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RESUMO

NUNES, Juliane Dornellas. Citogenética de acessos de pimenta-longa (Piper
spp.) Lavras: UFLA, 2004 30p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas)”.

Estudos citogenéticos de espécies nativas, por meio de caracterizagdo numérica
e morfolégica dos cromossomos, apresentam-se como importante ferramenta
para a elucidacdo de fatos relacionados a classificagdo taxondmica, processo
evolutivo e geracdo de subsidios para futuros programas de melhoramento
genético. As espécies Piper hispidinervum, P. aduncum e P. hispidum, da
Amazonia brasileira, apresentam caracteristicas, como teor de safrol e presenca
de substancias fungicidas e bactericidas de interesse para a inddstria quimica e
farmacéutica. Este trabalho teve como objetivo descrever o caridtipo dessas
espécies. Foram avaliados cinco acessos de P. hispidinervum, dois de P.
aduncum e um de P. hispidum, pertencentes a Colecdo de Trabalho da Embrapa
Acre. As andlises citogenéticas mitdticas foram realizadas por meio do método
de esmagamento e coloragdo com Feulgen ou solu¢do de Giemsa 5%. Obteve-se
0 nimero cromossdmico 2n = 24 para os acessos das trés espécies. Para cada
um dos acessos foram apresentadas as descrigdes do complemento
cromossdmico e idiogramas. O tamanho dos cromossomos foi em torno de 0,98
Wwm para o maior par e 0,42 wm para o menor par. Por meio dos valores de
relacdo de bracos foi possivel classificar os caridtipos das trés espécies na
categoria 4b, segundo a classificacdo de Sttebbins (1958), com a presenca de
cromossomos metacéntricos. Houve diferenca significativa entre o comprimento
total do lote hapléide das espécies.

*Comité Orientador: Giovana Augusta Torres, Lisete Chamma Davide.
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ABSTRACT

NUNES, Juliane Dornellas. Cytogenetics of long pepper (Piper spp.)
accesses. Lavras: UFLA, 2004, 30p. Dissertation (Genetics and Plant Breeding).

Karyotypic analisys of native species is an important tool to elucidate
taxonomic classification, evolutionary process and also to contribute to future
breeding programs. Piper hispidinervum, Piper aduncum and Piper hispidum,
from brazilian Amazon, present levels of safrole, and anti fungus substances
that make than important for chemical and pharmaceutical industries. The
purposes of this study were to obtain chromosome numbers of these species and
to describe the morphology of their chromosomes. Five accesses of Piper
hispidinervum, two of Piper aduncum and one of Piper hispidum, from Work
Collection of Embrapa Acre, were evaluated. Mitotic analyses were performed
through squashing technique with Feulgen or Giemsa 5% staining. All accesses
presented 2n = 24 chromosomes. Idiograms and chromossomic descriptions for
every access were obtained. Chromosome size was 0.98 um to the largest pair
and 0.42 um to the shortest pair, all of them showed metacentric morphology.
Through the arm length ratio it was possible to classify the karyotypes from all
species as 4b category, according to Sttebins (1958). Significant differences for
total chromosome length of the haploid set were observed for the three species.

* Guidance Commitee: Giovana Augusta Torres, Lisete Chamma Davide.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem regides com enorme biodiversidade, dentre as quais se destaca
a Amazdnia brasileira, possuindo uma infinidade de espécies com propriedades
medicinais e aromdticas. Dentre estas espécies, a pimenta-longa (Piper
hispidinervum C. DC.) tem se destacado pelo seu potencial para a produgdo de safrol
(fenil éter), presente no dleo essencial, cujo valor comercial no mercado externo
oscila entre U$ 5 a US$ 8/kg (Wadt, 2001).

Existe uma grande demanda no mundo por heliotropina e por butéxido de
piperonila, os dois principais subprodutos derivados do safrol (Rocha & Ming,
1999). Este composto ¢ amplamente utilizado como aromatizante de cervejas e
refrigerantes, como agente de fragrincias em alguns produtos, incluindo ceras,
sabdes e desinfetantes e, ainda, como ingrediente de inseticidas biodegraddveis a
base de piretrium.

Além de P. hispidinervum C. DC., a espécie Piper aduncum L., também
conhecida como jaborandi falso, tem despertado interesse devido a potencialidade
do 6leo extraido de suas folhas no controle de fitomoléstias de etiologia flingica
(Bastos, 1997) e de doengas humanas causadas por bactérias e fungos (Torres
Santos, 1999). Piper hispidum L. também possui compostos no extrato de suas
folhas que apresentam acgdo antiftingica (Alecio, 1998). Estas trés espécies
apresentam grande semelhanca morfoldgica, no entanto, apenas P. hispidinervum
apresenta alto teor de safrol (87% a 97%), enquanto em P. aduncum e P. hispidum
sdo encontrados teores de 0,1% a 3,24% e 0,5%, respectivamente (Silva & Oliveira,
2000).

Devido ao uso consagrado do safrol, a pimenta longa é uma espécie
muito estudada. Ja estdo sendo conduzidas pesquisas, especialmente na
Embrapa Acre, para a implementag@o de um sistema de produgdo sustentdvel de

pimenta- longa, capaz de atender a demanda de mercados nacionais e



internacionais. Uma das a¢Oes prioritarias é a ampliacdo do banco de germoplasma,
disponibilizando maior variabilidade genética dentro do género Piper, tanto para a
conservagdo como para a implantag@o de programas de melhoramento genético. Para
tanto, torna-se necessario um esforco intensivo de coleta e caracterizacio detalhada
de acessos usando caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, citoldgicas e genéticas.

Neste sentido, a andlise citogenética tem-se mostrado muito util para a
distingdo de espécies e identificacdo de interacdes entre genomas, importante para
programas de hibridacdo interespecifica. Apesar de poucas espécies do género Piper
terem sido avaliadas citogeneticamente, ja € possivel observar uma grande variagao
no nimero cromossdmico. Esta variacdo ocorre tanto entre espécies, de 2n = 24 em
Piper betle L. a 2n = 128 em Piper nigrum L., quanto dentro de algumas espécies,
como em Piper longun L., em que foram identificados 2n= 24, 48, 52 € 96 e Piper
nigrum L., com 2n=48, 52, 104 e 128 (Fedorov, 1969).

Em algumas espécies, além do nimero cromossdmico, foram feitas andlises
morfométricas dos cromossomos. Joseph et al. (1999) observaram a ocorréncia de
caridtipos simétricos em Piper colubrinum Link (2n=26) e Piper magnificum
Trelease (2n=26), ocorrendo uma diminuicdo uniforme no tamanho dos
cromossomos. As espécies de Piper L. diferem em pequenos detalhes no cariétipo, o
que revela a importancia de alteragdes estruturais na especiagao.

Essas informagdes citogenéticas tém sido usadas para o estudo de relacdes
sistematicas e filogenéticas dentro da familia Piperaceae. Mathew et al. (1999), em
um estudo de 17 espécies de Piper (x=13) e 8 espécies de Peperomia (x=11),
relataram que o género Piper se diversificou muito antes que Peperomia, durante um
longo periodo evoluciondrio, no qual mudangas cromossOmicas estruturais
acarretaram uma marcante diminui¢ao do tamanho de seus cromossomos.

A descrigdo botinica e citogenética detalhada de um maior nimero de

espécies do género Piper constitui uma importante ferramenta para a elucidagao



de fatos relacionados ao seu processo evolutivo e ainda fornece subsidios para
programas de conservagdo e melhoramento genético. Assim, este trabalho visa a
caracterizacdo citogenética de acessos das trés espécies, Piper hispidinervum.

Piper aduncum e Piper hispidum, da Colecao de Trabalho da Embrapa Acre.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricao botanica e ecolégica

O género Piper pertence a familia Piperaceae, a qual foi descrita no século
XVII por Linnaeus (Yuncker, citado por Nascimento, 1997). Nesta estido incluidos
cerca de doze géneros, sendo Piper e Peperomia os principais da flora brasileira (Joly,
1993; Agarez et al., 1994). Embora o niimero de espécies descritas nessa familia seja
elevado, hd uma varia¢do muito grande na estimativa do niimero de espécies existentes,
sendo estimado de 1.400 a mais de 2.000 espécies, e dentre essas a maior parte se
encontra nos géneros Piper e Peperomia (Cronquist, 1981).

A familia Piperaceae, pelo novo sistema de classificacdo da APG, estd
inserida, juntamente com Aristolochiaceae (familia do género Aristolochia, ou papo-
de-peru), na ordem basal e primitiva denominada Piperales, ndo sendo classificada
como monocotidednea, nem como eudicotiledonea (Bremer et al, 1999).
Morfoanatomicamente, as plantas destas familias possuem os feixes de vasos
condutores dispersos no caule (Waard, 1980) e é comum a presenca de células
contendo Sleos etéreos (Bremer et al., 1999). As folhas sdo inteiras, predominando a
disposicdo alterna, com estipulas (muitas vezes se apresentam soldadas simulando uma
bainha). O caule é frequentemente articulado, a inflorescéncia em geral espiciforme
(Joly, 1993). As flores sdo pequenas, sem perianto e ficam agrupadas em espigas
densas. Os frutos produzidos sido pequenas drupas ou bagas, dispersas freqiientemente
por morcegos (Bremer et al., 1999). A familia Piperaceae é considerada um grupo
taxonomicamente confuso devido as diferentes espécies apresentarem muitas
caracteristicas morfoldgicas similares (Burguer, 1972; Howard, 1973). A familia é

representada por plantas herbéceas, trepadeiras, arbustos e, raramente, arvores, cuja



distribuicdo geografica ocorre entre os trdpicos, com poucas espécies extratropicais
(Barroso, 1978, citado por Santos et al., 1998).

A espécie Piper hispidinervum C.DC. € um arbusto ou arvoreta de 2 a 7Tm de
altura com caule geniculado. Suas folhas sdo membrandceas ou cartdceas, elipticas,
eliptico-ovadas ou eliptico-lanceoladas. As inflorescéncias sdo espigas alongadas, com
flores mindsculas e frutos obpiramidais (Yunker, 1972).

Piper hispidinervum ocorre tipicamente em ambientes abertos com incidéncia
direta de luz, apresentando sementes com baixa longevidade em condi¢des de ambiente
natural; em 4reas de pastagem, apresenta banco de sementes restrito, com dispersao o
ano todo, tendo picos de producio de sementes em janeiro/fevereiro e junho/julho
(Almeida, 1999). Dessa forma, P. hispidinervum foi considerada uma espécie pioneira
antrépica, por colonizar 4reas abertas fora da floresta.

P. hispidinervum tem se mostrado uma espécie adaptada a locais quentes e
umidos, ocorrendo naturalmente em regides com elevado indice pluviométrico e clima
do tipo Ami e Awi. Em experimentos onde foi testada a exigéncia hidrica para
germinacdo de sementes, verificou-se que a espécie germina tanto em condi¢des
hidricas padrdes quanto em ambiente totalmente encharcado (Almeida, 1999).

Dentre as espécies identificadas, denominadas comumente de pimenta- longa,
as que mais se assemelham botanicamente sio a P. hispidinervum e a Piper aduncum,
porém, apenas a primeira apresenta altos teores de safrol no dleo essencial. A P.
aduncum é abundante em todo o estado do Acre, bem como pode ser encontrada em
outros estados brasileiros.

A diferencia¢@o morfolégica entre P. hispidinervum e P. aduncum concentra-
se nas caracteristicas foliares, a segunda possui folhas elipticas ou lanceoladas com
base redonda ou cardulata, dsperas na face adaxial e pubescentes nas faces abaxial e
adaxial. As andlises dos teores de safrol encontrados no 6leo essencial dessas

duas espécies de pimenta-longa sdo de 87% a 97% para P. hispidinervum, e



0,10% a 3,24% para P. aduncum (Wadt, 2001). Entre P. hispidinervum e P.
hispidum também ocorrem diferencas morfoldgicas foliares; P. hispidum
apresenta folhas ovadas, com dpice acuminado e base obliqua, altamente
pubescente na face dorsal (Sousa et al., 2001).

Burguer (1972) relata que a pimenta-longa estd entre as espécies mais
evoluidas do género Piper, em seu trabalho sobre as tendéncias evolutivas das
espécies de Piper (Piperaceae) na América Central e México. Entre as 150
espécies estudadas, a Piper sagittifolium C.DC. foi considerada a representante
mais primitiva, com base em alguns caracteres, tais como pecas florais grandes,
inflorescéncia em espiga com aproximadamente 1 cm de espessura, antera
estreita e relativamente longa (1mm), com deiscéncia lateral, pélen grande (50-
100 wm). Yunker (1972) relata que outras espécies semelhantes deste género
representam um grupo mais avancado, como Piper hispidum, pois apresentam

pecas florais compactadas, antera com deiscéncia apical e pdlen pequeno.

2.2 Importancia economica

Maia et al. (1987), em um levantamento botinico e quimico realizado na
flora amazonica, descreveram a existéncia de mais de uma dezena de espécies
de Piper fornecedoras de dleos essenciais. Estas substincias de origem natural
ou sintética, conhecidas como esséncia, 6leo essencial ou etéreo, se destacam ao
longo da histéria da humanidade, gragas as suas nobres caracteristicas e diversas
aplicacdes na industria (Cardoso et al., 2000). Sao produtos vegetais separdveis
por arraste a vapor d’dgua e que existem nas plantas em estruturas especiais de
secrecdo, tais como idioblastos, cavidades e canais esquizdgenos ou lisigenos
originados por separacdo ou lise de células, respectivamente e tricomas

glandulares (Gottlieb & Salatino, 1987).



O safrol é um fenil éter encontrado como componente voldtil em algumas
espécies de plantas, que em sua forma mais pura, a temperatura ambiente, € um liquido
viscoso de aroma canforaceo (Maia et al., 1987). Rosa et al. (2000) descreveram o
safrol ou 4 -alil-1,2-metileno-dioxibenzeno, como um éter fendlico do grupo dos
anilpropandéides, com férmula molecular CioH;,0, , ponto de ebulicio de 232°C -
235°C e que solidifica a uma temperatura de 11°C, insolivel em dgua e solivel em
solventes organicos como dlcool, éter etilico e cloroférmio. E precursor de uma
variedade de compostos de importincia econOmica, tais como bioinseticidas
biodegradaveis, fixadores de aroma e, mais recentemente, de drogas antiinflamatrias,
antitrombdticas e auxinas endélicas. Em sua forma natural foi largamente utilizado nos
Estados Unidos para aromatizar cervejas (Anya, 1974) e como agente de fragrancias
em alguns produtos como ceras, sabdes e desinfetantes (Anon, 1992). Atualmente, o
safrol natural € utilizado na forma de heliotropina, como fixador de fragrincias e, na
forma de butéxido de piperonila, na composi¢cdo de inseticidas (Castro & Poveda,
1983).

O butdxido de piperonila apresenta-se como principal agente sinergistico para
o piretrium natural, o qual é base de inseticidas biodegraddveis e que, isolado, tem
efeito reduzido. O piretrium natural associado ao butéxido de piperonila € a tnica
formulagdo permitida para uso em armazenamento e processamento de alimentos em
todos os paises do primeiro mundo (Arctander, 1960). Segundo Maia et al. (1993), a
demanda por butéxido de piperonila tende a crescer cada vez mais devido as suas
caracteristicas de baixa toxicidade e por ser biodegradavel.

No Brasil, até poucos anos atrés, o safrol era extraido da canela de sassafrs
(Ocotea pretiosa), uma Lauraceae nativa da Mata Atlantica, com alta densidade de
individuos no Vale do Itajai, SC. A descoberta do dleo de sassafrds extraido da canela
se deu em 1939, quando foi evidenciado que, pela destilagio da madeira dessa

arvore, obtinha-se um 6leo essencial contendo 84% de safrol (Rocha & Ming,



1999). Porém, com a exploracdo abusiva e desordenada, o risco de exting@o da espécie
era quase certo, visto que a mesma era cortada no tronco para a extragdo do 6leo na
casca (Silva, 1993). Diante do problema, o Governo Federal, por meio do Decreto n°
1557, publicado no Didrio Oficial da Unido de 25 de setembro de 1991, proibiu o corte
de O. pretiosa.

Atualmente, o 6leo essencial de sassafrds, importado da China e do Vietna, é
obtido da mesma forma destrutiva ocorrida no Brasil e, com isso, as suas reservas
correm sério risco de esgotamento a curto e médio prazos. Japdo, Itdlia e Estados
Unidos s@o os mercados mais importantes para dleo de sassafrds, sendo a demanda
calculada ao redor de 2.000 toneladas/ano, com preco variando entre US$ 4 a 6 por
quilo de matéria bruta. O Brasil tem capacidade industrial para produzir heliotropina e
piretréide (aproximadamente 500 toneladas/ano), embora a escassez em forma de
producdo doméstica, conduz a importacdes da Republica Federativa da China. A
demanda é determinada pelo mercado para heliotropina e piretréide, ocasionando o
aumento do consumo, particularmente na Europa Oriental, Asia e alguns paises em
desenvolvimento (Rocha & Ming, 1999).

As folhas de Piper hispidinervum C.DC. possuem 3% a 4% de dleo volatil
com rendimento de 81% a 88% de safrol quando em estado nativo, podendo apresentar
rendimentos de 98,12% apds cultivos e tratos culturais adequados (Maia et al., 1993).
Possui ciclo vital curto de aproximadamente 8 meses, sendo que a época da primeira
floragdo, ocorre quando a planta mede em torno de 2 metros de altura, momento
propicio para o corte da planta (Silva, 1993).

A descoberta da pimenta-longa (Piper hispidinervum) como uma espécie
promissora para a obtencdo de safrol ocorreu na década de 1970, por meio do
programa de triagem de plantas arométicas da Amazdnia, coordenado pelo Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Porém, somente na década de

1990, apés a proibigdo do corte da canela de sasséfras, a espécie comecou a ser



mais estudada, despertando o interesse para sua exploragdo comercial (Wadt, 2001).
Ao contrério do sistema de extragdo do 6leo da canela, no qual havia destruicao da
fonte, o processo de obtencdo do safrol a partir da pimenta-longa pode ser
sustentdvel, pois o safrol € extraido de folhas e ramos finos sem a destruicdo da
planta, possibilitando sua rebrota (Silva, 1993). O cultivo da pimenta-longa podera
ser uma nova alternativa de explorag@o utilizando dreas que foram desmatadas e ou
degradadas. A simplicidade do sistema de produg@o, a rusticidade da espécie e a
facilidade no manejo da cultura e na producio do dleo essencial possibilitam sua
exploracdo comercial (Santiago, 1999) e, ainda, uma fonte de renda alternativa para
pequenos produtores, associagdes e cooperativas da regido amazonica.

A espécie Piper aduncum L. apresenta elevados teores de dilapiol em seu
6leo essencial. Também conhecida como jaborandi falso, jaborandi-do-mato e
pimenta-do-fruto-ganchoso, é uma planta medicinal largamente usada devido a sua
acdo estimulante da digestdo, do figado e cicatrizag@o e ainda apresenta compostos
com acdo antimicrobiana (Maia et al., 1998). Nor Azah et al. (2000) demonstraram
que o extrato de folhas de Piper aduncum L. possui agdo contra diversos
microrganismos como as bactérias Staphylococcus sp. € Pseudomonas sp. e contra o
fungo Candida sp. Ibrahin et al. (1996) constataram que o 6leo de Piper aduncum L.
era altamente toxico as larvas do mosquito Aedes aegypti. Torres Santos et al. (1999)
determinaram importante atividade do extrato de P. aduncum no controle de
Leishimania amazonensis (LV79). O 6leo de Piper aduncum L. também mostrou-se
eficiente no controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Bastos, 1997).

A espécie Piper hispidum L. apresenta compostos como isobutil, pirrolidine
e dihidropiridone, com acdo antiftingica contra o Cladosporium sphaerospermum,

causador da verrugose em algumas frutiferas (Alecio et al., 1999).



2.3 Descricao citogenética

Mathew (1958), em um estudo realizado com algumas espécies do género
Piper do Sul da India, observou variacdo no nimero cromossdmico (2n=26, 52, 78,
104) e propds o niimero basico x=13 para o género. Posteriormente, esse ntimero foi
confirmado por Smith (1966), por Samuel & Bavapa (1981) e por Okada (1986).

O género Piper apresenta grandes variacdes quanto ao nimero cromossomico
de algumas espécies. Johansen (1931) relatou, para a espécie Piper subpeltatum, 2n =
24 cromossomos. Sharma & Bhattacharyya (1959), estudando os cromossomos de
espécies do género Piper observaram os seguintes nimeros cromossomicos: P.chaba
2n = 24 e 96 cromossomos, P. longum 2n = 148, P. geniculatum 2n = 28 , P.
unguiculatum e P. medium 2n =32, P. betle 2n = 64 , P. ornatum 2n = 80 e P. nigrum
2n = 48 e 128. Dasgupta & Datta (1976) observaram P. betle com 2n = 64
cromossomos, P. cubeba com 2n = 24, P. longum com 2n = 48, P. magnificum com 2n
=24, P. nigrum L. Agartala com 2n =36 e P. nigrum L. com 2n = 60.

Além da variagdo no nimero de cromossomos entre as espécies do género
Piper, foi observada também variaco dentro de espécie. E o que pode-se observar para
a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), para a qual foram relatados 2n = 128
cromossomos (Sharma & Bhattacharyya, 1959), 2n = 26, 52, 78 e 104 (Mathew, 1958)
e 2n =36 e 60 (Dasgupta & Datta, 1976).

Das 2.000 espécies registradas, somente 64 t€m nimero de cromossomos
relatado na literatura, ocorrendo nimeros multiplos de 8, 11, 12, 13 e 14. Sharma &
Bhattacharyya (1959) sugerem x = 12 como o niimero bésico para o género Piper.
Mathew (1958) e Smith (1966), ao contrario, indicam X = 13 como o nimero basico
para o género. De acordo com Dasgupta & Datta (1976), aproximadamente 47,3%
das espécies de Piper t€ém x = 12 e somente 19,04% tém x = 13. Altera¢des no

nimero de cromossomos ao longo do processo evolutivo parecem comuns no
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género Piper, por ocorréncia de biotipos cromossomicos em muitas espécies,
originados a partir de células aneussomdticas ou aneuploidia meidtica ou
partenogénese

Avaliando espécies do género Piper e Peperdémia, Jose & Sharma
(1985) constataram que todas as espécies do género Piper avaliadas
apresentaram nimero cromossomico multiplo de 13, exceto P. cubeba 2n=24. O
ndmero bésico x=13 é bem caracteristico do género Piper e vem sendo mantido
pela selecio humana, levando a mudangas génicas criticas e alteragdes
cromossOmicas estruturais. O nimero bdsico x=12 apresentado por P. cubeba
evidencia que esta pode ser uma espécie primitiva, da qual o niimero x=13
evoluiu.

Samuel et al. (1981), em um estudo com Piper nigrum, P. betle ¢ P.
longum, procedentes de Kew e do Sri Lanka, observaram que as espécies de
Kew eram dipléides com 2n = 26 cromossomos, com comprimento variando de
1,0 a 2,8 um, enquanto que as espécies do Sri Lanka eram tetrapléides (2n = 52)
com comprimento dos cromossomos variando de 0,6 a 1,2 um, ou seja, metade
do tamanho encontrado nas espécies dipldides.

Em vérias angiospermas ocorre aumento na quantidade de DNA nuclear
em propor¢do direta ao aumento do nivel de ploidia, como, por exemplo, em
Triticum. Ha casos, no entanto, em que o aumento da ploidia ndo implica em
aumento na quantidade de DNA do genoma, como em Festuca. No caso do
género Piper, ambos os fendmenos parecem acontecer. As espécies diploides,
procedentes de Kew, tiveram a quantidade de DNA nuclear significativamente
mais alta que as espécies tetrapldides do Sri Lanka, o que sugere que algumas
espécies polipléides podem possuir menor quantidade de DNA no genoma

basico, do que seus parentes dipldides (Samuel et al., 1981).
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Joseph et al. (1999) constataram diferengas numéricas e estruturais entre
os cromossomos das espécies Piper magnificum T. (2n = 26), P. colubrinum L.
(2n = 26) e P. nigrum L (2n = 52). Foram encontrados cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos nas trés espécies, com tamanho relativamente
pequeno, variando de 0,32 a 2,46um.

Jose & Sharma (1985) avaliaram oito espécies de Piper e nove espécies
de Peperomia. Constataram variacao no nimero cromossdmico em Piper de 2n
=24 a 195 e em Peperomia 2n = 22 a 44. Exceto em Piper cubeba L. f. (3,33 a
1,40 um), a morfologia dos cromossomos em todas as espécies de Piper
mostrou homogeneidade e tamanho extremamente pequeno (2,41 a 0,56 pm). Os
cromossomos diminuiram de tamanho progressivamente e eram metacéntricos e
submetacéntricos, enquanto que em Peperomia 0S Cromossomos eram maiores
(6,67 a 1,30 pum). Foram observadas constricdes secunddrias em espécies do
género Piper, variando de 1 a 4 pares. Poliploidia ocasional e alteragdes
estruturais envolvendo cromossomos com constrigdo secunddria parecem
ocorrer nesse género. Em um estudo de 17 espécies de Piper (x=13) e 8 espécies
de Peperomia (x=11), Mathew et al. (1999) relataram que o gé€nero Piper se
diversificou muito antes que Peperomia, durante um longo periodo
evolucionario no qual mudancas cromossdmicas estruturais acarretaram uma

marcante diminui¢ao do tamanho de seus cromossomos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Foram caracterizados citogeneticamente cinco acessos da espécie Piper
hispidinervum C.DC. (16.7, 19, 19.3, 22 e 26), dois acessos da espécie Piper
aduncum L. (203.8 e 207.9) e um acesso da espécie Piper hispidum L.(5).

Sementes dos acessos das espécies Piper hispidinervum, P. aduncum e
P. hispidum, pertencentes a Colecdo de Trabalho da Embrapa Acre, foram
colocadas para germinar em meio de cultura, sob condicdes controladas de
temperatura e luminosidade. O periodo de inicio da germinacio variou entre as
espécies, sendo em torno de 10 a 15 dias para Piper hispidinervum e de 20 a 30
dias para P. aduncum e P. hispidum. Dentre as trés espécies, as sementes dos
acessos de P. hispidum apresentaram o menor poder germinativo, o que

dificultou a obteng¢ado de radiculas para avaliagdo citogenética dos mesmos.

3.2 Avaliacao citogenética

As andlises citogenéticas foram realizadas no Laboratério de
Citogenética do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

As radiculas com cerca de 0,5 cm foram coletadas e pré-tratadas com
antimitdticos, em diferentes temperaturas e tempos de exposi¢do, conforme a

Tabela 1.
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TABELA 1. Substancias inibidoras do fuso mitético e condi¢cdes de uso para

obtengdo de metdfases em células meristematicas de radiculas

de Piper sp.
Substancia Concentragdo Condicdes
Colchicina 0,05%, 0,02% 3,4e22ha4°C
e 0,01%
Hidroxiquinoleina 0,03% 18,20, 22 e 28h a 4°C
Orizalina 5,0 uM 18, 20, 22 e 28h a 4°C
Trifluralina 1,0e 3,0 uM 18, 20, 22 e 28h a 4°C

ApOs os pré-tratamentos, as raizes foram fixadas em solugdo gelada de
metanol:acido acético na proporcdo 3:1 e armazenadas na solugdo fixadora a -
20°C até o momento do uso.

A preparagdo das ladminas foi realizada pelo método de esmagamento de
células. Para degradar a parede celular e facilitar a retirada do meristema,
possibilitando assim um melhor espalhamento do material sobre a lamina, as
raizes fixadas foram submetidas a maceracio enzimdtica em solucao de celulase
2%/pectinase 20%, por diferentes periodos de tempo, em cAmara imida, a 37°C.
Posteriormente, foi realizada hidrélise em solugdo de HCI IN, a 60°C, por 10-12
minutos.

Para coloracdo foi utilizado o reativo de Schiff durante 3 a 6 horas. Em
alguns casos, apds a coloragdo com o reativo de Schiff, foi utilizada a solugdo
de Giemsa 5% (tampao fosfato pH 6,8), por 10 minutos, a temperatura
ambiente.

Os meristemas corados foram isolados, na presenca de dcido acético
45%, sob microscopio estereoscopio e esmagados sob laminula, a qual foi

removida com o uso de nitrogénio liquido.
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3.2.1 Analise cariotipica

Para cada acesso estudado foram selecionadas cinco metiafases para a
determinagdo do ndmero cromossOomico e para a realizacdo da andlise
morfolégica dos mesmos.

A observagao e andlise das laminas foram feitas com uso de microscépio
Olympus BX 60, equipado com microcamera digital OPTRONICS® acoplada a
microcomputador, para captura direta das figuras de interesse.

Para a descricio do cariétipo foram feitas a contagem do niimero
cromossdmico e a medi¢do dos bragos cromossdmicos, por meio de software de
andlise de imagem SIGMA SCAN PRO v. 1.0.

Foram obtidos os seguintes valores médios: a) comprimento do braco
longo: BL; b) comprimento do brago curto: BC; ¢) comprimento total do
cromossomo i: Cti = BL + BC; d) relacdo de bragos: RB = BL/BC; e)
comprimento total do lote hapléide: CTLH= X Cti; f) comprimento relativo: CR
= (Cti/CTLH) x 100.

Com esses dados foi realizada a identificacdo dos pares homdlogos em
cada cé€lula dos acessos. Uma vez identificados, os cromossomos foram
organizados e numerados em ordem decrescente de tamanho para as trés
espécies de Piper e representados na forma de idiograma.

A classificagdo morfoldgica dos cromossomos foi feita de acordo com a

nomenclatura proposta por Levan et al. (1964), baseada na relagdo de bracos.
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3.2.2 Avaliacdo do comprimento total do complemento cromossémico dos

acessos

Os acessos foram comparados quanto ao comprimento total do lote
hapléide (CTLH) entre acessos dentro de espécies, adotando delineamento
experimental inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. O modelo

estatistico adotado foi:

j=m+ i+ €gj) , €m que:

i= € a observacdo do acesso i, na repeti¢do j=1,2,...,5.
m = é a média geral.

t; = € o efeito do acesso i, com i=1,2, ..., n.

egj) = € o erro experimental.
A comparagdo entre os acessos foi feita utilizando-se o Teste de Tukey

(1949), adotando-se o nivel de significancia de 5%. As andlises foram realizadas

utilizando o software SAS® (SAS, 1993).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os pré-tratamentos com antimit6ticos, 0os que apresentaram as
melhores metdfases foram os que utilizaram colchicina, nas concentragdes de
0,01% e 0,05%, com tempo de exposicdo de 3 e 4 horas, a 4°C. As laminas
preparadas com raizes pré-tratadas com orizalina, hidroxiquinoleina e
trifuralina, em diferentes tempos de exposicao, ou ndo apresentavam metafases,
ou estas se encontravam altamente condensadas, com 0s Cromossomos
agrupados, o que impossibilitava a contagem dos mesmos.

O tempo de maceragdo enzimdtica foi varidvel entre as espécies. Os
acessos de Piper hispidinervum apresentaram raizes maceradas apés periodos de
tratamentos que variaram entre 45 minutos a 2 horas. Para os acessos de Piper
aduncum e Piper hispidum, este tempo foi um pouco maior, chegando a 5 horas.

Em todos os pré-tratamentos, mesmo aqueles em que foi utilizada a
colchicina, obteve-se um grande niimero de metifases com cromossomos
pegajosos em todos os acessos avaliados. Para as trés espécies estudadas, P.
hispidinervum, P. aduncum e P. hispidum, foi obtido o nlimero cromossémico
2n = 24 (Figura 1). Esse nimero de cromossomos as inclui no grupo das
espécies do género Piper com nimero bdsico x = 12, que corresponde a
aproximadamente, 47,3%, enquanto que somente 19,04% das espécies do
género t€m x = 13 (Dasgupta & Datta, 1976). Os acessos de P. hispidinervum
apresentaram comprimento médio de 1,01 um para o primeiro par,
representando, em média, 12,86% do complemento, sendo que para o décimo

segundo par, esses valores foram 0,43 pum e 5,42% (Tabela 2).
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Figura 1 . Metifases somdticas com 2n = 2x = 24 cromossomos. A- Piper
hispidinervum, B — Piper aduncum e C - P. hispidum . A barra
representa 5 Lm.
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TABELA 2.

Valores médios e média geral, em micrdmetros (Um), das varidveis cromossdmicas dos acessos de
pimenta-longa (Piper hispidinervum C.D.C). (C= cromossomo; Bl= brago maior; Bc= braco menor;
Cti=comprimento total do cromossomo; Cr= comprimento relativo; Rb= relagdo de bracos; Cl=
classificagdo do cromossomo em relacdo a posicdo do centrdmero, sendo m=metacéntrico). UFLA.

Lavras, MG, 2004.

C Acesso 16.7 Acesso 19 Acesso 19.3

Bl Bc Cti Cr Rb Cl Bl Bc Cti Cr Rb Cl Bl Bc Cti Cr Rb (I
I 0,53 047 1,00 13,19 1,15 m 0,54 047 1,02 13,22 1,15 m 0,56 0,52 1,08 12,94 1,09 m
11 048 037 085 11,27 1,30 m 0,44 039 0,84 10,86 1,12 m 0,48 042 090 10,74 1,14 m
11 043 032 0,75 985 1,34 m 0,40 0,37 0,76 990 1,08 m 045 041 085 10,25 1,10 m
v 0,37 032 0,68 9,01 1,15 m 0,37 034 0,71 9,28 1,08 m 043 038 080 962 1,13 m
A% 0,35 030 0,65 8,58 1,20 m 0,34 0,32 0,66 855 1,05 m 0,39 035 074 885 1,13 m
VI 0,34 029 0,63 38,26 1,15 m 0,33 0,29 0,62 8,12 1,12 m 0,38 032 070 845 1,17 m
VII 0,32 027 05 7,78 1,19 m 0,31 0,29 0,60 7,77 1,09 m 0,34 031 065 7,75 1,10 m
VI 0,30 0,25 0,55 7,27 1,20 m 0,31 0,28 059 7,65 1,14 m 0,32 029 062 737 1,09 m
IX 0,29 023 052 6,83 1,26 m 0,28 0,26 054 69 1,06 m 0,30 0,28 058 695 1,08 m
X 0,28 021 049 6,41 1,30 m 0,27 0,24 050 655 1,11 m 0,27 025 052 621 1,09 m
XI 0,24 020 045 590 1,19 m 0,24 0,22 047 6,05 1,09 m 0,26 023 048 579 1,13 m
XII 0,22 021 043 5,69 1,05 m 0,21 0,19 039 507 1,11 m 0,22 020 042 505 1,08 m
CTLH 7,58 7,69 8,34

¢ ...continua...”
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“TABELA 2, cont.”

C Acesso 22 Acesso 26
Bl Bc Cti Cr Rb Cl Bl Bc Cti Cr Rb Cl

I 0,58 0,50 1,08 12,68 1,17 m 0,48 042 090 1227 1,16 m
11 0,53 043 095 11,17 1,23 m 0,45 037 083 11,21 1,22 m
111 0,46 040 086 10,04 1,17 m 0,40 032 073 989 1,25 m
v 0,43 036 0,79 9,27 1,18 m 0,37 030 0,67 9,16 1,25 m
A% 0,39 036 0,75 8,80 1,10 m 0,37 027 064 8,65 1,39 m
VI 0,36 0,34 0,70 8,23 1,05 m 0,34 0,27 061 8,22 1,28 m
VII 0,35 030 065 7,66 1,17 m 0,32 024 056 7,62 1,31 m
VI 0,33 029 061 7,18 1,15 m 0,32 024 056 7,54 1,33 m
IX 0,32 026 058 682 1,25 m 0,30 0,22 052 7,09 1,37 m
X 0,31 0,25 055 6,50 1,24 m 0,28 0,22 050 6,79 1,28 m
XI 0,28 0,24 052 6,09 1,20 m 0,21 021 042 575 1,00 m
XII 0,27 021 047 554 1,30 m 0,23 020 042 573 1,15 m
CTLH 8,53 7,36




Os acessos de Piper aduncum apresentaram comprimento médio de 0,82
um e 0,35 um, para o primeiro e décimo segundo pares de cromossomos,
respectivamente (Tabela 3). Ao visualizar os valores de comprimento relativo
da Tabela 3, pode-se inferir que, em média, o maior par de cromossomos
representou 12,3% do comprimento do lote hapléide, e o menor par de
cromossomos representou 5,2%.

Em Piper hispidum, o comprimento total variou de 1,1 um a 0,5 pm,
para o maior e menor par de cromossomos, respectivamente. O maior par de
cromossomos representa 12% do complemento total do lote hapléide (CTLH),
enquanto que o menor representa apenas 5,4%.

Esses valores vao de acordo com os valores médios relatados para os
cromossomos das espécies do género Piper, em geral muito pequenos. Joseph et
al. (1999) observaram (0,32 a 2,46pum) para as espécies Piper magnificum T.
(2n=26), P. colubrinum L. (2n=26) e P. nigrum L. (2n=52).

Com relacdo a morfologia, os cariétipos das trés espécies foram muito
similares, apresentando somente cromossomos metacéntricos (Tabelas 2 e 3). O
conhecimento das caracteristicas dos cariétipos pode ser uma importante
ferramenta para a compreensdo de eventos de alteracdes cromossdmicas
estruturais envolvidas no processo evolutivo e de especiacao.

Foram observadas diferencas entre o comprimento total do lote hapldide
das espécies, como mostra o resumo da andlise de variancia entre e dentro de
espécie na Tabela 4.

Piper hispidum apresentou o maior comprimento total do lote hapldide
com 9,14 um, seguida pela P. hispidinervum com 7,79 um e pela P. aduncum

com 6,72 um (Tabela 5).
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TABELA 3.

Valores médios e média geral, em micrometros (lm), das varidveis cromossdmicas dos acessos 203.8 e
207.9 de Piper aduncum L. e acesso 5 de Piper hispidum S.w. (C= cromossomo; Bl= braco maior; Bc=
Cti=comprimento total do cromossomo; Cr= comprimento relativo; Rb= relacdo de
bragos; Cl= classificagdo do cromossomo em relacio a posi¢do do centrdmero, sendo m=metacéntrico).

braco menor;

UFLA. Lavras, MG, 2004.

C Acesso 203.8 Acesso 207.9 Acesso 5

Bl Bc Cti Cr Rb Cl Bl Bc Cti Cr Rb Cl Bl Bc Cti Cr Rb (I
I 046 039 085 12,86 1,19 m 0,44 035 0,79 11,79 1,24 m 0,63 047 1,10 12,00 1,32 m
11 041 034 0,75 11,38 1,23 m 0,39 0,32 0,71 10,55 1,23 m 0,52 045 097 1060 1,15 m
11 0,38 0,28 0,66 10,02 1,34 m 0,36 0,31 066 985 1,16 m 049 042 091 993 1,17 m
v 0,34 027 061 921 1,23 m 0,35 0,27 0,62 923 1,32 m 048 037 085 928 1,30 m
A% 0,33 026 0,59 891 1,30 m 0,33 0,28 0,60 9,00 1,20 m 046 036 082 892 1,29 m
VI 0,30 0,25 0,55 8,35 1,23 m 0,31 0,25 056 839 1,22 m 043 034 077 840 1,25 m
VII 0,25 023 048 727 1,11 m 0,32 0,22 053 796 1,47 m 0,44 030 0,73 8,01 145 m
VI 0,28 023 0,52 7,80 1,22 m 0,28 0,25 053 7,90 1,13 m 0,38 031 069 748 1,21 m
IX 0,21 021 042 6,38 1,00 m 0,28 0,20 048 7,08 1,38 m 0,35 030 065 7,07 1,19 m
X 0,25 020 045 6,77 1,22 m 0,24 0,20 044 6,54 1,23 m 0,33 028 061 662 120 m
XI 0,23 0,17 040 6,03 1,40 m 0,24 0,18 042 627 1,30 m 0,34 023 057 623 147 m
XII 0,18 0,15 033 5,06 1,23 m 0,20 0,17 037 545 1,22 m 0,29 021 050 545 1,36 m
CTLH 6,60 6,71 9,16




TABELA 4. Resumo da andlise de variancia para o comprimento total do lote
hapléide (CTLH) entre espécies de Piper e entre acessos dentro
de espécie. UFLA, Lavras-MG, 2004.

FV GL QM
Espécie 2 10,062%*
Acesso/espécie 5 1,24
Erro 32 1,046
Total 39

CV (%) =13,32

TABELA 5. Valores médios para o comprimento total do lote hapldide
(CTLH), expresso em micrdmetro (iLm), para os acessos de P.

hispidinervum, P. aduncum e P. hispidum e classificacao. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

Espécie CTLH
P. hispidum 9,14 a
P. hispidinervium 7,79 b
P.aduncum 6,72 ¢

* Médias diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.

As trés espécies apresentaram caridtipos com caracteristicas muito
semelhantes. O primeiro par de cromossomos das trés espécies apresentaram
comprimento relativo médio de 12,4%. O décimo segundo par representou em
média 5,3% do genoma (Tabelas 2 e 3).

A diferenga entre o comprimento médio dos cromossomos I e II dos
acessos de P. hispidinervum foi de 0,14 um. Essa mesma diferenca entre os
acessos de P. aduncum foi de 0,09 um e para P. hispidum foi de 0,13 um. Essa
baixa diferenca entre os cromossomos I e II dos caridtipos refor¢a a

caracteristica de simetria dos mesmos (Figura 2).
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FIGURA 2. Idiogramas de pimenta-longa, sendo A — Piper hispidinervum, B —
Piper aduncum e C — Piper hispidum. A barra representa 5 \m.
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Segundo a classificagdo de Sttebbins (1958), os caridtipos das trés
espécies estdo na categoria 4b, na qual a razdo entre o maior e menor
cromossomo estd entre 2:1 — 4:1 e a proporcao de cromossomos com relaciao de

bragos menor que 2:1 é de 100%.
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5 CONCLUSOES

Os complementos cromossdmicos dos acessos de P hispidinervum, P.
aduncum e P. hispidum apresentam 2n=24 cromossomos, apresentando
centromero mediano. O tamanho dos cromossomos decrescem gradativamente,

mostrando a caracteristica de caridtipos simétricos.
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