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VARIABILIDADE GENETICA EM ACESSOS DE Capsicum chinense POR MEIO DE
MARCADORES ISOENZIMATICOS E RAPD

GENETIC VARIABILITY IN Capsicum chinense ACCESSES BY ISOENZYMATIC AND
RAPD MARKERS

Cristina Soares de SOUZA'
Adilson Ricken SCHUELTER?
Fernando Luiz FINGER®
Vicente Wagner Dias CASALI*

RESUMO

As espécies de pimenta do género Capsicum tém sido cultivadas por varios séculos, encontrando-se frutos
pungentes ou doces, dependendo da presenga de um grupo de alcaléides, denominado capsaicindide. Dentre as cinco
espécies cultivadas, Capsicum chinense € uma das mais empregadas, sendo nativa da regido amazonica. Essa espécie &
caracterizada por apresentar tamanhos, formas e massa dos frutos bastante variados, por conter diferentes concentragdes de
capsaicindides, além de serem ricos nas vitaminas A e C. Embora seja destacada a importancia dessas plantas
condimentares e medicinais, investigagbes sobre a variabilidade genética e potencial para futuros programas de
melhoramento, ainda s&o incipientes. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivos estudar a variabilidade genética
de acessos pungentes e com frutos doces por meio de marcadores isoenzimaticos e RAPD. Um total de 10 acessos de
Capsicum chinense foram cultivados, sendo metade deles pungentes, em bandejas contendo substrato comercial em
condigbes de casa de vegetacdo, tendo sido coletado um “pool” de tecido foliar para as analises de marcadores
isoenzimaticos e RAPD. Os resultados das analises de marcadores isoenzimaticos e RAPD evidenciaram a ocorréncia de
variabilidade genética, e a andlise de divergéncia pelos métodos do UPGMA e de Tocher propiciou a formagédo de dois
grupos, com um deles composto por trés subgrupos. A maior divergéncia genética foi observada entre os acessos P2
(BGH4289-44) e P8 (BGH4223-39), enquanto que os mais similares foram os acessos P1 (BGH1716-17) e P6 (BGH1716-
16). A analise da divergéncia genética evidencia que o cruzamento de P2 (BGH4289-44) com os demais acessos estudados
pode propiciar resultados promissores na obtengdo de segregantes superiores no melhoramento para caracteres de frutos.

Palavras-chave: pimenta; pungéncia; marcadores genéticos; diversidade genética.

ABSTRACT

The pepper species from Capsicum genus have been cultivated for centuries, found in sweet or pungent fruits,
depending on the presence of a group of alkaloids named as capsaicinoid. Among the five cultivated species, Capsicum
chinense is one of the most used, being native from the Amazon region. This species is characterized for its varied sizes,
shapes and fruits weight, by containing different concentrations of capsaicinoid,besides being rich in vitamins A and C.
Despite of the importance of these spice and medicinal plants, investigations regarding the genetic variability and future
potential for breeding programs are still incipient. Thus, the present work had the objective to evaluate the genetic variability of
pepper pungent accesses with sweet fruits, using isoenzymatic and RAPD markers. A total of 10 accesses of Capsicum
chinense, being half of them pungent, were cultivated in trays containing commercial substrate at greenhouse, and a pool of
leaf tissue was collected for further isoenzymes and RAPD analyses. The results of isoenzymatic and RAPD markers
demonstrated the occurrence of genetic variability, and divergence analysis through methods of UPGMA and Tocher led the
formation of two clusters with one these groups composed by three subgroups. The highest genetic divergence was observed
between the accesses P2 (BGH4289-44) and P8 (BGH4223-39), whereas the most similar ones were P1 (BGH1716-17) and
P6 (BGH1716-16). The genetic divergence points out that the crossing between the accesses P2(BGH4289-44) with all the
others accesses studied should provide promising results to obtain superior segregant plants for better fruit traits through
breeding.

Key-words: pepper; pungency; genetic markers; genetic diversity.
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INTRODUQAO

As espécies do género Capsicum, que en-
globam pimentas e pimentbes, tém sido cultivadas
por séculos, sob diversas condi¢cdes de cultivo e
formas de utilizagdo. Os frutos tém sido emprega-
dos para consumo in natura, na fabricagdo de con-
dimentos, no processamento de pratos ou de ali-
mentos industrializados (Souza & Casali, 1984).
Essa ampla utilizagdo dos frutos deve-se a elevada
variabilidade no formato, cores e composi¢do quimi-
ca (Lannes, 2005). Dentre os atributos dos frutos, a
pungéncia, tipica desse género, deve-se a presenca
do alcaldide capsaicina, que apresenta importancia
econdmica nas industrias alimenticia e farmacéuti-
ca, sendo que as pimentas mais pungentes, geral-
mente, tém maior valor comercial (Monsereenusorn
et al.,, 1982). Os frutos apresentam também alto
valor vitaminico, destacando-se principalmente pelo
contetdo de vitaminas A e C (Heiser Jr, 1976) e por
apresentarem potencial de ornamentagao, pela am-
pla variabilidade de cores, formas e tamanhos dos
frutos (Brickell, 1989).

Embora seja reconhecida a importancia
dessas plantas condimentares e medicinais, investi-
gagbes sobre a variabilidade genética e potencial
para futuros programas de melhoramento, ainda
sdo incipientes, uma vez que o género Capsicum
abrange espécies domesticadas, semidomesticadas
e silvestres, que foram pouco ou ndo foram, ainda,
caracterizadas em termos de seu potencial fitotécni-
co (Reifschneider, 2000). Estudos recentes obtidos
por Lannes (2005), Pereira(2007) e Schuelter et al.
(2010) empregando acessos de Capsicum chinense
do Banco de Germoplasma da Universidade Fede-
ral de Vigosa detectaram a existéncia de variabilida-
de genética para atributos de importancia econémi-
ca em frutos, como a cor e pungéncia, que atendem
aos padrdes de exigéncia da “American Spice Tra-
de Association” (ASTA) para processamento. Por-
tanto, futuros programas de melhoramento devem
incluir esta espécie como fornecedora de genes,
pois ndo ha barreira reprodutiva entre as espécies
domesticadas (Pickersgill, 1980; Casali & Couto,
1984), além de estar bem estabelecida a metodolo-
gia de cruzamentos controlados entre elas
(Greenleaf, 1986).

O estudo da variabilidade genética em
espécies vegetais tem sido realizado por meio de
caracteres morfoagronémicos e marcadores mole-
culares. O emprego de marcadores em nivel génico
constitui-se em uma importante ferramenta de auxi-
lio a propostas de conservagdo de espécies, bem
como em diferentes etapas de programas de melho-
ramento genético. Marcadores moleculares ligados
a genes de importancia econémica vém sendo am-
plamente utilizados nas mais diferentes culturas de
interesse econdmico, incluindo as do género Capsi-
cum (Lefebvre et al., 1995; Prince et al., 1995; Djian
-Caporalinoet al., 2001; Huh et al., 2001; Lefebvre
et al,, 2001; Ben-Chaimet al., 2006), visando a
transferéncia e piramidacao de genes para varieda-

des cultivadas. Além do que, estudos de diversida-
de genética tém sido realizados com o intuito de
caracterizar molecularmente os bancos de germo-
plasma, permitindo aos melhoristas selecionar geni-
tores mais divergentes e, consequentemente, novos
gendtipos recombinantes com caracteres superiores
poderdo ser gerados.

Nas espécies desse género, as técnicas de
marcadores isoenzimaticos e moleculares em nivel
de DNA, tais como marcadores RFLP (Paran et al.,
1998; Lefebvre et al.,, 1995), RAPD (Rodriguez et
al.,, 1999; Lannes, 2005; Costa et al., 2008), AFLP
(Kochieva&Ryzhova, 2003; Guzman et al., 2005),
SSR (Minamiyama et al., 2007; Yi et al., 2006), en-
tre outras novas estratégias de andlise (Lee et al.,
2009), sdo bem definidas e tém sido empregadas
para diferentes finalidades.

Diante do exposto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a variabilidade genética de
acessos de pimenta (Capsicum chinense), promis-
sores para melhoramento genético de caracteres de
frutos estudados por Lannes (2005), empregando-
se marcadores RAPD e isoenzimas.

MATERIAL E METODOS

Material e condi¢des de cultivo

Dez acessos de Capsicum chinense (Tabela
1), dos quais, cinco pungentes e cinco doces foram
selecionados com base na pungéncia dos frutos,
conforme determinado por Lannes (2005).

A caracterizagao isoenzimatica e a de

DNA, pela técnica de RAPD, dos acessos de C.
chinense especificados na Tabela 1 foram realiza-
das a partir de tecidos de folhas jovens de plantulas
com 60 dias apds a semeadura em bandejas com
substrato comercial em condigbes de casa de vege-
tacdo. A analise de marcadores isoenzimaticos foi
realizada no Laboratorio de Melhoramento de Hor-
talicas da Universidade Federal de Vicosa e de
RAPD, no Laboratério de Biotecnologia da Universi-
dade Paranaense — Campus Toledo.

Marcadores isoenzimaticos

Folhas de 10 plantulas diferentes para cada
acesso foram coletadas e transportadas até o Labo-
ratério em isopor sob condi¢cdes de baixa tempera-
tura (4 °C) e, na sequéncia, submetidas a macera-
¢ao e extragdo das enzimas conforme descrigdo de
Alfenas (1991). Na sequéncia, o macerado foi colo-
cado em contato a segmentos de papel cromatogra-
fico Whatman 3M, sendo transferido por capilarida-
de. Os retangulos contendo as amostras foram
acondicionados em microtubos (2 mL) e armazena-
dos em ultrafreezer (-80 °C).

Os fenodtipos dos locos isoenzimaticos dos
10 acessos de Capsicum chinense foram determi-
nados apos eletroforese, em gel de amido hidrolisa-
do de batata (Sigma) a 12%, conforme descrigao de
Alfenas (1991), para os sistemas malato desidroge-
nase (MDH), xiquimato desidrogenase (SHDH),
isocitrato desidrogenase (IDH), fosfoglucose isome-
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rase (PGI), fosfoglucomutase (PGM), peroxidase
(PO), esterase (EST), fosfatase acida (ACP), gluco-
se 6 fosfato desidrogenase (G6PDH), glutamato
desidrogenase (GDH) e glutamato-oxalato transami-
nase (GOT).

Os padrées de bandas identificados nos
géis, para cada sistema isoenzimatico, foram anali-
sados mediante o emprego de régua graduada,
medindo-se a distancia percorrida apdés a corrida
eletroforética para que fosse possivel estimar a
mobilidade relativa (Mr). A estimacdo da mobilidade
relativa (Mr) de uma referida banda consistiu na
divisdo da distancia percorrida por uma banda es-
pecifica, pela distdncia percorrida por uma banda
de maior migragéo, presente na maioria dos aces-
SOS.

Marcadores RAPD

Tecidos foliares de plantulas cultivadas em
condigbes de casa de vegetacdo foram submetidos
a extracdo e purificagdo do DNA genémico empre-
gando-se a metodologia de Doyle & Doyle (1991).
Para cada acesso foram empregados tecidos folia-
res de cinco plantulas, os quais foram coletados e
extraidos em ‘bulk’. Apds a extragdo e purificagdo
do DNA, realizou-se a verificagdo da qualidade e da
concentragao da solugdo de DNA por meio do em-
prego da eletroforese em gel de agarose a 1% e
espectrofotometria. As amostras de solugdes de
DNA de boa qualidade foram diluidas para a con-
centracdo de trabalho 5 ng L™ para proceder-se a
amplificagdo de DNA pela técnica de RAPD.

O protocolo da técnica de marcadores
RAPD, proposta por Williams et al. (1990), consistiu
no emprego de 25 pul para cada reagdo em cadeia
da polimerase, contendo 10 mM Tris HCI (pH 8,3);
50 mM KCI; 2,8 mM MgCly; 0,2 mM de cada um dos
desoxinucleotideos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 0,2
mM primers decameros; 5-10 ng DNA gendmico e
uma unidade de Taq polimerase. O DNA foi amplifi-
cado em tubos PCR (0,2 mL) em termociclador Ter-
mo Hibrido PX2. O programa de amplificagdo do
DNA consistiu de uma etapa de desnaturagéo a 92
°C por um minuto, pareamento a 35 °C por um mi-

nuto e etapa de extensdo a 72 °C durante dois mi-
nutos. Os produtos de 42 ciclos de amplificagédo
foram separados por eletroforese em gel de agaro-
se (1,2%), contendo 0,2 M de brometo de etidio,
em tampédo TAE 0,5%. As imagens foram registra-
das e armazenadas em sistema de fotodocumenta-
¢éo, para posterior analise do padrdo de bandas
identificadas, para os 10 acessos de Capsicum chi-
nense (Tabela 3).

Andlise estatistica dos marcadores isoenzimati-
cos e RAPD

A dissimilaridade dos acessos de Capsicum
chinense foi avaliada pelo Programa Genes (Cruz,
2006ab), empregando-se o complemento aritmético
do indice de Jaccard (Tabela 4). Na sequéncia,
empregou-se os Método de Ligagdo Média entre
Grupos (UPGMA) e de Otimizagédo de Tocher com o
intuito de agrupar os diferentes acessos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 11 sistemas isoenzimaticos analisados,
GDH, PGM, PO, EST, PGI, SKDH, G6PDH, IDH,
MDH e GOT puderam ser fenotipados, devido a
resolugdo e reprodutibilidade dos resultados. Des-
tes, em GDH, PGM, PO, EST, PGl e SKDH foram
detectados 17 alelos (Tabela 2), que puderam ser
empregados para caracterizar 0s acessos pungen-
tes e doces. O numero de alelos polimorficos variou
de cinco para o sistema PGM até dois para PO,
EST e PGI.

A revelagdo da atividade da enzima PGM
resultou na formagédo de duas regides fortemente
coradas no gel (Figura 1A). Na regido |, representa-
da pelas enzimas de migragdo mais rapida, foram
encontrados dois alelos, e trés, na regiao |l. Estes
resultados permitiram identificar cinco padroes de
bandas, nos quais se detectou, apenas, a presenca
de locos homozigéticos para a enzima PGM, néo
permitindo inferir quanto a estrutura da enzima.
Contudo, outros estudos tém revelado que PGM é
uma enzima monomérica, apresentando dois locos
génicos (Sawazakiet al., 1997; Brune et al., 1998;
Lopes et al., 2002).

TABELA 1- Acessos de pimenta (Capsicum chinense) empregados nas analises genéticas.

Acesso/N° Genitor Grupo
BGH 1716-17 P1 Pungente
BGH 4289-44 P2 Pungente
BGH 4733-54 P3 Pungente
BGH 5012-72 P4 Pungente
BGH 7295-101 P5 Pungente
BGH 1716-16 P6 Doce
BGH 4201-32 P7 Doce
BGH 4223-39 P8 Doce
BGH 6233-85 P9 Doce
BGH 6378-98 P10 Doce

Scientia Agraria, Curitiba, v.14, n.1, p.9-23, Jan/Fev 2013

Local de coleta
Pindaré-Mirim / MA
Rondonépolis/ MT
Manaus/ AM

Agua Branca / AL
Vigosa /IMG
Pindaré-Mirim / MA
Belém / PA

IAC- SP

Brasilia /DF

Boca do Janacanam /AM
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TABELA 2 — Caracterizagdo de 10 acessos de pimenta (Capsicum chinense) quanto a presenga e auséncia de
bandas pela analise de marcadores isoenzimaticos.

Marcador/Genitor P1° P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
GDHa" 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
GDHb 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
GDHc 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
PGMa 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
PGMb 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
PGMc 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
PGMd 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0
PGMe 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1
POa 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0
POb 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1
ESTa 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
ESTb 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
PGla 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
PGlb 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SKHa 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
SHKb 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1
SHKc 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0

Acessos de pimenta: P1 (BGH 1716-17); P2 (BGH 4289-44); P3 (BGH4733-54); P4 (BGH 5012-72); P5
(BGH7295-101); P6 (BGH1716-16); P7 (BGH4201-32); P8 (BGH4223-39); P9 (BGH6233-85); P10 (BGH6378-
98).” Alelos detectados pelas analises de marcadores isoenzimaticos. (0) auséncia e (1) presenca de bandas.

12 Scientia Agraria, Curitiba, v.14, n.9-23, p., Jan/Fev 2013.



SOUZA, C.S. et al. Variabilidade genética em acessos de...

TABELA 3 — Caracterizagao de 10 acessos de pimenta (Capsicum chinense) quanto a presenca e auséncia de
bandas pela analise de marcadores RAPD.

Marcador/Genitor P1° P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
Ala® 1 1 1 0 9 1 1 1 1 1
A1b 1 1 1 0 9 1 1 1 1 1
Alc 0 0 0 1 9 0 0 0 1 1
A1d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A5a 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1
A5b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A5c 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
A7a 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1
A7b 1 1 1 0 9 1 1 1 1 9
ATc 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A7d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A8a 0 1 1 1 9 0 0 0 1 9
A8b 1 1 1 1 9 1 1 1 1 9
A8c 1 0 1 1 9 0 1 0 1 9
Asd 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1
A9a 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
A9b 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1
A10a 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0
A10b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Al4a 1 1 9 1 1 1 1 0 1 1
A14b 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
A15a 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0
A15b 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1
A15c 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0
B12a 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0
B12b 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0
B12c 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
B12d 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
B18a 1 0 1 1 9 0 0 0 1 0
K17a 0 1 0 0 1 0 1 0 9 1
K17b 0 0 0 0 0 0 0 1 9 0
K17¢c 1 0 1 0 0 1 1 0 9 0
K17d 0 0 1 0 0 0 0 1 9 1
K17e 1 1 1 1 1 1 0 0 9 1
AB3a 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
AB3b 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
AB3c 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0
AB3d 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1
A18a 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0
A18b 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1
Al1a 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
A11b 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0
B7a 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0
B7b 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1

“Acessos de pimenta: P1 (BGH1716-17); P2 (BGH4289-44), P3 (BGH4733-54); P4 (BGH 5012-72); P5
(BGH7295-101); P6 (BGH1716-16); P7 (BGH4201-32); P8 (BGH4223-39); P9 (BGH6233-85); P10 (BGH6378-
98).” Alelos detectados pelas analises de marcadores RAPD. (0) auséncia; (1) presenca de bandas e (9) amos-
tras indeterminadas.
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(A)

(B)

FIGURA 1 — Zimogramas obtidos para as isoenzimas [(A) — PGM; (B) — PGI], observadas em acessos de
pimenta (Capsicum chinense). Sequéncia dos acessos: A) P9 (BGH6233-85); B) P8 (BGH4223-39); C) P7
(BGH4201-32); D) P6 (BGH1716-16); E) P5 (BGH7295-101); F) P4 (BGH 5012-72); G) P3 (BGH 4733-54); H)

+

Mr
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P2 (BGH 4289-44); 1) P1 (BGH1716-17); J) P10 (BGH6378-98).
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TABELA 4 —Estimativas de dissimilaridade genética entre pares de acessos de pimenta (Capsicum chinense)

calculados por meio do complemento do indice de Jaccard.

Acessos P2 P3 P4

P1 (BGH1716-17) 0.73 0.50 0.55
P2 (BGH 4289-44) - 0.68 0.76
P3 (BGH4733-54) - 0.52

P4 (BGH5012-72) -
P5 (BGH7295-101)

P6 (BGH1716-16)

P7 (BGH4201-32)

P8 (BGH4223-39)

P9 (BGH6233-85)

P10 (BGH6378-98)

O zimograma representativo dos fendtipos
correspondentes a isoenzima PGI (Figura 1B) apre-
senta duas regides, sendo que a regido | apresenta
uma unica banda na mesma posi¢éo do gel, sendo
monomorfica. Por outro lado, na regido Il detectou-
se a presenga de dois alelos, sendo que um dos
alelos foi revelado, apenas, no acesso P2
(BGH4289-44). Segundo Brune et al. (1998), a iso-
enzima PGI é composta por duas cadeias polipepti-
dicas, de maneira que um heterozigoto devera con-
ter trés bandas. De acordo com o mesmo autor, no
presente trabalho os acessos sdo homozigotos para
PGI.

O sistema isoenzimatico PO apresentou
atividade anddica e catddica nos tecidos foliares
testados. No entanto, a falta de definicdo das ban-
das isoenzimaticas na porgao catdédica do gel fez
com que sua analise fenotipica fosse descartada. A
analise dos padrdes de banda para este sistema na
regido anddica (Figura 2A), permitiu identificar trés
regides, sendo que a de migragdo intermediaria,
denominada regido I, mostrou-se polimérfica para
uma enzima monomeérica. Nas regides | e Il foram
detectadas quatro e uma bandas respectivamente,
para as quais os acessos foram monomorficos. Tra-
balho realizado por Schuelter (1996) para caracteri-
zar a diversidade genética de Capsicum flexuosum
por meio de caracteres morfoagrondmicos e marca-
dores isoenzimaticos, detectou duas regides de
atividade para PO, ao invés das trés observadas
neste estudo. Além do que, o mesmo autor obser-
vou polimorfismo para uma enzima dimérica na
regido com migracdo mais rapida. No presente tra-
balho nZo se observou polimorfismo para a regido |,
contudo todos os acessos apresentavam quatro
bandas, podendo ter heranga complexa e de dificil
interpretacdo sem a realizacdo de cruzamentos
controlados. Deve-se destacar, ainda, que a carac-
terizagdo para a regido | foi dificultada pela presen-
¢a de diferentes intensidades e pela fusdo de ban-
das. Desta forma, as bandas do gel na regido Il
poderao ser usadas para a caracterizagdo de aces-
sos de C. chinense.

O zimograma da enzima EST permite a
visualizagdo de trés regides de atividade (Figura
2B), porém detectou-se polimorfismo apenas na
regido lll. Para esta regido foram observados dois
alelos, sendo um o mais frequente, encontrado em
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P5 P6 P7 P8 P9 P10
0.41 0.18 0.26 0.50 0.37 0.35
0.68 0.70 0.73 0.78 0.70 0.72
0.58 0.57 0.59 0.32 0.45 0.56
0.54 0.58 0.64 0.59 0.45 0.62
= 0.40 0.50 0.54 0.47 0.46

- 0.26 0.50 0.45 0.42
- 0.59 0.44 0.33

- 0.46 0.55

= 0.37

todos os acessos exceto em P2 (BGH4289-44).
Este resultado para o sistema isoenzimatico EST e,
também, para PGl evidencia a presenca de alelos
mais raros, podendo ser resultado da maior distan-
cia genética do acesso P2 (BGH4289-44) em rela-
¢ado aos demais gendtipos de C. chinense estuda-
dos.

O sistema glutamato desidrogenase (GDH)
apresentou apenas uma regiao de atividade para a
enzima (Figura 3A). Neste contexto, detectaram-se
trés alelos, sendo que oito acessos apresentaram o
mesmo padrdo de bandas e os acessos P2
(BGH4289-44) e P9 (BGH6233-85) foram distintos.
Todos os individuos apresentaram apenas uma
banda, evidenciando serem homozigotos, porém
nao foi possivel inferir sobre o nimero de subunida-
des que compdem GDH. Contudo, estudos em
plantas superiores indicam que GDH apresenta
atividade na forma tetramérica (Scheid et al., 1980
apud Newton, 1983) ou hexamérica (Stone et al.,
1979 apud Newton, 1983).

O sistema isoenzimatico SKDH apresentou
apenas uma regidao de migragdo com trés alelos,
sendo que todos os individuos encontram-se no
estado homozigético (Figura 3B). Do total de trés
padrdoes de banda identificados para a enzima, no-
vamente, o acesso P2 (BGH4289-44) foi o unico
individuo a apresentar um determinado alelo. Estu-
dos com plantas tém mostrado que se trata de uma
enzima monomeérica (Lopes et al., 2003; Gaia et al.,
2007).

Para os sistemas isoenzimaticos em que os
gendtipos de C. chinense testados foram monomér-
ficos, pode-se destacar que G6PDH e IDH (Figura
4AeB) apresentaram apenas uma regido de ativida-
de, que se caracteriza por individuos homozigéticos
para as respectivas enzimas. Ja a enzima GOT
apresentou duas bandas (Figura 5A), podendo ser
caracterizada por duas regides com fenoétipos ho-
mozigoticos ou uma regido contendo individuos em
heterozigose para a enzima monomeérica. Lopes et
al. (2002) tiveram dificuldade para estabelecer o
numero de regibes e o mecanismo de heranca de
GOT em aceroleira (Malpighia emarginata). Ja Lo-
pes et al. (2003), estudando esse mesmo sistema,
em erva de bicho (Polygonum punctatum) estabele-
ceram duas regides, porém sem determinar o me-
canismo de heranga.
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FIGURA 2 —Zimogramas obtidos para as isoenzimas [(A) — PO; (B) — EST], observadas em acessos de pi-
menta (Capsicum chinense). Sequéncia dos acessos: A) P9 (BGH 6233-85); B) P8 (BGH 4223-39); C) P7
(BGH 4201-32); D) P6 (BGH 1716-16); E) P5 (BGH 7295-101); F) P4 (BGH 5012-72); G) P3 (BGH 4733-54);
H) P2 (BGH 4289-44); I) P1 (BGH 1716-17); J) P10 (BGH 6378-98).
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FIGURA 3 —Zimogramas obtidos para as isoenzimas [(A) — GDH; (B) — SKDH], observadas em acessos de
pimenta (Capsicum chinense). Sequéncia dos acessos: A) P9 (BGH 6233-85); B) P8 (BGH 4223-39); C) P7
(BGH 4201-32); D) P6 (BGH 1716-16); E) P5 (BGH 7295-101); F) P4 (BGH 5012-72); G) P3 (BGH 4733-54);
H) P2 (BGH 4289-44); I) P1 (BGH 1716-17); J) P10 (BGH 6378-98).
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FIGURA 4 —Zimogramas obtidos para as isoenzimas [(A) — G6PDH; (B) — IDH], observadas em acessos de
pimenta (Capsicum chinense). Sequéncia dos acessos: A) P9 (BGH 6233-85); B) P8 (BGH 4223-39); C) P7
(BGH 4201-32); D) P6 (BGH 1716-16); E) P5 (BGH 7295-101); F) P4 (BGH 5012-72); G) P3 (BGH 4733-54);
H) P2 (BGH 4289-44); ) P1 (BGH 1716-17); J) P10 (BGH 6378-98).
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FIGURA 5 —Zimogramas obtidos para as isoenzimas [(A) — GOT; (B) — MDH], observadas em acessos de
pimenta (Capsicum chinense). Sequéncia dos acessos: A) P9 (BGH 6233-85); B) P8 (BGH 4223-39); C) P7
(BGH 4201-32); D) P6 (BGH 1716-16); E) P5 (BGH 7295-101); F) P4 (BGH 5012-72); G) P3 (BGH 4733-54);
H) P2 (BGH 4289-44); ) P1 (BGH 1716-17); J) P10 (BGH 6378-98).
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Deve-se destacar, no entanto, que, no presente
trabalho, foram observadas apenas duas bandas,
sempre na mesma posigao, porém a auséncia de
polimorfismo e/ou a presenga de heterozigose difi-
culta a determinagdo do numero de cadeias poli-
peptidicas do sistema enzimatico.

Outro sistema que se mostrou monomoérfi-
co para os acessos testados foi MDH. Na Figura
5B, pode-se verificar a presenga de um padrdo con-
tendo 10 bandas. Como ndo se detectou a presen-
¢a de bandas polimérficas, separaram-se as bandas
em quatro regibes, porém sem poder concluir quan-
to a segregacdo. Em estudo realizado por Schuelter
et al. (1999) para Capsicum flexuosum, foi detecta-
da a presenga de cinco regides, sendo possivel
verificar tanto a presenga de enzimas monomeéricas
como de diméricas. Mcmillin & Scandalious (1981)
detectaram em milho a presenca de trés locos géni-
cos que segregam independentemente, e que séo
denominados Mdh1, Mdh2 e Mdh3. Estes mesmos
autores revelaram que o produto do gene Mdh3
interage com Mdh1 ou Mdh2 para formar heterodi-
meros. De maneira geral, trés ou quatro isoenzimas
tém sido identificadas em diferentes espécies de
plantas e que apresentam atividade no citosol, mi-
trocondria e peroxissomos (Gottlieb, 1982 apud
Newton, 1983).

Pela analise de agrupamento pelo método
de Otimizacdo de Tocher (Tabelas 5 e 6), constatou
-se que a distdncia maxima entre o conjunto de
menores distancias entre cada acesso foi de 0,68,
formando, consequentemente, os grupos | e Il. Co-
mo foi detectada a concentragdo de nove acessos
no grupo |, efetuou-se o subagrupamento, resultan-
do o seguinte: IA - P1 (BGH1716-17), P6 (BGH1716
-16), P7 (BGH4201-32), P10 (BGH6378-98), P9
(BGH6233-85) e P5 (BGH7295-101); 1B - P3
(BGH4733-54) e P8 (BGH4223-39); IC - P4 (BGH
5012-72). O acesso P2 (BGH 4289-44) ficouno gru-
po Il.

A distancia média entre os grupos | e Il foi
de 0,72 (Tabela 5), evidenciando que o Unico inte-
grante do grupo Il (P2 - BGH4289-44) é bastante
divergente em relacdo aos demais acessos. Por
outro lado, os graus de divergéncia intragrupo foram
similares entre os subgrupos IA e IB, isto €, ambos
apresentaram uma disténcia de 0,26. Como os
acessos que compdem o grupo | apresentam maior
similaridade genética com base nos marcadores
RAPD e isoenzimas, pode-se sugerir que as recom-
binacdes neste grupo podem proporcionar variabili-
dades inferiores, se comparadas entre os grupos | e
II. Contudo, os subgrupos IA e IB apresentaram
consideravel divergéncia genética em relagdo ao
acesso P4 (BGH5012-72), podendo ser também
empregados em futuros cruzamentos.

Com o intuito de confirmar o agrupamento
obtido pela técnica de Tocher, realizou-se analise
pelo método hierarquico do UPGMA. Pela analise
do dendrograma (Figura 6), constatou-se que ape-
sar das metodologias empregarem distintas estraté-
gias de agrupamento, os resultados foram concor-

dantes. Contudo, a metodologia do UPGMA permite
mostrar, adicionalmente, a relacéo entre gendtipos
pertencentes a um mesmo grupo e/ou subgrupo.
Pode-se constatar no dendrograma que os acessos
que foram agrupados pelo método de Tocher no
subgrupo |A apresentaram consideravel divergéncia
genética e todos, com excegdo dos acessos P1
(BGH1716-17) e P5 (BGH7295-101), sdo pimentas
doces. Neste mesmo subgrupo pode-se constatar
que o acesso pungente P1 (BGH1716-17) e a pi-
menta doce P6 (BGH1716-16) apresentaram a me-
nor distancia genética, que pode ser explicada pelo
fato de fazerem parte da expedicdo de coleta no
municipio de Pindaré-Mirim/MA e que foram manti-
das em separado por conterem caracteristicas de
frutos bastante distintas, além da pungéncia.

Segundo Schuelter (1996), a diversidade
ecogeografica pode apresentar relevante utilidade
quando ndo se dispde de informagbes genéticas
sobre a capacidade de combinag&o dos gendtipos e
divergéncia genética entre os mesmos. No presente
trabalho, verificou-se que a localizagdo geografica
dos acessos e os resultados das analises obtidas
pelos métodos de Tocher e de UPGMA néo apre-
sentaram relagdo, descartando a possibilidade de
emprego desse critério na interpretagdo do agrupa-
mento. Os acessos P3 (BGH4733-54) e P8
(BGH4223-39), por exemplo, que foram agrupados
em IB, pertencem a diferentes regides geograficas,
Manaus/AM e Campinas/SP respectivamente. Estes
resultados apresentam concordancia com alguns
trabalhos de pesquisa realizados com espécies de
plantas cultivadas e silvestres (Yamada et al., 2002;
Vieiraet al., 2007; Siqueira, 2008).

CONCLUSOES

Os marcadores RAPD e isoenzimaticos se
apresentam viaveis na caracterizagao de acessos
de Capsicum chinense, tendo sido detectados poli-
morfismos em pimentas pungentes e doces que
possibilitam a formagédo de dois grupos, sendo o
grupo | subdividido em trés subgrupos. A maior di-
vergéncia genética é observada entre os acessos
P2 (BGH4289-44) e P8 (BGH4223-39), enquanto
que o0s mais similares sdo os acessos P1
(BGH1716-17) e P6 (BGH1716-16). A analise da
divergéncia genética evidencia que o cruzamento
do acesso P2(BGH4289-44) com os demais aces-
sos estudados deve propiciar resultados promisso-
res na obtengdo de segregantes superiores no me-
Ihoramento para caracteres de frutos. Finalmente, o
atributo pungéncia de frutos e sua localizagédo geo-
grafica ndo refletem a magnitude da diversidade
genética entre acessos pela analise dos marcado-
res utilizados.
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TABELA 5 — Distancias médias intra e intergrupos entre acessos de pimenta (Capsicum chinense) com base
no agrupamento do método de Otimizacdo de Tocher provenientes da avaliagdo de marcadores isoenzimati-
cos e RAPD.

Grupo/Subgrupo | 1A IB IC [}

I 0,47 - - - 0,72
IA 0,26 0,43 0,44 -
IB 0,26 0,34 -
IC 0 -

TABELA 6 — Agrupamento dos acessos de pimenta (Capsicum chinense) pelo método de Otimizagao de To-
cher com base no complemento do indice de Jaccard.

Grupo Acessos

A P1 (BGH1716-17); P6 (BGH1716-16); P7 (BGH4201-32);
P10 (BGH6378-98); P9 (BGH6233-85); P5 (BGH7295-101)

IB P3 (BGH4733-54); P8 (BGH4223-39)

IC P4 (BGH5012-72)

I P2 (BGH 4289-44)

Hitodo te sgrupaments  Igaeho Méca Enir Grupoy UPGHA]

; }7

FIGURA 6 — Dendrograma estabelecido pelo método do UPGMA dos acessos P1 (BGH 1716-17); P2 (BGH
4289-44); P3 (BGH 4733-54); P4 (BGH 5012-72); P5 (BGH 7295-101); P6 (BGH 1716-16); P7 (BGH 4201-
32); P8 (BGH 4223-39); P9 (BGH 6233-85); P10 (BGH 6378-98) de pimenta (Capsicum chinense), com base
no complemento do indice de Jaccard.
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