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RESUMO

MARTINS, L. V Caracterizacdo citogenética com énfase na cromatina em
acessos de pimentas Capsicum L. 55 p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento) — UFPI, Teresina, 2015.

O trabalho teve como objetivo avaliar citogeneticamente diferentes acessos de
pimentas domesticadas C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal do Piaui
(BAGC-UFPI). Esta avaliacdo foi realizada por meio das técnicas de coloracéo
convencional com Giemsa, bandeamentos C e CMA/DAPI e, pela primeira vez no
género, a técnica de imunocoloracdo utilizando os anticorpos anti-H4K5ac e anti-
H3S10f. Todos os acessos apresentaram 2n=24 cromossomos, nucleo interfasico
semirreticulado e padrdo de condensacdo profasico proximal. O padrdao de
marcagcdo com CMA variou de quatro bandas terminais para a maioria dos acessos,
ao maximo de 10, 12 e 18 bandas variaveis de CMA**/DAPI- e CMA*/DAPI® nos
acessos BAGC 110, 104 e 194, respectivamente, identificados como C. baccatum
var. pendulum. Esta espécie esta em um agrupamento taxondmico diferente e mais
derivado em relacdo as demais espécies domesticadas e exibe caracteristicas
particulares como aumento do tamanho do cariétipo e aumento da complexidade do
padrdo de heterocromatina. A marcacdo com anti-H4K5ac ocorreu na cromatina
difusa dos ndcleos e na eucromatina terminal dos cromossomos, sugerindo que
estas regides sdo potencialmente ativas e ricas em genes, enquanto a marcacao
com anti-H3S10f foi ausente nos nucleos interfasicos e visivel apenas na regiao
pericentromérica, e esta relacionada a mecanismos de coesdo entre croméatides e/ou
condensacao cromossomica. Os resultados obtidos s&o de grande importancia aos
programas de melhoramento genético de Capsicum, pois além de fornecer
caracteristicas citogenéticas adicionais ao BAGC-UFPI, é uma ferramenta util na
localizacdo de acessos duplicados, na sua delimitacdo taxonémica bem como na

conservacgao desses recursos genéticos.

Palavras-chave: Capsicum, coloragédo convencional, bandeamento C, fluorocromos
CMA e DAPI, histonas.



ABSTRACT
MARTINS, L. V. Cytogenetic characterization with emphasis on chromatin in
peppers” accessions of Capsicum L. 55 p. Dissertation (Master in Genetics and
Breeding) — UFPI, Teresina, 2015.

The work aimed evaluate cytogenetically different domesticated peppers accessions
C. annuum, C. baccatum, C. chinense and C. frutescens from Capsicum Germplasm
Active Bank at Universidade Federal do Piaui (BAGC-UFPI). This evaluation was
performed through Giemsa staining, Giemsa C-banding, CMA/DAPI banding
techniques and, for the first time in the genus, immunostaining technique using
antibodies anti-H4K5ac and anti-H3-S10f. All accessions showed 2n=24
chromosomes, semi-reticulate interphase nuclei and proximal prophase
condensation pattern. The staining pattern with CMA ranged from four terminal
bands in most of accessions to a maximum of 10, 12 and 18 variable bands of
CMA*/DAPI- and CMA*/DAPI®in BAGC 110, 104 and 194, respectively, identified as
C. baccatum var. pendulum. This specie is in a different and more derivative
taxonomic grouping comparing to other domesticated species and exhibits individual
features like the increase of karyotype length and the increase of heterochromatin
pattern complexity. Staining with anti-H4k5ac occurred on diffuse chromatin of nuclei
and in terminal euchromatin of chromosomes indicates that these regions are
potentially active and rich in genes, while staining with anti-H3S10ph was absent in
interphase nuclei and visible only in pericentromeric region and is related to
chromatid cohesion and/or chromosome condensation mechanisms. These results
are important to Capsicum’s genetic breeding programs because provide additional
cytogenetic features to BAGC-UFPI, also is a useful tool in localization of duplicate
accessions, their taxonomic delimitation and conversation of these genetic

resources.

Keywords: Capsicum, Giemsa staining, C-banding, CMA and DAPI fluorochromes,

histones.
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1 INTRODUCAO

As espécies domesticadas Capsicum annuum (pimentdo, pimenta-doce), C.
baccatum (dedo-de-moca, chapéu-de-frade), C. chinense (pimenta-de-cheiro,
pimenta-de-bode, murici) e C. frutescens (pimenta malagueta) sdo amplamente
comercializadas no mercado de hortalicas frescas do Brasil, gerando alta
rentabilidade para este segmento econdémico (VILLELA et al., 2014). Estas pimentas
séo utilizadas na culinaria, na forma in natura e processadas, na medicina popular e
como plantas ornamentais. As pimentas também empregam elevada mao de obra
no setor agricola e comercial deste pais (HAVERROTH; NEGREIROS, 2011).

As pimentas do género Capsicum L. sdo cultivadas em todo territorio
brasileiro, com area total de 15.000 ha e safra de 300.000 toneladas de frutos por
ano (MELO et al., 2014), com producdo em escala industrial nos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Ceara e Bahia (SOUSA et al., 2015). No entanto, outros estados
brasileiros como o Piaui, Maranhdo e Paraiba possuem producdo de pimentas
economicamente caracterizada como incipiente, apesar de disporem de elementos
ambientais favoraveis ao cultivo destas solanaceas, como temperatura e
precipitacdo pluviométrica adequada. Os dados da producdo agricola nesses
estados séo imprecisos e irregulares, e o seu cultivo é realizado, principalmente, em
nivel de agricultura familiar (SOUSA, 2012; MELO et al., 2014).

As plantas do género Capsicum apresentam ampla variabilidade genética
entre suas especies e entre representantes de uma mesma espécie em relacao as
coloracg@es, tamanhos, morfologias e niveis de pungéncia de seus frutos (SOUSA et
al., 2015). Esta variabilidade, considerada por muitos pesquisadores ainda como
pouco explorada do ponto de vista econdmico (KIM et al., 2011; SILVA NETO et al.,
2014), aliada a sua excelente adaptacdo e ampla distribuicdo em territorio brasileiro,
faz do Brasil um importante centro de diversidade de pimentas, condi¢cdes que
favorecem a implantagcdo e o desenvolvimento de programas de melhoramento
genético de Capsicum no pais (VILLELA et al., 2014).

Todo projeto de melhoramento é dependente da variabilidade genética
disponivel nos acessos presentes em bancos de germoplasma (SIGNORINI et al.,
2013). Estes materiais conservados necessitam ser bem conhecidos para que sejam

utilizados de forma adequada e efetiva pelos melhoristas (NEITZKE et al., 2010).



Seu conhecimento pode ser realizado de muitas formas, como, por exemplo, por
meio da caracterizacdo citogenética, bioquimica e molecular, além da descricao
morfomagronémica. Com relacdo a citogenética, Sousa (2012) e Melo et al. (2014),
relatam a importancia dessa técnica, que fornece informacdes para a elucidacao de
fatos relacionados a taxonomia das plantas, para delimitacdo taxonémica precisa
entre espécies cultivadas, semicultivadas e silvestres (KIM et al.,, 2011) e para a
ampliacdo das perspectivas de conservacao da diversidade vegetal (SOUZA et al.,
2011).

Os numeros cromossémicos basicos observados em Capsicum sdo x =12 e
x = 13. As espécies domesticadas apresentam 2n=2x=24, com cariétipos simétricos
e cromossomos pequenos, baixo conteddo de DNA e baixa quantidade de
heterocromatina. J& as espécies semidomesticadas e diversas silvestres, além de
2n=24 cromossomos, também apresentam 2n=2x=26, com cariotipos assimétricos e
de maior tamanho, alto conteddo de DNA e maior complexidade quanto aos padrdes
de heterocromatina em relacdo as espécies domesticadas (MOSCONE et al., 2007).
No entanto, segundo Teodoro-Pardo (2007), ja foram observados polimorfismos
cromossdmicos entre individuos de uma mesma espécie de pimenta e entre
espécies proximas, caracterizando a presenca de citétipos distintos.

Considerando a necessidade de melhor compreender a estrutura gendmica das
pimentas, bem como de disponibilizar mais informacfes quanto aos recursos
genéticos presentes no Banco Ativo de Germoplasma de Capsicum da
Universidade Federal do Piaui (BAGC-UFPI), o presente trabalho caracterizou
citogeneticamente acessos de pimentas C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C.
frutescens provenientes do BAGC-UFPI, por meio das técnicas de coloracdo com
Giemsa, bandeamentos C e CMA/DAPI e, pela primeira vez em plantas deste
género, a técnica de imunocoloracdo utilizando os anticorpos anti-H4K5ac e anti-
H3S10f.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Descricao taxonémica, aspectos biolégicos e espécies domesticadas do

género Capsicum

De acordo com o sistema APG Il (2003), as plantas do género Capsicum
estdo incluidas no Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida,
Ordem Solanales, Familia Solanaceae, Subfamilia Solanoideae, Tribo Solaneae,
Subtribo Capsicinae, e Género Capsicum. Representando-as, encontra-se um grupo
de plantas nao-pungentes, os pimentdes, e um grupo de plantas pungentes, as
pimentas (HUNZIKER, 2001).

A altura e a forma de crescimento das pimentas Capsicum s&o,
principalmente, arbustivas perenes. No entanto, algumas espécies, como a C.
annuum, C. chinense e C. frutescens, apresentam crescimento herbaceo, e
pimentas selvagens como C. eximium, desenvolvem-se em arvores, apresentando
formas tanto arbustivas como em tronco (MOSCONE et al., 2007). Estas hortalicas
possuem sistema radicular pivotante, caule lenhoso ou semi-lenhoso, ramificado,
ereto ou recurvado. Quanto a altura, algumas cultivares podem atingir até 1,5 metros
e outras, a grande maioria, sdo anas. Apresentam folhas lanceoladas com diferentes
tonalidades de verde e nervuras bem marcadas (PICKERSGRILL, 2007).

Ja as flores destas solanaceas podem ser brancas, azuis, verdes, amarelas
ou purpuras com as corolas apresentando combinacdes de cores em seus tubos e
l6bulos (BARBOSA; BIANCHETTI, 2005; MOSCONE et al., 2007). Seus frutos sédo
do tipo baga, de estrutura oca e capsular e, em taxons cultivados, podem apresentar
morfologias diferentes devido a selecdo humana (PICKERSGRILL, 2007). As
diferentes espécies e variedades de Capsicum podem ser identificadas pelo nimero
de flores por né, pela constricdo do calice, pela posicéo da flor e do pedicelo, e pela
presenca ou auséncia de manchas nos lobos das pétalas e margem do cdélice
(CARVALHO; BIANCHETTI, 2008). Estas pimentas, em geral, apresentam flores
hermafroditas e sistema reprodutivo autdgamo (CARVALHO; BIANCHETTI, 2008),
ocorrendo variacdes nos niveis de polinizacdo cruzada dentro e entre as espécies
(RIBEIRO; REIFSCHNEIDER, 2008; VILLELA et al., 2014).

Atualmente, ndo ha um consenso entre 0s taxonomistas quanto ao niumero de

espécies de Capsicum descritas, se 29 ou 31 (SOUSA et al., 2015). Porém, entre



elas, cinco sao classificadas como domesticadas, que sdo: C. annuum L., C.
baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens Ruiz & Pav.
(SOUZA et al.,, 2011), sendo as quatro primeiras de excelente adaptacdo as
condicbes de clima tropical, com ampla variabilidade genética entre si e
extensivamente cultivadas em territorio brasileiro (VILELLA et al., 2014).

A espécie C. annuum é a mais cultivada ndo somente no Brasil, mas no
mundo todo. E representada pelos pimentbes (Figura 1a) e pimentas de consumo
fresco ou in natura (SOUSA, 2012). Ja as pimentas C. baccatum, conhecidas
popularmente por dedo-de-mocga, chapéu-de-frade, chifre-de-veado e calabresa, sdo
caracterizadas pela forte pungéncia de seus frutos (Figura 1b) (MELO et al., 2014).
Os frutos destas duas espécies sao geralmente pendentes, persistentes e de polpa

firme, com variedade de cores e formas.
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Figura 1 - Polimorfismo de frutos das diferentes espécies domesticadas do género
Capsicum. Fonte: Embrapa Hortaligas.

A espécie C. frutescens, considerada a pimenta picante mais consumida no

pais, a malagueta (Figura 1c), € muito apreciada por condimentar alimentos e por



excitar o apetite, sendo consumida tanto in natura como em conserva. Seus frutos
possuem diferentes tonalidades de vermelho, sdo conicos, eretos, com parede
delgada e de polpa mole. Por fim, a espécie C. chinense, considerada a mais
brasileira das espécies domesticadas (CARVALHO; BIANCHETTI, 2008), é
caracterizada por possuir frutos aromaticos e extremamente picantes, com
expressiva variabilidade de formatos e cores. E representada pelas pimentas de
bode (Figura 1 d), de cheiro (Figural d” e d”), scorpion e bhut jolokia, sendo as duas
tltimas consideradas as mais picantes do mundo e, portanto, de maior valor
comercial (EMBRAPA HORTALICAS, 2007).

2.2 Centro de origem, domesticacao e diversidade de pimentas Capsicum

As pimentas Capsicum estdo entre as plantas cultivadas mais antigas do
mundo, datando de 7000 anos a.C. O seu principal centro de origem sao as
Ameéricas, com espécies nativas na América tropical e temperada. Sua dispersdo em
nivel mundial foi impulsionada pelo mercantilismo europeu no século XVI, dispersa
por navegadores portugueses e espanhdis, que introduziram a cultura na Africa e
Europa, sendo rapidamente aceitas e difundidas na época quando comparada a
outras solanaceas de grande importancia na alimentagcdo humana, como o tomate e
a batata (REIFSCHNEIDER et al., 2014).

De acordo com Hunziker (2001), as espécies de Capsicum estao distribuidas
em quatro centros de origem, que sdo: (1) da faixa sul dos Estados Unidos
passando pelo México e se estendendo até o oeste da América do Sul (Peru); (2)
parte do nordeste do Brasil e a costa da Venezuela; (3) da regido central da Bolivia
passando pelo Paraguai até o norte e a regido central da Argentina; e, por fim, (4) a
costa leste do Brasil (Figura 2) (MOSCONE et al., 2007).

Dentre as 23 espécies destacadas na Figura 2, a maioria é endémica da
América do Sul, sendo 15 amplamente distribuidas no Brasil (BARBOZA,
BIANCHETTI, 2005). Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens
sdo as espécies domesticadas ocorrentes em territorio brasileiro, e as espécies
silvestres identificadas sdo C. campylopodium, C. cornutum, C. mirabile, C.
parvifolium, C. praetermissum, C. recurvatum, C. schottianum e C. vilosum, além das
trés espécies recentemente descritas na regido sudeste, que sdo: C. pereirae, C.
friburguense, C. hunzikerianum (n&o destacada no mapa) (REIFSCHNEIDER et al.,
2014).
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Figura 2 - Esquema geogréfico dos centros de origem e diversidade de Capsicum.
Os quatro centros de origem de pimentas indicados sdo: cinza - (1), preto — (2),
linhas verticais — (3), regido hachurada - 4. Abreviacdes dos nomes das espécies:
ann — C. annuum, bac — C. baccatum, cam — C. campylopodium, car — C. cardenasii,
cha — C. chacoense, chi — C. chinense, cor — C. cornutum, exi — C. eximium, fle- C.
flexuosum, fri — C. friburguense, fru — C. frutescens, gal — C. galapagoense, lan — C.
lanceolatum, mir — C. mirabile, par — C. parvifolium, per — C. pereirae, pra — C.
praetermissum, pub — C. pubescens, rec — C. recurvatum, rho- C. rhomboideum, sch
— C. schottianum, tov — C. tovarii, vil — C. villosum. Fonte: Moscone et al. (2007).

Quanto ao processo de domesticacdo das pimentas Capsicum, sua
ocorréncia deu-se da seguinte forma: C. annuum, no México; C. baccatum, na
Ameérica do Sul; C. chinense, em toda América tropical, sendo encontrada mais
comumente na Amazébnia; e C. frutescens, nos Estados Unidos. Segundo Crosby
(2008), as espécies deste género foram selecionadas em seus centros primarios de
origem e, posteriormente, levadas para outras regibes, 0s centros secundarios. A

América do Sul é, portanto, um importante centro de diversidade genética destas



pimentas, sendo o Brasil um centro secundario de diversidade de espécies
domesticadas e silvestres (Figura 2).

Os centros secundarios de diversidade de C. annuum existem no Sudeste e
no centro da Europa, Africa, Asia e partes da América Latina. Na Bolivia e no
sudeste brasileiro, devido ao processo de selecéo, ocorreu o0 surgimento de novos
tipos morfologicos de C. baccatum, como a C. baccatum var. pendulum, amplamente
difundida nas regides tropicais da América do Sul, principalmente da costa do Peru
ao Brasil; a C. baccatum var. baccatum, com distribuicdo semelhante a pendulum; e
a C. baccatum var. praetermissum, presente exclusivamente no Brasil
(REIFSCHNEIDER et al., 2014). Estas trés variedades apresentam alta taxa de
cruzamento entre si e com outras espécies do género, apresentando mais de 55%
de viabilidade polinica nos hibridos (MOSCONE et al., 2007).

A bacia Amazobnica é a maior area de diversidade de C. chinense, que se
destaca por sua ampla adaptacdo as condi¢Bes de clima equatorial e tropical e por
possuir grande variabilidade genética (LANNES et al., 2007). A espécie C.
frutescens, por sua vez, foi bastante difundida no sul da América Central e na
Ameérica do Sul, sendo extensamente cultivada no Brasil (REIFSCHNEIDER et al.,
2014).

2.2.1 Evolucao de pimentas Capsicum

Quanto ao processo evolutivo das espécies domesticadas de Capsicum,
Moscone et al. (2007) propuseram um modelo filogenético da sua possivel evolucéo
cromossbémica baseado exclusivamente nas caracteristicas cariotipicas das espécies
silvestres, semidomesticadas e domesticadas analisadas (Figura 3). O género é
considerado monofilético, com ancestral comum pertencente a familia Solanaceae.
O diagrama indica a divisdo das espécies domesticadas em trés grandes complexos:
annuum baccatum e chinense.

O primeiro complexo, formado pelas espécies domesticadas C. annuum, C.
chinense e C. frutescens, foi diferenciado relativamente cedo, logo apdés C.
chacoense, a espécie mais primitiva do género. Os representantes desse complexo
apresentam caracteristicas cariotipicas comuns, como menor tamanho cariotipico,
baixo conteddo de DNA, padrdo de bandeamento heterocromatico simples,
composto principalmente por bandas terminais e menor quantidade de

heterocromatina rica em GC.
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Figura 3 - Diagrama das possiveis relacdes evolutivas entre espécies de Capsicum
baseado nas caracteristicas cariotipicas. As espécies domesticadas C. annuum, C.
chinense e C. frutescens pertencem a um mesmo grupo ancestral, enquanto C.
baccatum pertence a um grupo distinto e mais derivado, compartilhado com C.
praetermissum. Fonte: Moscone et al. (2007).

J& entre as linhagens de pimentas mais avancadas e recentes, encontra-se o
complexo formado pela espécie domesticada C. baccatum e pela espécie selvagem
C. praetermissum, que compartilham caracteristicas como o aumento do tamanho do
cariotipico, alto conteudo de DNA, maior complexidade no padréo de bandeamento
cromossbmico e maior quantidade de heterocromatina rica em GC, quando
comparada ao complexo anterior. Por fim, o dltimo complexo, denominado

pubescens, é representado pela espécie domesticada nado cultivada no Brasil C.

pubescens, além das trés espécies silvestres C. tovarii, C. cardenasii e C. eximium,



todas destacando-se em relacdo aos dois complexos anteriormente citados por
apresentarem maior tamanho cariotipico e maior complexidade e quantidade de
heterocromatina rica tanto em GC como em AT (MOSCONE et al., 2007).

O conhecimento acerca a origem, domesticacdo e diversidade, bem como as
relacbes evolutivas das espécies domesticadas de Capsicum sao etapas
indispensaveis para que haja um continuo desenvolvimento de cultivares
economicamente mais produtivas, mais resistentes a fatores biéticos e abioticos e
com maior valor nutricional (IBIZA et al., 2010). Sua importancia econémica, com
énfase nas espécies domesticadas descritas, tem se acentuado a cada dia,
despertando o interesse de novos produtores e consumidores em todo o mundo
(ZENI; BOSIO, 2011).

2.3 Importancia socioeconémica das pimentas do género Capsicum

As pimentas domesticadas C. annuum, C. baccatum, C. chinense e C.
frutescens sdo cultivadas em diferentes partes do mundo, sendo a China e a india
seus principais exportadores. Estes paises juntos possuem, atualmente, mais de 1,4
milhdo de hectares reservados para o cultivo destas plantas. Seus principais
importadores séo os Estados Unidos, a Europa e o Japédo (REIFSCHNEIDER et al.,
2014). O Brasil, por sua vez, conta com uma area de 15 mil hectares para o cultivo
destas solanaceas, com média anual estimada em 300 mil toneladas de frutos
(VILELLA et al., 2014). S&o cultivadas em todo territorio brasileiro, com safra
superior nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Ceara e Bahia, que produzem,
em média, de 10 a 30 toneladas por hectare (ESTEVES et al., 2011).

No entanto, outros estados brasileiros, como o Piaui, Maranh&o e Paraiba,
possuem producdo de pimentas considerada de subsisténcia, apesar de possuirem
elementos ambientais favoraveis a sua producdo em larga escala, como temperatura
média anual de 28° C e precipitacdo pluviométrica anual de 1300 mm distribuida de
forma heterogénea. Os dados sobre a producdo agricola dos referidos estados séo
imprecisos e irregulares, em funcdo de serem cultivadas por pequenos produtores
em agricultura familiar, envolvendo somente pequenas producfes caseiras e
artesanais de molhos, conservas e geleias (SOUSA, 2012; MELO et al., 2014).

O cultivo de pimentas, considerado ha pouco tempo uma atividade
secundéria, tem sofrido grandes transformacdes e assumido maior importancia no

pais, visando atender as demandas internas e externas do mercado consumidor.



Essa progressao tem impulsionado o aumento da area cultivada e o estabelecimento
de agroindustrias, tornando-se um dos agronegocios mais importantes do pais
(HAVERROTH; NEGREIROS, 2011).

Atualmente, estas horticolas destacam-se como importante produto do
agronegocio brasileiro, beneficiando a balanca comercial com superavit e
aumentando as exportacbes a cada ano, contribuindo assim para o0 seu
fortalecimento comercial e para a sua sustentabilidade. A sua producdo tem
importancia destacada como atividade econémica, porque fixa o emprego do homem
no campo, nao necessitando de grandes extensdes de terras para que tenha
viabilidade econbmica, e nem exige altos niveis de conhecimento técnico e de
investimento (ASSUNCAO, 2013).

Assim, para o maior crescimento do agronegdcio de Capsicum, é preciso que
a producdo agricola aumente mediante o desenvolvimento de cultivares de
diferentes tipos de pimentas, com resisténcia mdltipla a doencas e com
caracteristicas agronémicas e industriais de interesse, as quais podem ser obtidas
através da selecdo de acessos disponiveis em bancos de germoplasma e atraves
dos programas de melhoramento genético voltados para este género (ASSUNCAO,
2013). Estas sao estratégias fundamentais desses programas, pois visam
estabelecer prioridades de conservacdo, multiplicacdo, selecdo e cruzamento das

colecBes dos seus germoplasmas (IBIZA et al., 2010).

2.4 Bancos de Germoplasma, variabilidade genética e melhoramento genético

em Capsicum

A caracterizacdo de germoplasmas de Capsicum € uma ferramenta util para a
conservacao dos seus recursos genéticos e para o melhoramento de espécies do
género (QUEIROZ; LOPES, 2007). Informacdes béasicas acerca da diversidade
genética destes genoétipos sdo essenciais na localizacao de acessos duplicados e na
identificacdo dos seus meios de reproducdo, bem como da variabilidade entre os
acessos analisados (MOSCONE et al., 2011).

Estes materiais sdo fonte de importancia econdmica quanto ao sabor, cor,
produtividade e resisténcia a doencas provocadas por fungos, bactérias e virus,
como por exemplo, o0 mosaico amarelo do pimentdo, causado pelo Pepper yellow
mosaic virus, que provoca perdas significativas na safra destas hortalicas (MACIEL-

ZAMBOLIM et al., 2004). H&, portanto, uma grande necessidade de gerar novas



cultivares de pimentas que associem resisténcia as principais pragas e doencas,
com melhores condi¢des organolépticas e maior produtividade, principalmente para
atender ao setor agroindustrial (BENTO et al., 2007). Além disso, € necessario o
desenvolvimento de cultivares tolerantes as adversidades das condi¢cdes bidticas e
abidticas e, com maior qualidade nutricional na producéo de vitaminas, -caroteno e
capsaicina (NOWACZYK et al., 2006).

No entanto, os bancos de pimentas existentes no Brasil necessitam de uma
melhor descricdo quanto ao numero, morfologia e caracterizacdo genética, a fim de
gerar dados para os programas de melhoramento genético. No Brasil, existem
atualmente poucos bancos ativos de germoplasmas de Capsicum, constituidos
majoritariamente por espécies domesticadas, sendo encontrados um pequeno
namero de exemplares de espécies silvestres. Estas ultimas, por sua vez, sao de
extrema importancia por serem fontes potenciais de genes de resisténcia, que
poderdo ser utilizados nestes projetos de melhoramento (BIANCHETTI; CAVALHO,
2005; REIFSCHNEIDER et al., 2014).

A Embrapa Hortalicas desenvolve o programa de melhoramento genético de
Capsicum, envolvendo diferentes centros de pesquisa em varias regides brasileiras.
Na Embrapa Clima Temperado, por sua vez, realiza-se a coleta, caracterizagao e
conservacdo de germoplasmas de Capsicum, além de desenvolver populacées,
linhagens e cultivares resistentes a doencas e com caracteristicas agronémicas e
industriais superiores as existentes no mercado, e mantém, desde 2002, um banco
ativo de germoplasmas com mais de 4 mil acessos de espécies domesticadas e
silvestres de Capsicum (BUTTOW et al.,, 2010). Além disso, outros bancos de
amostras deste género sdo mantidos no pais em diferentes instituicbes, como o
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e
a Universidade Estadual Norte Fluminense (UENF) (REIFSCHNEIDER et al., 2014).

A Universidade Federal do Piaui possui, atualmente, acessos de pimentas
organizadas em um Banco Ativo de Germoplasma de Capsicum, o BAGC-UFPI, com
cerca de 195 acessos, representada por espécies domesticadas provenientes de
diferentes estados brasileiros. Alguns trabalhos ja foram desenvolvidos com o
material proveniente deste banco, como por exemplo, o de caracterizagdo botanica e
divergéncia genética entre acessos de espécies domesticadas de pimentas por meio
de descritores morfoagronémicos, realizado por Monteiro et al. (2008). Neste

trabalho, os autores observaram divergéncia entre todos os acessos quanto as duas
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chaves morfologicas de identificagdo e a andlise discriminante de Anderson e o
método de Tocher, com variagdo dos frutos em relagdo a cor, formato e tamanho.
Também foram realizados trabalhos envolvendo o nivel de resisténcia genética de
dez acessos de Capsicum a sete isolados do fitopatégeno Pythium sp. (TRAJANO et
al., 2009) e os resultados indicaram que o0 acesso de C. annuum var. glabrisuculum
foi 0 mais resistente aos isolados dos fungos estudados, enquanto os acessos de C.
chinense e C. frutescens foram 0s mais suscetiveis a estes microorganismos.

Mais recentemente, outras ferramentas, como as técnicas de citogenética,
foram incorporadas para uma melhor caracterizacdo dos acessos de Capsicum
pertencentes ao BAGC-UFPI (SOUSA, 2012). A caracterizacdo citogenética de
diferentes acessos de bancos de germoplasmas representa, por sua vez, uma fonte
importante de informacBes para melhoristas e conservacionistas, permitindo um
melhor gerenciamento tanto do “pool génico” como na escolha de recursos
genéticos mais eficientes para os programas de melhoramento genético (BENKO-
ISEPPON, 2001). Além do mais, os dados obtidos por meio das técnicas em
citogenética fornecem informacdes relevantes na comparagcado entre espécies ou na
exploracdo da variacao entre individuos de uma mesma espécie (MOSCONE et al.,
1996; SCALDAFERRO et al, 2012).

2.5 Técnicas citogenéticas e suas aplicacdes no género Capsicum

A citogenética tornou-se uma ferramenta valiosa na caracterizacdo da
diversidade dos recursos genéticos vegetais. A andlise de cariétipos envolvendo o
namero, morfologia, tamanho dos cromossomos, relacdo entre bracos
cromossbmicos, presenca de constricdo secundaria e quantidade de
heterocromatina, séo informacdes importantes para comparar espécies ou detectar
polimorfismos entre individuos da mesma espécie (MOSCONE et al., 1996). Esses
dados associados a outras caracteristicas citologicas, tém se mostrado importantes
no reconhecimento de citétipos, variedades e hibridos (MIRZAIE-NODOUSHAN et
al., 2006), e na compreensdo das relacbes filogenéticas dentro e entre taxons
(GUERRA, 2000).

A visualizacdo dos cromossomos mitéticos para estudo do cariétipo e a
analise do ciclo celular é geralmente feita pela coloragdo convencional com corante
Giemsa. Através dessa técnica, € possivel identificar o tipo de nucleo interfasico, o

padrdao de condensacéo profasico, bem como o tamanho, nimero e morfologia dos



cromossomos analisados. Além disso, com o auxilio de softwares de parametros
morfométricos, € possivel determinar, mais facilmente, diferencas na formula
cariotipica, comprimento do lote hapléide, comprimento dos bragos cromossémicos e
comprimento total de cromossomos e assim determinar, por exemplo, diferencas
entre espécies de um mesmo género e entre representantes de uma mesma espécie
(MIRZAIE-NODOUSHAN et al., 2006).

Estudos citogenéticos com representantes do género Capsicum iniciaram-se
por volta de 1940. Moscone (1990), por meio da técnica de coloracdo convencional
com Giemsa, analisou o cariétipo de duas populagBes argentinas da espécie C.
chacoense e identificou numero diploide 2n=24, distribuido em 11 pares
metacéntricos e 1 par heteromorfico satelitado. Nilza (2001) realizou contagens de
cromossomos mitoticos de quatro acessos de C. chinense, através de técnicas de
coloracdo com Giemsa. Ocorreu variagdo no tamanho dos cromossomos, de 2,15 a
4,53 um, com cariétipos apresentando 11 pares metacéntricos com variacdo no
altimo par de autossomos, podendo-se encontrar cromossomos submetacéntricos
ou subtelocéntricos. Souza et al. (2008), com o objetivo de caracterizar e analisar o
cariétipo de quatro genétipos de C. chinense oriundos do Brasil, confirmaram o
polimorfismo cromossémico de um acesso, que apresentou formula cariotipica 11M
+ 1SM, diferindo dos demais, que apresentaram 11M + 1A.

No Piaui, o primeiro trabalho citogenético utilizando acessos do BAGC da
UFPI foi realizado por Sousa (2012). Nesse trabalho, foram analisados 12 acessos -
BAGC 01, 07, 21, 26, 27, 34, 36, 37, 39, 49, 54, 59 - referentes as espécies C.
annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens, através da técnica de coloracao
com Giemsa, e o0s resultados indicaram que todos 0S acessos apresentaram
2n=2x=24 cromossomos, com polimorfismo no acesso BAGC 37, além de constricao
secundaria presente em dois pares dos acessos BAGC 01 e BAGC 37. Entretanto,
estudos mais avancados em citogenética sdo necessarios para uma melhor
compreensao acerca da diversidade e variagdo genética presente entre 0S acessos
do BAGC-UFPI.

Outra metodologia empregada para a andlise diferencial entre cromossomos
€ 0 bandeamento C-Giemsa. Com essa técnica, é possivel localizar precisamente as
regides cromossomicas formadas por bandas de heterocromatina constitutiva que

ficam mais fortemente coradas em relagéo ao restante do cromossomo (GUERRA b,



1988). Com este bandeamento, € possivel realizar a caracterizacéo cariotipica das
espécies, variedades e citdtipos de interesse, relatar o padrdo de bandeamento C
em caridtipos classicos e explorar as tendéncias evolutivas, visando aumentar o
conhecimento das pesquisas genéticas entre os taxons cultivados e silvestres
(MOSCONE et al., 1993).

Moscone et al. (1993) aplicaram, pela primeira vez no género, a técnica de
bandeamento C em seis espécies de Capsicum (C. chacoense, C. parvifolium, C.
annuum var. glabriusculum, C. baccatum var. pendulum, C. pubescens e C.
campylopodium), em que foi possivel observar grande diferenciacdo cariotipica entre
taxons quanto ao padrao de bandas. Tal padréo foi caracterizado pela presenca de
bandas centroméricas e niamero variavel de bandas distais pequenas e grandes,
com bandas intercaladas em alguns casos, sendo as regides satélites sempre C-
positivas. Em outro estudo, Moscone et al. (1996) utilizaram em 15 acessos de
espécies domesticadas de pimentas, um conjunto de técnicas através de coloracao
com Giemsa, bandeamento C e bandeamento por nitrato de prata (AgNORS). Os
resultados permitiram uma analise cariossistematica do género, na qual os padrées
de bandeamento diferiram entre os citétipos, espécies e grupos, relacionando esta
diferenciacdo cromossdmica a uma divergéncia evolutiva entre as espécies
estudadas.

Outra técnica diferencial muito utilizada em estudos citogenéticos, que detecta
regides ricas em heterocromatina, € o bandeamento através dos fluorocromos
CMA/DAPI. Estes corantes fluorescentes informam a constituicdo da
heterocromatina, detalhando o padrdo de bases pelo uso do fluorocromo
cromomicina Az (CMA) e 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que mostram
especificidade de ligagdo com sequéncias de bases de DNA GC e AT,
respectivamente (GUERRA b,1988; 2000).

Moscone et al. (2007) publicaram um dos trabalhos citolégicos mais
relevantes para o0 género Capsicum, utilizando coloracdo convencional,
bandeamento com nitrato de prata, bandeamento cromossémico com CMA /DAPI e
a FISH (Fluorescent in situ Hybridization) usando sondas das sequéncias
teloméricas das espécies estudadas, sendo possivel tracas um mapa filogenético de
todas as espécies estudadas, baseado exclusivamente nas suas caracteristicas
cariotipicas. Mais recentemente, Scaldaferro et al. (2012) analisaram o tipo, a

quantidade e a distribuicdo de heterocromatina em 11 taxons de pimentas atraves



da técnica de coloracao tripla sequencial CMA/DA/DAPI, permitindo a identificacdo
do padrdo de bandas de todos os tdxons analisados, o que contribuiu para o seu
agrupamento taxonémico. [Estes autores verificaram a ocorréncia de
heterocromatina terminal CMA*/DAPI- em todos os taxons analisados, enquanto
apenas C. praetermissum apresentou bandas CMA/DAPI* intercalares e distais,
além de pequenas bandas CMA*/DAPI*. Além disso, a quantidade de
heterocromatina variou entre 1,72% em C. chacoense a 16,82% em C. flexuosum,
sendo positivamente correlacionada ao comprimento do cariotipo na maioria dos
taxons analisados.

Uma outra técnica mais recente € a imunocoloracdo de histonas, técnica
citomolecular que utiliza anticorpos que marcam um determinado aminoacido
modificado na cauda N-terminal das histonas (FRANSZ et al., 2008; FUCHS et al.,
2009; HA et al. 2011). Estas proteinas sofrem modificacdes pos-sintese incluindo
acetilacao, fosforilacdo, metilacdo, dentre outras, e que estdo associadas fortemente
aos mecanismos de expressdo ou silenciamento génico. A acetilacdo da lisina 5 na
histona H4 (H4K5ac), por exemplo, € uma marca universal associada a uma maior
descompactacdo do DNA, e tem sido observada desde protozoarios, fungos, insetos
até plantas e mamiferos (KIMURA et al., 2005). Esta marcacao esta relacionada a
regides génicas potencialmente ativas e com a estrutura da cromatina mais
descompactada. Em tomate, por exemplo, uma planta com genoma bastante
estudado, relacionada ao género Capsicum e pertencente a mesma familia
Solanaceae, as regides de eucromatina terminal descondensada sdo mais ricas em
genes (TANG et al.,, 2008) e sao fortemente acetiladas na lisina 5 da histona H4
(dados pessoais).

Ja a fosforilacdo da serina 10 na histona H3 (H3S10f) esta relacionada a
mecanismos de coesdo entre cromatides, condensacdo cromossdmica, reparo do
DNA e expressao génica quando em associacdo com H4K5ac através de alteracdes
na estrutura da cromatina e em suas propriedades funcionais em diversos
organismos (HOUBEN et al., 2006). Em plantas, a distribuicdo da fosforilacdo da
histona H3 na serina 10 na posi¢cao pericentromérica ocorre tanto na mitose como na
meiose Il, como observado, por exemplo, em Hordeum vulgare, Vicia faba, Secale
cereale, Costus spiralis e um amplo grupo de angiospermas (HOUBEN et al., 2007,
FEITOZA et al., 2011; MARCON-TAVARES et al., 2014) e parece ter um papel ainda



guestionavel se mais especifico na condensacdo da cromatina ou coesao entre
crométides-irmas ciclo celular-dependente, respectivamente.

Apesar dos esforgos reunidos para o conhecimento do genoma de espécies e
de acessos de Capsicum, ainda ha poucos trabalhos no estudo da caracterizacédo da
heterocromatina com o uso de técnicas mais refinadas, como com fluorocromos
CMA/DAPI, quando comparado a outros grupos de plantas de relevante importancia
econdmica. Além disso, trabalhos envolvendo a técnica citomolecular de
imunocoloragdo através da identificacdo dos padrées de histonas modificadas ap6s
sua sintese nos cromossomos de Capsicum s&o inexistentes na literatura até o
momento.

Acredita-se, portanto, que a associacdo de dados citogenéticos classicos e
moleculares de Capsicum poderdo fornecer informacdes relevantes acerca do
genoma das pimentas, permitindo assim a elaboracdo de um amplo programa de
caracterizacdo genbmica e mapeamento citomolecular das pimentas, visando
aumentar o conhecimento sobre a variabilidade inter e intraespecifica, a
organizagdo gendmica e da cromatina e evolugdo cariotipica das espécies de
Capsicum (MOSCONE et al., 2007).



3 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo deste trabalho, foram caracterizados citogeneticamente
acessos de pimentas pertencentes as espécies C. annuum, C. baccatum, C.
chinense e C. frutescens provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de
Capsicum da Universidade Federal do Piaui (BAGC-UFPI), conforme descritos na
Tabela 1. Os O critério para a selecdo dos acessos foi com base na sua
procedéncia, sendo selecionados materiais dos cinco estados do nordeste brasileiro

(Ceara, Maranhéo, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte).

Tabela 1- Identificagdo de 13 acessos de pimentas do género Capsicum
provenientes do Banco ativo de Germoplasma de Capsicum da Universidade

Federal do Piaui (BAGC - UFPI).

N° de

Identificacio Nome vulgar Nome cientifico Proveniéncia
BAGC 87 Murici C. chinense Codo - MA
BAGC 99 Pimenta ornamental C. annuum Teresina - Pl
BAGC 104 Pimenta vermelha C. baccatum var. pendulum Fortaleza - CE
BAGC 105 Pimenta de cheiro C. chinense Fortaleza - CE
BAGC 106 Pimenta malagueta C. frutescens Fortaleza - CE
BAGC 110 Dedo-de-moca C. baccatum var. pendulum Teresina - Pl
BAGC 111 Murici C. chinense Teresina - PI
BAGC 125 Dedo-de-moca C. baccatum var. pendulum Natal - RN
BAGC 126 Pimenta malagueta C. frutescens Natal - RN
BAGC 139 Bhut jolokia C. chinense Teresina - PI
BAGC 191 Pimenta de chayenne C. frutescens Recife - PE
BAGC 193 Bode vermelha C. chinense Recife - PE
BAGC 194 Dedo-de-moca C. baccatum var. pendulum Recife - PE

Fonte: BAGC-UFPI — Banco ativo de Germoplasma de Capsicum da Universidade

Federal do Piaui.



3.1 Obtencdo das raizes, pré-tratamento e fixacao das células

As sementes de pimentas foram germinadas em placas de Petri sobre papel
filtro esterilizado e umedecido diariamente com agua destilada. Ao atingirem cerca
de 1 cm, as radiculas foram coletadas e pré-tratadas em solucdo de p-
diclorobenzeno (0,015 g/mL), por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida,
foram fixadas em solucdo Carnoy, (etanol absoluto e acido acético glacial na

proporcao de 3:1 v/v), e estocadas em freezer a -20°C por no minimo 12 horas.

3.2 Coloracao Convencional com Giemsa

A metodologia convencional utilizada foi a proposta por Guerra (1983). Apés a
fixacdo em Carnoy, as raizes foram lavadas em agua destilada, hidrolisadas com
HCL 5N por 20 minutos e novamente lavadas em agua destilada. As laminas foram
preparadas destacando pontas das radiculas, que foram maceradas em acido
acético glacial a 45% e cobertas com laminula 18x18 mm. O conjunto
lamina/laminula foi mergulhado em nitrogénio liquido para a remocédo das laminulas
e as laminas foram secas ao ar. Logo apos este procedimento, foram coradas em

solucdo de Giemsa a 2%, por 10 minutos e montadas com Entellan (Mercke)

3.3 Bandeamento C-Giemsa

Utilizou-se a metodologia proposta por Schweizer e Ambros (1980), com
modificacdes. As radiculas foram lavadas trés vezes em agua destilada, por cinco
minutos cada, e colocadas em solucéo enzimatica de celulase 2% (Onozuka R-10) e
pectinase 20% (Sigma) em camara umida a 37°C, por meia hora. Cada lamina foi
preparada pelo método de esmagamento, e envelhecidas por trés dias a
temperatura ambiente. ApOs este procedimento, as laminas foram colocadas em
acido acético 45%, a 60° C, por 10 minutos. Em seguida, foram deixadas em solucao
basica de hidréxido de Bario 5%, a temperatura ambiente, por 10 minutos. Por fim,
foram colocadas em solugédo de 2x SSC (1,5M NaCl mais 0,15 M citrato trissédico
dihidratado), a 60° C, por 80 minutos. Apds lavagem com agua destilada, foram
secas, coradas com solucédo de Giemsa a 2%, por 10 minutos, lavadas com jato de

agua destilada, secas ao ar e montadas com Entellan (Merck®).



3.4 Bandeamento com fluorocromos CMA e DAPI

Para uma melhor visualizagcdo dos blocos heterocromaticos, foi realizada
previamente a técnica de bandeamento C (BARROS e SILVA, GUERRA, 2009). O
bandeamento CMA/DAPI seguiu o protocolo de Schweizer e Ambros (1994), com
modificacdes. As laminas preparadas com as enzimas celulase 2% (Onozuka R-10)
e pectinase 20% (Sigma) foram coradas com 10 pL de CMA (0,5 mg/ml) e mantidas
no escuro em camara umida por uma hora. ApGs este periodo, foram lavadas com
agua destilada e seca com bomba de ar. Posteriormente foram coradas com 10 pL
DAPI (2 pg/ml) por 30 minutos, lavadas, secas e montadas em tampéo Mcllvaine-

glicerol (1:1 v/v).

3.5 Imunocoloracédo utilizando anticorpos anti-H4K5ac e anti-H3S10f

A técnica de imunocoloracdo seguiu o protocolo descrito por Feitoza e Guerra
(2011). Raizes fixadas em paraformaldeido 4% foram lavadas em PBS, 10 minutos
cada, e digeridas em solucdo enzimatica contendo 2% celulase Onozuka R-10
(Serva) e 20% pectinase (Sigma) a 37° C, por duas horas. As laminas selecionadas
previamente com DAPI/PBS foram lavadas trés vezes em PBS 1X por 5 min,
incubadas em BSA 3% (w/v), contendo 0,1% Triton X-100 em PBS por 10 minutos, e
em seguida foram adicionados 15 ul de anticorpo primario. Os anticorpos primarios
anti-H4K5ac e anti-H3S10f foram diluidos 1:300 (coelho policlonal IgG — Upstate
Biotechnology, USA) em 1x PBS contendo BSA 3% e incubados overnight a 4°C.
Para deteccdo do anticorpo primario, foram adicionados 15 pl do anticorpo
secundario FITC conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma), diluido 1:60 em BSA 3%,
por 3 horas, no escuro e a temperatura ambiente. As preparacfes foram montadas

em DAPI (2ug/mL): Vectashield (1:1, v/v), e fotografadas logo em seguida.

3.6 Fotodocumentacao e Morfometria

Os resultados obtidos pela analise convencional e pelo bandeamento C foram
fotografados por meio de tablet acoplado em microscopio Optico no Laboratorio de
Citogenética Vegetal da UFPI (LASO-DEAS-CCA), enquanto os resultados do
bandeamento CMA/DAPI e da técnica de imunocoloracdo foram fotografados em
camera digital Leica DFC345Fx acoplada em microscopio de epifluorescéncia Leica

DM2500, no Laboratério de Citogenética Vegetal Aplicada da UFRPE. As imagens



tiveram alteracdo de brilho e contraste no programa Adobe Photoshop CS3 com o
suporte do Paint Shop Pro 5.

Para a morfometria, foram utilizadas imagens de cinco metafases
provenientes da coloracdo convencional para cada acesso. O tamanho dos
cromossomos foi determinado por meio do programa Micromeasure 3.3,
complementado pelo Microsoft Excel 2010. O idiograma foi desenhado no programa
Corel DRAW X7. Com os caridtipos mensurados, foi possivel determinar os valores
do intervalo do tamanho cromossomico (ITC), razdo entre os bracos longo e curto (r)
de cada par cromossémico, formula cariotipica (FC), comprimento total
cromossémico (CTC) , comprimento médio cromossémico (CMC) e comprimento
total do lote haploide (CTLH) (GUERRA b, 1988).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise cariotipica dos acessos de Capsicum, por meio da técnica de
coloracdo convencional com Giemsa, permitiu uma descricdo detalhada quanto ao
tipo de nucleo interfasico, padrédo de condensacéao profasico, nimero, morfologia e

tamanho cromossomico (Figura 4; Tabela 2).

Coloragao convancional com Giemsa em acessos de Capsicum
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Figura 4 - Andlise cariotipica em acessos de Capsicum sp. através da técnica de
coloracdo convencional. a- nucleo interfasico; a’- metafase com setas indicando
par cromossémico heteropicnético; b, c, f, g - prometafase; ¢’, d, e, h, i - metafase;
e- caridtipo com dois cromossomos perdidos. Setas maiores em e’ e g indicam
RONSs. Barra representa 10 pum.



Em todos os acessos de Capsicum, os nucleos interfasicos foram do tipo
semirreticulado (Figura 4 a) e o padrdo de condensacéao profasico foi proximal,
apresentando assim cromatina proximal de condensacdo precoce e cromatina
terminal de condensacao tardia, com regides mais descompactadas. No acesso
BAGC 99 (Figura 4 a’), conforme indicacdes das setas, observa-se a presenca de
um par cromossdmico heteropicnético, com cromatina terminal descondensada
mais tardiamente em relag@o aos outros cromossomos do cariotipo.

O numero cromossémico encontrado para todos os acessos estudados foi
2n=24, com cariotipos simétricos e cromossomos variando de 1,96 a 5,94 um,
diferindo entre si em relacdo ao comprimento e a posicdo do centrémero (Tabela 2).
Estudos citogenéticos em Capsicum mostraram que espécies tidas como
domesticadas contém conjunto béasico cromossémico x=12. Contudo, outras
pimentas previamente descritas para 0 género, como as silvestres C.
campylopodium, C. villousum e C. buforum, possuem numero basico x=13, com
cariétipo mais assimétrico e provavelmente derivado do primeiro devido a uma fissdo
Robertsoniana (MOSCONE et al., 2007; SCALDAFERRO et al., 2012).

A maioria dos acessos (BAGC 87, 104, 110, 111, 125, 126, 139 e 193)
apresentou féormula cariotipica 11M + 1SM enquanto os acessos BAGC 99, 105,
106 e 191, referentes as espécies C. annuum, C. chinense, C. frutescens e C.
frutescens, respectivamente, apresentaram férmula cariotipica 12M, e apenas o
acesso BAGC 194, da espécie C. baccatum var. pendulum apresentou cariétipo
10M + 2SM (Tabela 2). Em trabalhos prévios realizados por Moscone et al. (2007),
as demais espécies de Capsicum com 2n=24 cromossomos, em geral,
demonstraram ter caridtipo 11M +1ST, com excec¢des para 0s citotipos das
espécies C. parfifolium, com 12M, C. annuum var. glabriusculum e var. annuum,
com 10M + 1 SM + 1 ST, C. eximium, C. cardenarri e C. tovarii, com 11M + 1 SM.
Moscone (1990) e Moscone et al. (1993, 2007) relatam que estas diferencas na
morfologia, no tamanho e no numero cromossémico sao frequentes em
populac6es da mesma espécie ou em taxon interespecificos de plantas Capsicum,
sendo denominados citotipos ou ragcas cromossdmicas. Ja para Teodoro-Pardo et
al. (2007), as diferencas nas formulas cariotipicas entre pimentas podem estar
relacionadas as variagdes genéticas entre as populacbes em resposta aos
diferentes ambientes, condicdo que favorece o aumento da variabilidade genética

entre plantas deste género.
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Tabela 2 — Numero cromossémico diploide, intervalo do tamanho cromossdémico (ITC), média da razdo entre os bracos do
cromossomo (r), férmula cariotipica (FC), comprimento total cromossémico (CTC), comprimento médio cromossémico (CMC),
comprimento total do lote haploide (CTLH) e numero de bandas CMA/DAPI (CMA3/DAPI). ++ representa bandas CMA mais
fortemente coradas e bandas +, bandas CMA mais fracamente coradas. ° representa banda AT neutra e -, banda AT reduzida.

Nome
Acesso — 2n ITC r FC cTe cMe CTLH CMA/DAPI
cientifico um um pm pm
BAGC 87 C. chinense 24 221-457 129 11M+1SM 83,03 3,46 41,52 -
BAGC 99 C. annuum 24 234-492 1,12 12 M 89,27 3,72 44,64 2 CMA*/DAPI-
2 CMA*/DAPI ©
BAGC 104 C. baccatum var. 24 258-548 126 11M+1SM 100,47 4,19 50,24 2 CMA**/DAPI-
pendulum 10 CMA*/DAPI-
BAGC 105 C. chinense 24 280-4,75 1,25 12M 94,82 3,95 47,41 2 CMA**/DAPI-
2 CMA*/DAPI-
BAGC 106 C. frutescens 24 227-4,49 1,24 12 M 80,14 3,34 40,07 -
BAGC 110 C. baccatum var. 24 361-549 127 11M+1SM 111,7 4,65 55,85 4 CMA**/DAPI-
pendulum 6 CMA*/DAPI°
BAGC 111 C. chinense 24 2,04 - 4,27 1,2 11M+1SM 70,75 2,95 35,38 2 CMA**/DAPI-
2 CMA*/DAPI ©
BAGC 125 C. baccatum var. 24 3,24-585 1,2 11M+1SM 117,56 4,9 58,78 -
pendulum
BAGC 126 C. frutescens 24 234-505 128 11M+1SM 90,80 3,78 454 4 CMA*/DAPI®
BAGC 139 C. chinense 24 356-594 123 11M+1SM 110,85 4,62 55,43 -
BAGC 191 C. frutescens 24 1,96 -3,63 1,27 12M 66,55 2,77 33,28 2 CMA**/DAPI-
4 CMA*/DAPI®
BAGC 193 C. chinense 24 208-509 1,27 11M+1SM 83,25 3,47 41,63 2 CMA**/DAPI-

2 CMA*/DAPI°
C. baccatum var.
BAGC 194 pendulum 24 222-487 129 10M+2SM 87,87 3,66 43,93 6 CMA*/DAPI-

12 CMA*/DAPI®
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O intervalo do tamanho cromossémico (ITC) dos acessos diploides variou
de 1,96 (BAG 191) a 5,94 um (BAGC 139), enquanto o comprimento total
cromossomico (CTC) variou de 66,55 (BAG 191) a 117,56 um (BAGC 125) (Tabela
2). Esses resultados divergem de dados encontrados por Moscone et al. (1996),
que, ao analisarem o tamanho cromossdmico total de espécies domesticadas de
Capsicum, observaram variacédo de 122,62 um em C. chinense a 148,62 um em C.
baccatum var. pendulum. Similarmente, pesquisas realizadas em cromossomos
metafésicos de acessos de C. annuum, provenientes de bancos de germoplama de
Capsicum do México, indicaram alto polimorfismo no comprimento cromossémico
total, demonstrando mais uma vez ampla diversidade entre 0s representantes
desta espécie (TEODORO-PARDO et al., 2007; ROHAMI et al., 2010). Segundo
Moscone (1990), a diferenca em relacdo ao tamanho cromossémico entre plantas
de uma mesma espécie deste género também pode ser atribuida a um grau
desigual de compactacdo cromossOmica durante a divisdo celular. Para
Ranganathan e Jagatheeswari (2013), a diferenca de tamanho cromossémico
encontrada entre representantes de uma mesma espécie de pimenta pode estar
relacionada a quantidade de DNA repetitivo presente em cada genoma.

As regides organizadoras de nucléolo (RONS) distendidas foram
observadas apenas nos acessos BAGC 105, 110, 139 e 191, referentes as
espécies C. chinense, C. baccatum var. pendulum, C. chinense e C. frutescens,
respectivamente. Rohami et al. (2010) citam que em todos os gendétipos de C.
annuum estudados, verificou-se a presenca de pelo menos um par de RON
localizada no braco curto do par cromossémico, enquanto Ranganathan e
Jagatheeswari (2013), ao analisarem cromossomos mitéticos de C. frutescens, nédo
observaram nenhuma constricdo secundaria em seus cromossomos. Para
Pozzobon et al. (2006), as diferencas observadas na morfologia do par
cromossémico com satélite dentro e entre as espécies podem sugerir diferencas
biologicas, podem estar relacionadas ao padrdo de condensagédo cromossdmica ou
apenas ser reflexo das diferengas entre as técnicas utilizadas, como o antimitético
utilizado ou tempo de pré-tratamento, como também observado no presente
trabalho.

A coloracdo convencional, apesar de distinguir regides heteropicnoéticas
tanto de heterocromatina como de eucromatina condensada, ndo € um meétodo

utiizado para identificar as regides ricas em heterocromatina constitutiva
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(BRASILEIRO-VIDAL et al., 2009). Estas regides podem ser identificadas através
de outras técnicas citoldgicas, como o bandeamento C-Giemsa e bandeamento
com fluorocromos base-especificos, que podem revelar diferentes fracées do seu
conteudo heterocromatico. Em Costus, tomate, cacau e varias outras plantas com
genoma pequeno (GUERRA a, 1988; BRASILEIRO-VIDAL et al., 2009; DANTAS;
GUERRA, 2010), por exemplo, apenas uma pequena fracdo dos blocos
precocemente condensados em profase e positivamente corados pela coloragédo
convencional é banda-C positiva. Segundo Guerra (2000), a analise do padrao de
distribuicAo de heterocromatina constitutiva (HC) possibilita a verificacdo de
bandas localizadas em certas regides cromossdmicas especificas, sugerindo
assim um propdsito funcional desta heterocromatina, além da identificacdo de
pares cromossémicos homodlogos e seu heteromorfismo dentro de cada taxon

estudado.

Na andlise do padrdo de distribuicdo da HC dos acessos de Capsicum
através do bandeamento C-Giemsa, foram observados blocos heterocrométicos
variaveis quanto ao numero, tamanho e posicdo nos cromossomos dos cariétipos

analisados (Figura 5).

Nos cinco acessos (BAGC 104, 105, 110, 111 e 193) os nucleos interfasicos
apresentaram blocos fortemente marcados, que puderam ser confirmados nas
suas respectivas metafases (Figura 5). Todos os acessos apresentaram, pelo
menos dois blocos heterocromaticos, provavelmente referentes ao DNAr, e blocos
menores de dificil identificacdo. Além disso, as bandas C foram observadas
majoritariamente nas regides terminais e subterminais dos cromossomos, sendo

identificadas algumas bandas pericentroméricas e intercalares de dificil detecc¢éao.
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BAGC 193 BAGC 111 BAGC 110 BAGC 105 BAGC 104

Figura 5 - Analise de cinco acessos de Capsicum sp. através da técnica de
bandeamento C-Giemsa. a — e - nucleos interfasicos; ¢’- prometafase; a’,b’,d’,e’-
metafase. Setas maiores indicam grandes blocos heterocrométicos e setas menores
indicam pequenos blocos heterocromaticos. Barra representa 10 pm.
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Segundo Guerra (2000), a quantidade de heterocromatina nédo €
homogénea entre e dentro espécies e pode apresentar polimorfismo quanto ao
namero e tamanho das suas bandas. Além do mais, a distribuicdo destas bandas
parece depender, em partes, do tamanho cromossOmico. Em cromossomos
pequenos, como em Arachis sp e Helianthus sp, sdo encontradas comumente
bandas proximais heterocrométicas equilocais e, de acordo com o aumento do
tamanho cromossdémico, como observado em Capsicum sp, Vicia sp e Fortuniatia
sp, as bandas proximais diminuem de frequéncia. De fato, Moscone et al. (1993),
ao realizarem o bandeamento C-Giemsa em espécies silvestres e domesticadas
de Capsicum, observaram um padrdo de bandeamento caracterizado pela
presenca de bandas centroméricas e um numero variavel de bandas distais
pequenas e grandes, além de bandas intercalares distribuidas de forma desigual
nos dois bragos cromossOmicos.

Os mesmos autores separaram as espécies domesticadas em dois grupos
de acordo com a quantidade de bandas C. As espécies domesticadas C. annuum,
C. chinense, C. frutescens, pertencentes ao grupo de flores brancas, apresentam
baixo conteddo de heterocromatina e bandas terminais pequenas e bandas
intercalares ausentes, diferentemente do grupo de flores parpuras, que inclui as
espécies C. campylopodium e C. pubescens, que apresentam alto contetdo de
heterocromatina, grandes bandas teloméricas e blocos intercalares presentes.
Apesar de C. baccatum pertencer a um subgrupo de flores brancas juntamente
com C .praetermissum, destacam-se por apresentar maior complexidade quanto
ao padrdo de bandeamento heterocromatico e maior tamanho cariotipico,
ocupando assim uma posicdo mais distante em relacdo as outras trés espécies
domesticadas. (Figura 3).

Além da técnica de bandeamento C, outro tipo de marcag¢do mais simples e
reprodutivel quanto a composicao e distribuicdo das regibes de HC foi realizada
através da dupla coloracdo com fluorocromos CMA e DAPI. Em relacdo ao padréo
heterocromético, diferencas significativas foram observadas nos nove acessos
analisados, para os quais foram encontrados trés tipos de heterocromatina:
heterocromatina altamente rica em GC e reduzida em AT (CMA*/DAPIY);
heterocromatina moderadamente rica em GC e reduzida em AT (CMA*/DAPIY);
heterocromatina moderadamente rica em GC e neutra em AT (CMA*/DAPIO)
(Tabela 2; Figura 6).
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Em todos os acessos, pelo menos um par de bandas CMA foi observada,
possivelmente correspondendo a RON terminal ou subterminal, além de bandas
terminais mais evidentes e bandas pericentroméricas menores de dificil deteccao.
Nos acessos BAGC 99, 105, 111 e 193, sendo o primeiro referente a espécie C.
annuum e os demais a espécie C. chinense, foram visualizadas quatro bandas
CMA em dois pares dos cromossomos, sendo pelo um par de bandas maiores
CMA** e um par de bandas menores CMA*. O acesso BAGC 126, da espécie C.
frutescens, também apresentou quatros bandas CMA, sendo todas CMA**. Apenas
0 acesso BAGC 191 (C. frutescens), apresentou 6 bandas, sendo duas bandas
CMA**/DAPI- provavelmente correspondente a RON, e quatro bandas adicionais
menores CMA*/DAPI®, Além disso, 0s acessos que apresentaram um maior
namero de bandas heterocromaticas foram os acessos BAGC 110, 104 e 194, com
10, 12 e 18 bandas variaveis de CMA**/DAPI- e CMA*/DAPI®, respectivamente,
sendo os trés identificados como C. baccatum var. pendulum. No acesso BAGC
194, por sua vez, foram identificados cinco pares com marcacgao terminal em um
dos bracos cromossémicos, e dois pares com marcagao terminal em ambos o0s
bragos. Nenhum acesso apresentou bandas DAPI*. Para uma maior clareza e
percep¢cdo quanto ao padrdo de bandas fluorescentes, bem como o tamanho e
morfologia de cada par cromossomico, o esquema do conjunto haploide foi

representado em idiogramas (Figura 7).
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Figura 6 - Dupla coloracado CMA/DAPI em acessos de Capsicum sp. a’ - i’ —
sobreposicdo de metafases mitéticas; e e i — sobreposicdo de CMA/DAPI dos
nacleos interfasicos. Setas indicam grandes blocos CMA**. Cabecas de seta
indicam pequenos blocos CMA™ de dificil visualizacdo, sendo ampliados em todos
os insertos. Em azul (DAPI), e em amarelo (CMA). Barra representa 10um.



BAGC 99 - C. annuum
1 2 3 4 5

492 444 427 413 397 385 372 361 3.46 333 259 2.34

8 9 10 11 12

BAGC 105 - C. chinense
1 2 3 4 5

475 447 433 427 416 404 393 383 3.73 362 3.44 2.80

6 10 11 12

BAGC 111 - C. chinense

34

BAGC 104 — C. baccatum var. pendulum

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

sm

548 513 490 475 461 433 411 396 3.77 351 3.09 258

12

BAGC 110 — C. baccatum var. pendulum

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

sm

549 5.15 500 494 484 475 465 456 4.44 430 4.10 3.61

BAGC 126 — C. frutescens

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
sm sm
427 378 354 332 315 303 277 252 240230 224 2.04 505 467 453 432 411 396 368 353 3.28 307 2.83 2.34
BAGC 191 - C. frutescens BAGC 193 - C. chinense
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

363 328 315 305 296 287 278 265 251 230 213 1.96

sm

509 446 423 404 393 358 338 313 2.79 255 234 2.08

BAGC 194 - C. baccatum var. pendulum

30—

9 10 11

sm

12

Size (um) 487 450 420 4.10 3.97 390 3.77 3.69 320 2.94 256 2.22

Figura 7 - Idiograma representando o tamanho, morfologia e distribuicdo de bandas
terminais CMA** (bandas amarelas maiores) e bandas CMA* (bandas amarelas
menores) em cada cromossomo dos acessos de Capsicum pertencentes ao BAGC —
UFPI.
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Embora presentes em maior quantidade, as bandas fluorescentes
observadas foram similares as marca¢cdes através do bandeamento C. Estes
dados estdo de acordo com Moscone et al. (1996; 2007) e Scaldaferro et. al
(2012), que, além dos blocos citados, também encontraram diferentes blocos
terminais e intercalares do tipo CMA/DAPI* e CMA*/DAPI* em espécies silvestres,
como C. praetermissum, o que reflete diferentes classes de sequéncias de DNA
repetidas em tandem no genoma de Capsicum. Em muitas espécies de plantas,
inclusive nas solandceas Cestrum fasciculatum e Solanum lycopersicum, bandas
fluorescentes adicionais foram encontradas em sitios ndo detectados pelo
bandeamento C (BERG; GREILHUBER, 1993; GUERRA, 2000), indicando assim
uma maior eficacia na deteccdo de bandas heterocromaticas pelo bandeamento
CMA/DAPI em relacédo ao bandeamento C.

Segundo Guerra (2000), em espécies do género Capsicum, bandas ricas
em GC séo bastante diversas e dominantes, ou até mesmo exclusivas, e
correspondem a RON associada a heterocromatina constitutiva nas regifes
terminais ou a sitios de DNAr nédo identificados. Em Capsicum (MOSCONE et al.,
2007) e em Solanum lycopersicum (BRASILEIRO-VIDAL et al.,, 2009), por
exemplo, blocos heterocromaticos maiores observados pelo bandeamento
CMA/DAPI corresponderam as marcacdes de DNAr 45S detectados através da
FISH, indicando que a constricdo secundaria é correspondente ao maior par
heterocromético do cariétipo da espécie. Bandas heterocrométicas equilocais
marcadas da mesma forma com fluorocromos sugerem que a maioria dessas
bandas é constituida das mesmas ou de repeticbes de bases similares. J4 a
heterocromatina pericentromérica € identificada apenas como bandas fracas
indistintas de CMA* (MOSCONE et al., 1996).

O bandeamento cromossdmico fluorescente relevou, portanto, que
heterocromatina rica em GC é universal em Capsicum, aparecendo em todos 0s
taxons com x=12 e esta localizada majoritariamente nas regibes terminais,
podendo também ocorrer em numeros variaveis de bandas pequenas distais e
intercalares de dificil deteccdo, como observado nas espécies C. chacoense, C.
annuum var. glabriusculum, C. recurvatum, C. villosum e C. flexuosum
(SCALDAFERRO et al., 2012).

Na maioria das espécies de Capsicum analisadas, a quantidade de bandas

fluorescentes esta relacionada ao comprimento cariotipico e ao tamanho do
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genoma, como também observado por Moscone et al. (1996; 2007). Os acessos
que apresentaram maiores comprimentos cromossomicos e/ou uma maior
quantidade de bandas heterocromaticas ricas em GC, incluiram BAGC 104, 110 e
194, sendo todos pertencentes a espécie C. baccatum var. pendulum.

Segundo Moscone et al. (2007), esta variedade, que estd em um
agrupamento taxondmico diferente e mais derivado dentre as espécies com pouca
heterocromatina, exibe um aumento no tamanho do cari6tipo e no conteudo do
DNA, 3 ou 4 RONS ativas por conjunto haploide, aumento da quantidade e
complexidade da heterocromatina rica em GC em comparacao as outras espécies
domesticadas pertencentes ao complexo C. annuum (Figura 3) que, por sua vez,
apresentam menor tamanho cariotipico, menor quantidade de heterocromatina e
menor padrdo de complexidade em relacdo as suas bandas.

Para uma melhor compreensdo quanto aos padrées da estrutura da
cromatina, foi realizada, pela primeira vez no género Capsicum, a técnica de
imunocoloragdo utilizando anticorpos contra histonas modificadas, através da
acetilacao da lisina 5 na histona 4 (H4K5ac) e a fosforilacdo da serina 10 na histona
H3 (H3S10f).

A marcacdo com anti-H4K5ac ocorreu na cromatina difusa dos nucleos e na
eucromatina terminal descondensada dos cromossomos desde profase até metafase
bem condensada, ndo apresentando relagdo com as fases do ciclo celular, e parece
estar associada a fatores permanentes da sua estruturacdo cromossomica (Figura
8). Os cromocentros e algumas regifes terminais cromossémicas que contém a
fracdo heterocromatica ndo foram marcados. Este mesmo padrao de marcacéao foi
identificado em todos os cinco acessos analisados BAGC 104, 111, 191, 193 e 194,
referentes as espécies C. baccatum var. pendulum, C. chinense, C. frutescens, C

chinense e C. baccatum var. pendulum.
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Figura 8 - Padrdao de marcacdo com o anticorpo anti-H4K5ac em acessos de
Capsicum sp. a - a” — ndcleo interfasico; b - b”’- préfase; b’ — b’ — prometéafase;
a””, ¢”, d’- sobreposicdo de metafase mitética, mostrando a cromatina terminal
fortemente marcada (verde) em relagdo a cromatina condensada (vermelho).
Insertos superiores indicam cromossomo com regido fortemente acetilada em um
anico braco terminal, enquanto insertos inferiores indicam cromossomo regides
terminais fortemente acetiladas em ambos os bragos. DAPI pseudocorado em
vermelho e anti-H4K5ac (verde). Barra representa 10 um.
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O padrdo de histonas anti-H4K5 observado em Capsicum sugere uma
diferenciacao similar ao que ocorre em outras plantas com padrédo de condensagéao
bem conhecido, cuja relacdo entre a eucromatina terminal descondensada e o
anticorpo H4K5ac encontra-se bem estabelecido, como em Costus spiralis,
Eleutherine bulbosa (FEITOZA e GUERRA, 2011) e Phaseolus vulgaris (FONSECA
et al., 2014). O fato de a marcacédo anti-H4K5 estar presente em todas as fases do
ciclo celular novamente sugere uma estreita relacdo com o estado de compactacéo
e dinamica da cromatina (FUCHS et al., 2006). Assim, em cariétipos variando de
pequeno a médio e com padrdo de condensacao diferencial semelhante ao de
Capsicum, a distribuicdo das regides hiperacetiladas coincide, portanto, com as
regides eucromaticas tardiamente condensadas (Figura 4 a’), enquanto blocos de
cromatina profasica precocemente condensada e de heterocromatina sao
hipoacetilados independentemente da sua localizac&o, sugerindo que o padrdo de
acetilacdo € inversamente relacionado ao padrdo heterocromético (DHAR et al.,
2009).

Uma vez que a acetilacdo de histonas H4 na lisina 5 é uma marca
universalmente associada a expressdo génica (HOUBEN et al., 2006;
LENNARTSSON; EKWALL, 2009), acreditamos que este padrdao de marcagdo na
eucromatina mais descompactada apresente certa correlacdo com as regibes mais
ricas em genes e potencialmente ativas dos cromossomos de Capsicum, similar ao
sugerido para outros grupos de plantas, como o tomate (CIGLIANO et al., 2013),
Silene, Allium cepa (CHANG et al., 2008; VYSKOT et al., 1999) e em varias outras
espécies com padrdo de condensacao similar, bem como em inseto (WOLF;
TURNER, 1996) e em mamiferos (DROUIN; HOLMQUIST, 1994).

Por fim, a marcacdo com anti-H3S10f foi intensa apenas na regido
pericentromeérica dos cromossomos, em todos 0s acessos analisados (Figura 9). Os
nacleos interfasicos, por sua vez, ndo foram corados (Figura 9 a - a”). Esta é uma
modificacdo que apareceu apenas na metafase mitdtica, e est4d associada a
condensacao mitética e/ou a coesdo entre cromatides, independente das regides de
eu- e heterocromatina. Similarmente, em Cestrum strigilatum, outra solanaceae, a

marcacdo com anti-H3S10f ocorreu apenas na regido pericentromérica dos
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cromossomos A, embora uma excec¢ao tenha sido observada nos cromossomos B
da espécie (FERNANDES, et al., 2008).

DAPI anticorpo Sobreposigcao

b

Figura 9 - Marcagdo com o0 anticorpo anti-H3S10f em acessos de Capsicum
pertencentes ao BAGC — UFPI. Observa-se intensa marcagdo do anticorpo (em
verde) na regido pericentromérica (inserto em b). Nucleos interfasicos no canto
esquerdo de a e b ndo foram marcados. DAPI pseudocorado em vermelho e anti-
H3S10f em verde. Barra representa 10 um.
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Estes resultados, associados a trabalhos previamente realizados em outras
espécies de importancia econémica, reforcam a ideia de que a acetilacdo da histona
H4 na lisina 5 pode ser usada como um marcador cromossdmico para a detec¢ao de
regibes potencialmente ricas em genes, embora em casos especiais, também ocorra
marcacdo de heterocromatina centromérica DAPI*, como em Costus spiralis
(FEITOZA e GUERRA, 2011) e em cevada (WAKO et al., 2002). J& a fosforilacdo da
histona H3 na serina 10 parece estar envolvida na regulacdo da manutencdo da
coesdo entre cromatides, sendo necessarios estudos mais aprofundados para sua
melhor compreensao (FUCHS et al., 2006).
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5 CONCLUSOES

As técnicas citogenéticas classicas de coloragcdo convencional e
bandeamentos C e CMA/DAPI, associadas a técnica molecular de imunocoloracéo,
permitram uma andlise citomolecular detalhada dos acessos de Capsicum
pertencentes ao BAGC-UFPI, sendo observados polimorfismos cromossémicos

gquanto a morfometria e ao padrdo de bandeamento heterocromatico, permitindo

assim diferenciar individualmente os acessos analisados.

Os acessos BAGC 104, 110, 125 e 194, todos pertencentes a espécie C.
baccatum var. pendudulm, apresentaram diferencas significativas quanto ao
tamanho e/ou ao padrdo de bandeamento heterocromatico em relacdo as demais
espécies domesticadas C. annuum, C. chinense e C. frutescens. Esta espécie esta
em um agrupamento taxondmico distinto e mais derivado, e exibe caracteristicas
particulares como o aumento do tamanho cariotipico e 0 aumento da complexidade

do padrdo de heterocromatina.

Esta caracterizacdo citomolecular foi, portanto, de relevante importancia ao
BAGC-UFPI, pois os dados gerados forneceram informacfes genéticas acerca das
caracteristicas do conjunto cromossémico das espécies analisadas, seus padrdes da
estrutura da cromatina e identificacdo de regides cromossOmicas ricas em genes,
proporcionando subsidios aos programas de melhoramento genético voltados para
este género, além de admitir uma comparacéo citoldgica direta com outras espécies

cultivadas e silvestres descritas previamente e de igual interesse econémico.
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