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RESUMO GERAL

O género Piper se configura em um dos maiores em numero de espécies, sendo Piper
nigrum L. a representante com maior importancia econémica. Porém, ha fatores que
preocupando os pipericultores € que limitam a produtividade da cultura, dentre os quais se
destaca a doenga fungica fusariose. Com o programa de melhoramento genético da
pimenteira-do-reino em andamento, as espécies do género Piper, nativas da Amazonia,
apresentam-se como importantes fontes de resisténcia/tolerancia a fusariose, havendo
necessidade de caracterizagdo destas espécies. Estudos citogenéticos sdo essenciais na
determina¢ao dos individuos que devem ser envolvidos em cruzamentos controlados para
obtencdo de caracteristicas desejaveis. O objetivo deste estudo foi caracterizar
citogeneticamente espécies do género Piper para dar suporte ao programa de
melhoramento genético da pimenteira-do-reino. As espécies estudadas foram P
tuberculatum, P. attenuatum, P. hispidum, P. colubrinum, P. arboreum, P. alatipetiolatum,
P. divaricatum e cultivares de P. nigrum. Cromossomos metafasicos foram obtidos apds o
pré-tratamento das pontas de raizes dos genotipos com 8-hidroxiquinolina a 300 ppm por
4h e fixados em solu¢do de Carnoy e conservadas a -4 °C. Para contagem do namero
cromossdmico as pontas de raizes foram coradas através da técnica Feulge e a
quantifica¢do do conteudo de DNA foi determinada por citometria de fluxo. Para a analise
da variabilidade no niimero, tamanho e posi¢do dos sitios de rDNA 458 ¢ 5S por meio da
FISH, adaptou-se o protocolo utilizado no Laboratorio de Citogenomica ¢ Epigenética da
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, Sdao Paulo, para FISH o qual se
baseia em Schwarzacher; Heslop-Harrison (2000). Houve variagdo no nimero de
cromossomos das espécies nativas, distingdo no nimero basico e no nivel de ploidia de P.
colubrinum 2n = 2x = 26, P. arboreum 2n = 4x = 48, P. alatipetiolatum 2n = 38 e P.
divaricatum 2n = 6x = 54. Para P. tuberculatum, P. attenuatum, P. hispidum estas
variaveis precisam ser elucidados. As cultivares estudadas de P. migrum apresentam o
mesmo numero de cromossomos (2n = 4X = 52). O conteudo de DNA entre as espécies
variou de 0,91 a 3,29 pg. A partir de ajustes no protocolo para FISH ¢ possivel localizar

sitios de rDNA 458 e 5S em espécies do género Piper.

Palavras-chave: Citometria de fluxo. Citogenética. FISH. Melhoramento genético.

Piperaceae.



ABSTRACT

The Piper genus is one of the largest in number of species, being Piper nigrum L. the most
economically important representative. However, there are factors worrying black pepper
growers and limiting the culture productivity, among which the fungal disease fusariosis
deserves a highlight. Due to the ongoing black pepper plant breeding program, native
Amazonian species of the Piper genus, are presented as important sources of fusariosis
resistance/tolerance and there is a need to characterize them. Cytogenetic studies as
essential in the determination of individuals that should be involved in controlled crossings
for obtaining desirable traits. The aim of this work was to cytogenetically characterize
species of the Piper genus in order to provide support for the black pepper plant breeding
program. The studied species were P. tuberculatum, P. attenuatum, P. hispidum, P.
colubrinum, P. arboreum, P. alatipetiolatum, P. divaricatum and cultivars of P. nigrum.
Metaphasic chromosomes were obtained after the pretreatment of root tips from the
genotypes with 8-hydroxyquinoline at 300 ppm for 4h, fixation in Carnoy solution and
conservation at -4 °C. For counting the chromosome number, the root tips were stained by
the Feulge technique and the quantification of DNA content was determined by flow
cytometry. For the variability analysis in the number, size and position of the 45S and 5S
rDNA sites by FISH, the protocol used in the Cytogenomics and Epigenetics Laboratory of
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, Sdo Paulo, was adapted for
the FISH, which is based in Schwarzacher; Heslop-Harrison (2000). There was variation in
the chromosome number of native species, distinction in the basic number and in the
ploidy level of P. colubrinum 2n = 2x = 26, P. arboreum 2n = 4x = 48, P. alatipetiolatum
2n = 38 and P. divaricatum 2n = 6x = 54. For P. tuberculatum, P. attenuatum and P.
hispidum, these variables still need further elucidation. The investigated P. nigrum
cultivars presented the same chromosome number (2n = 4X = 52). The DNA content
between species varied from 0.91 to 3.29 pg. From adjustments in the FISH protocol it is

possible to localize 45S and 5S rDNA sites in species of the Piper genus.

Keywords: Flow cytometry. Cytogenetics. FISH. Plant breeding. Piperaceae.



1 CONTEXTUALIZACAO

A biodiversidade brasileira ¢ a maior do mundo, estima-se que 9,5% do total
mundial de espécies sejam brasileiras, correspondendo a 1,8 milhdes de espécies, com uma
biota de cerca de 210 mil espécies conhecidas (LEWINSOHN; PRADO, 2005). A flora do
Brasil é uma importante fonte de substancias biologicamente ativas (OLIVEIRA et al.,
2006) que apresentam um importante potencial para o desenvolvimento socioeconémico
do pais. Neste sentido, os recursos naturais existentes na Regido Amazonica tornam-se
conhecidos gradativamente 4 medida que as pesquisas cientificas se intensificam e os
resultados sdo disponibilizados para a sociedade.

Em meio as espécies produtoras e biologicamente ativas, com importancia
socioecondmica, destacam-se as do género Piper, mais especificamente as espécies nativas
da Amazoénia. Este género apresenta bom potencial comercial, devido a produgao de dleos
essenciais utilizados pela industria farmacéutica, na produgdo de perfumes e cosméticos,
pelo potencial para a industria de quimica fina, na fabrica¢@o de inseticidas e na utilizacdo
como fungicida no controle de doengas em plantas (LUZ et al., 2003). Outra espécie deste
género que se destaca no cendrio econdmico € a espécie de origem indiana, P. nigrum L.,
mais conhecida como pimenteira-do-reino, cujo fruto € utilizado como condimento
alimentar, sendo esta especiaria a mais difundida no mundo.

Devido a expansido da pipericultura no Estado do Pard, alguns fatores podem ter
contribuido para o aparecimento de problemas fitossanitarios nas areas de cultivo, tanto em
plantios homogéneos em larga escala como em monocultivos os quais cooperam para o
aparecimento de doengas. Dentre as doencas que comprometem a produtividade da
pimenteira-do-reino e os volumes das exportagdes do seu produto, pode-se citar a fusariose
causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis presente no solo.

Por estas razdes, de acordo com Silva et al., (2011), nos ultimos anos a vida util da
lavoura tem sido reduzida de 15 para 6 anos. Para Lemos et al., (2011), a vulnerabilidade
genética das cultivares de pimenteira-do-reino a doenca ¢ a rapida disseminagdo do
patogeno tém contribuido para o agravamento do quadro produtivo da cultura tornando-se
importante buscar novas fontes de variabilidade genética a fim de serem utilizadas no
programa de melhoramento genético desta cultura. Embora haja materiais de diferentes
origens no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de pimenteira-do-reino da Embrapa

Amazonia Oriental, Belém, PA, o unico do Brasil, a variabilidade genética entre esses



materiais é muito estreita e todos os acessos tém apresentado suscetibilidade a doenga
fusariose.

Neste contexto, o enriqguecimento do BAG de pimenteira-do-reino faz-se necessario
para disponibilizar maior fonte de variabilidade genética dentro do género Piper, tanto para
a conserva¢io como para a implantacio de programas de melhoramento genético. No
entanto, ha entraves que dificultam a introdug@o de material genético do centro de origem
da pimenteira-do-reino. Por este motivo, métodos convencionais como a polinizagdo
controlada para geragio de hibridos, a microenxertia para o uso na conservagdo de
germoplasma, ou métodos ndo convencionais como os estudos de citogenética basica e
molecular para dar suporte a escolha de parentais para o programa de cruzamento, 0s
marcadores moleculares do tipo microssatélites para estudos de diversidade genética
podem ser utilizados como base para ampliar essa estreita variabilidade genética.

Visando conhecer a informagdo genética de um BAG, ¢ necessario um esforgo
intensivo de coleta e caracteriza¢do detalhada dos acessos. Desse modo, caracterizar
espécies do género Piper usando atributos morfolégicos, bioquimicos, citologicos,
genéticos € moleculares € indispensavel para utilizagdo das espécies de interesse em
programas de melhoramento genético.

A analise cromossomica tem sido um campo estimulante da citologia e da gen¢tica,
apresentando relagdo entre estudos taxondmicos e evolutivos, bem como no melhoramento
genético e na caracterizagao de germoplasma (BRAMMER et al., 2007). Portanto, a
citogenética tem o intuito de analisar a estrutura dos cromossomos, fornecendo
informagOes sobre as peculiaridades das espécies, proporcionando conhecimento em
relagdo a organizac¢do genomica. Segundo Shi et al., (1996), a citogenética € indispensavel
para a contagem do nimero de cromossémico, observagdao da morfologia de cromossomos
mitoticos e meidticos, estabelecimento de padrdes caridtipos e andlise do comportamento
meiotico de hibridos intraespecificos e interespecificos.

Para Guerra (2008), a contagem do numero de cromossomos € uma tarefa
relativamente facil e que produz dados confidveis em relagdo a esta caracteristica das
espécies. Este conhecimento € Gtil na sistematica e evolugdo das plantas, complementando
dados morfologicos e moleculares, por detectar variacdes de ploidia e outras alteragoes
importantes no genoma que nem sempre sao visiveis por outras abordagens.

A familia Piperaceae pertence a um grupo taxonémico que apresenta problemas

com relagdo a elucidagdo da taxonomia e filogenia de suas espécies. Neste sentido, os
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estudos citogenéticos tém sido reconhecidos como importantes colaboradores no
esclarecimento destas questdes (MATHEW et al., 1999). Contudo, os poucos estudos
direcionados para espécies do género Piper revelam uma ampla variagdo de numero
cromossomico entre espécies e até mesmo dentro da mesma espécie (GOULART, 2011).

Além da importancia da citogenética classica para caracterizacdo de espécies, a
citogenética molecular através da hibridiza¢do in situ (HIS), ou com a utilizagdo dos
fluorocromos, hibrida¢ao in situ fluorescente (FISH), passou a ganhar espago e atualmente,
o0s protocolos usam sondas que apresentam vantagens como alta resolu¢do, menor tempo
de processamento, estabilidade e riscos menores na manipulagdo. Os protocolos baseados
na hibridagdo in situ auxiliam na detecgdo de diferentes alvos na mesma célula por meio do
uso de duas ou mais sondas marcadas diferencialmente (BRAMMER et al., 2007).

Desse modo, a analise citogenética pode subsidiar o programa de melhoramento
genético da pimenteira-do-reino, auxiliando na caracterizagdo genoémica tanto de espécies
de Piper nativas da Amazonia quanto de cultivares de P. nigrum L. Portanto, as hipoteses
desta tese sdo: a) Ha diferenca citogenética no género Piper, em espécies nativas da
Amazonia e cultivares de Piper nigrum; b) Ha possibilidade de adaptagdo do protocolo de
hibridagao in situ fluorescente para distribui¢do de sitios de rDNA 458 e 5S em espécies
género Piper.

Por conseguinte, o objetivo geral foi caracterizar citogeneticamente espécies do
género Piper para dar suporte ao programa de melhoramento genético da pimenteira-do-
reino. Sendo os objetivos especificos os seguintes: a) estabelecer o conteido gendmico e
numero de cromossomos de espécies do género Piper, nativas da Amazonia e de cultivares
de Piper nigrum L.; b) Adaptar o protocolo de hibridacdo in situ para andlise das

distribuigdes de sitios de rDNA 45S e5S em espécies do género Piper.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais de espécies do género Piper com potencial para o melhoramento

genético da pimenteira-do-reino

2.1.1 O género Piper

O género Piper, o maior da familia Piperaceae, abrange em torno de 2000 espécies
as quais se encontram distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do velho € novo
mundo. Esse género tornou-se especialmente conhecido por duas especies asiaticas: Piper
nigrum L. conhecida vulgarmente como pimenta-do-reino e Piper bettle L., ambas
consideradas de importancia economica (JARAMILLO; MANOS, 2001). No territorio
brasileiro é possivel encontrar cerca de 450 destas espécies, dentre as quais 300 estdo na
regido Amazonica e 150 na regido sudeste do Brasil (JARAMILLO; MANOS, 2001;
QUIJANO-ABRIL et al., 2006). Descritas, no Brasil, existem cerca de 80 espécies de
Piper e a regiao norte apresenta o maior nimero (EHRINGHAUS, 1997). Contudo, o
numero de espécies brasileiras do género ¢ contraditério para muitos pesquisadores, devido
a grande dificuldade na delimitagdo de alguns taxons que sdo muito semelhantes
(GOULART, 2011).

As espécies apresentam folhas alternadas de coloragdo verde escuro, pecioladas,
com formas e tamanhos variados. As flores sao de coloragao esbranquicada, aperiantadas,
densamente congestas ou laxas, frutos do tipo drupas de forma variavel, com pericarpo
pouco espesso € sementes de tamanho diminuto (GUIMARAES; MONTEIRO, 2006). As
espiguetas sdo predominantemente hermafroditas e, de modo geral, apresentam o
fendmeno da protoginia que ¢ o amadurecimento dos 6rgdos femininos ou o estado de
receptividade do estigma anterior ao amadurecimento dos oOrgdos masculinos ou a
viabilidade do polen (NASCIMENTO; VILHENA, 1999). A combinagdo de caracteres
vegetativos ¢ reprodutivos facilita sua identifica¢do, porém as suas flores aparentemente
detém diferencas que podem dificultar a classificagdo infragenérica das espécies
(JARAMILLO; MANOS, 2001).

Ha um grande numero de espécies de Piper nativas da Amazoénia (Figura 1) que
apresentam como caracteristicas um bom rendimento em 6leo essencial. Os metabolitos

secundarios podem ser utilizados como matéria-prima na induastria de quimica fina



podendo ser aplicados como perfumes, fragrancias e cosméticos, na inddstria de
medicamentos, na medicina popular, além do uso mais recente em estudos contra fungos

fitopatogénicos (MAIA; ANDRADE, 2009).

D F

E

Figura 1. Espécies de Piper nativa da Amazénia Oriental. A - Piper alatipetiolatum Yuncker.
B - Piper arboreum Aubl. var. arboreum. C - Piper colubrinum (Link ex Kunth) Link ex C.
DC. D - Piper divaricatum G. Mey. E - Piper hispidum Sw. F - Piper tuberculatum Jacq. var.
tuberculatum. Fotos: ANDRADE et al., (2009).

Para especialistas em taxonomia de plantas, o género Piper € considerado como
modelo para estudos de evolugdo, plantas desse género sdo consideradas basais dentro da
escala evolutiva das angiospermas. A APG - Angiosperm Philogeny Group compila
trabalhos em botanica com diversas categorias de plantas e os resultados mais recentes de
sistematica das angiospermas para propor classificagdes robustas. Para o género Piper a
morfologia de pegas vegetativas e a biologia reprodutiva tém sido as principais
caracteristicas para descri¢do de espécies e para estabelecimento da taxonomia do género e
mais recentemente marcas moleculares tém sido utilizadas para dar suporte para

classificacdo desse género entre estes, marcadores ITS (espagadores transcritos internos)
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do DNA ribossomal nuclear, regides nucleares (g3pd) e regides cloroplastidiais; espago
intergénico trnl trnF, introns psbJ-petA, trnL, tem estabelecidos diferentes relagdes para o
grupo (CALLEJAS, 1986; JARAMILLO: MANOS, 2001; JARAMILLO et al., 2008;
SMITH et al., 2008).

Estudos de filogenia utilizando o espago interno transcrito do DNA ribossomico
(ITS) e intron trnL , desenvolvidos por Menezes (2011), evidenciaram, pela andlise de
Distancia, Maxima Verossimilhan¢a e Inferéncia Bayesiana, arvores filogenéticas com
topologias congruentes. Nas arvores geradas com dados ITS, dois grandes clados distintos
podem ser claramente observados em todos os métodos utilizados, com forte sustentagdo
de bootstrap e as espécies da regido amazoénica aparecem dentro do grande grupo
Neotropico em oposi¢ao ao grupo Paleotropico representado pelas espécies asiaticas.

Espécies de Piper sao objeto de trabalhos de Andrade et al., (2009), que tem
concentrado esfor¢os em estudos fitoquimicos de P. divaricatum e P. colubrinum, que sdo
consideradas também no presente trabalho. Esta tltima utilizada nos primeiros trabalhos
dos programas de melhoramento genético envolvendo a pimenta-do-reino (Piper nigrum
L.). As espécies P. divaricatum e P. colubrinum, sdo extremamente semelhantes
morfologicamente possuindo uma diferenca quase imperceptivel levando a erros de
identificagdo botanica, mesmo quando feita por especialistas que estudam a familia
Piperaceae. Devido a importancia econdémica potencial de P. divaricatum e P.
columbrinum pela producdao do oleo essencial, as espécies em questdo tém gerado
trabalhos que tentam esclarecer sobre diversas caracteristicas das espécies e

consequentemente sobre o posicionamento taxonémico.

2.1.2 A cultura da pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.)

A historia das especiarias € muito bem entrelacada com a historia da humanidade,
sendo que dentre todas as espécies utilizadas como condimentos, a pimenteira-do-reino
(Piper nigrum L.) é predominante. Ela também ¢ chamada de “rei” das especiarias e ¢ uma
das mais antigas conhecidas pela humanidade (NAIR, 2011). Geralmente usada na
culinaria de diversos paises como aditivo para incrementar o sabor aos alimentos em
diferentes preparagdes, pois possui um oleo volatil que proporciona sabor forte e
levemente picante, proveniente de um composto quimico. o alcaloide piperina o qual é

responsavel pelo seu aroma intenso (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005).



Trata-se de uma planta (Figura 2A) autogama cuja floragdo, nas condig¢des
climaticas da Amazonia, ocorre de novembro a abril, na estagdo de maior ocorréncia de
chuvas. Sua inflorescéncia apresenta de 70 a 100 floretas hermafroditas as quais dado
origem a frutos em uma espiga pendulosa de 5 a 20 cm de comprimento (Figura 2B); trata-
se de uma planta didica com dois estames dispostos lateralmente ao ovario € ao estigma
(POLTRONIERI et al., 1999). Predominantemente sdo autopolinizadas e a dispersdo de
polen ¢ auxiliada por gotas de chuva ou orvalho e também por geitonogamia, ocasionando
a formagdo do fruto apos seis meses de poliniza¢ao (NAIR, 2004).

A pimenteira-do-reino € uma cultura genuinamente de exportacdo, além de sua
importancia econdmica, a pipericultura tem importancia social no cenario brasileiro, pois
trata-se de um cultivo gerador de renda e atrativo de mdo-de-obra para o campo (Figura
2C), diminuindo o éxodo rural para os grandes centros urbanos, uma vez que o cultivo gera
cerca de 80 mil empregos no periodo da safra originando uma renda de mais de 50 milhdes
de dolares por ano (LEMOS et al., 2011). Duarte (2004) descreveu a pimenteira-do-reino
como um banco verde devido este produto ser usado pelo agricultor para aumentar a renda
familiar em decorréncia do alto prego alcangado no mercado doméstico e internacional.

Em 2015, a produ¢do mundial de pimenta-do-reino foi de 404,405 milhdes de
toneladas, sendo o Brasil o quarto maior produtor (IPC, 2016). A produgdo brasileira em
2015 foide 51.739 toneladas tendo o Para contribuido com 32.414 toneladas (IBGE, 2016)
mantendo-o em primeiro lugar no ranking dos Estados brasileiros produtores desta
especiaria.

As condigdes edafoclimaticas do Estado do Para sdo favoraveis ao desenvolvimento
da pipericultura (BARBOSA, 2002). Em diversos tipos de solo a pimenteira-do-reino se
adapta, portanto os solos amazonicos prestam-se ao seu cultivo com obtengdo de bons
resultados, tendo em vista que, sem considerar os aspectos nutricionais da planta, a sua
maior exigéncia ¢ quanto as propriedades fisicas, consideradas como boas na maioria

destes (BAENA: RODRIGUES, 2005).
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Figura 2. Fase produtiva de Piper nigrum L. A- Amadurecimento das espigas. B-
Detalhe do fruto maduro. C- Mao-de-obra em época de colheita.

De acordo com dados do IBGE (2016), o Estado do Para tem a maior 4rea colhida
(22.105 ha) entre os Estados produtores, contudo a produtividade atual é baixa por alguns
fatores dentre os quais se destaca a doenga fusariose causada pelo fungo Fusarium solani f.
sp. piperis que ocorre a nivel epidémico nas dreas de produgdo. Segundo Fischer et al.,
(2010) a doenga destroi o sistema radicular, o que provoca sérios prejuizos econdmicos. A
vulnerabilidade das cultivares de pimenteira-do-reino ao ataque do patégeno causador da

fusariose e sua rapida disseminagdo em plantas provenientes da mesma base genética tém



21

contribuido para o agravamento da doenca a qual tem dizimado grandes areas de cultivo ¢
reduzido o ciclo da cultura de 15 a 20 anos para menos de oito anos (LEMOS et al., 2011).

Segundo Tremacoldi (2011), a infecgdo radicular ocorre durante o periodo chuvoso,
sendo favordvel a multiplicagdo do patdgeno e ao avango da colonizag¢do nos tecidos das
raizes da planta contaminada, provocando a disseminagdo nas plantas vizinhas. A doenga
geralmente inicia-se nas raizes mais jovens e raizes secundarias em pimenteiras-do-reino
com idade acima de dois anos. Os primeiros sintomas consistem no amarelecimento das
folhas ¢ @ medida que o fungo avanga na infecgdo provoca a obstru¢do dos vasos
condutores e escurecimento das raizes e da base do caule.

Dentre as estratégias para o controle da doenga fusariose, a aplica¢do de fungicidas
em estacas para formagdo de mudas tem sido tradicionalmente recomendada. Porém, a
eficiéncia biologica e econdmica do controle quimico € limitada, podendo causar, ainda,
prejuizos ao ambiente. A aplicagdo de materiais organicos ao solo pode ser considerada
como uma alternativa de controle dessa doenca (BENCHIMOL et al., 2006). Um dos mais
recentes ¢ a metodologia para o controle alternativo ainda na fase de produgao de mudas, a
partir da utilizagdo de folhas de nim indiano (Azadirachta indica A. Juss.) incorporadas ao
solo onde as mudas crescem e permite que estas sejam transplantadas para o campo

totalmente livres da doenga (TREMACOLDI, 2011).

2.1.3 Espécies de Piper como fonte de resisténcia a Fusariose

Desde quando as plantas de pimenteira-do-reino comegaram as ser observadas
como hospedeiras do fungo Fusarium solani f. sp. piperis no Estado do Para e a
desenvolver a doenga, as espécies de Piper nativa da Amazénia passaram a ser
consideradas como fonte alternativa para minimizar as perdas de produgdo de pimenteira-
do-reino (ALBUQUERQUE, 1961) uma vez que algumas destas espécies nativas do
género Piper, tém apresentado resisténcia e/ou tolerdncia a fusariose, tais como P.
aduncum Linn., P. colubrinum Link., P. tuberculatum Jacq., P. hispidinervium C. D. C. e
P. hispidum Sw., que podem ser utilizadas como fonte de resisténcia a esta doenga desde
que a base genética e os genes de resisténcia dessas espécies sejam estudados
(POLTRONIERI et. al., 1999).

Testes de resisténcia utilizando mudas de Piper nigrum L., Piper peltatum L. e

Piper colubrinum Link., inoculandas na regido do caule com esporos de Phytophthora



palmivora e Fusarium solani f. sp. piperis, apesar dos ferimentos, indicaram/mostraram
que a unica espécie que desenvolveu a doenga foi P. nigrum L. (ALBUQUERQUIE. 1966).
A resisténcia a fusariose das espécies nativas de Piper pode estar associada ao fato de que
espécies deste género sdo excelentes produtoras de oleos essenciais com propriedades
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatorias e antifingicas (ALMEIDA et al., 2007).

Zacaroni et al., (2009) na busca por produtos naturais para atuar como fungicidas
no controle de doencas de plantas que afetam diversas culturas, avaliaram o efeito
fungitoxico de Oleos essenciais produzidos por Piper hispidinervum sobre alguns
fitopatogenos, como o Fusarium oxysporum cubensis, utilizando a concentracdo de 1000
ug mL" de 6leo essencial que inibiu totalmente o crescimento do fungo. Poltronieri et
al., (1997) produziram mudas de pimenta longa (Piper hispidinervium C. DC.) inoculadas
com quatro isolados virulentos de Fusarium solani f. sp. piperis, observaram que esta
espécie ndo apresentou sintomas de fusariose durante o periodo de cinquenta dias,
enquanto que plantas de Piper nigrum L., submetidas as mesmas condigdes, morreram ao
final de vinte dias.

Com o intuito de detectar novas fontes de resisténcia entre diferentes espécies de
Piper nativas da Amazonia, Albuquerque et al., (2001) trabalharam com P. aduncum L., P.
arboreum Aublet, P. carniconnectivum C. DC., P. colubrinum Link., P. hispidinervium C.
DC., P. hispidum S.W., P. hostmannianum (Miq) C. DC., P. sp., P. tuberculatum Jacq., €
cultivares de P. nigrum L.(Guajarina e Kottanadan), e obtiveram resultados satisfatorios
quanto a resisténcia das Piper nativas ao serem cultivadas em solos com isolados de
Fusarium solani f. sp. piperis. As espécies nativas ndo apresentaram sintomas de infec¢do
durante o periodo de 110 dias, enquanto as cultivares de P. nigrum L. apresentaram indice
progressivo de infec¢@o atingindo os 100% aos 90 dias apds a inoculagao.

Meireles (2014), em triagem de espécies do género Piper com atividade antifungica
resistentes ao fitopatogeno Fusarium solani f. sp. piperis, detectou que o 6leo essencial de
P. divaricatum manteve 100% de eficiéncia antifingica no decorrer do ensaio de infecgdo
in vitro, enquanto P. marginatum e P. callosum alcangaram cerca de 80% de inibi¢ao até o

quarto dia sem manter este percentual constante por todo o periodo de avaliagdo.
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2.1.4 Melhoramento do género Piper (Piperaceae)

De acordo com Wenzel (1985), os programas de melhoramento genético
convencional e ndo convencional objetivam a obten¢do de variabilidade genética na
populagio a fim de serem selecionados os genotipos desejaveis. A maioria da variabilidade
genética disponivel utilizada tem ocorrido naturalmente e nos Bancos Ativos de
Germoplasma (BAGs) existem para preservar esta variabilidade. Segundo Lemos (2003), a
variabilidade genética ¢ essencial em um programa de melhoramento, pois atraves de
estratégias e técnicas adequadas, permite o desenvolvimento de cultivares de plantas que
podem ser mais adaptadas as mudangas ambientais, mais eficientes na utiliza¢do de
nutrientes, mais tolerantes a pragas e doengas e mais produtivas cuja produgdo seja de
melhor qualidade.

O melhoramento genético da pimenta-do-reino objetiva a selec@o de cultivares com
caracteristicas de boa produtividade e resisténcia/tolerancia a doengas causadas,
principalmente, por fungos e virus. Segundo Poltronieri et al, (2000), em 1952,
principalmente na india, deu-se inicio aos trabalhos voltados a0 melhoramento genético
para obtencdo de cultivares de pimenteira-do-reino. Em 1953, alguns experimentos foram
iniciados em Porto Rico. Posteriormente, em 1960 e 1962, iniciaram-se os estudos na
Indonésia e na Malasia (Sarawak), respectivamente. Nesses paises, o intuito destes estudos
era a obtengdo de cultivares com resisténcia a pragas e doengas, principalmente
relacionadas com a resisténcia a podriddo-das-raizes, causada pelo fungo Phytophthora
capsici.

No inicio da década de setenta, no Brasil, houve tentativa de diversifica¢dao da
cultura com introdugdo de cultivares que apresentassem niveis de tolerancia ou resisténcia
a doenga. Assim, o entdo Instituto de Pesquisa e Experimentagdao Agropecudria do Norte
(IPEAN) deu inicio a formag¢do de uma cole¢do de germoplasma com material genético
vindo da regido de origem da espécie, India, e na década de oitenta, por meio o Centro de
Pesquisa Agropecudria do Tropico Umido (CPATU), da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — Embrapa, hoje Embrapa Amazénia Oriental, optou pela formacao do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de pimenta-do-reino com material proveniente
também de Porto Rico (ALBUQUERQUE; DUARTE, 1991) a fim de caracterizar, avaliar
e selecionar os gendtipos mais promissores em relagdo a resisténcia a doenga fusariose

(Fusarium solani f. sp. piperis), doenga mais importante da pipericultura afetando esta
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atividade de boa produtividade para indicagdo aos produtores. Esses estudos comprovaram
a existéncia de estreita base genética e suscetibilidade ao patogeno em todos os acessos
avaliados.

Ainda na década de setenta, o Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-
USP) juntamente com a Embrapa Amazonia Oriental desenvolveram um projeto para o
aumento de variabilidade genética, por muta¢do induzida, utilizando raios gama em estacas
e sementes de pimenteira-do-reino (ANDO et al., 1997). Na década de 1980 foram
realizadas as primeiras hibridagdes interespecificas utilizando a cultivar Cingapura de P.
nigrum L. com a espécie P. colubrinum Link e obtiveram sementes viaveis em nivel de
germinagdo, porém ndo obtiveram resultados sobre o nivel de fertilidade das plantas
devido a ndo continuidade dos estudos (BARRIGA et al., 1980). Lemos (2003) em seu
estudo desenvolveu estratégias de selegdo in vitro para obtencdo de material
potencialmente resistente a fusariose de forma precoce utilizando a toxina do fungo em
meio de cultura.

No Brasil, a Embrapa Amazonia Oriental produziu hibridos intraespecificos, que
mais tarde mostraram-se suscetiveis a fusariose (POLTRONIERI, 1997), desenvolveu
também pesquisa com espécies nativas da Amazonia do género Piper, como porta-enxerto
para pimenteira-do-reino, além de cruzamento interespecifico (ALBUQUERQUE;
LIBONATI, 1964; POLTRONIERI, 1997; POLTRONIERI et al., 1999). Estudos visando
a identificagdo de espécies do género Piper resistentes ao fungo Fusarium, mostraram que
das nove espécies estudadas, sete nativas da Amazoénia (P. arboreum, P. carniconnectivum,
P. colubrinum, P. hispidinervium, P. hispidum, P. hostmannianum e P. tuberculatum.)
apresentaram alta resisténcia e P. aduncun apresentou tolerancia ao patdogeno, podendo ser
utilizadas como porta-enxertos para controlar doengas radiculares da pimenteira-do-reino
(Piper nigrum L.) que quando submetida as inoculacdes artificiais apresentou alta
suscetibilidade ao patégeno (ALBUQUERQUE et al., 2001).

Segundo Lemos et al., (2011), devido os cruzamentos permitirem a produgdo de
novas e desejaveis recombinagdes de genes, o programa atual de melhoramento genético
de pimenteira-do-reino da Embrapa Amazonia Oriental, dentre suas atividades, visa a
obtencdo de hibridos intraespecificos e interespecifico provenientes de polinizacdes
controladas. A hibridagdo intraespecifica tem o intuito de explorar a heterose por meio de
combinagdes que expressem caracteres produtivos superiores aos pais (vigor hibrido). Para

isto, 0s cruzamentos entre as cultivares de P. nigrum L., tem como progenitor feminino a



cultivar Bragantina para todos os cruzamentos por esta apresentar espigas longas, alta
produtividade e ser uma das preferidas pelos produtores. Enquanto que o intuito da
hibridagdo interespecifica da cultivar Bragantina de P. nigrum L. x Piper nativas da
Amazonia (P. aduncum, P. hispidinervium, P. attenuatum, P. arboreum ou P. colubrinum.)
tem a finalidade de obter cultivares com caracteristicas de produgdo de P. nigrum L. que
apresentem resisténcia a fusariose (LEMOS et al., 2011).

Neste sentido, desde 2008 os trabalhos de pesquisas da Embrapa Amazonia
Oriental relacionados a cultura da pimenteira-do-reino sdo para o estabelecimento de um
programa de melhoramento que agregue os métodos convencionais juntamente com
algumas ferramentas de biologia celular e molecular. Deste modo, estdao sendo empregadas
as polinizagdes controladas com a finalidade de gerar hibridos intraespecificos e
interespecificos. Outra pratica a ser desenvolvida sdo os estudos citogenéticos de cultivares
de Piper nigrum L. e de espécies nativas amazonicas do género Piper, a fim de dar suporte

as estratégias de melhoramento genético (LEMOS et al., 2011).

2.2 Citogenética e conteido de DNA do género Piper

Estudos citogenéticos sdo importantes para o entendimento do processo evolutivo
de certo grupo ou espécie de plantas, mas se tornam especialmente impactantes quando sdo
aplicados no direcionamento do processo de melhoramento genético de uma espécie. Para
tanto € necessario estabelecer informagdes tais como conteudo genomico, numero de
cromossomos e localizagdo de sitios nos cromossomos cujas sequéncias de DNA ou RNA
sejam conhecidas.

O conjunto basico de cromossomos de um individuo nos da informagdes sobre o
que chamamos de ploidia. O estabelecimento de niveis de ploidia é importante na
determinacdo dos individuos que devem ser envolvidos em cruzamentos controlados para
gerar individuos com caracteristicas desejaveis para o setor produtivo. Eventos de
duplicacdo do genoma tém como consequéncia a poliploidia e a percentagem de
poliploides em plantas pode ocorrer em numeros que chegam até 95% dependendo do
grupo de plantas considerado (LEITCH; BENNET, 1997).

Algumas espécies do género Piper sdo reconhecidamente poliploides e estudos de
Samuel e Morawetz (1989) relacionados a evolugdo cromossomica foram realizados em

espécies de trés géneros da familia Piperaceae: Piper, Peperomia e Pothomorphe. Em



Piper foram observados numeros cromossomicos de 2n = 26, 2n = 52 ¢ 2n = 65, sendo o
nimero bésico x = 13 e seus cromossomos considerados os menores entre 0s trés géneros
estudados. O género Peperomia apresenta cromossomos maiores com nimero basico x =
11. De acordo com os autores, a evolugdo cromossomica em Piper e Peperomia se deu dos
cromossomos médios para os menores e a distingdo cariotipica e de nicleos interfasicos
entre os géneros indicando a importancia dos estudos citogenéticos como complemento
para a taxonomia dos géneros de Piperaceae.

Através de bandeamento C, ainda em estudos realizados com espécies dos géneros
Piper, Peperomia e Pothomorphe, observou-se pelo menos uma banda de heterocromatina
proximal em cada cromossomo das espécies de Piper, sendo essas bandas de tamanhos
variados desde muito pequenos até grandes blocos ocupando mais de 30% de um
cromossomo. Em Peperomia e Pothomorphe foram encontrados quatro e dois
Ccromossomos, respectivamente, com grandes blocos de heterocromatina similares de Piper
(SAMUEL; MORAWETZ, 1989).

O género Piper apresenta algumas controvérsias e variagdes com relagdo ao
nimero cromossomico basico que compde as espécies. Dasgrupta e Datta (1976)
constataram grandes variagdes quanto ao numero cromossémico, pois de acordo com os
autores, algumas espécies de Piper, como P. longum, P. cubeba e P. subpelatum,
apresentam numero basico de cromossomos x = 12 e outras x = 13. Além destes, a familia
Piperaceae também apresenta numero de cromossomos multiplos de 8, 11 ¢ 14. Em P.
nigrum, ou seja, dentro de uma mesma espécie, foi encontrado nimero basico x = 13, para
as plantas que apresentaram valores de 2n = 26, 52 ¢ 104 cromossomos € também x = 12,
para os numeros cromossomicos de 2n = 36, 48 e 60.

O intervalo observado para niumero de cromossomos em Piper € alto, assim
estudos realizados por Johansen (1931) revelaram que Piper subpeltatum é uma espécie
diploide e apresenta nimero de cromossomo igual a 24. Segundo Sharma e Bhattacharyya
(1959), a espécie P. chaba tem 24 cromossomos, P. longum pode apresentar 24, 96 ou, 148
cromossomos, P. geniculatum, P. unguiculatum e P. medim possuem 28 cromossomos, P.
betle tem 32, P. ornatum tem 80 e P. nigrum pode apresentar de 48 a 128 cromossomos.

A variagdo no nimero de cromossomos € uma caracteristica importante como fator
evolutivo para os individuos poliploides. Portanto, estudos realizados com 53 taxas da
familia Piperaceae, sendo oito espécies de plantas do género Piper, foram encontradas

variagdes cromossdmicas de 2n = 24 a 195 em variedades de P. betle. Todas as espécies de



Piper estudadas apresentaram numero cromossomico miltiplo de 13, exceto P. cubeba
com x = 12 e 2n = 24. Os autores ressaltam que o nimero basico x = 12, encontrado nesta
espécie, pode representar o conjunto basico que x = 13 derivou, tornando-se fixo nas
espécies de Piper provavelmente devido a alguma vantagem seletiva (JOSE; SHARMMA,
1985).

Estudando o nimero cromossomico de 11 espécies de Piper, Samuel (1986)
encontrou o numero basico x = 13 em todas elas com diferentes niveis de ploidia (2x = 26,
6x = 78 e 8x = 104), contudo foram observados individuos diploides, tetraploides,
pentaploides, octaploides e dodecaploides. Desse modo, estudos relacionados aos
cromossomos das espécies do género Piper tem importante contribuicao para a
caracterizagdo das espécies, como pode-se citar a andlise cariomorfométrica realizada por
Joseph et al., (1999) em trés espécies de Piper (P. colubrinum Link, P. magnificum
Trelease e Piper nigrum L.). A andlise revelou cromossomos metacéntricos €
submetacéntricos, sendo eles relativamente pequenos (0,32 a 2,46 upm), cujas
caracteristicas estruturais foram importantes para a evolu¢do, e o numero somatico
encontrado variou de 2n = 26 a 52 cromossomos nas diferentes espécies.

A variag@do no namero cromossomico de uma espécie ¢ relevante para sua
caracterizagdo. Neste sentido, Nair (2007) observou que os individuos da espécie Piper
magnificum utilizados para andlise cromossémica apresentaram-se como mixoploides e
citotipos, pois as variagdes nos numero cromossomicos foram de 2n = 22 a 28 em uma
mesma lamina com células em metafase, sendo 2n = 26 o nimero mais comumente
encontrado e muito relatado para outras espécies do género.

Jose e Sharma (1985) realizaram comparagdes cariotipicas ¢ observaram variagoes
interespecifica e intraespecifica em relagdo aos pares de cromossomos com constri¢do
secundaria. VariagOes intraespecificas foram encontradas em Piper betle as quais
apresentaram de 1 a 4 pares com constri¢do secundaria. Em Piper attenuatum trés pares de
cromossomos foram observados, enquanto que as espécies Piper nigrum, Piper longum e
Piper chaba apresentaram dois pares de cromossomos com constrigdo secundaria. Exceto
P. attenuatum, todas as espécies apresentaram variagdo no numero cromossomico dentro
de cada espécie.

A classificagdo taxonoémica de Piper aduncum L. e Piper hispidinervum C.DC.,
espécies de Piper nativas da Amazonia conhecidas como pimenta longa, suscita duvida. A

principal caracteristica, até entdo, para distingdo dessas espécies, para alguns autores, foi o



teor de Safrol produzida pelas espécies em questdo, que varia de 82 a 97% para P.
hispidinervium e 0,10 a 3,24% para P. aduncum (SILVA, 1993; SILVA; OLIVEIRA,
2000). O numero de cromossomos ¢ uma forte ferramenta na identificacdo de espécies,
portanto Nunes et al., (2007), para detectar diferencas entre essas duas espécies
pertencentes a cole¢do de germoplasma da Embrapa Acre, realizaram a andlise de seus
cariotipos e concluiram que, pelos descritores citogenéticos, ndo hé diferenca entre as duas
espécies, ou seja, os autores afirmam tratar-se da mesma espécie, sendo as duas com 2n =
24 cromossomos. pequenos e metacéntricos com comprimento médio de 1,38 um em P.
hispidinervum ¢ 1,32 um em P. aduncum.

Em contrapartida Goulart (2011) também comparou as espécies (P. aduncum e
P.hispidinervum) da colegdo de germoplasma da Embrapa Acre com rela¢do ao cariotipo,
tipos de nucleo interfasico e quantidade de DNA, pois morfologicamente estas espécies sao
muito semelhantes. Foi observado que as duas espécies apresentaram 2n = 26
cromossomos com numero basico x = 13, porém com morfologias cromossomicas
diferentes. Mostraram-se diferentes quanto as formulas cariotipicas e homogéneas quanto
aos nucleos interfasicos (arreticulados). A quantidade de DNA nuclear foi
significativamente maior em P. hispidinervum, sugerindo perda de sequéncias em P.
aduncum ou amplificagdo genémica em P. hispidinervum.

Samuel et al., (1986) realizou a determina¢ao da quantidade de DNA por meio de
densitometria por Feulgen analisando nucleos em G2 (4C) de nove espécies de Piper
cultivadas e silvestre. Os resultados revelaram varia¢do no conteudo de DNA de 4,86 a
8.44 pg nos individuos diploides silvestres e de 2,73 pg nos tetraploides a 9.86 pg nos
octaploide da espécie cultivada.

A quantificagdio do contetdo de DNA nuclear ¢ um dado importante para
caracterizagdo de espécies, principalmente entre aquelas que morfologicamente ndo é
possivel inferir distin¢do, além de ser reconhecida como um relevante parametro para
caracterizag¢do genomica, com aplicagdo aos estudos evolutivos e de fornecer informagoes
uteis para o planejamento de projetos de sequenciamento (BENNETT: LEITCH, 2005) e

melhoramento genético.
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Resumo - Espécies nativas da Amazonia do género Piper (Piperaceae) sdo ricas em dleo
essencial e apresentam resisténcia a doenga fusariose da pimenteira-do-reino,
caracteristicas de interesse pelo potencial uso em programas de melhoramento genético da
pimenteira-do-reino. Estudos citogenéticos sdo essenciais, pois morfologicamente algumas
espécies de Piper sdo similares. O objetivo foi analisar o conteido de DNA e namero
cromossomico de espécies do género Piper do BAG de Piperaceae da Embrapa Amazonia
Oriental, por meio da citometria de fluxo e contagem cromossdmica. As espécies estudadas
foram P. tuberculatum, P. attenuatume, P. hispidum, P. colubrinum, P. arboreum. P.
alatipetiolatum, P. divaricatum e cultivares de P. nigrum. Para estas foi realizada a
contagem do numero de cromossomos pelo método Feulgen e quantificagdo do conteudo
de DNA (2C) via citometria de fluxo. Houve varia¢do no numero de cromossomos das

espécies nativas, distingdo no numero basico e no nivel de ploidia, sendo P. colubrinum



(2n = 2x = 26), P. arboreum (2n = 4x = 48), P. alatipetiolatum (2n = 38) e P. divaricatum
(2n = 6x = 54). As cultivares de P. nigrum apresentaram o mesmo numero de
cromossomos (2n = 4x = 52). O contetdo de DNA entre as espécies variou de 091 a 3,29
pg. O niimero cromossomico, nivel de ploidia e nimero basico cromossomico das espécies

P. tuberculatum, P. attenuatume, P. hispidum ainda precisam ser elucidados.

Termos para indexagdo: citogenética, citometria de fluxo, cultivares de pimenteira-do-

reino, nativas da Amazonia.

DNA content and chromosome number of species from the genus Piper (Piperaceae)
Abstract - Amazonian native species from the genus Piper (Piperaceae) are rich in
essential oil and show resistance to the black pepper fusariosis disease, which are
characteristics of interest due to their potential use in plant breeding programs for black
pepper. Cytogenetic studies are crucial since some Piper species are morphologically
similar. The aim was to analyze the DNA content and the chromosome number of species
from the Piper genus of the Embrapa Eastern Amazon germplasm bank by means of flow
cytometry and chromosome counting. The investigated species were P. tuberculatum, P.
attenuatum, P. hispidum, P. colubrinum, P. arboreum, P. alatipetiolatum, P. divaricatum
and some P. nigrum cultivars. For these, chromosome counting was performed by the
Feulgen method and quantification of the DNA content (2C) via flow cytometry. There
was variation in the chromosome number of native species, distinction in the basic number
and in the ploidy level, being P. colubrinum (2n = 2x = 26), P. arboreum (2n = 4x = 48),
P. alatipetiolatum (2n = 38) and P. divaricatum (2n = 6x = 54). The P. nigrum cultivars
presented the same chromosome number (2n = 4x = 52). The DNA content among the

species varied from 0.91 to 3.29 pg. The chromosome number, ploidy level and basic
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chromosome number of P. tuberculatum, P. attenuatum and P. hispidum still need to be

elucidated.

Index terms: cytogenetics, flow cytometry, black pepper cultivars, Amazonian native.
Introducio

Os recursos genéticos sdo componentes estratégicos da biodiversidade ¢ o
conhecimento de determinadas espécies promove o desenvolvimento tecnologico ¢
econdmico. Portanto, a avaliagio de germoplasmas, por meio da caracterizacdao
morfolégica, agrondmica, citogenética e molecular, € essencial para conservagdo, uso €
valorac¢ao dos recursos genéticos.

Plantas do género Piper estdo distribuidas na zona tropical do velho e novo mundo
e apresentam grande importdncia ecologica, econdmica e alta diversidade metabolica com
atividades biologicas (Arzolla et al., 2010). Na Amazoénia ha cerca de 300 espécies,
algumas com caracteristicas importantes para o melhoramento genético de Piper nigrum
L., que ¢ a espécie de maior importancia econdmica do género por ser a especiaria mais
comercializada no mundo (Jaramillo & Manos, 2001).

A determinagdo do nivel de ploidia pode ser obtida por meio da contagem do
nimero de cromossomos ou pela estimativa do conteido de DNA por citometria de fluxo,
seja para caracterizagdo de germoplasma ou verificagdo da eficiéncia de técnicas de
manipulagdo do genoma, como autopoliploidizac¢do e haploidiza¢dao (Campos et al., 2009).
A variabilidade do conteido de DNA em diferentes espécies pode ser atribuida a perda ou
adicdo de muitas repeticdes nos genomas por meio de alteragdes no micro e macro
ambiente durante a evolugdo e especiagdo de novas espécies (Price et al., 1980, Das et al.,

1998). Compreender a variagdo do conteido de DNA nuclear entre espécies de plantas é



um passo essencial em dire¢ao a um melhor conhecimento da evolugao de diversificacdo
(Garcia et al., 2010).

O programa atual de melhoramento genético da pimenteira-do-reino da Embrapa
Amazonia Oriental tem como estratégia a obtengdo de hibridos intraespecificos por meio
de poliniza¢des controladas, entre genotipos de pimenteira-do-reino (P. nigrum L.), para
obtencdo de combinagdes que expressem caracteres produtivos superiores aos pais. No
entanto, as cultivares disponiveis no Brasil ndo apresentam fonte de resisténcia a doenga
fusariose causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis (Lemos et al., 2011).

Neste sentido, espécies nativas da Amazonia do género Piper, como P. aduncum
Linn., P. colubrinum Link., P. tuberculatum Jacq., P. hispidinervium C. D. C. e P.
hispidum Sw., sdo potenciais fontes de resisténcia a esta doenga. Porém, para que sejam
utilizadas no programa de melhoramento genético da pimenteira-do-reino, a caracteriza¢ao
citogenética das espécies € importante para selegdo dos pais compativeis geneticamente a
fim de serem gerados hibridos férteis. Portanto, estudos citogenéticos devem ser
desenvolvidos em relagdo as cultivares de pimenteira-do-reino e as espécies silvestres do
género Piper, nativas da Amazonia, para dar suporte as estratégias de melhoramento
genético, visto que o conteudo cromossémico varia entre € dentro das espécies.

Além dos estudos citogenéticos, a quantificagdo do conteudo de DNA via
citometria de fluxo pode ser uma ferramenta atil para o melhoramento de plantas uma vez
que permite monitorar a estabilidade do nivel de ploidia, além de identificar novos niveis
como resultados de cruzamentos em programas de melhoramento genético (Dolezel, 1997).
Portanto, esta pesquisa teve como objetivo analisar o conteudo de DNA e numero
cromossomico de espécies do género Piper do BAG de Piperaceae da Embrapa Amazonia
Oriental, por meio da citometria de fluxo e contagem cromossomica, para dar suporte ao

programa de melhoramento da pimenteira-do-reino (Piper nigrum L).
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Material e Métodos
Material vegetal

Plantas de acessos de Piper nativas da Amazonia e cultivares de P. nigrum L. do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazoénia Oriental, Belém-PA, foram
avaliadas quanto ao conteido de DNA e niimero cromossomico. As espécies de Piper
nativas deste estudo possuem registro de deposito no Herbario Murga Pires do Museu
Paraense Emilio Goeldi. As espécies utilizadas foram: Piper alatipetiolatum Yuncker.
(MG 155653), Piper arboreum Aubl. var. arboreum. (MG 150695), Piper colubrinum
(Link ex Kunth) Link ex C. DC. (MG 165237), Piper divaricatum G. Mey. (MG 165391),
Piper hispidum Sw. (MG 150675), Piper tuberculatum Jacq. var. tuberculatum (MG
165157), Piper attenuatum e seis cultivares de Piper nigrum L.: Apra, Bragantina,
Cingapura, lacard, Kottanadan e Kuthiravally.

As espécies nativas do género Piper, provenientes de estacas de plantas do BAG da
Embrapa Amazonia Oriental foram conduzidas e cultivadas em casa de vegetagdo, na .
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, Sdo Paulo, em substrato de
vermiculita para disponibilizar raizes para analise citogenética e folhas para analise de
contetido de DNA.

No Laboratorio de Biotecnologia € Recursos Genéticos da Embrapa Amazonia
Oriental-Belém/Para, as plantas das cultivares de P. nigrum L., cujas sementes
provenientes do municipio de Tomé-Agu/Para, foram multiplicadas via micropropagac¢ao e
apés o quinto subcultivo de multiplicagdo de brotos (aproximadamente seis meses em
cultura), os brotos foram submetidas ao enraizamento in vitro em meio de cultura de 2 MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 0,1 mg L™ de acido naftalenoacético
(NAA) para inducdo dos primordios radiculares. Ressalte-se que o pH do meio foi

ajustado para 5,8, solidificado com phytagel a 0,2%, antes da autoclavagem por 20 minutos
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a 120°C e pressdo de 1,5 atm. Os meios de cultura estavam em frascos com capacidade de
300 mL (40 mL/frasco), nos quais os brotos foram cultivados em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 3°C, irradiancia de fotons de 30 pmol m* s
proporcionada por lampadas Silvania F40 W T10. Em condiges in vitro, as plantas das
cultivares de P. nigrum foram conduzidas ao Laboratério de Citogenémica e Epigenética
de Plantas do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” - ESALQ, Piracicaba/Sdo Paulo onde foram aclimatizadas e forneceram raizes e
folhas para as analises.

Determinacio do conteiido de DNA nuclear de espécies do género Piper

O preparo das amostras e as analises de citometria de fluxo foram conduzidas no
Laboratorio de Biotecnologia no Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto
Agronémico de Campinas - IAC. O tamanho do genoma (2C) das plantas foi avaliado por
meio da técnica de citometria de fluxo utilizando-se o equipamento Partec CyFlow Ploidy
Analyzer DAPI (Partec Gmbh., Alemanha) equipado com lampada UV-LED (365 nm) e
um parametro Otico para detec¢do de fluorescéncia.

Cada amostra foi composta por suspensdes nucleares para as quais foram utilizados
de 20 e 30 mg (ou 0,25 cm®) de tecido da folha jovem apical, completamente expandida,
com a mesma quantidade de tecido da planta padrdo de referéncia interno. Com o auxilio
de um bisturi as folhas foram trituradas, em placa de Petri, na presenga de 0,2 ml do
tampdo de extragdo (kit de coloragdo CyStain UV precise T-DAPI, Partec Gmbh.). Em
seguida, as suspensoes foram coradas com 0,8 ml da solugdo corante do mesmo kit a qual é
composta por 4-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) como fluorocromo, posteriormente
filtradas em CellTrics 30 uM disposable filter (Partec Gmbh.), e analisadas imediatamente.

Foram realizadas cinco analises independentes (amostras) de cada gendtipo e

avaliados no minimo 2.000 nucleos intactos por amostra com uso o auxilio do software
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CyView (Partec Gmbh.) com a seguinte calibragdo: Gain = 597 e Low Level (LL) = 0.64,
resultando em histogramas. As amostras que apresentaram coeficientes de variagao (CV)
acima de 10% foram descartadas e para determina¢do do valor médio relativo de cada
planta foram selecionadas as trés melhores, dentre as cinco, com os menores CVs (< 2%),
sendo que cada uma delas foi considerada como uma repetigdo (delineamento inteiramente
a0 acaso com trés repetigdes). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e ao
teste F, e as médias do conteido de DNA foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade.

Para o célculo do tamanho do genoma (2C - em Mpb) de todas as plantas utilizou-
se o valor médio relativo da tangerina Clementina haploide (Citrus clementina Hort. Ex
Tanaka), como padrdo interno de referéncia, tendo o genoma descrito com tamanho de
310,0 Mpb (Wu et al., 2014). A espécie Citrus sinesnsis (L.) Osbeck também foi usada
para comparagdo, como espécie diploide. Estes padrdes de referéncia, tanto haploide
quanto diploide, foram utilizados por estarem bem estabelecidos e por esta razdo sio
utilizados em estimativas do conteido de DNA nuclear de outras plantas superiores, pois a
estimativa do conteido de DNA ¢ calculada pela compara¢do das intensidades de
fluorescéncia dos nticleos em G1 da planta que se deseja saber o conteudo de DNA com a
planta padrao de referéncia.

As quantidades de DNA nuclear (Mpb) das amostras foram estimadas por meio da
equagdo: DNA amostra = (Gl amostra/ G1 padrdo) x DNA padrdo; onde: DNA amostra =
quantidade de DNA nuclear da amostra (pg); G1 amostra = posigdo do pico G1 da amostra;
G1 padrio = posicao do pico Gl de Citrus clementina (haploide); DNA padrdo = tamanho
do genoma de Citrus clementina = 310,0 Mpb; O tamanho do genoma (2C) em pg foi

calculado pela relacao de 1 pg de DNA = 978 Mpb (Dolezel et al., 2003).
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Anilise do nimero cromossomico

Para analise do nimero de cromossomos foram coletadas pontas de raizes de P.
nigrum do enraizamento in vitro e das espécies de Piper nativas da Amazonia, do
enraizamento via estaca cujo cultivo foi em bandejas (50 x 40 cm) com vermiculita, em
casa de vegetacdo, nas dependéncias do Laboratério da Embrapa Amazonia Oriental.

As pontas de raizes foram cortadas com tamanho aproximado de 2 cm de
comprimento e pré-tratadas em solugdo de 8-hidroxiquinolina a 300 ppm por 4 horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, as pontas de raizes foram transferidas para fixador
de Carnoy (etanol:acido acético 3:1), onde permaneceram por 12 horas a temperatura
ambiente e posteriormente a 4° C (Cuco et al., 2003).

Para coloracdo pelo método de Feulge, as amostras foram transportadas ao
Laboratorio de Citogendmica e Epigenética de Plantas do Departamento de Genética da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz™-ESALQ, Piracicaba/Sdo Paulo e
mantidas em freezer até 0 momento do preparo das laminas. As raizes fixadas das espécies
do género Piper toram hidrolisadas em HCl IN a 60°C por oito minutos seguida de duas
lavagens em agua destilada e coradas em reativo de Schiff por 45 minutos no escuro e
lavadas em seguida. A digestdo da parede celular foi obtida com pectinase/celulase
(100/100u) a 37°C por 40 minutos e depois mantidas em solu¢do tampdo de citrato a
0,0IM a - 4°C a fim de paralisar a reagdo enzimatica (Mondin et al..,2007).

Para o preparo das laminas, as pontas de raizes foram imersas em solugdo de acido
acético a 45% por dois minutos. Com auxilio de pin¢a de relojoeiro, sobre a lamina com
solugdo de carmim acético, a regido meristematica foi excisada, e para a soltura e
espalhamento das ce¢lulas realizou-se o esmagamento. O espalhamento das células se deu
pelo deposito da laminula sobre a lamina seguida de breve aquecimento e leve pressdo

sobre a lamina.



Para a andlise cariotipica dos gendtipos, cinco metafases foram selecionadas para
contagem do nimero de cromossomos. As laminas foram observadas em microscopio de
epifluorecéncia DM 4000 B Leica® acoplado a camara Leica® DFC 365 FX. na qual as
imagens foram digitalizadas pelo software LAS AF6000.

Resultados e Discussio

Os resultados de conteudo de DNA e nimero cromossémico a partir dos métodos
de analises utilizados permitiram distinguir diferencas entre os genotipos, descartando a
possibilidade de serem sindnimos.

Determinag¢do do contetido de DNA nuclear de espécies do género Piper

Os resultados demostraram a disting@o entre as espécies do género Piper avaliadas
por meio da técnica de citometria de fluxo (Tabela 1). Os valores do conteudo gendémico
variaram de 1,24 pg a 1.31 pg entre as cultivares de P. nigrum, mas essa diferenca nao foi
significativa. O maior conteido de DNA (3,29 pg) foi obtido pela espécie nativa P.
divaricatum, o qual diferiu das demais espécies. O menor valor (0,91 pg) foi obtido em P.
tuberculatum o qual nao diferiu de P. attenuatum (1,06 pg) para o tamanho do genoma
(2C). Com excecdo destas duas espécies, as Piper nativas da Amazonia apresentaram
maior quantidade de DNA que as cultivares de P. nigrum.

As estimativas do contetido de DNA nuclear para P. arboreum (Tabela 1) diverge
do obtido por Samuel et al., (1986), os quais mensuraram esta espécie com 4C = 3.12 pg.
Em relagdo as espécies nativas P. tubercultum, P. attenuatm, P. hispidum, P. colubrinum,
P. alatipetiolatum e P. divaricatum, ndo ha relatos na literatura para fins de comparagao,
todavia, ha estudos realizados com outras espécies deste género. Porém. no que diz
respeito a pesquisas realizadas com espécies de Piper nativas da Amazonia, apenas duas,
P. aduncum e P. hispidinervium. foram mensuradas quanto a quantidade de DNA (2C)

cujos valores foram 1,88 e 2,10 pg, respectivamente (Goulart, 2011).
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Samuel et al.. (1986) ao determinarem a quantidade de DNA de nove espécies de
Piper do Novo e do Velho Mundo, cultivadas e silvestres, observaram variagdo do
conteuado de DNA quando analisaram nucleos em G2 (4C). Os autores notaram varia¢ao
nos individuos diploides silvestres de 2,43 a 4,22 pg, nos tetraploides de 0,68 a 1,03 pg ¢
em uma espécie silvestre de P. nigrum, octaploide, o conteudo de DNA foi de 1,20 pg. De
acordo com estes autores, as espécies silvestres de Piper tendem a ter maior quantidade de
DNA que as espécies cultivadas, sendo coerente com os resultados apresentados na
Tabelal, porém os valores de P. tuberculatum e P. attenuatum divergem, neste trabalho, da
afirmagao dos autores em relacdo as cultivares de P. nigrum L.

Segundo Merotra & Goyal (2014), a variagdo no conteido de DNA pode decorrer
do maior acumulo de sequéncias de DNA repetitivo. Porém, Samartini et al., (2016) afirma
que pode ser proveniente de regides ou genes duplicados com maior quantidade de DNA.
Estas afirmativas sdo coerentes quando sao observados os tamanhos, sob mesma escala (10
um), dos cromossomos das espécies nativas em rela¢ao ao das cultivares de Piper (Figuras
1 e 2). Samuel et al., (1986) observaram que os cromossomos do género Piper, de maneira
geral, sdo pequenos, com comprimento entre 2,27 pm a 0,7 um e os das espécies
tetrapldides cultivadas de P. nigrum sao maiores (meédia 1,38 um), em comparagdo com as
espécies silvestres tetraploides, como P. ornatum (média 0,97 pm). Para Zonneveld &
Duncan (2010), dentro do género, a variagdo no conteudo genémico muitas vezes esta
relacionada com diferencas no nivel de ploidia, devido a alteragdes estruturais do genoma.

Estimativas através de analise citofotométrica de Feulgen do conteido de DNA
nuclear na fase G2 da interfase (4C) de seis espécies de Piper foram obtidas e revelaram os
valores de 8,74 pg para P. nigrum, 8,58 pg para P. mullesua, 7,31 pg para P. longum, 6,81
pg para P. betel, 7,57 pg para P. retrofactum e 4,20 pg para P. chaba (Chikkaswamy, et al.,

2007). Os valores de DNA 4C foram relatados pela primeira vez em seis espécies de Piper



cujas diferencas significativas de DNA 4C apresentaram uma variagdo de 4,2 a 8,74 pg de
conteudo de DNA nuclear (Furuta et al., 1975).

As cultivares de P. nigrum avaliadas neste trabalho também nao sdo relatadas na
literatura. Samuel et al., (1986) ao estudarem dois genodtipos de P. nigrum L. observaram
que a espécie cultivada Panniyur-1 apresentou conteitdo de DNA (4C) de 1,02 pg, ¢ o
acesso N° 12627 de Sri Lanka (silvestre) 1,20 pg, considerado como octaploide com este
conteudo de DNA. Valores esses proximos aos encontrados na Tabela | para as cultivares
de P. nigrum L. para o conteudo de DNA (20C).

Quanto a determinag¢do do nivel de ploidia através da citometria de fluxo, para
potencializar a precisdo, € necessaria a comparagdo do conteudo de DNA da planta em
estudo com o de outra da mesma espécie, cujo nivel de ploidia ¢ conhecido. Neste caso,
optou-se por determinar o nivel de ploidia através da contagem do numero de
Cromossomos, pois as espécies estudadas ndo apresentavam registro na literatura quanto
aos parametros avaliados, impossibilitando a comparacao.

Analise do nimero cromossémico

A contagem dos cromossomos foi um processo extremamente delongado, pela
dificuldade em obter células inteiras, para nao haver erros na contagem cromossoémica, em
metafases mitoticas e com boa condensa¢ao dos cromossomos para todas as espécies e
genotipos em estudo. Portanto, ndo foi possivel a contagem do niimero cromossdémico com
precisdo para as espécies P. tuberculatum, P. attenuatum e P. hispidum nao sendo possivel
inferir o nimero de cromossomos destas.

Controvérsias sobre 0o nimero cromossomico basico do género Piper induziram o
desenvolvimento de varios trabalhos a fim de elucidar tais discussoes. A contagem do
numero cromossomico e nivel de ploidia (Tabela 1), permitiu determinar que as cultivares

Kottanadan, Bragantina, Kuthiravally, lacara, Apra e Cingapura de P. nigrum L. tem
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células somaticas com 2n = 52 (Figura 1), que corresponde ao numero determinado por
Rahiman & Nair, (1986), porém nimeros dispares sdo apresentados em outros estudos
citogenéticos € mostram grande variagdo quanto ao nimero de cromossomos para
pimenteira-do-reino, 2n = 48 (Sharma & Bhattacharyya, 1959), 2n = 52 (Martin &
Gregory, 1962) e 2n = 128 (Darlington & Wylie, 1956).

Variagdao no numero de cromossomos para dois diferentes acessos de pimenteira-
do-reino foi registrada por Samuel (1986) cujos numeros encontrados foram 52 e 104. Esse
intervalo na varia¢do do nimero de cromossomos pode ser ainda maior, pois Dasgrupta &
Datta (1976) descreveram variagdo no nimero cromosséomico de P. nigrum L. que vai de
26 a 104 (2n = 26, 36, 48, 52, 60 e 104).

A variagdo do nimero cromossomico dentro de uma mesma espécie foi estudada
por Nair (2007) usando a espécie P. magnificum, a qual observou que 62% das metafases
somaticas apresentavam nimero de cromossomos 2n = 26. Os 38% restante apresentaram a
variacao de 2n = 22, 24, 25, 27 e 28 cromossomos, sendo 2n = 24 o mais frequente. Varios
estudos relatam nimeros cromossomicos 26, 52 e 104 os quais apontam o numero basico
de x=13 enquanto que 36, 48 e 60 indicam x = 12 (Dasgrupta & Datta, 1976; Samuel &
Bavappa, 1981; Samuel & Morawetz, 1989; Nair, 2007: Nunes et al., 2007).

Numeros de cromossomos também foram relatados por Samuel & Morawetz (1989)
em 26 espécies dos géneros Piper, Pothomorphe € Peperomia. O género Piper exibiu uma
serie de poliploide de 2n =26 a 2n = 52 e 2n = 65 entre as espécies investigadas. Dentre as
espécies, as contagens realizadas revelaram em P. officinarum 2n = 26, P. chuvya 2n = 52
e P. porphyrophyllum 2n = 52.

Em relagdo as espécies de Piper nativas da Amazonia, inicialmente foi realizada a
contagem do numero cromossomico em P. columbrinum e P. divaricatum (Figura 2). O

numero cromossomico observado de P. columbrinum (2n = 2x = 26) é compativel com o
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relatado por Vanaja et al. (2008). Para P. divaricatum, foi observado o nimero
cromossdmico de 2n = 54, o que classifica esta espécie como hexaploide com numero
bésico de cromossomos x = 9.

Andrade et al., (2009) revelaram, por meio de uma revisdo realizada do género
Piper, que as espécies de P. crasum e P. colubrinum sdo sinbnimos de P. divaricatum.
Contudo, tanto o numero de cromossomos observados no atual trabalho, 2n = 26 para P.
colubrinum e 2n = 54 para P. divaricatum, quanto o conteiido de DNA (2C) 1,51 € 3,29 pg
para as respectivas espécies, revelam tratar-se de espécies diferentes.

O nimero de cromossomo observado em P. arboreum foi 2n = 48, um tetraploide
com numero basico x = 12 (Figura 2A). A espécie nativa P. alatipetiolatum apresenta 2n =
38 (Figura 2B), sem defini¢do para o nivel de ploidia, devido a inexisténcia de relato ou
registro do numero basico na literatura (Tabela 1).

Samuel (1986) realizou contagens cromossémicas de 11 espécies do género Piper ¢
observou que trés espécies apresentaram numero cromossomico igual a 26 e outras sete
espécies apresentaram 52 cromossomos. Em relagdo a décima primeira espécie, Piper
nigrum L., foram avaliados um acessos proveniente do Sri Lanka, com 52 cromossomos €
outro da Australia, com 104, De acordo com o autor, a maioria das espécies provenientes
do continente americano foram caracterizadas como diploides ¢ as dos continentes
africano, asiatico e europeu caracterizam-se como poliploides. Essa mesma relag¢do ¢
encontrada em plantas silvestre e cultivadas com tendéncia a formar grupos diploides e
poliploides, respectivamente.

De um modo geral, o contetdo de DNA e o numero de cromossomos estdo
relacionados a ploidia, assim para certos géneros, tais como Triticum e Hordeu, a
quantidade de DNA apresenta uma relagdo direta positiva apresentada para esses géneros.

Entretanto, alguns autores relatam também que essa relagdo, para alguns géneros, pode se
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mostrar negativa, como foi observado em Musa sp. onde triploides apresentaram contetdo
gendmico menor que os observados pelos exemplares diploides (Madail et al, 2015). Com
objetivo de estabelecer a relagdo entre ploidia e conteudo genémico, Samuel et al., (1986),
mostrou que ambos fendmenos também ocorrem no género Piper.

A variacdo no nivel de ploidia em espécies de um mesmo género € extremamente
importante, pois essa variagdo ¢ uma das causas da debilidade da geracdo F1, dificultando
ainda mais os cruzamentos entre variedades (Waard & Zeven, 1969). Sendo assim, esse
aspecto constitui-se fator importante como forma de direcionar a escolha de parentais para
cruzamentos em trabalhos de melhoramento genético. Por outro lado, a diferenca de
ploidia entre espécies do género Piper pode ser explorada em cruzamentos.

Conclusdes

I. Houve distingdo das espécies pelo conteudo de DNA e do nimero de
Cromossomos;

2. O ndmero cromossomico, nivel de ploidia € nimero basico cromossomico das
espécies P. tuberculatum, P. attenuatume, P. hispidum precisam ser elucidados;

3. As cultivares de P. nigrum tem nimero de cromossomo igual a 52, namero basico
de 13, sendo consideradas tetraploides;

4. Pelo nimero de cromossomo e conteido de DNA, os cruzamentos intraespecificos
sdo vidveis, enquanto para os cruzamentos interespecificos entre as cultivares e
espécies de Piper nativas € indicada a espécies P. colubrinum.
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Tabela 1. Conteudo de DNA, em pictogramas (pg), nivel de ploidia e nimero de

cromossomos de espécies do género Piper por citometria de fluxo e contagem

cromossomica.
Tamanho do  Conteido de
Nivel de Numero de
Espécie genoma (2C) DNA (20)
Ploidia Cromossomos (2n)
(Mb) (pg)*
C. clementina (haploide) 310,00 0,32 X -
C. sinensis 607.68 0,62 2x -
P. tuberculatum 892,71 091 d - -
P. attenuatum 1034,90 1,06 cd - -
P. hispidum 1423.86 1,46 ¢ - -
P. nigrum (Kottanadan) 1214.06 1.24 ¢ 4x 52
P. nigrum (Bragantina) 1232,07 1,26 ¢ 4x 52
P. nigrum (Kuthiravally) 1254,12 1.29 ¢ 4x 52
P. nigrum (lagara) 1271,62 1,30 ¢ 4x 52
P. nigrum (Apra) 1279.24 1.31 ¢ 4x 52
P. nigrum (Cingapura) 1285,56 1,31 ¢ 4x 52
P. colubrinum 1480,77 151 ¢ 2x 26
P. arboreum 2186,21 224 b 4x 48
P. alatipetiolatum 2442.55 2,50 b - 38
P. divaricatum 3212.85 3.29 a 6x 54

*Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade.

- As células com hifen representam a auséncia de dados para composi¢do da tabela.
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Kottanadan. B — Cingapura; C — lagara; D — Kuthiravally; E — Bragantina; F - Apra. Barra

=10 um.
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Figura 2. Metafases mitéticas de espécies de Piper nativas da Amazonia. A — P. arboreum

(2n=4x=48); B — P.alatipetiolatum (2n = 38); C — P. divaricatum (2n=6x=54). Ce D - P.

colubrinum (2n=2x=26). Barra = 10 pm.
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ADAPTACAO DE PROTOCOLO PARA HIBRIDACAO IN SITU
FLUORESCENTE (FISH) DE ESPECIES DO GENERO Piper

RESUMO

O estabelecimento de um protocolo de hibridagdo molecular in situ fluorescente (FISH) €
essencial para a ampliagdo dos estudos citogenéticos de espécies do género Piper, pois esta
tem sido a técnica mais eficiente no estudo dos cromossomos e permite construir mapas
fisicos, analisar a estrutura cromossomica, identificar aberragdes estruturais pequenas e
numéricas. O objetivo deste trabalho foi adaptar protocolo de hibridagdao in situ
fluorescente (FISH) para espécies do género Piper a fim de analisar a variabilidade no
numero, tamanho e posi¢do dos sitios de rDNA 45S e 5S. Utilizou-se espécies do género
Piper, nativas da Amazonia, P. alatipetiolatum, P. arboreum, P. colubrinum, P.
divaricatum, P. hispidum, P. tuberculatum, P. attenuatum e cultivares de P. nigrum L.
Cromossomos metatasicos foram obtidos apds o pré-tratamento das pontas de raizes dos
genotipos com 8-hidroxiquinolina a 300 ppm por 4h e fixados em solugdo de Carnoy e
conservadas a -4 °C. Para a FISH, adaptagdes como a auséncia da etapa de permeabilizagdo
da membrana e retirada do uso de formamida, foram realizadas a partir do protocolo
habitualmente utilizado no Laboratério de Citogenomica e Epigenética da Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, Sdo Paulo, para FISH o qual se baseia em
Schwarzacher; Heslop-Harrison (2000). A partir de ajustes no protocolo para FISH, ¢

possivel localizar sitios de rDNA 45S e 5S em espécies do género Piper.

Palavras-chave: Citogenética molecular. Piper nativa da Amazonia. P. nigrum L. Sitios
45S e 5S.
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PROTOCOL ADAPTATION FOR FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION
(FISH) OF SPECIES OF THE Piper GENUS

ABSTRACT

Establishing a fluorescent in situ hybridization (FISH) is essential for widening the
cytogenetic studies of species of the Piper genus, since this has been the most efficient
technique for chromosome studying and it allows constructing physical maps, analyzing
chromosome structure and identification of small and numeric structural aberrations. The
aim of this work was to adapt a fluorescent in situ hybridization (FISH) protocol for
species of the Piper genus. in order to analyze the variability in the number, size and
position of 45S and 5S rDNA sites. Amazonian native species P. alatipetiolatum, P.
arboreum, P. colubrinum, P. divaricatum, P. hispidum, P. tuberculatum, P. attenuatum
were used as well as P. nigrum L. cultivars. Metaphasic chromosomes were obtained after
the pretreatment of root tips from the genotypes with 8-hydroxyquinoline at 300 ppm for
4h, fixation in Carnoy solution and conservation at -4°C. For the FISH, adaptations such as
absence of membrane permeabilization step and the removal of the formamide use were
made from the usual protocol from the Cytogenomics and Epigenetics Laboratory of
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, Sdo Paulo, for the FISH which
is based in Schwarzacher; Heslop-Harrison (2000). From adjustments in the FISH

protocol, it is possible to localize 45S and 5S rDNA sites in species of the Piper genus.

Keywords: Molecular cytogenetics. Amazonian native Piper. Piper nigrum L. 45S and 5S

sites.
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1 INTRODUCAO

O género Piper ¢ um importante membro da familia Piperaceae e tem uma ampla
distribuigdo nas regioes tropicais e subtropicais e abrange em torno de 2000 espécies
(JARAMILLO; MANOS, 2001; QUIJANO-ABRIL et al., 2006) dentre as quais destacam-
se as nativas da AmazOnia por apresentarem importancia socioecondomica. A boa
representatividade comercial de algumas espécies de Piper nativa da Amazonia esta
associada a producdo de oleos essenciais utilizados pela industria farmacéutica, na
produ¢do de perfumes e cosméticos, pelo potencial para a industria de quimica fina, na
fabricac@o de inseticidas e na utilizagdo como fungicida no controle de doengas em plantas
(MAIA; ANDRADE, 2009).

Outro destaque deste género no cenario econdmico ¢ a espécie indiana P. nigrum
L., também usada na industria farmacéutica e produtora da pimenta-do-reino que ¢
utilizada principalmente como condimento alimentar, sendo esta especiaria a mais
difundida no mundo por tratar-se de um produto tipicamente de exporta¢do. De acordo
com dados do IBGE (2017), em 2015 o Paré apresentou a maior area colhida (22.105 ha)
dentre os Estados brasileiros produtores de pimenta-do-reino, o que permite ocupar o
primeiro lugar nacional em produgdo e o quarto lugar no ranking mundial.

No entanto, a expansao da pipericultura no Para pode ser um dos fatores que
contribuem para o desenvolvimento dos problemas fitossanitarios nas areas de cultivo,
como o aparecimento da doenga fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp.
piperis, afetando diretamente a produtividade da cultura e comprometendo os volumes nas
exportacdes brasileiras . Por estas razoes, de acordo com Silva et al., (2011), nos ultimos
anos a vida util da lavoura tem sido reduzida de 15 para 6 anos. Para Lemos et al., (2011),
a vulnerabilidade genética das cultivares de pimenteira-do-reino a doen¢a e a rapida
disseminag¢dao do patdogeno tém contribuido para o agravamento do quadro produtivo da
cultura.

Espécies silvestres do género Piper, nativas da Amazonia, tém apresentado
resisténcia/tolerancia a fusariose, tais como P. aduncum Linn., P.colubrinum Link., P.
tuberculatum Jacq., P. hispidinervium C. D. C. e P. hispidum Sw, que podem ser utilizadas
como fonte de resisténcia/tolerancia a essa doenga (ALBUQUERQUE et al., 1999
POLTRONIERI et. al., 1999), portanto precisam ser caracterizadas.



Além da caracterizagdo morfoagrondmica das espécies, a citogenctica de um
germoplasma pode ser prioritaria para 0 manejo, organizagao, classifica¢do e utilizagdo dos
recursos genéticos, pois disponibiliza informagdes biologicas de cada espécie (VALLS,
2007). Sendo assim, estudos citogenéticos permitem a obtengdo de marcadores
cromossomicos que além de serem uteis para os estudos comparativos das especies,
baseados nas diferengas cariotipicas, bodem ser utilizados em programas de cruzamentos,
com vistas ao melhoramento genético, pois possibilitam a identifica¢do e monitoramento.
ao longo das geragdes, da presen¢a de cromossomos, segmentos Cromossomicos ou
sequéncias de genes que eventualmente tenham sido introduzidos em espécies ou hibridos
(ARTERO et al., 2006).

As pesquisas em citogenética, como parte do programa de melhoramento genético
de pimenteira-do-reino da Embrapa Amazonia Oriental, tem entre seus objetivos a
caracterizagdo citogenética de acessos do seu Banco de Germoplasma de espécies do
género Piper, a fim de obter marcadores cromossomicos especificos mapeados por
hibridagdo molecular in situ fluorescente (FISH) de sequéncias de DNA ribossomais, como
os sitios de 45S e 58, para constru¢do de mapas cromossomicos. A determinacdo dos
alinhamentos das sequéncias de diferentes espécies, permitem inferir sobre a possibilidade
de pareamentos meidticos corretos em hibridos, e posteriormente o comportamento dos
cromossomos nesses hibridos.

A técnica mais eficiente no estudo dos cromossomos € a de FISH. que consiste em
desnaturar o DNA cromossomal e hibridiza-lo com fragmentos de DNA ou RNA marcados
com moléculas fluorescentes, possibilitando a visualizagdo direta de uma sequéncia de
DNA no cromossomo. Esta ferramenta tem permitido construir mapas fisicos, analisar a
estrutura cromossomica, identificar aberragdes estruturais pequenas e numéricas
(HESLOP-HARRISON: SCHWARZACHER, 1993; LEITCH et al., 1994). A utiliza¢do de
FISH com as sequéncias de genes ribossomais, rRNA de 18S+5,85+25S (rDNA 45S) ou
58S (rDNA 5S) € mais comum e frequentemente aplicada na caracterizagdo de cariotipos,
sendo um marcador primario bastante informativo.

Segundo Moscone et al., (1999), a variacdo no niumero de sitios de rDNA de 45S e
58S entre especies de plantas do mesmo género tem levado a hipotese que grupos rDNA sdo
moveis, por meio de diferentes mecanismos. A analise comparativa entre cultivares de uma
dada espécie utilizando a hibridag¢do in situ revelou polimorfismos intraespecificos no

numero ¢ no tamanho do sinal de hibridagio.
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As regides transcritas do rDNA 458, ou o repeat do rDNA 458, possui cerca de 10
Kb, podendo carregar de centenas a milhares de copias génicas. Estas regides sdo
altamente conservadas entre os organismos, enquanto os espa¢adores intergénicos sdo
altamente polimorficos, podendo variar amplamente mesmo entre espécies muito proximas
(HESLOP-HARRISON, 2000). A transcri¢do dos genes ribossomais de 45S tem por
finalidade a formacdo das subunidades ribossomais menores (40S) e maiores (60S), que
quando associados a complexos protéicos e o rRNA SS, transcrito no nucleoplasma,
formam os ribossomos.

Por ocuparem posi¢des bastante conservadas nos cromossomos, 0s loci de rDNA se
tornaram importantes marcadores citologicos no estudo da evolugdo cariotipica
(MONDIN:; SANTOS-SEREJO: AGUIAR-PERECIN, 2007; MORALES: AGUIAR-
PERECIN; MONDIN, 2011). Desse modo, o objetivo deste trabalho foi adaptar protocolo
de Hibridagao in situ Fluorescente (FISH) para espécies do género Piper a fim de analisar

a variabilidade no nimero, tamanho e posic¢ao dos sitios de rDNA 458 e 5S.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo teve por base o protocolo habitualmente utilizado no Laboratorio de
Citogenomica e Epigenética da Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, Sdo

Paulo o qual se baseia no livro de Schwarzacher; Heslop-Harrison (2000).
2.1 Material vegetal

As espécies de Piper nativa, do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa
Amazoénia Oriental, Belém-PA, possuem registro de depdsito no Herbario Murga Pires do
Museu Paraense Emilio Goeldi. As espécies de Piper nativa utilizadas neste estudo foram:
P. alatipetiolatum Yuncker. (MG 155653), P. arboreum Aubl. var. arboreum. (MG
150695), P. colubrinum (Link ex Kunth) Link ex C. DC. (MG 165237), P. divaricatum G.
Mey. (MG 165391), P. hispidum Sw. (MG 150675) e P. tuberculatum Jacq. var.
tuberculatum (MG 165157). Cultivares de P. nigrum L. (Apra, Bragantina, Cingapura,
Kottanadan, Kuthiravally, lagara, e Guajarina) também foram objeto deste estudo.

As cultivares de P. nigrum L. foram cultivas in vitro no Laboratério de Recursos

genéticos e Biotecnologia de Plantas e as espécies silvestres de Piper foram cultivadas em
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casa de vegetagio, nas dependéncias deste laboratorio, localizado na Embrapa Amazonia

Oriental, Belém-PA, onde foram realizados os pré-tratamentos das raizes.

2.2 Pré-tratamento das raizes e preparo das laminas

As pontas de raizes foram coletadas com tamanho aproximado de 2 c¢cm e pre-
tratadas em solugdo de 8-hidroxiquinolina a 300 ppm durante 4 horas de acordo com Cuco
et al., (2003) para inibicdo do fuso mitotico, permitindo o acimulo de células em pro-
metafase e metafase. ApoOs o pré-tratamento. o material foi fixado em solu¢do de Carnoy (3
partes de etanol : 1 parte de acido acético) e conservadas em freezer a -4 °C.

As laminas destinadas a FISH foram preparadas no Laboratorio de Citogenomica e
Epigenética da Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, SP, de acordo com os
procedimentos  convencionais da  metodologia ~de  esmagamento  celular
(SCHWARZACHER:; HESLOP-HARRISON, 2000). As laminulas foram removidas em
nitrogénio liquido e a lamina foi seca ao ar para posterior armazenamento a -20 °C até o

momento de uso.

2.3 Hibridacdao molecular in situ fluorescente (FISH)

2.3.1 Sondas de DNA

Utilizou-se como sondas para os sitios ribossomais a sequéncia de rDNA 458
(genes de rRNA 18S+5.85+268) de 9,1 Kb de milho (CUCO et al., 2005; MONDIN et al.,
2007), clonadas em plasmideo, por tratar-se de uma sequéncia extremamente conservada
evolutivamente tornando-a muito similar em todos os eucariotas (GUERRA, 2004).
Bactérias transformadas com o vetor contendo as sequéncias foram cultivadas em meio
com o antibiotico ampicilina (20 mg/ml). A partir de colonias isoladas dessa cultura foi
realizada cultura em meio liquido e extragdo de DNA plasmidial por meio da solugdo
“TENS™ (MINIPREP).

Quanto a obtengdo de sondas de rDNA 58, utilizou-se um fragmento amplificado
via PCR (Polymerase Chain Reaction), do rDNA 58 de Piper colubrinum (Link ex Kunth)

Link ex C. DC., para pareamento nas demais espécies do género Piper estudadas.



2.3.2 Extracdio do DNA gendmico e amplificagdo do gene de RNA ribossomico 5S

O material vegetal utilizado foram folhas tenras da espécie P. colubrinum,
coletadas e acondicionadas em gelo para extragdo de DNA gendmico, seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante do kit “Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen)”. O DNA
extraido foi amplificado via PCR sendo o produto utilizado como sonda para o
mapeamento de rDNA 35S nos cromossomos por meio de FISH. Os primers utilizados para
amplificacdo da sequéncia de rDNA 5SS para os experimentos de FISH seguem as

especificacdes abaixo:

rDNA 1(forward) 5° GTG CGA TCA TAC CAG CRY TAATGC ACC GG 3’
tDNA 2(reverse) 5° GAG GTG CAA CAC GAG GAC TTC CCA GGA GG 3°

Na reacdo de PCR foram utilizados 10 ng/ul de DNA genomico de P. colubrinum,
200 uM de dNTPs, 300 nM de cada primer, 1,5 mM de MgCl; e 2,5 U de Taq polimerase
(0,5 pl). A reacdo de PCR seguiu os seguintes passos: incubagdo a 93°C por 5 min. seguida
por 30 ciclos de 94 °C por 50 seg., 57 °C por 50 seg. ¢ 72 °C por 1 min. A reacdo foi
finalizada apos 10 min. a 72 °C e mantida a 4 °C. O produto da reag@o obtido foi purificado
utilizando-se o kit “QIAquick PCR Purification (Qiagen)”, seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante. Para a confirmagdo e quantificagdo dos fragmentos amplificados, os
produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e quantifidos por
meio do marcador molecular A integro (50 ng/ul: 100 ng/ul e 200 ng/ul) sendo tamanho

das bandas conferidos por meio do marcado molecular A DNA/Hind in fragments.

2.3.3 Marcagao e hibridagdo in situ fluorescente das sondas de rDNA 45S e 5S

As sondas de rDNA 45S e 5S foram obtidas por meio da marca¢do de suas
sequéncias de DNA com biotina via nick translation (BioNick™ DNA Labeling System -
Life Technologies®) e com digoxigenina via random primers (Dig DNA Labeling and
Detection Kit - Roche®), conforme recomendagdes dos respectivos kits.

A FISH seguiu os protocolos descritos por Mondin et al., (2007). As preparagdes
cromossomicas previamente preparadas e conservadas em freezer a -20 °C passaram por

uma fase de permeabilizagdo da membrana para melhor penetragdo de sondas e anticorpos.



A permeabilizacio ocorreu através da incubagdo das laminas em 1x PBST (0,1% Triton
X100) por 40 minutos em camara Gimida a 37 °C, seguida de lavagens em 1x PBS e agua
por 5 minutos. Em seguida as preparagdes foram desidratadas em série alcodlica (70%,
96% e 100%) por 5 minutos em cada concentragao. As laminas foram entdo submetidas as
lavagens de pré-hibridagio com RNase (Spg/pl) e pepsina (Sug/ul) para remogdo do RNA
e do excesso de proteinas do material, respectivamente. Em seguida, fixadas em
paraformaldeido a 4% e desidratadas em série alcoolica (70%, 96% e 100%).

A mistura para a hibridagdo foi composta por 50% de formamida, 2x SSC, 10%
dextran sulfato, 0.1% SDS. 1 mg/ml de “herring sperm DNA”, 6 ng/ul e 16 ng/ul de rDNA
45S e 5S, respectivamente. Esta mistura foi desnaturada a 95-98°C por 10 minutos e
imediatamente imersa em gelo. Posteriormente, foram adicionados 25 ul da mistura de
hibridagio sobre cada lamina. Estas foram seladas e em seguida colocadas em
termociclador (PTC-100, MJ) onde foram aquecidas a 92 °C por 10 min. ¢ a 37 °C por 20
h, para que ocorresse a hibridacao. Apos a etapa de hibridagdo, as preparagdes passaram
por lavagens pos-hibridacdo, sendo uma vez em 2x SSC a 42 °C por 5 min., duas lavagens
em formamida a 20% e 0.5x SSC a 42 °C (74% de estringéncia) por 5 min. € uma vez em
0,5x SSC 42 °C por 5 min.

A sonda de rDNA 45S, marcada com biotina, foi detectada com o anticorpo
secundario “mouse anti-biotina™ (Dako®) seguido dos anticorpos secundarios “rabbit anti-
mouse” — TRITC (Dako®) e “swine anti-rabbit” — TRITC (Dako®), enquanto a sonda 5S
marcada com digoxigenina foi detectada com “sheep anti-dig” — FITC (Roche®). A
concentracdo de todos os anticorpos secundarios utilizados foi de 1:100. As preparagoes
foram contracoradas com 2 ul/ml de DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) ¢ montadas

com 8 ul de Vectashield H-1000.

2.3.4 Adaptag¢ao para marca¢ao e hibridagdo in situ fluorescente das sondas de rDNA 45S e

58

Posteriormente alterou-se o protocolo original em duas de suas etapas para
marcagdo e hibridac¢io in situ fluorescente das sondas de rDNA 45S e 5S. Retirou-se o uso
de permeabilizacdo da membrana, bem como a utilizagdo de formamida a 20% no processo
de lavagem poés-hibridagdo, seguindo o protocolo a partir da aplicagio da solugdo

bloqueadora.
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2.3.5 Microscopia, analise de imagens e caracterizagdo dos sitios ribossomais 438 e 58

As laminas foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia DM5500 Leica®.
As analises e processamento das imagens de metdfases mitdticas, contendo todos os sitios
ribossomais condensados, foram selecionadas para caracteriza¢ao da variabilidade quanto
ao nimero, tamanho e posi¢do dos loci de rDNA dos genotipos, através da analise das
imagens as quais foram digitalizadas e processadas para montagem das pranchas usando a

ferramenta de analise do Adobe Photoshop CS5 Extended.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sondas de rDNA 458

A Figura 1 demostra a quantificagio do DNA plasmidial extraido. Foram
estabelecidas as seguintes quantificagdes para as amostras 4, 5, 6, 7, 8 ¢ 9: 300, 300, 180,
300, 180 50 e 250 ng/ul DNA plasmidial, respectivamente. Os marcadores (de 1 a 3)
utilizados para esta quantificacdo, ndo retrataram o peso molecular em pares de base (bp)

do DNA extraido.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA plasmidial. De 1-3 marcadores
moleculares para quantificagdo do DNA gendémico. 1- A integro 50 ng/ul: 2 - A integro 100
ng/pl e 3 - A integro 200 ng/ul. As bandas de 4 a 9 representam o DNA plasmidial extraido
para obteng@o da sonda de rDNA 458S.

Posteriormente, o resultado desta e de novas extra¢des de DNA plasmidial para o
preparo da sonda de rDNA 458 revelaram bandas que ndo apresentaram o ideal esperado,
pois estas possuiam 23,130 bp ou mais (Figura 2A e 2B). De acordo com Guerra (2004) os
plasmideos bacterinos geralmente aceitam insertos de aproximadamente 10 kb de tamanho

o qual representa o tamanho necessario para o preparo da sonda.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA plasmidial. A banda 1 € o
marcador moleculares . DNA/Hind in fragments. As demais bandas em A e B
comprovam o tamanho de aproximadamente 23,130 bp. A linha vermelha representa o

posicionamento ideal onde as bandas deveriam estar localizadas com aproximadamente
10 kb.

A Figura 3 representa o padrdo de banda ideal de DNA plasmidial extraido para ser
utilizado no preparo da sonda de rDNA 45S. Porém, este se apresentou em quantidade

reduzida de DNA plasmidial sendo insuficiente para o preparo da sonda.

9.416 bp

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do
fragmento de DNA plasmidial. A banda na coluna 1
representa o tamanho do inserto (9,416 bp). A coluna
2 representa o marcador A DNA/Hind in fragments.

3.2 Extra¢do do DNA genomico e amplifica¢io do gene de RNA ribossémico 5S

A extragdo do DNA genomico de P. colubrinum foi satisfatoria sendo possivel
quantificar e visualizar a integridade do DNA. A quantificacdo do DNA foi estabelecida
para as amostras 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 como 100, 120, 200, 180, 180, 50 e 250 ng/ul de DNA
gendmico, respectivamente (Figura 4).

A técnica de PCR proporciona a amplificagdo de fragmentos de DNA cuja
sequéncia de nucleotideos é conhecida, como € o caso do rDNA 35S ou 18S (GUERRA,

2004), mas também desconhecida, por exemplo, o marcador RAPD (Random Amplified
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Polymorphic DNA). No entanto, se a sequéncia a ser hibridizada for longa ela deve ser
quebrada a fim de se obter fragmentos menores, em torno de 400-500 pb. Em
contrapartida, sequéncias muito pequenas, como os oligonucleotideos, tem baixa
estabilidade ocasionando maiores chances de hibridizar com sequéncias ndo-alvo

casualmente complementares (hibridizagdo cruzada) (LICHTER; CREMER, 1992).

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA gendmico de sete amostras de P.
colubrinum (4 al0) concentrado. As bandas de 1 a 3 sdo marcadores para quantifica¢ao do
DNA genémico. 1- A integro 50 ng/ul: 2 - A integro 100 ng/ul e 3 - A integro 200 ng/pl. As
bandas de 4 a 10 sdo referentes as amostras de DNA de P. colubrinum.

O resultado da eletroforese em gel de agarose, apresentado na Figura 5 (amostras 3,
4, 5, 6, 7 e 8) evidenciou que nao houve fragmentagdo nas sequéncias de rDNA 58S para P.
colubrinum, pois o tamanho das bandas em todas as amostras citadas foram de
aproximadamente 250 bp, sendo o tamanho de 450 pb o ideal para o fragmento de rDNA
5S . Portanto, provavelmente ndo houve desnaturagdo e hibridizagdao em solu¢do contendo
um excesso de copias do DNA repetitivo disperso. Em contrapartida, as amostras 9 ¢ 10,
utilizadas como controle, resultado da PCR usando DNA de cana-de-actcar (Saccharum
officinarum), apresentaram-se fragmentadas com bandas de tamanho aproximado a 500 pb,
sendo estes ideais para utilizagdo em experimentos de FISH com cana-de-agticar. O
resultados obtidos com as amostras controle demostram a funcionalidade dos primers para

o rDNA 58.
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bp ng
2,000 200 —>
1,200 120 =—>
800 80 —>
400 40 —>
200 20 —>
100 10 =—>»

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA genémico de P. colubrinum de
seis amostras (3 a 8) amplificadas via PCR. As bandas 9 e 10 sdo referentes a amostras de
cana-de-agucar. Bandas 1 e 2 sdo marcadores para quantifica¢do e verificagdo do tamanho
do rDNA 35S amplificado. Coluna 1 — marcador Low DNA Mass Ladder. Coluna 2 —
marcador 100 bp DNA Ladder.

3.3 Marcacio e hibridacdo in situ fluorescente das sondas de rDNA 45S e 58

Embora os resultados das sondas de rDNA 45S e 5S tenham apresentado sondas
ndo satisfatorias para serem utilizadas em experimentos de FISH, as marcagdes das sondas
realizadas com biotina via nick translation e com digoxigenina via random primers,

respectivamente, apresentaram-se satisfatorias para serem usadas em FISH (Figura 6).

F*l ! 3 ? 5 1 3 5
< - . » »
2 .0 2 4 6

Figura 6. Marcacdo das sondas rDNA 458 com biotina (A) e 5S com
digoxigenina (B). Os numeros de 1 a 6 representam amostras das sondas de
rDNA 458 e 5S marcadas.

A partir dos resultados das marcagdes, as sondas marcadas utilizadas nos ensaios de
FISH ndo foram detectadas nos sitios de rDNA 458 e 58 nas células em metafase mitética

ao serem observadas através de microscopio de epifluorescéncia, visto a ineficacia das

sondas obtidas.
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3.4 Adaptacdio do protocolo para marcacido e hibridagdo in situ fluorescente das

sondas de rDNA 458 e 58S

As adaptagdes realizadas no protocolo padrdo utilizado para diferentes espécies
como: Passiflora L. (CUCO et al., 2005), Crotalaria juncea (L) (MONDIN et al., 2007:
MORALES et al., 2011) e Smilax rufescens (PIZZAIA et al., 2013), foram realizadas
devido a auséncia de marcagdes cromossdmicas, sitios de 45S e 5S, para espécies do
género Piper. Devido as espécies deste género serem produtoras de dleo essenciais
(MAIA; ADRADE, 2009), supdem-se que a fase de permeabilizagdo da membrana possa
ter interferido no processo de FISH, pois a incubagdo das laminas em 1x PBST (0.1%
Triton X100) por 40 minutos em camara umida a 37 °C, seguida de lavagens em I1x PBS e
dgua por 5 minutos podem ter ocasionado o araste das células metafasicas sendo
identificada a auséncia de células nas ldminas que passaram pelo processo de
permeabilizagdo da membrana.

A nao utilizagdo da formamida a 20% pos-hibridagéo, ocorreu para reduzir o nivel
de estringéncia e assim facilitar o pareamento da sonda com o DNA-alvo. Apds estas
alteragdes no protocolo base de Schwarzacher; Heslop-Harrison (2000), pode-se observar,
com auxilio de microscopio de epifluorescéncia, as primeiras células obtidas no final do
processo de FISH. Porém, notou-se que a membrana plasmatica das células, que se
encontravam intacta no inicio do processo de hibridag¢do in situ, apresentava-se rompidas

no final de todas as etapas do processo (Figura 7A e B).

Figura 7. Células em metafase mitética com a membrana plasmatica rompida apds o
processo de hibridagéo in situ fluorescente (FISH). Em A — Cultivar de Piper nigrume B —
Piper alatipetiolatum. Barra =10 pm.
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Todas as espécies de Piper estudadas apresentaram 0 mesmo comportamento
quanto a decomposi¢do da membrana plasmética ou a auséncia da célula mitética nas
laminas. Supde-se que esta auséncia também pode ter decorrido as sucessivas lavagens
p6s- hibridagdo com solugdo de PBST (0,1% Triton X100) e SSC como parte do processo
do protocolo de FISH, este fato pode justificar a auséncia de estudos de FISH na literatura
relacionados a espécies do genéro Piper.

Embora todas as espécies estudadas ndo tenham sido marcas, houve uma unica
exce¢do demostrada na Figura 8. Nesta imagem € possivel perceber a presenga de sitios de
45S e 58S em um nicleo interfasico da espécie Piper arboreum o que demostra a presenga
destes sitios no género. Contudo, devido a célula ndo estd em metéafase, ndo € possivel

determinar em qual cromossomo encontram-se estas marcas.

Figura 8. Nucleo interfasico da espécie de Piper arboreum com sinais de marcas de
hibridagdo in situ fluorescente (FISH) de 45S e 5S. Barra = 10 pm.

4 CONCLUSAO

Apesar da adaptagdo do protocolo utilizado ndo ser conclusiva, contribui para
confirmar que ha presenga de sitios de 45S e 5S em espécies do género Piper. Essas
informagdes sdo importantes para continuidade da caracterizagdo citogenética de espécies
deste género e contribuigdo ao programa de melhoramento genético de pimenteira-do-

reino.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos contribuiram para o conhecimento do germoplasma e da
diversidade genética/cromossomica existente em espécies de Piper, nativas da Amazonia e
cultivares de Piper nigrum L. Essas informagdes sdo importantes para a conservacio e para
o programa de melhoramento genético da pimenteira-do-reino.

Propde-se a continuidade de estudos para o estabelecimento de um protocolo de
utilizagdo da técnica de FISH para o género Piper para o avango das pesquisas

relacionadas a este género.



