é C. annuum e a que possui menor variabilidade é C. frutescens (Casali
e Couto, 1984).

O género Capsicum é amplamente cultivado em varios paises do mundo e é
uma das culturas que movimentam agricultura familiar em varias regiées do Brasil.
No mundo inteiro, sdo plantados mais de 3.000.000 ha ao ano. No Brasil, a area de
producdo é estimada em 13.000 ha, com produgdo anual em torno de 280.000
t./ano. Pimentas deste género cultivadas em Roraima possuem uma enorme
diversidade de formas, cor e nivel de ardéncia. As pimentas malaguetas, murupi e
olho-de-peixe sdo as usadas com maior intensidade e volume nas comunidades
indigenas locais. Os plantios variam de 2.000 a 5.000 pés ha, sempre em unidades
familiares. A produgéo € vendida no mercado local in natura ou na forma de molhos
e, também, em po6. O agronegdcio tem crescido muito entre feirantes, demonstrando
ser atraente para produtores, vendedores e consumidores. A demanda de mercado
€ cada vez maior, o que impulsiona os novos plantios. Por serem muito cultivadas,
as pimentas apresentam problemas sanitarios dentre as quais existem doencas
bacterianas, flngicas, virdticas, entre outras. E necessario melhoramento genético
dessas plantas visando a producdo de novas variedades que apresentem resisténcia

contra algumas dessas doencas (Farias Filho, 2006).
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2.2. Conservacdo de recursos genéticos de Capsicum

A conservagao de recursos genéticos dos biomas tropicais € um dos topicos
mais proeminentes na atualidade. Com elevadas taxas de distribuicdo das
comunidades naturais, a extingdo de espécies € eminente, acarretando assim com
perda de diversidade biolégica (Farias Filho, 2006). H& muito tempo, a conservagao
dos recursos genéticos tem sido reconhecida como um componente essencial do
melhoramento de plantas. A duas formas basicas para a conservagdo desses
recursos, in situ e ex situ. Na conservacao in situ a espécie € mantida em seu
ambiente natural permitindo a continuidade dos processos evolutivos, quando a
conservagao in situ ndo pode ser implementada, recorre-se a conservagao ex Situ.
Porém acredita-se que na conservagao ex situ a variabilidade genética ainda esta
muito longe de contemplar uma amostra significativa da variabilidade da espécie
(Witters e Willians, 1999).

Os recursos genéticos representam a matéria-prima para criar novas
variedades mais produtivas, melhor adaptadas para as regides de cultivo e mais
resistentes as pragas e doengas de plantas economicamente importantes. Junto
com os parentes silvestres, eles representam o repositério de variabilidade genética
potencial para programa de melhoramento de espécies cultivadas (Almeida, et al.,
2005) e por essa razdo a conservagao dos recursos genéticos é hoje considerada
uma das questbes mais importantes para a sobrevivéncia da humanidade e tem
recebido a atengéo dos governantes (Ramalho, et al., 2004).

Os recursos genéticos sao componentes da biodiversidade, importantes ao
desenvolvimento sustentavel da agricultura e da agroindustria. Esses recursos séo
estratégicos para as pesquisas, principalmente em locais tidos como centro de
biodiversidade de determinadas espécies. Os estudos de caracterizagao e avaliagao
de germoplasma sao essenciais para 0 uso e a conservagao dos recursos genéticos.
De um modo geral, a caracterizagdo pode ser morfoldgica, agronémica, bioquimica,
citogenética e molecular (Valois et al. 2001).

A conservacao ex situ consiste em manter a biodiversidade fora do ambiente
original ou natural (Nass et al., 2001) em estruturas denominadas bancos de
germoplasma, entendendo-se como “germoplasma” a base fisica do cabedal
genético que reune o conjunto de materiais hereditarios de uma espécie (Valois et

al., 1996). As estratégias de conservagao ex situ sao atrativas para melhoristas e
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instituicdbes que desenvolvam trabalhos visando o melhoramento de plantas
(Olorode, 2004). Entdo para que sejam desenvolvidas variedades com as quais se
possam contar no futuro Marques et al., (2005) ressaltam que é necessario
disponibilizar os recursos genéticos das plantas cultivadas para programas de
melhoramento.

A manutencado de bancos de germoplasma em condigdes de campo pode
causar muitas injurias: a planta é exposta ao ataque de pragas e variagdo de clima,
além de necessitar de grandes areas e muita m&o-de-obra. A manutengdo de
culturas in vitro vem se mostrando uma excelente ferramenta para a conservagao
dos recursos genéticos de plantas, uma vez que requer espagos menores, e pouca
mao-de-obra. Entretanto, esse tipo de conservacao € muito delicado sendo também
vulneravel, o material pode faciimente ser perdido devido a contaminagao
microbiana, acidentes ou falhas nos equipamentos, além da variacdo somaclonal. A
técnica de conservacao in vitro que vem sendo cada vez mais utilizada é a
criopreservagdo em nitrogénio liquido (-196° C), nessa temperatura, todos os
processos metabdlicos, como a respiragao e a atividade enzimatica, sao inativados
(Witters e Willians, 1999).

Os dados sobre divergéncia genética ao nivel de colegcdo de germoplasma
podem aumentar a eficiéncia de esforgos de melhoramento para a cultura (Galeta et
al., 2005). De acordo com Cruz (2001) esta divergéncia pode ser avaliada a partir de
caracteristicas agronémicas, morfolégicas, moleculares, dentre outras. As
informacdées multiplas de casa cultivar sdo expressas em medidas de
dissimilaridade, que representam a diversidade que ha no conjunto de acessos
estudados.

O germoplasma de Capsicum pode ser preservado ex situ, ou seja, fora do
ambiente de ocorréncia natural, estando imediatamente mais acessivel (Votava et
al., 2002). De acordo com Lopes (2002) as colegdes de Capsicum existentes no pais
necessitam de enriquecimento, caracterizagdo genética e organizagéo do dados.

Segundo Bianchetti et al. (2005), a coleta e manutengao de pimentas sao de
grande importancia porque abrem espaco para um melhor conhecimento do
potencial de adaptacdo e resisténcias deste género. Parte do germoplasma de
Capsicum tem sido conservada em bancos de germoplasma pertencentes a diversas
instituicdbes tais como, a Universidade Federal de Vigosa (UFV), o Centro

Tecnologico da Zona da Mata (CTZM), a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
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Minas Gerais (EPAMIG) e a Embrapa Hortalicas. Entretanto, para que haja maior
uso desses recursos € de fundamental importancia o conhecimento e a organizagao
dessa variabilidade genética (Moreira et al., 2006), pois infelizmente o germoplasma
€ coletado e depositado em bancos, sem um grande conhecimento da informacgao,
acerca dos acessos individuais (Votava et al., 2002).

As relagbes evolutivas entre e dentro de populagbes e a variabilidade
genética de pimentas tém sido investigadas em muitos estudos utilizando
caracteristicas morfoagronémicas (Régo, 2001; Matos, 2004), eletroforese de
proteinas (Odeigah et al, 1999; Hernanez-Verdugo et al., 2001) e via marcador
molecular (Paran et al., 1998).

Muitos esforgos tém sido efetuados por diversas instituicdes de pesquisas,
como € o caso da Embrapa Clima Temperado que esta integrada ao programa de
melhoramento genético de pimenta, com atividades de selegdo das ragas locais de
C. baccatum, em parceria com a Embrapa Hortalicas. As atividades sédo voltadas
para o desenvolvimento de novas cultivares resistentes as doencgas, com melhor
forma, cor e sabor para o comércio de frutos frescos e producdo de pimentas
desidratadas. Os gendtipos em estudo sao avaliados molecularmente para
existéncia de diversidade genética por meio da analise utilizando marcador
molecular RAPD. C. baccatum var. pendulum estda sendo avaliada para o
desenvolvimento de cultivares resistentes a doencas, principalmente focalizadas em
antracnoses, causadas por Colletotrichum spp. (Embrapa Clima Temperado, 2007).

Estudos de divergéncia genética sdo importantes para o conhecimento da
variabilidade das populagbes e possibilitam o monitoramento de bancos de
germoplasma, pois geram informagdes uteis para preservagdo e uso dos acessos e
sua utilizagdo no auxilio nos programas de melhoramento. Esses estudos auxiliam a
identificacdo de possiveis duplicatas e fornecem parametros para escolha de
progenitores que, ao serem cruzados, possibilitam maior efeito heterdtico na
progénie, ou seja, aumentam as chances de obtengdo de gendtipos superiores em
geragdes segregantes. Tais estimativas sao de grande utilidade nos programas de
melhoramento e também na escolha de progenitores para mapeamento de genes
(Paran et al., 1998; Cruz e Carneiro, 2003).

A avaliagdo da variabilidade genética entre cultivares para fins de
conservagao de recursos genéticos é util para saber se dois individuos com

fendtipos semelhantes exibem uma combinacdo génica similar (Lefbreve et al.,
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2001). Os estudos de distancia genética sdo de grande importancia na diferenciagcao
de populacdes e acessos de bancos de germoplasma, assim como na identificagao
de genitores adequados a obtencédo de hibridos, com maior efeito heterotico e que
proporcionem maior segregagédo em recombinagdes, possibilitando o aparecimento
de transgressivos (Cruz e Carneiro, 2003). Dessa forma, o conhecimento da
diversidade genética entre os acessos permite recomendagdes corretas de cultivo e
uso (Cintra et al., 2005).

Os estudos de sistematica e variabilidade genética das pimentas e
pimentbes tém sido baseados, principalmente, em caracteristicas morfolégicas,
cruzamentos interespecificos e fertilidade dos hibridos interespecificos (Régo, 2001;
Régo et al., 2001; Régo et al., 2003). Pouco se sabe sobre as espécies silvestres
brasileiras, sua variabilidade genética e relagbes filogenéticas com as espécies
conhecidas de Capsicum. O conhecimento biolégico deste germoplasma é
importante para o entendimento do género em sua totalidade, bem como para o
desenvolvimento de estratégias apropriadas de coleta e conservacado de espécies.
Adicionalmente, & provavel que este germoplasma contenha genes de importancia
agrondmica como aqueles relacionados ao controle de resisténcia de doencgas,
produtividade e qualidade de fruto, de grande valor para o melhoramento genético
vegetal.

Um pré-requisito para o uso eficiente dos recursos genéticos nos programas
de melhoramento de plantas é o conhecimento detalhado da extensao e distribuigao
da variagao genética disponivel nas espécies cultivadas e seus parentes silvestres.
A necessidade de ampliar a base genética dos programas de melhoramento das
plantas cultivadas tem aumentado o interesse no estudo da estrutura genética de
populagdes na filogenia e na mensuragdo da variabilidade genética de plantas
silvestres (Nass et al., 2001).

Em recente revisdo sobre as pimentas utilizados por diferentes comunidades
do estado de Roraima, Barbosa et al. (2002) descreveram o uso e o cultivo das
quatro espécies produzidas no Brasil. A caracterizagado morfolégica de acessos de
pimentas no estado de Roraima foi realizada por Matos (2004), que realizou um
estudo caracterizando 69 acessos do banco de germoplasma da UFRR
(Universidade Federal de Roraima). Em estudo realizado sobre a diversidade
genética e importancia de caracteres de pimenta por Matos et al. (2003) e Portela et

al. (2003), as caracteristicas que menos contribuiram com a divergéncia genética
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observada foram o comprimento do pedunculo e o menor didmetro do fruto e as que

mais contribuiram foram o maior didmetro do fruto e o peso médio do fruto.

2.3. Melhoramento genético

Segundo Luz et al. (2006), os povos indigenas das Américas foram os
primeiros a selecionar variedades de pimentas, a partir de ancestrais silvestres. O
conhecimento sobre esta cultura sempre esteve presente na dieta dos silvicolas
americanos e, logo, adquiriu uma grande relevancia na culinaria asiatica com o
passar do tempo.

No Brasil, apesar do uso comum, algumas espécies de Capsicum sao
desconhecidas ou ainda n&o caracterizadas morfologica e agronomicamente (Luz,
2007). Bianchetti (1996) coloca que estas espécies representam um material
genético que pode potencialmente ser empregado em programas de melhoramento.

O melhoramento das pimentas € similar aquele utilizado em outras
solanaceas. A espécie pode ser cruzada facilmente. A busca de variedades
resistente a doencas, principalmente viroses, tem sido o alvo preferencial dos
melhoristas de Capsicum. Maior énfase tem sido dada aos tipos “doce” em
comparacgao aos pungentes. Hibridos F4, plantas hapldides e poliploides e, inclusive,
plantas apresentando macho-esterilidade citoplasmatica, sdo ferramentas reais ou
potenciais a disposicdo dos melhoristas de pimenta. A base genética do género
Capsicum nao é tao estreita como em muitas outras culturas e um grande numero
de variedades tropicais ainda nao foi explorada (Heiser, 1979).

O melhoramento de espécies de pimentas tem sido realizado por meio de
selecdo massal, por meio da selecao inconsciente, na qual as plantas mais
adaptadas a uma determinada regido geografica sdo selecionadas para a obtencao
de sementes. Hoje em dia, os programas de melhoramento dessas espécies vém
introduzindo o uso da biotecnologia, a qual objetiva a obtengdo de variedades mais
produtivas e mais resistentes a doengas e pragas (Bosland e Votava, 2000).

Embora haja um forte apelo para o melhoramento visando a resisténcia a
viroses e outras doengas, um 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 vitaminas, uniformidade na maturac&o), além da

adaptacao da planta para a colheita mecanica (Luz, 2007).
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Reifschneider (2000) conclui que o melhoramento de pimentas no Brasil
nunca atingiu a relevancia atribuida a outra espécie do género Capsicum, o
pimentdo. A cultivar Agrondbmico 11, tipo “Americana”, e a cultivar Ubatuba, tipo
“‘Cambuci”, seriam exceg¢des, por serem resultados de um programa de
melhoramento desenvolvido pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Outro
exemplo € um programa na Embrapa Hortalicas que teve como foco o
desenvolvimento de cultivares de pimenta picante, do tipo “Jalapefio”, para o

processamento industrial.

2.4. Utilizacdo de isoenzimas na familia Solanaceae

O Brasil é considerado o centro de variabilidade secundaria de Capsicum,
apresentando varias espécies desconhecidas ou ainda nao utilizadas e/ou
caracterizadas (Bianchetti, 1996), que potencialmente podem ser empregadas em
programas de melhoramento e, devido a isso, existe a expectativa de que muitas
espécies a serem descritas possuam genes uteis que possam conferir adaptagéo a
diferentes ambientes e/ou resisténcia a doencas, além de outras caracteristicas de
interesse econdémico (Ramos et al., 2000).

Os padroes isoenzimaticos estabelecidos tém revelado um grande numero
de marcadores genéticos, os quais tém sido utilizados com sucesso na identificagéo
e caracterizagdo de cultivares em plantas (Souza e Contel, 2001). O polimorfismo
para isoenzimas esterases tem sido descrito em inumeros trabalhos e caracterizado
como um dos sistemas mais polimorficos (Orasmo e Machado, 2003; Oliveira-Collet
et al., 2005; Orasmo, 2006).

Comumente, muitas enzimas existem em multiplas formas moleculares, mas
apresentando a mesma especificidade. Desde a sua resolugdao pelos métodos
histoquimicos (Hunter e Markert, 1957), apds a introducao da eletroforese em gel de
amido, as isoenzimas tém sido extremamente importantes para a pesquisa na area
biolégica. Houve uma virtual explosdo de investigacbes que se utilizaram da
eletroforese nos mais variados tipos de organismos. Como cita Lewontin (1991), até
1984, experimentos com eletroforese em mais de 1100 espécies foram realizados
com o objetivo de detectar variagao intra-especifica. Em plantas, as isoenzimas tém

sido utilizadas principalmente em genética de populagdes, evolugdo e caracterizagéao
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de germoplasma (Gottlied, 1981; Tanksley e Orton, 1983; Pasteur et al., 1988; Soltis
e Soltis, 1989; Hillis e Mortiz, 1990).

Além da caracterizagado da diversidade genética de populagdes naturais e
genéticos cultivados, as isoenzimas tém sido utilizadas com bastante frequéncia em
outros estudos. Ligagao entre sistemas isoenzimaticos ou destes com outros loci
tem aumentado a resolugcédo de mapas genéticos em varias espécies, tais como em
C. annuum (Tanksley, 1984a).

Onus e Pickersgill (2000), analisando isoenzimas de acessos de C.
baccatum, C. eximium, C. cardenasii e dois hibridos interespecificos (C. baccatum X
C. eximium e C. baccatum X C. cardenasii), observaram que C. baccatum pode ser
identificado por padrdes de isoenzimas dos sistemas ACO, GOT, PGl e SKDH,
embora ndo tenha sido possivel distinguir C. eximium de C. cardenasii, podendo ser
discriminados por meio de descritores morfoldgicos.

Schuelter et al. (1999), analisando o polimorfismo da enzima malato
desidrogenase (MDH) em pimenta-silvestre (C. flexuosum Sendt.), descreveram a
ocorréncia de sete perfis eletroforéticos, sendo que cinco loci génicos foram
possiveis de detectar, dos quais um monomorfico e quatro polimorficos. Dentre os
loci polimérficos, um revelou estrutura quaternaria monomérica e outro com estrutura
dimérica. Porém, para um quarto locus, ndo foi possivel definir a estrutura
quaternaria, sendo provavel que mais de um gene estejam controlando a expresséo
deste locus.

Em pesquisas com batatas (Solanum tuberosum L.), Fazolo (2008), propbs
determinar a qualidade de processamento em clones diploides visando a futuros
cruzamentos interespecificos e a identificar o estadio mais adequado para a analise
isoenzimatica, observando a existéncia de associacido das enzimas Peroxidase
(PRX) e Glutamato Oxaloacetato (GOT) com caracteristicas de qualidade industrial
para o processamento. Os clones dipldides apresentaram boas caracteristicas para
0 processamento e o estadio mais adequado para a analise isoenzimatica foi o de
plena floracdo. Para as caracteristicas de qualidade, tanto a PRX quanto a GOT néo
apresentaram indicagbes de associagdo com a massa seca, coloragdo dos chips
(alimento processado) e agucares redutores.

Ruschel et al. (2008) trabalharam com diversidade genética em populagdes
antropizadas de fumo brabo (Solanum mauritianum) e estabeleceram padrdes
isoenzimaticos para doze enzimas (GOT, DIA, EST, FEST PGM, PGI, IDH, MDH,
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EM, PRX, 6PGDH, SKDH), gerando 18 loci passiveis de identificacdo, sendo 72,2%
dos loci polimérficos, média de 2,72 alelos por locus e heterozigosidade observada
média de 0,265.

2.5. Eletroforese de isoenzimas

O termo eletroforese foi criado por Michaelis, em 1909, para descrever a
migragéo de coldides sob a influéncia de um campo elétrico. A eletroforese pode ser
desenvolvida em suportes como papel-filtro, silica-gel, membranas de acetato de
celulose e géis de agarose, de amido ou de poliacrilamida. O suporte deve ser
quimica e fisicamente inerte de modo a nao interferir na mobilidade das moléculas
(Sargent e George, 1975).

A eletroforese visa a separagdo de moléculas em funcdo de suas cargas
elétricas, de seus pesos moleculares e de suas conformacdes, em suportes porosos
e tampdes apropriados, sob influéncia de um campo elétrico continuo. Eletroforese
representa, portanto, a migracdo de ions submetidos a corrente elétrica. Seu
principio € simples: moléculas com carga negativa migram para o pélo positivo e
moléculas de carga positiva migram para o polo negativo. A evidenciagao de
proteinas e acidos nucléicos pela eletroforese é precisa e valiosa para estudos
taxondmicos, filogenéticos, fisiolégicos e genéticos em plantas, animais,
microrganismos e particulas virais (Alfenas, 2006).

Por meio da técnica de eletroforese, podemos supor quando ocorre
substituicdo de um aminoacido numa molécula de proteina a qual € detectada por
razao da alteragdo de sua carga elétrica ou mudancgas na sua formacgao, que altera a
sua taxa de migragao. Algumas das mutacdées em regides do DNA, que codifica uma
determinada enzima, poderao expressar-se como moléculas de enzima, deferindo
em sua mobilidade eletroforética (Shields et al., 1983; Thorpe e Solé-Cava, 1994).
Pode ocorrer também a subestimativa da variabilidade genética, uma vez que nem
toda mutacdo do DNA altera a estrutura protéica correspondente e nem toda a
substituicdo de aminoacidos altera a mobilidade eletroforética da enzima (Torres et
al., 2004).

Smith (1976) afirma que a técnica da eletroforese pode ser conduzida ora
sob voltagem, ora sob amperagem (corrente) ou, entdo, wattagem (poténcia)

constantes reguladas pela fonte elétrica. A medida que as moléculas migram no
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campo elétrico, a resisténcia geralmente aumenta. Entdo, a amperagem diminui sob
voltagem constante, ou esta aumenta sob amperagem constante. As variagbes na
intensidade da corrente ou na voltagem podem ser detectadas na fonte de energia,
anotando-se os respectivos valores no inicio e final da corrida eletroforética. A
escolha da voltagem, amperagem ou wattagem é feita empiricamente.

A temperatura elevada tende a desnaturar as proteinas, o que acarreta, nao
raramente, alguma perda de atividade enzimatica. Quando mais alta a voltagem ou
intensidade da corrente, maior sera também o calor emanado. Visando a manter a
temperatura baixa durante a eletroforese, o gel é resfriado com auxilio de uma
coluna de agua fria em dispositivo apropriado inserido na cuba ou efetuando-se a
corrida em geladeira (Alfenas, 2006).

O termo isoenzima, também encontrado na literatura como isozima, foi
introduzido por Market e Moller em 1959 para designar formas moleculares multiplas
de enzimas que ocorrem em um mesmo organismo e em membros da mesma
espécie (Markert, 1975). Os organismos geralmente sintetizam formas moleculares
multiplas de enzimas com a mesma especificidade enzimatica (Borém e Caixeta,
2009). Existem varios métodos bioquimicos que detectam, isolam e distinguem as
isoenzimas: cromatografia, filtragdo gélica, eletroforese e outros. Entretanto, a
eletroforese é a mais eficiente técnica analitica disponivel para separar isoenzimas,
seja pelas continuas pesquisas e inovagdes da area, seja pela simplificagdo dos
equipamentos utilizados (Pierce e Brewbaker, 1973; Brown, 1978).

As isoenzimas, denominadas marcadores bioquimicos, comegaram a ser
utilizados como marcadores genéticos a partir de meados da década de 60. A
literatura sobre estudo de isoenzimas em plantas € muito extensa, o que mostra sua
utilidade em diversas investigagdes, como: caracterizagdo da variabilidade genética
de populagdes naturais e de espécies cultivadas, estudos de evolugao e dispersao
de espécies e analises filogenéticas. A grande maioria dos sistemas enzimaticos ja
revelados em géis de amido ou poliacrilamida apresenta, geralmente, mais de uma
enzima. Como consequéncia, muitos sistemas isoenzimaticos sdo potencialmente
informativos. A propriedade mais expressiva das isoenzimas como marcadores
genéticos é a heranga mendeliana simples, com co-dominancia entre alelos, na
maioria dos loci. As outras vantagens séo as seguintes: é uma técnica relativamente
barata e operacionalmente acessivel; a determinagado genotipica dos loci pode ser

feita em qualquer parte do planeta; mesmo em numero limitado, varios loci
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isoenzimaticos podem ser analisados simultaneamente em géis de amido; e nao sao
detectados efeitos deletérios, epistaticos ou pleiotropicos associados aos alelos
isoenzimaticos (Borém e Caixeta, 2009).

As isoenzimas sdo controladas geneticamente por um ou varios genes,
situados em um mesmo locus ou loci diferentes (Scandalios, 1969; Markert, 1975).
Quando elas representam a expressao fenotipica de alelos situados em um mesmo
locus, sdo denominadas alozimas (Conkle et al., 1982). As isoenzimas podem ser
produtos de diferentes sitios genéticos ou resultar de alteragbes secundarias na
estrutura de espécie polipeptidicas uUnicas. As isoenzimas podem ser geradas,
ainda, pela duplicagao do gene, com mutagdes subsequentes nos loci. Assim, mais
de um gene contribui para a estrutura de alguma enzima composta por mais de um
tipo de subunidade. Formas multiplas de enzimas podem surgir, também, pela agéo
de agentes, fisicos ou quimicos, nao-genéticos (Scandalios, 1975).

A eletroforese de isoenzimas fornece um meio de avaliagcdo da variagao
genética. O resultado da presenga de mais de um gene, codificado para cada uma
das enzimas, indica que sdo controlados geneticamente por um ou varios genes,
situados num mesmo locus ou diferentes loci, respectivamente (Alfenas, 1998).

A técnica de eletroforese de isoenzimas € uma ferramenta que pode ser
utilizada n&o s6 como método para estimar os niveis de variabilidade genética, mas
também para identificar o fluxo génico em populagbes naturais, no estudo da
dispersao de espécies, na analise de filogenias e hibridizagdo natural, bem como no
melhoramento genético de espécies (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Alfenas, 2006).

As frequéncias génicas e genotipicas que podem ser obtidas a partir da
eletroforese de enzimas para individuos tomados ao acaso nas populagdes naturais
podem ser transformadas em uma série de indices que permitem estimar o nivel de
similaridade ou distancia genética entre diferentes espécies e populagdes (Solferini e
Selivon, 2001).

Para medir a variabilidade genética de uma populagéo, dois parametros sao
bastante utilizados. O primeiro € a heterozigosidade observada (H,), que é a
porcentagem de heterozigotos detectada para um determinado locus génico. Outro é
a heterozigosidade esperada (He) ou em equilibrio, que € a propor¢gdo de
heterozigotos que deveria haver se a populagédo estivesse em equilibrio de Hardy-
Weinberg (Solé-Cava, 2001).
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A estatistica Fst de Wright é outro indice que reflete a propor¢cao da
variabilidade genética encontrada em populagdes, devido a subdivisdo populacional.
Segundo Wright (1978), valores de Fst entre 0,15 e 0,25 indicam uma estrutura
populacional moderadamente alta, enquanto valores acima de 0,25 refletem
estruturacdo muito alta.

Deste modo, o papel das isoenzimas como marcadores genéticos possui
valor indiscutivel para as diversas areas basicas de pesquisa genética. Logo, as
isoenzimas apresentam um potencial enorme para serem utilizadas juntamente com
marcadores moleculares monitorando o mapeamento de caracteristicas quantitativas
(Zawadzki et al., 2005).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Producdao das plantas

As trés espécies de Capsicum envolvidas neste estudo pertencem a rica
colegédo (demonstrada na Figura 1) do Banco Ativo de Germoplasma de Capsicum
(BAGC) de propriedade da Universidade Federal do Piaui e foram gentiimente
cedidas a Universidade Estadual de Maringa a fins de pesquisas (Quadro 1).

Apds a coleta das sementes nos frutos, as mesmas foram secas,
naturalmente, identificadas e armazenadas por um periodo sob refrigeracdo, para
uma melhor taxa de germinagdo das mesmas. As amostras de sementes foram
semeadas em bandejas de isopor de 128 células cada, preenchidas com substrato
comercial, sendo posto apenas uma semente por célula. Até esta etapa, as mudas
foram mantidas em casa de vegetacdo e receberam agua diariamente. Com
cinquenta dias de semeadas as mudas foram transplantadas em vasos plasticos
contendo terra comum e adubacgéao organica.

Foram acondicionadas quatro plantas da mesma espécie por vaso,
identificadas com o auxilio de placas de identificagdo. Nos vasos, as plantas foram
expostas a ambiente natural e receberam agua sempre que necessario, conforme

demonstra a Figura 2

Quadro 1 — Caracterizagao das populagdes, espécies, acessos e numero de
individuos analisados em cada populacdo (Pop-1 C. annuum var. glabriusculum;
Pop-2 C. chinense; Pop-3 C. baccatum var. pendulum)

Populagdes Espécie Acessos Individuos
analisados
C. annuum var. BAGC 11, BAGC 36, 48
Pop-1 glabriusculum BAGC 59, BAGC 67
C. chinense BAGC 06, BAGC 07, 48
Pop-2 BAGC 23, BAGC 24
C. baccatum var. BAGC 26 20
Pop-3 pendulum
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BAGC 26
C'ﬂpSfCHﬂ' baccaltum Yar.
pendulm

Figura — 1 - Exemplares de frutos de Capsicum pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma da Universidade Federal do Piaui (BAGC) utilizados neste trabalho.
Acessos: BAGC 11, BAGC 36, BAGC 59 e BAGC 67 caracterizam a Pop-1 C.
annuum var. glabriusculum. Acessos: BAGC 06, BAGC 07, BAGC 23 e BAGC 24
caracterizam a Pop-2 C. chinense. Acesso: BAGC 26 caracteriza a Pop-3 C.
baccatum var. pendulum.

Figura — 2 Produgao de mudas de Capsicum, bem como a formagéo das populagdes
analisadas.
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3.2. Extrag&o das enzimas

As amostras (folhas) foram acondicionadas em tubos Eppendorf (1,5ml) para
a homogeinizagdo. Foi utilizada uma solugédo de extragdo: Tampéao Fosfato 1M; pH
7,0, PVP-40 5%, EDTA 1,0 mM, B-mercaptoetanol 0,5%. Foi acrescentado 60uL de
solucdo de extracdo em cada tubo e, com o auxilio de um bastdo de vidro, as
amostras foram maceradas sob gelo. Os tubos foram centrifugados a 12.000 r.p.m.

durante 30 minutos a 4°C.

3.3. Preparacdao do gel, aplicacdo das amostras e eletroforese

Foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de amido horizontal em um
sistema continuo. Obteve-se a analise de cinco sistemas isoenzimaticos, utilizando-
se de dois tampdes: Tris Citrato (TC), pH 7,0: Tris 0,35 M, Acido Citrico 0,043 M;
TEM, pH 7,4: Tris 0,1 M, Acido Maleico 0,1 M, EDTA 0,01 M, Cloreto de Mg 0,01 M,
na cuba de eletroforese e os mesmos tampdes foram diluidos 15 vezes para a
preparagao dos géis (Quadro 2).

Preparou-se uma solugdo com amido de milho (Penetrose 50), agua
destilada e uma solucdo tampao. A solucio foi aquecida até o ponto de fervura e,
apos, foi vertida em uma placa de vidro previamente aquecida com bordas de 0,6
cm. O gel foi resfriado por 24 horas para futura aplicagdo das amostras.

O extrato protéico (sobrenadante) separado pela centrifugacéo foi aplicado
no gel com o auxilio de pequenas tiras de papel-filtro (4 mm x 8 mm) Whatman
3MM® embebidas com o sobrenadante. Em seguida, foi submetida a eletroforese
sob refrigeracdo, durante 17 horas. A corrente elétrica medida nas extremidades dos
géis foi de aproximadamente 30-40V, sendo 300V na fonte.

Apods a corrida eletroforética, o gel foi cortado horizontalmente em fatias, as
quais foram incubadas em solugbes histoquimicas especificas e desejadas para
cada sistema isoenzimatico, seguindo protocolo de Murphy et al. (1996).

Posteriormente a um periodo de incubagdo do gel ao escuro, sob uma
temperatura de 37°C, aguardou-se a visualizagdo das bandas nos géis, sendo estes
colocados em uma solucéo conservante: Metanol/agua/Acido Acético (5:5:1) por 24

horas e, em seguida, fotografados e analisados.
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3.4. Anélises das isoenzimas

Os cinco sistemas isoenzimaticos analisados em gel de amido estao
descritos no Quadro 2. A nomenclatura das enzimas utilizadas foi proposta por
Murphy et al. (1996). A interpretacdo genética foi baseada na estrutura quaternaria
das enzimas segundo Ward et al. (1992). As estimativas foram obtidas pelo
programa Pop gene 3.1 (Yeh et al., 1997), tais como variabilidade genética estimada
pelo calculo da heterozigosidade (He e H,), de acordo com Nei (1978), parametros
estatisticos de fixagcdo (Fis, Fir e Fst), de Wright (1978), freqliéncias alélicas,
identidade (l) e distancia genética (D), de Nei (1972). A partir da identidade e da
distancia genética, foi construido um dendrograma (método de agrupamento pelo
algoritmo UPGMA — Unweighted Pair Group With Arithmetic Means) das populagdes

estudadas.

Quadro 2 - Nome, numero de Comissédo de Enzima (n°. E.C.) e estrutura quaternaria
(E.Q.) das enzimas analisadas em gel de amido

Enzima (Abreviagéo) n° E. C. E.Q.
Glicose 6 - fosfato isomerase (Gpi) 5.3.1.9 Dimérica
Isocitrato desidrogenase (ldh) 1.1.1.14 Dimérica
Fosfatase acida (Acp) 3.1.3.2 Monomeérica
Malato desidrogenase (Mdh) 1.1.1.37 Dimérica
Fosfoglucomutase (Pgm) 5422 Monomeérica
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao enzimatica dos alelos detectados neste estudo esta ilustrada
nos zimogramas representados pela Figura 3. Observa-se que o alelo a para os loci
Mdh-1, Mdh-2 e Gpi e o alelo b para os loci Gpi e Idh foram os Unicos que estiveram
presentes em todas as populagdes. Ainda nesta, figura é possivel observar que
apenas o sistema isoenzimatico MDH foi o que revelou todos os alelos para todas as
populacdes. Visualiza-se também que a enzima GPI foi a que apresentou um maior
numero de alelos por locus (trés alelos), enquanto a enzima MDH foi a que

apresentou um menor numero de alelos por locus (1 alelo para cada locus).

MDH ACP Fel=]]
- Gpift)
- O . M) _— ALpia B EE Em G0k
- O e Mahlia) EE Ao B O e G
-P1 P2 P3 -P1 P2 P3 -P1 P2 P3
IDH FGM
mm Fom it
- - P fia)
- e e ik
. Fom-2E)
[ ] i &)
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Figura 3 — Zimograma dos cinco sistemas enzimaticos analisados em gel de amido,
com seus respectivos alelos, presentes nas populagbes (P1: C. annuum var.
glabriusculum; P2: C. chinense; P3: C. baccatum var. pendulum).

Das analises eletroforéticas obtidas, foi possivel identificar sete loci e 13
alelos, dentre os cinco sistemas isoenzimaticos estudados nas trés populacdes de
Capsicum (Quadro 2). Destes 13 alelos detectados, observou-se que a espécie C.
annuum var. glabriusculum (Pop-1), comparada as demais populagdes, foi a unica

que apresentou o alelo Gpi(c), o alelo Idh(a) e o alelo Acp(b). O alelo Pgm-1(b) e
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Pgm-2(b) s6 foi detectado na espécie C. baccatum var. pendulum (Pop-3) em
relacdo as demais populagdes analisadas (Quadro 3). Este é um aspecto
interessante para o material biolégico depositado no banco de germoplasma, pois os
alelos exclusivos podem ser utilizados como marcadores dos acessos dentro do
banco. A diversidade genética alta € um aspecto importante para a conservagao de
bancos de germoplasma, mas encontrar alelos exclusivos também tem importancia
pratica na identificacdo do gendtipo, para monitorar a estabilidade fenotipica por
ocasiao do uso destas amostras para o cultivo e produ¢do de mudas e também para
o melhoramento da espécie.

Apenas dois loci para a enzima MDH é incomum, pois pelo menos trés loci
podem ser descritos em diversas espécies de plantas: um locus para MDH
mitocondrial, um para MDH citosélica e um para MDH perixissomal (Taiz e Zeiger,
2004). Detectar menos loci que trés deve estar relacionado com a menor eficiéncia
da extracdo das enzimas do material biolégico. Logo, o tampao utilizado para
homogeneizar e extrair as proteinas € um fator critico para proteger as enzimas e
permitir a sua identificacédo no gel.

Objetivando a padronizagdo das condigbes eletroforéticas das isoenzimas
Malato Desidrogenase (MDH) e Fosfatase Acida (ACP) em Conyza canadensis L. e
Conyza bonariensis L., Bassi et al. (2010) testaram quatro solu¢cées de extragao
para solubilizar as folhas de Conyza sp., sendo uma delas a mesma solugao
utilizada neste trabalho (0,05g PVP-40, 10yl EDTA 1mM, 5ul B-mercaptoetanol e
1mL Tampao Fosfato 1M, pH 7,0) e duas solugbes tampao, uma contendo Tampao
Tris (0,0103M) e Acido Citrico (0,0028M) pH7,0 e a outra Tamp&o Tris 0,1M pH8,8.
Revelou-se que as diferentes solugcdes de extracdo nao apresentaram diferencgas
significativas no processo de extragao das isoenzimas MDH e ACP, pois a resolugao
e a intensidade das bandas mantiveram-se uniformes para todas as solugdes
testadas. Ja para a isoenzima MDH extraida de tecidos de Cereus peruvianos
(Cactaceae) nas analises de Machado et al. (1993) o que demonstrou mais eficacia
foi o preparado com Tris (0,0103M) e Acido Citrico (0,0028M) pH7,0. Sendo assim,
as variagdes das condi¢coes eletroforéticas de isoenzimas geralmente ocorrem
devido a especificidade e a particularidades de cada material bioldégico analisado.
Mangolin e Machado (1997), também trabalhando com isoenzimas de tecidos de
Cereus peruvianus, com o objetivo de testar sete tipos de solu¢des de extragao para
as enzimas ADH, MDH, IDH, SDH, ACP, EST e PER, concluiram que as devidas
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solugcdes resultaram na mesma intensidade e coloragao de bandas nos géis. Porém,
algumas pequenas diferencas puderam ser observadas, como é o caso da
isoenzima MDH, a qual apresentou um locus a mais em uma devida solugao
testada. Logo, prova-se que a escolha e a padronizagcdo de uma solugdo de
extracdo € um fator critico e limitante nos trabalhos que envolvam a utilizagdo de
isoenzimas.

O Quadro 3 mostra as frequéncias alélicas de cada locus em cada populagéo.
Os loci estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. De acordo com a observagao das
frequéncias alélicas, foi possivel ainda identificar cinco alelos exclusivos. Trés
destes alelos foram encontrados na Pop-1 (C. annuum var. glabriusculum) Gpi-(c),
Idh-(a) e Acp-(b) com frequéncias de 0,0213, 0,9512 e 1,0000, respectivamente,
enquanto a Pop-3 (C. baccatum var. pendulum) apresentou o alelo Pgm-1-(b) e

Pgm-2-(b), com frequéncias de 100% em ambos.

Quadro 3 — Estimativas de frequéncias alélicas das populagdes de Capsicum. (Pop-
1: C. annuum var. glabriusculum; Pop-2: C. chinense; Pop-3: C. baccatum var.
pendulum). N°: nimero de individuos analisados

Locus alelo Pop-1 Pop-2 Pop-3
a 0,9574 0,9787 0,9000
Gpi b 0,0213 0,0213 0,1000
c 0,0213 - -
a 0,9512 - _
Idh b 0,0488 1,0000 1,0000
a . 1,0000 1,0000
Acp b 1,0000 - _
Mdh-1 a 1,0000 1,0000 1,0000
Mdh-2 a 1,0000 1,0000 1,0000
a 1,0000 1,0000 -
Pgm-1 b - - 1,0000
a 1,0000 1,0000 _
Pgm-2 b . . 1,0000
N° 48 48 20

Os trabalhos de Hernandez-Verdugo et al. (2001) em C. annuum, ao
proporem padrbes para nove enzimas (GOT, APX, ME, PGlI, IDH, MDH, 6-PGD,
ACPH, MNR), revelaram doze loci polimérficos e um total de 35 alelos. O locus Idh-2

apresentou cinco alelos, as frequéncia alélicas variaram de acordo com cada alelo
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(alelo 1 (0-0,500), alelo 2 (0-0,846), alelo 3 (0-0,526), alelo 4 (0-0,844) e o alelo 5 (0-
0,855)), o locus Mdh-2 apresentou trés alelos, com as respectivas frequéncias (alelo
1 (0,058-0,194), alelo 2 (0,523-0,808) e o alelo 3 ( 0,135-0,392)) e o locus Mdh-4
apresentou também trés alelos com as seguintes frequéncias (alelo 1 (0-0,436),
alelo 2 (0,462-0,917) e o alelo 3 (0-0,250)).

De acordo com o Quadro 3, o qual mostra as estimativas das frequéncias
alélicas, as mesmas foram utilizadas em um teste de qui quadrado de
homogeneidade para demonstrar a diferenciagdo entre as populagdes. Neste
estudo, dos sete loci analisados, quatro (ldh, Acp, Pgm-1 e Pgm-2) apresentaram
frequéncias alélicas diferentes (p < 0,05) e apenas trés (Gpi, Mdh-1 e Mdh-2)
apresentaram frequéncias alélicas semelhantes (p > 0,05). Sendo assim, segundo
Frankel et al. (1995), a maior proporgao de loci com frequéncias alélicas diferentes
(p < 0,05) podem indicar que a diversidade genética deve ser maior entre as
populagcdes do que dentro das mesmas.

Vidigal et al. (2009), trabalhando com C. annuum L., objetivando
acompanhar o desenvolvimento fisioldgico durante a maturagdo de sementes, por
meio de analises enzimaticas, obtiveram apenas um locus para as enzimas Malato
Desidrogenase (MDH), Alcool Desidrogenase (ADH) e Peroxidase (PO) e dois loci
para Superoxido Dismutase (SOD). A MDH desempenha papel significativo no ciclo
de Krebs, uma vez que catalisa a conversdo de malato a oxaloacetato, produzindo
NADH, que é um produto fundamental na produgcdo de ATP e de compostos
intermediarios essenciais ao funcionamento das células (Taiz e Zeiger, 2004).

Loaiza-Figueroa et al. (1989), observaram em C. annuum um locus com
seis alelos, representando 66,77% da variagdo nos acessos pesquisados para a
enzima IDH, quatro loci para MDH (Mdh-1 com trés alelos, Mdh-2 com dois alelos,
Mdh-3 com quatro alelos e Mdh-4 com trés alelos revelados). Para PGM, trés loci
foram observados (Pgm-1 com quatro alelos, Pgm-2 com seis alelos e Pgm-3 com
cinco alelos.

No que se diz respeito a propor¢cao de loci polimoérficos, observou-se no
presente estudo que as trés populacdes analisadas demonstraram possuirem loci
polimorficos, destacando-se a Pop-1 (C. annuum var. glabriusculum) com 28,57%,

sendo esta a maior percentagem (Quadro 4).
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Quanto ao numero médio de alelos por locus verificou-se uma variagao de
1,4286 a 1,0, sendo o maior numero de alelos encontrados na Pop-1 (C. annuum
var. glabriusculum).

Os dados sobre heterozigosidade esperada e observada estdo dispostos no
Quadro 4. Sob uma visdo geral, é possivel concluir que a heterozigosidade
observada (H,) foi O (zero) para todas as populagdes devido a todos os individuos da
amostra serem homozigotos. O predominio de fenétipos homozigotos observado nas
amostras de pimentas analisadas é esperado em razdo da autocompatibilidade
descrita para estas espécies (Casali e Couto, 1984). A autofecundagao tem sido
descrita como regra no género Capsicum (Onus e Pickersgill, 2004). A
heterozigosidade esperada (H.) também foi baixa quando comparada a outras

espeécies de plantas.

Quadro 4 — Heterozigosidade esperada e observada (He e Ho); percentagem de loci
polimérficos (P) e numero de alelos por locus (K). Pop-1: C. annuum var.
glabriusculum; Pop-2: C. chinense; Pop-3: C. baccatum var. pendulum). Entre
parénteses esta o desvio padrdo de He e K

Populacdes He Ho P% K

Pop-1 0,0253 (0,4333) 0 28,57% 1,4286 (0,7868)
Pop-2 0,0060 (0,0159) 0 14,29% 1,1429 (0,3780)
Pop-3 0,0264 (0,0698) 0 14,29% 1,1429 (0,3780)

Os dados de parametros populacionais Fis e Fir (estatistica de Wright)
apresentados no Quadro 5 mostram que ha um excesso muito grande de
homozigotos em todas as populagdes analisadas neste estudo, enquanto os valores

de Fst mostram que as trés populag¢des sao bem diferentes geneticamente.

Quadro 5 - Estatisticas F de Sewall Wright para cada locus das trés populagdes de
Capsicum analisadas

Locus N F|S F|T FST

Gpi 114 1,0000 1,0000 0,0249
Idh 103 1,0000 1,0000 0,9286
Acp 111 i 1,0000 1,0000
Mdh-1 109 i i 0,0000
Mdh-2 110 i i 0,0000
Pgm-1 114 i 1,0000 1,0000
Pgm-2 114 i 1,0000 1,0000
Mean 110,5 1,0000 1,0000 0,9284
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A polinizacao cruzada tem sido sugerida em fungado da heterogeneidade alta
observada em plantas de C. annuum e C. chinense na analise de loci para
isoenzimas alfa e beta esterases (resultados ainda n&do publicados). As isoenzimas
esterases também tém sido descritas como o sistema enzimatico mais polimaérfico
em espécies de Capsicum (Barrera et al., 2005). Mas, considerando os sistemas
enzimaticos investigados neste estudo (ACP, GPI, IDH, MDH e PGM), o padrao
homozigoto € prodominante.

A identidade genética (l) indica a proporgdo dos produtos dos genes, que
nao sao diferenciados por procedimentos eletroforéticos (Dobzhansky et al., 1977) e
seu valor varia de 0 a 1. Thorpe e Solé-Cava (1994) concluiram que 85% dos
valores da identidade genética entre espécies do mesmo género excedem 0,35 e
97% dos valores estdo abaixo de 0,85. Entre espécies de géneros diferentes, este
valor, em 77% dos casos, € menor que 0,35, enquanto para populagdes da mesma
espécie 98% excede 0,85. Os valores de identidade genética e distancia genética

colhidos neste experimento estdo descritos no Quadro 6.

Quadro 6 — Valores de identidade genética (acima da diagonal) e disténcia genética
(abaixo da diagonal) de Nei (1972), entre as trés popula¢des de Capsicum. Pop-1:
C. annuum var. glabriusculum; Pop-2: C. chinense; Pop-3: C. baccatum var.
pendulum

Pop. Pop-1 Pop-2 Pop-3
Pop-1 e 0,7236 0,4269
Pop-2 0,3236 e 0,7088
Pop-3 0,8512 0,3441 i

O dendrograma ilustrado na Figura 4 aponta a formacado de dois grupos:
Pop-1+Pop-2 (C. annuum var. glabriusculum+C. chinense) e Pop-3 (C. baccatum
var. pendulum), o que comprova o proposto por Pickersgill (1991) ao afirmar que o
género Capsicum pode ser dividido em trés grandes Complexos, de acordo com um
possivel cruzamento entre as espécies: Complexo annuum, Complexo baccatum e
Complexo pubescens. 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,
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pendulum e pratermissum) e C. tovari representam o Complexo baccatum. O
Complexo pubescens compreende as espécies: C. cardenassi, C. eximium e C.

pubescens.

Pop-1

Pop-2

Pop-3

Figura 4 — Dendrograma de UPGMA calculado a partir da distancia genética de Nei
(1978) entre as trés populagdes de Capsicum. Pop-1: C. annuum var. glabriusculum;
Pop-2: C. chinense; Pop-3: C. baccatum var. pendulum.
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5. CONCLUSOES

A partir das analises bioquimicas das trés populagdes de Capsicum
envolvidas neste trabalho, foram destacadas as seguintes conclusdes:

a) As trés espécies analisadas possuem uma baixa diversidade genética
comprovada pelos baixos valores de He.

b) As populagdo de C. annuum var. glabriusculum e C. chinense
mantiveram-se unidas no dendrograma, comprovando assim o Complexo annuum.
Ja a populagdo C. baccatum var. pendulum manteve-se isolada afirmando assim
nao pertencer ao Complexo annuum e sim ao Complexo baccatum.

c) Encontrar de alelos exclusivos é de total importancia para a marcagao do
acesso nas populacdes analisadas.

d) As populagdes mantiveram-se em homogeneidade, fator esse atribuido as
altas taxas de cruzamentos entre as plantas.

e) Estudos adicionais com demais marcadores podem evidenciar uma maior

diversidade genética nas populagdes analisadas.
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