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RESUMO 

 
 
 
 

MARTINS, Kellen Coutinho; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro. Janeiro de 2010. Palinologia de Capsicum spp.: caracterização, 
divergência genética e viabilidade polínica. Orientadora: Telma Nair Santana 
Pereira. Conselheiras: Rosana Rodrigues, Maura da Cunha. 
 

 

Esta dissertação teve por objetivo estimar a divergência genética entre espécies 

de Capsicum com base na caracterização palinológica; além disso, objetivou-se 

também testar diferentes soluções corantes a fim de definir a melhor, para uso 

rotineiro no laboratório. Assim, o primeiro trabalho refere-se a caracterização 

morfológica dos grãos de pólen de acessos representantes de espécies 

domesticadas, semidomesticadas e silvestres de Capsicum e com base nos 

caracteres morfopolínicos quantitativos estudar a divergência genética entre os 

acessos. Para tal, botões florais foram fixados em solução de etanol-ácido acético 

(3:1). Posteriormente, os grãos de pólen foram acetolisados, medidos sob 

microscopia óptica e descritos com base 13 características polínicas. O estudo da 

divergência genética entre os acessos foi feito com base na distância euclidiana 

média padronizada e a análise de agrupamento foi feita pelos métodos de Ward e 

Tocher. A representação gráfica da similaridade entre os acessos foi feita pelo 

método da Análise dos Componentes Principais (ACP). Observou-se que as 

espécies de Capsicum possuem características polínicas típicas da família 

Solanaceae, ou seja, grãos de pólen com aberturas compostas, poro lalongado, 

tricolporados e trizonocolporados. Com base nas análises observou-se que as 
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espécies são geneticamente distantes; utilizando os métodos de Ward e ACP foi 

possível agrupar os acessos de acordo com classificação dos complexos gênicos 

já descritos para o gênero, ou seja, as espécies de C. annuum e suas variedades 

botânicas formaram um grupo enquanto que as espécies de C. baccatum 

juntamente com o acesso representante da espécie C. parvifolium formaram outro 

grupo. Os resultados obtidos pelo método de Tocher não foram concordantes com 

os obtidos pelas metodologias de Ward e ACP.  A variável largura do poro dentre 

as treze características polínicas analisadas foi a mais discriminante para o 

estudo morfopolínico de Capsicum spp. O segundo trabalho objetivou determinar 

dentre quatro soluções corantes, carmim acético, lugol, azul de tripano e 

Alexander, qual a mais adequada para avaliar a viabilidade polínica dos acessos. 

Assim, botões florais na antese foram coletados e conservados em etanol 70% 

até o momento de preparo da lâmina. Após o preparo da lâmina pela metodologia 

squash e observação sob microscópio ótico, foram contados os grãos de pólen 

viáveis e os inviáveis e estimada o percentual de viabilidade. Não houve 

diferenças significativas entre as soluções corantes, porém a solução de 

Alexander apresentou a maior média (93,65%) enquanto que a de lugol a menor 

média (89,31%). Todas as espécies estudadas apresentaram viabilidade polínica 

alta independente do corante utilizado, sendo a solução de Alexander a mais 

indicada por ser um corante que discrimina bem grãos de pólen viáveis dos 

inviáveis e por ser simples sendo possível usar como rotina no laboratório. 
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ABSTRACT 

 
 
 
 

MARTINS, Kellen Coutinho; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro.January , 2010. Palynology of Capsicum spp.: Characterization, 
Genetic Divergence and Pollen Viability. Adviser: Telma Nair Santana Pereira. 
Comitte members: Rosana Rodrigues, Maura da Cunha. 

 

 

This dissertation had the objective to analyze the genetic divergence among 

Capsicum species based on palynology characterization and to test different 

staining solutions in order to define the best solution for routine laboratory work.  

So, the first work aimed to do the morphological characterization of pollen grains 

of domesticated, semi domesticated, and wild Capsicum species and based on 

quantitative morphopollinic characters to study the genetic divergence among 

accessions. Thus, flower buds were collected in fixative solution of ethanol and 

acetic acid (3:1). After fixation, the pollen grains were acetolised, measured under 

optic microscope, and described by thirteen pollen characteristics. The genetic 

divergence study among accessions were done based on the standardized 

Euclidian’s distance and the clustering analysis based on Ward’s and Tocher’s 

methods. The graphic representation of similarity among accessions was done by 

Principal Components Analysis (PCA). It was observed that the Capsicum species 

has pollen characteristics typical of Solanaceae family, that means, pollen grains 

with compound aperture, lalongate pore, tricolporate and trizonocolporate.  Based 

on the analyses it was observed that the Capsicum species are genetically distant; 

by using the Ward’s and PCA methodologies was possible to cluster the accesses 
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according to the pool genic already described for Capsicum, it means that the C. 

annuum and botanical varieties were clustered together and the C. baccatum, and 

its botanical varieties, and C. parvifolium were clustered together. The results 

based on Tocher’s method were not concordant to the results obtained by Ward 

and PCA. Among thirteen pollen characteristic, the pore width was the most 

discriminat for the pollen morphology study of Capsicum spp. The second work 

aimed to determine among four dye solutions (acetic carmine, lugol, trypan blue, 

and Alexander) the most adequate to evaluate the pollen grain viability of 

accesses. So, flower buds at anthesis were collected and conserved in 70% 

ethanol solution until the moment of slides preparation. After the slides preparation 

by squash technique e observation under optical microscope, pollen grains were 

classified as viable and non-viable and counted for viability percentage estimation. 

The results showed that all species presented high pollen grain viabilility 

regardless of dye solution used, and the Alexander solution is the most indicated 

among them because it discriminate very well viable from nonviable pollen grain 

and it is a simple methodology to use as routine in the laboratory. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 
 
 

O gênero Capsicum abrange cerca de 30 espécies, (Moscone et al., 

2007), sendo constituído por muitas espécies silvestres e apenas cinco 

domesticadas, originárias da América Tropical (Andrews, 1984; Pickersgill, 1997). 

As espécies domesticadas são Capsicum annuum, Capsicum baccatum, 

Capsicum frutescens, Capsicum chinense e Capsicum pubescens, (Casali e 

Couto, 1984), sendo a espécie Capsicum annuum, a mais importante 

comercialmente (Reifschneider, 2000). 

As pimentas e os pimentões são cultivados em regiões tropicais e 

temperadas (Casali e Couto, 1984). O continente asiático detém 89 % de toda a 

área plantada com pimenta ao redor do mundo, seguido dos Estados Unidos e 

México que juntos possuem 7%. No Brasil, a produção de pimentas tem crescido 

consideravelmente nos últimos anos, sendo o sudeste e o centro-oeste as 

principais regiões produtoras (Rufino e Penteado, 2006).  

A diversidade observada em Capsicum é ampla, com grande variedade 

de formatos, tamanhos, cores e sabores de fruto, e também com diferentes graus 

de pungência, arquitetura de planta e composição nutricional (Bosland e Votava, 

1999). As formas doce ou levemente pungentes são preferidas nos Estados 

Unidos e na Europa, enquanto as pimentas picantes têm maior importância 

econômica em outras regiões, especialmente no continente asiático (Martin et al., 

1979).  
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As diversas espécies de pimentas e pimentões produzem frutos cujos 

teores de vitamina C superam os dos frutos cítricos. Além disso, os frutos são 

importantes como fontes de vitamina A, vitaminas do complexo B1 e B2 e de 

minerais como ferro, cálcio e fósforo (Bosland, 1993).  As pimentas do gênero 

Capsicum são também fontes de carotenóides, importantes antioxidantes naturais 

relacionados com a prevenção de doenças degenerativas (Reifschneider, 2000). 

Os programas de melhoramento de plantas estão fundamentados na 

utilização da diversidade genética dentro de uma espécie para o desenvolvimento 

e seleção de novas cultivares com elevado potencial produtivo (Loarce et al., 

1996), além da conservação dos recursos genéticos disponíveis. Para tanto, 

torna-se necessário conhecer a diversidade genética existente.  

O estudo da variabilidade genética em espécies de pimenta e pimentão 

possibilita a indicação de possíveis cruzamentos férteis entre tipos distintos e a 

transferência de genes de interesse entre os genótipos (Reifschneider, 2000). De 

acordo com Pozzobon e Schifino-Wittmann (2006), o sudeste do Brasil possui o 

maior número de espécies silvestres de Capsicum e esses recursos genéticos 

não têm sido devidamente utilizados para o melhoramento genético ou para 

estudos evolutivos das formas cultivadas do gênero Capsicum. 

No entanto, segundo Pickersgill (1997), a diversidade genética das várias 

espécies domesticadas de Capsicum tem sido muito pouco explorada e esta 

diversidade representa uma oportunidade de utilização de germoplasma mais fácil 

e mais simples, comparada a outras estratégias de melhoramento, como por 

exemplo, por meio da transferência de genes por cruzamentos interespecíficos. 

A variabilidade pode ser estudada por meio de estudos citológicos, tais 

como análise de cariótipo, análise meiótica, estudos moleculares, viabilidade 

polínica e morfologia do grão de pólen, gerando conhecimentos que poderão 

auxiliar trabalhos de pesquisas que visem o desenvolvimento de genótipos 

superiores. Vários estudos têm sido realizados visando estimar a variabilidade 

presente em Capsicum utilizando, por exemplo, descritores morfoagronômicos 

(Costa et al., 2008; Bento et al., 2007; Sudré et al., 2005), marcadores 

moleculares (Souza, 2008; Costa et al., 2006), e resistência a doenças (Bento, 

2008; Riva et al.,, 2007; Costa et al., 2002). 

Em função de sua grande diversidade morfológica, os grãos de pólen são 

importantes para fins taxonômicos (Marcos Filho, 2005) e nas últimas décadas, os 
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estudos palinológicos, vêm sendo cada vez mais utilizados como auxiliares na 

classificação taxonômica dos grupos vegetais, gerando clados filogenéticos que 

expressam de forma mais precisa a origem e a evolução desses organismos 

(Judd, 1999). De acordo com Melhem (1978), a importância taxonômica e 

evolutiva da morfologia polínica pode ser analisada em níveis específicos, 

genéricos e superiores a essas categorias e, portanto, de alto valor taxonômico e 

evolutivo. 

O estudo da morfologia polínica é importante, pois torna possível a 

identificação de quase todas as famílias, de muitos gêneros e de grande número 

de espécies vegetais, sendo a exina o elemento essencial para a identificação da 

variabilidade e até da separação de espécies diferentes e afins (Salgado-

Labouriau, 1973; Miranda, 2003), gerando informações sobre a identidade 

genética e parentesco de genótipos, que são importantes para a exploração do 

germoplasma, visando à utilização máxima da diversidade genética (He et al., 

1995). 

De acordo com Alexander (1969), o estudo sobre a viabilidade polínica 

também contribui para estudos taxonômicos, assim como para estudos ecológicos 

e palinológicos, fornecendo informações básicas para a aplicação prática na 

conservação genética, como no monitoramento do grão de pólen, de modo a 

garantir a fecundação, tornando possíveis cruzamentos entre genótipos de 

potencial econômico com floração em épocas distintas. 

Estimativas da viabilidade polínica constituem um importante parâmetro 

em análises de fluxo gênico e em programas de melhoramento genético de 

plantas (Martins et al. 1981, Botto 1997). Informações sobre a viabilidade polínica 

são fundamentais para os estudos da biologia reprodutiva de espécies vegetais, 

permitindo a comprovação e o entendimento de resultados decorrentes de 

determinados cruzamentos (Dafni, 1992). 

De acordo com Einhardt et al., (2006), é importante que o genótipo com 

características desejáveis, a ser utilizado, tenha uma boa viabilidade polínica, 

visto que, a eficácia dos cruzamentos, em programas de hibridação, dependem 

diretamente da viabilidade do pólen.  

Com base no que foi visto, o presente trabalho teve como objetivo 

contribuir para o conhecimento da diversidade genética presente no gênero 

Capsicum com base no estudo do grão de pólen (descritores polínicos e 
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viabilidade polínica) das espécies domesticadas Capsicum annuum var. annuum, 

Capsicum baccatum var. pendulum, Capsicum chinense e Capsicum frutescens; 

das espécies semidomesticadas Capsicum annuum var. glabriusculum, Capsicum 

baccatum var. baccatum e da espécie silvestre Capsicum parvifolium. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 
 
 

2.1. Classificação botânica 

 

As espécies do gênero Capsicum pertencem à família Solanaceae 

(Eshbaugh, 1993), da qual também faz parte o tomate, a batata, o tabaco e a 

petúnia (Bosland, 1996), sendo representadas pelas pimentas e pimentões. Cerca 

de 30 espécies já foram identificadas (Moscone et al., 2007), sendo cinco delas 

amplamente cultivadas e utilizadas pelo homem: C. annuum; C. baccatum; C. 

chinense; C. frutescens e C. pubescens (Pickersgill, 1991; Belletti et al., 1998). 

Representantes silvestres de todas essas espécies são conhecidos, com exceção 

de Capsicum pubescens (Paran et al., 1998), que por sua vez é a única não 

cultivada no Brasil, onde além das demais espécies cultivadas, três espécies 

consideradas silvestres se destacam: Capsicum buforum, Capsicum 

praetermissum e Capsicum schottianum (Casali e Couto, 1984). 

A taxonomia do gênero Capsicum ainda é confusa, devido às 

divergências sobre sua história evolutiva e as relações sistemáticas entre 

espécies silvestres e domesticadas (Mc Leod, 1986). Além disso, existe grande 

variedade de formas botânicas e grande número de critérios usados nesta 

classificação (Bosland e Votava, 1999) que dificultam essa definição. 

Considerando estes aspectos, as espécies podem ser diferenciadas e 

classificadas com base em diversos critérios, como o grau de domesticação, a 

capacidade de hibridação, a coloração das flores e o conteúdo de DNA. 



 

 

6

Baseado no processo de domesticação, as espécies de Capsicum podem 

ser separadas em três categorias: plantas domesticadas (aquelas em que o 

homem selecionou determinadas características de tal modo que não são mais 

capazes de sobreviver em condições naturais), semidomesticadas (aquelas 

selecionadas, cultivadas, mas ainda não completamente domesticadas, e que não 

apresentam diferenças morfológicas significativas em relação às populações 

silvestres das quais se originaram) ou silvestres (aquelas que podem ser 

exploradas pelo homem no seu ambiente natural, não ocorrendo normalmente em 

ambientes alterados pelo homem) (Quadro 1) (adaptado de Eshbaugh, 1980 e 

IBPGR, 1983, citados por Reifschneider, 2000). 

 

Quadro 1: Espécies do gênero Capsicum de acordo com o grau de domesticação:  

 
Domesticadas Semidomesticadas Silvestres 

C. annuum var. 

annuum 

 

 

C. baccatum var. 

pendulum 

 

 

C. chinense 

 

 

C. frutescens 

 

 

C. pubescens 

C. annuum var. glabriusculum 

 

C. baccatum var. baccatum 

 

C. baccatum var. praetermissum 

 

C. chinense (f. silvestre) 

 

C. frutescens (f. silvestre) 

 

C. cardenasii 

 

C. eximium 

 

C. tovarii 

C. chacoense 

C. galapagoense 

C. buforum 

C. campylopodium 

C. chacoense var. tomentosum 

C. ciliatum 

C. coccineum 

C. comutum 

C. dimorphum 

C. dusenii 

C. flexuosum 

C. geminifolium 

C. hookerianum 

C. lanceotatum 

C. minutiflorum 

C. mirabile 

C. parvifolium 

C. schottianum 

C. scolnikianum 

C. villosum 

 

As espécies de Capsicum também podem ser diferenciadas tomando por 

base a coloração das flores, sendo divididas em dois grupos: o grupo de flores 

brancas e o grupo de flores púrpuras. (Quadro 2) (Pickersgill, 1991): 
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Quadro 2:  Distribuição das espécies do gênero Capsicum com base na coloração 
das flores: 

 

Grupo A - flores brancas 
Grupo B - flores púrpuras 

 

C. annuum (silvestre e domesticada) 

C. chinense (silvestre e domesticada) 

C. frutescens (silvestre e 

domesticada) 

C. baccatum (silvestre e domesticada) 

C. praetermissum (silvestre) 

C. chacoense (silvestre) 

C. galapagoense (silvestre) 

C. pubescens (domesticada) 

C. eximium (silvestre) 

C. cardenasii (silvestre) 

C. tovarii (silvestre) 

 

 

As espécies de Capsicum podem também ser diferenciadas em três 

grupos, tomando-se por base o seu conteúdo de DNA, determinado através de 

análise de citometria de fluxo (Belletti et al., 1998): 

Complexo C. annuum: C. annuum (7,65 pg), C. frutescens (7,94 pg), 

C.chinense (8,04 pg), C. chacoense (7,66 pg) e C. tovarii (7,93 pg). 

Complexo C. baccatum: C. baccatum var. baccatum (8,43 pg), C. 

baccatum var. pendulum (8,39 pg) e C. eximium (8,70 pg). 

Complexo C. pubescens: C. cardenasii (8,97 pg), C. praetermissum (9,13 

pg) e C. pubescens (9,72 pg). 

Outra classificação utilizada para o gênero Capsicum é a dos complexos 

gênicos, onde são reconhecidos 3 complexos que são estabelecidos de acordo 

com a cruzabilidade entre as espécies, são eles: complexo Capsicum annuum, 

complexo Capsicum baccatum e complexo Capsicum pubescens (Pickersgill, 

1991; Tong e Bosland, 1999). 

O Complexo annuum é representado pelas espécies: C. annuum C. 

frutescens, C. chacoense, C. galapagoense e C. chinense. O Complexo baccatum 

compreende as espécies C. baccatum e C. tovarii. As espécies C. cardenasii, C. 

eximium e C. pubescens são representantes do Complexo pubescens (Pickersgill, 

1991). Embora as barreiras entre os complexos gênicos possam ser quebradas, 

raramente isso ocorre na natureza (Eshbaugh, 1993). 
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De forma geral, os caracteres reprodutivos típicos do gênero Capsicum 

são as flores hermafroditas, com cinco anteras e um único estigma, com algumas 

cultivares de pimentão podendo apresentar seis anteras. O comprimento do 

estilete varia entre as espécies e o estigma já está receptivo na fase de botão, 

assim como duas a três horas após a abertura da flor (Casali et al., 1984). Nas 

espécies cultivadas, o estigma encontra-se na mesma altura das anteras, o que 

aumenta a chance de autopolinização e como conseqüência diminui a taxa de 

fecundação cruzada (Pickersgill, 1991). 

Morfologicamente, as espécies de Capsicum possuem grande 

variabilidade de formato, tamanho e cor dos frutos (Heiser, 1976). Essas 

características juntamente com outras como a coloração e o número de flores por 

nó, a cor da corola, a posição e o formato dos frutos, permitem a fácil distinção 

entre elas (Teixeira, 1996). Além do aspecto morfológico, as características 

bioquímicas e citológicas têm permitido a distinção entre diferentes espécies (Mc 

Leod et al., 1983).  

A espécie Capsicum annuum se caracteriza por possuir flores isoladas 

em cada nó (IBPGR, 1983), pedicelo pendente ou inclinado na fase de antese 

(Casali e Couto, 1984), anteras azuis e corolas brancas leitosas (Heiser, 1976). A 

variedade annuum produz frutos violetas, vermelhos, laranjas, amarelos ou 

verdes, enquanto a variedade glabriusculum exibe frutos vermelhos quando 

maduros. Quanto à cor das sementes, ambas as variedades de Capsicum 

annuum, têm sementes amareladas (Moscone et al., 2007). 

Capsicum baccatum possui flores normalmente isoladas, podendo ter 

duas por nó (var. pendulum) ou duas a cinco flores por nó (var. baccatum) (Casali 

e Couto, 1984), com manchas amarela, marrom ou verde-escura na corola 

(Eshbaugh, 1993). As anteras são geralmente amarelas (Embrapa, 2009) e o 

pedicelo é pendente, inclinado ou ereto (Casali e Couto, 1984). O fruto em C. 

baccatum varia de cor, podendo ser vermelho ou amarelo, enquanto as sementes 

são amareladas (Moscone et al., 2007), podendo ser lisas (var. pendulum) ou 

rugosas (var. baccatum) (Casali e Couto, 1984). 

Capsicum chinense possui duas ou mais flores por nó (IBPGR, 1983) e 

corola branca ou branca esverdeada (Casali e Couto, 1984), com anteras 

geralmente azuis, roxas, violetas ou amarelas (Embrapa, 2009). O pedicelo pode 

estar pendente, ereto ou inclinado (Casali e Couto, 1984). Os frutos de C. 
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chinense podem ser vermelhos, laranjas, amarelos ou brancos e suas sementes 

são amareladas (Moscone et al., 2007). 

Capsicum frutescens tem de uma a cinco flores por nó que se formam, 

com pedicelo ereto e pequeno. A corola é verde-clara a branco-esverdeada, sem 

manchas (Reifschneider et al., 1998). As anteras são geralmente azuis, roxas ou 

violetas (Embrapa, 2009), enquanto seus frutos são vermelhos (Moscone et al., 

2007) e suas sementes são de cor palha a dourada (Casali e Couto, 1984). 

Já Capsicum parvifolium, pertencente ao grupo das espécies silvestres, 

possui corola branca ou púrpura ambas com manchas amarelo-esverdeadas, 

(Moscone et al., 2003) frutos de cor laranja ou vermelhos com sementes 

acastanhadas (Moscone et al., 2007), características das espécies andinas 

adaptadas a climas frios, sendo globulares e pendentes, características das 

espécies brasileiras adaptadas a climas úmidos (Pozzobon et al., 2006).  

No gênero Capsicum, existem espécies anuais, bienais e perenes 

(Bosland, 1996). A forma de crescimento predominante são os arbustos perenes, 

embora várias espécies manifestem um crescimento herbáceo bienal, 

principalmente aquelas do complexo Capsicum annuum (C. annuum, C. 

frutescens e C. chinense), sendo que umas poucas espécies se desenvolvem em 

árvores, como é o caso de C. parvifolium (Moscone et al., 2007). 

 

2.2. Centro de origem e distribuição geográfica 

 

O gênero Capsicum é conhecido desde o início da civilização no 

hemisfério Norte, fazendo parte da dieta humana desde aproximadamente 7500 

a. C (Mac Neish, 1964, citado por Bosland, 1996). Na época da chegada dos 

primeiros europeus às Américas foram encontradas pimentas sendo cultivadas 

pelos índios, freqüentemente ocupando o segundo lugar em importância entre as 

plantas cultivadas, perdendo apenas para o milho ou para a mandioca (Heiser, 

1995).  

Sementes de pimenta têm sido encontradas em sítios arqueológicos de 

5000 anos a.C. em Tehuacán, México, representando provavelmente, plantas 

silvestres de C. annuum. Formas domesticadas desta espécie são representadas 

arqueologicamente no México antes do início da era Cristã (Heiser, 1976). Outros 
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sítios arqueológicos são conhecidos no Peru, nas localidades de Ancon e Huaca 

Prieta (Reifschneider, 2000). 

As pimentas pertencentes ao gênero Capsicum já eram conhecidas pelos 

povos nativos possuindo maior pungência do que a pimenta-do-reino (gênero 

Piper), cuja busca levou ao descobrimento do Novo Mundo. A distribuição mundial 

do gênero Capsicum ocorreu no século XVI, por navegadores portugueses e 

espanhóis. 

No Brasil colonial são diversos os relatos dos exploradores demonstrando 

que a pimenta era amplamente cultivada e representava um importante item na 

dieta das populações indígenas. Do ano de 1500 até hoje, as pimentas passaram 

a ser consumidas por povos de todas as origens, em quantidades crescentes e 

em usos variados (Reifschneider, 2000). 

A relação entre o homem e as plantas de Capsicum existe há milhares de 

anos e as pimentas foram provavelmente as culturas domesticadas há mais 

tempo no ocidente (Bosland, 2004). Nas expedições feitas por Vavilov entre 1930 

e 1933 já estavam registradas coletas de C. annuum e C. frutescens (History 

Vavilov, 2004).  

De acordo com Heiser (1979), o cultivo das pimentas teve início em várias 

áreas empregando diferentes espécies silvestres. Essa domesticação resultou em 

mudanças, particularmente nos frutos, que eram pequenos, eretos, decíduos e 

vermelhos e passaram a ser grandes, freqüentemente pendentes, não decíduos e 

com uma grande variedade de cores além do vermelho. Os tipos doces, apesar 

de conhecidos, só assumiram alguma importância tempos depois.  

O centro de origem das pimentas e pimentões é a América Tropical 

(Pickersgill, 1997), podendo ter sido simultaneamente domesticados em várias 

partes da América do Sul e Central (Pickersgill, 1991) e tendo sido dispersos pela 

Europa através dos navegantes e exploradores portugueses e espanhóis que 

procuravam a pimenta-do-reino, Piper nigrum (Casali e Couto, 1984).  

Uma porção importante do gênero se originou em uma área nuclear na 

Bolívia Sul-Cental com posterior migração aos Andes e terras baixas da 

Amazônia (Mc Leod et al., 1982). O Brasil é considerado como um importante 

centro secundário de várias espécies como C. annuum var. annuum, C. baccatum 

var. pendulum, C. frutescens e C. chinense, este último tendo a bacia amazônica 

como área de maior diversidade (Reifschneider, 2000).  
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A origem específica do gênero, no entanto, é controversa: alguns indicam 

como centro primário de diversidade, o México/América Central, com centros 

secundários o Brasil; enquanto outros propõem como centro de origem o Brasil e 

a Bolívia, com dispersão posterior para os Andes e América Central (Prince et al., 

1995).  

De acordo com Viñals et al., (1996), a distribuição geográfica do gênero 

Capsicum, ocorreu em concordância com os três complexos gênicos formados de 

acordo com a cruzabilidade entre as espécies. Essa distribuição está associada 

às condições climáticas favoráveis a cada um dos complexos gênicos. O 

complexo C. annuum, possivelmente se originou nas regiões tropicais baixas da 

América do Sul e Central, devido à sua afinidade com os ambientes mais úmidos. 

O complexo C. baccatum possui características relacionadas a ambientes secos e 

por isso, podem ter se originado na régio Centro-sul da Bolívia, enquanto as 

espécies de C. pubescens, encontram-se nas regiões altas dos Andes, 

estendendo-se pelo Norte da América Central e México.  

A espécie Capsicum annuum tem como centro de origem o México (Paran 

et al., 1998), mas as formas cultivadas parecem ter alcançado a América do Sul 

possivelmente depois das conquistas espanholas (Pickersgill, 1991). O centro de 

diversidade da forma cultivada Capsicum annuum var. annuum inclui Ásia e 

regiões da América Latina (IBPGR, 1983). Populações silvestres de Capsicum 

annuum são encontradas do sul dos EUA e México até a América Central e norte 

da América do Sul (Casali e Couto, 1984).  

Capsicum baccatum tem como centro de origem a Bolívia e o Peru e 

baseado em evidências arqueológicas, foi provavelmente, domesticada no Peru 

por volta de 2500 a.C. (Casali e Couto, 1984). É comumente cultivada na América 

do Sul, (Bosland, 1996) sendo, no entanto, pouco conhecida fora do continente 

sul-americano (Heiser, 1976), apesar de ser também encontrada no México, Índia 

e Hawaí (Eshbaugh, 1993). 

Capsicum chinense como todas as demais espécies cultivadas de 

pimenta, teve origem na América, sendo a mais difundida na América tropical e 

encontrada na região Amazônica, (Bosland, 1992) seu provável centro de 

diversidade (Reifscheneider, 2000). Algumas variedades desta espécie crescidas 

na África são reportadas como as mais pungentes de todas as pimentas (Heiser, 

1976), sendo a pimenta mais comumente cultivada nas Índias Ocidentais, norte 
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da América do Sul e na Bacia Amazônica. Capsicum chinense é também comum 

no Peru e Bolívia (Pickersgill, 1971). Segundo Eshbaugh (1993), a expansão 

global mais limitada da espécie Capsicum chinense se deve mais provavelmente 

à sua descoberta na América do Sul, depois de Capsicum annuum já ter sido 

estabelecida no Continente Europeu.  

Capsicum frutescens tem como centro de origem a América do Sul, sendo 

encontrado no Peru seu registro arqueológico mais antigo (Casali e Couto, 1984). 

A cultivar Tabasco é a única representante dessa espécie comumente cultivada 

fora dos trópicos (Heiser, 1976). C. frutescens encontra-se distribuída nas terras 

baixas do sudeste brasileiro até a América Central e nas Índias Ocidentais, sendo 

também cultivada na África e no sudeste da Ásia (IBPGR, 1983). Já Capsicum 

parvifolium é encontrada somente no nordeste do Brasil, na Colômbia e 

Venezuela (Filho, 2009). Na Tabela 1 encontra-se a distribuição geográfica, de 

acordo com Moscone et al., (2007), das espécies analisadas no presente estudo. 
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Tabela 1:  Lista das espécies de Capsicum estudadas no presente trabalho e sua 
distribuição geográfica (adaptado de Moscone et al., 2007): 

 
Espécies e Variedades Distribuição Geográfica 

C. annuum var. annuum Cultivada em todo mundo 

C. baccatum var. pendulum 

Cultivada nos Estados Unidos, 

México, Costa Rica, Colômbia, 

Equador, Peru, Brasil, Bolívia, 

Paraguai, Chile, Argentina, Índia 
 

C. chinense 

Cultivada nos Estados Unidos, 

México, America Central, Equador, 

Peru, Bolívia, Brasil, Argentina, 

China, Japão 
 

C. frutescens 

Cultivada nos Estados Unidos, 

México, América do Sul e Central, 

África, Índia, China, Japão 
 

C. annuum var. glabriusculum 

Sul dos Estados Unidos, México, 

Antilhas, Belize, Honduras, El 

Salvador, Panamá, Costa Rica, 

Guatemala, Suriname, Venezuela, 

Colômbia, Equador, Peru, Norte e 

Nordeste do Brasil 
 

C. baccatum var. baccatum 

Colômbia, Peru, Bolívia, Paraguai, 

Sul e Sudeste do Brasil, Norte da 

Argentina 
 

C. parvifolium 
Colômbia, Venezuela, Nordeste do 

Brasil 
 

 

2.3. Melhoramento genético 

 

O melhoramento de plantas vem contribuindo de forma expressiva com o 

incremento qualitativo e quantitativo de alimentos, tendo como objetivo o 

desenvolvimento de novas cultivares com maior rendimento, qualidade industrial e 

nutritiva, resistência a doenças, estresses bióticos e adaptabilidade e estabilidade 

em diferentes regiões fisiográficas, dentre outros (Floss, 2003). 
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De acordo com Cardoso (2001), para alcançar o sucesso, os programas 

de melhoramento dependem de vários fatores. A definição dos objetivos é de 

fundamental importância na economia de tempo e recursos. Do mesmo modo 

deve-se escolher criteriosamente o método mais eficiente de seleção, levando-se 

em conta a característica a ser melhorada, uma vez que, o processo de 

melhoramento só poderá ser bem-sucedido se a população a ser melhorada 

possuir variabilidade genética quanto ao atributo de seleção.  

O gênero Capsicum, possui uma ampla variabilidade genética, 

evidenciada pela grande variedade de espécies, entretanto, para que haja maior 

uso desses recursos, é de fundamental importância o conhecimento e a 

organização dessa variabilidade. A análise das variações genéticas e intra e 

interespecíficas possibilita o conhecimento da organização e estrutura das 

relações evolucionárias ocorrentes no gênero (Moreira et al., 2006).   

O conhecimento da diversidade genética dos acessos cultivados e 

silvestres mantidos em coleções de pimenta e pimentão dá suporte aos 

programas de melhoramento para a obtenção de plantas mais produtivas, com 

resistência a doenças e pragas, e com outros atributos de interesse agronômico e 

econômico (Silva, 2004), uma vez que a classificação de genitores em grupos 

heteróticos e a realização de cruzamentos entre tipos geneticamente distintos 

podem contribuir para a ampliação da variância genética em populações 

segregantes (Messmer et al., 1993).  

Segundo Lins et al., (2001), para atender a essa demanda de novas 

variedades, os programas de melhoramento se baseiam em dados de 

variabilidade genética obtidos em estudos de caracterização morfológica, 

citogenética e molecular de acessos cultivados e silvestres. 

No Brasil, apesar do uso comum, algumas espécies de Capsicum são 

desconhecidas ou ainda não caracterizadas morfológica e agronomicamente (Luz, 

2007). Segundo Bianchetti (1996) essas espécies representam um material 

genético que pode potencialmente ser empregado em programas de 

melhoramento. 

O melhoramento das pimentas é similar àquele utilizado com outras 

solanáceas. A espécie pode ser cruzada facilmente e maior ênfase tem sido dada 

aos tipos “doces” em comparação aos pungentes (Heiser, 1979). Os programas 

de melhoramento têm explorado a diversidade genética de Capsicum, 
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principalmente das espécies domesticadas e dentre as cultivares desenvolvidas, 

existem híbridos, linhagens e populações de polinização aberta. As principais 

características trabalhadas são: produtividade, fácil destaque dos frutos durante a 

colheita, arquitetura da planta, precocidade e resistência a doenças. De forma 

paralela, são realizadas avaliações para coloração, pungência, sabor, aroma, 

formato e tamanho do fruto, espessura da polpa e perda de peso pós-colheita 

(Greenleaf, 1986; Reifschneider, 2000).  

Nas duas últimas décadas ocorreram notáveis avanços nos programas de 

melhoramento do pimentão no Brasil (Nascimento et al., 2004), no entanto, o 

melhoramento das pimentas é muito menos avançado (Luz, 2007). Essa 

escassez de programas nacionais de melhoramento de pimentas ocorre em 

função principalmente, do pouco interesse das companhias de sementes em 

comercializar sementes de pimentas, devendo ser considerado também, a 

dificuldade de manusear as pequenas flores para a execução dos cruzamentos e 

multiplicação das sementes, a produção escassa de sementes por fruto, uma vez 

que estes normalmente são muito pequenos e, ainda a ardência extrema do fruto, 

dificultando a extração das sementes (Moreira et al., 2006). 

 

2.4. Citogenética 

 

De acordo com Moscone et al., (2007) as espécies de Capsicum são 

diplóides e têm um número de 2n=2x=24 cromossomos, no entanto 2n=2x=26 

cromossomos têm sido reportados. Vários estudos relatam que em cinco táxons 

(C. ciliatum (H., B. e K.) Kuntze, C. lanceotatum (Green.) Morton e Stand, C. 

mirabile Martius, C. campylopodium Sendtner e em uma espécie de Capsicum 

não identificada) foi observado um número básico de x=13 (2n = 26). Pozzobon et 

al. (2006) observaram um número somático de 2n=26 em espécies encontradas 

no Brasil, sugerindo que x=12 e x=13 representam diferentes tendências 

evolutivas no gênero Capsicum (Pozzobon e Schifino-Wittmann, 2006). 

As pimentas e os pimentões são espécies autógamas (Reifschneider, 

2000) com taxa de polinização cruzada que pode ser tão baixa quanto 2% e pode 

atingir valores como 90% (Pickersgill, 1997). Essa polinização pode ser facilitada 

por alterações na morfologia da flor, tais como diferenças no tamanho do estilete 

(Reifschneider, 2000). Por exemplo, algumas pimentas têm um estilete mais 
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comprido, reduzindo a possibilidade de autopolinização e aumentando assim a 

possibilidade da ocorrência de polinização cruzada (Nascimento et al., 2006) ou 

ainda da ação de insetos polinizadores como abelhas (Bosland e Votava, 1999).  

Informações citogenéticas têm contribuído de forma complementar ou 

mesmo de forma decisiva na reformulação de hipóteses filogenéticas com base 

nos dados dos cromossomos, pois se trata de um caractere bem conservado nas 

espécies (Lewis e Elvin-Lewis, 1995; Heslop-Harrison, 2000). Na análise do 

cariótipo, variações cromossômicas numéricas e estruturais são de grande 

importância, pois constituem o instrumento principal para análise citotaxonômica 

(Stace, 2000).  

De acordo com Moscone (1996), os cariótipos das diferentes espécies de 

Capsicum são muito similares, tendo em geral, um par de acrocêntricos e os 

restantes dos cromossomos são meta ou submetacêntrico. No entanto, a 

classificação dos cromossomos de C. annuum, apresenta-se controversa. De 

acordo com Moscone (1993) e Aarestrup (2001), nessa espécie são encontrados 

11 pares metacêntricos e um acrocêntrico, enquanto de acordo com Pickersgill 

(1991) e Lanteri e Pickersgill (1993), evidenciaram dois a três pares de 

acrocêntricos. 

 

2.5. Caracterização palinológica 

 

O grão de pólen devido a suas características especiais presta-se de 

maneira muito adequada para numerosos estudos. Sendo naturalmente isolado 

de outras células, comporta-se como um microorganismo que pode ser cultivado 

“in vitro”. Deste modo, as condições ambientais para seu desenvolvimento e para 

seu metabolismo podem ser controladas com bastante exatidão. Sua parede 

externa, quimicamente muito estável e morfologicamente muito variada, permite 

uma grande diversidade de estudos taxonômicos, morfológicos e paleobotânicos 

(Salgado-Labouriau, 1973). 

O estudo dos grãos de pólen baseia-se principalmente na observação das 

características morfológicas deste e a comparação destas com outros grãos de 

pólen (Gasparino e Barros, 2006). Como qualquer outra célula, os grãos de pólen 

se caracterizam por seu tamanho e forma, no entanto, no caso dos pólens, 

existem outras características que os descrevem, como a estrutura e escultura 
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(ornamentação) de sua exina e as aberturas que podem vir a apresentar, das 

quais se devem observar os tipos (poros, colpos ou colpóros), o número e a 

disposição na superfície do grão de pólen (Soler e Nolla, 2002). 

Segundo Wodehouse (1935), a morfologia dos grãos de pólen é tão antiga 

como a maioria dos outros ramos da ciência botânica; historicamente, acredita-se 

que ela começou ao mesmo tempo que aquelas que requerem o uso do 

microscópio, mas ao longo dos anos seguintes, ela foi negligenciada a tal ponto 

que ficou para trás em relação a todos os outros ramos da ciência botânica. 

São inúmeras as aplicações da análise dos grãos de pólen, entre elas 

pode-se citar o entendimento da distribuição das espécies no espaço e no tempo, 

o estudo do conteúdo de pólen na atmosfera e dos sedimentos, o estudo das 

mudanças na vegetação passada e sua evolução no tempo, a datação de 

depósitos (Moore e Webb, 1978), a reconstrução de paleoambientes e 

paleoclimas dos últimos milênios (Leal e Lorscheitter, 2006) entre outros. 

 

2.5.1. O Grão de pólen 

 

O grão de pólen é um corpúsculo que abriga o gametófito masculino tanto 

de angiospermas quanto das gimnospermas (Moore e Webb, 1978), constituindo-

se em um elo entre cada geração e estando, portanto, envolvido com a 

reprodução e perpetuação das espécies.  

Existem dois tipos de grãos de pólen, os binucleados e os trinucleados. 

Grãos de pólen binucleados contêm uma célula generativa e uma vegetativa, e 

neste caso, a célula generativa se divide durante o crescimento do tubo polínico 

dando origem a dois gametas masculinos. O grão de pólen trinucleado é formado 

quando a divisão da célula generativa ocorre antes do crescimento do tubo 

polínico (Brewbaker, 1957).  

A ocorrência de pólens binucleados e trinucleados dentro de um mesmo 

gênero são raras e nunca ocorre dentro de uma mesma espécie (Brewbaker, 

1967). Em 70% das famílias de plantas como Solanaceae e Liliaceae, a segunda 

divisão mitótica da célula generativa, que dá origem a duas células espermáticas, 

ocorre quando o tubo polínico cresce através do pistilo feminino. Já em outras 

famílias como Cruciferae e Gramineae, encontra-se o grão de pólen trinucleado 

(McCormick, 1993).  
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A formação do grão de pólen ocorre dentro das anteras e compreende 

dois eventos: a microsporogênese e a microgametogênese (Mascarenhas, 1992; 

Horner e Palmer, 1995). Durante esses dois processos independentes, a célula-

mãe do grão de pólen ou microsporócito presente nos sacos polínicos sofre 

meiose após a citocinese dando origem a quatro micrósporos ou aos grãos de 

pólen jovens (microsporogênese) (Rodrigues et al., 2004).  O micrósporo sofre 

então uma divisão mitótica, resultando em dois núcleos, o reprodutivo e o 

germinativo. Posteriormente, ocorre a segunda divisão mitótica que envolve 

apenas o núcleo germinativo.  Esta divisão dá origem a duas células alongadas e 

em forma de meia-lua, denominadas células espermáticas. (microgametogênese) 

(Santos e Zanettini, 2002). 

Os produtos pós-meióticos podem permanecer unidos ou podem se 

desprender uns dos outros. No último caso, o grão de pólen isolado dá origem a 

uma mônade e caso os produtos pós-meióticos mantenham-se unidos, díades, 

tétrades ou políades são formadas (Hesse et al., 2009). 

A origem do grão de pólen ocorre através da meiose, uma divisão celular 

que se caracteriza por apenas uma duplicação cromossômica para cada duas 

divisões nucleares, produzindo quatro células haplóides (n) a partir de células-

mãe diplóides (2n). De acordo com Mascarenhas (1992) e Horner e Palmer 

(1995), a literatura relata vários genes que atuam durante a pré-meiose, meiose e 

pós-meiose e qualquer anormalidade durante o processo de formação dos grãos 

de pólen, pode resultar no surgimento de pólens anormais ou inviáveis.  

 

2.5.2. Morfologia do pólen 

 

A análise da morfologia polínica tem importância para diferentes ciências 

entre elas: Melissopalinologia, Farmacognosia, Paleobotânica, Paleoecologia, 

Bromatologia, Farmacologia, Fitoecologia, Zooecologia, Sedimentologia, Medicina 

Legal, Taxonomia Vegetal, Toxicologia, entre outras (Takeda et al., 2001). 

Nas angiospermas e gimnospermas, a parede do grão de pólen tem a 

importante função de proteção do gametófito masculino na sua jornada entre a 

antera e o estigma, sendo resistente à perda de água. Outra função da parede do 

grão de pólen é o reconhecimento do estigma compatível: as células do tapete em 

desintegração liberam uma classe de compostos que ficam mantidos nos espaços 
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formados pela ornamentação da parte externa da parede de alguns grãos de 

pólen, chamados de proteínas de “reconhecimento”, as quais possibilitam que o 

grão de pólen germine somente sobre o estigma compatível (Moore e Webb, 

1978). 

Historicamente, a estrutura da esporoderma ou parede celular, dos grãos 

de pólen, tem várias interpretações (Colinvaux et al., 1999) e a terminologia das 

subdivisões da exina e intina, não é uma unanimidade entre os pesquisadores. Há 

dois grupos de autores que refletem bem esta divisão dentro da palinologia, 

Faegri e Iversen (1964) e Erdtman (1971). Reitsma (1970) tentou unificar essas 

terminologias, sendo sua sugestão aceita por Esau (1977), Moore e Webb (1978) 

e Huysmans et al., (1994). 

A nomenclatura de Erdtman se baseia na morfologia da exina, dividindo-a 

em uma parte esculturada, mais externa, a sexina, e em outra, não esculturada, a 

nexina, ambas subdivididas; e a nomenclatura de Faegri, se baseia na afinidade 

pelos corantes, considerando as camadas que se coram pela fucsina básica, 

constituintes da ectoexina (mais externa) e as que não (ou pouco) se coram pela 

fucsina básica, constituindo a endoexina (mais interna) (Barth, 1964). 

O ponto mais crítico está na localização da camada basal (“footlayer”), que 

segundo Erdtman fica incluída na nexina, e segundo Faegri faz parte da 

ectoexina. Essa diferença de nomenclatura persiste por causa dos diferentes 

graus dos microscópios. Na óptica comum, ou seja, uma resolução até 1000x, 

não pode distinguir uma camada basal muito fina, ou partida, tornando-se 

adequada a nomenclatura de Erdtman. Na microscopia eletrônica cai esta dúvida 

e distingue-se perfeitamente a ectexina da endexina (Barth, 1964).  

A exina é composta por esporopolenina (McCormick, 1993), sendo muito 

resistente e facilmente extraída de sedimentos (Dajoz, 1991), enquanto a intina é 

feita de celulose (Moore e Webb, 1978). De acordo com Erdtman (1986), a exina 

encontra-se dividida em mais duas camadas, uma interna e esculturada (sexina) e 

uma externa e não esculturada (nexina). A sexina é por sua vez subdividida em 

duas camadas denominadas endosexina e ectosexina, enquanto a nexina é 

dividida em endonexina e ectonexina.  

Quanto à textura da exina, os grãos de pólen das Angiospermas podem 

ser divididos em três tipos básicos: tectados (perfurados ou imperfurados, supra-

ornamentados ou não); semitectados (reticulados, estriados) ou intectados. 
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Quanto à ornamentação, a sexina pode ser: psilada (lisa), escabrada (com finas 

projeções com 1µm), verrugosa (nodosa), baculada (elementos semelhantes a 

bastões), pilada (elementos semelhantes a pilos), clavada (elementos 

semelhantes a clavas), gemada (com pilos sésseis), espinhosa, rugulada 

(elementos esculturais alongados irregularmente distribuídos), estriada a 

reticulada (Barth e Melhem, 1988). 

Em relação ao seu tamanho e forma, os grãos de pólen variam de 15 a 

100 µm de diâmetro (Raynor et al., 1966), podendo ser não-fixiformes ou 

fixiformes. No primeiro caso, encontram-se aqueles que não possuem forma 

definida, enquanto os demais possuem forma polínica definida (Erdtman, 1986).  

Um caráter morfológico de grande importância para a identificação do grão 

de pólen são as aberturas. As aberturas são qualquer orifício mais ou menos 

distinto que delimita áreas que são ou podem normalmente ser ocupadas na 

liberação do material interno e maleável do grão de pólen (Erdtman, 1986). Como 

uma segunda função, permitem as acomodações de mudanças de volume nos 

grãos de pólen sujeitos a alterações de umidade. Alguns grãos de pólen têm 

pseudo-aberturas que parecem funcionar somente para adaptações volumétricas 

(Barth e Melhem, 1988).  

De acordo com a variação em sua forma, as aberturas podem ser 

circulares, sendo denominadas poro, alongada possuindo comprimento maior que 

a sua largura, sendo assim chamada de colpo e podendo ser uma associação de 

ambos os tipos (cólporo). De acordo com Moore e Webb, (1978), existe o 

pensamento de que os colpos são mais primitivos do que os poros. Além dessa 

classificação os grãos de pólen podem ser agrupados em categorias de acordo 

com o seu número variável de aberturas, sendo utilizado os prefixos mono-, di-, 

tri-, tetra-, penta-, hexa- e poli-, tanto para poro e colpo quanto para cólporo. 

De acordo com sua posição na exina, as aberturas podem ser classificadas 

como ectoaberturas, que são as mais superficiais e estão localizadas na camada 

ectexina/sexina, como endoaberturas quando estão localizadas na camada 

endexina/nexina e como mesoaberturas quando estão localizadas entre essas 

duas camadas (Punt et al., 1994). Em alguns casos, as ecto- e as endoaberturas 

são do mesmo tipo (poro ou colpo) e ocorrem no mesmo lugar, em outros casos, 

elas podem ser de diferentes tipos e ocorrer em posições diferentes (Moore e 

Webb, 1978). 
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Para a rotina de identificação do pólen, o número, a forma e estrutura das 

aberturas, são caracteres requeridos; entretanto, no contexto filogenético-

evolucionário a posição das aberturas é importante, pois estas não estão 

localizadas ao acaso na superfície do grão de pólen e, freqüentemente, têm lugar 

definido com relação aos pólos e ao equador (Melhem, 1978). 

O número e a forma das aberturas, além da estrutura da exina são 

estudados, para uso em taxonomia de grupos (Takahash, 1983; Esteves 1998; 

Franklim e Esteves, 2002; Canceli et al., 2006). As aberturas são as primeiras 

características utilizadas para a identificação de qualquer grão de pólen ou esporo 

fóssil (Moore e Webb, 1978). Além das aberturas, alguns outros importantes 

caracteres aplicados a morfologia do pólen visando a sua identificação são a 

forma e escultura da parede. 

Inúmeros estudos têm sido realizados tomando por base as 

características morfológicas dos grãos de pólen de diferentes famílias e espécies 

e segundo Judd (1999), os estudos da morfologia dos grãos de pólen vêm sendo 

cada vez mais utilizados como dados auxiliares na classificação taxonômica de 

vários grupos vegetais.  

Silva et al., (2003), estudando doze espécies de Cestrum L. (Solanaceae), 

baseados em dados quantitativos e qualitativos dos grãos de pólen, elaboraram 

uma chave analítica para a identificação das espécies estudadas, mostrando que 

os dados analisados podem auxiliar na taxonomia do gênero Cestrum. 

Franklim e Esteves (2008), realizando um estudo palinológico em 

espécies de Solanum L. (Solanaceae), ocorrentes nas restingas do estado do Rio 

de Janeiro, relatam que o confronto entre os resultados obtidos por eles e a 

bibliografia analisada mostra que o gênero Solanum apresenta um certo número 

de características semelhantes, porém também apresenta características 

marcantes relacionadas à variação morfológica das aberturas e à ornamentação 

da sexina que permitem separar a maioria dos táxons e que podem ser de grande 

auxílio na delimitação específica. 

 

2.5.3. Estudos palinológicos 

 

Os estudos com os grãos de pólen começaram a evoluir com o 

desenvolvimento da microscopia no século XVII e com o avanço dos aparelhos 
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ópticos no século XIX. Mas, foi no século XX com a descoberta de que os grãos 

de pólen constituem-se em um bom guia fóssil que o estudo do pólen obteve um 

enorme avanço surgindo a Palinologia (Wodehouse, 1935). 

O termo Palinologia foi introduzido por Hyde e Willians em 1945 (Erdtman, 

1986) e é definido como a ciência que estuda os grãos de pólen e esporos, 

tratando das suas estruturas e formações com sua dispersão e preservação sob 

certas condições ambientais (Moore e Webb, 1978). 

Nos estudos palinológicos, a principal técnica utilizada é a acetólise de 

Erdtman 1952 (Hesse e Waha, 1989), que consiste em anidrido acético e ácido 

sulfúrico na proporção de 9:1 (Martins et al., 2002), seguido se necessário pela 

oxidação com dióxido de cloro (Baker, 1954), o que permite a eliminação do 

conteúdo celular para observação da parede externa do pólen (Martins et al., 

2002). 

O método da acetólise, no entanto, destrói completamente as substâncias 

não-esporopoleinina e vários estudos sobre a sistemática e filogenia das plantas 

necessitam de todos os componentes da parede do grão de pólen que não podem 

ser observadas em amostras acetolisadas (Hesse e Waha, 1989).  

Efeitos similares a acetólise são obtidos depois da ebulição em HCL 

concentrado e lavagem com 10% de KOH (Hesse e Waha, 1989), no entanto 

segundo Erdtman (1943), essa metodologia não permite a observação de grãos 

completamente transparentes.  

Outro método empregado para o estudo dos grãos de pólen é a da 

acetólise lática (ACLAC) desenvolvida por Raynal e Raynal (1971). Esta técnica é 

utilizada quando os grãos de pólen são muito frágeis e não resistem à acetólise 

tradicional, consistindo na diminuição de anidrido acético e o acréscimo de ácido 

láctico tornando a mistura acetolítica mais fraca (Gasparino e Barros 2006). O 

método em questão permite observar, no microscópio, a saída do conteúdo 

protoplasmático antes que o grão de pólen se deforme (Moreira et al., 2005) 

(exemplos, Franklim e Esteves, 2002; Crespo e Ferreira, 2006). 

Para melhor visualização da forma e do tipo de abertura, os grãos de 

pólen podem ser tratados segundo o método de Wodehouse (1935), que apesar 

de não eliminar o conteúdo polínico e, portanto, não permitir a visualização 

detalhada da ornamentação do grão de pólen, permite a confecção de lâminas 

com durabilidade maior do que as obtidas na acetólise láctica. Este método é de 
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fácil execução e de grande utilidade principalmente aos taxonomistas que 

necessitam de uma visão rápida do grão de pólen (Gasparino e Barros 2006). 

 

2.6. Viabilidade polínica 

 

Os programas de melhoramento genético vegetal estão fundamentados 

na obtenção de cultivares superiores, a partir da manipulação genética existente 

no germoplasma de determinada espécie. Dentre os fatores responsáveis pelo 

sucesso desses programas destacam-se a seleção de genótipos e os 

cruzamentos cuja eficácia depende diretamente da viabilidade do pólen (Techio et 

al., 2006). 

A viabilidade polínica é um dos fatores que têm influência direta sobre o 

sucesso da fertilização, uma vez que o tamanho do fruto, o número de sementes 

e a percentagem de frutos aumentam se uma quantidade de grãos de pólen 

viáveis acima do requerido for depositada sobre o estigma (Akamine e Girolami, 

1957, Stone et al., 1995; Rodrigues-Riano e Dafni, 2000; Rigamato e Tyagi, 

2002). 

De acordo com Dafni (1992), a avaliação da viabilidade do grão de pólen 

é o fator primário para que ele venha ter a oportunidade de germinar no estigma 

da flor, sendo este um estádio decisivo à fertilização. Essa avaliação pode ser 

determinada através de um grande número de técnicas (Oliveira et al., 2001). Os 

métodos diretos incluem a indução da germinação do pólen in vivo ou in vitro e os 

indiretos, são baseados em parâmetros citológicos, como a reação a corantes e 

fluorocromos (Shivanna e Johri, 1985; Dafni, 1992; Shivanna e Rangaswamy, 

1992, Kearns e Inouye, 1993). 

Os métodos colorimétricos utilizam corantes químicos específicos que 

reagem com componentes celulares presentes no grão de pólen maduro. Dentre 

estes testes, destacam-se os testes com lugol, carmim acético e a solução tripla 

de Alexander (Pagliarini e Pozzobon, 2004). 

A coloração com lugol baseia-se em uma reação química que acontece 

entre o iodo e a molécula de amido, dando aos grãos de pólen viáveis uma 

coloração marrom e aos inviáveis, devido à ausência de amido, uma coloração 

amarela-clara e são transparentes. É indicado para espécies cujo material de 

reserva do grão de pólen é o amido (Pagliarini e Pozzobon, 2004). 
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No teste do carmim acético, os grãos de pólen viáveis apresentam uma 

coloração rosa/vermelha forte, enquanto os grãos inviáveis mostram-se 

transparentes e não corados, devido à reação com o material genético existente 

no citoplasma, como o DNA (Pagliarini e Pozzobon, 2004). 

O método de Alexander (1969) utiliza uma solução tripla, composta por 

orange G, fucsina básica e verde malaquita. A fucsina básica é um corante 

específico para DNA, corando o citoplasma de vermelho; o verde malaquita colore 

de verde a parede do grão de pólen e o orange G é um intensificador. Através 

desse teste, o núcleo do grão de pólen viável reage com a fucsina e o pólen viável 

se cora de rosa, enquanto os grãos inviáveis coram-se de verde. 

Apesar dos testes de coloração serem procedimentos simples e baratos, 

esses métodos não fornecem informações sobre a capacidade germinativa do 

pólen, o que pode ser avaliado através de testes de germinação in vitro (Techio et 

al., 2006) ou via reação fluorocromática, também conhecido como teste do FCR. 

Nesse método, os grãos de pólen que não são plenamente fluorescentes, ou seja, 

grãos pouco fluorescentes e sem fluorescência são considerados inviáveis, 

enquanto que os grãos de pólen fluorescentes são tidos como viáveis. A reação 

de fluorescência está diretamente correlacionada com a integridade da membrana 

do grão de pólen, que por sua vez participará da germinação e crescimento do 

tubo polínico. Entretanto, esses métodos são mais complexos (Heslop-Harrison et 

al., 1984).  

A viabilidade do pólen relaciona-se diretamente com a normalidade da 

microsporogênese (Muñoz et al., 2006). A eficácia dos cruzamentos, tanto dentro 

de uma espécie como entre espécies depende da viabilidade do pólen (Techio et 

al., 2006) e normalmente uma alta porcentagem de grãos de pólen viáveis é 

esperada como resultado de um alto percentual de tétrades normais, as quais 

refletem um processo meiótico regular. 

 

2.7. Divergência genética e análise multivariada 

 

Em programas de melhoramento baseados em hibridação, genótipos 

segregantes superiores são recuperados mais rápida e eficientemente quando a 

população-base para a seleção associa superioridade das características sob 
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melhoramento à ampla variabilidade genética, esta última oriunda da diversidade 

genética entre os progenitores envolvidos nos cruzamentos (Falconer, 1981).  

A divergência genética pode ser definida como a distância genética entre 

populações, indivíduos ou organismos, tomando por base várias características, 

que podem ser morfoagronômicas, fisiológicas, bioquímicas, polimorfismos de 

DNA, dentre outras, que seja de interesse do pesquisador (Amaral Júnior e 

Thiébaut, 1999).  

A grande importância dos estudos de divergência genética está no 

conhecimento do grau de variabilidade genética das populações, em função da 

preocupação que ocorre com a erosão genética, ou seja, com a redução da 

variabilidade genética das populações vegetais, decorrente da substituição das 

antigas variedades por formas genotípicas uniformes (Amaral Júnior e Thiébaut, 

1999). Outra importância da avaliação da divergência genética reside no contexto 

da evolução das espécies, uma vez que provê informações sobre recursos 

disponíveis e auxilia na localização e intercâmbio desses (Cruz et al., 2004). 

A diversidade genética entre grupos de progenitores tem sido avaliada 

com o objetivo de identificar as combinações híbridas de maior efeito heterótico e 

maior heterozigose, de tal forma que, em suas gerações segregantes, se tenha 

maior possibilidade de recuperação de genótipos superiores (Cruz et al., 2004). 

Quanto mais divergentes forem os genitores, maior a variabilidade resultante na 

população segregante, e maior a probabilidade de reagrupar os alelos em novas 

combinações favoráveis (Benin et al., 2003).  

Há duas maneiras básicas de se inferir a diversidade genética, sendo a 

primeira de natureza quantitativa e a outra de natureza preditiva. Entre os 

métodos de natureza quantitativa de avaliação da diversidade, ou da heterose 

manifestada nos híbridos, citam-se as análises dialélicas (Miranda et al., 1988) e 

entre os métodos preditivos da heterose citam-se aqueles que tomam por base as 

diferenças morfológicas, fisiológicas ou moleculares, quantificando-as em alguma 

medida de dissimilaridade que expressa o grau de diversidade genética entre os 

genitores (Cruz e Carneiro, 2003). 

Segundo Falconer (1981), a partir de estimativas da divergência genética 

entre as populações, é possível obter inferências sobre a capacidade específica 

de combinação, e, conseqüentemente, da heterose, sem a utilização de 

cruzamentos dialélicos. Assim, medidas de divergência genética obtidas antes 



 

 

26 

que qualquer cruzamento seja realizado podem auxiliar os melhoristas a 

concentrar seus esforços somente nas combinações mais promissoras, uma vez 

que a heterose manifestada nos cruzamentos está diretamente relacionada à 

divergência genética entre seus pais. 

Uma metodologia bastante utilizada para estimar a divergência genética 

são as técnicas de análise multivariada (Cruz, 1990), pois permitem quantificar a 

diversidade genética existente nas espécies, identificar grupos similares ou 

dissimilares e ainda otimizar o uso dessa diversidade pela identificação dos 

caracteres mais informativos para a divergência genética (Cruz et al., 2004). De 

acordo com Santos et al., (2000), os métodos multivariados, têm oferecido 

contribuições efetivas na identificação de genótipos para serem utilizados em 

programas de melhoramento genético de várias culturas.  

A utilização da técnica multivariada permite ao melhorista que a avaliação 

do material genético seja feita sobre um conjunto de características que combina 

as múltiplas informações contidas na unidade experimental. Desse modo, é 

possível selecionar genótipos mais promissores e avaliar a sua divergência, 

levando em consideração a contribuição e a importância relativa dos caracteres 

para a variância total existente entre as populações (Oliveira, 1989).  

Na predição da divergência genética, vários métodos multivariados 

podem ser aplicados. Dentre eles, a análise por componentes principais e por 

variáveis canônicas e os métodos aglomerativos. A escolha do método mais 

adequado tem sido determinada pela precisão desejada pelo pesquisador, pela 

facilidade da análise e pela forma como os dados foram obtidos. Os métodos 

aglomerativos diferem dos demais, em razão de dependerem fundamentalmente 

de medidas de dissimilaridade estimadas previamente (Cruz et al., 2004). 

O uso de métodos de aglomeração objetiva a reunião de entidades em 

grupos homogêneos, de tal forma que seja minimizada a variação dentro e 

maximizada a variância entre grupos. O processo de aglomeração envolve 

basicamente duas etapas. A primeira relaciona-se com a estimativa de uma 

medida de similaridade (ou dissimilaridade) entre os indivíduos a serem 

agrupados. A segunda envolve a adoção de uma técnica de agrupamento para a 

formação dos grupos (Amaral Júnior e Thiébaut, 1999). 

Oliveira et al., (1999), avaliando a diversidade genética entre 133 

genótipos de pimentão (Capsicum annuum) em relação a doze características 
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agronômicas, através do uso de técnicas de análise multivariada (distância D2 de 

Mahalanobis, agrupamento pelo método de Tocher), obtiveram quinze grupos e 

concluíram que as características de maior contribuição para a diversidade 

genética foram altura da primeira bifurcação, altura da planta, relação 

comprimento/largura do fruto e índice de precocidade.  

Sudré et al., (2005), estudando a divergência genética entre 56 acessos 

de Capsicum spp., a partir de caracteres morfoagronômicos através do uso de 

métodos multivariados, concluíram que o método hierárquico do vizinho mais 

próximo foi adequado para realizar o agrupamento de diferentes espécies e de 

variedades de pimentas dentro da mesma espécie botânica. Segundo os autores, 

a variabilidade genética observada nos genótipos da coleção, foi suficiente para 

indicar o uso dos acessos avaliados em programas de melhoramento. 

 

2.7.1. Distância euclidiana média (d ii’ ) 

 

As medidas de dissimilaridade são de grande importância em estudos de 

divergência genética em que se procura identificar genitores a serem utilizados 

em programas de hibridação (Cruz e Carneiro, 2003).  

A quantificação da dissimilaridade genética é um dos mais importantes 

parâmetros estimados pelos melhoristas de plantas, principalmente quando o 

objetivo for a obtenção de segregantes transgressivos e populações de ampla 

variabilidade genética (Benin et al., 2003).  

De acordo com Falconer (1981), no melhoramento genético, a 

dissimilaridade genética possui uma importância fundamental na escolha de 

genótipos a serem utilizados como progenitores, já que a divergência genética 

entre os parentais é um indicativo da expressão heterótica nas progênies. Para a 

realização de um programa eficiente de melhoramento é necessário reunir o 

maior número possível de informações relevantes sobre o germoplasma a ser 

utilizado. 

As medidas de dissimilaridade genética, como forma de caracterizar e 

identificar constituições genéticas distintas de diferentes espécies têm despertado 

muito interesse e entre os métodos de dissimilaridade, a distância Euclidiana 

média e a distância de Mahalanobis (D2) têm sido rotineiramente utilizadas (Cruz 

et al., 2004). 
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De acordo com Manly (1986), a distância Euclidiana entre dois objetos 

quaisquer é obtida por analogia ao Teorema de Pitágoras, para um espaço 

multidimensional, sendo equivalente ao comprimento da hipotenusa do triângulo 

retângulo projetado. No entanto, a Distância Euclidiana, quando estimada a partir 

de variáveis originais, apresenta a inconveniência de ser influenciada pela escala, 

pelo número de variáveis e pela correlação existente entre as mesmas. Segundo 

Cruz et al., (2004), preconizam que para contornar o problema de escala, tem 

sido recomendável a padronização dos dados, e, para contornar a influência do 

número de caracteres, utiliza-se a distância Euclidiana Média. 

Embora a Distância Euclidiana não leve em consideração a correlação 

entre as características avaliadas, esta técnica pode ser utilizada em situações 

em que não se dispõe de dados experimentais com repetições, impossibilitando a 

estimação das variâncias e co-variâncias residuais (Cruz e Regazzi, 2001). 

 

2.7.2. Métodos de agrupamento 

 

O princípio básico de todos os métodos de agrupamento é o de maximizar 

a similaridade dentro de grupos e a dissimilaridade entre grupos (Hair et al., 

2005). A análise de agrupamento permite classificar n itens (populações, 

indivíduos, clones, variedades) avaliados por um conjunto de p caracteres, cujo 

objetivo é identificar e separar os indivíduos em grupos similares. Esta técnica 

desconhece a priori o número e a composição dos diferentes grupos ou clusters a 

serem formados (Cruz et al., 2004; Hair et al., 2005).  

Há inúmeros métodos de agrupamento na literatura (Mardia et al., 1997), 

que se distinguem pelo tipo de resultado a ser fornecido e pelas diferentes formas 

de definir a proximidade entre um indivíduo e um grupo já formado ou entre dois 

grupos quaisquer. Dos métodos de agrupamento, os mais utilizados são os de 

otimização e os hierárquicos (Cruz e Carneiro, 2003) e segundo Mohammadi e 

Prasanna (2003), os métodos hierárquicos são os mais comumente empregados 

em análise de divergência genética.  

 

2.7.2.1. Métodos hierárquicos 
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Nos métodos hierárquicos, o objetivo final é a obtenção de um diagrama 

em árvore ou dendrograma, onde os agrupamentos podem ser obtidos, 

subjetivamente, tomando-se por base as diferenças abruptas de mudanças de 

nível no dendrograma (Cruz e Regazzi, 1994; Amaral Júnior, 1994). Neste caso, 

não há preocupação com o número ótimo de grupos, uma vez que o interesse 

maior está nas árvores e nas ramificações que são obtidas (Cruz et al., 2004). 

Os métodos hierárquicos são também divididos em métodos 

aglomerativos e divisivos. Dentre os métodos aglomerativos, citam-se o vizinho 

mais próximo; o do vizinho mais distante; o da ligação média, ponderado ou não; 

o do centróide, também ponderado ou não; e o proposto por Ward. Dentre os 

métodos divisivos, o mais conhecido é o de Edwards e Cavalli-Sforza (Cruz et al., 

2004).  

Segundo Mohammadi e Prasanna (2003), os métodos hierárquicos são os 

mais comumente empregados em análise de divergência genética e, dentre eles, 

o UPGMA é o mais utilizado, seguido pelo método de Ward. 

No método de Ward, são considerados para a formação inicial do grupo, 

os indivíduos que apresentam a menor soma de quadrados dos desvios (SQD). 

Admite-se que, em qualquer estádio, há perda de informações em razão do 

agrupamento realizado, o qual pode ser identificado pela razão entre a SQD, 

dentro do grupo em formação, e a soma de quadrado total (SQT) dos desvios. A 

SQD é calculada considerando apenas os acessos dentro do grupo em formação 

e a SQT é calculada considerando todos os indivíduos disponíveis para a análise 

de agrupamento (Cruz e Carneiro, 2003).  

 

2.7.2.2. Métodos de otimização 

 

Os métodos de otimização diferem, basicamente, dos hierárquicos, pelo 

fato dos grupos formados serem mutuamente exclusivos, ou seja, serem 

independentes (Amaral Júnior e Thiébaut, 1999). Nos métodos de otimização os 

grupos são formados pela adequação de algum critério de agrupamento, ou seja, 

o objetivo é alcançar uma partição dos indivíduos que otimize (maximize ou 

minimize) alguma medida predefinida (Cruz e Carneiro, 2003). 

Um dos métodos mais comumente utilizados na área de melhoramento 

genético é o proposto por Tocher, citado por Rao em 1952 (Cruz e Carneiro, 
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2003). Nesse método adota-se o critério de que a média das medidas de 

dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor que as distâncias médias 

entre quaisquer grupos. O método requer a obtenção da matriz de dissimilaridade, 

sobre a qual é identificado o par de progenitores mais similar.  Estes progenitores 

formam o grupo inicial e a partir daí é avaliada a possibilidade de inclusão de 

novos progenitores (Cruz et al., 2004). 

 

2.7.3. Componentes principais 

 

Segundo Cruz et al. (2004), a análise por componentes principais consiste 

em transformar um conjunto original de variáveis em outro conjunto de dimensão 

equivalente, mas com propriedades importantes, que são de grande interesse em 

certos estudos de melhoramento, sendo que cada componente principal é a 

combinação linear das variáveis originais. Além disso, são independentes entre si 

e estimados com propósito de reter, em ordens de estimação o máximo, em 

termos de variação total, contida nos dados iniciais. 

A técnica dos componentes principais para o estudo da diversidade 

genética tem sido aplicada em várias espécies de plantas, sobretudo quando não 

se dispõe de dados com repetições (Schuelter, 1996) e além de possibilitar o 

estudo da diversidade genética de um grupo de progenitores, tem a vantagem de 

possibilitar a avaliação da importância de cada caráter estudado sobre a variação 

total disponível entre os genótipos avaliados, possibilitando, desta forma, o 

descarte de caracteres que contribuem pouco para a discriminação do material 

avaliado (Cruz et al., 2004). 

De acordo com Dias (1994), a importância de cada componente principal 

é dada pela porcentagem de variância total que ele absorve. Em geral, os 

primeiros componentes principais em estudos de divergência genética têm sido 

utilizados quando esses envolvem pelo menos 80% da variação total (Cruz et al., 

2004). Quando esse limite é atingido, a variabilidade entre os indivíduos avaliados 

pode ser explicada satisfatoriamente apenas por esses primeiros componentes, 

simplificando a interpretação. Neste caso, a representação gráfica dos resultados 

é indicada. Nos casos em que esse limite não é atingido, a análise é 

complementada pela dispersão gráfica em relação ao terceiro e quarto 

componente (Cruz, 1990). 



 

 

31 

Cruz (1990) ressalta, ainda, que a técnica de componentes principais 

permite uma maior simplificação nos cálculos estatísticos e na interpretação dos 

resultados em relação aos demais métodos alternativos, à medida que poucos 

componentes sejam suficientes para explicar a variação existente. 

Os componentes principais podem ser usados para o exame das 

correlações entre características estudadas; reunião de um conjunto maior de 

características em outro menor e de sentido biológico; avaliação da importância e 

cada característica; construção de índices que possibilitem o agrupamento dos 

acessos e o agrupamento dos acessos com mais alto nível de similaridade, por 

meio de dispersões gráficas (Cruz, 1990; Carvalho, 1993; Schuelter, 1996). 
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3. TRABALHOS 

 

 

 

3.1. CARACTERIZAÇÃO PALINOLÓGICA E DIVERGÊNCIA GENÉ TICA EM 

ACESSOS DE Capsicum L.  

 
 
 
 

3.1.1. RESUMO 
 
 
 

O presente trabalho objetivou caracterizar morfologicamente os grãos de pólen de 

sete acessos representantes de espécies domesticadas, semidomesticadas e 

silvestres de Capsicum e com base nos caracteres morfopolínicos quantitativos 

estudar a divergência genética entre os acessos. Botões florais foram coletados 

em solução fixadora etanol-ácido acético (3:1) sendo os grãos de pólen 

acetolisados, medidos sob microscopia óptica com o uso do programa Image-Pro 

Plus versão 5.1 e posteriormente descritos tomando por base as terminologias 

dos glossários palinológicos. O estudo da dissimilaridade entre os acessos foi 

feito com base na distância euclidiana média padronizada e a análise de 

agrupamento foi feita pelos métodos de Ward e Tocher. Foi feita a representação 

gráfica da similaridade entre os acessos pelo método da Análise dos 

Componentes Principais (ACP) e verificou-se qual dos caracteres avaliados foi 

mais discriminante para o estudo morfopolínico de Capsicum spp. O estudo da 

morfologia polínica permitiu a observação de grãos de pólen com características 
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típicas da família Solanaceae, sendo descritos como isopolares, variando de 

pequenos a médios, com âmbito triangular e subcircular, 3-colporados, poro 

lalongado e trizonocolporados. Pelo método de Ward e ACP foi possível agrupar 

os acessos de acordo com a classificação dos complexos gênicos já descrita para 

as espécies Capsicum.  Pelo método de Tocher não foi observada o mesmo 

agrupamento, sendo observada em um mesmo cluster espécies pertencentes a 

complexos gênicos diferentes. A variável largura do Poro foi a mais discriminante 

para o estudo morfopolínico de Capsicum spp, enquanto a variável eixo polar em 

vista equatorial tem pouca importância para análise de grãos de pólen em 

Capsicum. 

 
 
 
 

3.1.2. ABSTRACT 
 
 
 

The present work aimed to characterize morphologically the pollen grains of seven 

accesses from domesticated, semi domesticated and wild Capsicum species and 

based on the quantitative morphopolinic characters to study the genetic 

divergence among the accesses. To do that, flower buds were collected in fixative 

solution etanol-acetic acid (3:1) and after fixation the pollen grains were 

acetolisated, measured under optical microscopy and later described. The study of 

the dissimilarities among the accesses was done base on the distance 

standardized medium Euclidian and the clustering analysis was made by the 

Ward’s and Tocher’s methods. It was also done the graphic representation of the 

similarity among the accesses by the Principal Component Analysis (PCA) and it 

was verified which of the characters was the most discriminating for the 

morphopolinic study of Capsicum spp. The study of the polinic morphology 

revealed that the pollen grains present characteristics typical of the Solanaceae 

family, being described as isopolars, varying from small to medium size, with 

triangular amb and sub circular, 3-colporade, lalongate pore and trizonocolporate. 

By Ward and PCA’ methods was possible to cluster the accesses according to the 

pool genic already described to the Capsicum species. By the Tocher’ method was 

not observed the same clustering, being observed in the same cluster species that 

belong to different pool genic. The variable pore width was the most discriminating 
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characteristic for the morphopolinic study of Capsicum spp, while the variable 

polar axis in equatorial view has little importance for the pollen grain  analysis of 

Capsicum.  

 
 
 
 

3.1.3. INTRODUÇÃO 
 
 
 
Um dos pontos fundamentais no melhoramento é a escolha dos genitores 

para obtenção de populações de ampla base genética onde a seleção atuará. Isto 

é conseguido quando se alia uma alta média e uma ampla variabilidade genética 

para a característica a ser melhorada (Ferreira et al., 1995). A variabilidade 

genética existente no gênero Capsicum é grande e para que a implantação de um 

programa de melhoramento seja bem sucedida é necessário conhecer a 

variabilidade existente, para que a seleção de materiais genéticos seja feita de 

maneira a aproveitar todo o potencial da cultura. Além disso, é de grande 

importância a identificação dos caracteres de maior relevância para a divergência 

genética (Moreira et al., 2005). 

A avaliação de germoplasma, por meio da divergência genética, é 

importante para o conhecimento da organização e estrutura das relações 

evolucionárias (Carvalho et al., 2003). Nas últimas décadas, o estudo da 

morfologia polínica, vem sendo utilizado como auxiliar na classificação 

taxonômica (Judd, 1999), gerando informações sobre a identidade genética e 

parentesco de genótipos, que são importantes para a exploração do 

germoplasma, visando à focalização de máxima diversidade genética (He et al., 

1995). 

A evolução do pólen tem sido estudada tanto do ponto de vista 

morfológico quanto fisiológico. A análise morfológica tem sido principalmente 

voltada à sistemática (Dajoz et al., 1991). Pelas diferentes características que 

podem ser observadas na estrutura dos grãos de pólen, é possível até mesmo a 

determinação da planta em diversos níveis taxonômicos (Takeda et al., 2001), 

sendo o estudo dos grãos de pólen focado principalmente na comparação das 

diferentes morfologias polínicas encontradas nas espécies. 
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O emprego dos caracteres polínicos na sistemática data do início dos 

anos 70 (Muller, 1970; Walker e Doyle, 1975) e vem ganhando espaço na 

sistemática filogenética (Chase et al., 1993; APG, 2003). Semelhanças e 

diferenças entre os grãos de pólen constituem uma técnica taxonômica que se 

tornou básica para diversas famílias botânicas (Salgado-Labouriau, 1973), uma 

vez que o conjunto das características de um pólen é constante para cada planta 

e torna possível identificar com mais precisão de que “taxa” provém o pólen (Soler 

e Nolla, 2002). 

Caracteres como a ornamentação da exina, têm sido utilizados como 

indicadores de relações filogenéticas por diversos autores e têm sido importantes 

na delimitação de gêneros e espécies em famílias estenopolínicas (Temponi, 

2006). 

Segundo Mc Leod (1986), a taxonomia do gênero Capsicum ainda é 

confusa, devido às divergências sobre sua história evolutiva e sobre as relações 

sistemáticas entre as espécies silvestres e domesticadas. Em vista disso, o 

objetivo do presente trabalho foi caracterizar morfologicamente os grãos de pólen 

de alguns acessos representantes de espécies domesticadas, semidomesticadas 

e silvestres de Capsicum e verificar o grau de similaridade dessas espécies com 

base nos caracteres quantitativos do pólen, através de técnicas de análise 

multivariada. 

 
 
 
 

3.1.4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 

3.1.4.1. Material genético e condições de cultivo 

 

Foram estudados os grãos de pólen de sete acessos representantes de 

sete espécies do gênero Capsicum: as espécies domesticadas C. annuum var. 

annuum (UENF 1562), C. chinense (UENF 1785), C. baccatum var. pendunlum 

(UENF 1624) e C. frutescens (UENF 1636); as semi-domesticadas C. annuum 

var. glabriusculum (UENF 1559) e C. baccatum var. baccatum (UENF 1495); e a 

espécie silvestre Capsicum parvifolium (CNPH 3331), cedida pela Embrapa 

hortaliças. 
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Sementes desses acessos foram inicialmente colocadas para germinar 

em B.O.D. a 27,5ºC, em 8 horas de luz e 16 horas de escuro e posteriormente 

plantadas em casa de vegetação em bandejas de isopor com substrato vegetal 

Plantmax®, sendo dez plantas por espécie. Cerca de dois meses após a 

germinação, as plântulas foram transferidas para vasos plásticos com capacidade 

de 5 L utilizando-se o mesmo tipo de substrato vegetal.  

As adubações de cobertura e defensivos agrícolas para controle de 

pragas e doenças foram empregados de acordo com as recomendações para a 

cultura (Filgueira, 2000). 

 

3.1.4.2. Métodos 

 

3.1.4.2.1. Caracterização Palinológica 

 

Para análise da morfologia polínica foram coletadas pela manhã por 

planta, no mínimo, duas flores na antese e as anteras foram acetolisadas 

seguindo o método da acetólise descrito por Erdtman (1960) com modificações 

 

3.1.4.2.1.2. Acetólise  

 

Para o preparo das lâminas botões florais foram coletados e fixados em 

solução etanol-ácido acético, na proporção 3:1 por no mínimo 24 horas. 

Posteriormente foram retiradas duas a três anteras por botão fixado e as mesmas 

foram colocadas em microtubos de 1ml de ácido acético. Os tubos foram então 

colocados na centrífuga, centrifugados com 3000 rotações por minutos durante 5 

minutos e o sobrenadante foi descartado.  

Paralelamente, foi preparada a mistura acetolítica de Erdtman (1960) que 

promove a hidrólise ácida nos grãos de pólen através de uma mistura de anidrido 

acético e ácido sulfúrico com proporção de 9:1, com o intuito de eliminar o 

conteúdo celular, facilitando a visualização e o reconhecimento dos caracteres 

morfológicos.  

Os grãos de pólen ficaram imersos na mistura acetolítica, em banho-

maria, em uma temperatura de cerca de 100oC durante dois minutos. Os tubos 

foram então transferidos para centrífuga e depois da centrifugação a mistura 
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acetolítica foi decantada. Em cada tubo foi acrescentado 1 ml de água destilada 

mais 2 gotas de álcool etílico e o material centrifugado e decantado. Foi 

acrescentado em cada tubo, 1 ml de água destilada e glicerina na proporção de 

3:1, ficando por no máximo duas horas. Após esse período o tubo foi colocado 

com a abertura voltada, para o papel de filtro, ficando assim o material em 

condições de ser depositado em lâmina. 

 

3.1.4.2.2. Montagem das lâminas 

 

Para observação dos grãos de pólen acetolisados foram montadas 

lâminas com gelatina glicerinada, segundo Kisser (1935, citado por Erdtman, 

1952). Encostou-se um estilete aquecido em um pedaço de gelatina glicerinada, 

com cerca de 2mm de lado, no sedimento presente nos tubos que foram 

previamente colocados de cabeça para baixo sobre papel de filtro. A gelatina 

glicerinada contendo o sedimento foi colocada sobre uma lâmina que foi então 

aquecida até a fusão da gelatina. Em seguida colocou-se uma lamínula sobre a 

mancha de gelatina glicerinada e a lâmina foi observada ao microscópio óptico. 

 

3.1.4.2.4. Medidas dos grãos de pólen 

 

As mensurações foram realizadas no máximo sete dias após a 

preparação das lâminas, com o intuito de evitar possíveis problemas de 

intumescimento, que podem ocorrer com o passar do tempo (Melhem e Matos 

1972, Salgado-Labouriau 1973), visto que os grãos de pólen tendem a aumentar 

de tamanho depois de submetidos ao processo de acetólise (Faegri e Deuse, 

1960). 

Foram obtidas medidas dos eixos polar e equatorial em vista equatorial 

(posição em que o grão de pólen está perpendicular à vista polar) e do eixo 

equatorial em vista polar (posição em que o grão de pólen está com uma área 

polar voltada para o observador) dos grãos de pólen, além das medidas das 

aberturas (poro e colpo), da espessura das camadas da exina (sexina e nexina) e 

do apocolpo (Figura 1). Foram efetivadas 26 medidas de cada característica do 

pólen examinada, aleatoriamente em diferentes lâminas, sendo mensurados no 

mínimo cinco pólens por lâmina. 
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Figura 1. Representação das medidas dos grãos de pólen de C. chinense (UENF 
1785): a) medida do eixo polar (vermelho) e do diâmetro equatorial (preto) em 
vista equatorial; b) medida do diâmetro equatorial (azul) e do lado do apocolpo 
(verde) em vista polar. Barra = 10 µm. 

  

Para classificar os grãos de pólen de acordo com sua forma, foi utilizada a 

relação entre o eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista equatorial. 

Classificação proposta por Erdtman (1952) que criou um índice para a forma dos 

grãos de pólen com nove classes (Tabela 1). 

A B 
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Tabela 1.  Classificação dos grãos de pólen com base na razão P/E, segundo 
Erdtman (1952): 
 

Classes de Pólen  

P/E Denominação 

0,50 Peroblato 

0,50 – 0,74 Oblato 

0,75 – 0,87 Suboblato 

0,88 – 0,99 Oblato-esferoidal 

1,00 Esférico 

1,01 – 1,14 Prolato-esferoidal 

1,15 – 1,33 Subprolato 

 

 

Subesferoidal 

1,34 – 2,00 Prolato 

2,00 Perprolato 

 

Em relação ao seu tamanho os grãos de pólen foram classificados de 

acordo com Erdtman (1945), baseado no comprimento do eixo maior nas 

seguintes classes: muito pequenos (< 10 µ), pequenos (10-25 µ), médios (25-50 

µ), grandes (50-100 µ), muito grandes (100-200 µ) e gigantes (> 200 µ). 

A forma das aberturas foi determinada de acordo com a relação entre os 

dois diâmetros da mesma, sendo classificadas como poro as aberturas mais ou 

menos circulares em que a relação entre os dois diâmetros foi menor que 2:1 e 

classificadas como colpo, as aberturas alongadas cuja relação entre os dois 

diâmetros foi maior que 2:1 (Erdtman, 1952). 

Os grãos de pólen foram também classificados tomando por base o índice 

de área polar, que é dado pela relação entre as extremidades de duas aberturas 

adjacentes (ou suas margens) e a maior largura do grão de pólen em vista polar, 

de acordo com classificação proposta por Iversen e Troels-Smith em 1950 e 

Faegri e Iversen em 1964 (Tabela 2). 
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Tabela 2.  Classificação dos grãos de pólen em relação ao índice de área polar 
(IAP): 

 
Denominação Intervalo do I.A.P. 

Sem área polar 0 

Área polar muito pequena <0,25 (abertura muito longa) 

Área polar pequena 0,25 – 0,50 (abertura longa) 

Área polar grande 0,50 – 0,75 (abertura curta) 

Área polar muito grande >0,75 (abertura muito curta) 

 

Posteriormente as descrições polínicas e as terminologias adotadas foram 

baseadas no glossário de Barth e Melhem (1988), Barth (1964) e Punt et al. 

(2007). 

Os grãos de pólen acetolisados e preparados para exame em microscopia 

óptica foram observados em microscópio BX60 e as imagens, capturadas, 

analisadas e medidas utilizando-se o programa Image-Pro Plus versão 5.1. 

 

3.1.4.2.5. Análise Estatística 

 

Para todas as medidas, foi obtida a média aritmética, o desvio padrão da 

amostra, o coeficiente de variação e o intervalo de confiança a 95% (Vieira, 1981).   

 

3.1.4.2.6. Análise Multivariada 

 

A composição dos grupos formados pelos acessos mais similares entre si 

foi determinada pelos métodos de otimização de Tocher e pelo método de 

agrupamento hierárquico de Ward, utilizando como medida de dissimilaridade a 

Distância Euclidiana Média Padronizada, com auxílio do programa GENES (Cruz, 

2006) e do programa R (http://www.rproject.org). Outra técnica multivariada 

utilizada para estimar a divergência genética dos acessos de Capsicum foi a dos 

componentes principais.  
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3.1.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 
 
 

3.1.5.1. Caracterização Palinológica 

 

Os resultados morfopolínicos permitiram caracterizar os grãos de pólen 

do gênero Capsicum como pequenos (C. annuum var. annuum, C. baccatum var. 

pendulum, C. baccatum var. baccatum) e médios (C. chinense, C. frutescens, C. 

annuum var. glabriusculum e C. parvifolium), isopolares com pólo proximal e distal 

semelhantes, de âmbito triangular a subcircular e simetria radial. A área polar 

variou em tamanho, sendo encontrada área polar de pequena a grande (Figura 2 

e Tabela 3). 

 

 

 
Figura 2.  Fotomicrografias dos grãos de pólen de Capsicum: a) Vista polar em C. 
parvifolium (CNPH 3331); b) Vista equatorial de C. chinense (UENF 1785); c) 
Vista equatorial de C. baccatum var. pendulum (UENF 1624), mostrando os 
colpos (seta); d) Vista equatorial de C. baccatum var. baccatum (UENF 1495) com 
âmbito subcircular; e) Vista equatorial em C. annuum var. annuum (UENF 1562) 
com âmbito triangular; f) Vista equatorial em C. frutescens (UENF 1636). 

 

As aberturas são compostas, apresentando-se sempre em número de 

três, sendo caracterizadas como colpo e possuindo uma endoabertura circular 

lalongada (alongada transversalmente), chamada poro, denominando-se os grãos 
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de pólen de tricolporados. Essas características estão em concordância com o 

descrito para as espécies do cerrado da família Solanaceae, que possuem tipos 

diferentes de pólen, com predominância de grãos triaperturados com ós grande e 

lalongado (Salgado-Labouriau, 1973).  

Franklim e Esteves (2008) ao realizarem um estudo palinológico de 21 

táxons de Solanum L. ocorrentes na restinga do estado do Rio de Janeiro, 

conseguiram separar algumas espécies principalmente com base nas 

peculiaridades da endoabertura. No entanto, todas as espécies possuíam 

endoabertura lalongada, sendo também tricolporadas. 

Os colpos variaram de curtos a longos (Tabela 3) possuindo contorno 

irregular e extremidades arredondadas. Em todas as espécies estudadas, os 

colporos se distribuem de forma eqüidistante ao redor do equador do grão 

(trizonocolporados). Barth e Duarte (2008) trabalhando com nove espécies 

arbóreas pertencentes a seis gêneros (Acnistus, Aureliana, Brunfelsia, Capsicum, 

Cestrum e Solanum) da família Solanaceae, conseguiram agrupar os grãos de 

pólen das espécies em seis tipos polínicos correspondendo aos seis gêneros 

examinados, no entanto todos os tipos polínicos possuíam aberturas 

zonocolporadas.  
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Tabela 3.  Caracterização morfopolínica dos acessos estudados representantes 
de sete espécies de Capsicum.  

 
Acesso* Âmbito Forma Área Polar Colpo Exina 

UENF 1562 Triangular................  
 

prolato-esferoidal Pequena Longo Faveolada 

UENF 1559 Subcircular.............. 
 

prolato-esferoidal Grande Curto Faveolada 

UENF 1495 Subcircular oblato-esferoidal Grande Curto Faveolada 

UENF 1624 Subcircular prolato-esferoidal Grande Curto Faveolada 

UENF 1785 Triangular prolato-esferoidal Pequena Longo Faveolada 

UENF 1636 Triangular prolato-esferoidal Pequena Longo Faveolada 

CNPH 3331 Subcircular prolato-esferoidal Grande Curto Faveolada 

 

*C. annuum var. annuum (UENF 1562), C. annuum var. glabriusculum (UENF1559), C. baccatum 

var. baccatum (UENF 1495), C. baccatum var. pendunlum (UENF 1624), C. chinense (UENF 

1785), C. frutescens (UENF 1636) e Capsicum parvifolium (CNPH 3331). 

 

Analisando-se o intervalo de confiança a 95% (Figura 3) da largura da 

endoabertura, dos grãos de pólen dos acessos estudados, observou-se que a 

espécie C. annuum var. annuum (8,45 µm) e C. chinense (8,49 µm), não se 

separam entre si, mas se separam das demais espécies por apresentarem poros 

com valores médios de largura do poro menores. Pela ordem de tamanho, estão 

listadas em seguida as espécies C. frutescens (9,50 µm) e C. annuum var. 

glabriusculum (9,51 µm), no entanto, essas espécies não se separam das demais: 

C. baccatum var. baccatum (10,49 µm) C. baccatum var. pendulum (10,77 µm) e 

C. parvifolium (11,03 µm). 
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Figura 3.  Representação gráfica do intervalo de confiança a 95% dos grãos de 
pólen, com base na largura do poro das espécies C. annuum var. annuum- UENF 
1562 (1), C. annuum var. glabriusculum- UENF 1559 (2), C. baccatum var. 
pendulum- UENF 1624 (3), C. baccatum var. baccatum- UENF 1495 (4), C. 
chinense- UENF 1785 (5), C. frutescens- UENF 1636 (6) e C. parvifolium- CNPH 
3331 (7). 
 

De acordo com Melhem (1978), para a rotina de identificação do pólen, o 

número, a forma e a estrutura das aberturas, são caracteres requeridos; 

entretanto, no contexto filogenético-evolucionário a posição das aberturas é 

importante, pois estas não estão localizadas ao acaso na superfície do grão de 

pólen e, freqüentemente, têm lugar definido com relação aos pólos e ao equador.   

Em relação à forma dos grãos de pólen, as espécies estudadas são 

classificadas em prolato-esferoidal e oblato-esferoidal, este último apenas em C. 

baccatum baccatum (Tabela 3). A forma da espécie Capsicum schottianum 

Sendtn. var. flexuosum (Sendtn.) A.T. Hunziker foi identificada por Barth e Duarte, 

(2008) como subprolata, o que segundo Erdtman (1952) pode juntamente com as 

classes suboblato, oblato-esferoidal, esférico e prolato-esferoidal serem 

denominadas subesferoidais. De acordo com Santos (1998), a presença de grãos 

de pólen subesferoidais é comum entre as Solanaceae. 

Espécies 

Largura do Poro 
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Os valores médios das principais mensurações realizadas encontram-se 

nas Tabelas 4, 5 e 6. A exina ficou entre 1,05 µm e 1,28 µm, sendo a espécie C. 

annuum var. annuum (UENF 1562), a que apresentou o grão de pólen com menor 

espessura. Nas espécies C. annuum e suas variedades, C. chinense e C. 

frutescens, as subdivisões da exina (sexina e nexina) apresentaram valores 

semelhantes, enquanto que nas espécies C. baccatum e suas variedades e C. 

parvifolium, a parede externa do pólen foi sempre maior que a interna (Tabela 6).  

Segundo Punt e Monna-Brands (1977), Murry and Eshbaugh em 1971, 

deram informações sobre os grãos de pólen de Solanum e alguns gêneros 

taxonomicamente relacionados como Capsicum e de acordo com eles, a sexina e 

a nexina são quase de igual espessura, enquanto em Solanum, a sexina é mais 

espessa do que a nexina. No entanto, segundo Punt e Monna-Brands, na 

ilustração dada por Murry e Eshbaugh de Capsicum baccatum, a sexina é 

claramente maior em espessura do que a nexina, enquanto que em algumas 

espécies de Solanum, a sexina não é obviamente maior do que a nexina, sendo a 

diferenciação dessas duas camadas, um tanto obscura.  Já no trabalho realizado 

por Punt e Monna-Brands, nos espécimes de Capsicum annuum, a sexina é 

distintamente maior que a nexina. 

Segundo Perveen e Qaiser (2007), em geral, entre as Solanaceae, as 

camadas da exina possuem a mesma espessura. Valores de sexina e nexina 

semelhantes foram encontrados em seções do gênero Solanum (Rinaldi e 

Cuadrado,1998). No entanto, em Capsicum schottianum, a sexina apresenta-se 

bem maior que a nexina (Barth e Duarte, 2008). Cabrera e Cuadrado (1998) 

analisando a morfologia polínica de algumas tribos da subfamília Solanoideae, 

observaram que em todas as tribos, a sexina é mais espessa que a nexina.  

A família Solanaceae é considerada uma importante e grande 

representante das angiospermas, sendo distribuída através de regiões tropicais e 

temperadas do mundo (D’Arcy, 1991). Tratando-se de uma família euripolínica, a 

morfologia polínica auxilia na delimitação de gêneros e espécies (Barth e Duarte, 

2008). No entanto, segundo Persson et al., (1994), existem relativamente poucos 

estudos polínicos sendo realizados com membros da família Solanaceae, 

considerando seu tamanho e importância econômica.  

No Brasil, a morfologia polínica das Solanaceae foi estudada por Salgado-

Labouriau (1973), Wiebek e Wiebek (1974), Franklin e Esteves (2002) e Silva et 
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al. (2003), do ponto de vista palinológico, alguns gêneros como Solanum 

(Passarelli, 1999; Hussein e Gamal, 2007; Franklim e Esteves, 2008)  e Cestrum 

(Salgado-Labouriau, 1973; Silva et al., 2003) são relativamente bem estudados, já 

no gênero Capsicum, o número de trabalhos é consideravelmente menor 

(Raghuvanshi, 1977; Kumar et al., 1986). 
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Tabela 4.  Medidas (µm) do diâmetro equatorial e do eixo polar em vista equatorial dos grãos de pólen dos acessos estudados, onde: 
µ= média; FV= faixa de variação; s= desvio padrão da amostra; CV= coeficiente de variação; P/E= eixo polar/eixo equatorial. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
*C. annuum var. annuum (UENF 1562); C. annuum var. glabriusculum (UENF 1559); C. baccatum var. baccatum (UENF 1495); C. baccatum var. pendulum 
(UENF 1624); C. chinense (UENF 1785); C. frutescens (UENF 1636)  e C. parvifolium (CNPH 3331), em vista equatorial (n=26) 

VISTA EQUATORIAL 

Diâmetro Equatorial (VE) Eixo Polar (VE) P/E 
Acessos* 

µ FV s CV µ FV s CV µ 

UENF 1562 

 
22,977 20,44 - 25,11 1,329 5,78 23,955 21,38 -29,27 1,722 7,18 1,043 

UENF 1559 

 
24,607 22,94 - 26,41 0,989 4,01 26,661 23,71 – 30,37 1,843 6,91 1,083 

UENF 1495 

 
22,973 19,46 – 25,97 1,785 7,76 22,796 18,53 – 30,32 2,902 12,73 0,991 

UENF 1624 

 
23,862 21,10 – 26,40 1,345 5,63 24,735 21,90 – 29,25 1,805 7,29 1,038 

UENF 1785 

 
24,786 22,23 – 28,11 1,609 6,56 26,020 22,62 – 31,55 2,660 10,22 1,050 

UENF 1636 

 
24,520 20,21 – 26,96 1,756 7,16 25,757 21,91 – 29,56 2,094 8,12 1,052 

CNPH 3331 24,860 22,85 – 27,36 1,187 4,77 26,273 23,93 – 29,73 1,465 5,57 1,057 
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Tabela 5.  Medidas (µm) do diâmetro equatorial em vista polar e do lado do apocolpo dos grãos de pólen dos acessos estudados 
onde: µ= média; FV= faixa de variação; s= desvio padrão da amostra; CV= coeficiente de variação; IAP= índice de área polar. 
 

VISTA POLAR 

Diâmetro Equatorial (VP) Lado do Apocolpo (d) IAP 
Acessos* 

µ FV s CV µ FV s CV µ 

UENF 1562 

 
20,191 18,24 – 24,09 1,253 6,20 8,885 7,12 – 10,36 0,882 9,92 0,438 

UENF 1559 

 
23,456 19,53 – 26,63 1,866 7,95 13,078 10,22 – 16,52 2,011 15,37 0,555 

UENF 1495 

 
22,973 19,46 – 25,97 1,785 7,76 13,07 11,10 – 14,63 1,131 8,65 0,588 

UENF 1624 

 
22,358 20,12 – 25,17 1,445 6,46 13,114 11,62 – 14,96 1,085 8,27 0,587 

UENF 1785 

 
20,280 18,27 – 22,09 1,107 5,45 7,667 6,10 – 9,55 0,936 12,20 0,378 

UENF 1636 

 
21,898 20,53 – 23,19 0,659 3,00 10,951 8,65 – 13,24 1,072 9,78 0,499 

CNPH 3331 22,91 20,60 – 25,89 1,185 5,17 13,196 11,64 – 14,89 0,850 6,44 0,576 

 
 

*C. annuum var. annuum (UENF 1562); C. annuum var. glabriusculum (UENF 1559); C. baccatum var. baccatum (UENF 1495); C. baccatum var. pendulum 
(UENF 1624); C. chinense (UENF 1785); C. frutescens (UENF 1636)  e C. parvifolium (CNPH 3331), em vista equatorial (n=26), 
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Tabela 6.  Medidas (µm) da parede do grão de pólen (exina) e da sua camada externa (sexina) e interna (nexina) dos grãos de pólen 
dos acessos estudados, onde: µ= média; FV= faixa de variação; s= desvio padrão da amostra; CV= coeficiente de variação. 
 

TEGUMENTO 

Sexina Nexina Exina 
Acessos* 

µ FV s CV µ FV s CV µ 

UENF 1562 0,660 0,51 – 0,99 0,112 16,96 0,622 0,49 – 0,80 0,083 13,34 1,283 

UENF 1559 0,603 0,48 – 0,70 0,066 10,94 0,583 0,49 – 0,70 0,062 10,63 1,186 

UENF 1495 0,608 0,51 – 0,73 0,048 7,89 0,451 0,42 – 0,61 0,047 10,42 1,059 

UENF 1624 0,637 0,53 – 0,68 0,048 7,53 0,458 0,42 – 0,53 0,031 6,76 1,095 

UENF 1785 0,596 0,51 – 0,76 0,062 10,40 0,566 0,45 – 0,68 0,047 8,30 1,162 

UENF 1636 0,624 0,51 – 0,76 0,056 8,97 0,609 0,51 – 0,68 0,055 9,03 1,234 

CNPH 3331 

 
0,603 0,53 – 0,66 0,024 3,98 0,458 0,42 – 0,49 0,026 5,67 1,061 

 
 
*C. annuum var. annuum (UENF 1562); C. annuum var. glabriusculum (UENF 1559); C. baccatum var. baccatum (UENF 1495); C. baccatum var. pendulum 
(UENF 1624); C. chinense (UENF 1785); C. frutescens (UENF 1636)  e C. parvifolium (CNPH 3331), em vista equatorial (n=26)
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3.1.5.2. Análise Multivariada 

 

3.1.5.2.1. Dissimilaridade 

 

As distâncias Euclidianas Médias Padronizadas, que medem o grau de 

dissimilaridade (D2) entre pares de acessos, encontram-se na Tabela 7. A maior 

distância foi verificada entre os acessos UENF 1562 - Capsicum annuum var 

annuum e CNPH 3331 - Capsicum parvifolium (D = 2.103866), e a menor, entre 

os acessos CNPH 3331 - Capsicum parvifolium e UENF 1624 - Capsicum 

baccatum var pendulum (D = 0,752432), o que significa que os acessos UENF 

1562 e CNPH 3331 são geneticamente os mais divergentes, e CNPH 3331 e 

UENF 1624, os mais similares. 

Segundo Pickersgill (1997), a variabilidade genética disponível dentro das 

espécies domesticadas de Capsicum tem sido pouco explorada e ainda não foi 

esgotada, evidenciando a importância de trabalhos de caracterização do 

germoplasma para uso em programas de melhoramento. Com base nos 

caracteres quantitativos obtidos da análise palinológica das espécies de 

Capsicum estudadas, foi possível identificar quão distantes os acessos são um do 

outro.  

A indicação de progenitores divergentes para estratégias de 

intercruzamento constitui-se em uma etapa adicional de grande utilidade para o 

melhoramento por hibridação, tendo em vista que quanto mais distantes, 

geneticamente, os progenitores, maior é a tendência de ocorrência de efeito 

heterótico na geração híbrida e, por conseguinte, maior a probabilidade de 

recuperação de segregantes superiores em gerações avançadas (Amaral Júnior e 

Thiébaut, 1999). No entanto, apesar da máxima divergência genética ter sido 

apresentada entre os acessos UENF 1562 e CNPH 3331, a recomendação 

desses só deverá ser feita, após uma análise criteriosa de seus desempenhos, 

como ressalta Cruz et al., (2004). 
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Tabela 7.  Medidas de dissimilaridade da distância Euclidiana Média Padronizada 
entre pares de acessos  
 

 
UENF 

1562 

UENF 

1559  

UENF 

1624 

UENF 

1495 

UENF 

1785 

UENF 

1636 

CNPH 

3331 

UENF 1562  1,655154       1,709436       1,696363 1,257897      1,142602       2,103866 

UENF 1559   1,286172       1,707526 1,263671      ,892035        1,123823 

UENF 1624    1,020125 1,656112      1,016243       0,752432 

UENF 1495     1,830099      1,437289       1,38881 

UENF 1785      ,995304        1,68202 

UENF 1636       1.172668 

CNPH 3331        

 
C. annuum var. annuum- UENF 1562, C. annuum var. glabriusculum- UENF 1559, C. baccatum 
var. pendulum- UENF 1624, C. baccatum var. baccatum- UENF 1495, C. chinense- UENF 1785, 
C. frutescens- UENF 1636 e C. parvifolium- CNPH 3331. 
 

As estimativas de dissimilaridade atendem aos objetivos do melhorista, 

por quantificarem e informarem sobre o grau de semelhança ou de diferença 

apresentado entre quaisquer dois genótipos (Cruz e Carneiro, 2003). No entanto, 

como no processo de agrupamento é desejável ter informações relativas a cada 

par de progenitores, o número de estimativas de medidas de dissimilaridade é 

relativamente grande, o que torna impraticável o reconhecimento de grupos 

homogêneos pelo simples exame visual daquelas estimativas. Para tal, faz-se uso 

dos métodos de agrupamento (Cruz et al., 2004). 

  

3.1.5.2.2. Métodos de Agrupamento 

 

A partir da matriz de dissimilaridade realizou-se o agrupamento dos 

acessos através do método hierárquico de Ward e de otimização de Tocher. O 

método de agrupamento de Ward, como os demais métodos hierárquicos, leva à 

obtenção de um diagrama em árvore ou dendrograma. No eixo X foram 

representadas as porcentagens das distâncias entre os acessos e no eixo Y 

foram representados os sete acessos (Figura 4).  
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Figura 4. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre sete acessos de Capsicum obtido pelo método de Ward, com base em 13 
características polínicas avaliadas, utilizando-se a distância Euclidiana Média Padronizada. C. annuum var. annuum- UENF 1562 (1), 
C. annuum var. glabriusculum- UENF 1559 (2), C. baccatum var. pendulum- UENF 1624 (3), C. baccatum var. baccatum- UENF 1495 
(4), C. chinense- UENF 1785 (5), C. frutescens- UENF 1636 (6) e C. parvifolium- CNPH 3331 (7),  
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O primeiro grupo reuniu os acessos 3 (C. baccatum var. pendunlum  - 

UENF 1624), 7 (C. parvifolium - CNPH 3331) e 4 (C. baccatum var. baccatum - 

UENF 1495), enquanto o segundo grupo reuniu os acessos 2 (C. annuum var. 

glabriusculum - UENF 1559), 6 (C. frutescens - UENF 1636), 1 (C. annuum var. 

annuum - UENF 1562) e 5 (C. chinense - UENF 1785). 

No dendrograma gerado com base nas características polínicas de 

Capsicum, foi possível observar que no primeiro grupo, houve a união dos 

acessos de C. baccatum L. e o acesso correspondente à espécie C. parvifolium 

,enquanto no segundo grupo ficaram os acessos correspondentes às espécies C. 

chinense Jacq, C. frutescens L e C.annuum L. 

Em relação aos caracteres morfopolínicos das espécies estudadas, o 

grupo I, foi formado pelas espécies C. baccatum e C. parvifolium. Essas espécies 

em todas as medidas realizadas apresentaram sexina sempre maior que a 

nexina, ao contrário do grupo II (C. annuum, C. chinense e C. frutescens), cuja 

exina e sexina possuíam tamanhos relativamente iguais.  

Outra diferença observada entre esses dois grandes grupos formados foi 

referente às aberturas polínicas, uma vez que as espécies do grupo I são as que 

possuem maiores índices de área polar além de endoaberturas menores. Já no 

que diz respeito à largura do colpo, a vantagem ficou ao lado das espécies do 

grupo II, cujos valores superaram as do grupo I, o que como conseqüência, 

deixou o grupo I com índices de áreas polares elevados, como mencionado 

anteriormente.  

Dentro do grupo I, a única espécie que apresentou relação P/E menor que 

1 µm foi C. baccatum var. baccatum, além de possuir dentre as três espécies do 

grupo, a menor largura de endoabertura. Essas diferenças podem ter levado a 

referida espécie, a ficar mais distante das demais na hora do agrupamento.  

Segundo Iwanaimi e Yoshio, (1988), dentro da caracterização 

morfológica, a análise dos descritores relacionados com o pólen serve para 

diferenciar e relacionar espécies, devido ao fato de que as características como 

forma, número de aberturas, posição e tipo de aberturas e ornamentação da exina 

dentre outras, são determinadas geneticamente. 

Sierra et al., (2006), ao realizar um estudo palinológico sobre os gêneros 

Carica e Vasconcellea, ambos da família Caricaceae, concluíram que os 

caracteres polínicos demonstraram grande aporte a taxonomIa da família, uma 
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vez que a análise de agrupamento, fazendo uso de descritores palinológicos, 

permitiu diferenciar bem os grãos de pólen dos dois gêneros.  

O padrão de agrupamento formado está de acordo com a divisão das 

espécies de Capsicum em complexos gênicos, presente na literatura. Segundo 

essa proposta, existe a formação de três grandes grupos entre as espécies de 

Capsicum, onde C. annuum L, C. chinense Jacq e C. frutescens L formam o 

complexo annuum. C. baccatum L e C. pratermissum formam o Complexo 

baccatum, e as espécies C. eximium, C. cardenasii e C. pubescens formam o 

complexo pubescens. Esses complexos foram formados de acordo com 

características morfológicas, citogenéticas e de cruzabilidade (McLeod et al., 1983 

Pickersgill, 1991; Zijlstra et al., 1991; Choong, 1998; Tong e Bosland, 1999). 

Os resultados obtidos aqui, são concordantes com aqueles obtidos por 

Costa et al., (2008), que ao estimar a divergência genética entre 52 acessos de 

Capsicum spp. via marcadores RAPD e caracteres morfoagronômicos, obtiveram  

um agrupamento também concordante com a classificação de Capsicum spp em 

complexos gênicos, com dois grandes grupos, sendo um deles formado por 

acessos de C. baccatum L e outro grupo formado pelos acessos de C. chinense 

Jacq, C. frutescens L e C. annuum L.  

Observações semelhantes foram feitas por trabalhos como o de 

Bianchetti (1996), que utilizando descritores morfoagronômicos e marcadores 

moleculares, conseguiu agrupar os acessos de acordo com a classificação 

taxonômica e de Buso et al., (2001). 

O cruzamento interespecífico entre espécies de um mesmo complexo 

gênico é tido como possível e dentro do complexo C. annuum, muitos 

cruzamentos têm sido realizados com sucesso (Yoon et al., 2006). De acordo com 

Smith e Heiser (1957), o cruzamento entre C. annuum e C. chinense, C. 

frutescens e C. chinense foi possível em ambas as direções.  

As espécies C. annuum e C. baccatum pertencem a complexos gênicos 

diferentes e segundo Pickersgill (1991), Zijlstra et al. (1991), Casali (1970) e 

Kumar et al. (1987), há uma evidente distância genética entre essas espécies, 

que quando em cruzamento, resulta em uma reduzida viabilidade dos grãos de 

pólen e, conseqüentemente, em baixo percentual na formação de sementes.  

Campos (2006), avaliando as relações genéticas entre acessos 

representantes das cinco espécies domesticadas de Capsicum com base na 
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cruzabilidade, obteve híbridos entre as espécies C. annuum, C. chinense, C. 

frutescens, todas pertencentes ao mesmo complexo gênico e entre C. annuum e 

C. baccatum e também entre C. frutescens e C. baccatum, sendo estes últimos, 

no entanto, de baixo vigor. Mesmo assim, o cruzamento entre complexos, não 

tem sido muito relatado (Yoon et al., 2006). 

Segundo Harlan e De Wet (1971) e Choong (1998), a obtenção de 

híbridos entre C. annuum e C. baccatum apresenta uma relativa dificuldade, 

sendo que quando o híbrido é obtido, um grau de esterilidade é manifestado, o 

que foi confirmado com o trabalho de Yoon (2003), que obteve uma viabilidade 

polínica muito baixa (5%) para os híbridos interespecíficos. Segundo este autor, a 

esterilidade do híbrido ocorre devido a anormalidades que ocorrem durante a 

meiose como formação de associações uni e multivalentes na metáfase I, 

cromossomos retardatários na anáfase I e formação de micronúcleos na telófase. 

Para Pickersgill (1991), essa classificação em complexos é útil, uma vez 

que o conhecimento sobre a capacidade de hibridação interespecífica é de 

grande utilidade nos programas de melhoramento. No entanto, as demais 

espécies de Capsicum, ainda não foram enquadradas dentro desses complexos. 

Em trabalho realizado por Tong e Bosland (2003), através da observação 

do comportamento meiótico e capacidade de hibridação interespecífica das 

espécies silvestres C. buforum e C. lanceolatum, os autores afirmaram que esta 

última não se agrupa em nenhum dos referidos complexos e ressaltaram a 

necessidade de investigações adicionais sobre as relações entre as espécies. No 

presente trabalho, pode-se perceber que tomando por base os dados 

morfopolínicos, pode-se dividir as espécies domesticadas de acordo com os 

complexos gênicos e que a espécie silvestre C. parvifolium encontra-se mais 

próxima das espécies do complexo C. baccatum do que das espécies do 

complexo C. annuum. 

Monteiro (2008) ao estudar a divergência genética entre espécies de 

pimentas do gênero Capsicum spp., fez uso de caracteres quantitativos e 

qualitativos. No emprego do método de agrupamento hierárquico UPGMA, a partir 

de descritores qualitativos, observou que somente a espécie C. frutescens não se 

distinguiu das demais, constituindo um grupo juntamente com subamostras de C. 

chinense. A proximidade entre essas espécies, mostrada no trabalho também 

está em concordância com a hipótese dos complexos gênicos, segundo a qual C. 
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annuum, C. chinense e C. frutescens são intimamente relacionadas, formando o 

complexo C. annuum. O trabalho desenvolvido por Campos (2006) corrobora 

esses dados, uma vez que o cruzamento entre C. chinense x C. frutescens 

apresentou resultados consistentes e promissores. 

Além de concordantes com a proposta dos complexos gênicos, os 

resultados obtidos no presente estudo através do método de Ward, também estão 

de acordo com aqueles obtidos por Belletti et al., (1998), que ao estudar o 

conteúdo de DNA de algumas espécies de Capsicum através da citometria de 

fluxo, conseguiram separar as espécies de C. baccatum e suas variedades, da 

espécie C. annuum, esta última possuindo um conteúdo de DNA menor. 

Outro método de aglomeração utilizado no presente trabalho, foi o de 

otimização de Tocher, que tem por objetivo a formação de grupos em que os 

valores das distâncias intragrupos sejam inferiores a quaisquer distâncias 

intergrupos (Cruz e Carneiro, 2003).  

Os agrupamentos obtidos pelos métodos de Ward e Tocher foram 

divergentes. Neitzkel (2008), estudando a divergência genética entre variedades 

crioulas de C. baccatum utilizando caracteres multicategóricos, observou que os 

métodos hierárquicos e de otimização utilizados, concordaram apenas na 

formação de um grupo, sendo os demais grupos formados diferentes. Além disso, 

a autora constatou grande diferença em relação ao número de grupos formados, 

uma vez que o método hierárquico UPGMA formou sete grupos e o de Tocher, 

estabeleceu onze grupos. 

Outro trabalho sobre divergência no gênero Capsicum, cujo resultado do 

agrupamento hierárquico não foi semelhante ao de otimização, foi o desenvolvido 

por Souza (2008), ao estudar acessos de C. chinense Jacq. pela técnica de 

RAPD. 

No presente estudo, pelo método de Tocher, foi possível agrupar os sete 

acessos em quatro grupos distintos, cujas distâncias intra e intergrupo encontram-

se na Tabela 8. O primeiro grupo reuniu os acessos UENF 1624 (C. baccatum 

var. pendulum), CNPH 3331 (C. parvifolium),  UENF 1636 (C. frutescens) e UENF 

1559 (C. annuum var. glabriusculum), enquanto o segundo grupo, terceiro e 

quarto grupos foram compostos com apenas um acesso cada, sendo eles os 

acessos UENF 1495 (C. baccatum var. baccatum), UENF 1785 (C. chinense) e 

UENF 1562 (C. annuum var. annuum), respectivamente (Tabela 9). 
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Tabela 8.  Distâncias médias intra e intergrupos de Capsicum spp, com base no 
método de Tocher. 
 

GRUPOS 1 2 3 4 

1  1,3884 1,3993 1,6528 

2   1,8301 1,6964 

3    1,2579 

4     

 

Tabela 9.  Agrupamento pelo método de Tocher dos 7 acessos de Capsicum: C. 
baccatum var. pendulum (UENF 1624), C. parvifolium (CNPH 3331), C. frutescens 
(UENF 1636), C. annuum var. glabriusculum (UENF 1559), C. baccatum var. 
baccatum (UENF 1495), C. chinense (UENF 1785) e C. annuum var. annuum 
(UENF 1562), em relação a 13 características morfopolínicas. 
 

GRUPOS ACESSOS 

1 UENF 1624, CNPH 3331, UENF 1636, UENF 1559 

2 UENF 1495 

3 UENF 1785 

4 UENF 1562 

 

Sudré et al., (2006) utilizando variáveis multicategóricas na determinação 

da divergência genética entre acessos de pimenta e pimentão, observaram que 

pelo agrupamento de Tocher, ficaram no mesmo grupo acessos de C. frutescens, 

C.baccatum var. pendulum e C. baccatum var. baccatum. Em relação às mesmas 

espécies, os resultados obtidos por esses autores, condizem em parte com 

nossos dados, uma vez que no presente trabalho, o acesso representante da 

espécie C. baccatum var. baccatum (grupo 2), ficou isolado dos acessos 

representantes da espécie C. baccatum var. baccatum e C. frutescens, que 

juntamente com  os acessos das espécies C. annuum var. glabriusculum e C. 

parvifolium formaram o grupo I. 

Tanto os nossos resultados pelo método de Tocher, quanto os obtidos por 

Sudré et al., (2006), contradizem a proposta de divisão dos complexos gênicos de 

Capsicum existente na literatura, que coloca as espécies de C. frutescens e C. 

baccatum em complexos diferentes (Pickersgill, 1991). No entanto, o cruzamento 

entre C. frutescens e C. baccatum var. pendulum é possível em ambas as 
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direções (Smith e Heiser, 1957), apesar da baixa fertilidade dos híbridos 

resultantes que afeta o número de frutos provenientes dessa combinação 

(Campos, 2006). 

Costa et al., (2006), ao estudarem a diversidade genética entre acessos 

de Capsicum da coleção da germoplasma da UENF, usando marcadores RAPD, 

obtiviveram um grupo onde os acessos de C. baccatum var. pendulum e C. 

baccatum var. baccatum permaneceram juntos. No entanto, segundo os autores, 

esta separação pode não ter ocorrido como o esperado em função do pequeno 

número de bandas polimórficas observadas dentro da espécie ou em função da 

técnica molecular utilizada. 

Os grupos 3 e 4 foram formados apenas pelos acessos representantes da 

espécie C. chinense e C. annuum var. annuum. Sudré et al., (2006) também 

observaram a formação de um grupo isolado formado apenas por acessos da 

espécie C. annuum var. annuum, reunindo 94% dos acessos avaliados dessa 

espécie através do método de otimização de Tocher e também pelo método 

hierárquico do  Vizinho Mais Próximo e cinco grupos formados exclusivamente 

por acessos de C. chinense, que diferiam morfologicamente, pelo método do 

Vizinho Mais Próximo. 

   

3.1.5.2.3. Análise dos Componentes Principais (ACP)  

 

A dispersão gráfica dos escores (valores atribuídos aos acessos, com 

base em todos os caracteres morfopolínicos avaliados) e grupos de similaridade 

com base nos dois primeiros componentes principais, pode ser observada na 

figura 5. 
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Figura 5.  Dispersão gráfica dos acessos com base nos dois primeiros 
componentes principais, mostrando as espécies C. annuum var. annuum- UENF 
1562 (1), C. annuum var. glabriusculum- UENF 1559 (2), C. baccatum var. 
pendulum- UENF 1624 (3), C. baccatum var. baccatum- UENF 1495 (4), C. 
chinense- UENF 1785 (5), C. frutescens- UENF 1636 (6) e C. parvifolium- CNPH 
3331 (7). 

 

Conforme o gráfico (Figura 5), pode-se perceber que em relação aos 

treze caracteres analisados, o acesso 7 (Capsicum parvifolium- CNPH 3331) é o 

mais distante em relação ao acesso 1 (Capsicum annuum var. annuum- UENF 

1562). A distância Euclidiana média padronizada entre esses acessos foi 

estimada em 2,103. Já os acessos 7 (Capsicum parvifolium- CNPH 3331)  e 3 (C. 

baccatum var. pendulum- UENF 1624) foram os menos divergentes, cuja 

distância Euclidiana média foi estimada em 0,752. 

Ao iniciar um programa de melhoramento genético com determinada 

espécie é recomendável que, após a definição dos objetivos, seja feita uma 

avaliação do germoplasma, levando em conta o maior número possível de 

caracteres quantitativos.  Em seguida, faz-se uma análise multivariada para a 

escolha de progenitores divergentes geneticamente, de modo a maximizar a 

variabilidade sobre a qual será feita a seleção (Miranda et al., 1988). 
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Pela ordenação das espécies através da análise dos componentes 

principais, observa-se o mesmo padrão de agrupamento obtido pelo método de 

Ward, com as espécies do complexo C. annuum (C. annuum var. annuum, C. 

annuum var. glabriusculum, C. chinense e C. frutescens) separadas das espécies 

pertencentes ao complexo C. baccatum (C. baccatum var. pendulum, C. 

baccatum var. baccatum), e a espécie C. parvifolium (Figura 5). 

A importância de cada componente principal é dada pela porcentagem de 

variância total que ele absorve (Dias, 1994). Segundo Cruz (1990), os primeiros 

componentes principais em estudos de divergência genética têm sido utilizados 

quando esses envolvem pelo menos 70% da variação total. No entanto, Cruz et 

al.,(2004), consideram que pelo menos 80% da variação total sejam retidos pelos 

dois primeiros componentes principais. Quando esse limite é atingido, a 

variabilidade entre os indivíduos avaliados pode ser explicada satisfatoriamente 

apenas por esses primeiros componentes, simplificando a interpretação. Neste 

caso, a representação gráfica dos resultados é indicada (Cruz, 1990). 

Através da análise de componentes principais, verificou-se que as duas 

primeiras componentes, resultantes da combinação linear dos 13 caracteres 

morfopolínicos avaliados explicaram mais de 80% (80,33 %) da variação total 

(Tabela 10). Esse resultado indica que a metodologia foi satisfatória no estudo da 

divergência dos acessos de Capsicum, por meio da avaliação da dispersão 

gráfica dos escores em relação aos 1º e 2º componentes principais. 

Dias et al. (1997) relatam que através da dispersão gráfica, obtida com 

componentes principais, recupera-se a informação em nível de individuo que é 

perdida por se considerar apenas a informação de grupos na análise de 

agrupamento. O procedimento dos componentes principais e, ou da distância 

Euclidiana, têm sido largamente empregados na avaliação de acessos em bancos 

de germoplasma, pelo fato de, nesta situação, ser difícil a quantificação de 

influências não-genéticas, que atuam simultaneamente sobre várias 

características (Cruz, 1990; Amaral Júnior, 1994). 
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Tabela 10.  Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais, 
importância relativa (raiz %) e acumulada referentes a 13 caracteres 
morfopolínicos avaliados em sete acessos de Capsicum. 
 

 Componentes  Raiz     Raiz (%)    % Acumulada 

1 6,4947399 49,9595374 49,9595374 

2 3,9489412 30,3764704 80,3360078 

3 1,2563151 9,6639622 89,99997 

4 0,8972736 6,9021046 96,9020746 

5 0,2582268 1,9863599 98,8884345 

6 0,1445035 1,1115655 100,0 

7 0,0 0,0 100,0 

8 0,0 0,0 100,0 

9 0,0 0,0 100,0 

10 0,0 0,0 100,0 

11 0,0 0,0 100,0 

12 0,0 0,0 100,0 

13 0,0 0,0 100,0 

 

Bento et al., (2007) realizaram um estudo de quantificação da divergência 

fenotípica entre 29 acessos de Capsicum spp., com base na caracterização 

morfológica e agronômica, utilizando-se de 37 descritores sugeridos pelo IPGRI e 

técnicas de análise multivariada, entre elas a análise de componentes principais. 

Como resultado, os autores observaram que foram necessários os três primeiros 

componentes principais para explicar cerca de 80% da variância total, 

adequando-se neste caso a uma representação gráfica tridimensional. 

Miranda et al., (1988) realizaram um estudo com o objetivo de predizer o 

comportamento dos híbridos F1 de seis progenitores de pimentão (C. annuumm 

L.), através da divergência genética dos seis cultivares. Como passo inicial, os 

autores realizaram a análise dos componentes principais, obtendo as 

combinações lineares das médias de 11 variáveis (caracteres agronômicos) 

originais padronizadas não correlacionadas e com base nos escores dos 

primeiros componentes principais obtiveram as correlações entre a divergência 

genética de medida pela distância Euclidiana. Nos resultados referentes à análise 

dos componentes principais, os autores observaram que os dois componentes 
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principais envolveram cerca de 89% da variação total, demonstrando ser 

satisfatória suas utilizações nas análises posteriores.  

Segundo Cruz e Regazzi (2001) é possível avaliar a importância de cada 

característica estudada sobre a variação total, possibilitando o descarte das 

variáveis redundantes (menos discriminantes), por estarem correlacionadas a 

outras variáveis, pela sua invariância ou por serem uma combinação linear de 

outras características. 

Em muitos casos, os pesquisadores geram um considerável acréscimo de 

trabalho ao avaliarem um grande número de características. Como conseqüência 

tem um aumento no trabalho de caracterização sem melhoria na precisão, 

tornando a análise mais trabalhosa e dificultando a interpretação dos dados. 

Nessas situações, pode-se minimizar o problema fazendo-se uso da técnica de 

análise de componentes principais, eliminando aquelas variáveis respostas que 

menos contribuírem para o estudo (Liberato et al., 1999). 

Pereira (1989) citado por Amaral Júnior e Thiébaut, (1999), também 

evidenciou a importância da avaliação da eficiência das características na 

discriminação genotípica em bancos de germoplasma, onde o número de acessos 

é elevado e várias características, ou descritores, são utilizados. O autor afirmou 

que, em diversos casos, diversas características são tomadas sem a existência 

de estudo prévio da sua contribuição para a variabilidade. Isso pode proporcionar 

aumento de esforços na condução de ensaios, sem que haja ganhos 

compensatórios nas informações extraídas e também maior dificuldade na 

interpretação dos resultados, principalmente quando existem características 

redundantes, ou fortemente influenciadas pelo ambiente. 

Cruz e Carneiro (2003) enfatizam que na análise de componentes 

principais a importância relativa dos componentes principais decresce do primeiro 

para o ultimo e que os caracteres de maior contribuição para variação acumulada 

são aqueles que exibem maiores coeficientes de ponderação nos componentes 

de maior autovalor e os de menor contribuição são aqueles que exibem maiores 

coeficientes de ponderação nos componentes de menor autovalor. 

Nos acessos de Capsicum estudados, a variável que mais contribuiu para 

variação acumulada foi a largura do poro e a variável de menor contribuição para 

variação acumulada foi o eixo polar em vista equatorial. A variação acumulada 

nos dois primeiros componentes, que na análise utilizando todos os descritores 
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era de 80,34%, sem utilização do descritor eixo polar em vista equatorial caiu para 

79%, confirmando dessa forma, a baixa contribuição desse descritor para a 

variação acumulada. 

Schuelter et al., (1998) estudando a diversidade genética de uma 

população da pimenta silvestre C. flexuosum, avaliaram a importância de seis 

características morfológicas, com o intuito de verificar aquelas que menos 

contribuem para a discriminação dos genótipos, possibilitando descartá-las em 

estudos futuros. Os autores constataram que os caracteres que menos 

contribuíram para a diversidade foram altura e diâmetro da planta na ocasião da 

antese da primeira flor, concluindo que esses caracteres podem ser descartados. 

Teixeira (1996) concluiu por meio da técnica de componentes principais, 

que as características comprimento do fruto, diâmetro do fruto, número de 

sementes por fruto, altura de planta e diâmetro de copa foram discriminantes em 

estudos com Capsicum spp.  

 
 
 
 

3.1.6 CONCLUSÃO 
 
 
 
Os caracteres morfopolínicos das espécies de Capsicum estão em 

concordância com os de outros gêneros da família Solanaceae, ou seja, grãos 

com aberturas compostas, tricolporados e trizonocolporados. 

 Pelo método de Ward e ACP foi possível agrupar os acessos estudados 

de acordo com classificação dos complexos gênicos. 

 A variável largura do poro foi discriminante para o estudo morfopolínico 

de Capsicum spp, enquanto a variável Eixo Polar em Vista Equatorial não foi 

discriminante nas condições do trabalho realizado. 
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3.2. ESTIMATIVA DA VIABILIDADE POLÍNICA DE Capsicum L. BASEADA EM 
DIFERENTES TESTES COLORIMÉTRICOS 

 
 
 
 

3.2.1. RESUMO 
 
 
 

O presente estudo objetivou estudar a viabilidade dos grãos de pólen em sete 

acessos representantes do gênero Capsicum. Para a avaliação da viabilidade dos 

acessos de Capsicum, botões florais na antese foram coletados e fixados em 

solução de Carnoy e armazenados em freezer (-10 ºC) até o momento do preparo 

das lâminas. Testes de viabilidade polínica foram realizados, utilizando quatro 

diferentes corantes: carmim acético, lugol, azul de tripano e Alexander. Para 

comparar as médias entre as plantas dentro de cada corante e analisar as 

diferenças entre os corantes dentro de cada população, a análise dos dados da 

viabilidade polínica foi realizada através do intervalo de confiança, empregando o 

método de amostragem simples ao acaso. Já para indicar qual o melhor corante 

na estimativa da viabilidade polínica, os resultados foram submetidos a uma 

análise de variância e comparados pelo teste de média de Tukey em nível de 5% 

de probabilidade. Independente do corante utilizado, em nenhum dos acessos 

estudados foi observado a prevalência de grãos de pólen estéreis/inviáveis; ao 

contrário, verificaram-se altas porcentagens de grãos de pólen viáveis. Essa 

viabilidade polínica alta dos acessos parece refletir uma meiose regular e um 

índice meiótico também regular. Analisando a influência de cada corante na 

estimativa da viabilidade das espécies, observou-se que não houve diferença 

significativa entre os mesmos, no entanto a média da viabilidade estimada pelo 
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corante Alexander foi maior do que as análises realizadas com os demais 

corantes. 

 
 
 
 

3.2.2. ABSTRACT 
 
 
 

The present study aimed at to study the viability of the pollen grains in seven 

accessions representatives of the gender Capsicum. For the evaluation of the 

viability of the accessions of Capsicum, floral buttons in the antese were collected 

and fastened in solution of Carnoy and stored in freezer (-10 ºC) until the moment 

of the preparation of the sheets. Tests of pollinic viability were accomplished, 

using four different coloring: acetic carmim, lugol, trypan Blue and Alexander. To 

compare the  averages between the plants inside each coloring and to analyse the 

differences between the colorings inside each population, the analysis of the data 

of the pollinic viability was accomplished through the trust interval for proportion 

with aid of the program GENES (Cruz, 2006), using the method of simple sampling 

at random. Already to indicate  the best color in the estimate of the pollinic viability, 

the results were submitted to a variance analysis and compared by the test of 

average of Tukey at 5% of probability. Independent of the used color, in none of 

the studied accesses it was observed the prevalence of grains of pollen 

sterile/impracticable; on the contrary, high percentages of viable pollen grains 

were verified. That high pollinic viability of the accessions seems to reflect a 

regular meiosis and an index meiotic also regulate. Analyzing the influence of 

each coloring one in the estimate of the viability of the species is observed that 

there was not significant difference among the same ones, however the average of 

the dear viability for the color Alexander was larger than to the analyses 

accomplished with the other colors. 

 
 
 
 

3.2.3. INTRODUÇÃO 
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O melhoramento genético é uma das alternativas para solucionar alguns 

problemas, principalmente aqueles referentes a doenças, através da utilização de 

espécies silvestres como reservatórios de genes para hibridação interespecífica 

(Hajjar e Hodgkin, 2007). O estudo da viabilidade polínica se constitui em um dos 

fatores de suma importância no melhoramento de plantas, pois reflete a 

potencialidade do gameta masculino na eficiência da fecundação e posterior 

fertilização (Biondo e Battistin, 2001).  

Considerando-se que a manifestação do genótipo de um indivíduo é o 

resultado da contribuição trazida pelos gametas masculino e feminino, quanto 

maior a viabilidade polínica, maior a possibilidade da formação de diferentes 

combinações entre alelos, e em última análise, de variabilidade genética (Souza, 

2002).  

A porcentagem de germinação e porcentagem de viabilidade do pólen 

está em completa acordância (Bolat e Pirlak, 1999). Scorza e Sherman (1995) 

consideram que um bom pólen deve apresentar 50 a 80% de grãos germinados 

com tubos bem desenvolvidos. À medida que o pólen envelhece, a porcentagem 

de germinação e o comprimento dos tubos polínicos decrescem. A variação na 

porcentagem de pólen viável também pode ocorrer, devido a condições 

ambientais adversas como: baixas temperaturas do ar, alta umidade ou 

excessivas chuvas na floração, baixa intensidade luminosa etc (Kuang e Tu, 

1935).  

A viabilidade do pólen pode ser determinada através de um grande 

número de técnicas (Dafni 1992; Kearns e Inouye 1993) e uma das maneiras de 

medir essa viabilidade é pela coloração citoquímica (Biondo e Battistin, 2001). No 

entanto, a comparação entre diferentes métodos para estimar a viabilidade 

polínica, pode ser de suma importância, pois a utilização de uma única técnica 

pode superestimar ou subestimar os resultados, assim, uma avaliação 

comparativa é um procedimento recomendado na tentativa de se obter resultados 

mais confiáveis na determinação da viabilidade do pólen de inúmeras espécies 

(Rodriguez-Riano e Dafni, 2000).  

Segundo Manara (1974), é grande a importância da fertilidade do pólen 

em trabalhos de hibridação artificial. A esterilidade do pólen ou mesmo a baixa 

fertilidade dos indivíduos utilizados como progenitores masculinos são fatores 
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extremamente negativos quando se tem em mente programas de hibridação 

artificial ou autofecundações.  

Devido à grande importância de se estimar a viabilidade polínica das 

espécies e do estudo comparativo de técnicas usadas para estimar essa 

viabilidade, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade polínica 

de acessos de Capsicum baseado em quatro diferentes testes colorimétricos. 

 
 
 
 

3.2.4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
3.2.4.1. Material genético e condições de cultivo 

  

No presente estudo, foram utilizadas amostras de grãos de pólen de sete 

acessos de Capsicum, sendo seis acessos pertencentes à coleção de 

germoplasma da UENF e representantes das espécies domesticadas e 

semidomesticadas C. annuum var. annuum (UENF 1562), C. chinense (UENF 

1785), C. baccatum var. pendunlum (UENF 1624) e C. frutescens (UENF 1636), 

C. annuum var. glabriusculum (UENF 1559) e C. baccatum var. baccatum (UENF 

1495) e um acesso doado pela EMBRAPA representando a espécie silvestre C. 

parvifolium (CNPH 3331). 

Os genótipos foram inicialmente colocados para germinar em B.O.D. a 

27,5ºC, em 8 horas de luz e 16 horas de escuro e posteriormente cultivados em 

vasos de cinco litros, sendo dez plantas por espécie. As adubações de cobertura 

e defensivos agrícolas para controle de pragas e doenças foram empregados de 

acordo com as recomendações para a cultura (Filgueira, 2000). 

 

3.2.4.2. Métodos 

 

Para a avaliação da viabilidade dos acessos de Capsicum, botões florais 

na antese foram coletados pela manhã, fixados em solução de Carnoy e 

armazenados em freezer (-10 ºC) até o momento do preparo das lâminas.  

Os testes de viabilidade polínica foram realizados, utilizando quatro 

diferentes corantes: carmim acético (Kearns e Inouye 1993) que indica a 
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viabilidade do pólen pela coloração vermelha; lugol (Dafni 1992) que indica a 

viabilidade pela coloração marrom; azul de tripano que determina a viabilidade 

pela não presença da cor azul, e Alexander (Alexander, 1969), onde os grãos de 

pólen viáveis são detectados pela presença da cor vermelha ou púrpura no 

protoplasto, enquanto que os grãos de pólen inviáveis apresentam coloração 

verde. 

Durante o preparo das lâminas foi empregada a mesma metodologia: as 

anteras foram cortadas transversalmente com o auxílio de um bisturi e em 

seguida, foram maceradas com um escalpelo, visando à liberação dos grãos de 

pólen sobre 10µL de cada um dos corantes supracitados, independentemente. 

Após a retirada dos debris, o material foi coberto com uma lamínula e observado 

ao microscópio. 

A fim de se obter uma amostragem ao acaso dos grãos de pólen corados, 

foi utilizado o método de varredura e para cada acesso em cada corante utilizado, 

foram feitas oito lâminas sendo contados 250 grãos de pólen/lâmina, perfazendo 

um total de 2000 grãos de pólen.  

Para comparar as médias entre as plantas dentro de cada corante e 

analisar as diferenças entre os corantes dentro de cada população, a análise dos 

dados da viabilidade polínica foi realizada através do intervalo de confiança para 

proporção com auxílio do programa GENES (Cruz, 2006), empregando o método 

de amostragem simples ao acaso. Já para indicar qual o melhor corante na 

estimativa da viabilidade polínica, os resultados foram submetidos a uma análise 

de variância e comparados pelo teste de médias de Tukey em nível de 5% de 

probabilidade. 

As preparações foram analisadas ao microscópio ótico BX60 e as 

imagens digitalizadas foram capturadas utilizando o Image-Pro Plus Software 

(versão 5.1, Media Cybenertics). 

 
 
 
 

3.2.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 

Independente do corante utilizado, em nenhum dos acessos estudados foi 

observado a prevalência de grãos de pólen estéreis/inviáveis; ao contrário, 
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verificaram-se altas porcentagens de grãos de pólen viáveis. A média geral da 

viabilidade dos acessos, de acordo com cada corante está na Tabela 1.  

 
Tabela 1.  Média geral da viabilidade dos acessos de C. chinense (UENF 1785), 
C. annuum var. annuum (UENF 1562), C. annuum var. glabriusculum (UENF 
1559), C. baccatum var. pendulum (UENF 1624), C. baccatum var. baccatum 
(UENF 1495), C. frutescens (UENF 1636) e C. parvifolium (CNPH 3331), com 
base nos corantes carmim acético, lugol, azul de tripano e Alexander.  
 

Acessos Alexander Lugol Carmim Acético Azul de Tripano 

UENF 1785 93,75 90,4  91,5 92,65 

UENF 1562 96,1 88,65 89,5 88,45 

UENF 1559 95,55 90,05 94,9 92,75 

UENF 1624 84,75 93,4 78,7 94,25 

UENF 1495 94,1 93,85 89,15 91,3 

UENF 1636 93,25 91,7 91,35 94,6 

CNPH 3331 98,05 77,15 96,55 95,6 

µ 93,65 89,31 90,23 92,8 

 

Alta porcentagem de viabilidade do pólen, semelhante à encontrada no 

presente estudo, também foi observada por Lanteri e Pickersgill (1993), Tong e 

Bosland (2003) e Yoon (2003) nas espécies C. chinense, C. frutescens, C. 

annuum e C. baccatum. Tong e Bosland (1999), testando a viabilidade polínica de 

C. baccatum e C. tovarii, também observaram uma boa estimativa da viabilidade 

polínica, com 96,5% e 84,7%, de grãos de pólen viáveis, respectivamente.  

A viabilidade polínica alta dos acessos, reflete uma meiose regular e um 

índice meiótico também regular. Segundo Defani-Scoarize et al., (1995), o 

comportamento meiótico de uma planta está diretamente relacionado ao seu grau 

de fertilidade e as alterações observadas durante a divisão celular, deverão 

teoricamente, refletir-se na viabilidade dos gametas dos grãos de pólen, pois a 

viabilidade dos gametas depende de um comportamento meiótico harmonioso.   

Segundo Twell (1995), a inviabilidade polínica pode ocorrer durante a 

microsporogênese, em que falhas no comportamento meiótico resultam em 

gametas com cromossomos desbalanceados ou anucleados, ou ainda durante a 

microgametogênese, resultando em grãos de pólen com citoplasma retraído. 

Damasceno Júnior (2008), avaliando o comportamento meiótico e a 

viabilidade polínica de Carica papaya e Vasconcellea monóica, observou que a 

meiose mostrou-se regular em C. papaya e irregular em V. monóica, enquanto a 
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viabilidade polínica foi de 96,0% e 70,93%, respectivamente, sugerindo que a 

menor viabilidade encontrada em V. monóica, é conseqüência da sua meiose 

instável. 

Segundo Techio et al., (2006), a alta viabilidade dos grãos de pólen de 

capim-elefante e de milheto, além de estar relacionada à regularidade meiótica, 

também está associado ao horário de coleta, padronizado entre 8h30min e 10h, 

momento em que as anteras começam a se tornar deiscentes, levando a crer que 

a viabilidade atinja seu ponto máximo. Vale ressaltar que a coleta dos botões 

florais utilizados, foi realizada sempre pela manhã, entre 8 e 10h. 

Souza et al., (2002), estudando a viabilidade polínica em maracujazeiro 

amarelo, observaram uma diminuição da viabilidade polínica ao longo dos 

horários de coleta, que ocorreu a partir da antese (12 h) até as 19 h, em intervalos 

de uma hora, e após 24 horas, mostrando que o percentual médio de viabilidade 

polínica foi influenciado negativamente pelo horário de coleta, tendo os maiores 

valores médios percentuais sido encontrados no horário de abertura da flor. 

A viabilidade polínica de uma espécie pode ser estimada através de 

técnicas colorimétricas em que são usados corantes como o carmim acético 

(Kearns e Inouye 1993), lugol (Dafni 1992), Azul de Tripano e Alexander 

(Alexander 1969). Considerando que existe uma correlação viabilidade-coloração, 

a estimativa é dada pela contagem dos grãos de pólen não abortados e abortados 

que se mostram corados e não corados, respectivamente, ou com cores 

diferentes, como é o caso do corante Alexander (Techio, 2002). 

Com o uso do corante Alexander, onde o pólen viável foi diferenciado do 

inviável pela coloração vermelha ou púrpura intensa do protoplasma, observou-se 

que em todas as espécies com exceção de C. baccatum var. pendulum (UENF 

1624), em média, mais de 90% dos grãos de pólen, possuíam protoplasma e 

parede celular íntegras, indicados pela coloração vermelha do protoplasma e um 

contorno verde da parede celular (Figura 1 e 2a).  
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Figura 1.  Fotomicrografias dos grãos de pólen de Capsicum chinense (UENF 
1785): a) Alexander (pólen viável); b) Alexander (pólen inviável); c) Carmim 
acético (pólen viável); d) Carmim acético (pólen inviável); e) Lugol (pólen viável); 
f) Lugol (pólen inviável); g) Azul de Tripano (pólen viável); h) Azul de Tripano 
(pólen inviável). Barra = 10 µm. 

 

Uma alta viabilidade polínica em acessos representantes de espécies do 

gênero Capsicum também foi relatada por Monteiro (2007), Martins (2007) e 

Souza (2008), que encontraram uma média de 98, 96% e 95%, respectivamente, 

ao analisarem a viabilidade dos acessos utilizando o corante Alexander. 

Damasceno Júnior et al., (2008), testando a viabilidade dos grãos de 

pólen de dois cultivares de mamoeiro, Golden e Tainung 01, utilizaram dois 
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corantes, a Solução Tripa de Alexander e o Diacetato de Fluoresceína ou Reação 

Fluorocromática (FCR). Os autores observaram que não houve diferença 

significativa entre os testes de coloração utilizados pelo teste “t” (p>0,05) e com 

base nos resultados obtidos, sugerem o uso do método de Alexander, uma vez 

que tem alta confiabilidade para o discernimento entre grãos de pólen viáveis e 

inviáveis, visto a semelhança obtida com uma das técnicas mais aceitas e 

recomendadas para a avaliação da viabilidade de grãos de pólen, o FCR. 

Utilizando o teste de carmim acético, apenas os acessos representantes 

das espécies C. chinense (UENF 1785), C. annuum var. annuum (UENF 1562), C. 

frutescens (UENF 1636) e C. parvifolium (CNPH 3331), apresentaram valor médio 

de viabilidade acima de 90%. Novamente, a espécie C. baccatum var. pendulum 

(UENF 1624), mostrou a menor média, ficando com apenas  78,7% de grãos de 

pólen viáveis (Figura 2b). 

Corrêa et al., (2007), analisaram a viabilidade polínica com o uso do 

corante carmim acético de quatro espécies do gênero Capsicum: C. annuum, C. 

baccatum, C. frutescens e C. chinense, totalizando 12 acessos do banco ativo de 

germoplasma de Capsicum da Embrapa Clima Temperado. Como resultado, os 

autores observaram uma grande variação no número de grãos de pólen viáveis 

entre os acessos, desde 63,2% em C. frutescens até 96,7% em C. chinense. 

Munhoz et al., (2008), evidenciaram em seus estudos que altos valores de 

viabilidade polínica utilizando o teste colorimétrico de carmim acético indica uma 

boa integridade do material genético do grão de pólen.  

Em estudo realizado por Vargas (2006) sobre a viabilidade polínica das 

cultivares de mamona, a autora afirma que o uso do corante carmim acético 2% 

permitiu uma boa distinção entre polens viáveis e inviáveis considerando este 

método adequado para avaliação de viabilidade polínica, que em todas as 

cultivares avaliadas, foi superior a 86%. 

Domingues et al. (1999) comparando a técnica de coloração de pólen 

com carmim acético a 25% com os trabalhos de Moreira e Gurgel (apud Loguercio 

e Battistin, 2004) que utilizaram carmim acético 40%, descrevem que mesmo em 

concentrações menores do corante esta metodologia permite boas análises de 

viabilidade do pólen e que as concentrações maiores permitem apenas fotos mais 

nítidas. Estes dados corroboram aqueles obtidos neste experimento utilizando 
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carmim acético 1% para pólen de Capsicum, pois permitiu uma boa distinção 

entre polens viáveis e inviáveis.   

Almeida et al., (2006) ao comparar os corantes carmim acético a 1%, 

azul-de-amã, orceína acética a 2% e lugol para estimar a viabilidade polínica de 

Ocimum selloi e Ocimum officinalis, concluíram que para estimar a viabilidade 

polínica da O. selloi pode-se utilizar o carmim acético, o lugol, a orceína acética e 

o azul-de-amã; já no caso do O. officinalis, o carmim acético pode ser 

considerado o mais eficiente na avaliação da viabilidade dos grãos de pólen. 

Com o uso do corante Lugol para estimar a viabilidade dos acessos de 

Capsicum, pode-se perceber uma grande variação nos resultados médios de 

grãos de pólen entre as espécies (Tabela 1). A espécie silvestre C. parvifolium 

(CNPH 3331), foi a que apresentou menor valor de grãos de pólens viáveis 

(77,15%), com um limite inferior de 71,43% e limite superior de 82,05%, enquanto 

a espécie C. baccatum var. baccatum (UENF 1495) apresentou a maior média 

(93,85 %) com um limite inferior de 90,97% e limite superior de 96,31% (Figura 

3a). 
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Figura 2.  Intervalo de confiança a 95% dos resultados da coloração com os corantes Alexander (a) e Carmim (b), dos acessos de C. 
chinense - UENF 1785 (1), C. annuum var. annuum - UENF 1562 (2), C. annuum var. glabriusculum - UENF 1559 (3), C. baccatum 
var. pendulum - UENF 1624 (4), C. baccatum var. baccatum - UENF 1495 (5), C. frutescens - UENF 1636 (6), C. parvifolium - CNPH 
3331(7). 
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Figura 3. Intervalo de confiança a 95% dos resultados da coloração com os corantes Lugol (a) e Azul de Tripano (b), dos acessos de 
C. chinense - UENF 1785 (1), C. annuum var. annuum - UENF 1562 (2), C. annuum var. glabriusculum - UENF 1559 (3), C. baccatum 
var. pendulum - UENF 1624 (4), C. baccatum var. baccatum - UENF 1495 (5), C. frutescens - UENF 1636 (6), C. parvifolium - CNPH 
3331(7). 
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Apesar do teste de lugol ser usado para estimar a viabilidade polínica de 

várias espécies (Souza et al., 2004; Oliveira, 2007), esse teste está associado 

apenas à detecção de amido que podem estar presentes tanto em grãos de pólen 

maduros como nos abortados (King, 1960, Beyhaut, 1988, Rodriguez-Riano e 

Dafni, 2000). Com base nos resultados obtidos nesse estudo, pode-se supor que 

em comparação com as espécies avaliadas, os grãos de pólen de C. parvifolium 

(CNPH 3331) possuam uma menor quantidade de amido no grão, uma vez que o 

teste com lugol acusou a presença de amido em cerca de apenas 77,15% dos 

grãos de pólen (Tabela 1). 

Utilizando o teste colorimétrico de Azul de Tripano, os grãos de pólen 

viáveis não apresentaram a coloração azul, pois ao penetrar na célula viva essa 

exclui para o exterior o corante adquirindo uma coloração translúcida, enquanto a 

inviável, apresenta uma coloração azul escura. Desta forma, a viabilidade com o 

uso do azul de tripano age como um teste de exclusão. Os resultados obtidos 

com o presente corante, mostraram que com exceção do acesso C. annuum var. 

annuum (UENF 1562), todos os demais acessos apresentaram viabilidade 

polínica média acima de 90%, no entanto, todos os acessos ficaram dentro do 

mesmo intervalo de confiança, como pode ser observado na Figura 3b.  

Erickson e Markhart (2002), estudando o efeito de altas temperaturas na 

produção de Capsicum annuum var. annuum, utilizaram o corante azul de tripano 

para estimar a viabilidade polínica dos cultivares e observaram que a viabilidade 

polínica não foi significativamente afetada pela exposição a altas temperaturas, 

uma vez que a percentagem de grãos de pólen viáveis permaneceu alta tanto 

para botões não tratados quanto para botões tratados com alta temperatura. 

Justo et al., (2008) realizando uma análise da viabilidade do pólen de 

cultivares de mamona (Ricinus communis L.), submetidas à radiação gama, 

observaram que a cultivar IAC-80 apresentou alta viabilidade, quando na 

coloração azul de tripano em comparação com os corantes carmim acético 2% e 

Alexander. Segundo os autores, o teste utilizando o azul de tripano, superestimou 

a viabilidade da cultivar, em relação ao teste in vitro, que apresentou menor 

percentual de polens germinados, no entanto, em outro trabalho, Cuchiara et al., 

(2008) fazendo uso do corante azul de tripano para testar a viabilidade de 

genótipos de mamona, os autores observaram respostas variadas no porcentual 

de viabilidade dos genótipos, mostrando que o teste com o azul de tripano, nem 
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sempre superestima a viabilidade dos genótipos. Segundo Scorza e Sherman 

(1995), as reações com corantes podem não se correlacionar bem com a 

germinação in vitro ou com a habilidade de efetuar fertilização.  

Souza et al.(2009) ao comparar cinco diferentes testes colorimétricos para 

estimar a viabilidade polínica em Passiflora suberosa, observaram nos grãos de 

pólen corados com azul de tripano, o menor valor da percentagem de grãos de 

pólen viáveis, em comparação com os demais corantes utilizados. 

A produção de pólen viável é um parâmetro de grande importância no 

estudo de plantas e fornece informações básicas para a conservação das 

espécies e o planejamento de um programa de melhoramento genético (Dafni, 

1992; Kearns e Inouye, 1993). A viabilidade do pólen pode variar 

consideravelmente entre indivíduos de uma espécie e entre amostras de um 

mesmo indivíduo (Neto et al, 2006). Segundo Shivanna e Rangaswamy (1992), o 

período de florescimento, as alterações ambientais e as diferenças genotípicas 

podem contribuir para tal variabilidade.  

De acordo com Loguercio e Battistin (2004), através de estudos sobre a 

viabilidade polínica pode-se obter resultados da fertilidade das espécies e/ou 

cultivares, obtendo-se uma visão prévia da infertilidade das plantas, bem como o 

conhecimento do potencial de reprodução de uma população e dos problemas de 

fertilidade que possam ocorrer.  

Analisando a influência de cada corante na estimativa da viabilidade das 

espécies, observa-se que não houve diferença significativa entre os mesmos 

(Tabela 2), no entanto a média da viabilidade estimada pelo corante Alexander foi 

maior do que as análises realizadas com os demais corantes. 
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Tabela 2.  Médias da viabilidade dos grãos de pólen estimada pelos diferentes 
corantes. 
 

Corantes Médias 

Alexander 93,650  a 

Azul de Tripano 92,800  a 

Carmim 90,236  a 

Lugol 89,314  a 

  CV (%)    3,996 % 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de 5% de 
probabilidade. 
 

Techio et al., (2006) avaliando a viabilidade do pólen em acessos de 

capim-elefante relataram que o Reativo de Alexander (verde malaquita + fucsina 

ácida) apresenta dados mais acurados pela diferenciação de coloração. Em que o 

verde malaquita tem afinidade com a celulose presente na parede celular 

corando-a de verde, enquanto que o protoplasma é corado pela fucsina ácida de 

rosa. Desta forma, por não apresentarem protoplasma, os grãos de pólen 

abortados coram-se de verde (Alexander, 1969). Auler et al., (2006), compararam 

os corantes carmim propiônico 2%, orceína acética 2% e reativo de Alexander, 

para estimar a viabilidade polínica de Baccharis trimera. Como resultado, os 

autores sugerem o corante reativo de Alexander como o mais indicado para 

estimar a viabilidade do pólen da espécie. 

Apesar do teste de média entre os corantes não ter sido significativo, 

sugere-se a utilização da solução tripla de Alexander, para estimar a viabilidade 

polínica de espécies de Capsicum, no uso rotineiro em laboratório, pois além de 

eficaz, é uma técnica rápida e de fácil visualização. 

As diferenças entre os corantes dentro de cada um dos acessos 

estudados, também foram observadas. No caso do acesso UENF 1785 

representante da espécie domesticada C. chinense, todos os corantes analisados 

ficaram dentro do mesmo intervalo de confiança, sendo a maior média de grãos 

de pólen viáveis detectada pelo corante Alexander, com 93,75% de viabilidade 

(Tabela 1 e Figura 4a). Esses dados corroboram os obtidos por Souza (2008), 

que ao analisar a viabilidade polínica em 52 acessos de C. chinense da coleção 

de germoplasma da UENF, obteve uma média geral de viabilidade de 95% 

utilizando a solução tripla de Alexander.  



 

 

87 

 

                       

 

 

Figura 4.  Intervalo de confiança a 95% dos resultados da coloração de C. chinense (a) e C. annuum var. annuum (b), com os 
corantes Lugol (1), Carmim (2), Alexander (3) e Azul de Tripano (4). 
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Figura. 5  Intervalo de confiança a 95% dos resultados da coloração de C. annuum var. glabriusculum (a) e C. baccatum var. 
pendulum (b), com os corantes Lugol (1), Carmim (2), Alexander (3) e Azul de Tripano (4). 
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Quando comparada as médias entre os corantes utilizados para estimar a 

viabilidade polínica do acesso UENF 1562 (C. annuum var. annuum – pimentão), 

pode-se observar que dentre os quatro corantes, o Alexander foi também o que 

estimou um maior número de grãos de pólen viáveis, no entanto, no caso desse 

acesso, o corante Alexander foi o único a indicar uma média superior a 90% de 

grãos de pólen possuindo protoplasma e parede celular íntegras (Figura 4 b). 

Monteiro (2007) avaliando a viabilidade polínica em acessos 

representantes das espécies cultivadas de Capsicum, obteve como resultado uma 

média de 85% de viabilidade polínica para os acessos representantes da espécie 

C. annuum var. annuum, tipo pimentão, valores próximos aos obtidos nesse 

estudo com o uso dos corantes Lugol, Carmim acético e Azul de Tripano, já os 

acessos representantes da mesma espécie, porém variedade pimenta, 

apresentaram uma média percentual de viabilidade polínica em torno de 91%.  

Na estimativa da viabilidade polínica do acesso UENF 1559, 

representante da espécie semidomesticada C. annuum var. glabriusculum, o 

corante Alexander também apresentou a maior média, no entanto, o corante 

Carmim acético foi o que mostrou o maior limite superior no intervalo de confiança 

a 95% (97,64%) (Figura 5 a). Martins (2007), estudando a meiose e viabilidade 

polínica do acesso UENF 1559, observou que apesar de terem sido identificadas 

algumas anormalidades meióticas, as mesmas não foram suficientes para 

comprometer a fertilidade da espécie, uma vez que foi observada uma média 

geral de viabilidade de 96,6%, condizendo com os dados obtidos no trabalho 

atual. 

Pelo intervalo de confiança a 95%, pode-se observar na Figura 5 b, que 

no acesso UENF 1624 (C. baccatum var. pendulum), as médias dos corantes azul 

de tripano e lugol, não ficaram no mesmo intervalo que os demais corantes, 

sendo os mesmos, responsáveis por estimar valores médios de viabilidade 

superiores a 90%, enquanto os corantes carmim acético e lugol, apresentaram 

uma viabilidade polínica média de 78,7% e 84,75%, respectivamente. 

Vale ressaltar que dentre as espécies utilizadas no presente estudo, o 

acesso UENF 1624, foi o que apresentou menores valores de viabilidade, com 

limite inferior de 72,62% com o uso do corante carmim acético. Essa baixa 

viabilidade pode estar relacionada a problemas durante a meiose, visto que 
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segundo Souza et al., (2000), o grau de fertilidade de uma planta está diretamente 

relacionado ao seu comportamento meiótico.  

Quando comparada as médias entre os corantes utilizados para estimar a 

viabilidade polínica do acesso UENF 1495 (C. baccatum var. baccatum), pode-se 

observar que a média dos corantes ficaram dentro do mesmo intervalo, sendo que 

o único corante que apresentou uma média inferior a 90% de viabilidade foi o 

corante carmim acético. No entanto, seu valor foi muito próximo dos demais, 

identificando 89,1% de média de grãos de pólen viáveis (Figura 6 a). Em estudo 

realizado por Campos (2006), os acessos representantes da espécie C. baccatum 

var. baccatum apresentaram viabilidade polínica alta, indicando que esses 

genótipos apresentam uma divisão celular normal que resulta em grãos de pólen 

viáveis, portanto, capazes de germinar no estigma da flor, fertilizar e gerar frutos 

viáveis.
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Figura 6.  Intervalo de confiança a 95% dos resultados da coloração de C. baccatum var. baccatum (a), C. frutescens (b), C. 
parvifolium (c), com os corantes Lugol (1), Carmim (2), Alexander (3) e Azul de Tripano (4). 
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No acesso UENF 1636 (C. frutescens), ocorreu uma diferença no que foi 

observado até então para as espécies supracitadas, com exceção do acesso 

UENF 1624 (C. baccatum var. pendulum). Nessa espécie, o corante Alexander 

apresentou a segunda maior média geral de grãos de pólen viáveis, sendo o 

corante azul de tripano, o responsável pelas maiores médias de viabilidade 

encontradas no acesso (Figura 6 b). O acesso UENF 1636 (C. frutescens), 

juntamente com os acessos UENF 1559 (C. annuum var. glabriusculum) e UENF 

1785 (C. chinense) foram os únicos acessos cujas médias de viabilidade polínica 

foram superiores a 90%, independente do corante utilizado para estimar essa 

viabilidade.  

Por último, foi estimada a viabilidade do acesso representante da única 

espécie silvestre presente no estudo, C. parvifolium (CNPH 3331). Quando foi 

analisada a viabilidade do presente acesso, fazendo uso dos corantes carmim 

acético, Alexander e azul de tripano, encontrou-se valores altos de viabilidade, 

sendo observados 96,55%, 98,05% e 95,6% de grãos de pólen viáveis 

respectivamente. No entanto, quando foi utilizado o corante Lugol, a média de 

viabilidade do acesso, caiu muito, apresentando 77,15% de pólens viáveis, com 

um limite inferior de 71,43% e superior de 82,86% (Figura 6 c).   

Com base nesse resultado, pode-se dizer que apenas 77,15% dos grãos 

de pólen de C. parvifolium avaliados em um total de 2000 pólens observados, 

acusaram a presença de amido, apesar do teste de lugol ser usado para estimar a 

viabilidade polínica. Segundo King (1960), Beyhaut (1988), Rodriguez-Riano e 

Dafni (2000), esse teste está associado apenas à detecção de amido que podem 

estar presente tanto em grãos de pólen maduros como nos abortados.  

Pozzobon e Schifino-Wittman (2006) estudaram o comportamento 

reprodutivo de um total de 30 acessos de 14 espécies do gênero Capsicum, 

através da análise meiótica e viabilidade polínica dos mesmos. Dentre as 

espécies silvestres avaliadas pelas autoras, encontrava-se a espécie C. 

parvifolium que apresentou uma viabilidade polínica de 81,10%, resultado de um 

índice meiótico superior a 90% apesar da presença de produtos pós-meióticos 

como monâdes, díades, tríades e de algumas irregularidades meióticas tais como 

a presença de quadrivalentes. 
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3.2.6. CONCLUSÃO 
 
 
 

Os acessos utilizados neste estudo apresentaram uma taxa de viabilidade 

polínica alta, independente do corante utilizado, uma vez que em nenhum dos 

acessos estudados foi observado a prevalência de grãos de pólen 

estéreis/inviáveis. Essa viabilidade polínica alta dos acessos reflete uma meiose e 

um índice meiótico regular, indicando uma potencialidade para a utilização em 

cruzamentos. 

Não houve diferença significativa entre os corantes utilizados, no entanto 

a média da viabilidade estimada pelo corante Alexander foi maior do que as 

médias obtidas com os demais corantes. Em vista disso, sugere-se a sua 

utilização para estimar a viabilidade polínica de espécies de Capsicum, em 

trabalho rotineiro no laboratório, pois além de eficaz, é uma técnica rápida e de 

fácil visualização 
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 

O gênero Capsicum abrange cerca de 30 espécies, sendo constituído por 

muitas espécies silvestres e apenas cinco domesticadas, originárias da América 

Tropical. As espécies domesticadas incluem Capsicum annuum, Capsicum 

baccatum, Capsicum frutescens, Capsicum chinense e Capsicum pubescens, 

sendo a espécie Capsicum annuum, a mais importante comercialmente. A 

diversidade encontrada em Capsicum é ampla, com grande variedade de 

formatos, tamanhos, cores e sabores de fruto, e também com diferentes 

pungências, arquitetura de planta e composição nutricional. Os programas de 

melhoramento de plantas estão fundamentados na utilização da diversidade 

genética dentro de uma espécie para a criação e seleção de novas cultivares com 

elevado potencial produtivo além da conservação dos recursos genéticos 

disponíveis. Para tanto, torna-se necessário conhecer a diversidade genética 

existente. A variabilidade pode ser estudada por meio de estudos citológicos, tais 

como análise de cariótipo, análise meiótica, estudos moleculares, viabilidade 

polínica e morfologia do grão de pólen gerando conhecimentos que poderão 

auxiliar trabalhos de pesquisas que visem o desenvolvimento de materiais 

superiores. O presente trabalho teve como objetivo contribuir para o 

conhecimento da diversidade genética presente no gênero Capsicum com base 

no estudo do grão de pólen (descritores polínicos e viabilidade polínica) das 

espécies Capsicum annuum var. annuum, Capsicum annuum var. glabriusculum, 

Capsicum chinense, Capsicum frutescens, Capsicum baccatum var. baccatum, 
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Capsicum baccatum var. pendulum e Capsicum parvifolium. O estudo da 

morfologia polínica revelou grãos de pólen com características típicas da família 

Solanaceae, sendo descritos como isopolares, variando de pequenos a médios, 

com âmbito triangular e subcircular, 3-colporados, poro lalongado e 

trizonocolporados. Pelo método de Ward e ACP foi possível agrupar os acessos 

de acordo com a classificação dos complexos gênicos, que coloca as espécies de 

C. annuum e de C. baccatum em grupos diferentes. A variável largura do Poro foi 

discriminante para o estudo morfopolínico de Capsicum spp. Quanto à viabilidade 

polínica, os acessos utilizados neste estudo apresentam uma taxa de viabilidade 

polínica alta, independente do corante utilizado, uma vez que em nenhum dos 

acessos estudados foi observado a prevalência de grãos de pólen 

estéreis/inviáveis. Não houve diferença significativa entre os corantes utilizados, 

no entanto a média da viabilidade estimada pelo corante Alexander foi maior do 

que as análises realizadas com os demais corantes. Em vista disso, sugere-se a 

sua utilização para estimar a viabilidade polínica de espécies de Capsicum, no 

uso rotineiro em laboratório, pois além de eficaz, é uma técnica rápida e de fácil 

visualização. 
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