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A Deus,
aos meus pais,
agradeco a oportunidade de viver.

Metamorfose

Aqui dentro, nesse recinto pequeno, escuro e abafado,
sinto medo, angustia, solidao; porém, protecao.

N&o sei se é dia ou noite, se neva ou faz sol.
Como sera o mundo la fora?
Preto e branco ou colorido? Mas que seja menos sofrido.

Surpreendentemente, por um minusculo orificio,
passa uma energia prateada.
Sinto-me mais forte. Parece que meus musculos surgiram do infinito.
- O que é isso, meu Deus? Solto um grito.

O orificio esta se ampliando cada vez mais e, com ele,
sinto-me crescer.
Ao abrir os olhos, uma surpresa. Tudo € tdo ... Quero andar, voar,
cantar.

Que coisa bonita! Isso é a vidal!

Juliana Roriz Aarestrup
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RESUMO

AARESTRUP, Juliana Roriz, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
mar¢co de 2001. Analise morfolégica dos cromossomos de
pimentao (Capsicum annuum L.). Orientador: Carlos Roberto de
Carvalho. Conselheiros: Wagner Campos Otoni e Sérgio Herminio
Brommonschenkel.

Capsicum ¢é um dos membros mais importantes,
economicamente, da familia Solanaceae. De suas 25 espécies, cinco
sdo extensivamente cultivadas, principalmente pelo seu valor
agrondmico como especiaria. Apesar desta importancia econdmica,
estudos citogenéticos para a compreensao de aspectos carioevolutivos
das espécies de Capsicum ainda nao foram realizados. C. annuum L., a
espécie mais cultivada do género, ndo teve seu cariétipo claramente
caracterizado quanto a morfologia cromossdmica. No presente trabalho,
diversas técnicas citogenéticas foram aplicadas em linhagens e
variedades cultivadas de Capsicum annuum L., com o objetivo de
caracterizar o cariétipo da espécie. A eficiéncia dos pré-tratamentos,
utilizando 8-hidroxiquiloneina, amiprofos-metil, orizalina, trifluralina e

brometo de etidio, em diferentes concentragdes e tempos de exposi¢éo,



foi verificada em meristemas radiculares. A preparagdo das laminas
pela técnica de dissociagdo celular e secagem-ao-ar com maceragao
enzimatica foi realizada em cromossomos fixados. Com metodologias
citogenéticas de coloragao convencional e bandeamentos DAPI, Q, C e
NOR (Ag-NOR), foi possivel elaborar cariogramas e idiogramas, pelo
calculo do indice centromérico, da area e do perfil de densidade 6ptica
meédia e pelas medidas absolutas e relativas dos cromossomos. Dentre
as principais caracteristicas citogenéticas encontradas, nas amostras
estudadas, destacou-se o cariétipo com 2n=24 cromossomos,
composto de 11 pares metacéntricos, semelhantes morfologicamente, e
1 par acrocéntrico. Ndo se observaram regides positivas em
cromossomos submetidos as técnicas de bandeamento DAPI, Qe C. A
técnica de bandeamento NOR (Ag-NOR) evidenciou apenas uma regiéo
organizadora nucleolar localizada, distalmente, no brago curto do par
cromossémico de numero 8. Verificou-se a presenca de outras
constricdes secundarias, que sugerem ser vestigios citogenéticos de

rearranjos por fusdo de cromossomos.

Xi



ABSTRACT

AARESTRUP, Juliana Roriz, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
march of 2.001. Morphologic analysis of pepper (Capsicum
annuum L.) chromosomes. Adviser: Carlos Roberto de Carvalho.
Committee members: Wagner Campos Otoni and Sérgio Herminio
Brommonschenkel.

Economically, Capsicum is one of the most important
members of the Solanaceae family. Five of its 25 species are
extensively cultivated, mainly because of its agronomic value as spices.
Despite its economical importance, cytogenetic studies for the
comprehension of the caryevolutionary aspects of the Capsicum species
still have not been made. This way, C. annuum L. hasn’t had its
caryotype clearly characterized as far as its morphology chromosome.
In this study many cytogenetic techniques were applied to lines and
variety of C. annuum L. cultivated, with the main goal of having its
caryotype characterized. The efficiency of the pre-treatment using 8-

hydroxiquilonein, amiprophos-metil, oryzalin, tryfluralin and ethidium
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bromide, in different concentration and exposition time, was verified in
radical meristems. The slide preparation using the cell disassociation
technique and air dryness with enzymatic maceration was done in fixed
chromosomes. With cytogenetic methodology of conventional coloring
and banding DAPI, Q, C and NOR (Ag-NOR) it was possible to
elaborate caryograms and idyograms, by the index of the centromeric
calculus, the area and the profile of optical median density and by
absolute and relative measurements of the chromosomes. Among the
mainly cytogenetic characteristics found, distinguish the caryotype with
2n=24 chromosomes, formed by 11 metacentric pairs, morphologically
similar, and one nucleolar organized region, located at the end of the
short arm on the number 8 pair. It was verified the presence of other
secondary constrictions, which suggested being cytogenetic vestiges of

rearrangements by fusion of chromosomes.
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1. INTRODUGAO

A citogenética, ciéncia que surgiu com a associagao da citologia
com a genética (GIANNONI et al., 1988; GUERRA, 1988), propde analises
do genoma, fornecendo informagdes sobre a peculiaridade das espécies.
Essa area de estudo, que proporciona conhecimentos com relacdo a
organizagdo genbmica, € indispensavel na contagem do numero
cromossémico, na observagdo da morfologia de cromossomos mitéticos e
meioticos, no estabelecimento de padrbes cariotipicos, € na analise do
comportamento meidtico de hibridos intra-especificos e interespecificos
(BERTAO, 1993; SHI et al.,1996).

Desde 1960, houve um incremento do interesse em desenvolver
tecnologias auxiliares a caracterizagdo citogenética dos cromossomos
(BERTAO, 1993). Burkholder (1988) e Macgregor (1993), citados por
CARVALHO (1995), relataram que o progresso da citogenética, no que diz
respeito a melhoria da qualidade de preparagbes cromossOmicas, promoveu
a expansao dessa ciéncia, bem como a sua interagdo com a bioquimica e o
melhoramento vegetal e animal. Segundo HESLOP-HARRISON e
SCHWARZACHER (1993), a integracédo entre a citogenética e a biologia



molecular permitiu o surgimento da citogenética molecular, auxiliando na
compreensao de fenbmenos genéticos das espécies.

Técnicas de bandeamentos cromossémicos e de alta resolugéo
tém sido desenvolvidas, fornecendo informagdes significativas sobre a
origem, localizagcdo e quantidade de heterocromatina, além de auxiliar em
estudos evolutivos (GUERRA, 1988; CREMONINI, 1992; BERTAO, 1993;
MOSCONE et al., 1993; KAMSTRA et al., 1997).

No género Capsicum (Solanaceae), acessos para a compreensao
dos aspectos evolutivos tém incluido investigacbes de comparagao
morfologica, analise cariotipica e estudos de melhoramento genético (Mc
LEOD et al., 1983). Entretanto, pesquisas citogenéticas que auxiliem na
verificagdo das relagbes interespecificas nesse género ainda nao foram
realizadas (KUMAR, 1987).

Alguns sistematas tém designado todos os pimentdes como
derivados de uma unica espécie ancestral, enquanto outros tém proposto
multiplas e independentes linhas de domesticagédo (Mc LEOD et al., 1986).
Ainda, segundo BERTAO (1993), cruzamentos entre espécies selvagens e
cultivadas de pimentdo sdo possiveis, 0 que coloca em duvida se todas as
espécies existentes do género foram descritas na literatura.

Andlises citogenéticas de cromossomos mitéticos evidenciaram
que as espécies de Capsicum s&o dipldides (BERTAO, 1993; MOSCONE et.
al, 1993), e permitiram observar alteragdes no numero e no comprimento
cromossémicos, como também na posicdo e no numero de constricoes
secundarias (PICKERSGILL et al., 1979; KUMAR et al., 1987; BERTAO,
1993). O numero basico X=12 é tipico ndo somente do género, mas de toda
a familia Solanaceae (MOSCONE, 1990).

Segundo MOSCONE (1999), a heterocromatina constitutiva em
cromossomos de Capsicum ainda ndo tem sido bem estudada, desde o
trabalho de Shopova (1996), que apresentou dados muito provisérios sobre
algumas espécies do género. Em nivel celular, o0 método de marcagédo com

prata, o qual demonstra atividade génica de sitios rDNA, foi aplicado em



Capsicum, pela primeira vez, por MOSCONE et al. (1995). Muitos membros
do género apresentaram variagdes intra-especificas na morfologia
cromossémica. Observou-se que escassas diferencas de tamanho e de
morfologia na maioria dos cromossomos dificultam suas corretas
identificacdes por métodos convencionais de coloragao.

Dentro da espécie C. annuum, as variedades selvagens
apresentam maior quantidade de variagao cariotipica do que as variedades
cultivadas. Os efeitos da domesticacdo, nessa espécie, incluem a
diversidade cariotipica. Em Capsicum, a diversidade genética podera ser
mais bem relatada por amostragens de diferentes populagdes. Quebras
cromossémicas seguidas de rearranjos estruturais tém ocorrido durante a
divergéncia de diferentes espécies do género. Contudo, a diversidade
genética dentro de espécies cultivadas tem sido pouco explorada
(PICKERSGILL, 1997).

Alteragdes cromossémicas ou variagdoes estruturais, tais como
duplicagbes, inversdes, dele¢des e translocagdes, podem ser localizadas, e
o reconhecimento da regiao do cromossomo afetada pode ser feito pelos
padrées de bandas (SUMNER, 1990). As trocas cromossémicas tém sido
usadas na construgdo de novos cariétipos e, no meio ambiente, permitido a
evolugao e a especiagao de varias culturas (SINGH, 1993).

Translocagdes espontdneas em Capsicum foram observadas,
pela primeira vez, por ABIDA et al., em 1984. Rearranjos cromossdmicos
foram estudados em espécies do género (PRAKASH et al., 1992). Andlises
de outras espécies de Solanaceae mostraram que genes ribossomais em
plantas tém a habilidade de mudar de posicdo entre os cromossomos do
genoma (LEFEBVRE et al., 1995). Essas alteragcbes cromossOmicas
estruturais indicam a importancia desses eventos na evolugéo do género e
dentro das espécies de C. annuum (CONICELLA et al., 1990).

Dentro desse contexto, o presente estudo citogenético de

Capsicum annuum L. teve os seguintes objetivos:



a) Caracterizar o cari6tipo quanto ao numero e a morfologia dos
cromossomos metafasicos mitéticos;

b) Aplicar técnicas de bandeamentos DAPI, Q, C e Ag-NOR em
cromossomos mitoticos;

c) Montar o cariograma e o idiograma da espécie;

d) Determinar a area e o perfil de densidade dos cromossomos
mitéticos com o uso da metodologia de analise de imagem; e

e) Verificar se as caracteristicas identificadas na morfologia dos
cromossomos da espécie permitem esclarecer alguns aspectos evolutivos

de seu cariodtipo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A importancia da citogenética

No inicio do século XX, estabeleceu-se a importancia fundamental
dos cromossomos na herdabilidade de caracteristicas genéticas. Analises
genbmicas foram iniciadas em 1930 e 1940 (OHMIDO, 1995). Burkholder
(1988), citado por CARVALHO (1995), relatou que investigagdes
citogenéticas tém sido realizadas em nivel da organizagdo do material
nuclear e da sua transmissao para seus descendentes.

Longley (1937), citado por CAIXETA (1998), relatou que o estudo
da morfologia dos cromossomos, tal como o tamanho cromossémico,
permitiu a caracterizagao individual do complemento gendmico de plantas e
animais pelos primeiros pesquisadores, no final do século XIX. Segundo
GIANNONI et al. (1988) e SYBENGA 1992), a analise do genoma, em
termos de numero e morfologia cromossémicos, € chamada cariétipo, que é
tipico de cada espécie. Os cromossomos podem ser visualizados por
microscopia 6tica, ja que, durante a divisdo celular, mais precisamente na

fase de metafase mitdtica, a dimensdo e a localizagdo das constricoes



primaria (centrdbmero) e secundaria (regido organizadora nucleolar) podem
ser observadas com facilidade.

Funcionalmente, os aspectos morfolégicos mais importantes dos
cromossomos sao o centrébmero, a constricido secundaria e o telémero
(GUERRA, 1988; SYBENGA, 1992).

O centrbmero corresponde a uma constricdo limitante em
cromossomos metafasicos mitéticos e, normalmente, € um componente
estrutural Unico e visivel (THOMPSON et al., 1991; SYBENGA, 1992). E o
local onde ocorre a reunido das cromatides-irmas. Ao final da divisdo celular,
as cromatides se separam, sendo denominadas de cromossomos
(GIANNONI et al., 1988; CHOO, 1997). Termos especiais sao usados para
designar a posigao do centrdmero: mediano, submediano, subterminal e
terminal;, e o0s cromossomos com as correspondentes posicoes
centroméricas:  metacéntrico, submetacéntrico, = subacrocéntrico e
telocéntrico (SYBENGA, 1992; FUKUI e NAKAYAMA, 1996).

Como resultado de rearranjos cromossémicos, alguns
cromossomos apresentam dois centrdbmeros. Na maioria dos casos, a
presenga de dois centrébmeros resulta em irregularidades durante a diviséo
nuclear por causa da orientacdo independente das partes irmas. Algumas
vezes, um dos centrébmeros é inativado. Quando essa inativagdo é completa,
a constricdo nao € visivel e ocorre auséncia de proteinas centroméricas
especificas no local. Caso essa inativagao seja incompleta, alguma proteina
centromérica especifica pode estar presente, e a constricdo se torna visivel,
apesar de n&o apresentar nenhuma acgao clara de microtubulos (SYBENGA,
1992).

A regido organizadora nucleolar (NOR) é um segmento
cromossdémico que apresenta gene copias multiplas (de 500 a 1.000 copias)
dos dois maiores fragmentos 18S e 28S de rRNA (SYBENGA, 1992; FUKUI
e NAKAYAMA, 1996; CAIXEIRO, 1999). O gene que codifica o menor
fragmento de rRNA (5S), que também é representado em copias multiplas,

esta localizado em outra regido do genoma, distribuido em muitos locos ou



concentrado em apenas um loco (SYBENGA, 1992; CAIXEIRO, 1999).
Durante o estadio de contragdo mitética dos cromossomos, a NOR ativa na
fase de intérfase se torna visivel como uma constricdo, denominada de
constricdo secundaria. Essa regido cromossdmica constitui uma
caracteristica morfolégica e funcional importante, quando presente no
cromossomo (SYBENGA, 1992).

Os telébmeros sao estruturas localizadas nas extremidades distais
dos cromossomos e que promovem a protecdo das terminagdes de DNA
contra o ataque de nucleases ou contra a fusdo cromossdmica (SYBENGA,
1992; KIPLING, 1995). Quando um cromossomo é secionado e ocorre perda
do telébmero, a extremidade terminal formada apresenta forte tendéncia de
se associar a outro fragmento cromossémico. Dessa forma, alteragbes
cromossdmicas e gendmicas podem surgir (GUERRA, 1988; KIPLING,
1995).

Moys et al., em 1989, citaram que a caracterizagéo telomérica de
Arabidopsis e de humanos tem revelado que a estrutura e a sequéncia de
DNA da maioria dos telémeros de eucariotos sdo muito similares. Na maioria
dos organismos estudados, o telémero consiste de muitas copias repetidas
em tandem de sequéncias ricas em adenina e timina (AT). Os teldbmeros
mostram fungcdo na manutengdo da estrutura e da integridade dos
cromossomos. Suas estruturas dindmicas (diminuem de tamanho com certa
facilidade) sao caracteristicas peculiares da replicacdo telomérica. Em
muitos eucariotos, os teldbmeros estdo associados, citogeneticamente, a
outras sequéncias de DNA repetidas em tandem, chamadas de DNA satélite.
Por hibridizacdo in situ, tem sido demonstrado que o DNA satélite esta
localizado perto ou dentro dos teldomeros (GANAL et al., 1991).

Heitz, em 1928, introduziu o conceito de eucromatina e de
heterocromatina. O autor mostrou, por técnicas de coloragdo simples, que
certos segmentos cromossOmicos, denominados de heterocromatina

constitutiva, permanecem visiveis apds a fase de teldéfase do ciclo mitético.



Em contraste, a eucromatina se descondensa e ¢é indistinguivel, na forma de

corpos cromossémicos discretos, apds a telofase (SUMNER, 1990).

2.2. Aspectos morfolégicos dos cromossomos

As metodologias de pesquisa desenvolvidas com a finalidade de
verificar a estrutura e os componentes quimicos cromossOmicos tém
proporcionado refinamentos graduais da citogenética. Essas metodologias
promoveram a resolucdo detalhada de cromossomos no que diz respeito a
localizagéo de locos génicos e a analise de seus componentes quimicos.
Esse foi um passo significativo na ciéncia, ja que o estudo da estrutura,
fungdo e do comportamento dos componentes cromossémicos s&o de
grande importancia na compreensao da biodiversidade e evolugdo das
espécies (SHARMA e SHARMA, 1999).

Cromossomos prometafasicos, especialmente de plantas com
cromossomos pequenos e que se condensam intensamente no estadio
metafasico, tém sido conhecidos por proporcionarem informagdes
importantes, e que n&o poderiam ser vistas se 0s cromossomos n&o
estivessem em um grau menor de compactagdo (CLARK e WALL, 1992;
FUKUI e NAKAYAMA, 1996).

Cromossomos mais distendidos também podem ser bandeados
(apresentando maior numero de bandas), e a principal importancia de sua
utilizacdo em estudos morfolégicos tem sido a determinagdo exata das
bandas e dos pontos de quebra-fusdo, quando ocorrem alteragdes
cromossémicas (THERMA e SUSMAN, 1992). Dessa forma, as técnicas de
bandeamento cromossémico tém contribuido para a identificagdo de
alteracbes cromossOmicas e seus locais de ocorréncia no genoma
(GIANNONI et al., 1988).



A obtencao de células metafasicas normais sem o uso de técnicas
fisicas ou quimicas, ndo € um caminho viavel para a analise detalhada do
genoma de uma espécie, pois 0s cromossomos nao se apresentam de forma
linear (SYBENGA, 1992). SUMNER, em 1990, relatou que o tratamento de
células com varias substancias produz efeitos significativos na aparéncia dos
Cromossomos.

Segundo RIEGER et al. (1991) e KING et al. (1993), os termos C
metafase, C meiose e C mitose se referem as metafases obtidas pelo
tratamento de uma populacdo de células com substancias de acao
bloqueadora. O acumulo de figuras metafasicas ocorre pelo bloqueio parcial
ou completo da formacao das fibras do fuso que, normalmente, direcionam a
distribuicdo cromossémica na célula.

As técnicas de preparagbes cromossOmicas surgiram com o
desenvolvimento de métodos que proporcionaram a obtengdo de
cromossomos espalhados sobre a lamina. Muitas das técnicas de pré-
tratamentos foram elaboradas para obter colegbes de células mitéticas com
metafases sem sobreposi¢coes de cromossomos (SYBENGA, 1992; FUKUI e
NAKAYAMA, 1996). Esses métodos, denominados de pré-tratamentos, tém
sido utilizados com alguns propositos: ocorre paralisacdo da formagao das
fiboras do fuso por causa do aumento da viscosidade do citoplasma
(SYBENGA, 1992; SINGH, 1993; SHARMA e SHARMA, 1999),
proporcionando, assim, o acumulo maior do numero de células metafasicas;
e 0s cromossomos sao compactados longitudinalmente. Contudo, as
constricbes primarias e secundarias (quando presentes) aparecem distintas
e faceis de serem detectadas (RIEGER et al., 1991; SINGH, 1993; SHARMA
e SHARMA, 1999); as solugbes de fixagdo penetram com mais facilidade no
material por causa da remocgdo de material celular dispensavel (SINGH,
1993).

Alguns agentes bloqueadores afetam partes eucromaticas e
outros, regides heterocromaticas dos cromossomos (SUMNER, 1990). Como

consequéncia, apos tratamento adequado, os cromossomos permanecem



distendidos, retilineos e bem espalhados, o0 que permite a caracterizagéao
detalhada do cari6tipo da espécie em estudo (SUMNER, 1990; SYBENGA,
1992).

Segundo SHARMA e SHARMA (1999), a formagéao das fibras do
fuso depende do equilibrio entre a viscosidade citoplasmatica e os
componentes dessas fibras. Qualquer alteragdo do estado coloidal do
citoplasma acarreta um disturbio nos mecanismos da fibra, reduzindo a sua
forca de ligagdo aos cromossomos. Essa modificagdo celular também afeta
0s cromossomos que apresentam hidratagéo diferencial de seus segmentos.
Nessas condi¢des, as constricbes surgem como regides mais claras.

Testes comparativos de varios pré-tratamentos sao realizados
com o intuito de se fazer contagens cromossdémicas (KATO, 1997). A
colchicina € um agente bloqueador muito utilizado para obter células
metafasicas, quando administrada em baixa concentragdo (cerca de 0,5%).
E uma substancia presente nas células da raiz de Colchicum autumnale, que
foi isolada, pela primeira vez, por Zeisel, em 1883. Sua reagdo quimica
promove modificagdo da viscosidade do citoplasma, e é ativa em uma larga
faixa de temperatura (SYBENGA, 1992; SHARMA e SHARMA, 1999).
Estudos realizados com feijdo demonstraram que o uso de colchicina facilita
a entrada do fixador na célula (SINGH, 1993), mantendo a integridade dos
cromossomos sem causar distor¢gdes (SHARMA e SHARMA, 1999).

Os herbicidas tém sido utilizados, também, pelo mesmo
fundamento do uso da colchicina. Pesquisando-se essas substancias,
observou-se que elas apresentam afinidade maior pela tubulina das fibras do
fuso do que a colchicina. Dessa forma, também podem ser Uteis em pré-
tratamentos de células. Os herbicidas mais empregados sao: 8-
hidroxiquinoleina, hidroxiuréia, amiprofos-metil (APM), trifluralina e orizalina
(KATO, 1997a).

De acordo com SINGH (1993), o uso da 8-hidroxiquinoleina em

estudos cromossémicos € util por proporcionar boa visualizagdo das
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constricbes primaria e secundaria. Contudo, o bloqueador altera a
viscosidade dos cromossomos, favorecendo, assim, a sua aglomeragao.

O oOxido de nitrogénio é uma substancia gasosa que também
apresenta um efeito antimicrotubulo, e tem sido usada em trigo (KIHARA e
TSUNEWAKI, 1960; HANSEN et al., 1988), cevada (SUBRAHMANYAM e
KASHA, 1975) e batata (MONTEZUMA-DE-CARVALHO, 1967).

Tratamentos de congelamento-aquecimento-congelamento
aumentam a condensacgao e a dispersdo dos cromossomos de milho (KATO,
1997). Em geral, a etapa a frio € realizada por 18 a 24 horas, pois tempos
mais longos de exposigao ocasionam a formagado de cromossomos muito
compactados em cereais (SINGH, 1993).

O brometo de etidio € um fluorocromo que pode ser utilizado tanto
na coloragdo (técnicas de bandeamentos) como, também, nos pré-
tratamentos dos cromossomos. Quando administrado em doses adequadas,
promove a obtencdo de cromossomos metafasicos menos condensados.
Dessa forma, cromossomos menos retorcidos e com suas estruturas
evidentes podem ser visualizados (FUKUI e NAKAYAMA, 1996).

A aplicacao de solugdes fixadoras também tem sido realizada por
manterem as células no estadio de divisdo sem causar a distor¢cdo dos
cromossomos (SINGH, 1993). Particularmente, o uso de solucéao fixadora de
metanol-acido-acético tem sido conveniente por proporcionar aumento
relativo do numero de preparagdes de boa qualidade (GOSDEN,1994).

Emsweller e Stuart (1944), citados por FUKUI e NAKAYAMA
(1996), sugeriram, pela primeira vez, a possibilidade do uso de maceragéao
enzimatica para preparar boas amostras de cromossomos de plantas. A
combinacdo dessa metodologia com a técnica de secagem-ao-ar é usada,
com sucesso, em muitas investigagdes cientificas. Conforme SYBENGA
(1992), a maceragao € necessaria para auxiliar no espalhamento dos
cromossomos sobre a lamina. Entretanto, maceragbes de longa duragéo

destroem ou reduzem a estabilidade cromossémica.
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2.3. Técnicas de coloragao e bandeamento cromossémico

Segundo SUMNER (1990), o termo bandeamento cromossdmico
se refere ao processo de producdo de bandas por meio de variacdo das
propriedades de coloragdo ao longo do cromossomo. Em muitos casos, os
cromossomos sao submetidos a pré-tratamentos e a coloragdo com
corantes, objetivando revelar o nivel de organizagdo cromossémica.

Darlington e La Cour (1938) foram os primeiros pesquisadores a
observar cromossomos bandeados, com possibilidades de diferenciar pares
de cromossomo (CREMONINI, 1992). Desde a sua descoberta, o
bandeamento cromossdmico emergiu como uma ferramenta importante na
identificacdo dos pares de homodlogos e segmentos cromossOmicos
(RICHER e DROUIN, 1990; SHARMA e SHARMA, 1999), ja que as técnicas
convencionais de coloragdo nao permitiam a diferenciagdo dos
cromossomos com morfologia semelhante (SHARMA e SHARMA, 1999).

Analises estruturais, morfoldgicas e funcionais dos cromossomos,
utilizando técnicas de bandeamento, tém sido realizadas com o objetivo de
ampliar os conhecimentos cariotipicos e evolutivos de espécies de plantas e
animais (SUMNER, 1990). Regides cromossOmicas, funcionalmente
diferenciadas como regides nucleolares ou ribossomais, possuem padroes
especificos de bandeamentos apos coloragdo com corantes especificos para
DNA (FUKUI e NAKAYAMA, 1996; SHARMA e SHARMA, 1999).

Experimentos foram desenvolvidos com a finalidade de
determinar o efeito de varios tratamentos em proteinas histbnicas e nao-
histbnicas, quando realizados em bandeamentos cromossémicos. Os
resultados demonstraram a ocorréncia de alteragcbes quantitativas e
qualitativas dessas proteinas com a utilizagao das técnicas de bandeamento.
Assim, cada técnica de bandeamento produz alteragdes protéicas
(BURKHOLDER e DUCZEK, 1982).
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2.3.1. Coloragao com Giemsa

O Giemsa € um corante que marca 0s Cromossomos, mesmo
quando estes sdo muito pequenos. Entretanto, por coloracdo convencional,
as regides densamente coradas podem ndo ser notadas por causa da
densidade da cromatina (GUERRA, 1988).

De acordo com SYBENGA (1992), a apresentagdo do caribtipo
simplesmente pelo cariograma corado por coloragao uniforme com Giemsa
nao é o suficiente, pois essa metodologia ndo é capaz de especificar todas
as caracteristicas morfolégicas necessarias para a identificacdo individual
dos cromossomos. O problema se torna ainda maior quando o genoma é
composto de cromossomos morfologicamente semelhantes, pois podem
ocorrer varios equivocos na ordenacdo dos cromossomos com base no
comprimento e posigao centromérica.

Algumas substancias podem afetar a estrutura cromossdmica de
tal maneira que, corando-os apenas por coloragdo convencional ou Giemsa,
0s cromossomos ja apresentam bandas (SUMNER, 1990; SYBENGA, 1992).
Em roedores Clyomys laticeps, os cromossomos corados com Giemsa
permitiram a visualizacdo de um par de constricbes secundarias, as quais
foram confirmadas como regides organizadoras nucleolares pela técnica de
bandeamento Ag-NOR (GUERRA, 1988).

2.3.2. Bandeamento com DAPI

Uma grande variedade de fluorocromos tem sido usada na
marcacao de cromossomos € na producdo de padrdes caracteristicos de
fluorescéncia (VERMA e BABU, 1995) por proporcionarem uma analise mais
refinada das amostras cromossémicas (SHARMA e SHARMA, 1999). Os

fluorocromos ou substancias fluorescentes podem ser categorizados em dois
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tipos diferentes, com relacdo as suas afinidades pelos pares de bases do
DNA, que sdo adenina e timina ou citosina e guanina (VERMA e BABU,
1995).

Muitos dos procedimentos de marcacdo sao amplamente
utilizados em padrbes de bandeamento, quando em combinagédo com outro
DNA ligante apropriado. Esses métodos envolvem a marcagao dos
cromossomos com duas substancias quimicamente diferentes e, também,
sdo conhecidos como dupla marcagédo e contraste. O fluorocromo, cuja
fluorescéncia € observada, é designado como marcador primario, enquanto
qgue o DNA ligante é o contrastante, que ndo apresenta a mesma intensidade
de fluorescéncia (VERMA e BABU, 1995).

O DAPI (4’-6-Diamidino-2-Phenylindole) é um fluorocromo que se
liga, preferencialmente, as regides cromossbmicas ricas em bases
nitrogenadas adenina e timina (AT). Como essa substancia fluoresce na
presenca de estruturas compostas de DNA, a sua utilizagdo na producéo de
bandas vem sendo realizada com sucesso (GALBRAITH et al., 1995; FUKUI
e NAKAYAMA, 1996).

O método de bandeamento cromossémico fluorescente foi
aplicado em espécies de Pinaceae, e revelou ser uma ferramenta util para a
identificacao individual de cromossomos. Os cromossomos de P. jezoensis
var. jezoensis e P. jezoensis var. hondoensis foram submetidos a coloragao
com DAPI para relatar a relagdo filogenética dentro do género Picea
(HIZUME et al., 1989).

Segundo Schweizer (1976), preparagbes cromossémicas tém

sido feitas com os fluorocromos DAPI e Cromomicina As, produzindo

padrées de bandeamentos complementares de acordo com a composi¢cao
de bases do DNA (AMBROS e SUMNER, 1987).
Essa metodologia foi aplicada em espécies de Pinus e Larix. A

marcagao com DAPI/ cromomicina A3 indicou que o DAPI tem preferéncia

pelas bases AT do DNA, enquanto que a cromomicina As fluoresce na
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presenga da base guanina. Desse modo, as regides coradas com

cromomicina A3 permaneceram escuras com o DAPI. Com o auxilio dessas

duas substancias, o caridtipo da espécie foi caracterizado. No género Picea,
os padrdes de bandeamento forneceram dados importantes sobre a filogenia
das espécies (HIZUME et al., 1989).

O bandeamento fluorescente com DAPI e Cromomicina As foi

realizado em espécies de Citrus. Verificou-se o potencial da técnica em seis
espécies, em que cada genoma pdde ser distinguido e os cromossomos do
complemento das espécies foram diferenciados entre si, mostrando padrbes
cromossémicos distintos. A morfologia e o tamanho cromossdémicos, bem
como a posicdo centromérica, foram demonstrados com facilidade.
Observou-se grande quantidade de heterocromatina, sendo a maior parte
corada com DAPI. Os resultados revelaram alto grau de heterozigosidade
das espécies. Os padrées de bandeamento, nesse género, demonstraram
que a técnica tem utilidade em estudos evolutivos e em programas de
melhoramento. Os resultados indicam, quanto a evolugdo no género, que os
padrdées de bandeamento nao trouxeram evidéncia clara sobre eventos de
translocacdo ou inversdo cromossémicas, mas consideram a hipotese de
origem hibrida de algumas espécies (GUERRA, 1993).

Schweizer (1976), citado por AMBROS e SUMNER (1987),

relatou que a técnica DAPI/ Cromomicina Az foi utilizada para comparar a
producdo de bandas em cromossomos mitéticos e meidticos de células
humanas. Os cromb6meros de cromossomos paquiténicos mostraram-se
DAPI positivos e Cromomicina A3z negativos. Os dados sugeriram que a

maioria dos cromdémeros em cromossomos paquiténicos humanos sé&o
correspondentes as bandas DAPI positivas em cromossomos mitoticos.
Verificou-se que as regides teloméricas da maioria dos cromossomos
humanos apresentam propriedades de marcacao distintiva, o que indica que

essas regides sdo compostas por constituicdes singulares de DNA.
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Sumner (1982) relatou que os cromossomos mostraram maior

intensidade da fluorescéncia quando corados com DAPI do que quando

submetidos a coloracdo com Cromomicina As. Portanto, cromdmeros

paquiténicos humanos, por serem DAPI positivos, possuem seus conteudos
de DNA ricos em bases adenina e timina. Contudo, a por¢gdo de cromdémeros

dos teldmeros mostram propriedades opostas, pois fluorescem fortemente

com Cromomicina A3 e fracamente com DAPI. Assim, os teldbmeros sao

caracterizados como regides de DNA ricas em bases citosina e guanina
(AMBROS e SUMNER, 1987).

Segundo GUERRA (1989), Schweizer (1976) informou que, para
fornecer uma compreensdo melhor sobre as caracteristicas cariolégicas, os

cromossomos de Azima tetracantha foram marcados com DAPI e

cromomicina As, verificando-se, assim, a arquitetura cromossémica e a

constituicdo heterocromatica. Os resultados sugerem que a heterocromatina
dessa espécie apresenta maior quantidade de DNA rico em bases citosina e
guanina (CG), pois a regido se cora, mais frequentemente, com cromomicina
do que com DAPI. Quanto aos cromossomos acrocéntricos, indicou que
apresentam os bragos longos muito similares aos bragos dos cromossomos
metacéntricos, levando a hipétese de que evento do tipo fissdo céntrica pode
ter ocorrido durante a evolugao desse grupo.

Conforme relatos de OKADA (1991), estudos comparativos entre

a marcagao com DAPIl/cromomicina A3z e o bandeamento C contribuiram

para analises da diversidade citogenética na espécie Aconitum sanyoense.

A heterocromatina constitutiva de plantas e animais,
frequentemente, contém grande quantidade de sequéncias de DNA
repetitivo. John e Miklos (1979) relataram que, contudo, pouco se sabe
sobre as suas fungdes e os principios que governam sua evolugdo Os
segmentos cromossdmicos heterocromaticos podem influenciar na
quantidade e na localizagdo de recombinagbes meidticas (DEUMLING,
1982).
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Em alguns grupos de plantas superiores, ocorrem diferengas
interespecificas na quantidade e na distribuicdo da heterocromatina
constitutiva, proporcionando os estudos de taxonomia em nivel do DNA.
Scilla siberica possui a maior parte de seu DNA satélite e de sua
heterocromatina ja estudados. Para ampliar ainda mais os conhecimentos

citolégicos da espécie, foram utilizadas técnicas de bandeamento

fluorescente com quinacrina, DAPI e cromomicina A3. Em alguns casos, a

fluorescéncia diferencial da heterocromatina foi influenciada pela duracao da
fixacdo do material. Esse dado sugere que outros constituintes cromatinicos
(além do DNA), provavelmente proteinas, também sao marcados pelo
fluorocromo (DEUMLING, 1982).

2.3.3. Bandeamento Q

Em 1968, Caspersson e outros autores publicaram seus primeiros
trabalhos, utilizando a coloragdo de cromossomos com uma substancia
fluorescente ou fluorocromo, conhecida como quinacrina mostarda
(SUMNER e EVANS,1973; LIN, et al., 1975; SUMNER, 1990). A técnica foi
designada como bandeamento Q, que representa a mais antiga e versatil
das metodologias modernas de produgcdo de padroes de bandas
fluorescentes, proporcionando variacbes de intensidade da marcagao
(SELANDER e DE LA CHAPELLE, 1977). Caspersson e colaboradores
demonstraram a heterogeneidade da composicdo de bases do DNA
cromossémico com a utilizagdo do corante, que reage especificamente com
certas bases nitrogenadas (SUMNER e EVANS,1973; LIN, et al., 1975;
SUMNER, 1990). Foi iniciada, entdo, uma nova era do bandeamento
cromossémico. A descoberta tem fornecido contribui¢cdes fundamentais para
a citogenética sobre a estrutura e a organizagdo cromossOmicas
(SELANDER e DE LA CHAPELLE, 1977).
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O bandeamento Q parece ser sensivel a preparacdo da lamina
(LIN et al., 1975). Segundo SUMNER e EVANS (1973), os cromossomos
fixados em metanol/acido acético contém pouca ou nenhuma proteina
histobnica. Dessa forma, os cromossomos submetidos a essa solucdo
fixadora devem apresentar cadeias de DNA associadas a proteinas nao-
histénicas, em arranjos favoraveis para a ligagao da quinacrina. Observou-se
que toda perda de estrutura de proteinas em cromossomos resultou em
perda da afinidade entre a substancia e o DNA. Mesmo que a exposi¢cao do
DNA nativo ao fixador resultar em consideravel desnaturacao, a fixacdo de
células nessa solugao nao altera a naturagdo do DNA cromossémico. Assim,
os padrbées de bandeamento observados em cromossomos fixados em
metano/acido acético e corados com quinacrina ndo podem ser
considerados um reflexo de uma desnaturacao diferencial do DNA.

A técnica de bandeamento Q aplicada em cromossomos fixados
com metanol/acido acético proporcionou a ligagdo exclusiva da quinacrina
mostarda ao DNA. Foi verificado, também, que os padrées de bandeamento
nao variam entre diferentes tecidos de uma mesma espécie. Isso indica que
os constituintes tecidos-especificos dos cromossomos nao estdo envolvidos
na marcacao (SUMNER e EVANS, 1973)

Ellison e Barr (1972), citados por CAIXEIRO (1999), relataram que
os cromossomos banda Q positivos apresentam uma série de regides
fluorescentes intensas, intercaladas por regides escuras, ao longo de todo o
comprimento cromossémico. Esse padrdo de bandas é caracteristico de
cada cromossomo e auxilia, portanto, na identificacdo individual dos
mesmos.

Quando a lamina submetida ao bandeamento Q € exposta a longo
tempo de exposicdo microscopica, ocorre perda da fluorescéncia do
material. Com o objetivo de suprir esse problema, foram examinados os
fatores envolvidos na producédo de banda Q. O pH ideal para a técnica esta
entre 4,5 e 55. Em ambos os pHs, houve produgcdo de bandas, e a

fluorescéncia apareceu brilhante e destacada. O aumento da fluorescéncia
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com a utilizagdo desses pHs ocorreu com a ionizagdo do grupo amino da
molécula de quinacrina (LIN, et al., 1975).

Alguns autores relataram que o efeito da variagdo na composi¢ao
de bases do DNA é bem documentado por bandeamento fluorescente com
quinacrina (COMINGS e DRETS, 1975). Considera-se que regioes
cromossémicas, compostas de DNA rico em adenina e timina, sao
destacadas com fluorescéncia mais intensa (SUMNER e EVANS, 1973;
SELANDER e DE LA CHAPELLE, 1977; CAIXEIRO, 1999).

Cromossomos in situ, diferencialmente destacadas por coloragéo
fluorescente, indicam as diferencas de conteudo das bases do DNA.
Observou-se que o baixo conteudo de CG promove maior intensidade da
fluorescéncia. Assim, o aumento na porcentagem de bases CG acarretou em
decréscimo da intensidade da fluorescéncia. Esses dados sugerem que
existe relagcédo entre a temperatura de desnaturacdo do DNA e a intensidade
da fluorescéncia. Como o DNA rico em CG necessita de temperatura de
desnaturagédo mais elevada do que o DNA rico em AT, a intensidade da
fluorescéncia em sequéncias ricas em CG fluorescem menos. Essa hipotese
€ reforgada pela observagdo de que regides cromossOmicas banda Q
positivas desnaturam a temperaturas mais baixas do que regides banda Q
negativas. A importancia das proteinas nos bandeamentos cromossémicos
ainda é obscura. Contudo, a composi¢ao protéica, bem como a agregacgao e
a interacdo dessas proteinas com o DNA, devem contribuir para a produgao
de bandeamento Q (SELANDER e DE LA CHAPELLE, 1977).

Alguns autores relataram que a variagdo na composi¢cédo de
bases do DNA em todo o comprimento cromossémico pode ser a base
primaria (CAIXEIRO, 1999), mas ndo a unica caracteristica responsavel
pela ocorréncia de bandeamento. A fluorescéncia decresce fortemente na
presenca de guanina. Contudo, ndo existe indicagdo de que bandas
fluorescentes positivas sao ricas em adenina e timina (AT). De fato, a
heterocromatina centromérica de cromossomos de ratos e regides das

constricbes secundarias de cromossomos humanos tém sido caracterizadas
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como ricas em sequéncias AT, mas que nado fluorescem com quinacrina.
Porém, as mesmas regides fluorescem com a substancia na intérfase
(SUMNER e EVANS,1973; COMINGS e DRETS, 1975).

As evidéncias nao suportam a idéia de que bandas Q refletem as
diferencas de composi¢cdo de bases dos cromossomos, e a variabilidade
sugere que a fluorescéncia € afetada pela influéncia de proteinas associadas
a condensacao do DNA, mais do que pela composicdo de bases. Assim, as
condi¢cdes apropriadas necessarias ao bandeamento dependem, também,
da relagdo entre o DNA e as proteinas nao-histbnicas (SUMNER e
EVANS,1973; COMINGS e DRETS, 1975). A melhor maneira tem sido
selecionar o componente que fornece maior evidéncia das bandas
fluorescentes, mas que seja insensivel a variagao na composigao de bases
(COMINGS e DRETS, 1975).

2.3.4. Bandeamento C

Segundo SUMNER (1990), a técnica de bandeamento C é de
grande importancia na compreensao dos aspectos evolutivos das espécies,
pois evidencia aberragdes cromossémicas, como translocagdes e inversoes.

O bandeamento C tem sido utilizado em plantas, ja que, em geral,
apresentam grande quantidade de heterocromatina (FUKUI e NAKAYAMA,
1996). A visualizacdo de figuras cromossdmicas positivas para esse
bandeamento permite a localizagdo de heterocromatina, e pode ser utilizada
na identificacdo e na comparacao de cromossomos, quanto ao tamanho e a
posicdo centromérica (GUERRA, 1988; BERTAO, 1993). Dessa forma, o
mapa cromossdmico de Triticum aestivum pbde ser construido, baseando-se
nos polimorfismos das bandas C (GILL et al., 1991). A técnica foi utilizada
por Vosa e Marchi (1972) em Vicia faba, Allium carinatum, Scilla siberica,

Tulbaghia leucantha, T. verdoonii, T. alliacea e Zea mays, revelando
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numerosas regides heterocromaticas extracentroméricas (CREMONINI,
1992).

O pré-tratamento com acido (HCI) atua na depurinagao do DNA,
sem que ocorra quebra da dupla hélice. Em seguida, a utilizagdo de
hidroxido de bario (BaOH) promove a desnaturagdo do DNA, que é
fragmentado em pequenos segmentos. Com essa metodologia, o DNA de
regides eucromaticas € extraido, proporcionando o destaque das regides
heterocromaticas por coloragdo com Giemsa (SUMNER, 1990).

Aguiar-Perecin e Vosa (1985b), citados por BERTAO (1993),
demonstraram, por meio do bandeamento C, que ocorrem variagbes do
comprimento relativo dos cromossomos somaticos em diversas ragas de Zea
mays. A técnica proporcionou verificar que esse aumento ocorre por causa
de um acréscimo de heterocromatina no complemento da espécie. Os
autores indicam, também, que o polimorfismo encontrado no padréo de
bandas C permite a caracterizacao das racas de milho.

A identificagdo de cromossomos somaticos de batata é dificultada
pelo pequeno tamanho e similaridade morfolégica dos cromossomos.
Entretanto, o alto grau de polimorfismo cromossdmico, apds a técnica de
bandeamento C, permitiu a construgao do cariétipo mitético. Em associagéo,
foi utilizada a técnica de hibridizacao in situ, a qual revelou que as unidades
transcritas de genes rRNA sdo altamente conservadas nessa espécie
(WAGENVOORT et al., 1994).

Apesar da grande contribuigao citogenética que o bandeamento C
tem proporcionado, muitas espécies apresentam as regides
heterocromaticas dispersas pelo genoma ou em quantidade tdo reduzida
que nao ocorre formagdo de bandas. Assim, a diferenciacdo linear dos

cromossomos nao se torna possivel por essa metodologia (BERTAO, 1993).
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2.3.5. Bandeamento NOR (Ag-NOR)

Os genes ribossomais presentes em organismos eucariotos
(rRNA) sao: 5,8S, 18S e 28S. Esses rRNAs sao processados a partir de um
transcrito primario produzido pela RNA polimerase |, e 100 a 1.000 copias
arranjadas estdo presentes em longas repeticbes em tandem, onde as
plantas apresentam os numeros mais altos de copias desses genes
(COPENHAVER e PIKAARD, 1996; HABERER et al., 1996; PEDROSA et
al., 1997).

Mc Clintock (1934) relatou que quando se localizam em apenas
um loco, os genes rRNA repetidos em tandem sao conhecidos como regiao
organizadora nucleolar (COPENHAVER e PIKAARD, 1996); mas podem
estar agrupados na heterocromatina de uma ou mais NORs (GECHEFF e
HVARLENA, 1994; LOPEZ-LEON et al., 1995).

CERMENO et al. (1984), COPENHAVER e PIKAARD (1996) e
PEDROSA et al. (1997) citaram que, nas regides organizadoras nucleolares,
sao localizados os genes rRNA responsaveis pela formagao do nucléolo que
€ um sitio de sintese ribossdbmica organizado ao redor dos genes rRNA
durante a intérfase. Mc Clintock, em 1934, relatou que as NORs em
cromossomos metafasicos apresentam, em geral, dois componentes : o sitio
de formagdo nucleolar interfasico e a heterocromatina adjacente,
denominada satélite (VON KALM e SMYTH, 1983).

As NORs sao os locos genéticos mais estudados na citogenética,
por causa de suas peculiaridades de funcéo e estrutura. Sdo observadas em
pelo menos um dos cromossomos do conjunto haploide das espécies (LAY,
1978; GUERRA, 1988; FUKUI e NAKAYAMA, 1996; PEDROSA et al., 1997),
e apresentam grande variagdo nos seus numeros, tamanhos e localizagées
dentro de uma mesma espécie, por causa do seu alto indice de repeticdo. O
segmento terminal também é variavel em tamanho e, quando a NOR é
terminal, esse segmento ndo se torna evidente (VAUGHAN et al., 1993;
PEDROSA et al., 1997).
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A localizacédo e a expressdo de cada NOR podem ser facilmente
visualizadas pela marcagao diferencial de cromossomos profasicos e, ou,
metafasicos (LAY, 1978; GUERRA, 1988; FUKUI e NAKAYAMA, 1996;
PEDROSA et al., 1997), com o uso de microscopia convencional (GECHEFF
e HVARLENA, 1994).

De acordo com Dover (1982), citado por HABERER et al. (1996),
as regides organizadoras nucleolares sdo caracteristicas muito estudadas
em plantas superiores, e constituem um sistema extensivamente util em
pesquisas de fins evolutivos, pois as regides codificadoras presentes no
rDNA repetitivo sdo altamente conservadas entre as espécies, e as regioes
espagadoras também sdo conhecidas por permanecerem homogéneas ao
longo da evolugao das espécies.

Em 1978, Miller et al. mostraram a importancia do bandeamento
de regides organizadoras nucleolares como parte de estudos de
identificacdo de rearranjos cromossOmicos. Foi observado que, em células
de ratos, a ocorréncia de translocagdes robertsonianas sao mais frequentes
entre cromossomos carreados de NOR do que entre os do genoma (VERMA
e BABU, 1995).

Procedimentos  moleculares, técnicas de bandeamento
cromossdmico e desenvolvimento de metodologias mais sofisticadas (como
a hibridizagao in situ) proporcionam a analise do rDNA e das fungdes e
organizagdes genética e molecular de genes rRNA (GECHEFF e
HVARLENA, 1994).

O bandeamento cromossdmico que evidencia as NORs pela
marcagdo com nitrato de prata é denominado Ag-NOR (PENDAS et al.,
1993). A marcagao nucleolar com nitrato de prata tem sido conhecida desde
1890; e Ag-NORs, em cromossomos metafasicos, foram observadas em
1910. A utilizacdo da técnica em cromossomos mitéticos, meidticos e
nucleos interfasicos foi ampliada, bem como a sua importancia como
ferramenta citogenética, ja que constitui parte essencial da caracterizagao
cariotipica das espécies (SUMNER, 1990).
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Geber e Schweizer (1988) e Murray et al. (1992) citaram que
estudos de varias espécies de Lathyrus tém revelado que preparagdes
cromossémicas procedidas pela técnica de secagem-ao-ar marcadas pelo
nitrato de prata resultam em variagdo do padrdao de bandas Ag-NOR
(MURRAY, 1994).

A metodologia de preparagdo de laminas por secagem-ao-ar
resulta em achatamento e bom espalhamento dos cromossomos, que se
mostram ausentes de parede celular e de residuo citoplasmatico. As
constricbes primaria e secundaria dos cromossomos sao facilmente
observadas, e nao existe evidéncia de que os cromossomos tenham sido
degradados pelo tratamento enzimatico utilizado na técnica. Geber e
Schweizer (1988) e Murray et al. (1992) sugerem que a marcagao com prata
depende da presenca de aminoacidos aromaticos no DNA (particularmente a
tirosina), que permitem a ligacao e a posterior precipitacdo da prata. Ja que
essas bandas somente sdo vistas em preparacbes secas-ao-ar, pode-se
dizer que as enzimas utilizadas na elaboragcdo das laminas sdo seletivas e
alteram as proteinas associadas a cromatina (MURRAY, 1994).

Alguns aspectos sobre a natureza do material cromossémico
marcado com prata devem ser considerados e investigados como a
identidade de macromoléculas marcadas, 0 grupo quimico preciso
responsavel pela redugéo da prata, e a fungédo e morfologia da marcagao. As
proteinas nucleolares ditas como fosfoproteinas tém sido consideradas
como substratos para a marcagdo com prata. Essa idéia é suportada pela
observagado de que a marcagdo Ag-NOR decresce ou se anula pela digestao
do material com fosfatases. Certamente, NORs contém altas concentragoes
de proteinas sulfidricas e dissulfidricas, mas ainda ndo se sabe exatamente
qual o grupo de proteinas responsavel pela marcagcéo (SUMNER, 1990).

Hubbell et al. (1979), citados por LAY (1978), CERMENO et al.
(1984), GUERRA (1988), MURRAY (1994), FUKUI e NAKAYAMA (1996) e
MANDRIOLI et al. (1999), propuseram a idéia de que a técnica Ag-NOR
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detecta proteinas agregadas a prata por serem as responsaveis pela
transferéncia de ribonucleoproteinas do nucléolo, por auxiliarem no
empacotamento do rRNA na regi&o fibrilar do nucléolo e por constituirem
parte do complexo transcricional do rRNA.

Tem sido esclarecido que o bandeamento Ag-NOR n&o revela
todos os sitios de genes rRNA. Isso ocorre porque a técnica so destaca
NORs funcionalmente ativas durante a intérfase precedente. Outra evidéncia
€ que a quantidade de regides coradas com prata em nucleo interfasico é
maior do que em cromossomos metafasicos, refletindo a supressdo da
transcricdo na mitose (LOIDL e GREILHUBER, 1983; CERMENO et al.,
1984; GECHEFF HVARLENA, 1994; CUNADO et al., 1985; SUMNER, 1990;
MANDRIOLI et al., 1999).

O numero relativo de genes rDNA em cada NOR tem sido
determinado pela contagem dos grdos de prata. Em geral, a quantidade
relativa de graos de prata depositados em cada NOR é constante dentro de
um tipo celular e € uma propriedade celular herdavel (VON KALM e SMYTH,
1983; MANDRIOLI et al., 1999). Concluiu-se, entdo, que a quantidade
diferencial de genes rRNA e a variabilidade de suas atividades
transcricionais € que produzem o heteromorfismo entre NORs homdélogas. A
ocorréncia desigual de crossing-over mitético parece ser a explicagdo mais
viavel para o heteromorfismo das NORs. A ocorréncia de recombinagéo
somatica entre sitios de rDNA homologos e n&o-homodlogos resultou em
trocas assimétricas das sequéncias de DNA em levedura. O mesmo
fendmeno tem sido descrito em Drosophila, humanos, outros primatas e,
também, em plantas, como Triticum aestivum e Allium (MANDRIOLI et
al.,1999).

O tamanho relativo da banda de prata em cada cromossomo com
NOR tem refletido a sua atividade transcricional. A heterocromatina
adjacente a NOR, normalmente, é banda C positiva e pode ser destacada

pelo uso de uma variedade de substancias. Em milho, a maioria dos genes
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rRNA estdo localizados na heterocromatina NOR e ndo na constricdo
nucleolar (VON KALM e SMYTH, 1983).

A subestrutura da NOR em cromossomos mitéticos de Lilium tem
sido examinada. O tamanho estimado da banda Ag-NOR tem sido verificado
para analise da atividade transcricional em cada NOR. A quantidade de
heterocromatina em cada NOR também foi avaliada. Com esses
procedimentos, pdde-se verificar se a atividade de genes rRNA esta
relacionada com o numero de genes nesse género. A conclusdo que os
autores chegaram foi que a atividade de genes rRNA em NORs individuais
nao parecem ser o reflexo do numero de genes presentes nessa regiao.
Esse fato também foi verificado em células de humanos e de ratos, onde
ocorre um numero maior de genes rRNA do que a sua real atividade NOR
(VON KALM e SMYTH, 1983). Contudo, uma correlagéo entre o tamanho
das NORs e o numero de genes rDNA tem sido encontrada em espécies de
plantas tais como trigo, centeio, cevada, Vicia sativa e Nigella damacena
(MURRAY, 1994).

A caracterizagdo de regides organizadoras nucleolares foi
realizada em Nicotiana, em niveis celular e molecular, com a finalidade de
verificar suas morfologias e atividades. Marcadores moleculares com
padrdes especificos de sequéncias de DNA repetitivo foram detectados,
utilizando metodologia de citogenética molecular (KENTON et al., 1993).

Em combinagdo com a técnica de Ag-NOR, a FISH (hibridizacao
in situ por fluorescéncia) tem fornecido dados sobre a localizagao de genes
rDNA, e tem proporcionado a estimativa da fragédo de genes ribossomais que
estejam em atividade (MANDRIOLI et al.,1999).

Apesar dos conhecimentos que se tem a respeito da estrutura e
da organizagdo do rDNA, pouco se sabe sobre a regulacdo e a manutencgéo
da expressao dos diferentes genes presentes em varias NORs. Por esse
motivo, a maioria dos estudos tem se concentrado na analise da competicao
nucleolar, também conhecida como anfiplastia ou dominancia nucleolar. Em

geral, essa competicdo ocorre em hibridos interespecificos, e pode ser
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identificada por meio de técnicas citogenéticas, associadas ou ndo aos
métodos moleculares (LOPEZ-LEON et al., 1995).

Navashin (1928) foi o primeiro a estabelecer que, em hibridos
interespecificos de Crepis, a formacado da constricdo secundaria pode ser
suprimida no cromossomo de um dos parentais. Esse fendmeno tem sido
observado em varios hibridos interespecificos de plantas e animais
(CERMENO et al., 1984; GECHEFF e HVARLENA, 1994).

Em hibridos de trigo e centeio, somente os cromossomos de trigo
formam nucléolo na intérfase. Esse dado evidencia a completa supresséo da
atividade NOR (anfiplastia total) dos cromossomos de centeio pela presenga
do material genético de trigo (MURRAY, 1994). O mesmo fato foi observado
por Navashin (1928), quando analisou hibridos do cruzamento das espécies
Aegilops mutica e Triticum aestivum, em que 0s cromossomos da primeira
espécie suprimem a atividade das NORs da segunda espécie em questao
(PANAYOTOV e TSUJIMOTO, 1997).

Em individuos polipldides, freqUentemente, existem menos NORs
visiveis no complemento cromossdmico do que o esperado pela soma dos
genomas diploides. Em tetrapléides, por exemplo, ocorre somente um unico
par de cromossomos com NOR, como é o caso de Scilla scilloides e Milium
montianum. A reducdo do numero ou da expressdo de NORs deve ter
ocorrido no decorrer da poliploidizagdo e pode ser o resultado da supressao
nucleolar (VAUGHAN et al., 1993).

Em alguns hibridos interespecificos de plantas diploides e
polipldides, as NORs derivadas de um dos parentais ndo sdo expressas
como constricdes secundarias visiveis no complemento cromossémico, ou
seja, ocorre anfiplastia. A NOR inativa, contudo, pode ser reativada em
cruzamentos subsequentes, demonstrando que a supressdao nao € uma
condicdo permanente no caridtipo. A anfiplastia esta relacionada com a
reducao do numero de NORs nos genomas polipléides. Uma alternativa

explicativa é que a delegcdo de todos ou partes de genes ribossomais, ou
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elementos controladores, ocorreu durante ou apds a geragdo do poliploide
(VAUGHAN et al., 1993).

Scilla autumnalis € uma planta da familia Liliaceae que apresenta
o fendbmeno da anfiplastia. A aplicacao de técnicas de marcagao com prata,
bandeamento C, fluorescéncia e hibridizacdo in situ, em complementos
cromossémicos de dipldides, alotetrapldides e auto-alohexapldides dessa
espécie, tém demonstrado que a capacidade de organizagao nucleolar do
genoma A foi eliminada por delecdo dos genes ribossomais e da
heterocromatina adjacente (GECHEFF e HVARLENA, 1994).

O procedimento de eliminacdo de NOR também foi verificado em
espécies de trigo. O controle da expressdao de NORs em trigo € complexo:
em polipldides, do género Aegilops, o numero de locos rRNA é maior do
que o numero de pares de cromossomos contendo NOR, indicando a
frequente ocorréncia de anfiplastia. Em Triticum aestivum, quando a
anfiplastia € removida, os organizadores tornam-se ativos (GECHEFF e
HVARLENA, 1994).

Estudos tém sido realizados com cromossomos de gafanhoto, em
nivel intra-especifico. Com o objetivo de desenvolver um modelo explicativo
do padrao de atividade de diferentes NORs em Locusta migratoria, sugeriu-
se que essa ativacao de diferentes NORs fosse sequencial, e que existisse
interferéncia entre elas (LOPEZ-LEON et al., 1995).

Foi constatado que, na auséncia de heterocromatina
supernumeraria, a atividade de cada NOR ¢é independente no genoma de
Eyprepocnemis plorans. Os autores observaram que a presenga de
cromossomos B ou de segmentos supernumerarios ndo afetam a atividade
NOR total da célula, mas interferem na independéncia das NORs. Quando
cromossomos apresentam segmentos supernumerarios adjacentes a NOR,
esses cromossomos mostram dominancia sobre outros cromossomos, que
contém NOR ausente de segmentos supernumerarios em suas proximidades
(LOPEZ-LEON et al., 1995).
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Em Hordeum vulgare L. (cevada), normalmente, aparecem dois
pares de cromossomos com NOR (6 e 7). Em hibridos interespecificos do
género, ocorre anfiplastia, a qual esta relacionada a transposicdo de NORs
por rearranjo cromossémico. Esse tipo de supresséo nucleolar ndo tem sido
associado ao desaparecimento das regides de constricdo secundaria. Em
um mutante cromossOmico estrutural, apenas um par cromossémico €
detectado. Foi demonstrada, molecularmente, a ocorréncia de dele¢éo dos
genes rRNA na NOR do cromossomo 6. A delegdo parece envolver toda a
NOR, e o local exato foi confirmado pela técnica de hibridizagao in situ. O
sinal proporcionado pelo bandeamento permitiu a visualizagdo de genes
rRNA em atividade (GECHEFF e HVARLENA, 1994).

Em Allium schoenoprasum, a maioria da populagdo possui NOR
somente no brago curto do cromossomo numero 8. Em algumas populagoes,
sitios adicionais ocorrem nos bragos curtos do par 7. Essa variagédo tem sido
atribuida a diferentes processos, como delecdes e transposicdes. Nessa
espécie, a delecéo de sitios tem ocorrido durante a evolugédo (VAUGHAN et
al., 1993).

2.4. Variagoes cromossOmicas e evolugao cariotipica

Segundo GUPTA e TSUCHIYA (1991), a citogenética tem sido util
em estudos evolutivos. Bennett, Smith e Heslop-harrison (1982), citados por
NARAYAN (1998), relataram que a estrutura e o funcionamento dos
genomas sao similares na maioria das espécies eucaridticas. Segundo
KNOX et al. (1993), dessa forma, sdo necessarias informag¢des sobre o
numero cromossOmico, os quais fornecem dados essenciais sobre a historia
evolutiva de espécies de plantas e animais.

As documentagdes filogenética, morfolégica e genética dos

cromossomos de espécies correlacionadas, e a integragdo desses dados
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com estudos estruturais e funcionais de cromossomos, fornecem
conhecimentos evolutivos importantes (QUMSIYEH, 1994).

Variagbes no tamanho cromossémico sdo mais estudadas e
compreendidas em angiospermas do que em outros grupos vegetais
(GUSTAFSON et al., 1986; BENNETT e LEITCH, 1998). Em muitos géneros
e familias de plantas superiores sdo encontradas trocas no numero basico,
ocorrendo, muitas vezes, em nivel dipldide, sem promover a multiplicacéo do
conjunto cromossémico ou de cromossomos individuais. O principio que
governa esse tipo de acontecimento ainda n&o estd bem estabelecido na
literatura citolégica (STEBBINS, 1950).

NARAYAN (1998) relatou que a variagdo do tamanho
cromossémico nao esta relacionada com a especiacdo evolutiva, e nao
existe evidéncia de que variagbes no tamanho gendmico influenciam na
frequéncia de recombinagdo genética. Assim, o indice quiasmatico entre
espécies varia de forma independente do tamanho genbmico e a
diferenciacédo filogenética envolve reorganizacdo do complemento
cromossdmico, o que também pode vir acompanhada de perda ou ganho de
DNA. Entretanto, QUMSIYEH (1994) considera que o alto numero dipl6ide
de 2n=102 cromossomos, em mamiferos roedores da espécie
Tympanoctomys barrerae, contribui para o desenvolvimento de rearranjos na
evolugao do grupo.

Em Solanum tuberosum, as relagdes taxondmicas tém sido
baseadas em caracteres morfologicos, hibridizagdo interespecifica,
componentes secundarios e, mais recentemente, polimorfismos de
tamanhos de fragmentos de restrigdo. Diferentes linhagens melhoradas do
género foram analisadas, sendo observadas partes cariotipicas de espécies
selvagens integradas nos seus genomas (BORISJUK e BORISJUK, 1993).

Goldblatt (1980) e Lewis (1980) relataram que a poliploidia ocorre
em 70% das angiospermas, e € um dos mecanismos citogenéticos mais

importantes na evolugdo de plantas. Bennetzen e Kellogg (1997) sugeriram
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gue a evolugédo cariotipica, nesses casos, € acompanhada por um aumento
do tamanho genémico (OHRI, 1998).

Na maioria dos casos, a quantidade de DNA aumenta com o nivel
de ploidia, exceto, em algumas espécies como Betula (Grant, 1969), Festuca
(Seal, 1983), Leucanthemum (Marchi, et al., 1983), Bulnesia (Poggio e
Hunzicker, 1986), Piper (Samuel, Smith e Bennett, 1986), Larrea (Poggio,
Burghardt e Hunzicker, 1989) , Bulbini (Watson, 1987) e Pratia (Murray,
Cameron e Standring, 1992), em que ocorre diminui¢do quantitativa de DNA
por genoma com o aumento da ploidia. J4, em espécies de Hordeum,
Celosia, Bougainvillea, Chrysanthemum, Narcissus, Tulipa e Prunus persica,
existe correlagcdo positiva entre o conteuido de DNA e a ploidia dos
organismos. Dessa forma, o tamanho genémico tem auxiliado em estudos
taxondmicos das espécies (OHRI, 1998).

Os genomas completos de duas espécies diferentes podem ser
combinados em uma unica célula por hibridacdo somatica simétrica. Se as
duas espécies sao suficientemente correlacionadas, espera-se que o hibrido
resultante seja geneticamente balanceado e, conseqientemente, a soma do
complemento cromossémico de seus parentais. Contudo, em individuos
poliploides, a simples diferenca numérica de cromossomos pode gerar a
separagao dos genomas no hibrido. A diferenga no numero cromossémico
entre as espécies constitui uma barreira genética efetiva para espécies
simpatricas separadas evolutivamente (SYBENGA, 1992).

Desde o publicagdo da teoria evolutiva de Darwin, em 1859,
continuas demonstragdes foram realizadas sobre a diversidade genética de
organismos selvagens e domesticados, sendo relatado que os processos
evolutivos dependem dessa diversidade e da selecdo de variagdes
favoraveis (GUSTAFSON et al., 1986).

Segundo STEBBINS (1950), a variagcédo ou as diferengas que
ocorrem entre os individuos, sao responsaveis pela origem e divergéncia de
linhas evolutivas. A compreensao da evolugao das espécies € possivel pela

andlise de suas diferengcas entre individuos e entre populagdes, pois
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variagdes de herdabilidade individual sdo a base da evolugao, e as forgas
atuantes nas populacbes sado 0s mecanismos proporcionadores de
variagdes.

As variacbes vistas entre individuos de uma populagdo sao
baseadas em trés fatores: modificagdes ambientais, recombinagdo genética
e mutagdo. A recombinagdo € um fator de variagdo que origina imediata
variabilidade para a agdo de selecdo e outras forgas externas que
direcionam a evolugdo de populagbes (STEBBINS, 1950; BADAEVA et al.,
1995).

A maior parte da variagdo genotipica em populagbes de
fecundagao cruzada ocorre por causa da segregagao e da recombinagao de
diferencas genéticas que tenham existido por muitas geragdes. Sumner
(1942) relatou que mutagdes proporcionam alteragbes ndo somente quando
ocorrem por varias geragoes, mas também quando a adaptacdo a algum
novo ambiente € acompanhada de segregagdes variadas de uma populagéo
heterozigota (STEBBINS, 1950).

Alguns mecanismos tém sido identificados como responsaveis
pela evolucédo de diferentes grupos de plantas: 1) hibridac&o intergenérica
ou interespecifica procedidas por poliploidizagao; 2) autopoliploidia; 3) trocas
cromossémicas estruturais; 4) perdas ou ganhos cromossoémicos; 5) fusdo
céntrica ou translocagado robertsoniana; 6) fissdo céntrica, originando
cromossomos telocéntricos a partir de cromossomos metacéntricos; 7)
mutagdes génicas, levando a alteragbes em padrdes de pareamento
cromossdémico; 8) trocas nas sequéncias de nucleotideos de diferentes
genes e de aminoacidos de proteinas durante o tempo de evolugao
molecular; 9) modificacbes do sistema de melhoramento, levando a
esterilidade por poliploidia; e 10) origem de cromossomos B (GUPTA e
TSUCHIYA, 1991; NARAYAN, 1998).

Os rearranjos cromossdmicos também sdo conhecidos como
intercambio de segmentos cromossémicos, alteragbes cromossOmicas,

translocagbes reciprocas ou, simplesmente, translocagbes. Foram
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observados, pela primeira vez, por Gates (1908) em Oenothera rubinervis,
onde mais de dois cromossomos se uniram para formar um anel. Belling e
Blakeslee (1926) concluiram a hipotese de que a troca segmental nesse
género advém de uma translocagao reciproca (SINGH, 1993).

A variagdo mais comum €& chamada de translocacdo
robertsoniana reciproca (SCHUBERT et al.,, 1992; JONES, 1998). Os
primeiros trabalhos relatados na literatura se referiram aos rearranjos
robertsonianos como fusdes e fissbes céntricas, na conviccdo de que
centrdbmeros podem se separar ou se fundir (QUMSIYEH, 1994).

Segundo SYBENGA (1992), as primeiras translocacbes em
plantas foram observadas por Burnham, em 1956. Contudo, SINGH (1993)
e LUKASZEWSKI (1995) relataram que McClintock (1930) foi a primeira a
confirmar as evidéncias citologicas de trocas entre cromossomos nao-
homodlogos de milho. A autora estudou, extensivamente, o mecanismo de
quebras cromossémicas em milho, e descreveu ciclos de quebra-fusao-
ponte nessa planta.

Os rearranjos cromossbmicos podem ser formados tanto em
células somaticas quanto em gametas, espontaneamente ou de forma
induzida (radiagdes ionizantes ou agentes mutagénicos). A constatacdo da
ocorréncia de fusdo ou fissdo céntricas em caridtipos somaticos tem sido
simples, devido a ocorréncia do aumento ou diminuicdo do numero
cromossdmico, respectivamente. Quando alteram a morfologia (alteracbes
estruturais) e, ou, o numero dos cromossomos (alteragées numéricas), elas
podem ser identificadas em segregacdes das progénies (SYBENGA, 1992).

O mapeamento cromossOmico de genes especificos tem sido
realizado com o uso de marcadores de DNA. Os genes identificados e
clonados séo utilizados no estudo das estruturas génicas e de suas
sequéncias regulatérias (GUPTA, 1991).

Procedimentos de citogenética molecular tém sido utilizados, e a
identificacdo de marcadores genéticos tem auxiliado na deteccdo de

translocagdes cromossémicas (KENTON et al., 1993). O desenvolvimento
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das técnicas de anadlise de cromossomos meidticos ampliou as
possibilidades de detecgdo das alteragdes estruturais, ja que, durante a
diacinese, € possivel verificar se os cromossomos translocados formam
alguma alteragao conformacional (BEIGUELMAN, 1974).

SCHUBERT et al. (1992) utilizaram a hibridizagdo in situ com
sequéncias teloméricas de cromossomos pseudo-aneupldides de plantas e
animais, e verificaram que cromossomos podem aumentar ou diminuir em
numero durante recentes rearranjos cromossdémicos. Os metacéntricos,
resultantes da fusdo de cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos,
apresentaram sinais de hibridizacdo nas posi¢cdes centroméricas.

Os rearranjos cariotipicos alteram ou ndo a morfologia dos
cromossomos (GIANNONI et al., 1988), e podem ser quantitativos ou
numéricos, quando envolvem a alteragdo do numero cromossoémico dipldide
como maneira de preservar o numero de bragos cromossOmicos longos
(SCHUBERT et al., 1992). Quando estas alteragdes afetam apenas um par
de cromossomos, sdo chamadas de aneuploidia, e quando alteram multiplos
numéricos do genoma, sao conhecidas como euploidias (GIANNONI et al.,
1988); o que é muito comum em mamiferos roedores, primatas, outros
grupos de animais, e também em plantas (SCHUBERT et al., 1992).

Quando as alteragdes ocasionam mudangas morfolégicas nos
cromossomos, sao designadas como qualitativas ou estruturais, e podem
envolver conjuntos cromossémicos inteiros, cromossomos individuais ou
parte de cromossomos (SCHUBERT et al., 1992). Podem ocorrer erros de
ligacdo entre segmentos cromossOmicos apds a quebra, o que resulta em
rearranjos (GIANNONI et al., 1988). Os tipos mais comuns de alteragdes
cromossémicas estruturais sdo a deficiéncia, a duplicagdo, a inversédo e a
translocagdo, em que um ou mais segmentos cromossémicos sao
removidos, duplicados e invertidos no cromossomo, além de serem
deslocados de sua posigdo original para outro local do genoma,
respectivamente (SYBENGA, 1992).
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Caso ocorra aumento ou diminuicdo do numero cromossdmico
simplesmente via fissdo ou fusdo, pré-requisitos tém que ser considerados:
todo o material da cromatina deve ser preservado durante o processo de
troca para garantir a reversibilidade; se acrocéntricos com bragos curtos
reorganizados se fundirem, um dos centrdbmeros pode vir a ser inativado
para permitir a estabilidade mitética e meidtica tipica de cromossomos
dicéntricos; se telocéntricos com bragos curtos, consistindo de somente
sequéncias teloméricas, se fundirem, o metacéntrico resultante deve possuir
uma estrutura centromérica com bipartes (duas partes teloméricas de ambos
0S Cromossomos originais); e somente os cromossomos metacéntricos
originarios de fusao de dois teloméricos podem sofrer fissdo, originando
cromossomos telocéntricos estaveis (SCHUBERT et al., 1992).

Darlington (1937) informou que existem condi¢gdes que favorecem
a perda ou o0 ganho de cromossomos. Se dois cromossomos nao-homaologos
apresentarem centrOmeros subterminais, entdo, uma troca segmental,
envolvendo o brago longo de um cromossomo e o brago curto do outro,
podera produzir um cromossomo longo com centrbmero mediano
(metacéntrico), e outro muito curto. Ele reportou que o numero basico ira
aumentar ou diminuir em consequéncia de translocagdes diferenciais,
dependendo de qual regido cromossdmica seja ativada (STEBBINS, 1950).

Alguns citogeneticistas argumentam que a proximidade fisica dos
cromossomos € um fator importante na indugdo de alteragdes
cromossémicas (IMAI, 1988), e que as trocas entre cromossomos ocorrem,
primeiramente, na heterocromatina, podendo estar associadas ao DNA
satélite (GUSTAFSON et al., 1986). De fato, estudos tém demonstrado que a
fusdo dicéntrica € mais freqlente, quando o tamanho dos bracos curtos
heterocromaticos é aumentado (IMAI, 1988).

A hipotese de fusdo assume que o ancestral apresentava um
cariotipo com um grande numero de cromossomos acrocéntricos e, depois, 0
cariotipo sofreu um processo de reducdo do numero de cromossomos pela

associagao dicéntrica, formando cromossomos metacéntricos. Essa

35



hipotese tem sido aceita em espécies de mamiferos, e constitui a unica
interpretagdo viavel para rearranjos robertsonianos em principios classicos
de estrutura cromossdmica (IMAI, 1988).

Em individuos de Oryzomys yunganus, observaram-se quatro
translocagcbes robertsonianas; e em roedores da familia Gerbillidae,
rearranjos cromossOémicos que resultaram em possivel divergéncia
filogenética na maioria dos casos. A constituicdo cromossémica primitiva
para a familia, provavelmente, é de 2n=52. O estudo evolutivo das espécies
indicou que houve, claramente, translocagdo robertsoniana. Estudos com
outros roedores, como Arvicolidae, Muridae e Sigmodontidae, em
observagdes similares, verificaram a proliferagdo de rearranjos cariotipicos
ao longo de muitas linhagens. Translocagdes robertsonianas no género
Geomys tém sido reportadas, mostrando a incidéncia de heterozigotos na
populacdo. Esse fato indica que nao existe desvantagem seletiva para
heterozigotos (QUMSIYEH, 1994).

O mapeamento fisico de centeio foi realizado, e observaram-se
cinco translocagdes envolvendo os cromossomos 1R, 3R e 5R. A posicao do
ponto de quebra de cada translocacdo foi determinada, e esses pontos
foram utilizados como referéncia para facilitar a localizagao fisica dos locos
de rDNA 5S. Todos os cromossomos translocados foram identificados,
citologicamente (ALONSO-BLANCO et al., 1994).

As translocagdes por quebra centromérica - fusdo cromossémica
sdo encontradas em muitas espécies de plantas e animais, e tém
proporcionado a sua evolugao cariotipica (BADAEVA et al., 1995; JONES,
1998). Essas translocagbes podem criar novos blocos de ligacédo de
significancia adaptativa. As consequéncias genéticas podem ser a
ocorréncia de univalentes (assinapse), onde os bragos translocados sao
diferentes do tipo parental e, também, a supressdo de recombinagdo dos
cromossomos que participaram da translocagdo como prevencao de quebra
do complexo génico adaptativo (BADAEVA et al., 1995).
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A probabilidade da translocagao ocorrer em populagdes naturais é
muito pequena. Contudo, esse tipo de alteracdo cromossémica € comum em
T. araraticum em mais de 70% da populagéo analisada. A alta frequéncia
desse fenbmeno evidencia a sua importancia evolutiva. Consequentemente,
translocagcbes que originam novos blocos de ligagdo, ou complexo génico
adaptativo, devem ser essenciais para a sobrevivéncia das espécies em
condi¢cdes ambientais variaveis (BADAEVA et al., 1995).

A fusdo e a fissdo séo detectaveis em estudos comparativos de
padrdes cariotipicos. O numero de casos reportados de fusdo e fissdo em
plantas superiores tem aumentado, mas ainda é pequeno, e a maioria
desses casos reportados ocorrem por comparagdes casuais de cariétipos,
sem nenhuma investigagdo mais avangada do assunto. Esses dois eventos
resultam em mudangas na morfologia e, ou, no numero dos cromossomos, e
sao facilmente detectaveis quando os cromossomos sao compridos, pois as
alteragbes morfolégicas podem ser claramente identificadas. A importancia
dessas trocas na evolugao cariotipica € mostrada por sua alta incidéncia em
animais, ocorrendo em moluscos, insetos, répteis e mamiferos (JONES,
1998).

A fusdo céntrica € um fendbmeno evidente que ocorre na
heterocromatina pericentromérica de dois cromossomos acrocéntricos nao-
homologos (STEBBINS, 1950; IMAI, 1988), e se inicia pela quebra de
cromossomos acrocéntricos. Em um dos cromossomos envolvidos, a quebra
ocorre no brago curto, em outro, no brago longo (BEIGUELMAN, 1974). A
reducdo do numero basico envolve perda de centrbmero e de uma pequena
quantidade de material cromossémico adjacente (STEBBINS, 1950).

Estudos citogenéticos tém sido realizados com Tradescantia por
ser uma planta que evoluiu por fusdo robertsoniana (KENTON e
DRAKEFORD, 1989; JOHNES, 1998). A espécie T. cymbispatha originaria
do Peru foi examinada e comparada com espécies do México e da América
Central. Foram observadas espécies mexicanas com numero cromossdmico
de 2n=12,14,16, 22, 28, 30 e 36 (série de poliploidizagdo, fusdo e
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hibridacdo), demonstrando que a teoria da evolugdo por poliploidizagdo e
fusdo € um mecanismo de evolugao cariotipica. A forte sele¢cao cariotipica
resultou em complementos cromossdmicos compostos de telocéntricos de
tamanhos similares e metacéntricos derivados de um processo de fusdo
(KENTON e DRAKEFORD, 1989).

A espécie T. melinoides (2n=14M) possui um pareamento
meidtico maximo de trés quadrivalentes e dois anéis univalentes. Esse
citotipo surgiu por fusdo robertsoniana do complemento ancestral. Em T.
standleyi (2n=12M+4T), a fusdo foi incompleta. Em T. cymbispatha, os
bracos cromossdmicos de tamanhos similares foram combinados para
originar cromossomos metacéntricos. Os cromossomos telocéntricos e
pequenos metacéntricos se uniram em dois pares, distinguindo-os pelas
caracteristicas morfolégicas de tamanho, sugerindo, assim, que o cariétipo
de T. cymbispatha é derivado de um complemento alotetrapléide de
cromossomos telocéntricos por fusdo robertsoniana. O mesmo caminho
evolutivo ocorreu na espécie T. standleyi. O decréscimo do tamanho
gendmico é acompanhado de estresse (KENTON e DRAKEFORD, 1989).

Em espécies de Tradescatia, ocorreram fusdes envolvendo
somente cromossomos telocéntricos e acrocéntricos ausentes de bragos
cromossémicos pequenos e heterocromaticos. Supde-se que a posigao e a
uniformidade molecular da heterocromatina céntrica tenham promovido a
fusdo dos cromossomos acrocéntricos. Em T. cymbispatha, individuos
dipléides possuem somente complementos telocéntricos, enquanto que os
autopolipléides apresentam complementos metacéntricos (KENTON e
DRAKEFORD, 1989).

No género Aeshna, 25 espécies tém sido estudadas,
citogeneticamente, e o numero dipléide variou de 16 a 27. A evolugao
cariotipica nas espécies foi analisada, e fusdes envolvendo os autossomos
e, ou, cromossomos sexuais foram verificadas. Mas o numero dipléide néo
foi alterado (MOLA e PAPESCHI, 1994).

38



O complemento cromossémico de A. bonariensis (2n=26) foi
originado da fusdo do cromossomo X com o par autossOmico maior,
resultando no sistema novo-XY. Uma situagdo muito similar tem ocorrido em
A. grandis, espécie em que o novo-XY é o maior par, sendo facilmente
identificado pelo seu heteromorfismo. O complemento cromossémico de A.
corrigera planaltica (2n=16), que € o menor dentre as espécies estudadas, &
originado de seis fusbes: cinco ocorreram entre 0sS Cromossomos
autossomos e uma entre 0 cromossomo X e 0 menor par autossémico. O
grande tamanho dos cromossomos de A. corrigera planaltica, quando
comparado com A. confusa e A. bonariensis, sugere que todas as fusoes,
que deram origem aos complementos com cromossomos reduzidos, foram
acompanhadas de pequena perda de DNA. O conteudo de DNA, entretanto,
nem sempre esta correlacionado com o numero e o tamanho dos
cromossomos (MOLA e PAPESCHI, 1994).

Em insetos, diferentes situagdes tém sido encontradas. Espécies
com o cariotipo contendo uma ou mais fusdes podem apresentar o conteudo
de DNA constante, como € o caso de Thyanta e Banasa. Mas existem
espécies com diferencas significativas no tamanho do genoma, como foi
descrito em algumas espécies de Belostoma. Ainda foram descritas
espécies contendo o mesmo numero dipldide de cromossomos, porém,
apresentando diferengcas no conteudo de DNA, como € o caso de espécies
dos géneros Triatoma e Belostoma (MOLA e PAPESCHI, 1994).

VANZELA et al. (1996) observaram variacbes cromossdmicas em
protoplastos de trigo, e verificaram que extensivas variagdes cromossdmicas
numeéricas e estruturais estdo presentes em todas as linhagens estudadas.
Os numeros cromossdmicos frequentemente observados foram de 2n=32,
indicando perda de cromossomos do complemento normal de trigo
(2n=6X=42). Tem sido proposto que essa perda ocorreu durante a selegéo
das linhagens.

LUKASZEWSKI (1995) demonstrou que, quando presente em

genoma de trigo, alguns cromossomos de centeio sdo capazes de induzir
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extensivas quebras em alguns cromossomos de trigo. Ainda n&o foi
estabelecido qual cromossomo de centeio é responsavel pela quebra, mas
foi verificado que o genoma B ¢é mais predisposto a quebras do que os
genomas A e D. Cromossomos com suas extremidades quebradas
mostraram alta tendéncia a fusdo com outros cromossomos também
secionados. Essas fusbes produzem cromossomos dicéntricos.

Em espécies de Secale, variedades selvagens e cultivadas séo
separadas por um efetivo isolamento reprodutivo e por translocagdes
reciprocas, o que tem permitido o desenvolvimento da evolugao de cultivares
do género. Pijnacker et al. (1987, 1989) reportaram que, em hibridos
somaticos de Solanum tuberosum com S. phureja, cromossomos de S.
phureja foram eliminados (SINGH, 1993).

As fusdes tém acompanhado a especiagao de varios animais, ja
que cromossomos acrocéntricos ocorrerem com mais frequéncia em
genomas desse grupo (SYBENGA, 1992). Translocagdes robertsonianas
sdo comuns em humanos, com incidéncia de 0,1% (QUMSIYEH, 1994). A
maioria dos cromossomos metacéntricos desse grupo se originaram de
fusbes, e apresentam dois centrdmeros, sendo um deles inativado,
funcionalmente. A fusdo céntrica, nesses casos, € interpretada como um tipo
de translocacgao dicéntrica, diferente das translocagdes reciprocas classicas.
Segundo IMAI, 1988, o termo mais viavel para esse tipo de rearranjo é
conhecido como fusdo dicéntrica. A supressao ou inativagdo centromérica
tem sido observada em cromossomos humanos dicéntricos.

Os cromossomos dicéntricos tém tido importancia citogenética
por serem altamente deletérios e por ndo poderem funcionar eficientemente
(STEBBINS, 1950), ja que formam pontes cromossdmicas na anafase (IMAI,
1988).

Recentes estudos moleculares mostraram variabilidade nos locais
de quebras e os cromossomos que sofreram fusdes sdo dicéntricos, apesar
de um dos centrdmeros ser inativado. Como o centrébmero se torna ativo ou

inativo durante esses eventos, ndo se sabe. Estudos recentes sugerem que
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as proteinas centromeéricas foram perdidas durante o processo de inativagao
(QUMSIYEH, 1994).

Trabalhos realizados com hamsters, ratos e outras espécies de
animais, mostraram fortes sinais de hibridizacdo com sondas teloméricas ao
redor dos centrémeros de alguns cromossémicos metacéntricos, o que
parece suportar a hipotese de fusao/fissdo de Holmquist e Dancis, em 1980.
A observagdo de fusbes cromossémicas espontaneas em Sigmondom
mascotensis também mantém essa hipotese. Os sinais em posi¢oes
intersticiais sugerem a possibilidade de ocorréncia de eventos em pontos
distantes do centrébmero, ocasionando perda ou inativacdo de um dos
centrobmeros (SCHUBERT et al., 1992).

A hipétese de translocacao tem explicado a perda de produtos de
pequena translocagao céntrica, assim como o surgimento de um centrémero
adicional, no caso da formacao de metacéntricos. Uma analise molecular de
quatro centrdbmeros humanos monocéntricos ou dicéntricos revelaram
pontos de quebra da translocacdo em diferentes posicbes do cromossomo
acrocéntrico. Isso indica a possibilidade de translocagdes reciprocas e
fusBes/fissbes que resultaram em translocacbes robertsonianas
(SCHUBERT et al., 1992).

A evolugdo cromossbmica em eucariotos se procede como um
processo de minimizacdo de interagdes cromossdmicas deletérias. O
aumento do numero cromossémico por fissdo céntrica é considerado uma
adaptacao evolutiva (HIRAI et al., 1994); é teoricamente possivel e tem sido
documentado em hamsters, ratos, caes, zebras e humanos (IMAI, 1988).
Contudo, os cromossomos telocéntricos originados sao instaveis (HIRAI et
al., 1994).

A fissdo céntrica € um mecanismo efetivo de eliminagdo de
regides de heterocromatina constitutiva extras, podendo ser observado,
utilizando técnicas de citologia molecular pela localizagdo de DNA em
cariotipos, que sado considerados derivados de um ancestral comum, mas

que apresente diferentes numeros cromossdmicos. Genes rDNA sdo um dos
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melhores candidatos a esse tipo de experimento por estarem presentes no
genoma em grandes quantidades, e também podem ser encontrados em
regides de heterocromatina constitutiva (BORISJUK e BORISJUK, 1993;
HIRAI et al., 1994).

Assim como a fus&o céntrica, a fissdo céntrica constitui um
paradigma na evolugao cromossdmica (IMAI, 1988). O aumento do numero
cromossémico deve envolver, primeiramente, a duplicagdo cromossémica ou
a fragmentacdo do centrébmero (STEBBINS, 1950; JONES, 1998), e é
interpretado como consequéncia de uma dissociagao céntrica, um tipo de
translocagdo reciproca que ocorre em um cromossomo metacéntrico,
gerando dois cromossomos acrocéntricos (IMAI, 1988; JONES, 1998).

Rearranjos cromossOmicos tém sido importantes fatores
evolutivos e de diversidade intra-especifica de trigo polipléide, pois foram
observadas translocagbes espécie-especificas durante a origem desse
grupo de plantas. Triticum turgidum L. e T. timopheevii sao espécies
tetrapldides que apresentam translocacao espécie-especifica. Baseando-se
em amostras de bandeamento C, foi reportado que T. araraticum possui
translocagcbes cromossdmicas com quebras em regides centroméricas.
Contudo, tem sido dificil caracterizar a localizacdo exata dos pontos de
quebra por bandeamento C, fazendo-se necessaria a utilizagdo de técnica
de hibridizagdo in situ (GISH), para identificar o local de quebra de
translocagbes intergenOmicas em acessos de T. araraticum. Analises por
GISH mostraram que os pontos de translocacdo, previamente identificados
por Bandeamento C, como quebra centromérica - fusdo cromossdmica,
também ocorrem em regides dentro do centrdmero ou em suas regides
intersticiais (BADAEVA et al., 1995).

A aneuploidia pode ser causada pela nao-disjungdo dos
cromossomos na anafase, por formacao de fibra multipolar, ou por pontes
anafasicas resultantes de rearranjos ou cromossomos dicéntricos. Uma alta
porcentagem de aneuploidia foi observada em hibridos somaticos de tomate

e batata. Cada hibrido resultante obteve um padrdo gendmico especifico:

42



ocorreram fusdes dos genomas dos parentais, € 0S Cromossomos
recombinantes, provavelmente, sofreram translocacdo robertsoniana,
resultantes de quebra - fusdo de cromossomos dos dois genomas e seus
centrdbmeros; os cromossomos de tomate foram eliminados; em hibridos com
2n=34, um cromossomo de tomate e um de batata foram perdidos,
sugerindo que néo ha preferéncia de eliminagdo dos cromossomos de uma
espécie. O surgimento de um cromossomo anormal deve ser uma das
causas das irregularidades ocorridas durante a anafase mitética, pois os
hibridos mostram alta porcentagem de anafases aberrantes (JONES, 1998).

Segundo JIANG e GILL (1994), a técnica de hibridizagéo in situ
tem sido utilizada, com sucesso, no mapeamento de familias génicas de
plantas e, em trigo, revelou que o numero de copias de cada loco génico
18S e 26S varia em diferentes populacbes, em decorréncia de uma
translocagdo nao-reciproca entre o cromossomo 5A e outro cromossomo
desconhecido do componente gendmico. De acordo com os autores, essa
alteragdo cromossdmica ocorreu durante a evolugao de trigos poliploides, e
€ encontrada no cromossomo 5A em Triticum turgidum e T. timopheevii, 0s
quais tiveram um sitio de hibridizagéo na regiao terminal do brago curto, que
esta presente em todos os cromossomos, nas regides teloméricas e
subteloméricas de T. aestivum speltoides, mas nao nos cromossomos de T.
monococum. O sitio presente no cromossomo 4AL ¢é derivado do
cromossomo 7B, por uma translocagéo ciclica entre 4A-5A-7B. Os genes
18S e 26S de rRNA provaram ser excelentes marcadores citolégicos no
estudo de evolugdo gendmica de trigo.

Em centeio, translocagdes tém sido utilizadas como marcadores
citogenéticos. Comparacgdes entre plantas com translocagdes, envolvendo
os cromossomos 1R e 5R, e plantas normais tém sido realizadas. Na mitose,
os dois cromossomos translocados foram facilmente identificados pelos seus
aspectos morfologicos e pelos padroes de bandeamento C (ALONSO-
BLANCO et al., 1993).
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Translocagdes cromossOmicas em trigo (Triticum aestivum) e
varias outras espécies de plantas sdo fendbmenos de interesse para
programas citogenéticos e de melhoramento genético. Tem sido
demonstrado que translocagdes estdo presentes em espécies de trigo
europeu e brasileiro (LUKASZEWSKI, 1983).

Plantas hibridas do cruzamento entre trigo e centeio foram
analisadas, constatando-se a presenca de translocagbes cromossémicas.
Nao houve indicacdo de que essas translocagdes sejam o resultado de
pareamento homeodlogo de cromossomos das duas espécies. O indice de
ocorréncia de bivalentes durante a meiose foi muito baixo, o que indica a alta
frequéncia de translocagcdes. A maioria das translocacdes descritas é
resultante da divisdo nao total dos univalentes na meiose e posterior fusdo
dos cromossomos telocéntricos. As fusdes sao responsaveis pela maioria
das translocagdes ocorridas no hibrido. A estabilidade das plantas foi
alcangada pelo aumento da proporgao de univalentes de um mesmo grupo,
ampliando a possibilidade de fusdo de bragos cromossémicos homologos
(LUKASZEWSKI, 1983).

Certamente, a ocorréncia de translocagbes por fusdo de
cromossomos telocéntricos depende das suas tendéncias de se dividirem
na meiose e da habilidade desta divisdo proporcionar futuras fusées com
outros cromossomos telocéntricos. A frequéncia de divisdo varia entre os
diferentes cromossomos do complemento. Os resultados indicaram que
cromossomos e bragos cromossémicos apresentam diferentes tendéncias
de fusdo com cromossomos telocéntricos (LUKASZEW SKI, 1983).

Os efeitos das alteracbes cromossémicas sao diversos,
dependendo de varios fatores, como o tamanho do segmento cromossémico
envolvido, e a importancia do conteudo génico (GIANNONI et al., 1988). A
produgéo artificial de trigo e centeio alopolipléides origina plantas resistentes
a doencgas e com flores multiplas, mas também com instabilidade genética e
baixa fertilidade, o que limita a aplicacdo direta de novas variedades
(BADAEVA et al., 1985).
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Cromossomos de centeio ou suas partes tém sido incluidos no
genoma de trigo por translocagdes ou substituigdes. Os cromossomos
formados parecem ter surgido como resultado de uma separagao irregular
dos bivalentes na anafase e, em seguida, da fusdo de cromossomos
telocéntricos. Como consequéncia do evento de hibridacdo, rearranjos
estruturais foram encontrados, e regides organizadoras nucleolares
derivadas do genoma de Triticale foram inativadas (BADAEVA et al., 1985).

O cruzamento do trigo comum com outras formas de Triticale tem
dado resultado de introdugdo de genes importantes no genoma de trigo.
Esses genes s&o responsaveis por propriedades economicamente
importantes, tais como a resisténcia a pragas e doengas, dentre outras
caracteristicas. Em muitas plantas da segunda geragdo, houve um
decréscimo do numero cromossOmico, quando comparadas as espécies
parentais. Os cariétipos dos hibridos foram caracterizados pelo alto indice de
ocorréncia de alteragdes cromossémicas (BADAEVA et al., 1985).

Fusdes e fissdes sdo rearranjos cromossdmicos faceis de serem
identificados durante a evolucao cariotipica de Heteroptera. Muitos autores
consideram que determinagdo de sistemas multiplos de cromossomos
sexuais em Heteroptera se originaram de fissbes cromossémicas.
Geralmente, € aceito que esses tipos de alteragbes cromossémicas causam
a perda de DNA. A fissdo requer a cicatrizagado das recentes terminagdes
para a garantia da estabilidade e do comportamento normal dos novos
cromossomos durante as divisdes meidtica e mitdtica (PAPESCHI, 1994).

Em populagdes naturais de Belostoma plebejum, observaram-se
rearranjos cromossOmicos, sugerindo que tanto a fusdo quanto a fissédo
ocorreram na divisdo mitética do embrido ou foram herdadas de uma
geracao anterior. O comportamento meidtico dos novos complementos
permaneceu regular. O pareamento cromossdmico foi completo, como foi
observado em células paquiténicas. Nao foi detectado nenhum cromossomo
extra. Esses dados sugerem que, ap6s a fragmentacdo, o0s novos

cromossomos desenvolveram telémeros funcionais nos pontos de quebra.
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Uma hipdtese para esse tipo de evento é que o cromossomo X original
apresentava sequéncias teloméricas em posigdes internas, fazendo com que
essas sequéncias se tornassem funcionais quando a quebra ocorreu em
suas proximidades. Portanto, sugeriu-se que a evolugao cariotipica dentro
do género Belostoma tenha ocorrido por fusdo de cromossomos
autossomos, fissdo do cromossomo X e variagdes na heterocromatina
constitutiva (PAPESCHI, 1994).

MIURA et al. (1995) relataram, pela primeira vez, o mecanismo de
rearranjos cromossOmicos associados a especiagao de anfibios de padroes
de bandeamento de replicacdo tardia. Espécies de sapo marrom sao
divididas em dois grupos de acordo com o numero cromossémico: 2n=24 e
2n=26. Com base em analises eletroforéticas de enzimas e proteinas
sanglineas em 12 espécies de sapo marrom (distribuidas nas regides
paleartica e América do Norte), observou-se que trés das espécies
derivaram de um ancestral e, depois, os sapos remanescentes foram
divididos em dois grupos de espécies de acordo com 0s numeros
cromossdmicos citados anteriormente.

Recentemente, bandas de replicacdo tém sido mostradas na
indugdo multipla de bandas em cromossomos metafasicos de anfibios.
Métodos de bandeamento C foram realizados para examinar rearranjos
cromossémicos associados a especiagao, principalmente o mecanismo de
reducdo do numero cromossémico de 26 para 24 ou o aumento de 24 para
26. Uma comparacao detalhada de padrées de bandeamento mostrou alta
conservacao de padrées de bandas de replicacéo tardia e a ocorréncia de
inversbes em muitos cromossomos. Foi constatado que fusbes de
terminacées cromossOmicas de dois pares cromossOmicos causaram a
redugdo do numero cromossémico de 26 para 24 (MIURA et al., 1995).

Espécies européias de Rana apresentaram cariotipo com 2n=26,
sendo 5 pares de cromossomos maiores e 8 pares de Cromossomos
menores. Em R. arvalis, o cariétipo é caracterizado por 2n=24, com seis

pares cromossOmicos maiores e seis pares cromossOmicos menores.
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Analises comparativas dos tamanhos e posi¢cdes centroméricas de cada
cromossomo indicaram que o cromossomo numero 6 de R. arvalis e 6 e 10
de espécies com 2n=26 nao sdo copias uns dos outros. Contudo, foi
concluido que o cromossomo 6 de R. arvalis foi produzido por uma fuséo
dos cromossomos 6 e 10 de espécies 2n=26. Mas como os tamanhos dos
cromossomos 6 e 10 de espécies 2n=26 sdo maiores do que 0 Cromossomo
6 de R. arvalis, a fusdo ocorreu por translocagao reciproca desigual, com
perda de algum material cromossdémico (MIURA et al., 1995).

Green (1983), que examinou o cariotipo e realizou técnica de
bandeamento C em R. dybowskii da Coréia, verificou que a redugédo do
numero cromossémico de 26 para 24 em sapos marrons € o resultado de
processos que envolvem produgdo inicial de pequenos cromossomos
telocéntricos por inversdes pericéntricas e suas subsequentes fusdes. Essa
explicacdo também foi postulada por Morescal (1981) como mecanismo de
redugdo do numero cromossémico em sapos africanos (MIURA et al., 1995).

O caridtipo de oito espécies de sapos pardos foram examinados,
utilizando metodologias de marcagao convencional dos cromossomos. Cinco
das espécies em estudo apresentaram cariétipo de 2n=26, e as outras trés,
2n=24. Nishioka et al. (1987) presumiram que somente processos singulares
foram envolvidos na produgdo do cromossomo 6. Com base em analise
comparativa dessas espécies, foi citado que o cariétipo 2n=24 surgiu da
fusdo do cromossomo 11 com o 12 ou 13 no ancestral com 2n=26. Ainda, o
cromossomo 6 de espécies 2n=24 ocorreu por fusdo de dois cromossomos
pequenos, sem ter sido influenciado por nenhum processo de inversdo ou
perda de segmento cromossOmico, como havia sido relatado em estudos
anteriores. Isso foi demonstrado pela aplicacdo da técnica de bandeamento
C, a qual indicou que o cromossomo 11 se fusionou ao 13 em espécies
ancestrais 2n=26, e que o centrdmero do cromossomo 13 foi inativado apos
a fusdo, concluindo-se, entdo, que espécies 2n=24 se originaram da fuséo

cromossdmica de espécies ancestrais com 2n=26 (MIURA et al., 1995).
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Existe a hipétese de que o numero dipléide decresceu durante a
evolugcdo dos mamiferos por progressivas fusdes. Outros autores sugerem
que o processo de evolugdo no grupo dos mamiferos ocorreu via fisséo.
Tanto fissbes como fusdes ocorreram, claramente, em algumas espécies. S6
que, em alguns instantes, as fusbes foram mais frequentes (QUMSIYEH,
1994). Assim, a fusdo tem sido mais importante para a evolugao carioldgica
de mamiferos (IMAI, 1988).

De fato, a fusdo céntrica é abundante em humanos, enquanto a
fissdo é rara. O caridtipo de ratos apresenta cromossomos acrocéntricos.
Existe evidéncia de que os bracos curtos heterocromaticos tendem a se
associar no paquiteno, mas nem todo cromossomo acrocéntrico formara
cromossomo metacéntrico (IMAI, 1988). Segundo a hipotese de
Marescalchi’'s (1990), a tendéncia geral da evolugdo € a fusao
cromossdmica. A fissdo s ocorre ocasionalmente (SCHUBERT et al., 1992).

STEBBINS (1950) relatou que espécies mais primitivas
apresentam numero basico maior, pois a redugdo do numero basico tem
sido acompanhada de uma especializagdo da morfologia externa. Sendo
assim, segundo QUMSIYEH (1994), a unica conclusdo possivel € a
procedéncia da evolugdo cromossdmica por fusdes e fissbes em diferentes

espécies.

2.5. O género Capsicum

2.5.1. Taxonomia e evolugao

O pimentéo (Capsicum sp.) € um membro da familia Solanaceae,
assim como o tomate, a batata, a petunia e o tabaco (PRINCE, 1992). E
classificado como Angiospermae, classe Dycotyledoneae, subclasse

Metachlamydeae, ordem Tubiflorae, familia Solanaceae, tribo Solaneae e
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género Capsicum. A divisdo subgenérica nao é bem definida (LIMAYE e
PATIL, 1989; BERTAOQ, 1993).

Os primeiros taxonomistas e outros pesquisadores fizeram uso
apenas dos caracteres do fruto para distinguir as espécies pertencentes ao
género Capsicum. Assim, houve grande incidéncia de sobreposi¢cdo de
nomes especificos, conduzindo a uma denominacdo errada de espécies e
variedades (BERTAO, 1993). E constituido de 20 a 30 espécies, incluindo
quatro ou cinco cultivadas: Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense, C.
frutescens e C. pubescens. (Mc LEOD et al., 1986); sendo a espécie C.
annuum cultivada em alta escala (LIMAYE e PATIL, 1989).

Uma classificagdo taxonOmica satisfatéria do género ainda tem
sido dificultada por causas das diferengcas de opinides sobre a histéria
evolutiva de Capsicum e das relagbes sistematicas entre espécies,
principalmente entre selvagens e cultivadas (Mc LEOD et al., 1986), o que
tornou a taxonomia um tanto confusa (MOSCONE et al., 1993).

Os caracteres tipicos do género sao: flores hermafroditas,
contendo um estigma e, em geral, cinco anteras. O comprimento do estilete
varia entre as espécies. O estigma esta pronto para ser fecundado, ja na
fase de botao floral, até trés horas apds a abertura da flor. A abertura da flor
ocorre, frequentemente, nas trés primeiras horas do dia, permanecendo
aberta por 24 horas. A taxa de polinizagdo cruzada varia de 0,5% a 36%,
sendo influenciada pelo comprimento do estilete e pela frequéncia de visitas
de agentes polinizadores na flor (CASALI et al., 1984).

O caridtipo de uma espécie, em geral, € constante, e pode ser
uma caracteristica util na taxonomia. Contudo, a presenca ou auséncia de
um ou mais segmentos cromossOmicos em individuos de uma populagéo,
conhecida como polimorfismos, podem surgir e alterar o padrao cariotipico
da espécie (SYBENGA, 1992).

A técnica de eletroforese foi utilizada para analise evolutiva de
Capsicum. Foram usadas diferentes frequéncias alélicas para elucidar

relacionamentos dentro do género. Analises eletroforéticas sequenciais,
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variando o pH e, ou, a concentragdo do gel, revelaram variagdes adicionais
dentro dos alelomorfos (Mc LEOD et al., 1983).

As formas/espécies cultivadas de Capsicum ocupam extensivas
areas, resultando em variagbes genotipicas com relagédo as condi¢cdes do
ambiente (LIMAYE e PATIL, 1989). Os primeiros efeitos associados a
domesticagao do género incluem a diversidade cariotipica em C. annuum e o
polimorfismo ou monomorfismo para um gene de C. baccatum, que se
interage com o citoplasma de C. chinense (BERTAO, 1993; PICKERSGILL,
1997).

BERTAO (1993) relatou que o estudo das relagdes entre espécies
selvagens e cultivadas de pimentao permite o estabelecimento de hipoteses
sobre o processo de domesticacdo especifica e a evolugao no género. Os
aspectos morfoldgicos e a distribuicdo geografica das espécies cultivadas de
Capsicum e de seus possiveis parentais selvagens devem ser considerados
para facilitar a compreensao da evolugao no género.

Segundo PICKERSGILL (1971), formas de C. annuum cultivadas
passaram por translocacdo ou inversao, 0 que converteu um par de
Cromossomos acrocéntricos em um cromossomo metacéntrico.

Pickersqill et al. (1978) e Koompai (1976) verificaram que as
variedades cultivadas de C. annuum diferem das espécies cultivadas de C.
chinense por uma translocacéao reciproca. O cromossomo numero 12 de C.
annuum, provavelmente, originou-se de uma translocagao reciproca irregular
de dois cromossomos metacéntricos. Esses dados foram confirmados em
estudos isozimaticos (TANKSLEY, 1984).

Segundo Mc LEOD et al. (1983), uma hipétese para a origem e a
evolucdo de muitas espécies de plantas cultivadas, especialmente no nivel
de ploidia, € a ocorréncia de um evento singular na histéria de um género.
Posteriormente, houve domesticagdo de um ancestral selvagem, e a
subsequente selecao e radiagdo em outras espécies cultivadas.

Davenport (1973) propds que todas as espécies cultivadas de

Capsicum surgiram de C. frutescens. Jett (1973) tem dado suporte a essa
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hipétese. Outra suposicédo feita por Heiser et al. (1971) foi de que cada
espécie cultivada derivou de um ancestral selvagem especifico por eventos
de separagao evolutiva. Esse modelo sugere que quatro espécies cultivadas
surgiram, independentemente, de formas selvagens, por ter sido obtida por
dados morfoldgicos, cariotipicos e de melhoramento genético (Mc LEOD et
al., 1983).

Uma terceira hipotese supbe a origem independente de trés
linhagens cultivadas, com C. baccatum var. pendulum surgindo de C.
baccatum selvagem da Bolivia, C. pubescens de ancestrais C. eximium/C.
cardenasii e uma terceira linha composta por C. frutescens cultivada, C.
chinense e C. annuum (ancestral da Amazobnia). Cada populagdo parece
consistir de uma ou mais subpopulagdes altamente homogéneas. A maior
porcentagem de locos polimérficos indica grande quantidade de variabilidade
genética. Existe uma distribuicdo relativamente uniforme dos gendtipos da
mesma espécie (Mc LEOD et al., 1983).

Sob o aspecto bioquimico, C. cardenasii tem alto grau de
similaridade com C. eximium. As duas espécies formam hibridos férteis com
facilidade. Esbaugh (1970) e Pickersgill et al. (1979) sugeriram que C.
baccatum var. baccatum € o0 mais provavel progenitor selvagem da
variedade pendulum. O subgrupo de flores brancas, C. annuum, € um
enigma. Contudo, eletroforeticamente, as espécies sdo muito similares.
Pickersgill et al. (1979) sugerem que o terceiro taxon selvagem (C. annuum
var. aviculare, C. frutescens e C. chinense) forma um complexo que é
diferenciado em muitas regides geograficas. Assim, ocorreram
domesticagdes independentes das formas locais (Mc LEOD et al., 1983).

Estudos evolutivos no género tém sugerido a hipétese de que C.
frutescens constitui 0 unico progenitor selvagem de todas as cultivares, com
trés linhas evolutivas independentes: 1) C. baccatum; 2) C. pubescens e 3)
C. annuum, C. chinense e C. frutescens (Mc LEOD et al., 1983).

Pickersgill (1971) propbés que as variedades cultivadas evoluiram

de progenitores selvagens invasores (BERTAO, 1993). Dentre as cinco

51



espécies cultivadas de Capsicum, quatro evoluiram de ancestrais selvagens
coespecificos. O ancestral selvagem de C. pubescens permanece incerto.
Quando cruzada com C. cardenasii selvagem e C. eximium, a espécie C.
pubescens demonstra ter os mesmos arranjos cromossOmicos finais,
diferindo somente em sua significativa morfologia e caracteres moleculares
(PICKERSGILL, 1997). Autores indianos tém classificado Capsicum em duas
espécies: C. annuum e C. frutescens (DATTA, 1968).

Lefebvre et al. (1993), em um estudo de RFLP, encontraram
cultivares de pimentdo de origem européia e da Ameérica do Norte com alto
grau de similaridade entre si. Tanto em espécies selvagens quanto em
espécies cultivadas, a diversidade genética interpopulacional € considerada
maior do que dentro da propria populagcdo. Esses dados confirmam as
expectativas para as espécies originarias, predominantemente, de
cruzamentos intrapopulacionais (PICKERSGILL, 1997).

Geralmente, sobre o ponto de vista numérico, a evolugao ocorre
de um pequeno numero para um grande numero cromossémico. A presenga
de longos cromossomos com centrdmero mediano ou submediano indicam a
natureza primitiva, e o aumento do numero de constrigdes secundarias € um
avango evolutivo. Assim, a variedade acuminatum apresenta cromossomos
grandes, indicando ser uma variedade primitiva, enquanto que a var.
grossum possui aumento da ploidia e, também, o numero de constrigcbes
secundarias demonstram que essa variedade representa uma distinta
linhagem de evolugéao (DATTA, 1968).

2.5.2. Origem e domesticagcao
O pimentao (Capsicum sp.) € uma hortaliga originaria da América

do Sul (CASALI e COUTO, 1984; LIMAYE e PATIL, 1989; BERTAO, 1993;
PICKERSGILL, 1997), e é o segundo vegetal mais cultivado nos paises do
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terceiro mundo, depois do tomate (LEFEBVRE et al., 1995). Cerca de
1.331.770 ha no mundo s&o destinados para o plantio dessa planta. A
producédo chega a 16.392.700 toneladas, sendo a China o maior produtor
mundial, com 7.002.180 toneladas por ano (LEITE, 1999). Estudos
arqueoldgicos, realizados nas Américas Central e do Sul, indicam que a
utilizacdo de espécies de Capsicum pelas civilizagdes antigas iniciou-se
entre os anos 5.000 e 7.000 a.C. (PICKERSGILL, 1969a).

A dispersao do género pela Europa comecgou por intervengao de
navegantes da Peninsula Ibérica, que exploravam terras da América tropical
a procura da pimenta-do-reino, Piper nigrum (CASALI e COUTO, 1984). Os
primeiros cultivares de Capsicum surgiram no Brasil por sele¢des realizadas
pelos imigrantes italianos e espanhois (SOUZA e CASALI, 1984; TAVARES
e MALUF, 1994).

O género tem distribuicdo cosmopolita (Mc LEOD et al., 1986;
PRINCE, 1992), com especial importdncia em regides tropicais e
subtropicais (Mc LEOD et al., 1986). As espécies cultivadas no Brasil
distribuem-se em regides de clima tropical, ja que temperaturas baixas e
geadas interferem no crescimento, desenvolvimento e rendimento dessas
culturas. Em locais serranos e de temperaturas brandas, o cultivo é realizado
na estacdo de verdao e, dependendo da altitude da regido, pode ser
estendido até as estagbes de primavera e outono. A produgao tem tido maior
rentabilidade em regides de altitude baixa (PADUA et al., 1984).

Os frutos de Capsicum sao cultivados e consumidos em quase
todo o mundo como condimentos culinarios. Segundo Bosland (1992), o
consumo é amplo em paises europeus, africanos (BOSLAND, 1993) e
asiaticos (PICKERSGILL, 1997). Porém, particularmente, as areas de maior
importancia na producao de pimentao estdo situados nas Américas do Sul e
Central, na india, Hungria, Espanha, Italia e sudoeste dos Estados Unidos
(PRINCE, 1992). Algumas espécies sao utilizadas como plantas
ornamentais, em razao da variagao de coloracdo dos frutos no processo de
maturacédo (SOUZA e CASALI, 1984).
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O complexo C. annuum inclui trés espécies correlacionadas: C.
annuum, C. chinense e C. frutescens (PICKERSGILL, 1997). A espécie C.
annuum L. var. annuum € o representante mais importante entre as cinco
espécies cultivadas do género em todo o mundo, e teve sua origem na
América (MOSCONE, 1993). Foi cultivada no México e depois dispersa para
os outros tropicos. As outras duas espécies, mesmo apds a domesticacao,
predominam na América Latina (PICKERSGILL, 1997).

Mudangas ocorreram nas espécies de Capsicum em virtude da
domesticagao realizada pela espécie humana, tal como a modificacdo da
posicdo do fruto de ereto para pendente (PICKERSGILL, 1969). Um outro
efeito da domesticagdo do género foi o aumento da freqUéncia de
autopolinizagao. Nas espécies cultivadas, o estigma se encontra na mesma
altura das anteras, elevando a possibilidade de autopolinizacdo. Ja nas
espécies selvagens, o estigma esta acima do nivel das anteras, favorecendo
a fecundagao cruzada entre elas (CASALI e COUTO, 1984).

2.5.3. Caracteristicas qualitativas e importancia comercial

Especiarias e condimentos sdo extensivamente consumidos para
aumentar a qualidade dos alimentos, e também utilizados como
componentes em muitas preparagdes medicinais (JOHN e ABRAHAM,
1994). No México, por mais de oito séculos, a pimenta representou uma
tradicdio como elemento mais importante da culinaria mexicana
(CONTRERAS-PADILLA e YAHIA, 1998). No Brasil, o Estado de Minas
Gerais apresenta condi¢des climaticas favoraveis e apropriadas ao cultivo da
hortaliga, ampliando as perspectivas de comercializagéo na regiao (CASALI
et al., 1984).

Capsicum é importante em muitos paises como especiaria e como

fonte de vitaminas, por aumentar o sabor dos alimentos, e por seus atributos
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sensoriais de cor, pungéncia e aroma (JOHN e ABRAHAM, 1994;
CONTRERAS-PADILLA e YAHIA, 1998).

O pimentao vermelho (Capsicum annuum) tem sido cultivado por
todo o mundo em virtude de seu valor como condimento (Mc LEOD et al.,
1986; JOHN e ABRAHAM, 1994). Constitui fonte importante de nutrientes,
como pro-vitamina A, vitaminas B1, B3, C e E, além de calcio, ferro e fosforo
(BERTAO, 1993; BOSLAND, 1993).

Davies et al., em 1970, citaram que espécies de Capsicum
compreendem uma das plantas mais ricas em vitamina C. Os frutos frescos
podem conter até 340 mg/100g dessa vitamina. Com a maturidade, o valor
quantitativo de vitamina C decresce no fruto. Essa vitamina foi extraida, pela
primeira vez, no género Capsicum, em 1928, pelo bioquimico Albert Szent
Gyorgyi. Tal descoberta lhe valeu o prémio nobel. A extragdo de oleoresinas
também é empregada, por conferir aroma e sabor as refeicdes (BOSLAND,
1993).

A pungéncia ou o sabor condimentar picante € fator de extrema
importdncia nas espécies de Capsicum (BERTAO, 1993), sendo
caracteristicas unicas do género (BERTAO, 1993; CONTRERAS-PADILLA e
YAHIA, 1998). O sabor picante € causado por sete alcaldides ou
capsaicindides, mas a capsaicina (8-metil-N-vanil-6-nonenamido) e a
hidrocapsaicina sdo responsaveis por cerca de 90% da pungéncia
(BERTAO, 1993; JOHN e ABRAHAM, 1994). Fujikawai et al. (1982)
determinaram que a biossintese de capsaicindides ocorre na placenta do
fruto (CONTRERAS-PADILLA e YAHIA, 1998). Iwai et al. (1979%) sugeriram
que a producado de capsaicindides aumenta com a maturidade do fruto até
certo ponto; depois, decresce com a degradagao de até 60% (CONTRERAS-
PADILLA e YAHIA, 1998).

Além de aumentar o sabor dos alimentos, a capsaicina (CeH1402)

também tem aplicagcbes na medicina, como em tratamentos reumaticos, de

secrecgdes e inflamagdes da garganta, e de gastrites provocadas pelo uso de
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bebidas alcodlicas (BERTAO, 1993; CONTRERAS-PADILLA e YAHIA,
1998).

A coloragdo e o ardume do fruto do pimentdo sdo devidos a
presenca de genes responsaveis por essas caracteristicas (CASALI et al.,
1984; BOSLAND, 1993). A coloragédo dos frutos se deve a mistura de
pigmentos, tais como carotendides (capsasantina), xantofilas e outros. Cerca
de 20 carotendides sao responsaveis pela coloragao. Alguns autores citaram
que existem fatores genéticos associados as condigdes climaticas e a idade
do fruto, que afetam o valor quantitativo do componente capsaicindide
(BOSLAND, 1993). No entanto, poucos estudos sobre o aroma e o sabor
caracteristico do fruto foram realizados, bem como a metodologia utilizada
para a quantificacdo dos pigmentos (CASALI e STRINGHETA, 1984).

Praticas de cultivo adequadas produzem alta qualidade de
colheitas, embora variagbes ambientais afetem a coloragdo do fruto,
qualidade nutricional, pungéncia e suscetibilidade a doencas (BOSLAND,
1993).

As espécies cultivadas de Capsicum apresentam variagdes
relacionadas aos caracteres do fruto (PICKERSGILL, 1997; CONTRERAS-
PADILLA e YAHIA, 1998). O mercado brasileiro tem preferéncia por frutos
com uniformidade de maturagdo, tamanho e formato. Consumidores dos
grandes centros urbanos preferem a coloragéo verde-escura, a cuticula deve
estar brilhante e ausente de rugosidades. Algumas regides do Rio Grande
do Sul, do nordeste e do norte do pais valorizam o fruto de formato
quadrado. Ja na regiao Sudeste, a preferéncia é pelo formato conico e
tamanho grande. Essas exigéncias satisfazem ndo somente os
consumidores, mas também os comerciantes, ja que os frutos mantidos em
suas integridades resistem melhor ao transporte pés-colheita (CASALI et al.,
1984).

Para fins de industrializagdo, as caracteristicas fisico-quimicas do
fruto sdo importantes, como o teor de sodlidos soluveis, a coloragao, o

tamanho e a espessura da polpa do fruto. Os produtos industrializados sao
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utilizados no preparo de alimentos, no processamento de conservas e na
industria de embutidos de carnes e sopas de preparo instantaneo. O pd de
piment&do tem sido utilizado como flavorizante e como corante. A coloragéo
do p6 de pimentdo é muito valorizada pelo mercado consumidor, o que
depende da matéria-prima utilizada, ou seja, do cultivar, e também do
armazenamento do produto (CASALI e STRINGHETA, 1984).

Pesquisas para fins comerciais vém sendo realizadas no Brasil,
com relagédo ao armazenamento do pd de pimentdo (CASALI et al., 1984).
Entretanto, o pais ainda importa condimentos derivados do fruto. Estudos
aprimorados e detalhados sobre a capacidade de retengdo da cor pelos
frutos também sao de interesse econdmico (CASALI e STRINGHETA, 1984).

As variedades de pimentdo destinadas ao processamento de
oleoresinas apresentam dois dos corantes naturais mais usados na industria
alimenticia. A obtencdo de linhagens ricas em carotendides (basicamente os
vermelhos) € o pré-requisito mais exigido, desde que sua qualidade esteja
relacionada ao poder de coloragdo. Normalmente, a troca da cor na
superficie do pimentdo é o resultado de uma degradacéo da clorofila € um
consideravel aumento no seu conteudo carotendide, que ¢é influenciado pela
temperatura e iluminagcdo aos quais os frutos sao expostos (GUEVARA e
PARDO-GONZALEZ, 1996).

Muitos genes tém sido caracterizados em pimentao,
principalmente os genes relacionados aos caracteres do fruto, e a
resisténcia a doengas. Apesar do pimentdo apresentar muitas vantagens em
estudos genéticos, o desenvolvimento de um mapa de ligacdo tem sido
pouco desenvolvido, em parte, por causa dos esforcos concentrados nas
linhagens de milho e tomate (PRINCE, 1992).

O amadurecimento dos frutos é um processo genético
programado que envolve trocas nas estruturas das organelas e no
metabolismo celular. Ricos em macromoléculas, os frutos (especialmente os
ja maduros) sao vulneraveis as infecgdes por patdgenos, pois as plantas ndo

possuem um sistema imunolégico como se encontra em vertebrados
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superiores, e suas resisténcias sdo baseadas num dinamico sistema de
defesa, composto de barreira fisica, respostas quimicas e proteinas
antimicrobianas de diferentes classes (MEYER et al., 1996).

Para caracterizar aspectos de expressdo génica durante o
amadurecimento dos frutos de C.annuum, isolaram-se genes que promovem
defesa especifica acumulada nos frutos maduros, sugerindo que a sintese e
o0 acumulo do gene sao regulados e controlados por sinais ambientais, como
ferimentos; e que o gene €, provavelmente, o responsavel por uma proteina
secretdria envolvida no sistema de defesa do fruto. A localizac&o extracelular
da proteina em frutos maduros aumenta a chance de manutencdo da
integridade do fruto e da maturagédo das sementes (MEYER et al., 1996).

Estudos epidemiolégicos apontaram o fato de que o pd do
pimentdo vermelho tem sido um fator de risco para o céncer do trato
digestivo, mostrando que esse vegetal é capaz de produzir quebras
cromossémicas e outras anormalidades na divisao celular. Como o pimentao
vermelho é extensivamente utilizado na preparagao de alimentos, a pesquisa
objetivou verificar a atividade do componente capsaicindide em células da
medula 6ssea de camundongos. O experimento investigou o efeito de
diferentes doses da especiaria administradas, oralmente, em camundongos.
Foram utilizadas doses de 200, 300 e 400 mg/kg no periodo de 30 dias
consecutivos. Tratamentos usando pimentdo vermelho aumentaram a
frequéncia de células com anormalidades na divisao celular (JOHN e
ABRAHAM, 1994).

Estudos tém mostrado que a incorporagao do pimentdo preto na
dieta de camundongos (50 a 200 mg/kg) induz anormalidades estruturais e
numéricas em células da medula 6ssea (JOHN e ABRAHAM, 1991). A
administragéo induziu quebras cromossémicas e inibiu a formagao regular
do fuso. Células com numerosos fragmentos foram observadas nos
diferentes tratamentos. A porcentagem de células polipléides foi de 2,68%
em tratamentos com dosagens mais baixas, e de 14,96% nos tratamentos

mais severos. Células com aumento ou diminuicdo do numero
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cromossémico apareceram, ocasionalmente. A ocorréncia de células
aneupldides foi muito baixa. Afilamento dos cromossomos, dissolugéo da
matriz cromossémica e desespiralizagdo cromossémica sao algumas das
anormalidades encontradas. A porcentagem de células anormais aumentou
com o aumento da administragdo das doses. Os resultados sugerem uma
consideracao mais cuidadosa do uso excessivo na dieta e na medicina
(JOHN e ABRAHAM, 1994).

O pimentdo vermelho €& suspeito por ter proporcionado o
desenvolvimento de cancer oral e estomacal, em populagdes humanas
oriundas da india. A acdo da capsaicina como substancia mutagénica foi
verificada em coelhos, quando administrada a 6-11 mg/kg. O pimentao preto
tem sido reportado por induzir quebras cromossémicas em Vicia faba.
Apenas 0,95% das células de Vicia faba apesentaram anormalidades,
mostrando irregularidade na divisdo celular. As quebras cromossdmicas
foram o tipo de anormalidade predominante. Disturbios na anafase
ocorreram devido a inativagdo das fibras do fuso. Observou-se que houve
aumento da porcentagem de anormalidade com o aumento da concentrag&o
da substancia. A concentracao de 0,2% foi toxica. Nao existe forte evidéncia
de estudos epidemioldgicos, experimentais e quimicos, que sugerem as
causas do cancer. Em camundongos, desenvolveram-se tumores
estomacais e, em coelhos, cirrose (JOHN e ABRAHAM, 1991).

2.5.4. Aspectos citogenéticos e moleculares

Estudos genéticos e citogenéticos com Capsicum comegaram em
1940 (BERTAO, 1993). Por ser um dos membros mais importantes,
economicamente, da familia Solanaceae, o género foi foco de pesquisas
citogenéticas por um longo periodo (MOSCONE et al., 1995). Entretanto,
deixou-se de ser pesquisado por um tempo, provavelmente, por causa de
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investimentos em outros vegetais, como o tomate e a ervilha (BERTAO,
1993).

Sinha (1950) reportou que os cromossomos das espécies de
Capsicum sao grandes. Ja Christensen e Bamford (1943) e Marks (1952)
relataram que o tamanho cromossémico € pequeno (LIMAYE e PATIL,
1989).

Lippert et al.(1966) revisaram o primeiro trabalho taxonémico e
citogenético de Capsicum e sugeriram que 0S Cromossomos apresentam
centrémeros medianos, submedianos ou subterminal. Foi observado que o
numero de cromossomos contendo NOR varia dentro da mesma espécie, e
que esses cromossomos com NOR apresentaram centrdbmero mediano
(LIMAYE e PATIL, 1989), existindo diferengas entre o numero de bandas
Ag-NORs na metafase e o de nucléolos na intérfase (MOSCONE, 1999).
Dessa forma, estudos sugerem a nao-especificidade dos caridtipos das
espécies do género (LIMAYE e PATIL, 1989).

A variagdo no comprimento dos cromossomos nas espécies de
Capsicum pode ser atribuida a diferenga significativa no grau de
espiralizagcdo e condensagdo linear, multiplas delegbes, nao-
correspondéncia nos estadios relativos das metafases selecionadas e erros
de observagao (LIMAYE e PATIL, 1989).

Espécies cultivadas de Capsicum, tais como C. annuum, C.
testiculatum; C. frutescens, C. pendulum, C.pubescens e C. chinense, foram
analisadas. Em todas as espécies 0 numero cromossdmico tem sido
reportado como 2n=24. O tamanho total do complemento haploide foi de
20,75 um (C. testiculatum) a 90,00 um (C. pubescens). Variagbes de
tamanho entre o cromossomo mais longo e 0 menor tém sido observadas
em C. annuum. Essas variagdes em espécies selvagens (C. baccatum e C.
chacoense) sao relativamente raras por causa de suas ocorréncias restritas
no centro de origem (LIMAYE e PATIL, 1989).

O numero de cromossomos com NOR foi de um a dois, sendo

quatro em C. microcarpum, C. pendulum e C. angulosum. Ohta (1962)
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observou dois pares de cromossomos contendo NOR em C. frutescens, C.
pendulum e C. microcarpum, e somente um par em C. annuum e C.
pubescens. Essas variagcdes no numero de NORs devem ser por causa da
anfiplastia diferencial, envolvendo perda ou adicdo de satélite no processo
de especiagcdo. NORs nao foram observadas em C. annuum var. Devnally,
provavelmente, por <causa das suas perdas no curso da
evolucao/especiacdo. As NORs sempre foram encontradas nos bracos
curtos. Sob o ponto de vista da delecdo, duplicagdo ou translocacao, a
localizagdo das NORs ndo foi mantida em todos os casos (LIMAYE e PATIL,
1989).

Os conhecimentos cariotipicos de C. chacoénse, relatados na
literatura, sdo poucos e contraditérios. Duas populacdes, dessa espécie,
oriundas da Argentina, foram analisadas, citogeneticamente. O numero
cromossémico somatico foi caracterizado por 2n=24. O cari6tipo de ambas
as populacdes apresenta 11 pares de cromossomos metacéntricos e 1 par
subtelocéntrico, e esses dados foram correspondentes aos relatos de
Pickersgill, em 1977. Em contraste, Ohta (1962) descreveu o cari6tipo com
todos os cromossomos contendo centromeros medianos. (MOSCONE,
1990).

Observou-se a existéncia de dois pares de cromossomos com
satélites terminais e que uma populagdo difere da outra em um par de
NORs. A diferenca de tamanho entre os complementos cromossdmicos das
duas populagdes foi atribuida a um diferente grau de condensagdo dos
cromossomos. A variagcado cariotipica intra-especifica tem sido encontrada
em maior ocorréncia do que a variagado cariotipica interespecifica. Nesse
género, sao encontradas translocagbes espontaneas em C. annuum e C.
chinense, sendo mais comum a translocagao reciproca igual, que tem tido
importante influéncia na evolugao das espécies (MOSCONE, 1990).

Variedades de Capsicum annuum L. foram comparadas
citogeneticamente, e foi verificado que os genomas se diferenciaram no

numero e tamanho dos cromossomos, bem como na posicdo e no numero
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das constricbes secundarias. C. annuum var. acuminatum Fingh possui
2n=24 cromossomos; var. conoides lIrish pode possuir 2n=24 ou 2n=26; € a
var. grossum Sendt pode possuir 2n=24, 36 ou 48. Estudos com outras
espécies de Capsicum também mostraram 2n=24 ou 2n=48 cromossomos.
O numero basico para espécies de Capsicum é 12 e polipldides tém sido
importantes na especiagao e na evolugao de diferentes variedades (DATTA,
1968).

As espécies C. parvifolium e C. annuum L. var. annuum
apresentam cariotipos simétricos, com cromossomos de tamanhos bastante
homogéneos. Contudo, a primeira espécie relatada se distingue da segunda
por apresentar dimensdao cromossémica maior, sendo todos os
cromossomos metacéntricos, e com apenas um par de cromossomos com
NOR no genoma. Em C. annuum L. var. annuum, as duas amostras
analisadas obtiveram cariétipo idéntico. Entretanto, outros autores relataram
a existéncia de uma variacao cariotipica entre diferentes populacbes dessa
mesma espécie. Em muitos casos, faltam medigdes cromossdmicas
precisas. Consequentemente, essas comparacdes realizadas sao relativas
(MOSCONE, 1993).

De acordo com a nomenclatura de Levan et al. (1964), em C.
annuum, a maioria dos cromossomos é metacéntrica, sendo que apenas um
ou dois pares (excepcionalmente trés) sao subtelocéntricos, e, em poucos
casos, aparecem cromossomos submetacéntricos. Nas outras espécies do
género, o caridtipo € caracterizado por possuir pares cromossémicos
metacéntricos, acompanhados de um par subtelocéntrico e, as vezes,
alguns pares submetacéntricos. Na sua maioria, aparecem um ou dois pares
de cromossomos contendo NORs, apesar de alguns exemplares reportados
possuirem trés a quatro pares. Em algumas Solanaceae, a presenga de
NOR ndo € uma caracteristica constante. As andlises realizadas
confirmaram a existéncia de um grande polimorfismo intra-especifico no
género (MOSCONE, 1993).
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Amostras de Capsicum baccatum var. umbilicatum (pimentao
picante de habito herbaceo e extensivamente cultivado na América) foram
estudadas, e foi relatado que a espécie possui caridtipo simétrico com 2n=24
cromossomos. Os procedimentos de bandeamento Ag-NOR e de
fluorescéncia indicaram ser valiosos marcadores para discriminar os
cromossomos de C. baccatum var. umbilicatum, tal como ocorre com outros
representantes do género, previamente estudados com as mesmas técnicas
(MOSCONE, 1999).

Dados sobre a atividade nucleolar foram obtidos de analises de
cromossomos metafasicos, com os objetivos de ampliar a caracterizagao
cariolégica de espécies de Capsicum e explorar possiveis diregcoes
evolutivas do cariotipo. O género foi caracterizado por conter de duas a oito
NORs ativas na metafase do complemento dipldide (MOSCONE et al.,
1995).

Em trés amostras de C. annuum var. annuum, duas exibiram de
uma a duas NORs por célula e, a outra, quatro por célula. Em cinco
amostras de C. baccatum var. pendulum, duas mostraram um numero
maximo de seis NORs por célula, duas exibiram sete, e uma, um numero de
oito NORs por célula. As espécies examinadas tiveram suas NORs
localizadas no brago cromossémico curto, geralmente em posicao
subterminal. Somente um sitio de rDNA ativo foi encontrado em cada
cromossomo. Em muitos casos, os tamanhos relativos das NORs variaram
dentro e entre as células da mesma planta. O numero e a posi¢cdo das NORs
nos cultivares examinados tiveram correspondéncia com os dados obtidos
pela marcacao, utilizando-se da técnica de bandeamento C (MOSCONE et
al., 1995).

Em Capsicum, o mecanismo responsavel pela variagdo do
numero, tamanho e da posicdo das NORs, em niveis intra-especifico e
interespecifico, deve ter sido a mutagdo cromossbémica, assim como a
transposigcao de genes moveis rDNA. Com base nos dados apresentados, a

hipétese da evolugdo de cromossomos contendo NOR pode ser proposta.
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As NORs presentes nos cromossomos numero 1 e 12 sdo caracteristicas
ancestrais, e sdo preservadas nas espécies C. chacoense e C. frutescens. O
aspecto evolutivo de espécies cultivadas com caracteristicas derivadas é a
de que a NOR aparece no cromossomo numero 11, como é o caso de C.
annuum (MOSCONE et al., 1995).

C. annuum e C. chinense tém sido objeto de pesquisas
moleculares de mapeamento génico, incluindo a localizacado de genes rRNA
(rDNA) por técnica de hibridizagdo in situ. A técnica de Ag-NOR auxilia na
identificacdo de cromossomos, juntamente com outras técnicas de
bandeamento, identificando quais os cromossomos relacionados com as
NORs. Essas técnicas tém sido usadas somente em sete Solanaceas: duas
espécies de Solanum (incluindo S. tuberosum) e cinco espécies de Cestrum
(MOSCONE et al., 1995).

Em nivel celular, métodos de marcacdo com prata, que
demonstram atividade de sitios génicos de rDNA (NOR), ainda ndo tém sido
aplicados em Capsicum. Todos os dados sobre a atividade nucleolar no
género advém de analises de constrigdes secundarias de cromossomos com
NOR, observados na metafase pelo método de coloragcdo convencional.
Variagdo intra-especifica no numero e na posicdo das constricoes
secundarias tem sido encontrada (MOSCONE et al., 1995).

As amostras de Capsicum foram estudadas e, por meio da técnica
de marcagdo com a prata, regides positivas foram identificadas em
metafases somaticas e no nucleo interfasico. As NORs em cromossomos
metafasicos obtiveram coloragao escura com nitrato de prata. O restante do
cromossomo mostrou-se da cor de palha. Na formula cariotipica, o niumero
de NORs por metafase e o numero maximo de nucléolo por nucleo
interfasico foram observados, onde foram encontradas de duas a oito NORs
ativas por complemento dipléide. Em Capsicum annuum var. annuum, as
amostras exibiram de duas a quatro NORs por célula. Todas as espécies de
Capsicum examinadas apresentaram: Ag-NORs localizadas nos bragos

curtos dos cromossomos, em posi¢cao subterminal e somente um sitio ativo
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de rDNA por Ag-NOR. Em muitos casos, os tamanhos relativos das Ag-
NORSs variaram dentro e entre as células da mesma planta (MOSCONE et
al., 1995).

Em todas as espécies de Capsicum estudadas, o numero de
nucléolos por nucleo interfasico foi menor do que o numero de Ag-NORs em
cromossomos metafasicos. Em C. annuum var. annuum, alguns individuos
exibiram um numero maximo de quatro nucléolos por nucleo e trés Ag-NORs
por metafase. Geralmente, o tamanho relativo do nucléolo e das Ag-NORs
variou dentro e entre as células da mesma planta. Em apenas poucos casos,
houve correlagao entre o tamanho das Ag-NORs e dos nucléolos. O numero
maior de Ag-NORs metafasicas do que o numero de nucléolos interfasicos
se deve a fusao ou a competicdo entre diferentes organizadores nucleolares
do complemento. (MOSCONE et al., 1995).

Variagao intra-especifica no numero de pares cromossémicos
com constricbes secundarias (de uma a duas, excepcionalmente trés) tem
sido reportada em caridtipos de Capsicum annuum  corados,
convencionalmente. As amostras exibiram correspondéncia com o material
analisado por Pickersgill (1971), para a variedade annuum, que possui dois
pares de cromossomos acrocéntricos. Um dos cari6tipos apresentou um par
de cromossomos acrocéntricos com constricdo secundaria (MOSCONE et
al., 1995).

Segundo MOSCONE et al. (1995), os procedimentos de
impregnacdo com prata, conjugados a outras técnicas de bandeamentos,
sdo uteis na identificagdo dos cromossomos e na interpretacdo das
variagbes cromossOmicas encontradas no género. A comparagao entre os
cariétipos bandeados com Ag-NOR e com bandeamento C e fluorocromos
demonstrou correspondéncia entre Ag-NORs e constricoes secundarias.

Tem sido observado que a intensidade da marcacao com prata
estd relacionada com a expressdo das constricdes secundarias. O
polimorfismo de Ag-NORs entre individuos, células e, ainda, em

cromossomos homologos de Capsicum, pode ser atribuido a varios fatores,
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como o numero de genes ribossomais, o nivel de transcricdo e o estadio de
condensacgao da cromatina de cada NOR. Os mecanismos responsaveis
pela variagdo do numero, da posicdo e do tamanho das NORs em niveis
intra e interespecificos podem ter sido translocacdes, delegbes e
transposigcoes de genes rDNA moéveis. As NORs em tandem, observadas em
alguns casos do género, provavelmente, surgiram de duplicagdes, como tem
ocorrido em espécies de Hordeum e Anura (MOSCONE et al., 1995).

MOSCONE et. al. (1993) elaboraram um programa de
bandeamento C para relatar o padrdo da heterocromatina constitutiva em
espécies, variedades e cultivares de Capsicum. As plantas observadas
foram caracterizadas pela presenca de bandas C centroméricas em todos os
cromossomos. Em C. chacoénse, C. parvifolium, C. annuum, as bandas
apareceram fracamente marcadas e pouco visiveis. Contudo, em C.
baccatum, C. pubescens e C. campylopodium, as bandas foram fortemente
representadas. A respeito de seus caridtipos, diferencas significativas no
numero e na distribuicdo de bandas C foram identificadas entre as amostras
de Capsicum estudadas. Com base nessas caracteristicas cariotipicas, as
espécies puderam ser claramente distinguidas entre si e subdivididas em
dois grupos. O grupo | inclui plantas de baixo conteudo de heterocromatina
constitutiva, tais como C chacoénse, C. parvifolium, e C. annuum var.
annuum e C. baccatum var. pendulum. O grupo Il é compreendido de
plantas com alto conteudo de heterocromatina constitutiva, incluindo C.
pubescens e C. campylopodium.

Em Solanaceae, o bandeamento cromossémico fluorescente tem
sido aplicado somente em espécies de Cestrum e Nicotiana. O primeiro
estudo sobre a caracterizacdo citoquimica da heterocromatina constitutiva
dos cromossomos de Capsicum, por procedimentos de marcagéao
fluorescente, foi realizado por MOSCONE et al. (1996); Com o objetivo de
melhorar a caracterizagéo cariolégica das espécies, variedades e cultivares,

contribuindo para a exploragao de caracteristicas evolutivas do género.
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Analisaram-se cromossomos interfasicos e metafasicos somaticos
de C. frutescens L., C. chinense Jacq., C. annuum L. var. annuum, C.

baccatum L. var. pendulum e C. pubescens. A tripla marcacdo com
cromomicina As, distamicina A e DAPI (CMA/DA/DAPI) foi executada,

verificou-se que os padrdes de bandeamento fluorescente, obtidos com
CMA/DA, sado o reverso dos padrées adquiridos com os fluorocromos
DA/DAPI. A maioria dos cromossomos nao se bandeou, quando
apresentaram fluorescéncia. Esses dados associados as homologias
encontradas entre os cromossomos do complemento impossibilitaram a
resolugdo de casos de similaridade morfolégica. O heteromorfismo das
regides heterocromaticas fluorescentes entre os cromossomos homologos
se limitou as diferencas de tamanho dos satélites. Foram realizados,
também, procedimentos de bandeamento C, em que os autores verificaram
que C. annuum é a espécie do género que apresenta o conteudo mais baixo
de heterocromatina, reforcando o objetivo proposto. C. annuum L. var.
annuum apresenta pequena proporgdo de bandas fluorescentes,
representando somente 2 a 3% do tamanho cariotipico total. (MOSCONE et
al., 1996).

A maioria das espécies de Capsicum possui cariétipo similar, em
gque os cromossomos apresentaram poucas diferengas morfologicas. A
presente observagao sugere a necessidade de se utilizar outros métodos de
bandeamento cromossémico, associados as técnicas de fluorescéncia, para
gue se consiga obter padrdes de bandeamento e analises citogenéticas com
maior seguranga. Nas espécies de Capsicum, o tamanho cariotipico e o
conteudo de DNA nuclear tiveram menos variagdes do que a quantidade de
heterocromatina fluorescente (MOSCONE et al., 1996).

A quantidade, a distribuicdo e o tipo de heterocromatina tém se
diversificado durante a evolugédo das espécies de Capsicum. As espécies C.
frutescens L., C. chinense Jacq., C. annuum L. var. annuum e C. baccatum

L. var. pendulum apresentaram pouca quantidade de heterocromatina, e os
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cromocentros fluorescentes de nucleos interfasicos sdo poucos,
numericamente (MOSCONE et al., 1996).

E proposto que, no minimo, trés linhas evolutivas ancestrais
independentes originaram espécies cultivadas de Capsicum: a primeira
inclui membros selvagens do complexo C. annuum, com flores brancas e
pouca heterocromatina, e, também, C. frutescens L., C. chinense Jacq.. As
trés espécies sao tratadas como grupos distintos, apesar de apresentarem
as mesmas caracteristicas morfolégicas. A segunda inclui espécies com
flores brancas, porém, com grande quantidade de heterocromatina, como é
o caso de C. baccatum L. var. pendulum. A terceira inclui espécies com
flores purpuras e com grande quantidade de heterocromatina. As espécies
gue constituem esse terceiro grupo sao: C. eximium e C. cardenasii.

Gottschalk et al. (1980), citados por PICKERSGILL (1997),
observaram em um grande numero de angiospermas que 0S Cromossomos
homodlogos permaneceram unidos apos o paquiteno. Celarier (1955),
também citado por PICKERSGILL (1997), sugeriu que a redugdo da
frequéncia de quiasmas deve ser um fator causador desse evento em
Tradescantia. O fenébmeno foi reportado em progénie de C. frutescens. A
planta foi diferenciada por aspectos morfoldgicos, tais como baixa estatura e
florescimento tardio.

LAKASHMI e NALINI (1989) fizeram o primeiro relato de plantas
trissbmicas de C. annuum L. Essas plantas podem ter sido originadas de um
rearranjo heterozigoto, onde n+1 gametas foram formados como resultado
de uma disjung&o ocasional de um anel composto por quatro cromossomos.
Esse mesmo fendmeno tem sido observado em cevada e Pennisetum.

Segundo HARINI et al. (1990), a existéncia de diferentes numeros
cromossdémicos eupldides no mesmo 6rgdo € designada como
mixopoliploidia, e a diferenca entre os ramos de uma mesma planta é
chamada de quimera. A origem desses fenbmenos pode ser espontanea ou

induzida.
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Casos de mixopoliploidia foram reportados em Capsicum, onde
plantas quimeras de C. annuum foram obtidas pelo tratamento com
colchicina (0,3%) por 24 horas, em que ressaltou-se o aparecimento quatro
ramos primarios com diferentes morfologias, cujas folhas e flores variaram
em tamanho, textura e cor. A anadlise citoldégica revelou que um ramo
apresentou 2n=24, dois apresentaram 2n=48 e um apresentou 2n=24 e
2n=48 intermisturados. A existéncia de dois numeros euploides diferentes na
mesma antera confirmou a mixopoliploida. Na maioria das células (82,21%),
a segregacao anafasica foi regular, e cromossomos dispersos foram
observados em baixa frequéncia. A fertilidade dos pdlens dos galhos
diploides, tetrapldides e mixopolipldide foi de 81,92; 68,72 e 78,26%,
respectivamente. Um alto nimero de cromossomos associados em anel e
pontes foi observado. O duplo somatico pode ser atribuido a agdo quimica
da colchicina. Pode-se dizer que a agao da droga € do tipo mosaico, devido
a nao-uniformidade da duplicacdo dos cromossomos nao foi uniforme
(HARINI et al., 1990).

Segundo DATTA (1968), a multiplicagdo do numero
cromossémico ndo esta correlacionada com o aumento da quantidade da
cromatina. Assim, a evolugédo nao tem sido realizada apenas na ploidia, mas
também na alteragcdo do numero cromossémico por delegao, fragmentacéao e
outros eventos.

LAKASHMI (1995) observou, em células meidticas, a formagao
espontdnea de gametas aneupléides na espécie Capsicum annuum,
caracteristica de uma alteragdo que afeta o pareamento inicial de
cromossomos homodlogos. Outro estudo com essa espécie, realizado por
PANDA et al. (1982), evidenciou que, com o uso de colchicina, é possivel a
inducao de individuos octapléides.

Os rearranjos cromossémicos estruturais sado, sem duvida,
importantes ferramentas na evolugdo de variedades (DATTA, 1968), e a
freqUéncia de diferentes associacbes depende do tamanho do cromossomo

envolvido ou do segmento duplicado, e também da ocorréncia de quiasmas.
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Alteragdes no numero cromossémico provocadas pelo desemparelhamento
dos cromossomos homologos, apos a fase de paquiteno, foram descritas em
algumas amostras de Capsicum annuum e C. frutescens (LAKASHMI et al.,
1989).

Observaram-se informagdes sobre analises citolégicas de hibridos
interespecificos do cruzamento de C. annuum com C. chinense e C.
baccatum. Em todas as amostras, o cariétipo foi determinado por 2n=24. As
células meidticas do botédo floral jovem foram estudadas. A meiose se
mostrou regular na maioria dos casos. Contudo, foram observadas poucas
sinapses cromossémicas e, em dois cruzamentos, a meiose foi irregular.
Uma associacdo de quatro cromossomos bivalentes foi observada nos
hibridos de C. annuum com C. chinense (H1). A associagdo de trés
cromossomos, bivalentes e univalentes, originada de uma falha no
pareamento entre os cromossomos dos dois parentais, estruturalmente
diferentes, foram encontrados em hibridos do cruzamento de C. annuum
com C. baccatum (H2), ambos na diacinese e metafase I. A frequéncia de
quiasmas foi muito pequena em F1 de ambos os cruzamentos, quando
comparada com os parentais. Tais associagdes foram pontes, indicando o
fenbmeno de inversao (KUMAR, 1987).

A ocorréncia de bivalentes foi de 37% em H1, e 21% em H2. Na
anafase |, houve disjungdo irregular dos cromossomos; € cromossomos
“‘perdidos” foram observados em 60% de H1. Fragmentos, segregacao
cromossémica irregular e cromossomos “largados” foram encontrados em
75% das células de H2. As irregularidades persistiram até o final da segunda
divisdo meiodtica. Micronucleos também foram observados e variaram de 0 a
4 nos hibridos F1. A fertilidade dos pdlens e o conjunto de sementes foram
muito pequenos em F1, quando comparados com os parentais. Essa
variacdo na fertilidade dos podlens reflete as diferencas na arquitetura
citogenética dos parentais, indicando que eles se diferem em varios genes
(KUMAR, 1987).
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Poucas sementes foram obtidas quando H2 foi intercruzado com
C. annuum parental e, alguns deles, ndo sobreviveram até a maturidade.
Isso sugere que a manifestagao da inviabilidade do hibrido e a fraqueza em
estadios pré-zigéticos previnem a formacao de plantas estéreis ou fracas
nos estadios pos-zigoticos. A ocorréncia de 12 bivalentes nos hibridos
sugere que, apesar da divergéncia morfolégica dos cromossomos, as
espécies reteram suficiente homologia ancestral (KUMAR, 1987).

A desinapse originando univalentes deve ser um dos mecanismos
de isolamento entre C. annuum e C. baccatum. Os hibridos F1(H1 e H2)
indicam que C. annuum e C. chinense se diferem por duas translocacgbes e
alteragbes estruturais menores (KUMAR, 1987), e que o numero de locos
ribossomais também é uma caracteristica diferencial entre as duas espécies
(LEFEBVRE et al., 1995). A espécie C. annuum também se difere de C.
baccatum por duas translocagdes, uma inversdo e algumas alteragdes
estruturais menores. Esses dados sugerem que, provavelmente, houve
isolamento por acumulo de diferengas genéticas (KUMAR, 1987).

Trocas cromossémicas sao frequentes em espécies de Capsicum.
Duas racas cromossdmicas foram identificadas em C. annuum e ambas nao
mostraram, aparentemente, diferencas morfolégicas no cariétipo, mas
diferiram entre si por uma troca simétrica, como foi observado na meiose
pela presenga de quadrivalentes. Trocas também foram observadas em
cruzamentos de formas selvagens de C. annuum var. minimum e entre C.
annuum var. minimum e C. annuum var. annuum, incluindo as formas
cultivadas. Alguns acessos selvagens e tipos cultivados de C. annuum se
diferenciaram por uma translocagcao (CONICELLA et al., 1990).

Estudos de cromossomos mitéticos e meidticos, e o uso de
marcadores isozimaticos, tém sido empregados em genética por muitos
propositos, mas, principalmente, para estudar a variabilidade genética de
populagdes, a definicdo de relagbes sistematicas e filogenéticas e o
mapeamento genético (CONICELLA et al., 1990; PRINCE, 1992).
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A familia Solanaceae tem sido de utilidade em estudos da
evolucado gendémica (PRINCE, 1992). Cada espécie é caracterizada por suas
peculiaridades na morfologia. Em Capsicum, isozimas foram usadas para o
mapeamento de pontos de quebra de translocagcbes cromossémicas, no
relacionamento filogenético das espécies (TANKSLEY, 1984) e na distingao
entre C. annuum, C. chinenese e C. baccatum (CONICELLA et al., 1990), ja
que essas isoenzimas possuem afinidade por um mesmo substrato e
fornecem uma avaliagao direta da variagdo genética (TANKSLEY, 1984).

Estudos isozimaticos de C. annuum foram realizados com o
objetivo de investigar a evolugao da espécie. Analises meidticas e mitéticas
de linhagens parentais e seus hibridos foram realizadas e o numero
cromossémico foi determinado por 2n=24. Trés sistemas de enzimas foram
usados como extratos foliares: estrease, catalase e peroxidase. Nao foi
encontrada nenhuma variagcdo de catalase e peroxidase, enquanto que trés
amostras de estrease foram verificadas. Os zimogramas com bandas
numeradas foram representados. Os trés tipos de zimogramas A, B e C
apresentaram a banda numero 1 em comum, A e C (a banda numero 2), B e
C (a banda numero 4) e somente C apresentou a banda numero 3. Dos 15
acessos, 8 obtiveram o zimograma A, 6 obtiveram o B e somente 1 obteve o
C (CONICELLA et al., 1990).

Em cruzamentos de C. annuum e C. chinense, foram identificados
quatro genes e somente dois deles estdo presentes em C. annuum. Existe a
hipétese que o gene desidrogenase alcoodlica (ADH) foi originado de um
processo de duplicagdo por um crossing over desigual. Especula-se que a
duplicagdo génica de um gene para estrease ocorreu em acessos de C.
annuum, cujo padrao C de estrease € proposto. Tanksley (1984) observou
em C. annuum uma duplicagdo de um gene para fosfoglucomutase (Pgm-3),
localizado no cromossomo envolvido na troca que distingue C. annuum de
C. chinense (CONICELLA et al., 1990).

Tanksley (1984) desenvolveu o primeiro mapa de ligagcao de

piment&o, baseado em 14 isozimas com 9 locos isozimaticos, arranjados em
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quatro grupos de ligagdo. Apesar de ambas as amostras de pimentdo e
tomate se hibridizarem com os DNAs gendmicos, a ordem dos mesmos nao
se manteve nos cromossomos. Construiu-se um mapa de ligacdo de
Capsicum com 192 marcadores, e também foram comparadas as relagoes
de sintese entre o pimentdo e o tomate. Os possiveis sitios de locos de
ligacado centromérica foram feitos, baseando-se na posi¢cao das sondas com
alta densidade no mapa de tomate. Os sitios do ponto de quebra da
translocacado reciproca entre os mapas dos dois parentais de pimentdo
foram marcados e determinados pelas posicdes dos marcadores
isozimaticos. O principal gene de controle da pungéncia do fruto foi
encontrado em uma posi¢ao conservada (PRINCE, 1992).

A andlise do mapa de ligacdo de pimentdo realizada por
TANKSLEY (1984) demonstrou que C annuum e C. chinense diferenciam
entre si pela presenca de uma translocagdo cromossdémica. Com base em
estudos meidticos, Koompai (1976) e Pickersgill et al. (1978) chegaram a
conclusdes similares, o que sugere que as formas cultivadas de C. annuum
se diferem das de C. chinense por uma translocacado reciproca. Outros
resultados mostraram a descoberta de uma aparente duplicagdo génica em
C. annuum (TANKSLEY, 1984).

Para ampliar o conhecimento e a compreensao da organizagao e
da evolugdo dos cromossomos de plantas, os autores reportaram a
construgdo de um mapa de ligagao de pimentdo, baseado na hibridizagcéo
com as mesmas sondas utilizadas no desenvolvimento do mapa de tomate.
O uso dessas sondas moleculares demonstrou ser um método rapido para a
identificacdo e o mapeamento de genes ortdlogos em espécies isoladas pelo
aspecto reprodutivo, o que € um pré-requisito para a comparacdo do numero
e da ordem dos genes. O mapeamento de pimentéo foi feito com o uso de
46 individuos derivados do cruzamento de C. annuum com a F1 de C.
chinense X C. annuum (LEFEBVRE et al., 1995).

Existem dois mapas de ligagdo de pimentdo, que incluem
marcadores enzimaticos e RFLP (LEFEBVRE et al., 1995). Todas as
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espécies do género possuem um complemento hapléide de 12
cromossomos. Assim, um mapa completo de RFLP de Capsicum deve ter 12
grupos de ligagcado (PRINCE, 1992). Os mapas indicaram que existem, em
meédia, 30 marcadores comuns entre C. annuum e C. chinense. Varios genes
controladores de caracteristicas fenotipicas foram identificados. Porém,
somente alguns desses caracteres foram relatados nos mapas moleculares.
Assim, o estabelecimento de um mapa integrado pode fornecer informagoes
genéticas de muitos cruzamentos, bem como um conjunto de marcadores a
serem regularmente ordenado em todo o genoma. Trabalhos nessa area sao
uteis, em investigagdes de diversidade genética ou selegdo de marcadores,
por aumentarem a informagao sobre caracteres quantitativos (LEFEBVRE et
al., 1995).

O conteudo haploide de DNA das espécie de Solanaceae
apresenta amplo espectro de variagdo: de 0,74 pg em tomate a 2,76 pg em
piment&o, ainda que apresente 0 mesmo numero cromossémico (X=12). Ja
gue o numero cromossémico basico é muito conservado nessa familia, tem
sido questionado se o numero e a ordem dos genes também permaneceram
conservados. Um mapa de ligagdo de tomate (Lycopersicon esculentum) foi
construido, baseando-se nos locos detectados pela técnica de hibridizagcéo
in situ com sondas de cDNA e de DNA de copia-unica (LEFEBVRE et al.,
1995).

Embora o pimentdo e o tomate sejam da mesma familia, e ambos
apresentem o mesmo numero cromossdmico, existe diferengca entre os
tamanhos genémicos. O pimentdo possui de trés a quatro vezes mais DNA
do que o tomate (PRINCE,1992; LEFEBVRE et al.,1995). Também, a ordem
dos genes no mapa de RFLP tem sido, consideravelmente, rearranjada.
Alteragdes cromossdmicas também ocorreram na ordem dos marcadores,
quando comparada com o tomate. Mas algumas regides dos grupos de
ligacdo mantiveram a mesma ordem dos marcadores presentes em tomate
(PRINCE, 1992).
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Trés grupos de ligagdo inteiros de pimentdo mostraram
colinearidade com os cromossomos de tomate. Mas uma observagdo na
ordem de marcadores no mapa de RFLP de pimentdo, quando comparada
com tomate, revela um minimo de 15 quebras cromossémicas, que devem
ter ocorrido na divergéncia evolutiva entre as duas plantas. Possiveis
inversbes cromossdmicas entre tomate e pimentdo ocorreram e foram
detectadas na ordem de certos marcadores em pimentdo. A adicdo de um
numero maior de marcadores nessas regides indica a ocorréncia dessa
inversdo (PRINCE, 1992).

LEFEBVRE et al. (1995) verificaram que a evolugédo
cromossémica em pimentdo e tomate se procedeu por eventos de quebra
céntrica, e que o DNA adicional em Capsicum se deve a maior incidéncia de
eventos de duplicagdo génica nesse género do que em Lycopersicon.
Mesmo que o numero de centrdmeros tenha permanecido estatico em
tomate e pimentdo, a composicdo cromossdmica ao redor desses
centrdbmeros passaram por extensos rearranjos.

Apesar de o pimentdo e o tomate apresentarem o mesmo
conjunto basico de genes, o numero de cdpias e de locos desses genes néo
foram completamente conservados. Em ambas as espécies, 88% dos
individuos analisados apresentaram o mesmo numero de locos.
Observagdes constataram que um loco de tomate aparece trés vezes em
pimentdo. As duas copias adicionais em pimentdo foram encontradas em
grupos de ligacéo independentes. Se a disparidade do numero de locos foi 0
resultado de uma duplicagdo génica que ocorreu em pimentdo, apdés a
divergéncia com tomate, entdo todas as coépias do gene devem ter se
dissociado com a mesma rigorosidade. Os dados indicam que os trés locos
em pimentao sao o resultado de eventos de duplicacdo que ocorreram apos
a divergéncia do ancestral comum de pimentdo e de tomate (LEFEBVRE et
al., 1995).

Genes ribossomais sao encontrados em apenas um loco em

tomate, que se localiza no brago curto do cromossomo acrocéntrico (numero
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2). O mapeamento de C. chinense indicou a presencga de trés locos, sendo
gque um dos locos corresponde ao loco do cromossomo 2 de tomate. Dois
sitios de hibridizacdo em dois cromossomos diferentes de C. chinense foram
observados, mas somente um deles foi encontrado em C. annuum e tomate.
Os resultados indicam que parece haver uma pequena conservagao dos
grupos de ligacao entre pimentao e tomate. O grupo de ligagdo de pimentédo
€ composto de até trés segmentos dos cromossomos numero 1 e 2 do
genoma de tomate (LEFEBVRE et al., 1995).

Comparando-se o mapa de tomate com o de pimentao, é possivel
determinar o numero minimo de quebras cromossOmicas necessarias para
alterar a ordem e a posicao dos genes do mapa de tomate, e formar o
complemento de pimentdo. Assim, cerca de 32 quebras dos cromossomos
de tomate foram estipuladas por originar trocas de posi¢ao dos genes em
pimentdo. Dessa forma, importantes rearranjos cromossémicos devem ter
ocorrido e acompanhado a divergéncia dessas duas espécies (LEFEBVRE
et al., 1995).

Capsicum e Lycopersicon parecem ter mais isozimas do que
normalmente é encontrado em certos sistemas isozimaticos. Com o alto
numero de locos, ocorre aumento dos alelos nulos. Capsicum e
Lycopersicon diferem na frequéncia individual desses alelos, o que em
Lycopersicon, parecem ser raros. Em contraste, em Capsicum, muitas das
espécies sao fixadas para alelos nulos em um loco particular (Mc LEOD et
al., 1983).

O mapa de ligagdo de batata é semelhante ao de tomate, na
ordem dos marcadores. Os Unicos rearranjos cromossdmicos que parecem
ter ocorrido entre batata e tomate sado inversdes paracéntricas. Em
contraste, apesar de o pimentdo apresentar, aparentemente, ter sofrido
inversdes ou eventos cromossdmicos mais complicados, existem evidéncias
de que eventos de quebra-fusdo céntrica estdo ligados ao centrbmero de
diferentes cromossomos. Assim, pode-se concluir que a evolugao genémica

dentro da familia Solanaceae ocorreu por extensivos rearranjos
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cromossémicos entre pimentdo e tomate, desde suas divergéncias
(PRINCE, 1992).

77



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

As sementes-teste de Capsicum annuum L., Criollo de Morelos, L-
3436 (linhagem de melhoramento), o hibrido F1 do intercruzamento das
duas linhagens anteriores e California Wonder (cultivar comercial) foram
obtidas no banco de germoplasma da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), gentimente cedidas pelo professor Sérgio Herminio
Brommonschenkel. As analises mitéticas foram realizadas no Laboratorio de
Citogenética Vegetal, localizado no Departamento de Biologia Geral (DBG).
A espécie, em questao, foi escolhida por suas caracteristicas citogenéticas e

sua importancia agronémica.

78



3.2. Métodos

3.2.1. Armazenamento e germinagao das sementes

As sementes de Capsicum annuum L., para estudos citogenéticos
dos cromossomos mitoticos, foram identificadas e acondicionadas em
envelopes de armazenamento a 4°C, até o momento de uso.

Algumas das sementes, retiradas dos envelopes de
armazenamento, foram tratadas durante 10 minutos em hipoclorito de sddio
(NaOCl), a 5%, 10 minutos em &agua corrente e 5 minutos em agua
destilada. Outras foram lavadas somente em agua corrente por 10 minutos
e, em agua destilada, por 5 minutos.

Em seguida, as sementes foram transportadas para placas de
Petri, contendo papel-filtro e agua destilada, apenas o suficiente para
umedecer o papel. Cada placa de Petri foi devidamente identificada,
constando o nome da linhagem utilizada e a data de inicio da germinagao.
Em cada placa, foram colocadas 20 sementes para germinar a temperatura
de 28-30°C, em estufa de cultura e no escuro. As raizes com 0,5 a 1,0 cm de

comprimento foram consideradas apropriadas para as etapas posteriores.

3.2.2. Preparagao do material citogenético

3.2.2.1. Pré-tratamentos e fixagao de raizes

As sementes de pimentdo germinadas, segundo ©s
procedimentos citados, foram submetidas a dois tipos de pré-tratamentos,
com o uso das seguintes solugdes: 1) APM (amiprofos-metila) a 5 e 10 uM;
2) trifluralina a 3, 8, 10, 15 e 20 puM; 3) orizalina a 5, 8, 10, 15 e 20 pM; 4) 8-
hidroxiquinoleina a 2 mM; e 5) solugdo de brometo de etidio a 20, 25 e 30
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MM. O tipo e a concentragdo de cada substéncia, bem como o tempo de
exposicdo a cada solugdo, foram alterados de modo a acumular o maior
numero de células em metafase, apresentando cromossomos
morfologicamente definidos e ndo-sobrepostos na placa celular.

As sementes foram pré-tratadas de trés formas: 1) em placas de
Petri contendo papel-filtro umedecido com a solucdo. As sementes foram
colocadas sobre o papel-filtro e, em seguida, cobertas novamente com o
mesmo papel, também umedecido com a mesma solucdo. O excesso de
liquido foi retirado da placa, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur; 2) em
placas de Petri com cerca de 5 mL de solu¢do, onde as sementes ficaram
submersas; e 3) em placas de Petri, contendo algoddao umedecido em
solucéo.

Em todas as formas de pré-tratamento, as placas de Petri foram
devidamente identificadas com o nome da linhagem, o tipo e a concentragéo
da solucdo para acumulo de metafases, o horario e o tempo de tratamento.
Algumas placas foram colocadas em estufa de cultura a 28-30°C, por 3 a 6
horas. Outras foram colocadas em geladeira a 4°C, por 18 a 22 horas.

Apés transcorrido cada tempo de tratamento, as sementes foram
retiradas das placas de Petri e lavadas em agua corrente, por 5 minutos, e
em agua destilada, por 3 minutos.

Cerca de 15 minutos antes da fixagdo, preparou-se a solugéo
fixadora de metanol-acido-acético (P.A.) na propor¢gao de 3:1 (V/V) e
colocada a -20°C. As raizes extraidas das sementes com o uso de bisturi
foram secas em papel-fitro e colocadas em recipientes de
acondicionamento, contendo solucao fixadora. O fixador foi trocado trés
vezes, a cada 15 minutos, sendo que, apds a ultima troca, os recipientes
foram estocados a —20 °C por 24 horas (CARVALHO e SARAIVA, 1993a;
CARVALHO, 1995).
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3.2.2.2. Maceragao enzimatica

As raizes foram lavadas por 10 minutos em agua corrente e 5
minutos em agua destilada, em peneira, para a remogao da solugéo fixadora
de metanol-acido-acético 3:1 (V/V). Apds a lavagem, o excesso de agua foi
retirado com papel-filtro.

A digestdo do material foi realizada em tubos de Eppendorf™ de
1,0mL, contendo solugdo de composto enzimatico Flaxzyme™ (NOVO
FERMENT™) e agua destilada 1:14 (V/V), durante 1h20min, a temperatura
de 34°C. Decorrido o tempo de digestdo, as raizes foram lavadas em dois
banhos de agua destilada, por 10 minutos. O armazenamento do material
digerido foi feito em tubos de Eppendorf™ de 1,0mL, contendo solugao
fixadora de metanol-acido-acético 3:1 (V/V). Apdés 15 minutos de
armazenamento no freezer, foram efetuadas duas trocas da solugao
fixadora para assegurar a integridade do material. Os tubos de Eppendorf™

de 1,0 mL foram armazenados a —20 °C, por 24 horas.

3.2.2.3. Técnica de dissociagdo celular e secagem-ao-ar (CARVALHO,
1995)

As laminas de vidro foram lavadas com detergente e agua
corrente, antes de serem armazenadas em recipiente com alcool 95% a -
20°C.

Com o auxilio de um microscopio estereoscépio e um bisturi, cada
raiz foi transferida para uma placa de vidro escavada, contendo 1mL de
solugcdo fixadora de metanol-acido-acético 3:1 (V/V), onde o meristema
apical de cada raiz foi extraido. Cada fragmento foi transportado, por meio
de uma pipeta de Pasteur, para uma lamina de vidro inclinada em angulo

aproximado de 30°, previamente limpa com algoddao umedecido em alcool a
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95%. As preparagdes cromossdmicas foram realizadas por dissociagao
celular dos meristemas apicais, com o gotejamento de trés a cinco gotas de
fixador a -20°C. Em seguida, as laminas foram submetidas a técnica de
dissociagao celular e de secagem-ao-ar, em movimentos rapidos e em placa
aquecedora a temperatura de 50°C.

Algumas das laminas preparadas dessa forma foram coradas
imediatamente por coloracdo com Giemsa ou submetidas aos
bandeamentos DAPI, Q e C; e outras foram armazenadas em estufa a 35°C,
por cerca de quinze dias, para a realizagdo do bandeamento NOR (Ag-
NOR).

3.2.3. Técnicas de coloragao e bandeamento cromossémico

As laminas, previamente preparadas conforme o item 2.2.2, foram
analisadas em microscopio adaptado com contraste de fase, para selecéo
de imagens cromossOmicas, e identificacdo das respectivas posi¢des nas
l&minas (CAIXETA, 1998).

3.2.3.1. Coloragao uniforme com Giemsa (AARESTRUP e CARVALHO,
1999)

As laminas foram submetidas a coloracdo com solugdo de
Giemsa, a 5%, em tampéo fosfato pH 6,8, por 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, as preparagdes foram lavadas por 5 minutos, em
recipiente contendo agua destilada. Transcorrido o tempo determinado, foi
feita uma troca da agua destilada. A técnica de secagem-ao-ar foi realizada,

e as laminas foram colocadas em placa aquecedora, a temperatura de 50°C.
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Em seguida, realizou-se o exame sob microscopia optica. A identificacdo dos
pares homologos foi realizada por meio das caracteristicas morfolégicas
especificas de cada cromossomo.

Para a montagem dos cariogramas, os cromossomos foram
medidos, utilizando as ferramentas do programa NIH Image. Os valores
absolutos das medidas de cada cromossomo foram obtidos pelas avaliagoes
do comprimento total e dos bragos curto (c) e longo (l), separadamente.
Esses dados e a subsequente determinacdo da razdo de bracos
cromossdmicos (r) e do indice centromérico (ic) foram utilizados como
ferramentas auxiliares para a representagao do idiograma e do cariograma.

As equacbes utilizadas nos calculos citados anteriormente foram:

[ . cx100
c c+1

3.2.3.2. Bandeamento com DAPI (AARESTRUP e CARVALHO, 2000)

A solugdo de 4,6-diamidino-2-fenilindol-DAPI (Sigma™) foi
preparada no momento do uso, nas concentragdes de 0,5 a 2,0 ug/mL, em
solugcao-tampao Mcllvaine, pH 6,8, 7,0 ou 7,2. Foram utilizadas solucdes de
acido citrico a 0,1M e de Na2HPO4 a 0,2 M, para obtencdo do referido

tampao. As laminas foram totalmente cobertas pelo liquido e colocadas em
camara umida, a temperatura ambiente e no escuro. O tempo de incubacao

variou entre 5 e 30 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas por 2
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minutos em agua destilada e em dois banhos de tamp&o Mcllvaine, pH igual
ao utilizado na preparagdo da solugdo de DAPI. Apés a secagem ao ar,
foram depositadas duas gotas de solugao de glicerol - tampao Mcllvaine de
mesmo pH, na proporg¢ao de 2:1 (V/V), sobre cada lamina, que foi coberta
com laminula e vedada com esmalte incolor.

O material foi observado imediatamente apdés a confecgdo das
ldminas, 1 hora depois ou no dia seguinte, em microscépio equipado com
acessorio para fluorescéncia. Foram utilizados filtros com comprimentos de
onda de 360 e 390 nm. Os cromossomos tiveram seus comprimentos total e
dos bragos curto e longo medidos. Foram utilizadas as mesmas equacgoes
citadas no item 3.2.3.1., para o calculo da razdo entre os bracos
cromossémicos e do indice centromérico. A area e o perfil de densidade
Optica média dos cromossomos foram calculados, o que auxiliou na

classificagcéo cariotipica da espécie.

3.2.3.3. Bandeamento Q

As laminas foram dispostas, horizontalmente, em camara umida e
cobertas com solugédo de quinacrina (Merck™) a 0,25, 0,10 ou 0,08%, em
agua destilada. Apds decorrido o tempo de 5 a 15 minutos de coloragao a
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas e montadas em agua
destilada ou em agua acidificada (adicdo de duas gotas de acido acético
45%, em 60 mL de agua destilada). Cada lamina foi coberta por uma
laminula de vidro, previamente limpa com alcool. Para evitar a evaporacao

do liquido e a entrada de ar, a laminula foi vedada com esmalte incolor.
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3.2.3.4. Bandeamento C (CARVALHO, 1995)

As laminas foram imersas em solugao saturada (5%) de hidroxido

de bario (Ba (OH)2.8H20), a 56 °C, por 50 segundos, com agitacao

continua. Posteriormente, as laminas foram lavadas em solugdo de acido
acético a 5%, em metanol/acido acético na proporcao de 6:1 (V/V) e secas
em placa aquecedora a 50 °C. A coloragao foi realizada com Giemsa a 5%,
em tampao fosfato pH 6,8, por 8 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, as preparagdes foram lavadas em dois banhos de agua destilada e

Secas ao ar.

3.2.3.5. Bandeamento NOR (Ag-NOR) (AARESTRUP e CARVALHO,
2000)

A técnica de bandeamento NOR(Ag-NOR) foi procedida com o

gotejamento da solugdo de nitrato de prata (AgNO3) 50% sobre cada lamina.

Apos terem sido cobertas com laminula de vidro, as laminas foram
colocadas em camara umida a 34 °C, por 20 horas. Decorrido o tempo de
incubacgdo, as laminulas foram removidas com jato de agua, e as laminas
foram lavadas em agua corrente por 2 minutos e em agua destilada por 1
minuto. A observacao das laminas foi realizada com objetiva de imerséo de
100 X, e as figuras cromossémicas foram capturadas por sistemas de

analise de imagens.
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3.2.4. Fotografia e analise de imagem

As laminas que continham figuras cromossOmicas adequadas
foram observadas com objetiva de imersao de 100 X, em fotomicroscépio
Olympus™, modelo BX60, equipado com acessorios de analise de imagem,
iluminacado de campo claro e de fluorescéncia.

As imagens foram capturadas diretamente, por uma video-
camera, acoplada ao microscopio € a um computador Macintosh™
(mod.G3), equipado com placa digitalizadora. Tais imagens foram
analisadas por meio dos seguintes programas: NIH Image, versdo 1.60, de
dominio publico, escrito por Wayne Rasband, do U.S. National Institutes of
Health, acessado via Internet, pelo codigo anonymous ftp from
Zippy.nihm.ninh.gov; Image SXM, versado 1.61, de dominio publico, derivado
do NIH Image, cujas informagdes foram fornecidas por Steve Barret, do
Surface Science Research Centre, University of Liverpool; e IPLab
Spectrum™ verséo 3.9, da Signal Analytics Corporation (1995).

As colegcbes de imagens representativas de cada cromossomo
foram analisadas, utilizando a densidade da fluorescéncia calibrada em 256
tonalidades de cinza. As fotografias coloridas foram tiradas com filmes
Fujicolor-100 (Fuijifilm), e reveladas comercialmente. Algumas figuras foram
documentadas, diretamente, por meio de impressora jato de tinta.

A calibragem das imagens, em micrometros, foi realizada por
meio da captura da escala de 1 mm, subdividida em micrometros de uma
lamina-padrdo. Os valores de pixels foram convertidos em unidades de
micrémetro, por meio do uso de softwares especificos.

Em algumas analises, foram utilizados os efeitos com os filtros
disponiveis, e certas figuras foram pseudocolorizadas com o uso do
programa de analise de imagem, para realgar as regides de interesse
(CARVALHO e SARAIVA, 1993; CARVALHO, 1995; CAIXETA, 1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparagao do material citogenético

As células meristematicas de raizes de pimentdo submetidas aos
diferentes agentes e formas de pré-tratamento, citados no item 2.2.2.1.
possibilitaram a visualizagdo de cromossomos mitéticos. A eficiéncia da
solucdo fixadora, bem como da técnica de maceragcado enzimatica, foram
avaliadas no preparo das laminas.

Foi verificado que o herbicida orizalina e o fluorocromo brometo
de etidio, nas respectivas concentragcdes de 7,5 e 25 yM, mostraram os
melhores desempenhos em relagdo aos outros agentes utilizados. Os
periodos de tempo mais adequados foram de 4h15min a 29°C e de 22 horas
a 4°C, em ambas as substancias administradas. Os cromossomos das
células pré-tratadas mostraram-se individualizados e com morfologia
aparentemente normal. Os agentes utilizados, para acumular maior numero
de metafase e que apresentaram melhor desempenho em determinado
tempo e concentracdo, ndo obtiveram o mesmo comportamento, quando as

raizes foram submetidas a outras variagbes de tempo e de concentragéo.
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Nesses casos, houve redugcdo do numero de metafases e as poucas figuras
cromossémicas observadas ndo apresentaram morfologia adequada,
prejudicando a analise dos cariodtipos.

Dolezel et al. (1994), citados por CARVALHO (2000), relataram
que, de modo geral, os herbicidas sdo bons bloqueadores mitéticos, pois
apresentam maior afinidade pela tubulina do que outras substancias, tal
como a colchicina.

As placas de Petri, contendo algodao ou papel-filtro umedecido
em solugdo de pré-tratamento, proporcionaram resultados favoraveis a
obtencdo de um numero maior de metafases. As laminas preparadas a partir
de raizes submersas no liquido ndo apresentaram resultados satisfatorios.
Supde-se que, como as sementes de C. annuum L. germinam em pouca
quantidade de agua, as condigbes de umidade na etapa de pré-tratamento
das raizes devem ser mantidas.

Os cromossomos fixados e armazenados em solugdo de metanol-
acido acético (P.A.), na propor¢dao 3:1 (V/V), mantiveram a integridade
morfologica. Segundo LEITCH et al. (1994), a etapa de fixagao preserva a
morfologia dos cromossomos pela minimizacdo da perda de &acidos
nucléicos. Os autores relataram, ainda, que a solugéo fixadora de metanol-
acido acético proporciona a precipitacdo de proteinas prejudiciais a
manutencao da morfologia cromossémica.

As laminas preparadas a partir de raizes submetidas a solu¢ao de
composto enzimatico Flaxzyme™ (NOVO FERMENT™) e agua destilada
1:14 (V/V), por 1h20 min, a temperatura de 34°C, foram observadas, e
verificou-se que os cromossomos obtidos se posicionaram bem espalhados.
Os dados indicam que o produto enzimatico proporcionou a obtencdo de
cromossomos individualizados sobre as laminas.

As metodologias de dissociagdo celular e secagem-ao-ar,
associadas as técnicas descritas, anteriormente, permitiram a observacéo de

figuras cromossdémicas em bom estado morfologico. Ainda, os cromossomos
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dispostos, individualmente, sobre as laminas permitiram a aplicagdo das

técnicas de bandeamento.

4.2. Analise do cariétipo

4.2.1. Coloragdo uniforme com Giemsa

Para a caracterizagao cariotipica de C. annuum L., foi realizada a
coloragdo dos cromossomos mitéticos com Giemsa. O cariograma e o
idiograma da espécie (Figuras 1a e 1b) foram caracterizados.

Na montagem do idiograma, bem como do cariograma, 0s
cromossomos homologos foram numerados de 1 a 12, segundo a ordem
decrescente de tamanho. A identificagdo cromossémica foi realizada com
base no comprimento total, na razdo entre os bragos e no indice
centromérico. Os resultados das analises cariotipicas estdo apresentados no
Quadro 1.

O complemento diploide foi evidenciado por 2n=24 cromossomos,
sendo 11 pares metacéntricos (do par 1 ao 11) e um par acrocéntrico (par
12). O estudo citogenético revelou, ainda, a presengca de trés pares
cromossémicos com constricdo secundaria (pares numero 5, 8 e 12). Como
o idiograma consiste na representacdo esquematica do cariograma, as
constricbes centroméricas e secundarias puderam ser facilmente
visualizadas.

O mesmo numero dipldide de cromossomos foi evidenciado por
PANDA et al. (1984), TANKSLEY (1984), LAKSHMI et al. (1989),
CONICELLA et al. (1990), BERTAO (1993) e MOSCONE et al. (1995, 1996).
DATTA (1968) relatou a ocorréncia de alteragées do numero cromossdmico
somatico em variedades cultivadas de Capsicum annuum oriundas da india.

Foram encontradas células com 24, 36 e 48 cromossomos.
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Figura 1a - Cariograma de Capsicum annuum L. Cromossomos
prometafasicos pré-tratados com amiprofos-metila a 5 uM, e
corados com Giemsa a 5% (barra = 5pm).

Figura 1b - Idiograma da espécie Capsicum annuum L. referente as medidas
do Quadro 1 obtidas do cariograma da Figura 1a (barra = 10

pum).
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A poliploidia foi relatada como um evento importante na evolugao
de diferentes variedades e linhagens da espécie; e as peculiaridades na
morfologia cromossémica foram designadas como caracteristicas distintivas
de cada variedade ou linhagem. MOSCONE et al. (1995), em suas analises
mitéticas, também encontraram constricbes secundarias no par
cromossdémico numero 12.

Alguns autores tiveram dificuldade para classificar os
cromossomos de C. annuum L., quanto a posicdo centromeérica.
PICKERSGILL (1971) verificou que a espécie apresenta 12 pares de
cromossomos pequenos e similares em tamanho, sendo a maioria
metacéntrica ou submetacéntrica. Por causa desses dados, a autora relatou

que raramente € possivel identificar os homoélogos com facilidade.

Quadro 1-Caracterizagdo cariotipica dos cromossomos metafasicos de
Capsicum annuum L.

Cromossomo Comprimento (um) r ic Classe Comprimento
namero Braco Total relativo (%)
Curto  Longo
1 4,10 4,20 8,30 1,02 49,4 M 11,44
2 3,00 3,80 6,80 1,27 44 1 M 9,37
3 2,90 3,70 6,60 1,28 43,9 M 9,09
4 2,80 3,40 6,20 1,21 45,2 M 8,54
5 3,05 3,10 6,15 1,02 49,6 M 8,47
6 2,80 3,10 5,90 1,11 47,5 M 8,13
7 2,73 3,10 5,83 1,14 46,8 M 8,03
8 2,50 3,30 5,80 1,32 43,1 M 7,99
9 2,71 2,99 5,70 1,10 47,5 M 7,85
10 2,60 2,80 5,40 1,08 48,1 M 7,44
11 2,60 2,70 5,30 1,04 49,1 M 7,30
12 0,90 3,70 4,60 4,11 19,6 A 6,34
100,0

r = razao entre os bragos longo e curto;
ic = indice centromérico

M = metacéntrico;

A = acrocéntrico.
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TANKSLEY (1984) encontrou células somaticas, contendo dez
pares metacéntricos ou submetacéntricos e dois pares acrocéntricos.
BERTAO (1993) determinou o cariétipo-padrdo com 11 pares
cromossémicos metacéntricos ou submetacéntricos e um par subterminal
(ou seja, acrocéntrico ou subtelocéntrico). Contudo, MOSCONE et al. (1996)
caracterizaram o caridétipo como 11 pares metacéntricos e um par
subtelocéntrico.

No presente estudo citogenético, observou-se que o0s
cromossomos somaticos sao relativamente homogéneos, morfologicamente.
Entretanto, o cariétipo de C. annuum L. péde ser caracterizado com uso da

coloracao uniforme dos cromossomos com solucéo de Giemsa.

4.2.2. Coloragdo com DAPI

Os cromossomos de Capsicum annuum L., corados com DAPI,
foram observados em graus diferentes de compactacdo, para aumentar a
resolucdo da analise da caracterizagdo cariotipica da espécie quanto a
posicdo centromérica. Foram construidos cariogramas com cromossomos
metafasicos muito compactados (Figura 2a), menos compactados (Figura
2b) e profasicos (Figura 2c). Observou-se que 0S Cromossomos em menor
grau de compactagcado podem induzir a erros de interpretacdo. Como pode
ser visto na figura 2c, os cromossomos profasicos dificultam a montagem do
cariograma por causa da contorgdo morfolégica.

A anadlise digital das imagens cromossémicas coradas com DAPI
permitiu a construgdo do cariograma da espécie com 0s cromossomos bem
compactados (Figura 3a). Esse cariograma foi montado com o auxilio da
identificacdo individual dos cromossomos, principalmente daqueles com

morfologia muito semelhante. A analise foi realizada, calculando-se o perfil
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de densidade relativa 6ptica média e da area (um?) dos cromossomos de C.
annuum L. (Quadro 2).

No Quadro 2, encontram-se os valores da area e densidade
relativa optica média (D.O.) por cromossomo, em que 0S CromosSsSOmMos
homologos sao designados pelas letras a e b.

A densidade média obtida e a determinacdao de coeficientes de
variacdo permitiram plotar graficos e simular caridtipos de fluxo. Essa
simulacdo possibilitou a visualizacdo e a representacdo estatistica do
cariétipo. Uma vez padronizada essa metodologia, os cromossomos

puderam ser identificados, usando somente o seu perfil grafico (Figura 3b).
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Figura 2a - Cariograma de Capsicum annuum L.. Cromossomos metafasicos
pré-tratados com orizalina a 7,5 uyM, e corados com solu¢ao de
DAPI a 2,0 ug/mL (barra =5 um).
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Figura 2b - Cariograma de Capsicum annuum L. Cromossomos metafasicos
pré-tratados com brometo de etidio a 25 yM, e corados com
solugdo de DAPI a 2,0 ug/mL (barra = 5 um).
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Figura 2c - Cariograma de Capsicum annuum L. Cromossomos prometafasi-
cos pré-tratados com brometo de etidio a 25 uM, e corados com
solugédo de DAPI a 1,0 ug/mL (barra = 5 pm).
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Figura 3a - Cariograma de Capsicum annuum L. Cromossomos metafasicos
pré-tratados com orizalina a 7,5 uyM, e corados com solugao de
DAPI a 0,5 ug/mL (barra = 5 ym).
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Quadro 2 - Descrigdo do caridtipo de Capsicum annuum L., pelo céalculo da
area e do perfil de densidade dos cromossomos

Numero cromossOmico Area (um?) Densidade 6ptica média (D.O.)
1a 11,0 83,0
1b 10,3 83,0
2a 9,7 81,0
2b 9,0 98,0
3a 8,6 79,0
3b 8,7 83,0
4a 8,2 80,0
4b 8,5 65,0
5a 8,3 71,0
5b 9,2 75,0
6a 8,6 70,0
6b 7,7 63,0
7a 8,2 76,0
7b 7,1 77,0
8a 6,9 86,0
8b 7,0 86,0
9a 6,8 79,0
9b 6,3 74,0
10a 6,1 66,0
10b 6,2 73,0
11a 54 63,0
11b 54 67,0
12a 6,2 63,0
12b 5,6 77,0

a e b = cromossomos homadlogos
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Figura 3b - Plotagem do perfil de densidade relativa 6ptica média (D.O.), em
funcdo da area (um?). Os dados foram obtidos do cariograma de
Capsicum annuum L. (Figura 3a).
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A analise citogenética, realizada neste trabalho, permitiu verificar
gue cromossomos em diferentes estadios de compactagdo podem promover
erros na classificacdo cariotipica. Os cromossomos mais compactados nao
permitem que as constricdes secundarias sejam facilmente localizadas, ao
mesmo tempo que o0s menos compactados apresentam diversas
constricées, o que pode dificultar a identificagdo das regides centroméricas.
Portanto, diferentes pré-tratamentos podem influenciar a caracterizacao
morfolégica dos cromossomos.

Os calculos da area e da densidade relativa 6ptica média de cada
cromossomo, obtidos pelo uso da técnica de andlise de imagem,
confirmaram a classificagao cariotipica realizada no item 3.2.4.

Christensen e Bamford (1943) e Marks (1952), citados por
LIMAYE e PATIL (1989) e MOSCONE (1990), relataram que a espécie C.
annuum apresenta o cariotipo composto de cromossomos pequenos.
Contrapondo, Sinha (1950), citado por LIMAYE e PATIL (1989) informou que
0s cromossomos da espécie sdo grandes em tamanho. PICKERSGILL et al.
(1979), KUMAR et al. (1987) e BERTAO (1993) também evidenciaram
alteragdes significativas no comprimento cromossémico do complemento
dipléide de C. annuum L. As variagdes do comprimento cromossémico
observadas podem ser uma consequéncia de erros de observagdes, ou de
analises de células com cromossomos em diferentes graus de compactacéo,

ou, ainda, de eventos de multiplas delecodes.

4.3. Distribuigcao da heterocromatina
O fluorocromo DAPI foi utilizado no bandeamento com a

finalidade de estudar a distribuicdo da heterocromatina nos cromossomos de

C. annuum L. A concentracdo da solucdo de DAPI e o pH do tampao
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Mcllvaine foram alterados, em virtude das dificuldades encontradas na
obtencdo de bandas cromossdmicas. Contudo, ndo foram encontradas
alteragdes no padrao de coloragéao.

Foram observadas imagens negativas dos nucléolos em células
interfasicas (Figura 4a) e em células profasicas iniciais (Figura 4b), indicando
a auséncia de regides mais densamente coradas, que normalmente
correspondem aos blocos heterocromaticos encontrados na metafase,
quando presentes. Mesmo em estadios mais avancados de compactacéo,
como na préfase final (Figura 4c) e na prometafase (Figura 4d), nao
ocorreram bandas DAPI positivas. Ja que a substancia fluoresce,
preferencialmente, na presenca de regides cromossdmicas ricas em adenina
e timina (GALBRAITH et al., 1995; FUKUI e NAKAYAMA, 1996), suspeita-se
da distribuicdo homogénea dessas bases nitrogenadas, bem como da
heterocromatina, por todo o complemento da espécie.

A técnica de bandeamento Q foi utilizada como método adicional,
para evidenciar um padrao de bandas cromossdémicas no material genético
de C. annuum L. Entretanto, os cromossomos coraram-se uniformemente,
nao tendo sido evidenciadas regides de fluorescéncia correspondentes as
bandas Q positivas (Figura 5). Mesmo com alteragbes no pH e na
concentragdo da solugdo quinacrina, o padrdao de coloragdo permaneceu 0
mesmo.

Como os cromossomos fixados em solucdo de metanol/acido
acético favorecem a ligagdo exclusiva da quinacrina ao DNA (SUMNER e
EVANS, 1973) e a substéancia fluoresce, diferencialmente, em regides ricas
em adenina e timina (SUMNER e EVANS, 1973; SELANDER e DE LA
CHAPELLE, 1977; CAIXEIRO, 1999), acredita-se que isso pode ser devido
ao baixo conteudo dessas bases nitrogenadas ou a sua disperséo pelo
material genético da espécie. BERTAO (1993) também ndo evidenciou
regides heterocromaticas interfasicas e metafasicas em amostras da

espécie.
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Figura 4

Diferentes estadios de células meristematicas de Capsicum
annuum L. submetidas a técnica de bandeamento DAPI (a-d).
Observar o padrao de coloragdo da fluorescéncia, ndo sendo
evidenciadas regides mais densamente coradas no nucleo
interfasico (a), nos cromossomos profasicos (b e ¢), bem como
a auséncia de bandas DAPI positivas nos cromossomos
prometafasicos (d) (barra = 5 um).
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Figura 5 - Cromossomos prometafasicos de Capsicum annuum L., pré-
tratados com brometo de etidio a 25 uM, e submetidos a técnica
de bandeamento Q. Observar a auséncia de regides banda Q
positivas (barra =5 um).
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Os cromossomos de C. annuum L. também foram submetidos a
técnica de bandeamento C. Evidenciou-se um padrdo homogéneo de
coloragao (Figura 6), conforme os resultados obtidos pelo uso das técnicas
de bandeamento DAPI e Q. A auséncia de regides densamente coradas ou
bandas C positivas ndo proporcionou a diferenciagdo e a caracterizagao dos
cromossomos por padrdées de bandas heterocromaticas, presumindo-se,
assim, a pouca quantidade de heterocromatina ou a sua distribuicdo
homogénea pelo genoma da espécie.

Geralmente, as plantas apresentam grande quantidade de
heterocromatina (FUKUI e NAKAYAMA, 1996), e a técnica de bandeamento
C permite a visualizagdo de regides heterocromaticas, facilitando a
identificacdo e a comparagao cromossOmicas quanto ao numero e a posicao
das bandas positivas (GUERRA, 1988; BERTAO, 1993). Mesmo em
cromossomos pequenos e com morfologias semelhantes, como € o caso de
Solanum sp., a técnica permite a construgcéo do cariétipo mitético.

Segundo BERTAO (1993), muitas espécies apresentam as
regides heterocromaticas dispersas pelo genoma ou em quantidade
reduzida, o que dificulta a diferenciacdo linear dos cromossomos.
MOSCONE (1996) relatou que a espécie em questao apresenta somente de
2 a 3% de heterocromatina em todo o genoma. Esse autor utilizou as
técnicas de banda C e DAPI, para evidenciar essas eventuais regioes
heterocromaticas. Entretanto, ndo foram obtidos padrées de bandeamento.
Pickersgill (1991), citada por BERTAO (1993), também relatou que a técnica
de bandeamento C n&o tem sido aplicada com sucesso em Capsicum.

Os resultados encontrados, no presente trabalho, evidenciaram
que a quantidade de heterocromatina no genoma de C. annuum L. deve ser
relativamente pequena. Esse material deve estar disperso de maneira que
nao seja possivel a visualizagdo de regides coradas com mais intensidade.
As dificuldades de obtengdo de bandas também podem ser atribuidas as

limitacbes técnicas.
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Figura 6 - Cromossomos anafasicos de Capsicum annuum L., submetidos a
técnica de bandeamento C. Observar a auséncia de regides
banda C positivas (barra = 5 ym).
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4.4. Bandeamento NOR (Ag-NOR)

A andlise dos cromossomos, submetidos a técnica de
bandeamento NOR (Ag-NOR), possibilitou identificar a presenca da regido
organizadora do nucléolo, localizada distalmente no brago curto do
cromossomo de numero 8 no estadio metafasico (Figura 7). Foi verificada
também a presenga de dois nucléolos corados, positivamente, pela mesma
técnica (Figura 8). Os resultados indicam que essas regides diferenciadas
pelo nitrato de prata podem ser locais ativos de producdo de RNA
ribossbmico, e que ha uma correlagdo entre o numero de NORs encontrado
na metafase e o numero de nucléolos presentes na intérfase. Porém,
MOSCONE, em 1999, afirmou que existe diferenca entre o numero de
bandas metafasicas e de nucléolos na intérfase.

LIMAYE e PATIL (1988) observaram que o numero de NORs em
cromossomos metafasicos pode variar dentro da mesma espécie, e que
essas regides aparecem em cromossomos metafasicos. Esses autores
encontraram um par de NORs em C. annuum L., exceto na variedade
Devnally, que apresentou auséncia dessas regides. Esses autores relataram
que houve perda das NORs na referida variedade, no decorrer da
evolugao/especiacao.

BERTAO (1993) utilizou a técnica de bandeamento NOR (Ag-
NOR) em amostras de C. annuum. Embora nao tenha comprovado seus
resultados por meio de fotografias, essa autora relatou a auséncia de
regides organizadoras nucleolares (NOR) na espécie, e concluiu que a nao-
visualizagado dessas regides pode ter ocorrido em razdo de problemas no

procedimento da técnica.
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Figura 7 - Cariograma dos cromossomos de Capsicum annuum L. pré-
tratados com orizalina a 7,5 uyM, e corados pela técnica de NOR
(Ag-NOR). Observar a posicao distal da NOR no brago curto do
par de homologos numero 8 (barra=5 pm).
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Figura 8 - Célula meristematica de Capsicum annuum L., em préfase.
Observar os dois nucléolos Ag-NOR positivos referentes ao par
de homologos numero 8 (barra = 5 pm).
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MOSCONE et al. (1995) relataram alguns dados sobre a atividade
nucleolar em cromossomos metafasicos e interfasicos. Segundo esses
autores, C. annuum pode apresentar de um a dois pares de NORs na
metafase, e até quatro nucléolos por nucleo interfasico. As NORs foram
localizadas nos pares cromossdmicos numero 11 e, ou, 12. Foram
encontradas NORs repetidas em tandem. O numero de nucléolos por nucleo
interfasico foi menor do que o numero de bandas NOR (Ag-NOR). Esses
autores sugerem a fusao ou a competicdo entre NORs na espécie. O mesmo
dado foi encontrado por PICKERSGILL (1971).

Schubert (1984) e Schubert e Wobus (1985), citados por
MOSCONE et al. (1995), encontraram variacbes de numero e de posi¢cao
das NORs, o que pode ser o resultado de alteragdes cromossdmicas, como
translocacdes e delecgdes, e que as NORs repetidas em tandem podem ter
surgido de eventos de duplicagdo génica. Com base nos dados
apresentados, esses autores propuseram que a presenca de NORs nos
pares cromossémicos 1 e 12 constitui uma caracteristica ancestral. As
posicbes variadas das NORs, com relacdo ao que foi mencionado
anteriormente, podem ser designadas como caracteristicas derivadas, sendo
proposto que C. annuum € uma espécie que surgiu ao longo da evolugao de
espécies do género.

As diferentes observagdes na variagdo do numero e da posi¢ao
das regides organizadoras nucleolares, encontradas na literatura, sugerem
as dificuldades encontradas para padronizar a técnica de NOR (Ag-NOR)
para Capsicum annuum L., o que pode ter promovido erros na classificacdo

do caridétipo da espécie.

4.5. Evidéncias de rearranjos cromossémicos

A andlise dos cromossomos, em diferentes graus de

compactacdo, evidenciou a presenga de rearranjos cromossémicos
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estruturais no genoma de Capsicum annuum L. Foram observadas
constricdes que evidenciaram alteragdes no par de homdlogo numero 1.
Conforme pode ser observado na Figura 9a, sete cromossomos numero 1,
corados com DAPI (da esquerda para a direita), foram selecionados,
obtendo o comprimento total, a razdo entre os bragos e o indice
centromérico calculados. As medidas obtidas por recursos de analise de
imagem permitiram localizar a posicao mediana do centrdbmero nas amostras
do cromossomo numero 1, sendo classificado como metacéntrico (Quadro
3a).

Figura 9 -Descricdo de sete cromossomos numero 1 metacéntricos (da
esquerda para a direita - I, II, lll, IV, V, VI e VII), em diferentes
graus de compactacdo; a) Coloragcdo com DAPI a 1,5 ug/mL; b)
Pseudocolorizacdo das regides cromossOmicas e dos
cromossomos participantes da hipotese de fusdo dos
cromossomos maior (em verde) e menor (em vermelho-azul)
(barra = 5um).
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Quadro 3a- Descricdo do cromossomo numero 1 em diferentes graus de

compactagao
Cromossomo Comprimento (um) r ic Classe
namero Braco Total
Curto Longo
I 6,70 7,20 13,90 1,07 48,2 M
Il 9,60 9,80 19,40 1,02 49,5 M
1] 6,10 6,90 13,00 1,13 46,9 M
v 5,20 5,50 10,70 1,06 48,6 M
\Y 4,70 5,60 10,30 1,19 45,6 M
\ 3,60 4,20 7,80 1,17 46,2 M
Vil 2,60 2,80 5,40 1,08 48,1 M

r = razao entre os bragos longo e curto.
ic = indice centromérico; e
M = metacéntrico.

Foram encontradas constrigdes secundarias no brago curto do
cromossomo numero 1. Essas constrigdes sugerem rearranjos
cromossdmicos estruturais, e para auxiliar as suas interpretacées foram
utilizados recursos de analise de imagem com pseudocolorizagdo das
regides cromossOdmicas (Figura 9b). A primeira constricdo proximal evidencia
o ponto de fusdo de dois cromossomos.

Foi possivel identificar a provavel regiao centromérica de cada
cromossomo pertencente a fusdo, e observar trés constricbes secundarias
nos cromossomos | e Il, e duas constricbes secundarias nos cromossomos
1, 1V, V, VI e VII. A regido pseudocolorizada em vermelho corresponderia ao
brago curto e a regido azul, ao brago longo do cromossomo menor. As
medidas do comprimento total, da razdo entre os bracos e do indice
centromérico foram realizadas, e esse cromossomo foi classificado como
submetacéntrico (Quadro 3b). A regido pseudocolorizada de verde
equivaleria ao comprimento total do cromossomo maior. O comprimento
cromossémico total, a razado entre os bragos e o indice centromérico foram

calculados, e esse cromossomo foi classificado como acrocéntrico (Quadro
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3c). Desta forma, os dados permitiram elaborar a hipotese de fusao entre um
cromossomo acrocéntrico e outro submetacéntrico, dando origem ao par de

homadlogos numero 1 ao longo da evolugao cariotipica da espécie.

Quadro 3b - Hipétese fusdo — descrigdo do cromossomo menor

Cromossomo Comprimento (um) r ic Classe
namero Braco Total
Curto Longo

I 1,70 2,90 4,60 1,71 24,2 SM

Il 2,70 4,10 6,80 1,52 25,0 SM
1] 1,20 2,10 3,30 1,75 249 SM
v 0,90 1,35 2,25 1,50 23,8 SM
\Y 0,90 1,60 2,50 1,78 22,2 SM
\ 1,00 1,80 2,80 1,80 15,4 SM
\il 0,70 1,20 1,90 1,71 14,7 SM

r = razéo entre os bragos longo e curto;
ic = indice centromérico; e
SM = submetacéntrico.

Quadro 3c - Hipdétese fusdo — descricdo do cromossomo maior

Cromossomo Comprimento (um) r ic Classe
ndamero Braco Total
Curto Longo

I 2,20 6,90 9,10 3,14 24,2 A

Il 3,40 10,20 13,60 3,00 25,0 A

I 2,65 8,00 10,65 3,02 249 A
v 2,10 6,70 8,80 3,19 23,8 A
\Y 1,80 6,30 8,10 3,50 22,2 A
W 0,80 4,40 5,20 5,50 15,4 A
\il 0,50 2,90 3,40 5,80 14,7 A

r = razéo entre os bragos longo e curto.
ic = indice centromérico; e
A = acrocéntrico.
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JONES (1998) citou que os mecanismos de fusdo e fissdo
resultam em alteragées na morfologia e, ou, no numero dos cromossomos.
Esses eventos podem ser facilmente detectados quando os cromossomos
sao suficientemente longos, ja que as mudangas ocorridas sao claramente
observadas.

No presente trabalho, os cromossomos de C. annuum L. foram
analisados em diferentes graus de compactagcdo, e com isso constrigdes
secundarias sugestivas de fusdo puderam ser verificadas.

Segundo LEFEBVRE et al. (1995), o numero cromossémico
2n=24 é muito conservado, evolutivamente, na familia Solanaceae. Por esse
motivo, tem sido questionado se o numero e a ordem dos genes também
permaneceram os mesmos. Em estudos evolutivos realizados com pimentéo
e tomate, verificou-se a ocorréncia de quebras cromossémicas como
eventos comuns nas duas plantas. Os dois genomas foram comparados, e
foi observada a existéncia de um mesmo conjunto basico de genes. Ocorreu
apenas um numero maior de cépias e de locos génicos em pimentdo. Esses
autores relataram a ocorréncia de 32 quebras cromossdmicas no genoma de
tomate, consequentemente os rearranjos cromossOmicos alteraram a ordem
e a posigcao dos genes, formando o complemento do pimentdo. Portanto, a
andlise de ligagdo de marcadores moleculares sugere que alteragdes
cromossdmicas estruturais no material genético de tomate podem ter
originado o carioétipo atual do pimentéo.

PRINCE (1992) sugeriu a existéncia de eventos de quebra-fuséo
céntrica em regides pericentroméricas de diferentes cromossomos de
pimentdo. Nesses mapas moleculares de Capsicum, os autores encontraram
um sitio de ponto de quebra, provavelmente translocagao reciproca, entre os
mapas de dois tipos de pimentdo. Foram encontradas, também, alteragdes
do tipo inversao cromossdmica, quando se comparou os genomas de
pimentdo com os de tomate. A analise comparativa entre o pimentdo e o
tomate demonstrou que a ocorréncia de 15 eventos de quebra

cromossémica promoveu a divergéncia evolutiva das duas plantas. Desta
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forma, os autores concluiram que a evolugdo gendmica dentro da familia
Solanaceae ocorreu por rearranjos cromossdmicos.

Segundo CONICELLA et al. (1990), as alteragdes cromossémicas
estruturais sdo importantes eventos evolutivos e ocorrem, frequentemente,
em espécies de Capsicum, principalmente na espécie C. annuum L. LIMAYE
e PATIL (1989) indicaram que translocagdes reciprocas desiguais ocorreram
entre os cromossomos do genoma de C. annuum L.

PICKERSGILL (1971) relatou que as linhagens cultivadas de C.
annuum L. por ela estudadas apresentaram pontos de translocacédo e de
inversdo cromossOmicas, convertendo um par de cromossomos
acrocéntricos em um par metacéntrico. Essa autora evidenciou que a
evolugdo da espécie ocorreu por fusdo céntrica, ja que espécies de C.
annuum L. selvagens apresentam dois pares de cromossomos
acrocéntricos.

TANKSLEY (1984) mapeou os pontos de quebra cromossdmica,
distinguindo as espécies C. annuum, C. baccatum e C. chinense entre si.
Foram encontradas diferengas cariotipicas entre as variedades de C.
annuum L., que se diferenciaram por uma translocagcado simétrica ou por
duplicagbes cromossdémicas. O autor sugere a importancia desses eventos
na evolugao do genoma da espécie.

MOSCONE (1990) encontrou translocagdes espontaneas em C.
annuum L. e relatou a ocorréncia de variacdo cariotipica intra-especifica,
especialmente entre as espécies selvagens. TANKSLEY (1984) e
LEFEBVRE et al. (1995) indicaram a aparente presenga de duplicagao
génica em C. annuum L.

No presente estudo, o uso associado das técnicas de dissociacao
celular, secagem-ao-ar e coloragdo dos cromossomos com DAPI
proporcionou observar figuras cromossémicas individualizadas, favorecendo
a analise digital do cromossomo numero 1. O posicionamento do centrébmero
foi observado em cromossomos em diferentes graus de compactagao.

Foram verificados aumentos do numero de constricbes cromossdmicas, nao
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somente no par cromossémico numero 1. Porém, a similaridade morfoldgica
e 0 grau de compactagcdo cromossOmicos dificultaram a identificagcdo e a
classificagdo dos outros cromossomos que possam ter sido originados por
fusao.

Segundo BORISJUK e BORISJUK (1993) e HIRAI et al.(1994), a
fissdo céntrica é um evento efetivo na exclusdo de regides de
heterocromatina. Conforme os dados relatados no item 4.3. do presente
trabalho, a espécie C. annuum L. ndo apresentou regides heterocromaticas
facilmente identificaveis, o que sugere a possivel evolugdo da espécie por

fusao.
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5. CONCLUSOES

As substancias de pré-tratamento amiprofos-metila (APM),
orizalina, trifluralina, 8-hidroxiquinoleina e brometo de etidio foram utilizadas
em C. annuum L. para verificar a eficiéncia desses agentes de acumular
maior células em metafase. O herbicida orizalina e o fluorocromo brometo de
etidio, nas respectivas concentragcbes de 7,5 e 25 uM, revelaram os
melhores desempenhos, em relagdo aos outros agentes despolimerizantes
de microtubulos, nos periodos de 4h15min a 29°C, e de 20 horas a 4°C.

Todas as amostras mostraram um cariétipo-padrao diploéide de
2n=24 cromossomos, sendo 11 pares cromossdmicos metacéntricos (do par
1 ao 11) e apenas um par acrocéntrico (par 12). O cariograma e o idiograma
da espécie foram montados com base em cromossomos corados
uniformemente com Giemsa. Os calculos do comprimento total dos
cromossomos, da razdo entre os bragos longo e curto e do indice
centromérico foram utilizados na caracterizagao do caridtipo.

Analise de cromossomos em diferentes estadios de compactacgao
permitiu verificar que podem ocorrer erros na classificacdo cariotipica,

quando 0s cromossomos se encontram menos compactados, pois a
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ocorréncia de um numero maior de constricbes dificulta a identificagcdo do
centrdbmero. Cromossomos muito compactados n&o permitem que as
constricdes secundarias sejam facilmente localizadas.

O fluorocromo DAPI, juntamente com os sistemas de analises de
imagens digitais, permitiu calcular a area e o perfil de densidade relativa
Optica média dos cromossomos, mostrando ser uma ferramenta auxiliar na
construgcdo de caridtipos de espécies que contém cromossomos
morfologicamente semelhantes.

As técnicas de bandeamento DAPI, Q, C e NOR (Ag-NOR) foram
realizadas, permitindo a analise morfolégica dos cromossomos da espécie.
A inexisténcia de regides densamente coradas, pelas técnicas de
bandeamento DAPI, Q e C, permitiu concluir que C. annuum L. apresenta,
relativamente, pouca ou nenhuma quantidade de heterocromatina em todo o
seu genoma. As imagens negativas de nucléolos submetidos a técnica de
bandeamento DAPI confirmaram os dados citados anteriormente.

As NORs se localizaram no par cromossémico numero 8, apesar
de ter sido observada a existéncia de mais duas constricdes secundarias no
genoma da espécie (pares cromossémicos numero 5 e 12). Foi observada
a presenga de dois nucléolos na intérfase, o que permite constatar que o
numero de bandas metafasicas corresponde ao numero de nucléolos na
intérfase.

As observagdes de células profasicas e metafasicas permitiram
verificar rearranjos cromossémicos estruturais. O cromossomo numero 1 foi
observado em diferentes graus de compactagéo. Os resultados indicam que
o par de homodlogos numero 1 originou-se da fusdo entre um cromossomo
acrocéntrico e outro cromossomo submetacéntrico.

A pseudocolorizagcdo dos cromossomos numero 1 permitiu a
identificacdo dos provaveis cromossomos envolvidos na fusdo. Foram
observadas trés constricbes secundarias no cromossomo numero 1, quando
menos compactado. A primeira constricdo proximal indica o local de fuséo

entre os dois cromossomos. As medidas do comprimento total, da razéo
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entre os bracos e do indice centromérico foram realizadas, e 0 cromossomo
menor foi classificado como submetacéntrico. O comprimento cromossdémico
total, a raz&o entre os bragos e o indice centromérico foram calculados, e o
cromossomo maior foi classificado como acrocéntrico.

A verificagdo de rearranjos cromossOdmicos estruturais possibilitou
avaliar a importancia desses eventos na evolugéo de C. annuum L., o que

podera esclarecer alguns aspectos evolutivos do cariotipo da espécie.
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