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RESUMO

A familia Piperaceae é conhecida por ser produtora de 6leos essenciais como parte de seu
metabolismo secundario. O género Piper possui 1400 espécies, sendo que 400 ocorrem no
Brasil. As espeécies nativas do Acre: P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum
sdo produtoras, respectivamente, de dilapiol, safrol e sarisan, éleos de importancia econémica
por possuirem atividade bioinseticida, além de uso nas inddstrias quimica e de perfumaria. As
espécies sdo morfologicamente similares, o que gera grande controvérsia taxondmica. Alguns
trabalhos classificam P. aduncum e P. hispidinervum como espécies distintas, outros
consideram P. hispidinervum como um quimiotipo de P. aduncum. A classificacdo de P. affinis
hispidinervum também ¢ discutida, sendo classificada como um quimiotipo de P.
hispidinervum, ou um hibrido entre P. hispidinervum e P. aduncum. A defini¢do taxondmica
prescinde de informag6es com maior resolucdo e o estudo dos cromossomos pode auxiliar na
distincdo das espécies. No presente trabalho, foram avaliadas as espécies nativas do Acre: P.
aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum, quanto ao seu cariotipo, padrdo de
bandeamento fluorescente, DNA ribossomal (DNAr) 45S e 5S por hibridiza¢do in situ
fluorescente e afinidade gendmica por meio de hibridizacdo in situ genémica, a fim de
identificar polimorfismos cromossémicos, que possam contribuir para diferenciacdo das
mesmas. As trés espécies possuem 2n = 26, x = 13. Piper aduncum apresentou cromossomos
medindo de 1,41 a 3,32 pum, P. hispidinervum de 1,65 a 3,70 um e P. affinis hispidinervum de
1,60 a 4,22 um. A morfologia dos cromossomos de P. aduncum foi metacéntrica e a de P.
hispidinervum e P. affinis hispidinervum foi composta por cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. As trés espécies ttm genoma com tamanho préximo a 1,00 pg. Todas
apresentaram uma banda CMA" proximal em um par de cromossomos homologos. O
bandeamento com o fluorocromo DAPI ndo produziu bandas. A analise do DNAr identificou,
nas trés especies, um par de marcas 45S heteromorficas proximais no cromossomo 4, que co-
localizaram com as bandas CMA™, e um par de marcas 5S proximais no cromossomo 7. A
afinidade genémica por meio de hibridizacGes reciprocas envolvendo as trés espécies revelou
padrdes de marcas muito similares, predominantemente pericentroméricas e proximais em
todos os cromossomos em todas as espécies, revelando a similaridade da fracdo repetitiva
guanto ao tipo e a localizacdo. Conclui-se entdo que do ponto de vista cariotipico, os taxons P.
aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum sdo muito similares ndo sendo possivel
uma separacdo clara entre elas.

Palavras-chave: Piperaceae. FISH. GISH



ABSTRACT

The Piperaceae family is known to be a producer of essential oils as part of its secondary
metabolism. The genus Piper has 1400 species, of which 400 occur in Brazil. The native species
of Acre: P. aduncum, P. hispidinervum and P. affinis hispidinervum, respectively, are producers
of dilapiol, safrol and sarisan, oils of economic importance because they have bioinsecticidal
activity, besides use in the chemical and perfumery industries. The species are morphologically
similar, which generates great taxonomic controversy. Some studies classify P. aduncum and
P. hispidinervum as distinct species, others consider P. hispidinervum as a chemotype of P.
aduncum. The classification of P. affinis hispidinervum is also discussed, being classified as a
chemotype of P. hispidinervum, or a hybrid between P. hispidinervum and P. aduncum. The
taxonomic definition lacks information with higher resolution and the study of the
chromosomes can help in distinguishing the species. In the present work, the native species of
Acre were evaluated: P. aduncum, P. hispidinervum and P. affinis hispidinervum, for their
karyotype, fluorescent banding pattern, 45S and 5S ribosomal DNA (rDNA) by fluorescence in
situ hybridization and genomic affinity analysis by means of genomic in situ hybridization, in
order to identify chromosomal polymorphisms, which may contribute to their differentiation.
The three species have 2n = 26, x = 13. Piper aduncum presented chromosomes ranging from
1.41 to 3.32 um, P. hispidinervum from 1.65 to 3.70 um and P. affinis hispidinervum from 1.60
to 4.22 um. The morphology of P. aduncum chromosomes was metacentric and that of P.
hispidinervum and P. affinis hispidinervum was composed of metacentric and submetacentric
chromosomes. The three species have a genome with size close to 1.00 pg. All presented a
proximal CMA™ band on a pair of homologous chromosomes. Binding with the fluorochrome
DAPI did not produce bands. rDNA analysis identified a pair of proximal heteromorphic 45S
signals on chromosome 4, which co-located the CMA™ bands, and a pair of proximal 5S signals
on chromosome 7 in all three species. Genomic affinity through reciprocal hybridizations
involving the three species revealed very similar patterns, predominantly pericentromeric and
proximal signals on all chromosomes in all species, revealing the similarity of the repetitive
fraction regarding type and localization. Therfore, from a karyotypic point of view, the taxa P.
aduncum, P. hispidinervum and P. affinis hispidinervum are very similar, with no clear
separation among them.

Keywords: Piperaceae. FISH. GISH
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1 INTRODUCAO

Piperaceae é uma das familias mais primitivas de angiospermas, sendo considerada uma
angiosperma basal composta por seis géneros e mais de 2000 espécies (THE ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP, 2016). E uma familia predominantemente tropical, composta por
plantas herbéceas trepadeiras e arbustos. Dentre os géneros que a comp8em, Piper L. tem
destacada importancia, pois muitas espécies sdo usadas como medicinais, aromatizantes,
ornamentais, condimentos ou no controle de insetos e microrganismos. O género possui mais
de 1400 espécies (The Plant List, 2013), sendo Piper nigrum L., espécie originaria da India e
produtora da pimenta-do-reino, a mais difundida no mundo. No Brasil, estdo descritas 450
espécies (Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2019). Dentre as espécies brasileiras, Piper
aduncum L. (nome vulgar: pimenta-de-macaco), Piper hispidinervum C. DC. (pimenta longa)
e Piper affinis hispidinervum C. DC. despertam interesse pelos compostos majoritarios
presentes em seus 6leos essenciais.

Piper aduncum ¢ fonte de dilapiol, uma substancia com acdo bioinseticida de grande
interesse agroquimico (FAZOLIN et al., 2007). Piper hispidinervum possui grande valor
comercial em decorréncia do elevado teor de safrol em seu dleo essencial (FAZOLIN et al.,
2007; SILVA; OLIVEIRA, 2000a), que é precursor de compostos com emprego comercial nas
indUstria farmacéutica e quimica e como componente sinérgico de inseticidas biodegradaveis a
base de piretros (LIMA, 2015). Piper affinis hispidinervum, por sua vez, é fonte de sarisan,
uma substancia com potencial bactericida (MASUDA et al., 1991), fungicida (VILLEGA et al.,
1988) e bioinseticida (FAZOLIN et al., 2011).

A pimenta-de-macaco, P. aduncum, é nativa da América tropical, com ampla
distribuicdo em todo o territério brasileiro, principalmente na regido sudeste e em diversos
estados que compreendem a floresta Amazonica. A pimenta longa, P. hispidinervum, €
encontrada em condigdes silvestres no vale do rio do Acre, enquanto P. affinis hispidinervum é
encontrada em condigdes silvestres restritas a regides do Tarauacd, Acre. (JARAMILLO;
MARQUIS, 2004; WADT; EHRINGHAUS; KAGEYAMA, 2004). As espécies sdo
morfologicamente similares embora apresentem diferencas nos compostos majoritarios de seus
oleos essenciais. Piper hispidinervum apresenta teor de safrol suficiente para exploracédo
comercial, ou seja, entre 87% a 97% do 6leo essencial, enquanto que P. aduncum, apresenta
alto teor de dilapiol (31,5% a 91,1%) e teor de safrol entre 0,10% e 3,24% (SILVA; OLIVEIRA,
2000a; SOUSA et al., 2008) e P. affinis hispidinervum possui alto teor de sarisan 74,3% e teor
de safrol de 18% (B1ZZO et al., 2001).
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A definigdo taxondmica de P. hispidinervum e de P. affinis hisipinervum ainda é
controversa, existindo varias hipoteses quanto a classificacdo desses taxons em relagédo a P.
aduncum. Segundo Yuncker (1972), P. hispidinervum € considerada um espécie distinta de P.
aduncum, entretanto Silva (2000) sugere que P. hispidinervum seja um quimiotipo ou variedade
de P. aduncum. A andlise da diversidade genética da colecdo de germoplasma da Embrapa-
Acre, por meio de RAPD, indicou que as duas espécies formam grupos separados e que
provavelmente sdo duas espécies distintas. Nesse estudo, como P. affinis hispidinervum formou
um subgrupo com P. hispidinervum, foram consideradas as hipoteses de gque essa seja uma
variedade de P. hispidinervum com localizacdo restrita e composicdo de Oleo essencial
divergente ou um hibrido entre P. hispidinervum e P. aduncum (WADT; EHRINGHAUS;
KAGEYAMA, 2004).

Os estudos citogenéticos no género Piper apresentam ampla variacdo em namero basico
variando entre x = 8 (SHARMA & BHATTACHARYYA, 1959; DASGUPTA & DATTA,
1976; VIJISTELLA & SUBRAMANIAN, 1985), x = 12 (JOHANSEN, 1931; TIJO, 1948;
YOSHIDA, 1960; JOSE & SHARMMA, 1985; VIUISTELLA & SUBRAMANIAN, 1985;
NUNES et al. 2007), x = 13 (SHARMA, 1959; MARTIN & GREGORY, 1962; MATHEW,
1973;0NO, 1975; BEDI et al., 1981; SAMPATHKUMAR & NAVANEETHAN, 1981;
SAMUEL & BAVAPPA, 1981; JOSE & SHARMMA, 1985; JOSEPH, 1999) e x = 14
(MAUGINI, 1950) e somatico variando de 2n = 24 em P. subpeltatum, P. longum L., P.
futokazura Sub. Et Zuce., P. cubeba (JOHANSEN, 1931; TIJO, 1948; YOSHIDA, 1960;
JOSE & SHARMMA, 1985) a 2n = 195 em P. betle (JOSE & SHARMMA, 1985). Dados de
citogenética classica ndo diferenciaram P. aduncum e P. hispidinervum, uma vez que ambas
apresentaram 2n = 24 cromossomos metacéntricos, com tamanhos similares, de 0,80 a 2,05 um
para P. aduncum e 0,81 a 2,29 um para P. hispidinervum (NUNES et al., 2007).

O objetivo do trabalho é caracterizar a similaridade cariotipica e a homologia gendmica
entre P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum para contribuir com a elucidagéo
da controvérsia taxondmica que envolve essas trés espécies. O nimero e a localizacdo dos locos
de DNAr 5S e 45S, descritos pela primeira vez para Piper nesse trabalho, podem contribuir
para a diferenciacdo das espécies e inferéncias quanto a sua filogenia (ROA; GUERRA, 2012).
A técnica de GISH fornece um método visual para distinguir genomas parentais e analisar a
organizacdo do genoma em hibridos interespecificos, espécies alopoliploides e linhas de
introgressao interespecifica. O fato de haver uma diferenca importante no sinal de hibridizac&o
entre as espécies parentais levou a ideia de que a GISH poderia ser usada como uma ferramenta

para testar a similaridade geral de sequéncias repetitivas entre as espécies (MARKOVA et al.,
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2007). Os dados sobre as espécies testadas podem ser inferidos por comparacao da presenca,
namero e intensidade dos sinais nos cromossomos (MARKOVA et al. 2006). Muitos exemplos
descrevendo a amplificacdo e o acimulo de sequéncias repetitivas foram descritos em plantas
(LENGEROVA et al. 2004, NEUMANN et al. 2006).

A caracterizacdo mais detalhada do cari6tipo, especialmente por meio de técnicas
citogenéticas moleculares, pode gerar resultados com maior resolugdo que permitam inferir

sobre a similaridade entre as trés espécies, contribuindo assim para a defini¢do taxondmica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacéo e descricdo de Piper L.

O género Piper L. segundo a classificagdo taxonémica de Jaramillo et al. (2008),
pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae, ordem
Piperales, familia Piperaceae, clado Neotropical, sub-clado Radula. A familia Piperaceae é uma
das familias mais primitivas de angiospermas e, por isso, considerada uma angiosperma basal.
E composta por cerca por seis géneros, com mais de 2000 espécies distribuidas em todas as
regides tropicais no mundo. No Brasil, essa familia esta representada por cinco géneros (Piper,
Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis) e cerca de 460 espécies, sendo 292
endémicas (The Plant List, 2013; Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2019).

O género Piper possui mais de 1400 espécies (The Plant List, 2013), dentre elas 292
ocorrem no Brasil, das quais 187 estima-se que ocorrem na Amazonia (Jardim Botéanico do Rio
de Janeiro, 2019). O género possui espécies de destaque no cenario econdmico. A pimenta-do-
reino (P. nigrum), originaria da India, é a especiaria mais comercializada no mundo. Muitas
outras espécies possuem atividades farmacoldgica, inseticida, ou de outros usos econémicos
(AMORIM et al., 2007; AGRA et al., 2007; BRANDAO et al., 2006 & 2008). Apesar dessa
variedade, o género ainda é pouco estudado, sendo a maior parte das pesquisas voltada para a
bioprospecc¢do de produtos naturais, visto que suas espécies sdo conhecidas por serem grandes
produtoras de 6leos essenciais utilizados pela medicina tradicional e popular (NEGREIROS;
MIQUELONI, 2015).

A maioria das espécies de Piper esta localizada nas florestas de varzea em regides
guentes e tmidas do mundo e poucas ocorrem fora da faixa tropical. Uma andlise biogeogréafica
da distribuicdo de espécies americanas de Piper revelou trés regides distintas de ocorréncia:
Amazobnica, América Central e Mata Atlantica (JARAMILLO; MARQUIS, 2004). As
piperaceas sdo caracterizadas pela ocorréncia de plantas herbéceas trepadeiras, arvoretas,
arbustos (maioria) e raramente espécies arbdreas. O fruto é uma drupa pequena, em forma de
espiga, com sementes minusculas (BARRESE, 2005). As plantas alcancam entre 1,8 a 5,5
metros, produzindo em meédia 40 infrutescéncias, contendo cerca de 470 sementes por fruto. Os
frutos de muitas espécies sao grandes recursos frugivoros para insetos e vertebrados. Eles ficam
expostos verticalmente acima da copa da planta, facilitando a disperséo quiropterocorica, onde

0S morcegos sao capazes de coleta-los, em pleno voo (JARAMILLO; MANOS, 2001)
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P. aduncum, conhecida como pimenta-de-macaco ou aperta-rudo, € uma espécie
arbustiva que mede de 1,80 até 3,60 m de altura (NEGREIROS; MIQUELONI, 2015). Os ramos
sdo pubescentes; os peciolos sdo verdes medindo de 2 a4 mm de diametro; as folhas apresentam
lamina eliptica ou lanceolada com a base arredondada e o apice acuminado, asperas na face
adaxial, medindo cerca de 20 cm de comprimento e 7 cm de largura. Ambas as superficies sdo
pubescentes com consisténcia membranécea e flexivel. As superficies adaxial e abaxial das
folhas de P. aduncum possuem células epidérmicas de formato bastante variado como
poligonal, cubicas e retangulares, alongadas, com contorno liso e recoberta por cuticula delgada
(DOUSSEAU, 2009). As espigas sao sustentadas por pedunculos que medem de 0,8 a 2 cm,
sdo curvas e apresentam flores protegidas por bractéolas pedicelado-peltadas e os frutos com
estigmas sesseis (SILVA; OLIVEIRA, 2000a).

Estudos de populacdes do banco de germoplasma da Embrapa Acre de P. aduncum
revelou uma baixa variabilidade genética entre os individuos, sendo o grupo muito homogéneo
e com um grau de similaridade préximo a 1,00, indicando que ndo ha essencialmente
diversidade genética para esta espécie na colecdo de germoplasma. O alto grau de
monomorfismo sugere a possibilidade de altas taxas de autopolinizacdo (WADT,;
EHRINGHAUS; KAGEYAMA, 2004). Isso é corroborado por um estudo da ecologia da
polinizacdo das Piperaceas do Sudeste do Brasil, no qual P. aduncum apresentou niveis
elevados de autopolinizacao espontanea. Além disso, P. aduncum tem uma tendéncia a formar
grandes areas de plantas que se reproduzem vegetativamente (FIGUEIREDO, 1997). Porém, a
analise de quatro populagGes naturais de P. aduncum da Amazénia utilizando a técnica RAPD
por Gaia et al. (2004) revelou uma ampla faixa de variabilidade genética (0,32 a 0,91),
indicando a possibilidade de a espécie apresentar fecundacéo cruzada. Portanto, ainda ndo ha
um consenso sobre 0 modo de reproducéo da espécie.

A espécie é nativa da Ameérica tropical com ampla distribuicdo em todo o territdrio
brasileiro, principalmente na regido sudeste e em diversos estados da Amazo6nia, onde ocorre
espontaneamente em pastagens e bordas de mata. Piper aduncum € uma especie encontrada em
vérias formacdes florestais em locais quentes e imidos (FIGUEIREDO et al., 2004). Esta
espécie invade areas desflorestadas ap0s a exploragdo da floresta primaria (WADT,;
EHRINGHAUS; KAGEYAMA, 2004), apresentando potencial de utilizacdo na recomposi¢éo
de areas degradadas promovendo maior regeneracédo (BARRESE, 2005).

Piper hispidinervum, conhecida como pimenta longa, caracteriza-se como arvoretas
ramificadas, nodosas de 1,80 até 3,50 m de altura (NEGREIROS; MIQUELONI, 2015).

Apresenta filotaxia alterna distica, inflorescéncias com espigas alongadas e curvas de tamanho
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semelhante as folhas e flores muito pequenas (MACIEL et al., 2014). O caule e 0s ramos sdo
glabros; o peciolo possui de 0,1 a 0,2 cm de comprimento; as folhas apresentam lamina ovalada,
opacas em ambas as faces, a face adaxial é levemente aspera enquanto a abaxial é pubescente
e contém tricomas sobre as nervuras primarias e secundarias, variando de 14,5 a 22 cm de
comprimento e cerca de 5 cm de largura (MACIEL et al., 2014; SILVA,; OLIVEIRA, 2000a).

A espécie é considerada uma espécie alégama. Estudo da estrutura genética de treze
populacgdes naturais de P. hispidinervum, distribuidas em oito municipios do Vale do Rio Acre,
revelou baixo coeficiente de endogamia (F = 0,05) e alta variabilidade genética entre os
individuos que compdem as populagdes (71,90%) (WADT; KAGEYAMA, 2004). Pode ocorrer
também autoincompatibilidade entre os individuos por meio de mecanismos que previnem a
autofecundacdo, pois quando comparadas espiguetas ensacadas e ndo ensacadas, ha maior
producdo de sementes nas espiguetas que ndo foram ensacadas (SILVA; OLIVEIRA, 2000b).

A espécie e encontrada em condices silvestres no vale do rio Acre, clareiras e bordas
de matas, com preferéncia para ambientes perturbados. O trabalho de zoneamento e
caracterizacdo de habitats naturais de P. hispidinervum, realizado no Acre, revelou que a
maioria dos locais de ocorréncia da espécie foi em campos e pastagens abandonadas ou
degradadas (SIVIERO et al., 2015), sendo indicada para projetos de recuperacdo de areas
degradadas (SOUZA; MOSCHETA; OLIVEIRA, 2004).

Em estudo de diversidade genética de genotipos de “pimenta longa” do Banco Ativo de
Germoplasma de Piper da Embrapa Acre, utilizando marcadores moleculares RAPD, foram
identificados seis geno6tipos do municipio de Tarauaca que foram nomeados por especialistas
do Jardim Botanico do Rio de Janeiro como P. affinis hispidinervum. N&o foi possivel
classificar os individuos e a denominacéo explicita a maior proximidade com P. hispidinervum.
Na analise de agrupamento, esses gendtipos apresentaram maior similaridade também com P.
hispidinervum (WADT et al., 2004).

A taxonomia de espécies de Piperaceae é considerada complexa (JARAMILLO et al.,
2004). Souza & Lorenzi (2005) consideram preliminares os dados atualmente disponiveis sobre
a classificacdo de géneros e especies, dentro da familia Piperaceae, ressaltando haver
possibilidade de mudancas na taxonomia atual. Jaramillo et al. (2004) apresentaram relagdes
filogenéticas dos géneros da ordem Piperales e ressaltam a necessidade de mais estudos. Kato
& Furlan (2007) discutiram a quimica e a bioatividade dos compostos secundarios isolados de
membros da familia Piperaceae, considerando as suas relages biossintéticas no contexto da
taxonomia. Considerando P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum, a

classificacdo taxonémica atual é controversa, com varias teorias quanto a sua classificacao.
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As espécies P. aduncum e P. hispidinervum sdo morfologicamente similares, embora
apresentem diferengas em seus 6leos essenciais. As diferengas morfologicas entre P. aduncum
e P. hispidinervum encontram-se nas caracteristicas foliares. Piper aduncum possui folhas
elipticas ou lanceoladas com base redonda ou cardulata, asperas na face adaxial e pubescentes
nas faces abaxial e adaxial, enquanto P. hispidinervum apresentam folhas com lamina ovada,
opacas em ambas as faces, levemente &speras na adaxial, a abaxial pubescente contém tricomas
sobre as nervuras primarias e secundarias (YUNCKER, 1972). Piper hispidinervum possui alto
teor de safrol, atendendo as concentracdes para a exploracdo comercial, 87 a 97% do 6leo
essencial (SILVA; OLIVEIRA, 2000a). Piper aduncum, possui alto teor de dilapiol, sendo esse
também em concentracdes comerciais, 31,5 a 91,1% do 6leo essencial, porém possui baixo teor
de safrol, entre 0,10 e 3,24%, (SOUSA et al., 2008).

Yuncker (1972), que em seus estudos analisou a morfologia das espécies, diz que P.
hispidinervum e P. aduncum sao espécies distintas, ja que possuem diferencas na morfologia
das folhas. Por outro lado, Silva (1993), considerando a composi¢do dos 6leos essenciais,
sugere que sejam apenas uma espécie e que P. hispidinervum seja um quimiotipo ou variedade
de P. aduncum. A hipotese se baseia no fato de P. aduncum apresentar 6leo essencial com alta
teor de dilapiol enquanto P. hispidinervum apresenta alto teor de safrol.

Wadt et al. (2004), por meio de analise de diversidade genética do Banco Ativo de
Germoplasma de Piper da Embrapa Acre, utilizando marcadores moleculares RAPD,
considerou P. hispidinervum e P. aduncum como espécies distintas, uma vez que o grau de
polimorfismo entre as duas espécies foi grande (Figura 1). Além disso, o nimero de marcadores
em comum entre ambas foi relativamente baixo, cerca de 13,6%. Os seis genotipos coletados
no municipio de Tarauacd, denominados P. affinis hispidinervum, formaram um subgrupo em
relacdo a P. hispidinervum (Figura 1), com 63% de semelhanca entre as espécies, segundo a
analise dos marcadores moleculares. Porém ambas as espécies possuem diferencas como o local
de origem, onde P. affinis hispidinervum se localiza no municipio de Tarauacad e P.
hispidinervum no vale do rio Acre, e a porcentagem de safrol presente no 6leo essencial também
difere, P. affinis hispidinervum com 22,01% e P. hispidinervum com 93,7%, sendo que na
primeira ocorre a presenga predominante de sarisan no 6leo essencial, diferente de todas as
outas espécies estudadas. Na analise dos marcadores moleculares, 100% dos marcadores
genotipicos de P. hispidinervum foram identificados em P. affinis hispidinervum. Esse dado
genético sugere que este gendtipo é um ec6tipo de P. hispidinervum, com caracteristicas
fitoquimicas e genéticas distintas, ja que P. affinis hispidinervum gerou mais marcas que P.

hispidinervum. Outra possibilidade é que o subgrupo P. affinis hispidinervum represente um
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intermediéario, possivelmente um hibrido entre P. hispidinervum e P. aduncum. O germoplasma
de P. aduncum e o grupo de Tarauaca (P. affinis hispidinervum) tiveram nove marcadores
(13,6%) em comum, cinco dos quais com maior frequéncia do que em P. hispidinervum,
sugerindo que pode haver mais fluxo genético entre as populagdes de P. aduncum do vale do

Jurud e o grupo Tarauaca do que entre os grupos P. hispidinervum e P. aduncum.

Figura 1. Dendograma UPGMA de 49 gendtipos de Pimenta Longa baseados na similaridade
de Jaccard, mostrando trés grupos principais € o0 subgrupo de Tarauaca. NUmero nas
ramificagdes representa a consisténcia do né gerado com 1000 bootstraps.
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2.2 Importancia econdmica do género Piper
A maioria das espécies do género Piper apresenta uso na medicina tradicional e popular,

despertando interesse pelos 6leos essenciais que produzem. Os 6leos essenciais fazem parte do

metabolismo secundario vegetal e sdo compostos tidos como ndo essenciais a vida do
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organismo, mas que conferem vantagens adaptativas e\ou reprodutivas. Estéo relacionados com
a atracéo de polinizadores e dispersores de sementes, bem como com a protecdo em situacoes
de estresse biodtico ou abidtico (SANGWAN, N.S., FAROOQI, AH.A., SHABIH, F.,
SANGWAN, 2001).

Diversos constituintes fixos como alcaloides, flavonoides, arilpropanoides e lignanas
sdo encontrados em espécies do género. Algumas espécies da Amazénia possuem compostos
fenolicos responsaveis, em grande parte, pela atividade bioldgica de apiol, dilapiol, miristicina,
elemicina, eugenol, metileugenol, etilpiperonilcetona, safrol e sarisan, todos encontrados em
6leos essenciais de Piper ja estudados (JARAMILLO; MARQUIS, 2004). Dentre as espécies
do género Piper de interesse fitoquimico mais relevante presentes no Acre destacam-se P.
aduncum, P. hispidinervum, P. affinis hispidinervum, P. callosum e P. hispidum
(JARAMILLO; MANGQS, 2001).

A pimenta de macaco (P. aduncum) é fonte de dilapiol, um fenil-éter com acéo
bioinseticida de grande interesse agroquimico. A espécie é pioneira, ocorrendo naturalmente
em areas antropizadas do Acre, contendo também propriedades medicinais (FAZOLIN et al.,
2007). O dilapiol, assim como o safrol, age como sinérgico natural quando combinado com o
principio ativo de outros inseticidas (ESTRELA et al., 2006; FAZOLIN et al., 2005, 2007)
sendo de grande interesse econdmico na industria devido a baixa toxicidade em mamiferos
(SOUSA et al., 2008). O dilapiol possui acdo sobre coledpteros como Sitophilus zeamais
motsch, praga de grdos armazenados, principalmente de milho, arroz e trigo (ESTRELA et al.,
2006); Cerotoma tingomarianus Bechyne, causador de desfolhamento severo no feijoeiro
(FAZOLIN et al., 2005); Tenebrio molitor L., que infesta farinhas, rac6es e graos quebrados ou
anteriormente danificados (FAZOLIN et al., 2007); atividade inseticida e larvicida contra
insetos fitdfagos e mosquitos transmissores de dengue e malaria (SOUSA et al., 2008).

A pimenta longa, P. hispidinervum, possui grande valor comercial devido ao elevado
teor de safrol em seu 6leo essencial, que é facilmente extraido de suas folhas e ramos (SILVA;
OLIVEIRA, 2000a). O safrol é um fenil-éter precursor de compostos organicos com emprego
comercial na industria farmacéutica, na produgdo de perfumes e cosméticos, e como
componente sinérgico de inseticidas biodegradaveis a base de piretros, com grande potencial
para uso na inddstria quimica.

O Brasil ja foi o maior produtor mundial de safrol, extraido da canela sassafras (Ocotea
pretiosa Mezz.), planta nativa da Mata Atlantica, no Vale do Itajai, em Santa Catarina. O safrol
era inicialmente extraido das raizes de sassafras levando a sua morte. Em 1991, o Instituto

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) proibiu o corte de
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sassafras em florestas primarias da Mata Atlantica devido ao risco de extin¢éo da espécie, uma
vez que a extracdo do 6leo se dava pelo corte do tronco de &rvores com aproximadamente 25
anos (SILVA; OLIVEIRA, 2000a). A descoberta da P. hispidinervum como uma especie
promissora para a obtencédo de safrol ocorreu na década de 70, por meio do programa de triagem
de plantas aromaticas da Amazonia, coordenada pelo Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA).

Rocha & Ming (1999) observaram a presenca de safrol como composto majoritario da
pimenta longa em seu 6leo essencial, com teor superior a 90%. Como em P. hispidinervum o
6leo essencial pode ser extraido das folhas e galhos finos, a extracdo é menos agressiva e mais
sustentavel, com cortes alternados, que mantém as plantas vivas, quando comparada com a
extracdo do oleo das raizes do sassafras. Além disso, P. hispidinervum possui um rendimento
médio de Oleo entre 3 e 4%, contra apenas 1% de O. pretiosa, 0 que a torna ainda mais
interessante economicamente.

Sao consumidos anualmente mais de 3.000 toneladas de safrol no mundo (FAZOLIN et
al., 2007). Os derivados mais importantes obtidos do safrol sdo a heliotropina ou piperonal
(usado como componente de fragrancias nas industrias de cosméticos e perfumarias) e o
butéxido de piperonila (usado como agente sinergistico junto com o piretrium), este Gltimo
sendo constituinte de inseticidas biodegradaveis (LUNZ et al., 1996). O safrol apresenta
potencial na utilizacdo em agricultura tendo efeito inibitério no crescimento in vitro dos
fitopatdgenos Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides
(ZACARONI et al., 2009) e Alternaria alternata (NASCIMENTO et al., 2008), também sendo
utilizado como inseticida no controle da mariposa oriental, Grapholita molesta (OBRZUT;
CARVALHO, 2011) e lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (FAZOLINI et
al., 2015).

O principal composto do 6leo essencial de P. affinis hispidinervum é o sarisan, um
derivado de fenilpropanoide isdmero da miristicina, que constitui de 52,1% a 90,4% do Gleo
(BIZZO et al., 2001). Essa substancia foi descrita como tendo propriedades bactericidas contra
Escherichia coli e Bacillus subtilis (MASUDA et al., 1991), antifungica (Cladosporium
cucumerinum) (VILLEGA et al., 1988) e potencial uso como bioinseticida para adultos de C.
tingomarianus e S. zeamais, assim como para lagartas de S. frugiperda (FAZOLIN et al., 2011).

Apesar das extensas pesquisas acerca dos efeitos do dilapiol, safrol e sarisan como
bioinseticidas, essas substancias ainda ndo sdo amplamente utilizadas no setor da agricultura,
sendo restritas a experimentos em laboratérios (FAZOLIN et al., 2007). O programa de

melhoramento genético de P. aduncum e P. hispidinervum ¢é conduzido na Embrapa Acre. Os
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genotipos usados nos experimentos sdo mantidos no Banco Ativo de Germoplasma de Piper da
Embrapa Acre, que possui acessos de 11 municipios do Estado do Acre. S&o estudados seus
Oleos essenciais (NEGREIROS; MIQUELONI, 2013a; NEGREIROS; MIQUELONI;
CARTAXO, 2015; NEGREIROS; MIQUELONI; ALVARES, 2017), caracteres agrondmicos
(JUNIOR et al., 2013) e morfoldgicos (NEGREIROS; MIQUELONI, 2015). Para as espécies
de P. aduncum e P. hispidinervum j& existem programas de melhoramento, onde sdo realizados
estudos de populacdes para a constatacdo de variabilidade genética e selecdo de genotipos
promissores para cruzamentos (GAIA et al., 2004, 2011; NEGREIROS; MIQUELONI, 2013b)

2.3 Caracterizacao citogenetica e contedado de DNA do género Piper

A citotaxonomia, utilizacdo de informac0es citogenéticas em estudos taxonémicos, tem
contribuido para o melhor entendimento sobre a relacdo genética e a divergéncia entre espécies
(GUERRA, 2008). A citogenética possui varias ferramentas que auxiliam na distin¢do entre
grupos morfologicamente similares (DOBIGNY et al., 2004), sendo as mais classicas: 0
numero, tamanho e morfologia dos cromossomos, presenca de constricdes secundarias,
tamanho do genoma e padrdes de distribuicdo da heterocromatina (ROA; GUERRA, 2012).

A contagem cromossdmica € uma tarefa relativamente féacil e que produz dados
confidveis (GUERRA, 2008). O numero cromossomico é o dado citotaxondmico mais
conhecido para quase todas as familias de plantas, podendo complementar dados morfolégicos
e moleculares, detectando variacbes de ploidia e alteracbes no genoma gque nem sempre sdo
visiveis por outras abordagens. E uma ferramenta Util no estudo da sistematica e evolucio das
plantas, sendo utilizada para diferenciar espécies de géneros filogeneticamente proximos ou de
grupos polifiléticos com cariotipo variavel (ROA; GUERRA, 2012).

Poucos estudos citogenéticos foram realizados com o género Piper e ndo existe
consenso sobre seu nimero bésico (Tabela 1). Matthew (1958) realizou um trabalho com
espécies de Piper do Sul da india, observando variacdo no nimero cromossémico, 2n = 26, 52,
78, 104, e propondo como namero basico para o género x = 13. Posteriormente, esse himero
foi confirmado por Smith (1966), por Samuel e Bavapa (1981) e por Okada (1986).
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Tabela 1. Namero cromossémico e nimero basico em espécies de Piper L.

NUmero NUmero
Espécie cromossémico basico Referéncia

(2n) (x)
P. aduncum L. 24 12 Nunes et al. (2007)
P. argyrophyllum Mig. 26, 39 13 Samuel & Bavappa (1981)
P. attenuatum Ham. 26, 39 13 Samuel & Bavappa (1981)
36 12 Vijistella & Subramanian (1985)
52 13 Jose & Sharma (1985)
P. betle 64 8 Dasgupta & Datta (1976)
42,52, 58, 78, 195 13 Jose & Sharmma (1985)
P. brachystachyum Wall. 132 12 Vijistella & Subramanian (1985)
P. chaba Hunter 104 13 Jose & Sharmma (1985)
P. chuuya C.DC. 52 13 Samuel & Bavappa (1981)
P. cubeba 24 12 Jose & Sharmma (1985)
P. colubrinum L. 26 13 Joseph (1999)
P. futokazura Sub. Et Zuce. 24 12 Yoshida (1960)
P. galeatum C.DC. 40 8 Vijistella & Subramanian (1985)
P. geniculatum 28 14 Maugini (1950)
P. grissico-argenta Yunku 22 11 Smith (1966)
P. hispidinervum 24 12 Nunes et al. (2007)
P. hookeri Mig. 60 12 Vijistella & Subramanian (1985)
P. longum L. 24 12 Tijo (1948)
26 13 Samuel & Bavappa (1981)
44 13 Sampathkumar & Navaneethan (1981)
48 12 Sharma & Bhattacharyya (1959)
48 12 Dasgupta & Datta (1976)
52 13 Jose & Sharmma (1985)
60 12 Vijistella & Subramanian (1985)
P. magnificum T. 26 13 Joseph (1999)
P. medium 28 14 Maugini (1953)
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P. nigrum L. 22 -96 Sharma (1959)
3660 12 Dasgupta (1976)

52 13 Martin & Gregory (1962)

52-104 13 Mathew (1973)

54 13 Sampathkumar & Navaneethan (1981)

104 13 Jose & Sharmma (1985)

P. ornatum N.E.Br. 80 8 Sharma & Bhattacharyya (1959)
P. postelsianum Maxim. 26 13 Ono (1975)
P. schmidtii Hook.f. 96 12 Vijistella & Subramanian (1985)
P. subpeltatum 24 12 Johansen (1931)
P. sylvestre Lam. 26, 39 13 Samuel & Bavappa (1981)
P. thwaitesii C.DC. 39 13 Samuel & Bavappa (1981)
P. trineuron Mig. 26 13 Samuel & Bavappa (1981)
P. unguiculatum R. & P. 26 13 Bedi et al. (1981)
P. zeylanicum Migq. 39 13 Samuel & Bavappa (1981)

Dasgupta e Datta (1976), estudaram 15 espécies de Piper. Os nimeros cromossdmicos
ocorreram em mdltiplos de 8, 11, 12, 13 e 14, onde 47,3% apresentaram x = 12 e 19,04% x =
13 cromossomos. Piper nigrum apresentou variagdo no nimero cromossémico bésico, sendo
encontrados 2n = 36, 48 e 60 cromossomos, indicando nimero basico x = 12 e 2n = 26, 52 e
104 cromossomos, apontando X = 13 como nimero basico. Na maioria das espécies do género
Piper o nimero bésico x = 12, embora maltiplos de x = 8 tenham sido encontrados em P. betle
(2n = 64). Jose e Sharmma (1985) estudaram oito espécies de Piper. Os autores verificaram
variacdo no nimero somatico de Piper de 2n = 24 a 195 cromossomos. Com excecao de P.
cubeba, que apresentou 2n = 24, todas as outras foram derivadas de x = 13. As variedades de
P. betle apresentaram variacdo numérica com 2n = 42, 52, 58, 78, 195, exibindo uma série
poliploide, sendo que a maioria apresentou 2n = 78. Samuel (1987) avaliou o numero
cromossdmico de 11 espécies de Piper e encontrou numero bésico de x = 13 para todas elas,
com o0 numero somatico variando de 2n = 26, 52 e 104. Samuel e Morawetz (1989) realizaram
um estudo da evolugdo cromossémica de trés géneros de Piperaceae (Piper, Peperomia e
Potomorphe). Dos géneros avaliados, Piper apresentou 0s menores cromossomos, de 0,70 a
3,50 pum e numero basico x = 13. As especies do género exibiram uma série poliploide com

nameros cromossdmicos variando de 2n = 26, 52, 65. Joseph (1999) realizou analise
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cariomorfométrica em trés espécies de Piper: P. magnificum T. (2n = 26), P. colubrinum L. (2n
= 26) e P. nigrum L. (2n = 52). As trés espécies apresentam cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos com tamanho relativamente pequeno, variando de 0,32 a 2,46 pum.

Nunes et al. (2007) analisou o caridtipo de duas espécies de Piper: P. aduncum e P.
hispidinervum, as quais apresentaram numero cromossdémico 2n = 24, indicando o nimero
basico x = 12. O complemento cromossémico das duas espécies possui morfologia
metacéntrica, com diferenca nos valores de comprimento total do lote haploide, que foi de 15,82
pum para P. aduncum e 16,59 um para P. hispidinervum. Goulart (2011) descreveu
caracteristicas citogenéticas e quantidade de DNA nuclear nas espécies P. aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum. Foi observado 2n = 26 em todas as espécies. Esse nimero
foi confirmado pela observacdo de 13 bivalentes na diacinese. A autora considera que a
diferenca de numero com o descrito por Nunes et al. (2007) pode estar relacionada a
variabilidade intraespecifica e que mais acessos devam ser avaliados para verificar a existéncias
de citétipos. As espécies diferiram com relagdo a quantidade de DNA, P. aduncum com 1,88
pg e P. hispidinervum com 2,10 pg, a morfologia dos cromossomos uma vez que a formula
cariotipica de P. aduncum foi 1sm + 12m e de P. hispidnervum foi 4sm + 9m e no tamanho dos
cromossomos, P. aduncum com 1,12 a 3,71 um e de 0,89 a 4,73 pm em P. hispidinervum. As
trés espécies apresentaram indice meidtico de cerca de 75% e diferiram quanto a viabilidade
polinica, sendo que P. affinis hispidinervum apresentou o menor valor (9,1%).

A quantificacdo de DNA para espécies de Piper ja havia sido realizada por Samuel,
Smith e Bennett (1986). A quantificacdo foi realizada por densitometria de Feulgen e a analise
dos nucleos foi em G2 (4C). Os autores verificaram uma variacdo no valor C de DNA nas
espécies diploides de P. apiculatum, D.C., P. cernuum Vel. e P. arboreum Aubl. com 2,43, 4,22
e 3,12 pg de DNA respectivamente. A variacdo nas espécies tetraploides P. nigrum L., P.
longum L., P. betle L., P. sylvestre Lam., P. argyrophyllum Mig. e P. ornatum N. E. Br. foi de
1,02, 0,68, 0,74, 0,98, 1,03, 0,83 pg de DNA respectivemente. A variedade octaploide de P.
nigrum apresentou 1,20 pg de DNA. Os autores relatam que a quantidade de DNA nas espécies
analisadas nem sempre acompanha a ploidia. Espécies silvestres diploides apresentam maior
guantidade de DNA que as espécies tetraploides cultivadas. De acordo com 0s autores, as

especies silvestres tendem a ter maior quantidade de DNA que as espécies cultivadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Foram avaliados trés acessos de P. aduncum, dois acessos de P. hispidinervum e um
acesso de P. affinis hispidinervum. Os acessos de P. aduncum sdo orinundos de Placido de
Castro-AC (A2000002), Rodrigues Alves-AC (A2060005) e Méancio Lima-AC (A2000005), os
acessos de P. hispidinervum séo oriundos de Brasiléia-AC (H679903) e Acre (H829902,
H1179904) e o acesso de P. affinis hispidinervum tem origem em Tarauaca-AC (H1389602,
H1459602 e H1419602). As sementes de todos os acessos foram doadas pela Embrapa Acre,
Rio Branco-AC, Brasil. As plantas obtidas a partir da germinacdo das sementes foram
cultivadas em casa de vegetacdo para obtencdo de folhas para extracdo de DNA e meristemas

radiculares para preparo de laminas.

3.2 Preparo das laminas

Pontas de raizes coletadas de plantas jovens foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina
2 mM por 3 h, a 20°C, lavadas em agua destilada gelada, fixadas em solucdo fixadora 3 metanol:
1 &cido acético e armazenadas a -20°C. A regido meristematica foi isolada e submetida a
digestdo da parede celular em solucdo enzimatica contendo celulase 4% / pectinase 2%, por
cercade 1 h e 15 min, a 37°C. As raizes digeridas foram lavadas com agua destilada gelada e
fixadas em solucdo 3 metanol: 1 acido acético e armazenadas a -20°C por pelo menos 24 h. Os
meristemas digeridos e fixados foram macerados sobre Iamina de vidro em solugéo fixadora

usando pincas de ponta ultrafina e secas a chama (DONG et al. 2001).

3.3 Bandeamento cromossémico fluorescente e analise cariotipica

O padréo de distribuicdo de regides ricas em GC e em AT foi revelado, respectivamente,
pelo bandeamanto com os fluorocromos Cromomicina A3 (CMA) e 4’,6-Diamidino-2-
fenilindole (DAPI), de acordo com protocolo de Guerra e Souza (2002), com adaptagdes.
Laminas foram armazenadas por sete dias a temperatura ambiente. Apos incubacdo em tampéo
Mcllvaine pH 7,0, por 20 min, as preparacdes foram incubadas por 1 h em solugédo contendo
CMA 0,5 mg/mL e MgCl; 2,5 M e lavadas com tamp&o Mcllvaine pH 7,0. As laminas foram
montadas em meio de montagem Vectashield contendo 1,5 pg/mL de DAPI. As laminas foram

avaliadas apds tres dias em microscopio de epifluorescéncia com comprimento de onda de
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excitacdo/emisséo 358/461 (DAPI) e 550/575 (CMA). As imagens foram capturadas usando
uma camera QImaging Remove o EXi CCD acoplado a um microscopio de fluorescéncia
Olympus BX 60 e o contraste final feito com o software de edicdo de imagens.

Pelo menos cinco metafases de cada acesso foram selecionadas para contagem, medicao
dos cromossomos e avaliagdo do padréo de bandeamento. Com base nas imagens obtidas, 0s
bragos curto e longo (SA e LA, respectivamente) dos cromossomos foram medidos usando o
programa Karyotype 2.0 (YU et al., 2018). Os comprimentos médios de BC e BL de cada
cromossomo foram obtidos a partir da medicao de cinco diferentes metafases de cada espécie
e foram usados para construir os ideogramas e estimar o comprimento total do cromossomo
(CT = BC + BL), o comprimento total do complemento haploide (CTLH = }'Lti), o indice
centromérico (IC = [BC/ (BC + BL] x 100). Os cromossomos foram classificados com base na
posicdo de centrdmero de acordo com Levan (1964). A assimetria cariotipica foi calculada
segundo Stebbins (1971).

3.4 Hibridacao in situ fluorescente (FISH) e genémica (GISH)

A FISH foi usada para localizar as sequéncias de DNAr 45S e 5S. Bactérias
transformadas com vetores contendo as sequéncias 45S (pTa7l) e 5S (pTa794) de trigo
(Triticum aestivum) foram cultivadas em meio LB contendo antibiético seletor ampicilina. A
partir de col6nias isoladas desta cultura, a cultura liquida e a extracdo do plasmideo foram feitas
usando o Mini Kit Plasmideo (Quiagen). As sondas 45S foram marcadas com biotina e as
sondas 5S com digoxigenina por meio da técnica de “nick translation”. Cada reacdo de
marcacgdo era composta por 1 ug de DNA sonda, tampao de reagdo (Tris HC1 0,5 M pH 7,5,
MgCl> 50 mM), nucleotideos (dATP, dCTP e dGTP em 0,5 mM cada), nucleotideo marcado
(dTTP 0,33 mM + 0,16 mM dUTP marcado), 0,02 U de ADNase | € 0,5 U de DNA Polimerase
I. A reacdo de marcacdo gerou fragmentos de 300 a 600pb que foram verificados em gel de
agarose 1%.

Para os experimentos de GISH, DNA gendmico (DNAg) de um acesso de cada espécie
foi extraido conforme protocolo de Doyle & Doyle (1987), com algumas modificagdes, para
producdo das sondas gendmicas. As sondas de P. aduncum e P. affinis hispidinervum foram
marcadas com digoxigenina e a sonda de P. hispidinervum com biotina por meio da técnica
"nick translation™ conforme descrito para marcacdo das sondas de DNAr. Os experimentos
envolveram hibridizagcbes com o proprio DNAg, hibridizacdes reciprocas e hibridizacéo

simultanea, conforme Figura 2.
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Figura 2. Combinac¢des de genoma e sonda gendmica em experimentos de hibridizacao in situ
gendmica (GISH) envolvendo Piper aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum.
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As preparagdes cromossOmicas foram tratadas com 100 pL de pepsina a 1% por 25 min
e, em seguida, com 100 pL de formaldeido a 4% por 15 min. Os cromossomos mitoticos foram
desnaturados com formamida 70% em 2x SSC por cerca de 1 min e 7 s a 85°C e desidratados
em série alcodlica a -20°C, por 5 minutos cada: 70%, 90% e 100% de etanol. A mistura de
hibridacdo (50% de formamida, 2x SSC, 10% de sulfato de dextran, 50-100 ng da sonda
marcada) foi desnaturada durante 8 min a 95 °C e resfriada em gelo durante pelo menos 5 min.
A mistura de hibridacao foi aplicada na preparacdo cromossémica, coberta com laminula de 22
x 40 mm, selada com adesivo de borracha e colocada em cadmara imida a 37°C, por 48 h.

A localizacdo das sondas de DNAr e das sondas gendmicas foi feita em laminas de dois
acessos de cada espécie. A deteccao das sondas foi feita com o uso dos anticorpos streptavidina
conjugada com alexafluor 488 e antidigoxigenina conjugada com rodamina (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) apo6s lavagens com tampéo 2x SSC e PBS. Os cromossomos
foram contracorados com DAPI (diamidinofenilindole) em meio de montagem “antifade”
VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). As imagens foram capturadas usando uma
camera QImaging Remove o EXi CCD acoplado a um microscépio de fluorescéncia Olympus
BX 60 e o contraste final feito com o software de edi¢cdo de imagens. Pelo menos cinco
metafases de cada acesso foram analisadas para determinar a distribuicdo das sequéncias 5S e
45S e 0 padréo de hibridizacdo genémica. Nas laminas de GISH, os segmentos cromossémicos
marcados pela sonda genémica (marcas GISH+) foram mensurados no software Karyotype 2.0
(YU et al.,, 2018) para avaliar a proporcdo de genoma hibridizado nas metafases. Os
cariogramas foram construidos com o software de edi¢do de imagens. A regido de hibridizacdo

das sondas foi definido conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Classificacdo das regides cromossomicas. cen, regido centromérica; p, proximal; ip,
intersticial-proximal; it, intersticial-terminal; t, terminal; wa, todo braco.

wa|t [it |[ip|p [cen| P 1p it t
' ]
Regions along chromosome

Fonte: Roa & Guerra (2012)
3.5 Quantificacdo do DNA por citometria de fluxo

Trés amostras de cada espécie foram quantificadas para estimar o conteido de DNA
nuclear. Tecido foliar jovem (20-30 mg) foi macerado juntamente com a mesma quantidade de
Pisum sativum (padréo interno de referéncia — Quantidade de DNA 2C = 9,09 pg) em placa de
Petri contendo 1 mL de tampé&o LBO1 gelado, para obtencéo da suspensdo nuclear (DOLEZEL,
1997). A suspensdo nuclear foi adicionado 15 pL de iodeto de propideo. Para cada amostra
foram quantificados pelo menos dez mil nucleos.

A analise foi realizada no citbmetro Facscalibur (Becton Dickinson).Os histogramas
foram obtidos no software Cell Quest e analisados no software WinMDI 2.9. O contetdo de
DNA nuclear das plantas foi estimado em picogramas (pg) por comparagdo com a posi¢éo do

pico G1 do padrdo interno de referéncia.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo cariotipica e tamanho do genoma

As trés espécies apresentaram 2n = 26 e divergiram quanto ao tamanho dos
cromossomos, comprimento total do complemento haploide e férmula cariotipica (Figura 4 e
Tabela 2). As formulas cariotipicas foram calculadas a partir de Levan (1964), onde pares
cromossémicos com indice centromérico maior que 37,5 sdo considerados metacéntricos
(Tabela 3). Os cromossomos de P. aduncum foram todos metacéntricos, medindo de 1,41 a 3,32
pum, sendo o comprimento médio dos cromossomos 2,09 um e o comprimento total do
complemento haploide de 27,24 pm (Figura 4A-B). Em P. hispidinervum, o comprimento
variou de 1,65 a 3,70 um, sendo o comprimento médio dos cromossomos 2,42 um e o
comprimento total do complemento haploide 31,49 um, com férmula cariotipica 11m + 2sm
(Figura 4C-D). Em P. affinis hispidinervum, o comprimento variou de 1,60 a 4,22 um, sendo o
comprimento médio dos cromossomos 2,52 um e o comprimento total do complemento

haploide 32,87 um com férmula cariotipica 10m + 3sm (Figura 4E-F).

Tabela 2. Numero somatico (2n), férmula cariotipica (FC), intervalo do tamanho
cromossémico (ITC), média do comprimento cromossémico (CCM) e comprimento total do
complemento haploide (CTCH) de P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum.

-~ CCM CTCH Valor C
Espécie 2n FC ITC (UM
P M) m) @m) oy
P. aduncum 26 13m 1,41-3,32 2,09 27,24° 2,06%
P. hispidinervum 26 1Im+2sm  1,65-3,70 2,42 31,492 2,142
P. affinis hispidinervum 26 10m+3sm 1,60 -4,22 2,52 32,878 1,992

* Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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Figura 4. Metafase (A, C, E) e ideograma e cariograma (B, D, F) de P. aduncum (A, B), P.
hispidinervum (C, D) e P. affinis hispidinervum (E, F). Cabecas de seta indicam a constri¢éo
secundaria. Barras em B, D e F de 10 pm.
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Com relacdo ao indice de assimetria cariotipica, P. aduncum foi classificada como 1B,

ou seja, a espécie apresentou alta simetria cariotipica, tendo 0s cromossomos com proporcdes
2:1 — 4:1 (BC/BL). Por outro lado, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum, foram
classificadas como 2B, ou seja, as espécies foram intermediarias com relagdo a simetria do
cariotipo, com 0,99 — 0,51 para os pares cromossémicos (proporg¢do 2:1) e com proporgoes 2:1
—4:1 para 0S Cromossomos.

Nas trés espécies foi observado no par cromossémico 1, duas constri¢es, formando trés
segmentos, uma constricdo primaria (centrdmero) na regido mediana e uma segunda terciaria
menor em tamanho e sem funcgdo conhecida, na regido do brago longo. Foi observado também
uma constri¢cdo secundaria na regido proximal do quarto cromossomo, formando um satélite

terminal linear (Figura 4).
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Tabela 3. Indice centromérico nos pares cromossémicos de P. aduncum, P. hispidinervum e P.
affinis hispidinervum.

indice centromérico

Par cromossomico P. aduncum P. hispidinervum P. affinis hispidinervum
1 39.24 (m) 43.82 (m) 32.34 (sm)
2 38.27 (m) 39.16 (m) 37.46 (sm)
3 42.59 (m) 39.62 (m) 38.10 (m)
4 40.87 (m) 37.17 (sm) 41.61 (m)
5 40.44 (m) 45.80 (m) 37.44 (sm)
6 43.98 (m) 43.06 (m) 39.01 (m)
7 41.50 (m) 37.11 (sm) 42.01 (m)
8 44.19 (m) 41.06 (m) 41.92 (m)
9 41.63 (m) 45.32 (m) 38.75 (M)
10 42.64 (m) 43.16 (m) 44.24 (m)
11 40.60 (m) 44.05 (m) 41.15 (m)
12 39.93 (m) 43.03 (m) 43.51 (m)
13 44.21 (m) 40.53 (m) 43.21 (m)

O valor C para P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum foi estimado,
respectivamente, em 1,03, 1,07 e 1,0 pg de DNA. O teste de médias Scott-Knott a 5% de
probabilidade revelou que nédo existe diferenca significativa para tamanho do genoma, que
corresponde a cerca de 1Gb para as trés espécies (Tabela 2).

O bandeamento DAPI revelou que nos cromossomos das trés espécies ndao foram
evidenciados blocos heterocromaticos ricos em adenina e timina, uma vez que a coloragao foi
uniforme. Por outro lado, o bandeamento CMA revelou uma banda CMA™ na regido proximal
do cromossomo 4, coincidente com a constrigdo secundaria, para as trés espécies (Figura 4).

A hibridizag&o in situ fluorescente foi utilizada para analisar o padrédo de distribuicao
dos sitios de DNAr 5S e 45S nos cromossomos das trés espécies estudadas (Figura 5). Foi
identificada uma marca DNAr 5S proximal no cromossomo 7 e uma marca DNAr 45S proximal
com heteromorfismo entre cromossomos homologos no cromossomo 4, ndo havendo diferenca
no numero ou posicdo de sinais de DNATr nas trés espécies (Figura 6). O DNAr 45S co-localiza
com a banda CMA™ na constrigdo secundaria do par cromossémico 4 nas trés espécies (Figuras
4 e 6).
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Figura 5. Metafases de P. aduncum (A, D, G, J), P. hispidinervum (B, E, H, K) e P. affinis
hispidinervum (C, F, I, L). Colocaracdo DAPI em azul (A-C), sitios de DNAr 5S em verde (D-
F) e 45S em vermelho (G-1) e sobreposicdo com cromossomos pseudocorados em cinza (J-L).

Barra de 10 pum.
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Figura 6. Cariograma de P. aduncum (A), P. hispidinervum (B) e P. affinis hispidinervum (C),
com localizagdo das sequéncias de DNAr 5S em vermelho e 45S em verde, e cromossomos
pseudocorados em cinza. Barra de 10 pm.

4.2 Afinidade genémica

Nas analises da GISH, o DNA gendmico (DNAg) de P. hispidinervum hibridizou
60,55% em seu préprio genoma e em 54,27% no genoma de P. aduncum. O DNAg de P.
aduncum ao ser hibridizado com seu proprio genoma obteve uma taxa de hibridizacdo de
60,92% e 58,98% no genoma de P. hispidinervum (Figura 7, Tabela 4).

O DNAg de P. affinis hispidinervum em seu proprio genoma gerou 58,12% de
hibridizacdo. Os DNAg de P. aduncum e P. hispidinervum produziram, respectivamente,
57,09% e 50,46% de hibridacdo no genoma de P. affinis hispidinervum. A hibridizacdo do
DNAg de P. affinis hispidinervum no genoma de P. aduncum obteve 58% e no genoma de P.
hispidinervum obteve 48,04% (Figura 7, Tabela 4).

Tabela 4. Proporcdo média e desvio padrdo (%) do DNA gendmico hibridizado em
cromossomos de P. aduncum (Pa), P. hispidinervum (Ph) e P. affinis hispidinervum, mediante
hibridizacéo in situ gendmica.

DNA gendmico
Metéafases _
P.aduncum  P. hispidinervum " &ffinis

P. aduncum +
hispidinervum  P. hispidinervum

P. aduncum 60,92 +1,92 58,98 + 1,07 58,00 £ 1,81 -
P. hispidinervum 54,27 + 1,04 60,55 + 0,60 48,04 £ 1,12 -

58,12 + 1,61
P. affinis hispidinervum 57,09 £ 1,91 50,46 + 1,77 58,98 + 1,33 (Pa) 54,27 + 1,07
(Ph) 52,35+ 1,34
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Figura 7. Cariogramas de espécies de Piper L submetidas a técnica de hibridizacédo in situ
gendémcia (GISH). Cromossomos de P. hispidinervum com sonda genOmica de P.
hispidinervum (A) e de P. aduncum (B); Cromossomos de P. aduncum com sonda genémica
de P. aduncum (C) e P. hispidinervum (D); Cromossmos de P. affinis hispidinervum e sonda
genémica P. affinis hispidinervum (E) e P. hispidinervum (F); Cromossomos de P.
hispidinervum e sonda genémica P. affinis hispidinervum (G), cromossomos de P. affinis
hispidinervum e sonda genémica P. aduncum (H), cromossomos de P. aduncum e sonda
gendémica P. affinis hispidinervum (I). Cromossomos contracorados com DAPI
(pseudocoloridos em cinza) e sondas genémicas em vermelho e verde. Barra de 10 pum.

O genoma de P. affinis hispidinervum ao ser hibridizado simultaneamente com DNAg
de P. aduncum e P. hispidinervum, como forma de blogueio mutuo, teve taxas de hibridizacdo
de 54,27% de P. aduncum, 52,35% de P. hispidinervum e 58,12% de P. aduncum + P.
hispidinervum (Tabela 4, Figura 8).

Em todas as hibridizacOes reciprocas realizadas, as bandas
centroméricas/pericentroméricas foram majoritarias, seguidas das intersticiais, terminais e
braco inteiro. O padrdo de hibridizacdo reciproco foi muito similar para as trés espécies.
(Figuras 7 e 8).
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Figura 8. Cariogramas de P. affinis hispidinervum submetida a técnica de hibridizacéo in situ
gendémcia (GISH) com sonda gendmica P. aduncum + P. hispidinervum (A); canal isolado da

sonda gendmica P. aduncum (B) e P. hispidinervum (C).
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo cariotipica e tamanho do genoma

Caracteristicas citogenéticas das espécies P. aduncum e P. hispidinervum ja foram
estudadas por Nunes et al. (2007) e Goulart (2011), onde foram encontrados 2n =24, x =12 e
2n = 26, x = 13, respectivamente. Os dados do presente trabalho concordam com Goulart
(2011), apresentando 2n = 26, x = 13, que confirmou a 0 nimero basico x = 13 pela formacéo
de treze bivalentes durante a anélise da diacinese na meiose. Concorda também com a maioria
dos estudos citogenéticos no género Piper, que reportam 0 nimero x = 13 como nimero basico
do género. A confirmacdo de 2n=26 para as trés espécies leva a hipdtese de que a contagem de
24 cromossomos por Nunes et al (2007) tenha sido equivocada em decorréncia do alto grau de
condensacéo e pouca individualizacdo dos cromossomos retratados nas imagens da publicacéo.

Ha grande divergéncia entre 0 numero somatico e nimero basico para as espécies de
Piper. Alguns autores descrevem o numero bésico como x = 12 (JOHANSEN, 1931; TIJO,
1948; YOSHIDA, 1960; JOSE & SHARMMA, 1985; VUISTELLA & SUBRAMANIAN,
1985; NUNES et al. 2007) outros como x = 13 (SHARMA, 1959; MARTIN & GREGORY,
1962; MATHEW, 1973;0NO, 1975; BEDI et al., 1981; SAMPATHKUMAR &
NAVANEETHAN, 1981; SAMUEL & BAVAPPA, 1981; JOSE & SHARMMA, 1985;
JOSEPH, 1999), ocorrendo até casos de x = 8 (SHARMA & BHATTACHARYYA, 1959;
DASGUPTA & DATTA, 1976; VUISTELLA & SUBRAMANIAN, 1985). Quanto ao nimero
de cromossomos a varia¢do € maior ainda indo de 24 em P. subpeltatum, P. longum, P.
futokazura, P. cubeba, a 195 cromossomos, em P. betle ( SHARMA; BHATTACHARYYA,
1959; SMITH, 1966; DASGUPTA; DATTA, 1976; BAl; SUBRAMANIAN, 1985; SAMUEL;
MORAWETZ, 1989; NUNES et al., 2007). Essa variacao de numero cromossdémico se da pela
ocorréncia de varios niveis de ploidia nas espécies, 2n, 3n, 4n, 6n, 8n, 10n.

O tamanho e a morfologia dos cromossomos também foram descritos pelas autoras
anteriores. Nunes et al. (2007) obtiveram o comprimento médio dos cromossomos para P.
aduncum e P. hispidinervum de 1,32 e 1,38 um, respectivamente, e ambas as espécies com
formulas cariotipica de 12m, ndo foram observadas constricdes secundarias ou terciarias no
trabalho, provavelmente devido ao alto nivel de condensagdo cromossdmica. Goulart (2011)
obteve o comprimento médio dos cromossomos para P. aduncum e P. hispidinervum 1,94 e
1,74 um, respectivamente, e as espécies diferiram quanto a férmula cariotipica, P. aduncum

com 1m + 12sm e P. hispidinervum 4m + 9sm, foi observada uma constricdo secundaria no par
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cromossdémico 5 de P. aduncum, porém ndo foram identificadas constrigdes terciarias. No
presente trabalho, foram encontradas médias cromossdémicas maiores quando comparadas com
ambas as autoras, P. aduncum com 2,09 um e P. hispidinervum com 2,42 um. Essa diferenca
pode ser explicada pelo padréo de condensacdo das metafases utilizadas para as mensuracgoes.
Nunes et al. (2007) utilizou como bloqueador colchicina 0,01%, durante 4 h, Goulart (2011) e
0 presente trabalho utilizaram 8-hidroxiquinoleina 2 mM, durante 3 h. A diferenca de
bloqueadores, que possuem diferentes formas de acéo e de tempo de blogueio geram niveis de
condensacdo cromossémica diferentes, alterando os resultados. Enquanto Goulart (2011) e o
presente trabalho possuem medias cromossdmicas de P. hispidinervum maior que P. aduncum,
o trabalho de Nunes et al. (2007) possui a média de P. aduncum maior que P. hispidinervum.
Outros trabalhos também relatam a ocorréncia de cromossomos pequenos em espécies de Piper,
apesar de haver variacdo nos tamanhos médios dos cromossomos (DASGRUPTA;
DATTA,1976; JOSEPH; JOSEPH; JOSE, 1999; JOSE; SHARMMA, 1985; NUNES et al.,
2007; SAMUEL; MORAWETZ,1989; SHARMA; BHATTACHARYYA, 1959).

A férmula cariotipica para P. aduncum e P. hispidinervum obtida de acordo com
critérios de Levan et al. (1964) é 13m e 11m + 2sm, respectivamente. Nunes et al. (2007),
usando esse mesmo critério, classificaram todos os cromossomos das duas espécies em
metacéntricos. Goulart (2011) utilizou a classificacdo de Guerra (1986) e descreveu formulas
cariotipicas diferentes: 1m + 12sm para P. aduncum e 4m + 9sm para P. hispidinervum. Os
dados do presente trabalho quando classificados da mesma forma obtiveram formula cariotipica
10m + 3sm e 7m + 6sm. Samuel e Morawetz (1989) identificaram, em nove espécies de Piper
estudadas, cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, mas sem fornecer informacoes
mais detalhadas do cariograma. Resultados semelhantes foram descritos para P. colubrinum (2n
= 13), P. magnificum (2n = 26) e P. nigrum (2n = 52) que apresentaram Cromossomaos
metacéntricos a submetacéntricos (JOSEPH, 1999). Essas diferencas nas férmulas cariotipicas
também podem estar relacionadas com o padrdo de condensacdo dos cromossomos, gerada
pelos diferentes bloqueadores e tempos de bloqueios usados.

A descrigdo do complemento cromossémico de P. affinis hispidinervum é inédita. A
espécie apresentou 0 mesmo ndmero cromossdmico de P. aduncum e P. hispidinervum (2n =
26) e formula cariotipica 12m + 1sm. Os tamanhos cromossomicos foram mais similares aos
de Piper hispidinervum, de cuja espécie nao se diferenciou com relacdo ao comprimento do
complemento haploide, sendo as duas com tamanho superior ao de P. aduncum.

As trés espécies possuem no cromossomo 1 duas constrigdes, uma constri¢do primaria

(centrdmero) e uma constri¢ao terciaria, sem funcdo conhecida, que dividem o0 cromossomo em
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trés segmentos. Essa morfologia do cromossomo 1, possuindo a constricdo terciaria, ja foi
descrito na familia Piperaceae em diversas espécies do género Piper e Peperomia: P. betle, P.
cubeba, P. longum, P. magniflcum, P. nigrum, Pep. argyreia, Pep. metallica, Pep. obtusifolia,
Pep. pelucida, Pep, magnoliaefolia e Pep. polybotrya (SHARMA; BHATTACHARYYA,
1959; DASGUPTA; DATTA, 1976; JOSE; SHARMA, 1985; JOSE; THOPPIL; MATHEW,
1992).

No cromossomo 4 ocorre uma constricdo secundaria heteromarfica nos cromossomos
homologos na regido proximal, formando um satélite terminal linear no cromossomo, satélite
que tem a forma de um segmento cromossdmico longo (HIREMATH; CHINNAPPA, 2015). A
constricdo secundaria formando um satélite ja foi descrito em Pep. argyreia, P. bettle, P.
nigrum e P. longum (DASGUPTA; DATTA, 1976).

Associado as caracteristicas cariotipicas, o conhecimento da quantidade de DNA
nuclear pode fornecer informagdes relevantes para o entendimento da evolugdo cariotipica e
para a taxonomia. A quantificagdo de DNA para espécies de Piper ja havia sido realizada por
Samuel, Smith e Bennett (1986). Os autores analisaram nove espécies de Piper e verificaram
uma varia¢do no valor C nas espécies diploides de 1,215 a 2,11 pg de DNA. Por meio de
citometria de fluxo, a determinagédo do valor C em P. aduncum (1,03 pg), P. hispidinervum
(1,07 pg) e P. affinis hispidinervum (0,995 pg), valores proximos aos descritos por Goulart
(2011) em P. aduncum (1,44 pg) e P. hispidinervum (1,05 pg). Apesar do valor C néo diferir
entre as espécies, o comprimento total do complemento haploide difere. O tamanho
cromossémico de P. affinis hispidinervum ser maior entre as trés espécies, ela é também a com
a menor quantidade de DNA (0,995 pg). Esse dado pode parecer contraditério, porém pode ser
explicado pelo fato de que tamanhos cromossdmicos sao influenciados pelo grau de
condensacgdo, enquanto que a citometria de fluxo é uma medida direta da quantidade de DNA
nuclear presente na célula (PENA; SANCHEZ-MOREIRAS, 2018).

No presente trabalho, o bandeamento DAPI revelou que nos cromossomos das trés
especies nao foram evidenciados blocos heterocromaticos ricos em adenina e timina, uma vez
que a coloragdo de todos os cromossomos se deu de forma uniforme. O bandeamento CMA
revelou uma banda CMAY, rica em citosina e guanina, na regido proximal do cromossomo 4,
coincidente com a constri¢do secundaria, para as trés espécies. A variabilidade de bandeamento
entre caridtipos é devido a diferencas no genoma, quanto mais distantes geneticamente as
espécies, maior chance de variabilidade das marcas. Essa similaridade no padrdo de
bandeamento é devido & proximidade genética das espécies e a taxa de evolugao cariotipica ser

proxima, significando que as espécies estdo evoluindo em conjunto, ndo gerando variabilidade
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entre as marcas. Somente um estudo utilizando bandeamento CMA/DAPI no género Piper foi
realizado anteriormente. Foysol et al. (2019) relataram diferentes padrdes de bandeamento
CMA* e DAPI" baseados em nimero, localizacdo e tamanho de bandas em trés espécies de
Piper nativas de Bangladesh, P. betle (2n = 68), P. longum (2n = 48), e P. retrofractum (2n =
72).

O ndmero e a localizacdo dos locos de DNAr 5S e 45S, descritos pela primeira vez para
essas espécies de Piper nesse trabalho, podem contribuir para a diferenciacdo de espécies e
inferéncias quanto a sua filogenia (ROA; GUERRA, 2012). Foi identificada uma marca DNAr
5S proximal no cromossomo 7 e uma marca DNAr 45S proximal com heteromorfismo no
cromossomo 4, ndo havendo diferenca no nimero ou posicdo de sinais de DNAr nas trés
espécies. O DNAr 45S se colocaliza com a banda CMA™ na constricdo secundaria do par
cromossémico 4 nas trés espécies. Guerra (2000) mostrou que sitios de DNAr 45S, foram
preferencialmente distribuidos nos bragos curtos e na regido subterminal na maioria das
espécies de plantas e animais. Em angiospermas, 69,9% dos sitios de DNAr se localizam no
braco curto e 50,1% dos sitios ocupam preferencialmente a posi¢édo terminal dos cromossomos,
tanto em cariotipos com sitio unico (36,8%) quanto em cari6tipos com maultiplos sitios (52,0%),
parecendo haver uma forte selecéo positiva favorecendo a localiza¢do dos sitios de DNAr 45S
na regido terminal (ROA; GUERRA, 2012). Dessa forma, a localizag¢do proximal do sitio de r

DNA 45S em Piper € uma posi¢do incomum em angiospermas.

5.2 Afinidade gendmica por GISH

As analises da GISH em Piper permitiram detectar e descrever o padrao de hibridizacao
das sondas de DNAg das espécies P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum em
GISH reciprocas. A partir disso, os padrGes de hibridizacdo nos cromossomos foram
classificados como regido centromérica, proximal, intersticial-proximal, intersticial-terminal,
terminal, bragco completo.

A hibridizagdo do DNAg de uma espécie em seu proprio genoma ndo gerou 100% de
hibridizacdo. Isso ocorre porque o DNA repetitivo nas espécies ndo estd distribuido
homogeneamente ao longo 0os cromossomos e sim concentrado em determinadas areas, onde as
sondas contendo 0 DNAg tendem a hibridizar. I1sso pode sugerir uma concentracdo muito alta
de diferentes familias de DNA repetivo nas regides centroméricas/pericentroméricas e

proximais, enquanto que o resto do cromossomo nao hibridiza distintamente com a sonda
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gendmica pois 0s blocos de DNA repetitivo podem néo ser grandes o suficiente para gerar sinal
visivel (MALUSZYNSKA; HASTEROK, 2005).

Em todas as espécies o padréo de hibridizacao centromérico/pericentromérico, proximal
teve predominancia, abrangendo 10 dos 13 cromossomos do complemento. Com a GISH, tem
sido observado que a marcagdo preferencial das regides centromérica e pericentromérica é
observada até mesmo em espécies com genomas pequenos, que possuem uma propor¢do
relativamente baixa de familias de DNA repetitivo, como em Oryza (LI et al., 2001),
Brachypodium (JENKINS et al., 2004), Brassica (MALUSZYNSKA; HASTEROK, 2005) e
Hibiscus (LAERE et al., 2010). Tais resultados indicam a homologia dos repeats da regido
centromérica entres as espécies e reforca a relacdo de parentesco. Outros estudos indicaram a
alta conservacao dessas sequéncias entre diferentes géneros da familia Poaceae, tais como
Secale, Hordeum, Festuca, Semiarundinaria, Arundo e Zea (BELYAYEV; RASKINA; NEVO,
2001).

Dois pares cromossomicos, 8 e 10, possuem marcagdes GISH+ em todo brago curto e
na regido intersticial-proximal do braco longo, em todas as hibridizacdes reciprocas nas trés
espécies. A grande proporcdo de hibridizacdo nesses cromossomos se deve ao fato de que a
maior por¢do do genoma de plantas (e eucariotos em geral) é formada por DNA repetitivo. Em
Poaceae essas sequéncias podem compor até 85% do genoma (FLAVELL et al., 1993;
SCHNABLE et al., 2009; LING et al., 2013). No cromossomo 3 foram observadas marcacoes
GISH+ nas regibes intersticiais-terminais, em todas as hibridizacGes reciprocas nas trés
espécies. Apesar de ser uma minoria nessa espécie isso ocorre, pois, essas regifes sdo
compostas por DNA repetitivo e sdo consideradas altamente conservadas em plantas
(WATSON; RIHA, 2010; ROA; GUERRA, 2015).

Apesar de o padrdo de hibridizacdo ser conservado entre as espécies, a taxa de
hibridizacdo entre sondas e genomas nas diferentes espécies foram diferentes. Essa
diferenciacéo de taxa de hibridizacdo ocorre por meio da diferenciacdo em grande escala no
genoma (passivel de ser observada em nivel cromossdmico) da frequéncia das vérias classes de
DNA repetitivo (LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012; BISCOTTI; OLMO;
HESLOP-HARRISON, 2015). Nesse contexto, é possivel que P. hispidinervum possua a maior
parte dos repeats que estdo presentes em larga escala em P. aduncum, mas que P. aduncum
tenha uma variedade maior que nao esta representada no genoma de P. hispidinervum. Quando
a sonda gendmica de P. affinis hispidinervum foi hibridizada com os genomas de P. aduncum
e P. hispidinervum, houve maior taxa de hibridizagdo no genoma de P. aduncum do que no

genoma de P. hispidinervum, indicando que P. aduncum possua a maior parte dos repeats que
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estdo presentes em larga escala em P. affinis hispidinervum. O mesmo ocorre para P. affinis
hispidinervum, que quando hibridizada com sondas de P. aduncum e P. hispidinervum obteve
diferentes niveis de hibridizacdo, indicando que P. aduncum possui maior partes dos repeats
que estdo presentes no genoma em P. affinis hispidinervum, e P. hispidinervum possui menor
parte dos repeats pois obteve menor taxa de hibridizagéo.

A hibridizacdo simultanea das sondas gendmicas de P. aduncum e P. hispidinervum no
genoma de P. affinis hispidinervum foi realizada utilizando as duas sondas competindo entre si.
Nos experimentos de GISH, um DNA competidor marcado pode ser utilizado para suprimir a
hibridacdo da sonda com sequéncias repetitivas comuns (KATO et al., 2005). Markova et al.
(2007) realizaram experimentos utilizando bloqueio em técnicas de GISH, e revelaram que, se
duas sondas genémicas sdo usadas simultaneamente para GISH, a sonda que é totalmente
homologa aos cromossomos do respectivo genitor funciona como um DNA supressor. A técnica
de GISH quando realizada usando duas sondas genémicas diferentes simultaneamente, néo sé
fornece alta resolucéo na discriminagdo entre os cromossomos de diferentes genomas em uma
espécie alopoliploide, mas também oferece uma oportunidade para estudar o grau de
diferenciacdo entre os dois genomas. Mesmo com baixo nivel de estringéncia, a GISH
multicolorida produz um 6timo resultado. Aumentar a rigidez da estringéncia aumenta ainda
mais o poder da técnica (LI et al., 2001).

Como resultado do presente trabalho, a hibridizacdo simultanea de sondas gendmicas
de P. aduncum e P. hispidinervum no genoma de P. affinis hispidinervum gerou taxas e padrdes
de hibridizacdo similares, com pequenas diferencas nas taxas de hibridizacdo gerada por
frequéncia de repeats especificos de cada espécie. P. aduncum com maior taxa que P.
hispidinervum, demostrando que P. aduncum possui maior amplificacdo de repeats com P.
affinis hispidinervum, ou seja, possui familias de repeats que séo exclusivas de P. aduncum e
P. affinis hispidinervum, a maior parte das hibridizacbes gerou sobreposi¢do das sondas
(amarelo), indicando que sdo iguais, porém é possivel visualizar nas extremidades sutis se¢des
marcados em vermelho que correspondem a sonda genémica de P. aduncum e em verde que
correspondem a P. hispidinervum, sendo que existem mais se¢des em vermelho que em verde,
confirmando a existéncia da maior homologia de P. aduncum ao genoma de P. affinis
hispidinervum.

Os resultados da GISH no presente trabalho sdo contrarios aos resultados dos
experimentos de Wadt et al. (2004), que por meio de andlise de diversidade genética do Banco
Ativo de Germoplasma de Piper da Embrapa Acre, utilizando marcadores moleculares RAPD,

consideraram P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum mais proximas, enquanto que a
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similaridade gendmica indica maior similaridade entre P. aduncum e P. affinis hispidinervum.
Essa diferenca entre os resultados pode ser gerada pois marcadores moleculares RAPD geram
bandas por meio da amplificacdo aleatéria do genoma. Esse tipo de marcador também é
dominante e por isso ndo é capaz de diferenciar homozigotos dominantes e heterozigotos, por
esse motivo, o polimorfismo é subestimado como mostrado em estudos com bancos
germoplasma de soja (POWELL et al., 1996), batata (MCGREGOR et al., 2000) e capim-dos-
pomares (COSTA et al., 2016), por meio da comparacdo de varios tipos de marcadores
moleculares. Em todos os estudos, os marcadores RAPD obtinham baixa reprodutibilidade,
geravam porcentagens de polimorfismo menores quando comparadas com 0S outros
marcadores estudados e, por vezes, geravam arvores filogenéticas diferentes. Porém o principal
motivo € o estudo de diferentes partes do genoma, o RAPD amplifica de forma aleatoria todo
0 genoma, enquanto a técnica de GISH mostra a fracdo repetitiva em comum por meio da
afinidade entre os genomas da sonda genémica e da metafase.

As trés espécies estudadas sdo muito similares citogeneticamente por possuirem o
mesmo ndmero cromossdémico, tamanho e morfologia cromossomica e quantidade de DNA
nuclear semelhantes, padrdo de bandeamento CMA/DAPI e numero e posicao de sinais DNAr
5Se 45S conservados. Os padrdes e taxas de hibridizacdo resultantes da GISH foram muito
similares, demonstrando que se tratam de espécies muito préximas geneticamente, ndao sendo
possivel confirmar a hip6tese de que P. affinis hispidinervum seja um hibrido entre P. aduncum
e P. hispidinervum. Por isso, ndo foi possivel distinguir as espécies do ponto de vista
cariotipico, sendo possivel que sejam somente uma espécie composta por trés quimiotipos que
produzem compostos diferentes em seus 6leos essenciais devido aos seus diferentes locais de

origem.

6 CONCLUSAO
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Do ponto de vista cariotipico, os taxons P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis

hispidinervum sdo muito similares ndo sendo possivel uma separacéo clara entre elas.
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