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RESUMO

As espécies de Piper da Amazonia Brasileira tém despertado grande
interesse por causa dos componentes de seus Oleos essenciais, 0s quais tém
amplo uso na industria quimica e farmacéutica. Dentre elas se destaca a pimenta
longa (P. hispidinervum), rica em safrol. O melhoramento genético dessa
espécie, desenvolvido pela Embrapa Acre, pode ser facilitado por informacgdes
relativas ao genoma, as caracteristicas do grao de polen e da anatomia foliar das
espécies envolvidas. O objetivo deste trabalho foi descrever e comparar
caracteristicas citogenéticas, palinologicas e de anatomia foliar de espécies P.
aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum, pertencentes ao Banco de
Germoplasma da Embrapa Acre. As informagdes geradas devem ter aplicacdo
direta na manipulacdo do germoplasma dessas espécies, podendo auxiliar na
elucidagdo das questdes taxonémicas que as envolve. P. aduncum e P.
hispidinervum apresentaram 2n=26 cromossomos, porém, apresentaram
variagdes no caridtipo e na quantidade de DNA. P. aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum apresentam algumas anormalidades meidticas
que levaram a um indice meidtico (cerca de 75%) desfavoravel para o
melhoramento. As espécies diferiram quanto a viabilidade polinica, sendo que
P. affinis hispidinervum apresentou o menor valor (9,1%). Os grdos de pdlen
apresentaram certa homogeneidade, porém caracteristicas da ornamentagdo da
exina e de abertura permitiram a diferenciacdo das espécies, mostrando que P.
aduncum e P. affinis hispidinervum s3o mais proximas. Um dendograma
baseado em Distancia Euclidiana com todas as caracteristicas anatdmicas das
folhas de P. aduncum, P. affinis hispidinervum ¢ P. hispidinervum analisadas
revelou maior proximidade de P. aduncum e P. affinis hispidinervum, conforme
observado também para as caracteristicas polinicas. Os dados em conjunto
corroboram as hipoteses de que P. aduncum e P. hispidinervum sdo espécies
distintas e que P. affinis hispidinervum ¢ um hibrido entre as duas.

Palavras-chave: Caritotipo. Graos de poélen. Anatomia foliar. Melhoramento
genético. Piperaceae



ABSTRACT

The Piper species of Brazilian Amazonia have been calling attention
because of the composition of their essential oils, which have many applications
in chemical and pharmaceutical industry. One of the most important is Piper
hispidinervum, known as “pimenta longa”, because of the high content of safrol
in its oil. The breeding program of this species, developed by Embrapa Acre, can
be assisted by information on the genome, the characteristics of pollen grain and
leaf anatomy of the species involved. The objective of this study was to describe
and compare cytogenetic characteristics, pollen and leaf anatomy of P.
aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum, belongint to the
Germplasm Bank of Embrapa Acre. The information generated should directly
assist the breeding program and help to solve the taxonomic controversies
invonving these species. Both P. aduncum and P. hispidinervum showed 2n =
26 chromosomes, but were different for chromosome morphology and nuclear
DNA amount. P. aduncum, P. affinis hispidinervum and P. hispidinervum
showed some abnormalities that can lead to a meiotic index (about 75%) not so
favorable for breeding purposes. Pollen grain viability was different among
species and P. affinis hispidinervum had the lowest index (9.1%). Pollen grains
morphology was mainly similar, but exin ornamentation and characteristics of
aperture allowed to differentiating among the species, revealing that P. aduncum
and P. affinis hispidinervum are closer. A dendrogram based on Euclidean
Distance with all the leaf anatomical characteristics analysed showed that P.
aduncum and P. affinis hispidinervum affinis are closer. The data corroborates
the hypothesis of taxonomic distintion between P. aduncum and P.
hispidinervum and of the hybrid nature of P. affinis hispidinervum, having the
other two species as parental genotypes.

Keywords: Piperaceae. Karyotype. Pollen grain. Leaf anatomy. Plant Breeding
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

A flora brasileira ¢ uma importante fonte de substancias biologicamente
ativas (OLIVEIRA et al.,, 2006). Entre essas substincias com maior
potencialidade econémica destacam-se os 6leos essenciais, os corantes naturais,
os fitoterapicos, as resinas e as fibras (FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006).
Portanto, a bioprospeccdo ¢ uma iniciativa de grande importdncia para a
exploragdo sustentavel da ampla diversidade de plantas ainda pouco conhecida.

Na década de 70, um programa de bioprospeccdo de plantas aromaticas
da Amazodnia, realizado pela Embrapa Acre e coordenado pelo Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), identificou a pimenta longa (Piper
hispidinervum C. DC.), Piperaceae, que despertou o interesse dos pesquisadores
pelo alto teor de safrol em seu 6leo essencial. Essa substancia tem elevado valor
comercial, pois € muito demandado pelas industrias quimicas para utilizagdo em
fragrancia e bioinseticidas. A extra¢do do safrol era realizada apenas pelo corte
da canela de sassafras (Ocotea pretiosa), Lauracea, o que levava a morte da
planta. O abate extensivo levou o IBAMA a proibir, no inicio da década de 90, o
corte e extracdo do Oleo na espécie devido ao risco de extingdo (SILVA;
OLIVEIRA, 2000).

A Embrapa Acre criou um banco de germoplasma e implementou um
programa de melhoramento de P. hispidinervum. No entanto, algumas plantas
morfologicamente semelhantes a esta espécie foram coletadas durante a
bioprospeccao. A identificagdo dessas plantas realizada no Jardim Botanico do
Rio de Janeiro constatou que se tratavam das espécies: Piper aduncum L. e
Piper affinis hispidinervum C.DC.. Como o interesse era em espécies com

potencial para producdo do safrol realizou-se a triagem dessas espécies com
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relacdo a composicdo do oleo essencial. Essas analises mostraram que P.
aduncum apresenta teor de safrol entre 0,10 e 3,24% e P. affinis hispidinervum
18,4 % e P. hispidinervum, de 87 a 97% do 6leo essencial (SILVA; OLIVEIRA,
2000; BIZZO et al., 2001).

Um problema enfrentado na manipula¢do do Banco de Germoplasma ¢ a
controvérsia taxondmica entre essas trés espécies, as quais diferem basicamente
pela composi¢do do 6leo essencial. Existe a hipotese de que P. hispidinervum
seja, na realidade, uma variedade de P. aduncum. Essa hipotese se baseia na
elevada similaridade morfologica entre as duas espécies e no fato de P. aduncum
ter uma ampla distribuicdo no Brasil enquanto P. hispidinervum esté restrita ao
estado do Acre (WADT; EHRINGHAUS; KAGEYAMA, 2004). P. affinis
hispidinervum foi assim classificada por se assemelhar muito a P. hispidinervum
o que dificultou a correta identificacdo dessas plantas.

Nesse sentido, a andlise citogenética pode subsidiar o progama de
melhoramento da Embrapa Acre, auxiliando na elucidacdo das questdes
taxondmicas envolvendo as espécies de Piper existentes no Banco de
Germoplasma. Os estudos citogenéticos em Piper revelam uma ampla variagdo
de numero cromossdmico entre e dentro das espécies, o que gera controvérsias a
respeito do nimero basico do género (DASGRUPTA; DATTA, 1976, JOSEPH;
JOSEPH; JOSE, 1999; JOSE; SHARMMA, 1985; NUNES et al, 2007;
SAMUEL; BAVAPPA, 1981; SAMUEL; MORAWETZ,1989). As estimativas
de quantidade de DNA das espécies do género confirmam essa variagdo no
tamanho gendmico (SAMUEL et al., 1986).

Outra informagao citogenética importante para o melhoramento genético
¢ o conhecimento da estabilidade meidtica, pois permite a escolha de genotipos
com melhor potencial para producdo de poélens vidveis. Esse potencial de
escolha pode ser melhor previsto por meio do estudo da viabilidade polinica. O

estudo da morfologia do podlen também pode ser util para contribuir no
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entendimento da relagdo taxondmica entre P. aduncum, P. affinis hispidinervum
e P. hispidinervum.

Outra abordagem para melhor distingdo entre essas espécies ¢ a
caracterizagdo anatoOmica das folhas. Algumas espécies do género ja tiveram a
anatomia foliar descrita (ALBIERO et al., 2005a, 2005b, 2006; NASCIMENTO;
VILHENA-POTIGUARA, 1999; SOUZA; MOSCHETA; OLIVEIRA, 2004;
VIANNA; AKISUE, 1997), as quais aliadas a descri¢gao morfologica contribuem
para a diferenciagdo dessas espécies como € o caso de P. hispidum e Piper
crassinervium (ALBIERO et al., 2005a, 2005b, 2006).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi descrever e comparar as espécies
P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum com relagdo as
caracteristicas do complemento cromossomico, a estabilidade do comportamento
meidtico e producdo de polens vidveis, as caracteristicas morfo-polinicas e a

anatomia foliar.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécies de Piper como fonte alternativa de safrol e outros principios

ativos

O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade bioldgica do mundo. A
propor¢do estimada de espécies brasileiras ¢ de 9,5% do total mundial, com uma
biota conhecida entre 170 e 210 mil espécies. A estimativa € que o pais abrigue
1,8 milhdes de espécies (LEWINSOHN; PRADO, 2005). Toda essa
biodiversidade estimada tem um importante potencial de desenvolvimento socio-
econdmico para o pais, como fonte de corantes, oleos vegetais, gorduras,
fitoterapicos, antioxidantes e Oleos essenciais para o setor produtivo.
Industrialmente os o6leos essenciais e/ou produtos derivados sdo empregados
como matérias-primas para as induastrias de higiene e limpeza, alimentos e
bebidas, farmacéutica e cosmética (FERRO, 2006; ASSOCIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE HIGIENE PESSOAL, PERFUMARIA E
COSMETICOS, 2011).

Dentre as diferentes substancias reveladas por pesquisas de
bioprospecgdo vegetal em biomas brasileiros, podemos destacar o safrol. Essa
substancia ¢ um fenil éter muito requisitado pela industria quimica devido a dois
derivados: a heliotropina, amplamente utilizada como fragrancia; e o butoxido
de piperonila (PBO), um ingrediente essencial para inseticidas biodegradaveis a
base de piretrum (ROCHA; MING, 1999).

No Brasil, o 6leo essencial contendo safrol foi extensivamente extraido
da canela sassafras (Ocotea pretiosa), a partir de 1939, por meio da destilagdo da
madeira, com produgdo de dleo contendo até 84% de safrol (ROCHA; MING,
1999). De 1940 a 1960 o pais foi o maior exportador mundial de 6leo de

sassafras, porém a exploragdo indiscriminada de canela levou a um declinio na
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produgdo, fazendo com que no final dos anos 80 os niveis de exportagdo
brasileira caissem consideravelmente (WADT, 2001).

Em 1991, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) proibiu o corte de O. pretiosa em florestas
primarias da Mata Atlantica devido ao risco iminente de extingdo dessa espécie.
Essa situacdo, aliada as restrigdes do governo chinés a exploracdo do safrol,
ocasionou uma queda na oferta mundial desta substancia, elevando o preco do
quilo de dleo essencial que a contém de US$ 4,00 em 1990 para US$ 13,00 em
91, e US$ 20,00 em 1992 (GRAN PAGE, 1992). No fim da década de 90, ja
havia a preocupacgdo do setor industrial com a oferta mundial de safrol, pois,
assim como o Brasil, os outros exportadores (China e Vietnd) também
enfrentavam o risco de esgotamento a curto ¢ médio prazos, em fun¢do do
método destrutivo de obtengcdo (ROCHA; MING, 1999).

A descoberta da pimenta longa (Piper hispidinervum C.DC.) como uma
espécie promissora para a obtencdo de safrol se deu na década de 70, por meio
do programa de triagem de plantas aromaticas da Amazonia, coordenado pelo
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (WADT EHRINGHAUS;
KAGEYAMA, 2004).

Ao contrario do sistema de extragdo dos oleos essenciais da canela
sassafras (Lauraceae), nos quais sempre havia destrui¢ao da fonte, o processo de
obtencdo de safrol a partir da pimenta longa ¢ sustentavel, pois a extra¢do do
6leo se da usando folhas e ramos finos sem a destrui¢do da planta, possibilitando
sua rebrota (SILVA, 1993). Outro fator que torna P. hispidinervum interessante
¢ o fato de o rendimento de 6leo ser em média 3 a 4% contra 1% em O. pretiosa
(WADT, 2001).

Outra espécie que também foi descoberta por meio do programa de
triagem de plantas aromaticas da Amazonia € Piper aduncum L., popularmente

conhecida como pimenta de macaco. Muito semelhante a P. hispidinervum esta
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espécie possui um alto teor de dleo essencial (2,5 a 4%), rico em dilapiol
(SILVA; OLIVEIRA 2000). Este componente do 6leo é um éter fenilico que
vem sendo testado com é&xito como fungicida, moluscicida, acaricida,
bactericida, larvicida e inseticida com a vantagem de ser um produto
biodegradavel (ESTRELA et al., 2006; LOBATO et al., 2007; SILVA, 1993).

No entanto, alguns taxa coletados no programa de triagem nio puderam
ser identificados corretamente, pois se assemelham muito a P. hispidinervum e
P. aduncum. A identificacdo das exsicatas desses taxa foi realizada no Jardim
Boténico que os classificou como P. affinis hispidinervum C. DC (WADT,
2001). Bizzo et al. (2001) analisaram o 6leo essencial obtido das folhas de P.
affinis hispidinervum e identificaram dezesseis substincias, correspondendo a
98,9% do 6leo. O principal componente (74,3%) foi o sarisan, seguido pelo
safrol (18,4%).

No Brasil, existem cerca de 76 espécies descritas de Piper, sendo que a
regido norte apresenta o maior numero de espécies, havendo uma grande
diversidade do género no estado do Acre (EHRINGHAUS, 1997). No entanto, o
numero de espécies brasileiras do género ¢é contraditério para muitos
pesquisadores, havendo grande dificuldade na delimitacdo de alguns taxa que se
mostram muito semelhantes, como € o caso de P. hispidinervum e P. aduncum.
Para Youncker (1972), P. hispidinervum é uma espécie distinta de P. aduncum,
enquanto Silva (1993) sugere que P. hispidinervum é um quimiotipo de P.
aduncum, visto que ambas as espécies se diferem principalmente na

concentragdo dos componentes de seus 6leos essenciais.

2.2 Caracterizacao citogenética e conteido de DNA do género Piper

O numero de cromossomos € uma ferramenta util na sistematica e

evolucdo das plantas, complementando dados morfolégicos e moleculares, por
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detectar variagdes de ploidia e outras alteragdes importantes no genoma que nem
sempre sdo visiveis por outras abordagens. A contagem cromossomica ¢ uma
tarefa relativamente facil e que produz dados confiaveis (GUERRA, 2008).

H4 muita controvérsia sobre o nimero cromossémico basico do género
Piper. Segundo Dasgrupta ¢ Datta (1976), das 15 espécies de Piper até entdo
estudadas, 47,3% apresentam x=12 ¢ 19,04% x=13 cromossomos. Entre as
espécies com x=12 cromossomos estdo P. longum, P. cubeba e P. subpelatum.
P. nigrum apresentou variagdo no niimero cromossémico basico, uma vez que
foram encontrados 2n= 26, 52 e¢ 104 cromossomos, valores que apontam o
nimero basico de x=13 ¢ 2n=36 e 48 e 60 cromossomos, indicando numero
basico x=12. Ainda os mesmos autores, estudando sete espécies do género Piper
observaram que seus cromossomos sao muito pequenos, na maioria delas
multiplos de x=12, embora multiplo de x= 8 tenha sido encontrado em P. betle
(2n=64). Para P. nigrum foram relatados 2n= 36 e 2n=60, confirmando trabalhos
anteriores onde x=12 parece ser o numero basico da espécie.

Jose e Sharmma (1985) estudaram 53 taxa de Piperaceae, incluindo oito
espécies de Piper. Os autores verificaram variagdo no niimero somatico de
2n=24 a 2n=195 cromossomos. Com exce¢do de P. cubeba, que apresentou
2n=24, todas as outras foram derivadas de x=13. As variedades de P. betle
(2n=42, 52, 58, 78, 195) avaliadas exibiram uma série polipldide sendo que a
maioria apresentou 2n=78, embora uma variagdo numérica dentro do mesmo
individuo tenha sido observada em muitas variedades.

Um estudo da evolugdo cromossdmica de trés géneros de Piperaceae
(Piper, Peperomia e Potomorphe) foi realizado por Samuel ¢ Morawetz (1989).
Dos géneros avaliados, Piper apresentou os menores cromossomos, numero
basico x = 13 e nucleo interfasico procromossomal. As espécies do género
exibiram uma série polipldoide com niimeros cromossémicos variando de 2n=26,

2n=52 e 2n=65. Com o numero basico x=11, Peperomia apresentou maiores



19

cromossomos que Piper e Potomorphe, sendo que neste ultimo género o numero
basico encontrado foi x=13 cromossomos. Portanto, segundo os autores, a
evolugdo cromossémica em Piper ¢ Peperomia se da dos cromossomos médios
para os menores ¢ os géneros apresentam diferencas cariotipicas e de nucleos
interfasicos que os distinguem, indicando que os dados citogenéticos sdo
importantes complementos para a taxonomia dos géneros de Piperaceae.

Embora a maioria das espécies de Piper apresente um numero basico x
= 13, trabalhos indicam que algumas espécies apresentam x = 12. Nao ha,
portanto, um consenso a respeito do nimero basico do género, visto que um
numero pequeno de espécies foi estudado citogeneticamente até o momento
(DASGRUPTA; DATTA,1976; SAMUEL; BAVAPPA, 1981; JOSE;
SHARMMA,1985; SAMUEL; MORAWETZ,1989, JOSEPH et al. 1999,
NUNES et al. 2007). Outro fato interessante que vem sendo estudado ¢ a
presenca de citotipos e de individuos que apresentam mixoploidia. Nair (2007)
observou variagdo no nimero cromossémico de P. magnificum em suas
preparagdes citoldgicas. O autor observou que as metafases numa mesma lamina
variavam de 2n = 22-28, sendo que o numero cromossomico mais frequente
observado foi 2n = 26, nimero este relatado para a espécie em trabalhos
anteriores.

Além da descricdo do numero somadtico, alguns autores apresentam
outras caracteristicas cariologicas para espécies do género (DASGRUPTA;
DATTA,1976; JOSEPH; JOSEPH; JOSE, 1999; JOSE; SHARMMA, 1985;
NUNES et al, 2007, SAMUEL; MORAWETZ,1989; SHARMA;
BHATTACHARYYA, 1959). Joseph, Joseph e Jose (1999) caracterizaram os
cromossomos de trés espécies de Piper (P. colubrinum, P. magnificum e P.
nigrum) como relativamente pequenos, (de 0,32 a 2,46 um), metacéntricos ou
submetacéntricos, sendo seus cariotipos considerados simétricos. Os autores

relatam que as espécies diferem nos cariotipo, o que sugere que as alteragdes
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estruturais muito pequenas que afetam seus cromossomos foram importantes
para a evolugao.

Resultados semelhantes foram obtidos por Jose e Sharmma (1985) ao
estudarem oito espécies de Piper, as quais, com excecdo de P. cubeba,
apresentaram uniformidade cariotipica onde os cromossomos diminuiram de
tamanho progressivamente e eram metacéntricos ou submetacéntricos. Variagdes
cariotipicas inter ¢ intraespecifica com relacgdo ao numero de pares
cromossOmicos com constricdo secundaria também foram observadas. A
varia¢do intraespecifica ocorreu em P. betle na qual as variedades analisadas
apresentaram de 1 a 4 pares. Em Piper attenuatum (2n=52) trés pares foram
relatados enquanto que em P. nigrum (2n=104 com variagdo de 2n=17, 26, 33,
44), P. longum (2n=52 com variagéo de 2n=26), P. chaba (2n=104 com variagdo
2n=26, 52, 64, 76) dois pares de cromossomos apresentaram constricdo
secundaria.

Samuel ¢ Morawetz (1989) estudaram o padrio de distribuicdo da
heterocromatina através do bandeamento C de trés géneros de Piperaceae: Piper,
Peperomia, e Pothomorphe. Piper e Peperomia apresentaram varia¢do
cromossémica entre as espécies estudadas. Em Pothomorphe apenas uma
espécie foi investigada a qual apresentou 2n=26 cromossomos. Piper apresentou
pelo menos uma banda heterocromatica proximal em cada cromossomo. O
tamanho dessas bandas dentro de um caridtipo variou desde muito pequeno
(dificilmente definidos) até grandes blocos ocupando mais de 30% de um tnico
cromossomo. Esse padrdo difere do encontrado para Pothomorphe, que exibe
dois cromossomos com grandes blocos heterocromaticos, similares aos maiores
blocos em Piper. Os demais cromossomos de Pothomorphe apresentaram
quantidades insignificantes de heterocromatina. Ja Peperomia apresentou
grandes blocos de heterocromatina em quatro cromossomos, similares em

tamanho aos de Piper, porém a posi¢do dessas bandas é terminal em contraste
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com Piper onde estas sdo proximais. Oito cromossomos exibiram bandas
proximais e os 10 cromossomos restantes nao tiveram quantidades significativas
de heterocromatina.

No Brasil, apenas duas espécies de Piper (P. hispidinervum e P.
aduncum) foram caracterizadas citogeneticamente, as quais apresentaram 2n=24
e morfologia muito similar (NUNES et al., 2007). Essa similaridade cariotipica,
apesar de ndo ser conclusiva, pode contribuir com a hipdtese que trata P.
hispidinervum como uma variedade de P. aduncum, com distribui¢do geografica
restrita.

Para ajudar a esclarecer o nlimero cromossomico basico do género, o
estudo da meiose apresenta-se como ferramenta util além da compreensdo do
comportamento dos cromossomos durante a divisdo meio6tica. Todo o processo
de meiose estd sob controle genético e as anormalidades durante as fases deste
processo podem resultar em graos de pdlen inviaveis (ANDRADA; LOZZIA;
CRISTOBAL, 2009; DAMASCENO JUNIOR et al., 2010; MARTINS et al.,
2010, SINGH, 2003). Andrada, Lozzia e Cristobal (2009), ao estudarem o
comportamento meiotico de Piper tucumanum e Piper hieronymi, observaram
irregularidades cromossomicas como anafase I com ponte, teléfase I com trés
nucleos, sendo um menor que os demais, além de cromossomos com
posicionamento incorreto em anafase II. Essas irregularidades levaram a
formacao de diades, triades e péntades. A viabilidade dos graos de polen em P.
hieronymi foi afetada sendo de 77,8%.

A determinagdo da viabilidade do poélen é uma excelente ferramenta no
estudo das plantas, pois além de evidenciar a potencialidade reprodutora
masculina, contribui em estudos ecoldgicos, fornecendo informagdes basicas
para a conservagao genética, bem como o melhoramento ou cultivo das espécies
(BRUCKNER et al, 2000; EINHARDT; CORREA; RASEIRA, 2006,
FRITSCHE NETO et al., 2008; SILVA; LEITE; BRAZ, 2000).
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Em um programa de melhoramento, os principais fatores para o sucesso
sdo a selecdo e o intercruzamento dos genotipos superiores. A eficiéncia dos
cruzamentos depende da estabilidade meidtica e da viabilidade do pdlen
(TECHIO et al., 2006). O estudo do comportamento meiotico e da viabilidade
gamética pode identificar os acessos e progénies estaveis e possiveis genitores
que tenham a capacidade de produzir grande quantidade de sementes viaveis
(KANESHIMA et al., 2007).

Compreender a variagdo do conteiido de DNA nuclear entre espécies de
plantas ¢ um passo essencial em dire¢do a um melhor conhecimento da sua
evolugdo e diversificacdo (GARCIA et al., 2010). Nas angiospermas, os valores
C variam até 600 vezes, de menos de 0,2 pg em Arabidopsis thaliana a 127,4 pg
em Fritillaria assyriaca (BENNET; LIETCH, 1997). Dentro de género, a
variagdo no valor C muitas vezes esta relacionada com diferenca no nivel de
ploidia, sendo também observada entre espécies de mesmo nivel de ploidia,
devido a alteragdes estruturais do genoma. Em Eucomis L'He'r (Hyacinthaceae),
no grupo de sete espécies diploides o valor 2C variou de 21 a 31 pg nas espécies
diploéides, ou seja, 50% de incremento, enquanto a diferenga entre o menor
genoma diploide e o maior tetraploide foi de 40pg, aproximadamente 10" pares
de bases (ZONNEVELD; DUNCAN, 2010).

Segundo Dolezel (1997) a quantificagdo do contetdo de DNA via
citometria de fluxo pode ser uma ferramenta util para o melhoramento de plantas
uma vez que permite monitorar a estabilidade do nivel de ploidia, identificar
hapléides e duplohapléides, além de identificar novos niveis de ploidia como
resultados de cruzamento.

Varios sdo os trabalhos onde a citometria de fluxo ¢ empregada para
determinar a quantidade de DNA nuclear (ADOUKONOU-SAGBADIJA et al.,
2007; CAMPOS et al., 2011; KOUTOLIS et al., 2005; MIYABAYASHI et al.,
2007; SCHMIDT-LEBUHN et al., 2011). Samuel, Smith e Bennett (1986)
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determinou a quantidade de DNA em nove espécies de Piper do Novo e do
Velho Mundo, cultivadas e selvagens. A quantificagdo foi realizada por
densitometria por Feulgen e a analise dos nticleos foi em G2 (4C). A variagdo
foi de 2,73 pg nos tetraploide a 9,86 pg nos octaploides. A variagdo nas
diploides silvestres foi de 4,86 a 8,44 pg.

2.3 Tratos palinoldgicos na caracterizacéo vegetal

Assim como a citogenética, a palinologia tem sido extensivamente
utilizada para a caracterizagdo da biodiversidade vegetal (LISBOA, 2009). O
valor dos caracteres morfoldgicos do pdélen no entendimento da filogenia de
plantas tem sido reconhecido e o padrao evolutivo de configuragcdes de abertura,
em particular, ¢ altamente congruente com as filogenias moleculares recentes
(FURNESS; RUDALL; SAMPSON, 2002; BLACKMORE et al., 2007).

Na taxonomia vegetal, a palinologia tem contribuido imensamente na
delimitagdo de taxa. Exemplo sdo os estudos de Passiflora L. ocorrentes no
Brasil. Milward-de-Azevedo et al. (2010) ao estudarem 21 taxa de Passiflora L.
subg. Decaloba (DC.) Rchb. (Passifloraceae) observaram varia¢do no tamanho e
na classificagdo do poélen, além da exina de um dos taxa se diferenciar das
demais. Assim, segundo os autores, diversas caracteristicas polinicas tém se
mostrado de valor diagndstico especifico para a taxonomia do subgénero
Decaloba, como numero de colpos, mesocolpos, presenga ou auséncia de
endoabertura, reticulos com muros sinuosos ou retos ¢ comprimento dos colpos.

Com o desenvolvimento da microscopia eletronica de varredura,
transmissdo e a melhoria dos microscopios de luz, inimeros detalhes das mais
diversas caracteristicas polinicas t€ém sido obtidos em diferentes grupos de
plantas. Alguns destes trabalhos tém indicado que varios tratos palinoldgicos

podem apresentar correlagdo com a ploidia, morfologia dos cromossomos e



24

tamanho do genoma das espécies (FERREIRA et al., 2010; MEDINA et al.,
1958; RAMSEY; SCHEMSKE, 1998).

Os graos de polen das angiospermas exibem uma vasta gama de
varia¢do em todos os caracteres morfologicos (WALKER; DOYLE, 1975) e o
numero de aberturas exemplifica bem essa variagdo. A ontogénese do padrao de
abertura ¢ correlacionada com as citocineses que ocorrem durante a divisdo
meiodtica e que produzem os microsporos (KUPRIANOVA, 1967). Cada tipo de
citocinese (simultdnea ou sucessiva) determinara o niimero de aberturas. A
determinacdo do local da abertura se da nas areas onde a citocinese é concluida
(area de convergéncia) (RESSAYRE et al., 2002).

Nas angiospermas basais a relagao entre padrdes de citocinese e abertura
¢ altamente labil. Véarias angiospermas basais tem aparentemente padrdes de
desenvolvimento intermediarios e, portanto, ndo se encaixam facilmente em
qualquer uma das categorias simultaneas ou sucessivas (FURNESS; RUDALL;
SAMPSON, 2002). Nessas angiospermas o polen ¢é predominantemente
monosulcado ou derivado de monosulcado (por exemplo, com o sulco reduzido
a um dos poros), com a abertura geralmente situada no polo distal. A falta de
uma abertura bem definida (inaperturado) também ¢ comum (FURNESS;
RUDALL, 2004).

Com relagdo a palinologia do género Piper, poucos sdo os trabalhos
existentes na literatura. Segundo Lei e Liang (1998), o grao de pdlen da maioria
das espécies de Piper encontradas na Asia, principalmente na India e China,
apresentam tamanho pequeno, com uma ornamenta¢do variando de verrucada a
semiverrucada. Segundo os autores, tais caracteristicas sdo muito semelhantes a
morfologia polinica de dois outros géneros de Piperaceae: Peperomia e
Pothomorphe. No entanto, caracteristicas obtidas com microscopia eletronica
puderam separar bem os trés géneros, principalmente devido a diferenga na

ultraestrutura da parede polinica (exina) nestes trés grupos.
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Bauermann, Evaldt e Castelo Branco (2009) realizaram um
levantamento da flora da regido do Vale do Rio Cai (Brasil) e elaboraram um
atlas da diversidade polinica com material polinifero extraido de plantas nativas
férteis daquela colegdo. Entre as espécies estudadas encontrou-se P.
gaudichaudianum, P. miquelianum e P. xylosteoides que apresentaram grios de
pélen pequenos, com tamanho variando de 8 a 16 pum, todos monocolpados e
com exina escabrada.

Essa descri¢do para o género ¢ semelhante a apresentada no trabalho de
Barth e Barbosa (1975), que caracterizaram a morfologia polinica de Piperaceae.
Segundo os autores, P. gaudichaudianum, P. lindbergii, P. richardiaefolium
apresentam graos de pélen muito semelhantes entre si. Os graos de polens de P.
gaudichaudianum sio heteropolares e de superficie ondulada. A abertura tnica
corresponde a uma area apertural larga e alongada, em geral em forma de um
colpoide coberto por numerosas granulagdes de ectoexina. A ectoexina ¢
representada por uma formag@o semelhante a um teto bastante ondulado, onde os
baculos sao indistintos e as depressdes correspondem a pequenos pontos. A
espessura da exina nas trés espécies varia de 0,9 - 1,4 um e os didmetros polares

e equatorial variam de 10 a 19,5 ¢ 7 a 16,5 um, respectivamente.

2.4 Caracteristicas anatdmicas do género Piper

A morfologia das folhas sempre desempenhou papel importante na
sistematica vegetal como um todo, particularmente para caracterizar e identificar
taxa onde a variacdo nas estruturas florais ndo é informativa (STACE, 1989).
Alves et al. (2002) apresentaram caracteristicas da anatomia foliar com maior
relevancia taxondmica para 10 espécies do género Hypolytrum. Entre essas
caracteristicas destacam-se o formato da folha em seccdo transversal, presenca

de granulos em células epidérmicas, aspectos da cuticula, da hipoderme ¢ do
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parénquima lacunoso; nimero de camadas e origem (hipodérmica e epidérmica)
das células buliformes. Os estudos de anatomia foliar mostraram-se relevantes
na delimitacdo do género e das espécies porém ndo apoiam as secgdes
taxondmicas estabelecidas.

Aliada a outras caracteristicas anatdmicas e morfologicas, a
compreensdo da arquitetura das folhas, através da diafanizagdo, pode fornecer
importantes subsidios taxonomicos. Fonseca, Proenga ¢ Gongalves (2006) ao
testar a técnica de diafanizagdo como ferramenta taxondmica no género
Spathicarpa observaram que das quatro espécies estudadas, somente
Spathicarpa lanceolata Engl. apresenta caracteristicas vegetativas diagnosticas,
nao sendo possivel diferenciar, com base somente na arquitetura foliar, as
demais espécies.

Na ordem Piperales o habito de crescimento ¢ predominantemente
herbaceo (BARROSO, 1986). Incluida nesta ordem encontra-se Piperaceae,
ervas eretas ou escandentes, subarbustos, arbustos ou pequenas arvores,
terrestres ou epifitas. As folhas dessa familia s@o estipuladas, alternas, opostas
ou verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de consisténcia e formas as mais
diversas. Os tricomas sdo muito variados, geralmente dotados de células
secretoras translucidas (GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

Caracteristicas anatomicas de espécies de Piper tem sido descritas por
diversos autores (ALBIERO et al., 2005a, 2005b, 2006; NASCIMENTO;
VILHENA-POTIGUARA, 1999; SOUZA; MOSCHETA; OLIVEIRA, 2004;
VIANNA; AKISUE, 1997). Albiero et al. (2005a) descreveram anatomicamente
P. gaudichaudianum que apresenta folhas simples, alternas, pecioladas e
estipuladas. O limbo tem formato ovado-eliptico, de base obliqua e de apice
cuspidado. Os autores também relatam folha hipoestomatica, sendo a epiderme
unisseriada, com tricomas tectores e glandulares os quais t€ém ocorréncia mais

abundante na regido que recobre as nervuras. Na face abaxial do limbo e no
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bordo ocorrem uma ou duas camadas subepidérmicas de natureza
parenquimatica, onde pode ocorrer, inclusive, idioblastos oleiferos. Essa camada
subepidérmica também ocorre na face adaxial, nas proximidades da regido do
bordo.

Albiero et al. (2006) ao estudarem a morfoanatomia de P. hispidum
relatam folhas alternas, simples, curtamente pecioladas, inteiras, de formato
ovado, apresentando limbo assimétrico com 15,0-17,0 cm de comprimento e
10,0-12,0 cm de largura. A coloragdo ¢ verde-escura na face adaxial e verde-
clara abaxialmente. A folha foi classificada como hipoestomatica, com presenca
de estdmatos tetraciticos e raros anisociticos. Trés tipos de tricomas tectores sao
observados: curto unicelular, curto pluricelular e longo pluricelular. Apenas um
tipo de tricoma glandular ocorre, apresentando pedunculo unicelular e célula
secretora de formato ovdide inclinada sobre a epiderme.

P. aduncum ¢é um arbusto com ramos pubescentes com peciolo de 0,2 a
0,4 cm de comprimento, sem bainha; folhas elipticas ou lanceoladas, com
aproximadamente 20 cm de comprimento e 7 cm de largura; dpice acuminado e
base redonda ou cordada; aspera nas faces dorsal e ventral (SILVA; OLIVEIRA
2000).

Segundo Vianna e Akisue (1997), esta espécie possui folhas com
filotaxia alterna e formato oval-lanceoladas, agudas, inteiras, apresentando
limbo com 10 a 15 cm de comprimento por 6 a 7,5 cm de largura. Na superficie
adaxial, o limbo ¢ verde escuro e com depressdes nas regides das nervuras,
enquanto na superficie abaxial ¢ verde mais claro, com aspecto faveolado devido
as nervuras serem proeminentes. Ambas as superficies sdo pubescentes com
consisténcia membranacea e flexivel.

As superficies adaxial e abaxial das folhas de P. aduncum possuem
células epidérmicas de formato bastante variado como poligonal, cubicas e

retangulares, alongadas, com contorno liso e recoberta por cuticula delgada
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(DOUSSEAU, 2009). A autora observou também presenca de estdmatos apenas
na superficie abaxial, sendo a folha classificada como hipoestomatica, com seus
complexos estomaticos do tipo tetracitico. Vianna e Akisue (1997) encontraram
estobmatos anomonciticos além dos teraciticos. Dousseau (2009) também
observou tricomas tectores e glandulares distribuidos em ambas as superficies do
limbo.

Silva e Oliveira (2000) descrevem esta espécie como arbustiva, com
ramos nao-pubescentes, com peciolo variando de 0,1 a 0,2 cm de comprimento,
de folhas oblongo-lanceoladas ou oblongoelipticas, variando de 14,5 a 22 cm de
comprimento e de 4 a 4 cm de largura; apice acuminado a levemente cuspidado;
base obliqua a inequilatera; folhas levemente asperas na face ventral.

Nascimento e Vilhena-Potiguara (1999) classificam a folha dessa
espécie como anfiestomadtica, pois verificaram a presenca de estdmatos na face
abaxial e, embora rara, na face adaxial. Na face adaxial observa-se que as células
epidérmicas possuem paredes retas ou ligeiramente curvas, sdo de diferentes
tamanhos e em sua maioria, poliédrica. Os estdmatos sdo raros nesta epiderme e
entre as células epidérmicas encontra-se tricomas secretores e tectores. Na
superficie abaxial os estdmatos s3o mais abundantes em relacdo aos tricomas
secretores, tectores e de células oleiferas. Eles variam quanto a forma em
ciclociticos, anisociticos e tetraciticos, predominando este ultimo. Na regido
mediana da nervura central a epiderme da face adaxial apresenta células
irregulares, maiores que as da face abaxial. Subjacente a esta ocorre uma
hipoderme formada de duas a trés camadas de sem conteudo, seguindo-se o
parénquima palicadico que ¢é bisseriado, conectando-se com o parénquima

lacunoso.
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RESUMO

Piper é um género que se destaca pelas espécies medicinais e aromaticas
de importancia econdmica. Das espécies nativas do Brasil, Piper hispidinervum,
a pimenta-longa, e Piper aduncum se destacam em fungdo da composi¢do do
0leo essencial. No entanto, sdo morfologicamente muito semelhantes, o que
dificulta a distin¢do entre as mesmas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
comparar as espécies P. aduncum e P. hispidinervum com relagdo ao cariotipo,
tipo de nucleo interfasico e quantidade de DNA nuclear. As metafases mitéticas
e os nucleos interfasicos foram obtidos pela técnica de secagem a chama e a
coloracao foi feita com Giemsa 5%. A determinacdo da quantidade de DNA foi
realizada por citometria de fluxo, utilizando o tampao LBO1 e como padrio
interno de comparagdo Vicia faba. As duas espécies apresentaram 2n=26
cromossomos, corroborando x = 13 como numero basico para o género. P.
aduncum e P. hispidinervum apresentaram diferengas quanto as formulas
cariotipicas, porém foram homogéneas quanto aos nucleos interfasicos,
classificados como arreticulados. A quantidade de DNA nuclear foi
significativamente maior em P. hispidinervum, sugerindo perda de sequéncias
em P. aduncum ou amplificagdo gendmica em P. hispidinervum. Apesar de
apresentarem o mesmo numero cromossomico, a morfologia cromossémica ¢
diferenciada entre P aduncum e P. hispidinervum, bem como o tamanho do
genoma. Essas diferencas devem ser resultados de alteragdes estruturais que
contribuiram para a evolugao cariotipica das mesmas.

Palavras-chave: Piper. Cromossomo. Nucleo interfasico. Citometria de fluxo.
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ABSTRACT

Piper is a genus that stands out by aromatic and medicinal species of
economic importance. Piper hispidinervum (“pimenta-longa”) and P. aduncum
(“pimenta de macaco”) are Brazilian species that produce a valuable essential
oil. However, they show high morphological similarity that makes distinction
between them very difficult. So, the objective of this paper was to compare P.
aduncum and P. hispidinervum regarding the karyotype, interphasic nucleus type
and nuclear DNA amount. The mitotic metaphases and interphase nuclei were
obtained by flame-drying technique and staining with 5 % Giemsa.The
determination of DNA content was performed by flow cytometry using the
LBO1 buffer. Vicia faba was used as internal standard for DNA estimation. Both
species showed 2n = 26 chromosomes, suggesting x = 13 as the basic number
for the genus. P. aduncum and P. hispidinervum showed karyotypic differences
in the formulas but were homogeneous in the nuclei interphasic type, classified
as arreticulated.The amount of nuclear DNA was significantly higher in P.
hispidinervum, suggesting either loss of sequences in P. aduncum or DNA
amplification in P. hispidinervum. Despite of having the same chromosome
number, the species can be differentiated by chromosome morphology and
genome size. These differences can be attributed to structural changes that
contributed to the karyotype evolution in the genus.

Keywords: Piper. Chromosome. Interphasic nucleus. Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

O género Piper L. inclui grande ntimero de espécies que se caracterizam
pelo uso na medicina popular e pela importancia econdmica, devido a producao
de Oleos essenciais utilizados na industria de condimentos, farmacéutica e
também de inseticidas (SILVA; MACHADO, 1999). Dentre as espécies
brasileiras com potencial para producdo de oleos essenciais destacam-se P.
aduncum e P. hispidinervum.

Na década de 90, a Embrapa Acre através de um programa de
biospropecgdo criou o Banco de Germoplasma para subsidiar um programa de
melhoramento com espécies de Piper produtoras de safrol. Um problema
enfrentado na manipulagdo desse germoplasma ¢ a controvérsia taxondmica
realacionada a P. hispidinervum no que diz respeito ao seu status de espécie,
existindo a hipdtese de que seja, na realidade, uma variedade de P. aduncum.
Essa hipotese se baseia na elevada similaridade morfolégica entre as duas
espécies e na distribui¢do geografica das mesmas, sendo P. aduncum de ampla
distribui¢do em todo o Brasil, enquanto populagdes de P. hispidinervum sdo
encontradas apenas no Acre ¢ diferem da primeira basicamente pelo teor de
safrol (SILVA; OLIVEIRA, 2000; PIMENTEL et al., 1998) .

Um estudo de diversidade genética da colecdo de germoplasma da
Embrapa Acre, usando marcador molecular do tipo RAPD, mostrou que se
tratam de dois grupos distintos, possivelmente de duas espécies. No entanto, os
autores ressaltam que a determinacdo conclusiva sobre a relagdo genética entre
essas duas espécies prescinde de uma melhor amostragem para estudos
adicionais de diversidade, bem como de uma melhor caracterizagdo biologica do
germoplasma (WADT; EHRINGHAUS; KAGEYAMA, 2004).

A maioria dos estudos para delimitagdo taxondmica no grupo vem sendo
baseada na analise fitoquimica, uma vez que este género € composto de plantas

aromaticas e se caracterizam pela producdo de oOleos essenciais (SILVA;
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OLIVEIRA, 2000; BIZZO et al., 2001). No entanto, muitos outros ramos da
pesquisa vegetal podem ser utilizados para a complementagdo dos estudos
fitoquimicos e com isso permitir um maior entendimento das relagdes
filogenéticas e sistematicas do grupo, principalmente nas espécies brasileiras que
nao possuem nenhum estudo detalhado nesse ambito.

Nesse sentido, a andlise citogenética tem-se mostrado muito util para a
distingdo de espécies. Apesar de poucas espécies de Piper terem sido avaliadas
citogeneticamente, ¢ possivel observar ampla variagdo no numero
cromossOmico. Essa variagdo ocorre tanto entre espécies como em P. chaba L.
(2n=104) e em P. longum L. (2n=52), quanto dentro de algumas espécies, como
em P. betle L. em que foram identificadas variedades com 2n=24, 42, 52, 48 ¢
195 (JOSE; SAHARMA, 1985). A caracterizagio morfométrica dos
cromossomos também foi realizada por Joseph, Joseph e Jose (1999) que
observaram a ocorréncia de cariotipos simétricos em Piper colubrinum Link
(2n=26) ¢ Piper magnificum Trelease (2n=26), ocorrendo uma diminuigdo
uniforme no tamanho dos cromossomos.

Estudo preliminar das espécies P. hispidinervum e P. aduncum revelou
que elas apresentam mesmo nimero cromossomico (2n=24) ¢ cromossomos
com morfologia similar. No entanto, devido ao uso de apenas dois acessos € a
escassez de informacdo sobre a morfologia cromossdmica, ficou evidente a
necessidade de uma amostragem maior de populagdes e a geragdo de mais
detalhes sobre o caridtipo para confirmar a hipotese de mesma posi¢do
taxondmica das duas espécies (NUNES et al., 2007).

Aliada as técnicas citogenéticas classicas, a citometria de fluxo também
pode auxiliar na elucidad¢do da relagdo entre os genomas das espécies de Piper.
Samuel, Smith e Bennett (1986) determinaram a quantidade de DNA em nove
espécies de Piper do Novo e do Velho Mundo, cultivadas e selvagens. A

quantificacdo realizada por densitometria por Feulgen revelou variacdo de
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conteido de DNA (4C) entre 2,73 pg nas espécies tetraploides e 9,86 pg nos
octaploides.

Portanto, diante da escassez e variabilidade dos dados existentes a
proposi¢do deste trabalho foi comparar as espécies P. aduncum e P.

hispidinervum com relagdo ao caridtipo, tipo de nicleo interfasico ¢ quantidade

de DNA nuclear.



43

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético
As sementes de P. aduncum e P. hispidinervum utilizadas no trabalho

foram cedidas pelo Banco de Germoplasma da Embrapa Acre.

2.2 Analise cariotipica

Pontas de raiz foram obtidas de plantas cultivadas em vasos. Essas raizes
foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina 2 mM por 3 horas em temperatura
ambiente e fixadas e armazenas em carnoy (3metanol: 1 acido acético) a -20°C.
A digestdo da parede celular foi obtida com pectinase/celulase (100/200u), a 37°
C, por 1:30 h. As laminas foram preparadas pela secagem a chama e coradas
com Giemsa 10% para analise das metafases e nicleos interfasicos mitoticos.

Para a analise cariotipica das duas espécies, cinco metafases foram
analisadas. As imagens foram capturadas em microscopio de campo claro (Leica
DMLS), equipado com microcdmera (Nikon Digital Sight DS-Fil). Os
cromossomos foram medidos por meio do programa Image Tool 3.00 da
UTHSCA (The University of Texas Health Science Center in San Antonio).
Para a andlise morfométrica dos cromossomos foram obtidos comprimento do
brago curto (BC) e do brago longo (BL) de cada par homologo, medido em
quatro metafases em P. aduncum e uma em P. hispidinervum. Foram calculados
o comprimento total do cromossomo (Cti = BC + BL), o comprimento total do
lote hapléide (CTLH = }Cti), o indice centromérico (IC=[BC/(BC+BL)]x100)
e o comprimento relativo de cada cromossomo (CR = Cti/CTLH). Os
cromossomos foram classificados de acordo com a posi¢do do centrodmero
segundo Guerra (1986).

A assimetria cariotipica foi calculada de acordo com os métodos

propostos por Stebbins (1958) e Zarco (1986), sendo este ultimo estimado pelo
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indice de assimetria intracromossdmica (A;) e intercromossomica (A;), por meio

das equacdes:

n bi
2 B

i=1

K| »

A1: I-
n

onde: A, = Indice de Assimetria intracromossémica, variando entre 0 e 1; n =
numero de pares de cromossomos homologos, b; = comprimento médio dos
bragos curtos em cada par de cromossomos homoélogos; B; = comprimento
médio dos bragos longos em cada par de cromossomos homélogos; A, = Indice
de Assimetria intercromossomica; s = desvio padrdo do comprimento dos pares
cromossomicos ¢ X = média do comprimento dos pares de cromossomos.

Para a classificagdo dos nucleos interfasicos, foram avaliados 100
nucleos por espécie, utilizando a nomenclatura proposta por Guerra (1985).

Para a obtencdos das diacineses as inflorescéncias nos estagios iniciais
foram coletadas, imediatamente fixadas em carnoy (3 etanol: 1 4&cido
propiénico) e armazenadas a -20°C. As laminas foram preparadas por
esmagamento em orceina acética 1%. As imagens foram capturadas em
microscopio de campo claro (Leica DMLS), equipado com microcamera (Nikon

Digital Sight DS-Fil).

2.3 Determinacéo da quantidade de DNA

A estimativa da quantidade de DNA por citometria de fluxo foi obtida a
partir de tecido foliar de P. aduncum e P. hispidinervum. Para cada amostra
utilizou-se aproximadamente 20-30 mg de folhas jovens e o padrdo interno de
referéncia foi obtido por meio de folhas jovens de Vicia faba. As amostras foram

trituradas em uma placa de Petri contendo 1 mL de tampao LBO1 gelado para a
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obtengdo da suspensdo nuclear (DOLEZEL, 1997). O tecido triturado foi
aspirado por meio de duas camadas de gaze e a suspensdo nuclear filtrada em
uma malha fina. A suspensdo nuclear foram adicionados 25 pL de iodeto de
propideo. Para cada amostra foram analisados pelo menos 10.000 nucleos. Os
histogramas foram obtidos no citdmetro FacsCalibur (Becton Dickinson) com o
programa Cell Quest (Becton, Dickinson ¢ Companhia, San Jose, CA, USA) e
analisados no software WinMDI 2.8.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade no programa SISVAR.
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3 RESULTADOS

3.1 Andlise cariotipica

P. aduncum ¢ P. hispidinervum apresentaram 2n=26 cromossomos nas
metafases mitdticas, nimero que foi confirmado pela presenga de 13 bivalentes
na diacinese (Figura 1 A - D).

Os cromossomos de ambas as espécies sdo pequenos, com comprimento
variando de 1,12 a 3,71 pm em P. aduncum e de 0,89 a 4,73 pm em P.
hispidinervum, sendo o comprimento médio dos cromossomos 1,94 um e 1,74
um para P. aduncum e P. hispidinervum, respectivamente. O comprimento
relativo revela uma maior contribuicio ao genoma do primeiro par
cromossémico de P. hispidinervum, quando comparado com o mesmo par de P.
aduncum, enquanto que em relagdo ao Gltimo par, a contribui¢do em P. aduncum
¢ maior. A determinac¢do do nimero ¢ a localiza¢do das constrigdes secundarias
foram dificultadas pelo tamanho reduzido dos cromossomos e a falta de
distensdo das regides organizadoras do nucléolo. Mesmo assim, foi possivel
observar no par cinco de P. aduncum uma constrigio secundaria na regido
intersticial do brago longo (Figura 2).

As formulas cariotipicas diferem nas duas espécies: P. aduncum: Im
+12sm e P. hispidinervum: 4m + 9sm. E possivel observar que as espécies se
diferenciam em trés pares (oito, nove e dez), os quais sdo metacéntricos em P.

hispidinervum e submetacéntricos em P. aduncum (Figura 2, tabela 1).
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Figura 1 Metédfases mitdticas, diacineses, nucleo interfisico e histograma de
citometria de fluxo de Piper. A e C — Metafases com 2n=26
cromossomos de P. aduncum e P. hispidinervum, respectivamente. B ¢ D
— diacineses com n=13 bivalentes de P. aduncum e P. hispidinervum. E ¢
F - Nucleos interfasicos arreticulados de P. aduncum e P. hispidinervum,
respectivamente. (B). Barra 5=um. G e H - Histograma de citometria de
fluxo em nucleos de P. aduncum e P. hispidinervum, respectivamente. O
primeiro e o segundo pico em cada histograma referem-se ao pico G1 dos
nucleos de cada uma das espécies de Piper e da amostra de referéncia
(Vicia faba), respectivamente. O terceiro é o pico G2 da amostra de
referéncia. O eixo horizontal do grafico os canais onde as leituras das
quantidades de DNA de cada niicleo se posicionaram e o eixo vertical do
o nimero de nticleos que foi lido pelo aparelho com uma determinada
quantidade de DNA
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Figura 2 Cariograma e idiograma para P. aduncum (A) e P. hispidinervum (B).
Barra de 5 pm para os cariogramas e de 1 pm para os idiogramas



Tabela 1 Comprimento relativo, Indice centromérico e classificagio dos pares cromossomicos de P. aduncum e P.
hispidinervum

Comprimento relativo Indice centromérico
Par cromossémico P. aduncum P. hispidinervum P. aduncum P. hispidinervum
1 14.66 20.84 42.24 (m) 48.41 (m)
2 10.53 8.987 33.35 (sm) 36.76 (sm)
3 9.68 8.74 34.59 (sm) 30.23 (sm)
4 8.68 8.59 37.39 (sm) 37.18 (sm)
5 7.98 7.73 31.37 (sm*) 36.18 (sm)
6 7.22 7.69 39.08 (sm) 30.66 (sm)
7 6.94 6.54 33.95 (sm) 27.61 (sm)
8 6.79 5.79 33.31 (sm) 42.20 (m)
9 6.35 5.66 34.14 (sm) 41.24 (m)
10 5.95 5.53 31.64 (sm) 49.00 (m)
11 5.36 5.18 36.92 (sm) 31.06 (sm)
12 5.40 4.78 34.15 (sm) 28.11 (sm)
13 4.45 3.94 30.22 (sm) 32.96 (sm)

m — metacéntrico; sm — submetacéntrico; * par cromossodmico com constri¢do secundaria

(614
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Os valores para o indice intracromossomico (A1) foram de 0,46 e 0,41
para P. aduncum e P. hispidinervum, respectivamente, mostrando que ambas as
espécies sdo intermediarias com relagdo a assimetria na posi¢do dos
centrdmeros, com uma leve tendéncia a simetria. Ja com relacdo ao tamanho dos
cromossomos, o indice A2 foi de 0,36 para P. aduncum e 0,56 para P.
hispidinervum, revelando que P. hispidinervum tem maior assimetria.

Pela classificacdo de Stebbins (1958), P. aduncum e P. hispidinervum
foram classificasdas como 3b e 3c, respectivamente. Essa classificagdo coincide
com o indice de Zarco (1986) uma vez que significa que ambas apresentam de
51% a 99% de cromossomos com razdo de bragos (BL/BC) menor que dois,
enquanto a diferenca entre 0 maior € 0 menor cromossomo esta entre 2:1 e 4:1

em P. aduncum e ¢ maior que 4:1 em P. hispidinervum

3.2 Ndcleo interfasico e determinacdo da quantidade de DNA

Conforme classificacdo proposta por Guerra (1985), os nucleos
interfasicos de P. aduncum e P. hispidinervum sdo arreticulados, caracterizados
por ndo apresentarem eucromatina condensada, ficando os cromocentros bem
distintos (Figura 1 E e F). Com a maioria dos corantes convencionais a
cromatina difusa dos nucleos interfasicos é geralmente imperceptivel, entretanto
o corante Giemsa evidenciou a cromatina difusa, o que pode ser observado pela
fraca coloragdo dos nucleos .

Quanto ao conteudo de DNA, P.aduncum e P. hispidinervum se
diferenciaram pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com 1,88 e 2,10 pg de
DNA, respectivamente (Tabela 2 e Figura 1 G ¢ H).

Os coeficientes de variacdo (CV) médios no presente trabalho (Tabela 2)
estdo abaixo de 1% o que demonstra uma boa precisdo dos resultados e uma
confiabilidade nas estimativas da quantidade de DNA uma vez que Marie e

Brow (1993) consideram valores de CV entre 1% e 2% como de alta qualidade.
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Tabela 2 Médias da quantidade 2C de DNA obtida por citometria de fluxo e
coeficiente de variagdo para P.aduncum e P. hispidinervum

Espécie Quantidade de DNA (pg) CV médio (%)
P. aduncum 1,88 a 0.55
P. hispidinervum 2,10b 0.61

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. CV — coeficiente de variagao
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4 DISCUSSAO

Hé muita controvérsia sobre o nimero cromossdmico basico do género
Piper. Varios trabalhos relatam tanto niimeros cromossomicos multipos de x=12
como de x=13 (DASGRUPTA; DATTA, 1976; JOSEPH; JOSEPH; JOSE,
1999; JOSE; SHARMMA, 1985; NAIR, 2007; NUNES et al, 2007; SAMUEL,;
BAVAPPA, 1981; SAMUEL; MORAWETZ, 1989).

Dasgrupta e Datta (1976) estudaram sete espécies de Piper e
compararam seus resultados de numero cromossémico com os ja relatados na
literatura. Das 15 espécies de Piper até entdo estudadas, 47,3% apresentavam
x=12 e 19,04% x=13 cromossomos. Entre as espécies com x=12 cromossomos
estdo P. longum, P. cubeba e P. subpelatum. A espécie P. nigrum apresentou
variagdo no numero cromossomico basico, uma vez que foram encontrados
multiplos de 13 (2n= 26, 52 e 104 cromossomos) ¢ de 12 (2n=36, 48 ¢ 60
Cromossomaos).

Jose e Sharmma (1985) estudaram 53 taxa de Piperaceae, incluindo oito
espécies de Piper. Os autores verificaram variagdo no niimero somatico de
2n=24 a 2n=195 cromossomos. Com exce¢do de P. cubeba, que apresentou
2n=24, todas as outras foram derivadas de x=13. As variedades de P. betle
avaliadas exibiram uma série poliploide e houve uma constancia no numero
cromossOmico entre as variedades desta espécie, que apresentaram em sua
maioria 2n=78, embora uma certa variagdo numérica dentro do mesmo individuo
tenha sido observada.

Variacdo no numero cromossdmico também foi observada em P.
magnificum por Nair (2007). Das metafases somaticas avaliadas pelo autor, 62%
apresentavam numero cromossdmico 2n=26. O restante (38%) apresentou
varia¢do de 2n= 22, 24, 25, 27 e 28 cromossomos, sendo 2n=24 o nimero mais

frequente.
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Os numeros cromossdomicos de P. aduncum e P. hispidinervum ja
haviam sido relatados por Nunes et al (2007) como 2n=24 para as duas
espécies. A determinacdo de 2n=26 nesse trabalho, corroborado pela observagio
de 13 bivalentes na diacinese, indica que pode haver variabilidade numérica
entre acessos. Dessa forma, € importante ampliar o numero de acessos estudados
e verificar se existe variabilidade para nimero cromossdmico.

O comprimento médio dos cromossomos de P. aduncum (1,94 um) e de
P. hispidinervum (1,74 um) foi maior que os encontrados para essas espécies por
Nunes et al., (2007) (P. aduncum: 1,32 um e P. hispidinervum:1,38 um). Essa
diferenga pode ser explicada pelo padrio de condensagdo das metafases
utilizadas para as mensuragdes. Outros trabalhos também descreveram o
tamanho dos cromossomos (DASGRUPTA; DATTA,1976; JOSEPH; JOSEPH;
JOSE, 1999; JOSE; SHARMMA, 1985; NUNES et al., 2007; SAMUEL;
MORAWETZ,1989; SHARMA; BHATTACHARYYA, 1959) e, assim como
neste trabalho, todos relatam a ocorréncia de cromossomos pequenos apesar de
haver variagdo nos tamanhos médios destes entre as espécies de Piper estudadas.

Uma diferenca acentuada entre os comprimentos relativos do primeiro e
o0 ultimo par cromossdmico em Piper € relatado pela primeira vez na literatura.
Essa diferenga é mais marcante em P. hispidinervum, cuja espécie possui um
primeiro par cromossomico aproximandamente cinco vezes maior que o ultimo
(Tabela 1). Samuel e Morawetz (1989) relatam o tamanho do maior ¢ do menor
cromossomo ¢ o comprimento total do lote diploide de quatro espécies de Piper,
entre elas P. apiculatum (2x=26). De posse desses dados, foi possivel calcular o
comprimento relativo dessa espécie que é de 2,33% para 0 menor cromossomo ¢
de 5,23% para o maior. José e Sharma (1985) também relatam os tamanhos dos
menores ¢ dos maiores cromossomos de oito espécies de Piper através dos quais

foi possivel calcular o comprimento relativo dos cromossomos dessas espécies.
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Entre as espécies estudadas, destacamos P. cubeba (2x=24) que apresenta
comprimento relativo variando de 2,81% a 6,33%.

A observagdo de uma constricdo secundaria no brago longo do par
cromossdmico cinco ¢ uma caracteristica marcante de P. aduncum. Outras
espécies de Piper que tiveram suas constrigdes secundarias descritas as possuem
nos primeiros pares: P. cubeba, P. magnificum, P. nigrum (var. Argatala) e P.
betle (var. mitha pan) possuem a constri¢do secundaria nos trés primeiros pares;
P.betle (var. jhal pan) apresenta constricdo secundaria nos dois primeiros pares
do cariotipo, enquanto P. nigrum (var (South Indian) nos quatro primeiros
(DASGRUPTA; DATA, 1976).

A maioria dos trabalhos nao trazinformagdes detalhadas a respeitos da
localizagao dessas constrigdes e citam somente o numero encontrado. Esses
numeros sdo varidveis no género, o qual apresenta de um a quatro pares
(DASGRUPTA e DATA, 1976; JOSEPH; JOSEPH; JOSE, 1999; JOSE;
SHARMA , 1985). A confirmagdo da presenga das constricdes secundarias nas
espécies de Piper pode ser realizada pelo bandeamento NOR (coloragdo com
prata) que destaca as regides cromossomicas que apresentam produtos da
transcri¢do do rRNA e poderia determinar com maior precisdo o nimero de
constri¢des ativas. Outra técnica que pode ser empregada ¢ a hibridizagéo in situ
fluorescente com sondas de DNA ribossomal 45S que identifica de forma
precisa as regides organizadoras do nucléolo. Ainda ¢é possivel, através da
analise meidtica, verificar o numero de cromossomos associados ao nucléolo
para a inferéncia do nimero de cromossomos que apresentam constri¢ao
secundaria.

As formulas cariotipicas de P. aduncum e P. hispidinervum se
diferenciaram em trés cromossomos. No entanto, Nunes et al. (2007)
descreveram a formula cariotipica 12M, tanto para P. aduncum quanto para P.

hispidinervum. Samuel e Morawetz (1989) identificaram, nas nove espécies de



55

Piper estudadas, cromossomos metacéntricos ¢ submetacéntricos mas sem
fornecer informagdes mais detalhadas do cariograma. Resultados semelhantes
foram descritos para P. colubrinum (2n=13), P. magnificum (2n=26) e P. nigrum
(2n=52) que apresentaram cromossomos metacéntricos a submetacéntricos
(JOSEPH; JOSEPH; JOSE, 1999).

As diferengas encontradas nas formulas cariotipicas de P. aduncum e P.
hispidinervum podem ser devido a inversdes pericéntricas nos pares 8, 9 ¢ 10 de
P. aduncum, o que pode ter provocado mudanga na posi¢éo do centrémero. De
acordo com Stebbins (1958), rearranjos como inversdes pericéntricas e
translocagdes desiguais contribuem para a assimetria cariotipica entre as
espécies, pois causam mudangas na posi¢do dos centromeros. Fissoes e fusdes
também podem causar uma alteragdo na posicdo centromérica ¢ também sao
responsaveis pela mudanca no tamanho dos cromossomos, mas implicam em
alteracdo no numero. Entretanto, rearranjos como inversdes paracéntricas
apresar de ndo influenciarem na posi¢do dos centromeros, sdo importantes e
podem explicar as diferencas carioldgicas observadas nos padrdes de bandas
observadas por outros autores.

De acordo com Zarco (1986), quanto maiores os valores de Al
(assimetria intracromossdmica) ¢ de A2 (assimetria intercromossémica) mais
assimétrico ¢ o caridtipo. Portanto, os cariotipos de P. aduncum e P.
hispidinervum so semelhantes no que diz respeito a posi¢do do centrdémero,
tendendo a simetria. Essa tendéncia ja foi observada em outras espécies do
género (JOSEPH; JOSEPH; JOSE, 1999; JOSE; SHARMMA, 1985).

O maior valor de A2 em P. hispidinervum esta relacionado com o
tamanho discrepante dos primeiros pares cromossomicos em rela¢do aos demais
(Tabela 1 e figura 2), o que pode ser explicado pela condensagdo proximal dos
cromossomos nas profases e metafases avaliadas. Nesse tipo de condensagéo as

regides centroméricas se condensam primeiro, enquanto nas regioes teloméricas
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a condensacdo se da mais tardiamente. Esta caracteristica foi observada nos
cromossomos de ambas as espécies, sendo, no entanto, mais visivel em P.
hispidinervum, mesmo em metafases mais condensadas. Esse padrio de
condensa¢do também ¢ relatado por Samuel e Morawets (1989) para o género
Piper.

Stebbins (1958) também propde categorias para a assimetria
cromossOmica baseadas nos tamanhos e na relacdo de bragos dos cromossomos.
De acordo com esta classificagdo, P. aduncum e P. hispidinervum nio se
diferenciam quanto a propor¢do de cromossomos com razdo de bragcos menor
que dois entre 51% e 99%. Entretanto, P. aduncum apresentou menor assimetria
em relacdo ao tamanho dos cromossomos quando comparada a P.
hispidinervum.

Alguns autores (PASZKO, 2006; ZARCO, 1986) criticam as classes
propostas por Stebbins (1958), pois consideram que sdo muito amplas e muitas
vezes ndo detectam pequenas diferencas entre os cariotipos estudados. No
entanto, neste estudo a classificagdo de Stebbins (1958) para P. aduncum e P.
hispidinervum coincide com a proposta por Zarco (1986).

De acordo Stebbins (1958), espécies mais primitivas tendem a
apresentar um cariotipo simétrico, com cromossomos possuindo centrdémeros
medianos e muito semelhantes em tamanho. Os caridtipos de Piper, inclusive os
das espécies aqui avaliadas, podem ser considerados mais primitivos e essa
condi¢do pode ser comprovada pelas caracteristicas intermediarias da familia
entre as monocotiledddeneas e as eudicotiledoneas sendo, por isso, classificada
como angiosperma basal. No entanto, é possivel observar uma evolugdo nesses
cariotipos uma vez que rearranjos podem ter contribuido para a presenca de
cromossomos submetacéntricos e, como conseqiiéncia, uma menor simetria.

O conhecimento da organizagdo do nucleo interfasico, associado aos dados

de morfometria cromossémica pode constituir ferramentas uteis para a
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taxonomia vegetal. A classificagdo dos nucleos de P. aduncum e P.
hispidinervum esta de acordo com Guerra (2000) quando cita que cromossomos
pequenos, com comprimento inferior a 3 um apresentam geralmente nucleos
arreticulados, com presenga de cromocentros distintos.

Um estudo da evolugdo cromossdmica de trés géneros de Piperaceae
(Piper, Peperomia e Photomorphe) foi realizado por Samuel e Morawetz (1989).
De acordo com os autores os nucleos em interfase de Piper sdo classificados
como procromossomal enquanto em Peperomia o tipo descrito foi eucromatico-
reticulado. Pothomorphe apresentou nucleos intermedidrios entre os dois
géneros descritos anteriormente. Essa informag@o, associada com os dados
cariotipicos, leva a inferir que a evolugao na familia se d4 de nticleos interfasicos
procromossomais para eucromaticos-reticulados.

Além das informacdes cariotipicas e de nucleos interfasicos a
determinacdo da quantidade de DNA ¢ uma ferramenta importante na detec¢do
de diferencas que ndo alteram a estrutura dos cromossomos e podem, por isso,
nao ser detectaveis pelas técnicas citogenéticas.

A quantificagdo de DNA para espécies de Piper ja havia sido realizada
por Samuel, Smith e Bennett (1986). Os autores analisaram cinco espécies de
Piper do velho mundo (duas variedade de P. nigrum: 4x, 8x; P. longum: 4x; P.
betle: 4x; P. silvestre: 4x; P. argyrophyllum: 4x) e quatro do novo mundo (P.
apiculatum: 2x; P. cernum: 2x; P. arboreum:2x; P. orhatum:4x) incluindo entre
elas espécies cultivadas e silvestres. A quantificacdo foi realizada por
densitometria de Feulgen e a analise dos nucleos foi em G2 (4C). Os autores
verificaram uma varia¢do no valor C de DNA nas espécies diploides de 2,43 a
4,22 pg de DNA. A variagdo nas espécies tetraploides foi de 0,68 a 1,03 pg de
DNA. A variedade octapldide de P. nigrum apresentou 1,20 pg de DNA. Os
autores relatam que a quantidade de DNA nas espécies analisadas nem sempre

acompanha a ploidia. Espécies silvestres diploides apresentam maior quantidade
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de DNA que as espécies tetrapldides cultivadas. De acordo com os autores, as
espécies silvestres tendem a ter maior quantidade de DNA que as espécies
cultivadas. A determinacdo da quantidade de DNA em P. aduncum (1,88 pg) e
P. hispidinervum (2,10 pg) foi através da citometria de fluxo ¢ em nucleos em
G1, no entanto, esses valores estdo proximos a quantidade de DNA de P.
apiculatum (2,43), espécie diploide estudadada pelos autores.

Segundo Dolezel et al. (2003) citado por Dolezel e Bartos (2005), 1 pg
de DNA equivale a 0,978 x 10° (considerando a razio entre pares de base
AT:CG de 1:1 e ignorando a presen¢a de nucleotideos modificados). Portanto, o
genoma de P. aduncum ¢ constituido de 919 Mb/C, enquanto P. hispidinervum
1027 Mb/C, uma diferenca de 108 Mb a mais em P. hispidinervum. Essa
diferenga pode estar relacionada a perda de sequéncias de DNA em P. aduncum
ou, mais provavelmente a amplificagdo de DNA repetitivo em P. hispidinervum.

Os resultados de nimero cromossdmico e nucleo interfdsico ndo
permitiram separar as espécies. Os caridtipos apresentaram diferencas o que
indica a importancia de se gerar informagdes detalhadas sobre os cromossomos
dessas espécies. A caracteristica marcantemente distinta foi a quantidade de
DNA nuclear, evidenciando a distingdo dos dois taxa. Assim, para a elucidacdo
dos mecanismos envolvidos na diferenciagdo e evolugdo cariotipica sugere-se
a aplicagdo de bandeamento cromossdmico C e hibridizagao molecular (FISH).
Com a aplicacdo dessas técnicas € possivel obter maior detalhamento dos
cariotipos. Para os programas de melhoramento a diferenciagdo entre as espécies

trardo subsidios para futuros programas de hibrida¢ao interespecifica.
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5 CONCLUSOES
Os genomas de P aduncum e P. hispidinervum nido podem ser
diferenciadas pelo numero cromossomico 2n=26, mas sdo distintos quanto a

morfologia cromossémica e quantidade de DNA nuclear.



60

REFERENCIAS

BIZZO, H. R. et al. Sarisan from leaves of Piper affinis hispidinervum C. DC
(Long pepper). Flavour and Fragrance Journal, Chichester, v. 16, n. 2, p. 113-
115, Feb. 2001.

DASGRUPTA, A.; DATTA, P. C. Cytotaxonomy of Piperaceae. Cytologia,
Firenze, v. 41, p. 697-706, 1976.

DOLEZEL, J. Applications of fl ow cytometry for the study of plant genomes.
Journal of Applied Genetics, Poznan, v. 38, n. 3, p. 285-302, 1997.

DOLEZEL, J.; BARTOS, J. Plant DNA flow cytometry and estimation of
nuclear genome size. Annals of Botany, London, v. 95, n. 1, p. 99-110, Jan.
2005.

DOLEZEL, J. et al. Nuclear DNA content and genome size of trout and human.
Cytometry, New York, v. 51, n. 2, p. 127-128, Feb. 2003.

GUERRA, M. Chromosome numbers in plant cytotaxonomy:
concepts and implications. Cytogenetic and Genome Research, Basel, v. 120,
n. 3/4, p. 339-350, May 2008.

GUERRA, M. Patterns of heterochromatin distribution in plant chromosomes.
Genetics and Molecular Biology, Ribeirdo Preto, v. 23, n. 4, p. 1029-1041,
Dec. 2000.

GUERRA, M. S. Estrutura e diversificagdo dos nucleos interfasicos em plantas.
In: COLOQUIO SOBRE CITOGENETICA E EVOLUCAO DE PLANTAS, 1.,
1995, Piracicaba, Anais... Piracicaba: SBG, 1985. p. 137-153.

GUERRA, M. S. Introdugdo a citogenética geral. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1988. 140 p.

JOSEPH, A.; JOSEPH, R.; JOSE, J. Karyomorphometrical analysis in Piper
species usinsg image analysis system. Cytobios, Cambridge, v. 97, n. 384, p. 7-
11, 1999.

JOSE, J.; SHARMMA, A. K. Structure an behaviour of chromosome en piper
and Peperomia (family Piperaceae). Cytologia, Tokyo, v. 50, n. 2, p. 301 — 310,
1985.



61

LEVITSKY, G. The karyotype in systematics. Bull. Appl. Botany Genet. Plant
Breeding v. 27, p. 220- 240, 1931.

MARIE, D.; BROWN, S. A cytometric exercice in plant DNA histograms, with
2C values for 70 species. Biology of the Cell, Paris, v. 78, n. 1/2, p. 41-51,
1993.

MATHEW, P. J. Studies on Piperaceae. Journal of the Indian Botanical
Society, Madras, v. 37, p.153-171, 1958.

MATHEW, P. J.; MATHEW, P. M.; PUSHPANGANDAN, P. Cytology and its
bearing on the systematics and phylogeny of piperaceae. Cytologia, Tokyo, v.
64, n. 3, p. 301-307, 1999.

NAIR, R. R. Aneuploid variation of chromosome number in the somatic cells of
Piper magnificum Trel. Cytologia, Tokyo, v. 72, n. 2, p. 239-242, June 2007.

NUNES, J. D. et al. Citogenética de Piper hipidinervum e Piper aduncum.
Pesquisa Agropecudria Brasileira, Brasilia, v. 42, n. 7, p. 1049-1052, July
2007.

PASZKO, B. A critical review and a new proposal of karyotype asymmetry
indices. Plant Systematics and Evolution, New York, v. 258, n. 1/2, p. 39-48,
Apr. 2006.

SAMUEL, R. Chromosome numbers in Piper. Kew Bulletin, London, v. 42, n.
2, p. 465-470, 1987.

SAMUEL, R.; SMITH, J. B.; BENNETT, M. D. Nuclear DNA variation in
Piper (Piperaceae). Canadian Journal of Genetics and Cytology, Ottawa, v.
28,n. 6, p. 1041 — 1043, Dec. 1986.

SAMUEL, R.; MORAWETZ, W. Chromosome evolution within Piperaceae.
Plant Systematics and Evolution, New York, v. 166, n. 1/2, p. 105-117, Mar.
1989.

SHARMA, A. K., BHATTACHARYYA, K. Chromosome studies on two
genera of the family Piperaceae. Genética, Dordrecht, v. 29, n. 1, p. 256 — 289,
Dec. 1959.



62

SILVA, E. M.; MACHADQO, S. R. Estrutura e desenvolvimento dos tricomas
secretores em folhas de Piper regnellii (Piperaceae). Revista Brasileira de
Boténica, Sdo Paulo, v. 22, n. 2, p. 117-124, Aug. 1999.

SILVA, A.C.P.R. da; OLIVEIRA, M.N. de. Caracterizacdo botanica e
quimica de trés espécies do género Piper no Acre. Rio Branco: Embrapa
Acre, 2000. 13 p. (Boletim de Pesquisa, 23).

STEBBINS, G. L. Longevity, habitat, and release of genetic variability in the
higher plants. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, New
York, v. 23, p. 365-378, 1958.

WADT, L. H. O.; EHRINGHAUS, C.; KAGEYAMA, P. Y. Genetic diversity
of "Pimenta Longa" genotypes (Piper spp., Piperaceae) of the Embrapa Acre
germplasm collection. Genetics and molecular biology, Ribeirdo Preto, v. 27,
n. 1, p. 74-82, 2004.

ZARCO, C. R. A new method for estimating karyotype asymetry. Taxon,
Utrech, v. 35, n. 3, p. 526-530, Aug. 1986.



ARTIGO 2

Meiose e palinologia de trés espécies do género Piper L

63



64

RESUMO

A familia Piperaceae engloba cerca de 2500 espécies, distribuidas em
cinco géneros, sendo Piper ¢ Peperomia os dois maiores. No género Piper,
encontram-se mais de 700 espécies, que além do interesse medicinal, despertam
a aten¢do para varios tipos de componentes secundarios. Ha alguns anos a
Embrapa Acre iniciou um programa de melhoramento com as espécies de Piper
para producdo de 6leos essenciais, o que acarretou a necessidade de se conhecer
o potencial reprodutivo dessas espécies. Objetivou-se nesse trabalho realizar
analise meidtica e palinologica em P. aduncum, P. affinis hispidinervum ¢ P.
hispidinervum. A meiose foi estudada em laminas de esmagamento ¢ o estudo
palinologico realizado em microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura. A meiose dessas espécies apresenta divisdo assincronica e
anormalidades, especialmente nas metafases I e II, sendo o indice meidtico em
torno de 75% para as trés espécies. Entretanto, a viabilidade dos graos de pélen,
estimada por coloracdo com Alexander e carmim propidénico 2%, foi diferente
significativamente sendo o menor valor (9,1%) encontrado em P. affinis
hispidinervum e o maior (85,7%) em P. hispidinervum Os grios de pdlen sio
pequenos e variam em nimero e formato de colpo bem como na ornamentagao
da exina. Quando encontrado, o colpo apresenta granulagdes na exina que o
diferenciam da exina do polen, apesar de terem a mesma classificagdo. De
acordo com as caracteristicas morfo-polinicas P. affinis hispidinervum é mais
proxima de Piper aduncum.

Palavras-chave: Piperaceae. Meiose. Viabilidade polinica. Morfologia polinica.
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ABSTRACT

The family Piperaceae comprises about 2500 species belonginf to five
genera, being Piper and Peperomia the two largest ones. In Piper, there are over
1000 species of medicinal interest due to their secondary metabolits. A breeding
program on some Piper species is developed in Embrapa Acre, what makes
important the knowledge on fertility of these species. The objective of this study
was to analyse meiotic behavior and morphology of pollen grains of P.
aduncum, P. affinis hispidinervum and P. hispidinervum. Slides for meiotic
analysis were prepared by squahing technique. Pollen grains analysis was made
either by light microscopy or scanning electron microscopy. The meiosis of
these species showed relevant index of assynchronic division and abnormalities,
mainly in metaphases I and II. The meiotic index was around 75% for all
species. However, the pollen grain viability, verified by Alexander and 1%
propionic carmine, was significantly different, with P. affinis hispidinervum
showing the lowest index (9.1%) and P. hispidinervum the highest one (85.7%).
Pollen grains are small, varying in number and format of colpus and in exin
ornamentation. When the colpus is present, it shows granulation that
differentiates its exine from the rest of the pollen, despite of having the same
classification. Considering pollen grain features, P. affinis hispidinervum is
closer to P. aduncum.

Keywords: Piperaceae. Meiosis. Pollen viability. Pollen morphology.
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1 INTRODUCAO

A familia Piperaceae compreende cerca de cinco géneros, sendo Piper
um dos maiores entre as angiospermas basais, incluindo mais de 700 espécies
(AGAREZ; RIZZINI; PEREIRA, 1994; KUBITZKI; ROHWER; BITTRICH,
1993; SOLTIS; SOLTIS; CHASE, 1999). No Brasil, algumas dessas espécies
vém ganhando aten¢do dos pesquisadores e das industrias farmacéuticas,
nacionais e multinacionais interessados em principios e esséncias para a
producio de cosméticos, temperos e bioherbicidas (FEDERACAO DAS
INDUSTRIAS DO ESTADO DO AMAZONAS, 2002).

Dentre as diferentes substancias de interesse destaca-se o safrol, que no
Brasil passou a ser extraido da canela sassafras (Ocotea pretiosa), a partir de sua
descoberta em 1939 (ROCHA; MING, 1999). Porém a exploragdo
indiscriminada da canela levou o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) a proibir, em 1991, o corte de O.
pretiosa em florestas primarias da Mata Atlantica.

A descoberta da pimenta longa (Piper hispidinervum) como uma espécie
promissora para a obtencdo de safrol se deu na década de 70, por meio do
programa de triagem de plantas aromdticas da Amazdnia, coordenado pelo
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Por meio desse programa
de triagem, outras espécies de Piper, muito semelhantes a P. hispidinervum,
foram descobertas: P. aduncum que produz éleo essencial rico em dilapiol e P.
affinis hispidinervum na qual o sarisan ¢ o constituinte principal do 6leo
essencial (SILVA; OLIVEIRA, 2000; BIZZO et al., 2001).

Nesse contexto, desde a bioprospecgdo de espécies de Piper produtoras
de safrol na Amazoénia, a Embrapa Acre vem se dedicando ao estudo das
espécies de Piper e a implementagdo de um programa de melhoramento. Para

tanto, conta com um Banco de Germoplasma de trés espécies de Piper (P.
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hispidinervum, P. aduncum e P. affinis hispidinervum) nativas da Amazo6nia
Brasileira.

Um das dificuldades nos programas de melhoramento de espécies em
processo de domesticagdo, como a pimenta longa, ¢ a escassez de informagoes a
respeito da fertilidade dessas espécies. A fertilidade € conseqiiéncia da formagado
de gametas normais e balanceados e, portanto, o estudo do comportamento
cromossomico na meiose € uma ferramenta que pode servir como um guia para a
escolha de genotipos mais estaveis e férteis. Além do conhecimento do
comportamento meiotico, a caracteriza¢do do grao de pdlen pode evidenciar a
potencialidade reprodutora masculina da espécie e fornecer informagdes basicas
para o planejamento de um programa de melhoramento.

Visando gerar subsidios para trabalhos de melhoramento genético, o
presente estudo objetivou verificar a regularidade meidtica e descrever a

morfologia polinica de P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético
Foram utilizadas inflorescéncias de diferentes acessos de trés espécies

do género Piper, P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum,
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Acre. As
inflorescéncias foram coletadas, imediatamente fixadas em carnoy (3 etanol: 1
acido propidnico) e enviadas ao Laboratorio de Citogenética da Universidade

Federal de Lavras, onde foram armazenadas a -20°C

2.2 Analise meiética e viabilidade do pélen
As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento em orceina

acética 1%. Para cada espécie foram avaliados, em média, 10.000 meidcitos. A
porcentagem de anormalidades foi calculada separadamente para cada fase da
meiose ¢ a determinagdo da eficiéncia de todo o processo meidtico foi feita por
meio do calculo do indice meidtico proposto por Love (1951): IM = (nimero de
tétrades normais/nimero de tétrades observadas)x100; para o qual foram
avaliadas em média 2500 tétrades por espécie.

A viabilidade do pdlen foi estimada por colorimetria com uso de:
carmim propionico 1% e o Corante de Alexander. As ldminas coradas com
carmim propionico 1% foram analisadas logo ap6s o preparo, ja aquelas coradas
com Alexander foram mantidas em cdmara imida, a 4 °C, por 24h.

Foram avaliadas 25 laminas por espécie e 200 graos de pdlen por 1amina
Para o corante carmim propionico 1% foram considerados polens vidveis
aqueles que se coraram fortemente e invidveis os que se coraram com menor
intensidade ou ndo se coraram. Para o Corante de Alexander foram considerados
polens viaveis aqueles que se coraram de roxo e os inviaveis aqueles que se

coraram de verde.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia no programa SISVAR
considerando o modelo de blocos casualizados e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (p< 0,05).

2.3 Estudo palinoldégico
Os graos de podlen foram preparados segundo o método acetolitico de

Erdtman (1952). Cinco individuos por espécie foram avaliados, sendo montadas
cinco laminas de cada individuo. As Idminas foram examinadas em microscopio
de campo claro, equipado com microcamera para digitalizacdo das imagens. As
medidas do eixo polar (P), didmetro equatorial (E) e espessura da exina foram
obtidas em seis graos de polen de cada uma das cinco laminas preparadas para
cada individuo, totalizando 150 graos de pdlen mensurados por espécie. Foram
estabelecidas as relagdes P/E por meio das quais foi classificado o tipo polinico
de acordo com Punt et al. (1999). O tamanho do grdo de pdlen foi determinado a
partir da medida do eixo polar com base na terminologia adotada por Punt et al.
(1999). De acordo com esse autor, graos do pdlen com didmetro polar de até 40
pum sdo classificados como pequenos, entre 40 — 60 pm como médios, entre 60 -
80 um como grandes e entre 80 - 100 um como muito grandes.

Para a andlise da morfologia polinica por meio da microscopia eletronica
de varredura (MEV) as flores ndo acetolisadas foram lavadas trés vezes por dez
minutos em tampao cacodilato e pos-fixadas em tetroxido de dsmio 1% por uma
hora, a temperatura ambiente. Apos este periodo foram lavadas por trés vezes
em agua destilada, desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90%
e 100%, por trés vezes) e levadas ao aparelho de ponto critico (CPD 030). Em
seguida os graos de podlen foram retirados sobre stubs e levados ao evaporador

de ouro (SCD 050), sendo analisados em aparelho MEV-LEO-EVO040.
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3 RESULTADOS

3.1 Anadlise meiotica e viabilidade polinica

A Tabela 1 apresenta o percentual de células com anormalidades em
cada fase da meiose I ¢ meiose II de P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum. E possivel observar que na profase I das trés espécies estudadas
ndo foram observadas irregularidades que comprometessem o0 processo
meiotico.

Em P. aduncum, do total de células analisadas em metafase I, 18.37%
apresentaram cromossomos com posicionamento incorreto (tabela 1, figura 1a).
Essa irregularidade também foi observada nas células que se encontravam em
anafase I, matafase II (figura 1b) e anafase II (Tabela 1). Em tel6fase I foram
encontrados cromosomos com posicionamento incorreto (4.6%) e formacdo de
micronucleos (1.44%) (tabela 1, figura 1d). O maior percentual de
anormalidades foi constatado em metafase II (24.1%) que além de cromossomos
com posicionamento incorreto (1.28%) apresentaram orientacdo irregular da
placa metafasica (22.82%) (tabela 1, figura 1c). Em telofase II ndo foi abservada

nenhuma anormalidade.
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Figura 1

Meidcitos em meiose I e II de P. aduncum, A — Metafase I com
Ccromossomo com posicionamento incorreto.B- Metafase II com
cromossomo com posicionamento incorreto. C — Metafase II com
orientagdo irregular da placa metafasica. D — Telofase I inicial com
Cromossomo com posicionamento incorreto. (Barra=5 pm)



Tabela 1 Anormalidades meidticas durante a microsporogénese de espécies de Piper

Espécie
Fase da meiose P. aduncum P. affinis hispidinervum P. hispidinervum
n de células % de n. de células % de n. de células % de
analisadas irregularidades analisadas irregularidades analisadas irregularidades
Profase 1 3113 0 2507 0 2287 0
Metafase | 626 18.37 744 24.46 621 26.73
Anafase | 228 7.89 322 0 360 2.5
Telofase I 348 6.03 817 0 414 0.97
Intercinese 386 0 381 0 433 0.46
Profase 11 541 0 642 0.15 638 0
Metafase 11 390 24.1 463 20.94 506 28.19
Anafase 11 156 1.92 171 0 161 1.24
Telofase 11 368 0 502 0 542 0
Tétrades 3019 23.6 3056 23.77 2979 22.31
Meidcitos
assincronicos em
meiose 11 439 471 502
Total de células
analisadas 9617 10076 9443
Indice Meidtico 74% 74.5% 74.9%

L
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Em P. affinis hispidinervum, assim como em P. aduncum também foram
observados cromossomos com posicionamento incorreto em metafase 1 e II
(tabela 1, figura 2a-c). Em metafase II ainda foi observada orientacdo irregular
da placa metafasica (figura 2d). Ao contrario de P. aduncum e P. hispidinervum,
esta espécie apresentou 0.15% de células em profase II com presenca de
micronucleos (tabela 1). Nas demais fases da meiose ndo foi encontrada
nenhuma anormalidade, o que diferencia P. affinis hispidinervum de P. aduncum
e P. hispidinervum (tabela 1).

P. hispidinervum assim como as duas espécies ja citadas também
apresentou alta porcentagem de cromossomos com posicionamento incorreto em
metafase I e II (tabela 1, figura 3a-c). Essa anormalidade também foi observada
em anafase I e II, porém em anéfase I a porcentagem de cromossomos com
posicionamento incorreto foi menor quando comparada com P. aduncum
(tabelal). Em metafase II a orientacdo irrgular da placa metafisica também foi
observada (figura 3d). Em telafase I foi observada a presenca de micronucleos
em menor porcentagem em relagdo a P. aduncum. P. hispidinervum foi a tnica

espécie a apresentar micronticleos em intercinese (tabelal).
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©

Figura 2 Meibcitos em meiose I e II de P. affinis hispidinervum, A ¢ B —
Metafase I com cromossomos com posicionamento incorreto. C -
Metafase II com cromossomo com posicionamento incorreto. D —
Metafase II com orientagdo irregular da placa metafasica. (Barra=5

pm)
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Figura 3 Meidcitos em meiose I e II de P. hispidinervum, A — Metafase I com
cromossomo com posicionamento incorreto. B-C Metafase II com
cromossomo com posicionamento incorreto. D — Metafase II com
orientagdo irregular da placa metafasica. (Barra=5 um)
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Divisdo assincronica foi um fenomeno comum na meiose Il nas trés
espécies em estudo. Meidcitos com essa caracteristica apresentaram nticleos em
diferentes estagios do processo de divisdo e, por esse motivo, a fase onde esse
assincronismo ocorreu ndo pode ser determinada (Tabela 1). O assincronismo
ocorreu principalmente nas fases iniciais da meiose Il e a partir da metafase II
essa anormalidade foi menos encontrada.

Nas espécies estudadas, a citocinese ndo foi simétrica, pois produtos
poés-meidticos do tipo triade foram observados (Figura 4a). Mesmo havendo
predominéncia de tétrades, a ocorréncia das triades resultou em um indice
meiodtico abaixo de 80% (Tabela 1), indicativo de plantas instaveis para
programa de melhoramento, segundo Love (1951). As tétrades observadas
apresentavam, em sua maioria, configuragdo do tipo tetragonal (Figura 4b).

Quanto a viabilidade dos graos do poélen, foi verificada diferenca
significativa entre as espécies, mas ndo para a interacdo corante /espécies, a 5 %
de probabilidade (Tabela 2). Dentre as espécies analisadas, P. affinis
hispidinervum apresentou menor porcentagem de viabilidade do pélen e a maior
foi observada em P. hispidinervum (Tabela 3). Grdos de poélen de vérios

tamanhos foram observados tanto no grupo dos viaveis quanto dos inviaveis.
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C ____ D ey,
Figura 4 Produtos pds meidticos e viabilidade do grio de pdlen representando
Piper aduncum, Piper affinis hispidinervum e Piper hispidinervum. A
— Triade; B- Tétrade; C - Graos de polen corados com Alexander. D —

Graos de podlen corados com carmim propionico 1%. (Barra=5 pm)



Tabela 2 Resumo da analise de varidncia da viabilidade polinica de Piper aduncum, Piper affinis hispidinervum e Piper
hispidinervum

QM
FV GL Viabilidade polinica
Espécie 2 14682.23*
Espécie*corante 4 34.05"
residuo 21 11.83
Média geral 46,74
CvV 7,36

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; NS Nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; CV —
coeficiente de variacdo (%)

Tabela 3 Porcentagem da viabilidade do polen das espécies de Piper

Espécies % de viabilidade polinica
P. aduncum 4540
P. affinis hispidinervum 9.1c
P. hispidinervum 85.7a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo agrupamento, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

8L
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3.2 Estudo palinolégico
P. aduncum, P. hispidinervum e P. affinis hispidinervum apresentam

graos de podlen de ambito circular, pequenos, muito semelhantes e com média da
razdo do diametro polar sobre o didmetro equatorial (P/E) variando de 1,09 —
1,13 um (Tabela 4). Estes valores classificam o grao de pdlen, de acordo com
Punt et al. (1999) como prolato esferoidal, tipo polinico com didmetro polar
maior que o equatorial (Figura 5).

A exina em P. aduncum e P. affinis hispidinervum apresenta-se um
pouco menos espessa que em P. hispinidervum (Tabela 4). Os grdos de pdlen
das trés espécies apresentaram exina escabrada ¢ ondulada. As ondulagdes sdo
maiores, se destacando com depressdes mais profundas e formando canaletas
sinuosas em P. aduncum. Em P. affinis hispidinervum, as ondulagdes sdo mais
rasas € também formam canaletas sinuosas. Entretanto, em P. hispidunervum as
ondulagdes sdo bem rasas e menos pronunciadas (Figura 6 b,c e,f,j,1).

Em P. aduncum observou-se grdos de poélen com uma ou nenhuma
abertura e também variagdo quanto & forma desta abertura: em algumas flores,
nos graos de pdlen havia a presenca de um colpdide e em outras um colpo no
qual a exina estava se diferenciando (Figura 6a,b,d.). P. affinis hispidinervum
apresentou graos de podlen sem abertura aparente (inaperturados) ou com uma
unica abertura, sendo varidvel (em forma de colpdide ou colpo recoberto com
granulos) de flor para flor (Figura 6 e,gh). P. hispidinervum, no entanto,
apresentou graos de podlen inaperturados e alguns raros com uma abertura na

forma de um colpoéide (figura 6 i,j).



Tabela 4 Medidas em pm dos grios de polens das espécies de Piper

Exina Diametro polar (P) Diametro equatorial (E)
Espécie Faixa variacio X +l-s Faixa variacio X +l-s Faixa variacéo X +l-s
P aduncum 0.51-1.54 1.04 +/- 0.17 7.79 -10.83 9.22 +/- 0.61 6.43 - 10.02 8.15+/-0.58
P. affinis
hipidinervum 0.69-14 1.01 +/- 0.17 72-11.5 9.46 +/- 0.73 6.6 - 10.46 8.6-0.71
P. hispidinervum 0.65 - 1.66 1.13+/-0.2 7.86 - 11.91 9.88 +/- 0.84 7.02 —11.01 9.04 +/- 0.77

X — média aritmética, s — desvio padrdo da média.

08
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Figura 5 Visdo equatorial de grios de pélen acetolisados de espécies de Piper.
A-B: P. aduncum; C-D: P. affinis hispidinervum; E-F: P.
hispidinervum. (Barra=5 pum)
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Figura 6 Visdo equatorial dos grios de polen de espécies de Piper em MEV. (A-
D)- P. aduncum: (A) Colpdide; (B) Polen sem abertura aparente; (C)
Detalhe da exina; (D) Colpo. (E-H) — P. affinis hispidinervum: (E)
Poélen sem abertura aparente; (F) Detalhe da exina; (G) Colpdide; (H)
Colpo. (I-L) P. hispidinervum: (I) Colpoide; (J) Pdlen sem abertura
aparente; (L) Detalhe da exina. Aumento aproximado de 35.000x
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4 DISCUSSAO
O estudo meidtico das espécies de Piper teve como principal

complicador o reduzido tamanho dos botdes florais das inflorescéncias que
dificultou o manuseio dos mesmos. O tamanho ideal da inflorescéncia para
obten¢do de meiocitos variou de 4 a 6 cm. No entanto, ndo foi encontrada uma
boa correlagdo entre esse comprimento e o estagio de desenvolvimento dos
meiodcitos, o que demonstra uma assincronia entre desenvolvimento do botdo
floral e a ocorréncia da meiose nas anteras.

Considerando, nas trés espécies em estudos, a porcentagem de células
em metafase I que apresentaram irregularidades (cromossomos com
posicionamento incorreto) (Tabelal) e a baixa ou nenhuma taxa de
anormalidades nas fases seguintes, pode-se inferir que o mecanismo de ponto de
checagem de fuso foi eficiente. Esse mecanismo detecta a presenca de um tnico
cinetdécoro ndo ligado ao fuso e bloqueia o progresso da mitose até que o
cinetdécoro ndo ligado se ligue a um microtibulo (RISSO-PASCOTTO et al.,
2003). Essa eficiéncia pode ser melhor constatada em P. affinis hispidinervum a
qual ndo apresentou irregularidades meidticas na anafase I e telofase I. Em P.
aduncum o ponto de checagem pode ser considerado eficiente mesmo pelas
porcentagens de anormalidades em anafase 1 (7.89%) e telofase 1 (6.03%) uma
vez que houve uma redugfo na porcentagem destas quando comparadas a
metafase I.

A eficiéncia do ponto de checagem também pode ser constatada na
meiose II. Mais uma vez, P. affinis hispidinervum apresentou irregularidades na
metafase II, mas em anafase II e telofase II ndo foiconstatada nenhuma
irregularidade (tabela 1). Em P. aduncum e P. hispidinervum, a porcentagem de
anormalidades caiusignificativamente de metafase Il para anafase II, ndo sendo

observada nenhuma irregularidade na telofase II (tabela 1).
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Na segunda divisdo meidtica, a assincronia entre duas células irmas foi
observada em centenas de meiocitos em P. aduncum, P. affinis hispidinervum e
P. hispidinervum (tabela 1). Em alguns meidcitos, esse assincronismo pode ter
levado a formacdo de nucleos contendo diferentes tamanhos, o que pode ser
relacionado com um desbalanco da quantidade de material genético entre os
nucleos. A assincronia foi observada desde o final de telofase I até o comego de
telofase 1.

Alguns trabalhos tém relatado essa divisdo assincronica das células na
meiose ¢ diferentes graus de condensacdo entre os nucleos de um meidcito
(ANDRADA; LOZZIA; CRISTOBAL, 2009; FERREIRA et al. 2010,
MARTINS et al., 2010; RISSO-PASCOTTO et al., 2003). Andrada, Lozzia ¢
Cristobal (2009) avaliaram o comportamento meiotico de Piper hieronymi e
Piper tucumanum e observaram que em P. hieronymi células com diferentes
graus de condensacgdo entre os nucleos foram freqiientes.

As configuragdes das tétrades seguem dois padrées de citocinese,
determinados pelo momento em que ela ocorre durante a meiose: quando as
paredes celulares sdo formadas tanto apds a meiose I quanto apds a meiose II a
citocinese ¢ dita sucessiva, e quando ndo ocorre citocinese até que ambas as
divisdes meidticas nucleares estejam completas a citocinese € simultinea
(FURNESS; RUDALL, 2004).

Na microsporogénese simultinea, os dois nucleos resultantes da
primeira divisdo meiotica geralmente entram em meiose I de forma assincrona.
A orientacdo do eixo durante a meiose II ¢ variavel, e os fusos podem ou ndo
interagir uns com os outros. Se eles ndo interagem, em seguida, os eixos na
meiose II normalmente permanecem perpendiculares aos da meiose I. Se os
eixos interagem, eles conectam trés ou todos os quatro ntcleos, resultando na
plasticidade observada na configuragio das tétrades (GONZALEZ; RUDALL;
FURNESS, 2001).
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Diante do exposto, o alto nimero de células em meiose Il em divisdo
assincronica e com posicdo irregular da placa equatorial além das tétrades que,
em sua maioria se apresentaram de forma tetragonal (figura 4 b) podem ser
explicadas pela citocinese do tipo simultinea em P. aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum. Citocinese desse tipo é comumem Piperaceae.
(FURNESS; RUDALL, 2004; GONZALEZ; RUDALL; FURNESS, 2001).
Gonzalez, Rudall e Furness (2001) entretanto, observaram que, dentro de
Aristolochiaceae (Piperales) microsporogénese do tipo simultinea e sucessiva
podem ocorrer. Segundo os autores citocinese simultidnea ¢, aparentemente, um
carater plesiomorfico dentro de Piperales

Em relacdo a viabilidade do grao de polen, a interagdo ndo significativa
entre os corantes e as espécies revela a eficacia dos corantes utilizados,
podendo-se utilizar o carmim propidnico 1% ou o Corante de Alexander sem
prejuizo na determinagdo da viabilidade do poélen (tabela 2, figura 4 c-d).
Munhoz et al. (2008) analisaram os corantes Alexander ¢ carmim acético em
Carica papaya e verificaram que esses corantes sdo eficientes na determinagdo
de constituintes celulares e da integridade do grao de pdlen.

O potencial germinativo do pdlen foi menor em P. affinis hispidinervum
¢ maior em P. hispidinervum o que demonstra pouca relagdo com as
anormalidades meidticas uma vez que o indice meidtico para as espécies foi
proximo de 74% (tabela 1). Uma das provaveis explicacdes para a baixa
viabilidade do pdlen em P. aduncum e P. affinis hispidinervum seriam as
irregularidades pds-meidticas. As mitoses que ocorrem na maturacao do grio de
poélen poderiam também estar influenciando a baixa viabilidade do poélen
principalmente em P. affinis hispidinervum. Porém, como estas espécies
produzem um numero muito grande de graos de polen, essa baixa viabilidade
deve ser compensada, uma vez que a producdo de sementes nestas espécies é

satisfatoria.
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A classificagdo palinologica dos graos de polens como pequenos ¢
coerente com os trabalho para o género e para a familia (BARTH; BARBOSA,
1975; BAUERMANN; EVALDT; CASTELO BRANCO, 2099; LEI; LIANG,
1998). A classificagdo dos mesmos como prolato esferoidais tamabém foi
descrita por Bauermann et al. (2009) para P. gaudichaudianum, P. miquelianum
e P. xylosteoide. Barth e Barbosa (1975), ao descreverem caracteristicas
polinicas das espécies P. gaudichaudianum, Piper lindbergii, Piper
richardiaefolium, determinaram medidas do didmetro polar (P) e do didmetro
equatorial, sem, no entanto, apresentar uma classificacdo quanto ao tipo
polinico. Como essas medidas estdo muito proximas das encontradas nesses
trabalhos pode-se inferir que a classificagdo dos graos de polen estudados pelos
autores ¢ semelhante a prolato esferoidais, confirmando a homogeneidade
morfopolinica para o género.

A espessura da exina se diferenciou em P. hispidinervum na qual foi
mais espessa (Tabela 4). Essa caracteristica ndo se diferencia muito de outras
espécies do género. A espessura da exina em P. gaudichaudianum apresenta 0,9
um, P. lindbergii 1,4 pm e 1,2 pym em P. richardiaefolium (BARTH,;
BARBOSA, 1975). Comparando a espessura da exina de Piper com alguns
trabalho da literatura (CRESPO; FERREIRA, 2006; LEITE; SIMAO-
BIANCHINI; SANTOS, 2005; MENDONCA et al., 2007; VITAL; SANTOS;
ALVES, 2008) pode-se observar que esse género ndo possui uma exina espessa
o que pode facilitar a germinagao do tubo polinico.

A ornamentagdo da exina diferenciou as trés espécies em estudo.
Embora todas sejam classificadas como escabradas, as ondulagdes sio
determinantes para se distinguir P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum. A distingdo da exina pelo padrio de ondulagdo também foi
relatada por Barth e Barbosa (1975) e por Lei e Liang (1998) para espécies do

género Piper e Peperomia. Entretanto, Lei e Liang (1998) classificaram a exina
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dos grios de polen de espécies do género Piper encontradas na Asia,
principalmente na India e China, variando de verrucada a semiverrucada.

A exina do colpo de P.aduncum e P. affinis hispidinervum, mesmo
sendo escabrada, apresentou granulacdes (figura 6 d-h). Essa caracteristica de
granulagdes na extensdo de todo o colpo também ¢ relatada para P.
gaudichaudianum, P. lindbergii, P. richardiaefolium (BARTH; BARBOSA,
1975). A exina do género Piper parece se diferenciar de Peperomia que
apresenta exina verrucada (BAUERMANN; EVALDT; CASTELO BRANCO,
2009; LEI; LIANG, 1998).

A pouca ornamentagdo da exina observada nas espécies de Piper esta
relacionada com o tipo de polinizacdo. Espécies com graos de polen com exina
pouco ornamentada podem ser polinizadas pelo vento ou agua, pois nao
apresentam maiores atrativos para insetos, aves € pequenos animais, enquanto
que aqueles polens com exina reticulada ou equinulada podem ser associados
com a polinizagdo biotica (LUMAGA; COZZOLINO; KOCYAN, 2006). A
maioria das espécies da familia Piperaceae tem polinizagdo pelo vento e/ou
insetos. Em P. aduncum foi observada a poliniza¢do do tipo anemofilia e a
miiofilia (KINOSHITA et al., 2006) enquanto Thomazini e Thomazini (2002)
verificaram abundancia e freqiiéncia de visitas de abelhas nas inflorescéncias de
P. hispidinervum. A possibilidade de polinizagdo das espécies de Piperaceae por
um agente abidtico, mesmo nas que apresentam elevada visitagdo de insetos,
pode ser importante para minimizar uma eventual deficiéncia da polinizacdo
biotica nas épocas de menor abundancia de polinizadores (FIGUEIREDO,
1997).

P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum parecem estar
passando por um processo evolutivo no que diz respeito a abertura do polen. Os
polens sem abertura aparente podem ser considerados como inaperturados e

estes sdo produzidos pelas trés espécies. Foi possivel observar que P.
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hispidinervum apresenta maior freqiiéncia de pdlens inaperturados enquanto P.
affinis hispidinervum a menor.

Uma forma colpdide pode ser interpretada como uma forma primitiva do
colpo. P. aduncum e P. affinis hispidinervum podem ser consideradas espécies
mais derivadas, pois os graos de polen apresentam uma abertura na forma de
colpoide ou de colpo. Por outro lado, P. hispidinervum, quando apresenta
abertura, ¢ apenas na forma colpodide. Portanto, para essas trés espécies ¢
reconhecido o potencial para produzir os trés tipos de polen: inaperturados (P.
aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum), com um colpoide (P.
aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum) e com um colpo (P.
aduncum, P. affinis hispidinervum).

Um aumento do numero de aberturas oferece uma vantagem seletiva,
pois aumenta o nimero de sitios potenciais de germinagdo, facilitando o contato
entre pelo menos uma abertura e a superficie estigmatica. Esse aumento ocorreu
na base do clado das eudicotiledoneas, juntamente com uma aparente mudanca
fundamental na posicdo da abertura, que passou de polar a equatorial. Polens
com apenas uma abertura representam um clado com uma série de angiospermas
basais incluindo Piperales e monocotiledoneas (FURNESS; RUDALL, 2004).

A auséncia de abertura ou presen¢a de uma Unica abertura parece ser
comum em Piperaceac. Em Peperomia, assim como em Piper, alguns polens
inaperturados puderam ser observados (BAUERMANN; EVALDT; CASTELO
BRANCO, 2009; LEI; LIANG, 1998). Os polens inaperturados encontrados em
Piper podem ser estéreis (servem como atrativo ou alimentag¢do) ou férteis
(FURNESS; RUDALL, 1999, 2000). A maioria dos pélens inaperturados férteis
tem uma exina fina, ou a exina ¢ restrita aos componentes isolados (muros e
protuberancias) separados por éareas mais finas que provavelmente devem
funcionar como aberturas (FURNESS, 2007). Como a porcentagem de

viabilidade polinica em P. hispidinervum ¢ alta e a exina ndo é considerada
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espessa, pelo menos nessa espécie, a grande maioria dos polens inaperturados
deve ser fértil.

A formagdo de polens inaperturados em P. aduncum, P. affinis
hispidinervum ¢ P. hispidinervum ndo deve estar relacionada ao tipo de
citocinese, uma vez que a orientacdo das tétrades ndo tem influéncia no
desenvolvimento desse tipo polinico (FURNESS; RUDALL, 1999, 2000; 2007).
A formacao desse tipo de pdlen pode estar associado a auséncia de um escudo
colpal do reticulo endoplasmatico na fase de tétrade que leva a deposicao da
primexine entre a membrana plasmatica e parede ser ininterrupta em torno de
cada micrésporo. (FURNESS, 2007).

No entanto, investigacdes a respeito do padrdo da citocinese no género
Piper sdo necessarias para se compreender melhor a formagdo dos grios de

polen e a evolugdo da abertura dos mesmos.

5 CONCLUSOES

P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum apresentam
irregularidades meidticas semelhantes, porém a viabilidade dos graos de polen
dessas espécies foram significativamente diferentes o que sugere que eventos
pos-meiodticos podem estar influenciando na viabilidade.

Os graos de podlen apresentaram uma homogeneidade morfopolinica
divergindo, no entanto, quanto ao tipo de exina e ao nimero e a forma da

abertura.
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Anatomia foliar, padrao de venacao e histoquimica de trés espécies do

género Piper L. (Piperaceae)

94



95

RESUMO

Dentre as espécies de Piper produtoras de 6leos essenciais encontradas
na Amazonia brasileira destacam-se Piper aduncum, P. affinis hispidinervum e
P. hispidinervum. Visando contribuir para solugdo de controvérsia taxondmica
que envolve essas espécies de Piper, o objetivo desse trabalho foi o estudo da
anatomia, do padrdo de venagdo e da histoquimica das folhas de Piper aduncum,
P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum. Laminas com sec¢des paradérmicas
e transversais, bem como folhas diafanizadas, foram preparadas segundo as
técnicas usuais em anatomia vegetal. As folhas de P. aduncum e P.
hispidinervum sdo hipoestomaticas enquanto as de P. affinis hispidinervum, anfi
hipoestomaticas. Os complexos estomaticos nas espécies variam no nimero de
células subsidiarias (de 3 a 6) podendo ser classificados como tetraciticos,
anisociticos ou estaurociticos. Além dos estomatos, tricomas glandulares e
tectores foram observados na epiderme foliar. Em P. aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum ¢ possivel verificar a existéncia de epiderme
uniestratificada, além de uma camada subepidérmica que se torna descontinua
nas regides onde estdo presentes os estdmatos. O mesofilo € heterogéneo
assimétrico, caracterizando a folha como dorsiventral. Idioblastos oleiferos estdo
presentes por todo parénquima clorofiliano, inclusive junto a hipoderme das
duas faces da folha. A nervura central na altura mediana da folha possui feixes
vasculares colaterais abertos dispostos em forma de arco, variando em numero
nas trés espécies e envoltos por parénquima fundamental. O teste histoquimico
revelou a presenga de lipideos, amido e substincias pécticas nas folhas. As trés
espécies nao diferiram quanto ao padrdo de venacdo apresentando venacao
penada, camptodroma, eucamptédroma, com nervuras até a quarta ordem. Um
dendograma baseado em Distancia Euclidiana com todas as caracteristicas
analisadas foi contruido possibilitando a visualiza¢cdo de uma maior proximidade
entre P. aduncum ¢ P. affinis hispidinervum.

Palavras-chave: Piper. Anatomia foliar. Histoquimica. Padrdo de venagéo.
Taxonomia.
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ABSTRACT

Among the Brazilian species of Piper rich in essential oils, we can
highlight Piper aduncum, P. affinis hispidinervum and P. hispidinervum. In
order to contribute to the taxonomic definition of these three Piper species, the
objective was to characterize anatomy, histochemistry and venation pattern of
leaves of Piper aduncum, P. hispidinervum affinis and P. hispidinervum.
Paradermic and transverse sections, in addition to diaphanized leaves were
analysed. The leaves of P. aduncum and P. hispidinervum are hypostomatic
while P. affinis hispidinervum ones are amphihipostomatic. The stomatal
complex varies in the number of cells (3-6) and stomata are classified as
tetracytical, anisocytic or staurocytic. In addition to the stomata, glandular and
tector trichomes were observed in the epidermal surfaces of leaves. In P.
aduncum, P. affinis hispidinervum and P. hispidinervum is possible to verify the
existence of a single-layered epidermis and a subepidermal layer, which
becomes discontinuous in the regions where the stomata are present. The
mesophyll is heterogeneous asymmetric, characterizing a dorsiventral leaf.
Lipidic idioblasts are present throughout chlorenchyma, including the
hypodermis along the two sides. The central vein, in the medium region of leaf,
has opened collateral vascular bundles that are arranged in an arc shape, varying
in number in the three species and surrounded by fundamental parenchyma. The
histochemical tests revealed the presence of lipids, starch and pectic substances
in the leaves. The pattern of venation, decribed as pennate, camptodroma,
eucamptodroma, with veins up to fourth order, was the same for all species. A
dendrogram based on Euclidean distance of all the features analyzed showed
higher similarity between P. aduncum and P. affinis hispidinervum.

Keywords: Piper. Leaf anatomy. Histochemistry. Venation patterns. Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Inserida em Piperales, ordem basal e primitiva das angiospermas,
Piperaceae compreende seis géneros, dentre os quais se destaca o género Piper
L. com aproximadamente 2000 espécies (APG III, 2009). No Brasil, existem
cerca de 76 espécies descritas para este género, havendo uma grande diversidade
no estado do Acre (EHRINGHAUS, 1997). Algumas dessas espécies merecem
atencdo pela importincia econOmica do Oleo essencial, como Piper
hispidinervum C. DC., rica em safrol (87% a 97%), Piper aduncum L., que
apresenta o dilapiol como componente principal (58% a 88,4%) e Piper affinis
hispidinervum, rica em sarisan (70% a 80%) (GOTTLIEB et al., 1981;
PIMENTEL et al., 1998, SILVA e OLIVEIRA, 2000; BIZZO et al., 2001;
ESTRELA et al.,, 2006, FAZOLIN, 2007). Embora possa ser observada
diferenca na producdo desses oleos essenciais, ha uma grande dificuldade na
delimitacdo taxonOmica dessas espécies, uma vez que elas sdo
morfologicamente muito semelhantes.

Uma ferramenta utilizada para ajudar na diferenciacao de P. aduncum,
P. hispidinervum e Piper affinis hispidinervum ¢ a analise das caracteristicas
morfologicas e foliares. P. hispidinervum, também conhecida como pimenta
longa, é arbustiva, com ramos ndo-pubescentes, com peciolo variando de 0,1 a
0,2 cm de comprimento. Suas folhas sdo oblongo-lanceoladas ou
oblongoelipticas, variando de 14,5 a 22 cm de comprimento e de quatro a sete
cm de largura; apice acuminado a levemente cuspidado; base obliqua a
inequilatera; levemente asperas na face ventral (SILVA e OLIVEIRA 2000). Ja
P. aduncum, conhecida popularmente como pimenta de macaco, apresenta
arbusto com ramos pubescentes com peciolo de 0,2 a 0,4 cm de comprimento,
sem bainha. Suas folhas sdo elipticas ou lanceoladas, com aproximadamente 20
cm de comprimento; sete cm de largura; apice acuminado e base redonda ou

cordulata; aspera nas faces dorsal e ventral (SILVA e OLIVEIRA 2000).
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Apesar da semelhanca morfoldgica entre as espécies de Piper, Albiero et
al (2006) afirmam que a localizacdo e o numero de estratos celulares da
hipoderme na folha, os tipos de tricomas e sua localizacdo, as células e os
idioblastos oleiferos, bem como a natureza quimica de seu conteudo sdo bons
caracteres para auxiliar em estudos taxonomicos do género Piper.

Além do estudo da anatomia, a compreensdo da arquitetura das folhas
também pode fornecer importantes subsidios taxondmicos. Comparando a
arquitetura foliar de P. hispidinervum (NASCIMENTO E VILHENA-
POTIGUARA, 1999) e P. hispidum (ALBIERO et al., 2006) é possivel observar
uma diferenca no padrdo de venagfo entre elas. Enquanto em P. hispidinervum o
padrao de venagdo ¢ do tipo camptodromo- eucamptdédromo, em P. hispidum é
do tipo camptédromo-bronquidédromo. No entanto, nem sempre essa ferramenta
¢ suficiente para a discriminacao das espécies, sendo necessario aliad-la a outras
informagdes como: anatdmicas, citogenéticas e de marcadores.

A correta identificacdo de P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum ¢ necessaria para o programa de melhoramento da Pimenta Longa
da Embrapa Acre, que visa a obten¢do de gendtipos superiores na producdo de
safrol. Portanto, este estudo visa a caracterizacdo anatomica das folhas, bem
como a andlise histoquimica e do padrdo de venagéo das trés espécies de Piper,

buascando subsidios para a distingdo das mesmas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

Foram utilizadas folhas de trés espécies do género Piper: P. aduncum, P.
affinis hispidinervum e P. hispidinervum. As plantas utilizadas encontram-se em

cultivo no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Acre.

2.2 Obtencao e anélise dos cortes anatdmicos

2.2.1 Cortes paradérmicos

Folhas de 20 individuos de P. aduncum e P. hispidinervum e de 10
individuos de P. affinis hispidinervum foram coletadas da por¢do mediana da
planta, fixadas e armazenadas em etanol 70%.

Secgdes paradérmicas foram efetuadas nas faces adaxial e abaxial de
duas folhas por planta e coradas com uma solu¢do de safranina 1%. De cada
folha foi montada uma lamina em glicerina 70% contendo cinco cortes,
totalizando 200 observagdes para P. aduncum e P. hispidinervum e 100 para P.
affinis hispidinervum.

Foram calculadas, para a face adaxial de cada espécie, as densidades de
células epidérmicas (DCE = niimero de células/mm?) e de estomatos (DE =
namero de estdmatos/ mm?). A porcentagem dos tipos de estdmatos foi obtida
nos mesmos campos onde se avaliou a densidade dos mesmos. Os didmetros
polar (DP) e equatorial (DEQ) dos estomatos foram mensurados e a razdo

DP/DEQ foi utilizada para se determinar a forma dos estomatos.
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2.2.2 Cortes transversais, analise de tricomas e testes histoquimcos

Folhas de cinco individuos de P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum foram coletadas da por¢do mediana da planta e fixadas em
Karnovsky (Karnovsky,1965).

As amostras foram submetidas a uma série crescente de desidratagdo em
etanol (70, 94 e 100%), infiltradas e incluidas em hidroxietilmetacrilato Leica®
segundo protocolo do fabricante, para a confecg¢do do laminario permanente.

Os cortes foram obtidos em microtomo rotativo e corados com Azul de
Toluidina pH 6,8 (O’BRIEN; MCCULLY, 1981). As laminas de duas folhas por
individuo foram montadas em Balsamo do Canada, sendo que cada lamina
continha cinco cortes, totalizando 50 imagens analisadas por espécie. Além da
descricao qualitativa, foram feitas medi¢des da espessura da epiderme nas faces
abaxial e adaxial e dos parénquimas pali¢adico e lacunoso, componentes do
mesofilo.

Secgdes transversais das mesmas folhas de P. aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum utilizadas para os cortes transversais foram
usadas para analise de tricomas e testes histoquimicos.

Em microscopia de luz foi realizada a contagem de tricomas nas faces
adaxial e abaxial de duas folhas por individuo, sendo que cada lamina, preparada
pelo método de impressdo (com auxilio de uma fita adesiva tira-se uma
impressao da folha), continha cinco cortes, totalizando 50 observacdes por
espécie.

Os tipos de tricomas foram determinados por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para isso, as folhas fixadas foram lavadas trés vezes por dez
minutos em tampao cacodilato e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1% por duas
horas, a temperatura ambiente. Apos este periodo os espécimes foram lavados
por trés vezes em agua destilada, desidratados em gradiente de acetona (25%,

50%, 75%, 90% e 100%, por trés vezes), levados ao aparelho de ponto critico
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(CPD 030) e de evaporador de ouro (SCD 050), sendo analisados em aparelho
MEV-LEO-EVO040.

Na analise histoquimica utilizou-se: solugdo de Sudan Black B
(PEARSE, 1980), Sudan III em solugdo alcodlica (JOHANSEN, 1940) e Sufato
Azul do Nilo (CAIN, 1947) para evidenciar substancias lipidicas; Azul de
toluidina pH 6.8 (O’BRIEN; MCCULLY, 1981) e Cloreto férrico JOHANSEN,
1940) para localizar compostos fendlicos; acido periodico/reagente de Schiff
(PAS) (FEDER; O’BRIEN, 1968; MAIA, 1979) para deteccdo de
polissacarideos, substincias pécticas e mucilagens; reagente de Lugol
(JOHANSEN, 1940) para localizagdo de amido; Xilidine Ponceau (O’BRIEN;
MCCULLY, 1981) para proteinas totais e Reagente de Wagner (FURR;
MAHLBERG, 1981) para observacao de alcaldides.

2.2.3 Obtencao das medidas e analise estatistica

As medidas foram realizadas com o software Image Tool 3.00 da
UTHSCA (The University of Texas Health Science Center in San Antonio), no
Laboratorio de Citogenética da UFLA.

Os dados obtidos foram transformados (raiz quadrada) e submetidos a
analise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade utilizando o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2008).

A similaridade entre as trés espécies foi estimada usando distancias
Euclidianas calculadas a partir das médias das caracteristicas que foram
mensuradas, sendo gerado um dendrograma utilizando o programa R (R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).
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2.3 Padré&o de venagéo

Cinco folhas de cada espécie (P. aduncum e P. affinis hispidinervum P.
hispidinervum) coletadas da por¢do mediana e fixadas etanol 70% foram
utilizadas para o estudo.

As amostras foram clarificadas adotando o protocolo de diafanizagdo
descrito por Strittmatter (1973) com modificagdes: ebulicdo durante 10 min em
alcool etilico absoluto; ebulicdo durante 10 min em solugdo de alcool etilico
absoluto e hipoclorito de sddio em partes iguais; lavagem em agua destilada;
clarificagdo com solugdo aquosa de hipoclorito de s6dio durante 10 a 15 min,
seguida de lavagem em agua destilada. O padrio vascular e morfologico foi

determinado de acordo com Hickey (1979).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A face adaxial da epiderme de P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum ¢ constituida, predominantemente, de células ordinarias
alongadas e heterodimensionais, embora células anexas, estdmatos e tricomas
também tenham sido encontrados (Figura 1). Houve uma clara distingdo entre as
espécis com relagdo ao niimero de estomatos da face adaxial. Em P. aduncum
(Figura 1 a) ndo existem estdmatos, em P. affinis hispidinervum, cerca de 3 a 4
estdmatos foram observados por campo (Figura 1 ¢) e em P. hispidinervum eles
sdo raros ou inexistentes (Figura 1 e).

Wilkinson (1979) afirma que presenga ou auséncia de estdmatos na
epiderme das faces adaxial ou abaxial das folhas, bem como o arranjo das
células epidérmicas adjacentes as células-guarda sdo caracteristicas diagnosticas
importantes taxonomicamente.

Foram encontrados estdmatos na face abaxial da epiderme das trés
espécies (Figura 1 b,d,f). Por ndo apresentarem estomatos ou estes serem raros
na face adaxial, P. aduncum e P. hispidinervum, foram classificadas como
hipoestomaticas, enquanto P. affinis hispidinervum foi classificada como
anfihipoestomatica. Esta classificacdo também foi descrita para algumas
espécies do género como P. diospyrifolium (SOUZA; MOSCHETA;
OLIVEIRA, 2004), P. crassinervium, P. gaudichaudianum, P. hispidum
(ALBIERO et al., 2005a, 2005b, 2006) e inclusive para P. aduncum (VIANNA,;
AKISUE, 1997). Nascimento e Vilhena-Potiguara (1999), no entanto,
caracterizaram P. hispidinervum como anfiestomatica apesar de também terem
observado raros estomatos na face adaxial.

As trés espécies foram estatisticamente distintas para as caracteristicas
didmetro polar e equatorial dos estdmatos, densidade de células epidérmicas,

densidade estomatica e a forma do estdmato (Tabelas 1 e 2).
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Figura 1 Sec¢des paradérmicas das faces da epiderme de espécies de Piper L.
(A) Face adaxial da epiderme de P. aduncum (B); Face abaxial da
epiderme de P. aduncum (C) Face adaxial da epiderme de P.affinis
hispidinervum (D); Face abaxial da epiderme de P.affinis
hispidinervum (E); Face adaxial da epiderrme de P. hispidinervum (F);
Face abaxial da epiderme de P. hispidinervum. (Barra=50 um)



Tabela 1 Resumo das analises da varidncia de caracteristicas dos estomatos e células epidérmicas da folha de P.
aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum
Quadarados Médios

Fonte de Variagdo GL DP DE DCE DES FE
Espécie 2 7,7459%* 12,7307** 25,0423%%* 5,1546%* 0,02189%**
Residuo 47 0,2430 0,1221 1,3611 0,5954 0,00070

* significativo a 5% e ** 1% pelo teste F
(DP) Diametro polar do estomato; (DE) Didmetro equatorial do estdmato; (DCE) Densidade de células epidérmicas; (DES)

Densidade estomatica; (FE) Forma dos estdmatos

Tabela 2 Valores médios de caracteristicas dos estomatos e células epidérmicas da folha de P. aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum

Espécie DP (um) DE (um) DCE (n/mm?) DES (n/mm®) FE
P. aduncum 14,85 a 9,727 1250,33a 207,65b 1,53b
P. affinis hispidinervum 14,54 a 10,18 a 1151,24b 244,92a 1,42¢
P. hispidinervum 13,63 b 8,459¢ 1098,26b 221,41b 1,61a
Média geral 14,30 9,31 1168,72 220,42 1,53

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
(DP) Diametro polar do estomato; (DE) Didmetro equatorial do estdmato; (DCE) Densidade de células epidérmicas; (DES)
Densidade estomatica; (FE) Forma dos estdmatos

SOl
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P. aduncum e P. hispidinervum apresentaram menor densidade
estomatica quando comparados a P. affinis hispidinervum (Tabela 2). Essa
diferenca no numero de estdmatos por area entre as espécies pode estar
relacionada a maiores taxas de condutincia estomatica, transpiratoria e
fotossintética dessas plantas. Segundo Meidner e Mansfield (1986) a densidade
estomatica varia devido a influéncia de fatores ambientais durante o crescimento
da planta.

De acordo com Larcher (1986) luminosidade, umidade e estresse hidrico
sdo exemplos de fatores abiodticos que influenciam as diferencas quanto ao
numero, distribuicdo e forma dos estomatos. As diferencas estomaticas
encontradas para as espécies podem ser caracteristicas especificas variando de
acordo com as condi¢des ambientais, uma vez que estas interferem diretamente
nos mecanismos estomaticos. P. aduncum, P. affinis hispidinervum, e P.
hispidinervum foram coletadas nos municipios do Estado do Acre em areas de
capoeiras abertas que surgiram em 4areas de pastagens abandonadas e
degradadas. Em nenhum dos municipios essas espécies foram encontradas em
areas de florestas primaria e secundaria, confirmando alta exigéncia da planta
em relagdo a luz (PIMENTEL et al., 1998).

Segundo Khan et al. (2003), altera¢des na forma dos estdmatos afetam
diretamente a funcionalidade dos mesmos, sendo que a forma mais eliptica é
caracteristica de estdmatos funcionais, enquanto que a forma mais esférica ¢,
frequentemente, associada a estdmatos com baixa funcionalidade em plantas in
vivo. Embora os valores da razio DP/DE das trés espécies de Piper sejam
caracteristicos de forma eliptica, elas diferiram com relacdo a essa caracteristica
(Tabelas 1 e 2). P. hispidinervum apresenta, potencialmente, estdmatos mais
funcionais, seguida por P. aduncum e finalmente por P. affinis hispidinervum. A
funcionalidade estomatica pode estar inversamente relacionada com a densidade

dos estomatos, portanto, espera-se que a espécie com menor funcionalidade



107

apresente maior niimero de estdmatos por area, fato este observado em P. affinis
hispidinervum que apresentou a maior densidade estomatica.

Uma vez que os estdmatos estdo relacionados diretamente com a
transpiragdo, fotossintese e respiragdo (VANNUCI; REZENDE, 2003), pode-se
inferir que P. hispidinervum consegue suportar melhor as variagdes abioticas,
pois estdmatos mais funcionais podem garantir uma fotossintese mais eficiente
em condig¢des adversas.

Os estdmatos encontrados em P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum apresentaram de 3 a 6 células anexas podendo ser classificados
como anisociticos, tetraciticos ou estaurociticos (Figura 2). Os estdmatos com
quatro células anexas foram classificados como tetraciticos por apresentarem
duas células polares e duas laterais (Figura 2b). No entanto, alguns estomatos
com quatro células anexas ndo apresentaram uma disposicdo do tetracitico
tipico, sendo entdo classificados como estaurociticos (Figura 2C). Segundo
Takemori, Bona e Alquini (2003) o fato de haver mais de um tipo estomatico na
mesma folha pode ser devido a existéncia de mais de uma rota ontogénica, o que
podera ser melhor compreendido em trabalhos futuros onde se explore melhor
essa rota.

Nas trés espécies descritas neste trabalho, estdmatos do tipo tetracitico
foram os mais comuns (Figura 1 e 3). Resultados semelhantes foram
encontrados por Nascimento e Vilhena-Potiguara (1999) em P.hispidinervum na
qual estomatos do tipo ciclociticos, anisociticos e tetraciticos foram observados
e o tipo tetracitico também predominou sobre os demais. Vianna e Akisue
(1997) observaram estomatos anomociticos ou tetraciticos que se distribuem de
maneira regular na epiderme de P. aduncum. Estdmatos do tipo tetraciticos
também sdo comuns em P. hispidum que apresenta, além desses, alguns raros
anisociticos (ALBIERO et al.,, 2006). Em P. crassinervium os estdmatos

observados foram do tipo ciclocitico e tetracitico (ALBIERO et al., 2005a). A
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variagdo do tipo de estdmato ja havia sido relatada para Peperomia por
Takemori, Bona e Alquini (2003). Esses autores relatam que a ontogenia

estomatica ¢ mesoperigena e d4 origem a estomatos do tipo anisocitico,

tetracitico e estaurocitico.

Figura 2 Tipos de estdbmatos encontrados nas folhas de P. aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum. (A) Anisocitico (B) Tetracitico. (C —
E) Estaurocitico com diferente nimero de células guarda. Barra = 10
pm
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Figura 3 Porcentagem de tipos de estdmatos encontrados na face abaxial da
epiderme da folha de P. aduncum P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum

P. aduncum P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum apresentam
alguns complexos estomaticos tipicos para a familia. Todavia, a variacdo no
numero de células subsidiarias nos estomatos do tipo estaurocitico ¢ relatada
pela primeira vez para o género. Essa caracteristica pode ser uma ferramenta
importante para a taxonomia dessas espécies uma vez que P. aduncum apresenta
uma porcentagem maior de estomatos tetraciticos e menor de estaurociticos com
quatro células subsidiarias quando comparada a P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum. Nessas duas ultimas espécies ha grande semelhanga nas
porcentagens tanto o para tipo tetracitico quanto para o estaurocitico com quatro
células subsididrias. Os estomatos estaurociticos com 6 céluas subsidiarias
foram raros nas trés espécies estudadas.

A densidade dos tricomas foi significativamente diferente entre as
espécies na face adaxial enquanto na abaxial as espécies ndo diferiram (Tabelas
3 e 4). A densidade dos tricomas pode estar correlacionada com mecanismos de

defesa das plantas. Uma alta densidade pode interferir na continuidade do filme
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d’agua sobre a superficie da planta, dificultando a germinag¢do dos esporos, a
multiplicagdo de bactérias, a ovoposi¢ao de insetos adultos, a nutricdo e a
mobilidade de larvas. Exsudados de tricomas glandulares podem matar
microrganismos ou insetos por envenenamento, colando-o ou repelindo-o ou
ainda, retardando o crescimento (SILVA et al., 2007). A atividade inseticida dos
6leos essenciais das espécies de Piper tem sido comprovada para diversos
patdgenos que atingem as principais culturas brasileiras (ESTRELA et al., 2006;
FAZOLIN et al., 2005; LIMA et al., 2009; SANTOS, et al., 2010; SILVA et al.,
2007). Portanto, P. aduncum e P. hispidinervum apesar de nio se diferenciarem
de P. affinis hispidinervum quanto a densidade de tricomas na face abaxial,
apresentam maior densidade de tricomas na face adaxial o que pode lhes conferir

maior resisténcia a patdogenos.



Tabela 3 Resumo das analises da variancia para as medi¢des das faces da epiderme, parénquima e para a densidade de
tricomas da folha de P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum

Quadrados Médios

Fonte de GL EAD EAB PP PL DTEAD DTEAB
Variacao

Espécie 2 0,2365* 2.2764* 2,9459%* 0,2796* 1,16601™  17,7729%*
Residuo 12 0,0478 0.3397 0,3794 0,0670 0,39731 0,6557

* significativo a 5% e ** 1% pelo teste F

(EAD) Espessura da face adaxial da epiederme; (EAB) Espessura da face adaxial epiderme; (PP) Espessura do Parénquima
Paligadico; (PL) Espessura do Parénquima Lacunoso; (DTEAD) Densidade de tricomas na face abaxial, (DTEAB) Densidade de
tricomas na epiderme abaxial

Tabela 4 Valores médios das medidas, em pm, das faces abaxial, e adaxial da epiderme, parénquima palicadico,
parénquima lacunoso e densidade, em nimero/mm’ de tricomas nas faces abaxial e adaxial da folha de P.
aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum

Espécie EAD EAB PP PL DTEAD DTEAB

P. aduncum 10,14 b 11,26 b 83,91 ab 58,86 a 228,58 a 217,74a

P. affinis hispidinervum 13,34 a 14,29 a 71,32 b 37,66 b 212,63 a 129,48b
P. hispidinervum 12,10 ab 12,13 ab 95,90 a 47,29 ab 200,36 a 210,86a
Média geral 11,33 12,53 83,40 47,55 213,71 183,65

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

(EAD) Espessura da face adaxial da epiderme; (EAB) Espessura da face abaxial da epiderme; (PP) Espessura do Parénquima
Paligadico; (PL) Espessura do Parénquima Lacunoso; (DTEAD) Densidade de tricomas na face abaxial, (DTEAB) Densidade de
tricomas na face abaxial

IT1



112

Tricomas glandulares e tectores foram observados na epiderme foliar
das trés espécies. Os tricomas tectores sdo de dois tipos: curto, pluricelular, de
base alargada e de extremidade afilada (figura 4 b) ou longo, pluricelular,
unisseriado, de extremidade também afilada (figura 4 c). Apenas um tipo de
tricoma glandular ocorre, apresentando pedinculo unicelular e célula secretora
de formato ovoide inclinada sobre a epiderme (Figura 4 a).

Tricoma glandular na face adaxial de P. aduncum ndo ¢ de ocorréncia
comum, enquanto que em P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum esses
tricomas sdo encontrados com mais freqiiéncia. Os tricomas tectores curtos sdao
observados em maior quantidade na face adaxial, enquanto que os tectores
longos ocorrem preferencialmente na face abaxial, principalmente na regido das
nervuras. Nascimento e Vilhena-Potiguara (1999) também descreveram para P.
hispidinervum tricomas tectores ¢ glandulares na face adaxial. Na face abaxial,
os tricomas tectores foram raros enquanto os secretores foram mais abundantes
quando comparados com a epiderme adaxial. Tricomas tectores e secretores
também foram relatados por Albiero (2005, 2006) ao estudar P. hispidum e P.
crassinervium que observaram freqiiéncia e disposi¢do dos tricomas semelhantes

as descritas neste trabalho.

Figura 4 Tipos de tricomas encontrados nas folhas de Piper aduncum, P. affinis
hispidinervum e P. hispidinervum. A- Tricoma glandular (Barra=10
um). B — Tricoma tector curto (Barra= 10 um). C — Tricoma tector
longo (Barra= 50 um)
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Nos secgdes transversais de P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum foi possivel verificar a existéncia de epiderme uniestratificada
constituida de células de formato variado, podendo ser ctibicas ou alongadas, em
ambas as faces foliares e recoberta por cuticula fina (Figura 5).

A espessura da epiderme das faces adaxial e abaxial ¢ significativamente
diferente entre as trés espécies analisadas (Tabela 3). P. affinis hispidinervum
apresentou epiderme tanto da face adaxial quanto abaxial mais espessa enquanto
em P. aduncum elas foram as menos espessas e em P. hispidinervum os valores
foram intermedidrios ndo diferindo estatisticamente das outras duas (Tabela 4).

Uma hipoderme em ambas as faces foi observada, embora as células que
constituem a face abaxial sejam menores e quase do mesmo tamanho das células
epidérmicas e a camada se torne descontinua nas regides onde estdo presentes os
estomatos. Trabalhos anteriores realizados para P. aduncum ¢ P. hispidinervum
(NASCIMENTO; VILHENA-POTIGUARA, 1999; VIANNA; AKISUE, 1997)
relatam que apenas abaixo da epiderme adaxial foram observados estratos de
células grandes e aclorofiladas que constituem uma hipoderme. Em P. hispidum
também ¢ relatada a presenga, na face abaxial do limbo, de uma ou duas
camadas subepidérmicas de natureza parenquimatica, onde pode ocorrer,
inclusive, idioblastos oleiferos. Essa subepiderme também ocorre na face
adaxial, nas proximidades da regido do bordo (ALBIERO et al., 2005b).

As caracteristicas da epiderme nos cortes transversais se mostrou uma
ferramenta util na diferenciagdo das espécies dentro do género uma vez que a
hipoderme adaxial de P. aduncum variou de uma a duas camadas ¢ a hipoderme
abaxial apenas uma camada (figura 5a) enquanto P. hispidinervum apresentou de
duas a trés camadas na hipoderme adaxial sendo a hipoderme abaxial constituida
de apenas uma camada (figura 5c). Essas duas espécies diferem ainda de P.

affinis hispidinervum a qual apresentou uma hipoderme adaxial constituida de
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duas a trés camadas e a hipoderme abaxial pode apresentar uma ou duas
camadas de células (Figura 5b).

O mesofilo ¢ heterogéneo assimétrico, caracterizando a folha como
dorsiventral. Em P. aduncum o parénquima paligaddico constitui dois estratos
celulares enquanto em P. hispidinervum de dois a trés e em P. affinis
hispidinervum trés estratos. O parénquima lacunoso das trés espécies apresenta
cerca de trés camadas celulares. A espessura dos parénquimas palicaddico e
lacunoso foi significativamente diferente entre as espécies de Piper (Tabela 3).
A maior espessura para o parénquima palicddico foi verificada em P.
hispidinervum enquanto a menor em P. affinis hispidinervum. P. aduncum
apresenta um parénquima lacunoso mais espesso e P. affinis hispidinervum o de

menor espessura (Tabela 4).
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Idioblastos estdo presentes por todo parénquima clorofiliano, inclusive
junto a hipoderme das duas faces da folha (Figura 6). Estes idioblastos sdo
estruturas secretoras que se caracterizam como células destacadas pela forma
esférica e tamanho maior que as demais, sendo seu produto de secre¢do uma
substancia lipidica.

A nervura central na altura mediana da folha possui feixes vasculares
colaterais abertos dispostos em forma de arco e envoltos por parénquima
fundamental. O numero de feixes varia nas trés espécies, sendo trés em P.
hispidinervum, quatro em P. aduncum e quatro ou cinco em P. affinis
hispidinervum. Abaixo da epiderme da face abaxial ha uma faixa de colénquima
na metade inferior da nervura, também estando presente na face adaxial. No
parénquima fundamental que preenche toda a nervura central foram observados
idioblastos cristaliferos contendo rafides envoltas por conteudo mucilaginoso e

também idioblastos oleiferos situados abaixo das células do floema (figura 7).

Figura 6 Sec¢des transversais da folha de Piper sp. A — Mesofilo de P. aduncum
evidenciando idioblastos oleiferos. B — Nervura central de P. affinis
hispidinervum mostrando idioblastos oleiferos proximos ao floema e
idioblastos cristaliferos junto ao parénquima fundamental. , ic —
idioblasto cristalifero, io — idioblasto oleifero. Barra = 50um
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Figura 7 Secgdes transversais da folha de Piper. A-C — Regido da nervura
central de P. aduncum, P.affinis hispidinervum e P. hispidinervum,
respectivamente. (ab — epiderme abaxial, ad — epiderme adaxial, cl —
colénquima, f — floema, ic — idioblasto cristalifero, pf — parénquima

fundamental, t — tricoma, x — xilema. Barra = 50pum
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Os resultados da analise histoquimica das folhas (Tabela 5) ndo revelou
diferenca entre as trés espécies avaliadas. Nos testes para deteccdo de compostos
lipidicos o resultado da reacdo foi a mesma para as trés solugdes utilizadas,
sendo positivas na regido do mesofilo, estando presente nos idioblastos e em
forma de oleossomas. A reacdo com cloreto férrico foi negativa para compostos
fendlicos, enquanto o o azul de toluidina foi reativo em idioblastos oleiferos
presentes na nervura central e no mesofilo. Isso pode ter ocorrido devido a
natureza do composto fendlico que pode ser inespecifico para o cloreto férrico.

O PAS foi positivo detectando granulos de amido em células do
parénquima fundamental da nervura central e no mesofilo. Mucilagens foram
observadas nos idioblastos cristaliferos da nervura central envolvendo as rafides
neles presentes e também em células mucilaginosas presentes no mesofilo. Os
graos de amido detectados na reacdo de PAS foram confirmados com a solucao
de lugol. Na reacdo com Xilidine Ponceau foi possivel visualizar a regido do
parénquima palicadico fortemente corado em vermelho, o que leva a crer que
esta regido possui intensa atividade metabdlica. Por fim, alcaldides ndo foram
detectados.

Nascimento e Vilhena-Potiguara (1999) realizaram um teste
histoquimico em folhas de P. hispidinervum e verificaram a presenga de
alcaldide nas células parenquimaticas da regido cortical, amiloplastos na
endoderme ao nivel do floema do cilindro vascular e cristais de oxalato de célcio
nas células parenquimaticas, principalmente na regido medular. Esses resultados
sdo semelhantes ao encontrados no presente trabalho, exceto pela presenca de

alcaloides que nao foi verificado em nenhuma das trés espécies.
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Tabela 5 Testes histoquimicos em folhas de P. aduncum, P. affinis
hispidinervum ¢ P. hispidinervum

Composto Teste Resultado
Sudan Black B +
Lipidios Sudan 111 +
Sulfato Azul do Nilo +
Azul de toluidina +

Compostos fendlicos .
Cloreto férrico -

Polissacrideos, Substancias pécticas e

mucilagens PAS +
Amido Lugol +
Proteinas Xilidine Ponceau +
Alcaldides Reativo de Wagner -

Canais de células de conteido mucilaginoso também foram descritos
para P. regnelli (SILVA; MACHADO, 1999) entretanto em P. hispidum essas
estruturas ndo foram encontradas (ALBIERO et al., 2006). Ainda nesta ultima
espécie também foi possivel observar, através de testes histoquimicos a presenca
marcante de substancias de origem lipidica e cristais de oxalato de célcio, bem
como amido, compostos fendlicos e alcaldide. Essa caracteristica parece ser
comum em Piperaceae.

P. aduncum P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum nio diferiram
quanto ao padrio de venagdo (Figura 8), apresentando venacgdo penada,
camptodroma, eucamptodroma, com nervuras até a quarta ordem. As nervuras
secundarias que partem da nervura principal sdo ascendentes, ligeiramente
curvas, alternadas e se posicionam nos ter¢os mediano e inferior do limbo, sendo

encontrados em niimero de cinco a sete pares nas trés espécies.
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Figura 8 Padrdo de venagdo de P. aduncum P. affinis hispidinervum e P.
hispidinervum. A - Aspecto geral da vascularizagdo da folha
mostrando padrdo da nervura principal e secundaria. B — E - Detalhes
das nervuras secundarias, terciarias e de quarta ordem
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As nervuras sdo adaxialmente impressas e proeminentes abaxialmente,
mais proximas entre si na por¢do basal, com angulos de divergéncia variando
entre 21 € 90° no ultimo par basal, sendo classificados como agudos, moderados.
As nervuras tercidrias sdo do tipo perpendicular e subdivididas por veias
quartenarias. Esses resultados corroboram a descricdo feita para P.
hispidinervum por Nascimento e Vilhena-Potiguara (1999) que a classificaram
como camptdodroma, eucamptodroma.

O padrio de venagdo também foi descrito para P. hispidum (ALBIERO
et al., 2006) o qual foi camptédromo, broquidédromo apresentando 10 nervuras
secundarias. A rede de nervuras terciarias foi do tipo perpendicular, subdividida
por veias quaternarias e de quinta grandeza. Comparando o padrdo de venagao
desta espécie com P. aduncum, P. affinis hispidinervum e P. hispidinervum,
relatadas nesse trabalho, pode-se perceber que as caracteristicas diferem apenas
em alguns pontos, porém essas diferencas, aliadas as outras descritas nesse
trabalho tém potencial como ferramenta taxondmica para o género Piper.

A partir dos caracteres quantitativos aqui analisados para as trés espécies
em estudos, foi montado um dendograma baseado em Distancia Euclidiana
(figura 9). E possivel observar uma maior proximidade de P. aduncum e P.
affinis hispidinervum. Esse resultado indica que P. affinis hispidinervum pode
ser um hibrido entre P. hispidinervum ¢ P. aduncum, uma das hipdteses
levantadas por Wadt, Ehringhaus e Kageyama (2004), uma vez que ¢
morfologicamente muito similar a P. hispidinervum, mas mais proxima de P.
aduncum com relago a caracteristicas anatdmicas. Dados ainda ndo publicados
revelam que, pelas caracteriticas morfopolinicas, P. aduncum e P. affinis

hispidinervum também foram mais relacionadas do que com P. hispidinervum.
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P. hispidinervum
P. aduncum
P. affinis hispidinervum

Figura 9 Dendrograma construido com as Distancias Euclidianas obtidas com os
valores médios das caracteristicas didmentro polar do estéomato,
diametro equatorial do estdmato, densidade de células epidérmicas,
densidade estomatica, forma dos estomatos, densidade dos tricomas da
face abaxial, densidade dos tricomas da face adaxial, espessura da
epideme adaxial, espessura da epideme abaxial, espessura do
parénquima pali¢adico e espessura do parénquima lacunoso
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4 CONCLUSOES

As espécies Piper hispidinervum, Piper affinis hispidinervum e Piper
aduncum podem ser diferenciadas por caracteristicas anatdomicas da folha, sendo
as duas ultimas mais proximas entre si e igualmente distantes da primeira.

As trés espécies nao diferem quanto ao tipo de composto quimico

presente nos tecidos foliares e tampouco quanto ao padrido de venagao.
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