XxxINIC Xxv EPE XX INIC .
A $. :

INIC

p—— A Ciéncia do NANO e seu impacto transformador no MACRO

CONTEUDO DE DNA NUCLEAR DE TRES ESPECIES DE Peperomia
OCORRENTES NO PARQUE ESTADUAL DO FORNO GRANDE - ES.

Ana Luiza Assis Semonato, Aline dos Santos Bergamin, Thalya Campelo Vitor,
Mayla Bessa Scota, Gustavo Fernandes Mariano, Elias Terra Werner, Milene
Miranda Praga Fontes

Universidade Federal do Espirito Santo, Alto Universitario, S/N Guararema, 29500-000 - Alegre-ES,
Brasil. alassissemonato@gmail.com, alinebergamin258@hotmail.com, thalyavitor26@gmail.com,

mayla_scotta@hotmail.com, gustavo123mariano@hotmail.com, elias.werner@ufes.br,
milenemiranda@yahoo.com.br

Resumo

Este estudo objetivou mensurar o conteddo 2C de DNA nuclear em Peperomia alata, P. glabella var.
nigropunctata e P. stroemfeltii, ampliando o conhecimento sobre o genoma do género Peperomia, que
possui poucos relatos na literatura. A metodologia envolveu a citometria de fluxo, utilizando Solanum
lycopersicum como referéncia, com suspensdes nucleares preparadas a partir de tecido foliar jovem e
analisadas em um citdbmetro BD Accuri C6. Os resultados obtidos foram 6,23 pg para P. alata, 4,65 pg
para P. glabella var. nigropunctata e 4,08 pg para P. stroemfeltii. Conclui-se que esses dados sio
cruciais para a exploragao de recursos genéticos, estudos citogenéticos, compreensdo de mecanismos
evolutivos e estratégias de conservagao, especialmente em regides biodiversas como a Mata Atlantica,
destacando o potencial econdmico e medicinal do género.
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Introdugao

O género Peperomia Ruiz & Pav. (Piperaceae) € um dos mais diversos entre as angiospermas, com
mais de 1.600 espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais, com ampla
representatividade no Brasil e em outros paises neotropicais (Wanke et al., 2006). Pertencente a familia
Piperaceae, reconhecida por sua importdncia econdmica, medicinal e ornamental (Sen e Rengaian,
2022.,Barroso et al., 2002), Peperomia apresenta espécies com potencial para diversas aplicagdes,
incluindo uso ornamental, estudos farmacoldgicos e conservagédo da biodiversidade. Apesar de sua
relevancia e diversidade, sdo escassos os estudos relacionados a citogenética do grupo, em especial
aqueles voltados a quantificagdo do contetdo de DNA nuclear.

O tamanho do genoma, expresso pelo conteido 2C de DNA nuclear, € uma caracteristica
fundamental para a compreensao da biologia de uma espécie, fornecendo informagdes valiosas para
areas como genética, taxonomia, biologia evolutiva e conservacdo. A variagdo no tamanho do genoma
pode resultar de processos como poliploidia, duplicagdo completa do conjunto cromossémico ou
alteragdes na quantidade de DNA repetitivo, que tratam-se de mecanismos centrais na especiagao e
adaptacao das plantas as diferentes pressGes ambientais (Leitch, 2013;).Nesse contexto, a citometria
de fluxo destaca-se como uma ferramenta rapida, precisa e amplamente utilizada para a mensuragao
do conteudo de DNA nuclear em plantas, permitindo a analise de milhares de ndcleos em suspensao
em poucos minutos (Loureiro et al., 2023; Vrana, 2024). Além de estimar o tamanho do genoma, a
citometria de fluxo possibilita a detecgdo de eventos de poliploidia, 0 monitoramento da estabilidade
genética e a avaliagcao de variagdo somaclonal em plantas regeneradas por cultura de tecidos, sendo
uma ferramenta rapida e reprodutivel para analise de contetido de DNA (Escobedo et al., 2018).

Apesar da importancia ecolégica e diversidade do género Peperomia no Brasil, ndo existem
registros publicados sobre o conteudo 2C de DNA nuclear para espécies que ocorrem no Parque
Estadual do Forno Grande, no Espirito Santo. Essa unidade de conservacgéao abriga diferentes espécies
endémicas e de interesse para conservacgao, tornando-se um local estratégico para estudos de
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diversidade genética e evolugao. O parque esta localizado na Mata Atlantica, um dos principais hotspots
de biodiversidade do planeta, e a regiao abriga espécies de fauna com distribuicao restrita e ameagadas
de extingdo, o que reforca a urgéncia de pesquisas detalhadas (Louzada, 2009).

Considerando a escassez de dados gendmicos para o género no Brasil e a relevancia dessas
informagdes para estratégias de conservagdo e manejo, este trabalho teve como objetivo mensurar o
contetdo 2C de DNA nuclear de trés espécies de Peperomia P. alata, P. glabella var. nigropunctata e
P. stroemfeltii coletadas no Parque Estadual do Forno Grande, e de individuos de P. stroemfeltii
regenerados in vitro, por meio da organogénese. Os resultados obtidos poderdo subsidiar estudos
citogenéticos, auxiliar na exploragdo sustentavel dos recursos genéticos e contribuir para a
compreensdo dos mecanismos evolutivos e da diversidade dentro do género.

Metodologia

A citometria de fluxo para a quantificagdo do conteido de DNA nuclear foi conduzida no Laboratério
de Citogenética e Citometria Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Para o estudo, foram
coletadas amostras foliares de trés individuos das espécies Peperomia alata Ruiz & Pav., P. stroemfeltii
Dahilst. e P. glabella var. nigropunctata (Mig.) no Parque Estadual do Forno Grande. Além do material
de campo, foram utilizadas plantulas de P. stroemfeltii Dahlst. que foram obtidas in vitro através da
organogénese, utilizando diferentes meios de cultura.

O processamento das amostras seguiu um protocolo adaptado de Galbraith et al. (1983). Foram
utilizados aproximadamente 50 mg de tecido foliar de folhas jovens das amostras de Peperomia e da
espécie padrao, Solanum lycopersicum L., que possui um contetudo de DNA 2C conhecido de 2,00 pg.
Os fragmentos de tecido foram picados com lamina de barbear em uma placa de Petri contendo tampao
de lise OTTO-I (Otto, 1990) a 4 °C, que foi suplementado com 2 mM de ditiotreitol e 50 yg mL™" de
RNAse.

Apés a fragmentagao, a suspensao foi filtrada em uma peneira de nylon com poros de 50 um e
centrifugada a 100 xg por 5 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 100 pL de tampao OTTO-l e
incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram coradas com 1,5
mL de uma mistura de OTTO-I:OTTO-II na proporcéo de 1:2 (Otto, 1990), contendo 2 mM de ditiotreitol,
50 yg mL™" de iodeto de propidio (IP) e 50 yg mL™" de RNAse.

A analise foi realizada em um citdmetro de fluxo BD Accuri C6 (Accuri Cytometers, Bélgica), que
esta equipado com um laser para detecgao em FL3 (>670 nm). O processamento dos histogramas foi
feito usando o software BD CSampler. O tamanho do genoma de cada espécie foi calculado por meio
da férmula: 2CD=(C1/C2)-2CS, onde 2CD é o conteudo de DNA 2C da espécie analisada; C1 é o canal
médio do pico G,/G; da espécie de Peperomia; C2 é o canal médio do pico G,/G; de S. lycopersicum;
e 2CS é o conteudo de DNA 2C do padrao, que é de 2,00 pg. Os valores foram calculados utilizando a
espécie Solanum lycopersicum como padrao de referéncia (2C = 2,00 pg), conforme a formula:

2CD = (C1/C2) . 2CS

Para as analises estatisticas, a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias foram
verificadas por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Satisfeitas as premissas,
os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 5% pelo
teste F. Quando as diferengas foram estatisticamente significativas, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (5%). Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R, verséo 4.4.2.

Resultados

O conteudo médio de DNA 2C obtido através da citometria de fluxo foi de 6,23 pg para P. alata, 4,65
pg para P. glabella var. nigropunctata e 4,08 pg para P. stroemfeltii (Tabela 1).

Tabela 1. Conteudo de DNA nuclear (2C, em pg) de Peperomia alata, P. glabella var. nigropunctata e P.
stroemfeltii, com valores médios e respectivos desvios padrao obtidos por citometria de fluxo.

Contetido 2C

Espécies (9)

Desvio Padrao (DP)
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Peperomia Alata 6,2288 0,08

Peperomia glabella 4,6523 0,02
var. nigropunctata
Peperomia stroemfeltii 4,0844 0,05

Fonte: as autoras.

Para as plantulas de P. stroemfeltii cultivadas in vitro, o conteudo 2C de DNA nuclear foi também
mensurado. O conteido de DNA médio de todas as plantas regeneradas, independente do meio de
cultura utilizado, foi de 3,93 pg com um desvio padrao de 0,11 pg, e os valores variaram de um minimo
de 3,81 pg a um maximo de 4,19 pg. Os resultados demonstraram que apesar da variagdo no nimero
médio de conteudo de DNA nuclear entre os individuos da mesma espécie regenerados in vitro e o
material do campo, ndo houve diferencga significativa entre eles.

Figura 2- Conteudo 2C de DNA nuclear em espécies de Peperomia coletadas no campo e em plantulas de P.
stroemfeltii cultivadas in vitro. As colunas representam a média do conteudo de DNA de cada amostra, e as
barras de erro indicam o desvio padrédo (DP). O conteudo de DNA é expresso em picogramas (pg).
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Fonte: as autoras.

Discusséao

Os resultados obtidos revelaram que Peperomia alata apresenta um contetido de DNA nuclear de
6,23 pg, valor que se destaca como o mais elevado entre as amostras. Em contraste, P. glabella var.
nigropunctata (4,65 pg) e P. stroemfeltii (4,08 pg) exibem valores menores e semelhantes entre si. Essa
variagdo interna ao género reflete a ampla plasticidade genémica observada em angiospermas,
fendmeno evidenciado em plantas ornamentais como Pelargonium, cujas espécies apresentam
conteudo de DNA nuclear variando de 0,84 pg a 6,69 pg (Plaschil et al., 2022). Os valores estimados
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para as espécies de Peperomia analisadas situam-se na faixa ja descrita para a familia Piperaceae,
em que diferengas interespécies e variagao na ploidia foram previamente relatadas em estudos com
Piper (Samuel et al., 1986). Essas diferengas podem estar associadas a mecanismos como a expansao
ou eliminagao de DNA repetitivo e reorganizagdes cromossdmicas pos-poliploidia, processos evolutivos
recorrentes em angiospermas (Wang et al., 2021).

A utilizagdo de plantulas regeneradas in vitro de P. stroemfeltii ndo comprometeu a precisao dos
resultados, o que reforga evidéncias de que tecidos jovens cultivados em laboratério podem ser
empregados de forma confiavel em analises citométricas, desde que submetidos a protocolos
adequados de cultivo e preparo (Dolezel; Bartos, 2005). Embora a plantula in vitro tenha exibido uma
leve reducdo no contetdo de DNA (3,93 pg) em comparagdo com a amostra de campo (4,08 pg), essa
diferenga sugere que o cultivo ndo induziu uma alteracgao significativa, o que é um ponto importante
para o uso de cultura de tecidos na analise de genoma.

Estudos anteriores com espécies de Peperomia também apontaram consideravel variabilidade no
conteudo de DNA nuclear, frequentemente associada a eventos de poliploidia (Samuel; Morawetz,
1992). A quantificagdo precisa do tamanho do genoma constitui uma ferramenta essencial para
compreender a evolugdo gendmica, a diversidade genética e as relagdes filogenéticas no grupo (Ashs,
2024).

Assim, os dados apresentados contribuem para ampliagao do conhecimento citogenético do género
Peperomia, fornecendo subsidios para estudos evolutivos e para estratégias de conservagido de
espécies em biomas de elevada biodiversidade, como a Mata Atlantica. O conhecimento do tamanho
do genoma também é um recurso estratégico para programas de melhoramento genético, aplicagbes
em biotecnologia e conservagao ex situ.

Conclusao

Este estudo mensurou o conteldo 2C de DNA nuclear em trés espécies de Peperomia. Os valores
obtidos foram de 6,23 pg para P. alata, 4,65 pg para P. glabella var. nigropunctata e 4,08 pg para P.
stroemfeltii. Além disso, a analise incluiu plantulas de P. stroemfeltii cultivadas in vitro, cujos valores de
contetdo de DNA se mostraram proximos aos das amostras de campo. Tais resultados representam
uma contribuicdo significativa para o conhecimento citogenético do género Peperomia, que ainda é
pouco documentado na literatura.
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