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RESUMO

Piper marginatum Jacq. é uma Piperaceae amazodnica, popularmente conhecida por
capeba, malvarisco, pimenta-do-mato, capeba-cheirosa e nhandi. E utilizada na regi&o
principalmente como fitoterapico contra doencas hepaticas, vesiculares, espasmos
musculares, picadas de cobras e de insetos e para alivio de gases intestinais; na
culinaria é utilizada para substituir a pimenta-do-reino; e ha relatos cientificos de que
o extrato da folha e o 6leo essencial possuem atividades biolégicas como cercaricida,
inseticida, acaricida e fungicida. Sua coleta é feita indiscriminadamente através do
arranquio de suas partes vegetativas e reprodutivas, o que, a longo prazo, pode
exercer efeitos negativos sobre as populacées naturais. Na literatura, ha relatos de
gue a propagacdo dessa espécie possui algumas limitagcdes. Em geral, as sementes
apresentam baixa taxa de germinacgao, tanto no campo quanto in vitro e baixas taxas
de enraizamento na propagacao vegetativa, via estaquia. Sendo assim, este trabalho
objetivou investigar métodos mais eficientes de reproducdo. Na propagacao sexuada,
avaliou-se a influéncia na qualidade de luz sobre a germinacao in vitro, através de um
experimento em DIC, sendo utilizados cinco filtros de luz: vermelho, vermelho-
extremo, verde, azul e transparente, e avaliados a germinacéao, indice de velocidade
de germinacédo (IVG) e tempo médio de germinacdo (TMG). A germinacao néo foi
influenciada significativamente pelos filtros de luz, ao contrario do IVG e TMG que
apresentaram o0s melhores desempenhos sob a luz vermelha. Na propagacédo
vegetativa, o experimento foi instalado em DIC, com esquema fatorial de 2 x 3, sendo
dois tipos de sombreamento da planta matriz (a pleno sol e sombreadas a 50%) e trés
tipos de estacas (apicais, medianas e basais). As variaveis analisadas foram:
sobrevivéncia (%), enraizamento (%), numero de brotacdes, niumero de folhas,
comprimento da maior raiz, massa seca das raizes e massa seca das brotacdes. As
estacas apicais de Piper marginatum apresentaram melhor desempenho na
propagacéo por estaquia, seguidas das basais e, por fim, medianas, as quais, em

geral, independem do sombreamento da planta matriz.

Palavras-chave: caapeba, planta pioneira, propagacao vegetativa, planta medicinal
da Amazonia.



ABSTRACT

Piper marginatum Jacq. is an Amazonian Piperaceae, popularly known as capeba,
malvarisco, pimenta-do-mato, capeba-cheirosa and nhandi. It is used mainly in the
region as a remedy against liver diseases, vesicular diseases, muscular spasms,
shake and insect bites and for the relief of intestinal gases; in cooking is used to replace
the black pepper; and there are scientific reports that leaf extract and essential oil have
biological activities such as cercaricida, insecticide, acaricide and fungicide. Its
collection is done indiscriminately through the ripening of its vegetative and
reproductive parts, which in the long run can exert negative effects on the natural
populations. In the literature, there are reports that the propagation of this species has
some limitations. In general, seeds have low germination rates, both in the field and in
vitro, and low rooting rates in vegetative propagation, via cuttings. Therefore, this work
aimed to investigate more efficient methods of reproduction. The influence of the light
quality on germination in vitro was evaluated through a DIC experiment, using five light
filters: red, far-red, green, blue and transparent and evaluated the germination (%),
germination speed index (GSI) and mean germination time (MGT). The germination
was not significantly influenced by the light filters, unlike the GSI and MGT that
presented the best performances under the red light. In the vegetative propagation,
the experiment was installed in DIC, with a factorial scheme of 2 x 3, two types of
shading of the mother plant (full sun and shaded to 50%) and three types of cuttings
(apical, median and basal). The variables analyzed were: survival (%), rooting (%),
number of shoots, number of leaves, length of the highest root, root dry mass and
shoot dry mass. The apical cuttings of Piper marginatum presented better performance
in the propagation by cutting, followed by the basal and, finally, medium, which, in
general, are independent of the shading of the matrix plant.

Key words: capeba, pioneer plant, vegetative propagation, medicinal plant of the

Amazon.
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1. INTRODUCAO

A flora amazoénica € conhecida pela sua rica biodiversidade, fonte de espécies
com as mais diferentes aplicacdbes como fitoterapica, cosmética, madeireira,
alimenticia, fitossanitéria, entre outras. Apesar de toda essa diversidade de espécies
e de muitas delas serem bastante conhecidas pelos povos nativos, sdo poucos 0s
registros cientificos sobre as mesmas.

Neste contexto, esta inserida a espécie Piper marginatum Jacg., pertencente a
familia Piperaceae, chamada popularmente por capeba, malvarisco, pimenta-do-
mato, capeba-cheirosa e nhandi. E utilizada na regido principalmente como
fitoterapico contra doencas hepdticas, vesiculares, picadas de cobras e insetos.
Possui também acgéo carminativa e antiespamaodica (Maia et al. 2001; Chaves et al.
2006). Na culinaria pode funcionar como substituto da pimenta-do-reino (Piper nigrum
L.) (Guimaraes e Giordano 2004). O extrato da folha e o 6leo essencial também tem
sido estudados intensivamente para atividades biolégicas como cercaricida
(Frischkorn 1978), inseticida (Coitinho et al. 2010; Coitinho et al. 2011; Mesa et al.
2012), acaricida (Assis et al. 2010) e fungicida (Silva e Bastos 2007; Araugjo et al.
2014).

Varios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de identificar os
componentes quimicos presentes nas estruturas do 6leo essencial e aplicacdo dos
extratos vegetais no controle de pragas e doencas agricolas (D’Angelo et al. 1997,
Andrade et al. 2008; Hurtado et al. 2012; Moraes et al. 2014; Araujo et al. 2014).
Porém, sédo poucas as informacdes disponiveis na literatura sobre técnicas eficientes
de propagacéao dessa espécie.

Quando se tem o0 objetivo de intensificar o uso de uma espécie nativa,

independente do objetivo, a etapa inicial de trabalho consiste na domesticagdo da
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mesma, dando énfase no dominio das técnicas de propagacdo (Tombolato et al.
2004). E de grande importancia que, qualquer que seja a técnica empregada, se leve
em conta a conservacao da espécie em questdo, protegendo assim populagcbes de
ocorréncia natural de coletas excessivas de suas partes vegetativas e reprodutivas
como ramos, frutos e sementes.

Na literatura, h4 relatos de que a propagacao de P. marginatum possui algumas
limitacbes. Em geral, as sementes apresentam baixa taxa de germinacao, tanto no
campo quanto in vitro (Delgado-Paredes et al. 2012; Chaves et al. 2014a). Na
propagacdo vegetativa via estaquia, foi relatado baixa taxa de enraizamento das
estacas (Chaves et al. 2014b).

Dessa forma, essa pesquisa objetivou estudar a propagacdo sexuada
(qualidade de luz na germinacao in vitro) e assexuada (estaquia) de P. marginatum,
visando estabelecer protocolos eficientes para producdo de mudas de forma
sustentavel, contribuindo no desenvolvimento da cultura da espécie e para pesquisas

futuras.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Familia Piperaceae
A familia Piperaceae esta inclusa entre as angiospermas basais e possui
distribuicdo pantropical (Fig. 1) (Jaramillo et al. 2004; Quijano-Abril et al. 2006). No
Brasil, esta4 representada por cinco géneros com aproximadamente 460 espécies
(Barroso et al. 1978). Nos trépicos sdo encontradas como plantas pioneiras e tém sido

intensivamente analisadas em investiga¢des fitoquimicas (Felippe et al. 2008).

Figura 1: Mapa de distribuicdo pantropical das espécies pertencentes a familia Piperaceae

Fonte: Missouri Botanic Garden, 2013

O héabito de crescimento é variavel, possui espécies arbustivas, eretas ou
escandentes, arvoretas, ou plantas herbaceas epifiticas e terrestres (Yuncker 1972).
O caule é articulado e nodoso, as folhas séo inteiras, dorsiventrais, alternas,
raramente opostas ou verticiladas, pecioladas com estipulas (Hutchinson 1973). A
inflorescéncia geralmente é espiciforme (Joly 1993). A grande maioria de suas

espécies produz frutos do tipo espigas com grande quantidade de sementes que
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possuem sindrome de dispersédo zoocorica, sendo muito frequente a dispersdo por
morcegos (Vasquez-Yanes e Segovia 1984).

Muitas espécies dessa familia possuem sementes que apresentam dorméncia,
como é o caso da pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), cujas sementes demoram até
seis meses para germinar e duas possiveis justificativas foram dadas:
impermeabilidade da casca do fruto e a presenca de um inibidor na mucilagem que
envolve a semente (Garcia et al. 2000).

Esta familia possui plantas com as mais diversas aplicacdes, dentre elas como
fitoterapico, como a papiroba ou caapeba (Piper umbelatum) e o falso jaborandi (Piper
sp.), além de plantas condimentares, como a pimenta-do-reino (Piper nigrum).
Algumas espécies de Peperomia sdo utilizadas como ornamentais, em canteiros ou
em vasos como planta pendente ou ereta, chamada popularmente com o0 mesmo

nome do género (Souza e Lorenzi 2008).

2.2. O Género Piper L.

No Brasil, o género Piper é representado por aproximadamente 266 espécies
(Ciccio 1996; Guimaraes e Giordano 2004). Sao arbustos, subarbustos ou arvoretas,
gue variam de um a dez metros de altura, pouco lignificados, ramosos, quase sempre
nodosos. As folhas possuem disposicao alterna, a forma e o tamanho sdo bastante
variaveis. Inflorescéncia do tipo espiga, pedunculadas, com raque sulcada, papilosa,
fimbrada ou lisa. Flores aperiantadas e bastante congestas. Drupas com forma
variavel e pericarpo pouco espesso. A polinizacao das plantas desse género é feita
principalmente por certos insetos (abelhas, moscas e besouros) e pelo vento (Sample

1974; Figueiredo e Sazima 2000). Possuem a presenca de Oleos volateis e
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oleoresinas, que faz com que as partes vegetativas tenham frequentemente um odor
picante-aromatico quando amassadas (Burguer 1971; Hill 1974).

Grande parte das espécies desse género caracteriza-se pelo uso popular
medicinal e pela importancia econdmica e comercial devido a producdo de oleos
essenciais utilizados pela industria de condimentos, farmacéutica e também de
inseticidas (Silva e Machado 1999). A variedade de metabdlitos secundarios que
plantas desse género sintetizam, € a principal responsavel pelo aumento do interesse

medicinal do género (Jaramillo e Marquis 2004).

2.3. A espécie Piper marginatum Jacq.

2.3.1. Descricao botanica

Piper marginatum Jacq. é um arbusto ou arvoreta que pode atingir até cinco
metros de altura. As folhas possuem lamina ovalada com tamanho de dez a vinte
centimetros de largura e sete a quinze centimetros de comprimento, com peciolo de
comprimento de dois a seis centimetros, base cordada, apice acuminado,
membranacea, glabra em ambas as faces, com excecdo pela presenca da densa
ciliacdo na margem, palmatinérveas (Fig. 2a). Espigas curtas de comprimento maximo
de quinze centimetros, peddnculo com um centimetro de comprimento, com
bractéolas triangular-peltadas, franjadas. De quatro a cinco estames, drupa

obpiramidal, glabra, trés estigmas sésseis (Fig. 2b) (Guimaraes e Giordano 2004).



16

(b)

Figura 2: Aspecto da planta de Piper marginatum: (a) individuo de uma populacao natural na
Embrapa Amazénia Ocidental (b) espiga madura e sementes beneficiadas
Foto: (a) Lorena Cabral e (b) André Cunha

2.3.2. Origem e distribuicdo geografica

Piper marginatum é uma planta amazonica, que possui distribuicdo geografica
pela América Central, Antilhas e América do Sul. A maior ocorréncia € no Brasil,
Suriname e Guiana Francesa (Cavalcante 2013). No Brasil, sua ocorréncia €
confirmada em quase todos os estados, com excec¢do do Mato Grosso do Sul, Espirito
Santo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Piaui, Sergipe, Rio grande do Norte, Distrito

Federal (Guimaraes e Giordano 2004; Guimarées et al. 2015).

2.3.3. Principais usos

E popularmente chamada de capeba, malvarisco, pimenta-do-mato, capeba-
cheirosa e nhandi, utilizada na regido amazénica, principalmente, como fitoterapico
(D’angelo et al. 1997; Chaves et al. 2006). Na forma de ch4a, é indicada contra
doencas hepaticas, vesiculares, como ténico com a¢do carminativa e antiespamaodica

(Maia et al. 2001). A raiz é usada contra as mordeduras de cobras, aplicando-a no
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ferimento e também para aliviar coceiras e picadas de insetos (Chaves et al. 2006).
Estas propriedades estdo relacionadas com a vasoconstriccdo provocada pela
noradrenalina presente na planta (D’Angelo et al. 1997). Na culinaria pode ser utilizada
para substituir a pimenta-do-reino (Guimaraes e Giordano 2004).

O oOleo essencial de P. marginatum funciona também como um poderoso
antimicrobiano. No controle de doencas de plantas foi comprovada sua atividade
fungicida in vitro para varios fitopatdgenos como Phytophthora palmivora,
Phytophthora capsici, Moniliophthora perniciosa (Silva e Bastos 2007; Araujo et al.
2014). Araujo et al. (2014) relataram que extratos metandlicos de folhas também
reduzem o crescimento de Colletotrichum scovillei em pés colheita, de modo mais
eficiente do que o fungicida Mancozeb.

Este 6leo essencial € polimérfico, variando intraespecificamente, e € marcado
pela presenca de sesquiterpenos e fenilpropandides (Andrade et al. 2009). O tipo
quimico mais comum na Amazbnia é rico em fenilpropanéide 3,4-
metilenodidxipropiofenona (14,5% a 40,2%) (Andrade et al. 2008; Ramos et al. 1986).
Andrade et al. (2008) avaliando a composicdo dos 0Oleos essenciais de diferentes
orgaos vegetativos de P. marginatum, relataram que das amostras coletadas o teor
de Oleo essencial variou de 0,3 a 2%. O constituinte com maior quantidade foi o safrol
(63,9%). Os principais subprodutos obtidos a partir deste composto sao a heliotropina,
largamente usada como fragrancia, e o butéxido de piperonila, um ingrediente
essencial para inseticidas biodegradaveis a base de piretrum (Bergo 2010), também
é utilizado como precursor de drogas antitromboticas e auxinas inddlicas (Rosa et al.

2000) e como agente sinergista em produtos veterinarios (Mendonca 2007).
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2.3.4. Relatos cientificos sobre a dificuldade de propagacéo de P.

marginatum

Diversos estudos tém demonstrado a dificuldade de propagacdo de P.
marginatum. Chaves et al (2014a,b) avaliaram a germinacdo e a propagacao
vegetativa desta espécie. No primeiro experimento, 0s autores analisaram a
germinacao de sementes acondicionadas em B.O.D a 30°C com 12 horas de luz e
obtiveram apenas 36%, em 60 dias de observacdo. No segundo, testaram
combinacBes de trés tipos de estacas (apical, mediana e basal) com cinco tipos
diferentes de substratos (areia lavada, substrato comercial, solo com esterco de ave,
solo com casca de guarana e fibra de coco): o melhor tratamento foi a combinacéo
estacas apicais plantadas em Latossolo amarelo com esterco de aves, que resultou
em apenas 20% de enraizamento.

Delgado-Paredes et al. (2012) testaram germinacao in vitro de P. marginatum,
inoculando as sementes em tubos de ensaio, contendo meio MS completo (Murashige
e Skoog 1962), e mantidas em sala de crescimento a 26°C e escuriddo total; apos

guatro semanas de avaliacéo, obtiveram apenas 27,6% de germinacao.

2.4. Qualidade de luz na germinacéao in vitro de sementes

A germinagdo de uma semente consiste na retomada das atividades

metabodlicas do eixo embrionario, paralisadas nas fases finais da maturacao

fisiologica, iniciada com a embebicéo e finalizada quando ocorre a protusao de uma
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de suas partes (Reboucas e Santos 2007). Para que esse processo ocorra €
necessario que as sementes estejam viaveis e condicdes ambientais favoraveis como:
guantidade suficiente de agua, temperatura e composicao de gases adequados e luz
para algumas espécies (Klein e Felippe 1991; Carvalho e Nakagawa 2000).

A técnica de promover a germinacéo in vitro possibilita a formagcdo de mudas
ou de material para servir de ponto de partida para a obtencdo de explantes sadios
para futuras repicagens. Com essa técnica € possivel alcancar taxas altas de
multiplicacdo, independente de condi¢des climéticas, variacbes estacionais e de
fatores biéticos, como agentes dispersores, polinizadores ou patogénicos (Andrade et
al. 2000). O sucesso dessa técnica depende de um fator inicial imprescindivel, que
consiste na limpeza do material vegetal, para evitar contaminagdo por agentes
microbianos (Grattapaglia e Machado 1998).

A desinfestacdo superficial € feita com o uso de substancias germicidas.
Geralmente, inicia-se com a imersao do explante em etanol 70%, visando eliminar
bolhas de ar e grande parte dos lipideos, para aumentar o contato entre o
desinfestante e o material vegetal (Mateo-Sagasta 1990). Frequentemente, um
detergente, ou um surfactante como Tween®, é acrescentado a solucdo de hipoclorito,
a fim de aumentar o contato entre a solugéo e os tecidos, facilitando sua acao (Bonga
e Durzan 1985). Em seguida, os produtos quimicos mais utilizados para desinfestacéo
superficial sdo aqueles a base de cloro, como hipoclorito de sédio ou hipoclorito de
calcio, mas outros também podem ser utilizados como cloreto de mercurio, peroxido
de hidrogénio, cloreto de benzalconio, e acido cloridrico (Grattapaglia e Machado
1998). A concentracdo dos produtos quimicos e o tempo de imersdo devem ser
avaliados pelo grau de impacto que causam nos explantes. Elevadas concentracdes

e tempo prolongado de imersdo podem tornar a desinfestacdo satisfatoria, porém
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podem causar danos aos explantes prejudicando sua viabilidade. Ja o inverso, pode
tornar a desinfestacao insuficiente (Barrueto Cid e Zimmermann 2006).

Varios autores relataram sucesso na assepsia de sementes de espécies de
Piperaceae utilizando apenas imersdo em alcool 70% e depois imersao em diferentes
concentracbes de hipoclorito de sédio, como Yespes (2007) trabalhando com
Pothomorphe umbellata, Valle (2003) com Piper hispidinervum, Moura et al. (2008)
com Piper nigrum e Delgado-Parédes et al. (2012) com P. marginatum.

A luz branca proveniente do sol € composta por diferentes comprimentos de
onda, sendo alguns visiveis aos olhos humanos, os quais sdo chamados de cores
(Novo 2010). Ela possui trés propriedades que podem afetar independentemente o
metabolismo de uma planta: a qualidade da luz (faixa espectral), intensidade e
duracéo da iluminacéo (Whatley e Whatley, 1982). Quando as sementes s6 germinam
com a presenca de luz, sdo denominadas fotoblasticas positivas, quando germinam
apenas na auséncia de luz, fotoblasticas negativas; e quando a luz nao interfere no
processo germinativo, fotoblasticas neutras ou ndo fotoblasticas (Vazquez-Yanes e
Orozco-Segovia 1993)

Muitos processos biologicos das plantas séo influenciados pela luz, na faixa do
espectro entre 400 e 700 nm, pelo fato dos pigmentos responsaveis pela captacao
dos sinais trazidos pela luz, apresentarem picos de absorcdo nesse intervalo de
comprimento de ondas. Esses pigmentos sdo chamados de fotorreceptores, podem
ser os fitocromos, que absorvem luz vermelho (650-680 nm) e vermelho-extremo (710-
740 nm) e os criptocromos, que absorvem luz azul (320-400 nm) (Taiz e Zeiger 2009).

Nas sementes, a deteccdo das alteracOes de iluminacdo no ambiente é feita
pelo fitocromo, um pigmento azul protéico, que se apresenta em duas formas

interconversiveis: fitocromo vermelho (FV) que absorve a luz vermelha e é convertido
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para uma forma que absorve a luz no vermelho-extremo denominada fitocromo
vermelho-extremo (FVE) e o FVE, que pode ser convertido de volta a FV pela luz
vermelho-extremo, propriedade esta chamada de fotoreversibilidade (Taiz e Zeiger
2009).

Quando as sementes necessitam da presenca de luz para germinar, elas séo
denominadas fotoblasticas positivas; quando necessitam da auséncia de luz,
fotoblasticas negativas; e quando a luz néo interfere no processo germinativo,
fotoblasticas neutras ou nao fotoblasticas (Mayer e Poljakoff Mayber, 1989; Vazquez-
Yanes e Orozco-Segovia, 1993)

P. marginatum é considerada uma espécie pioneira. Este tipo de planta em
geral possui sementes pequenas e grande requerimento de luz para germinacéo. Em
florestas tropicais, as diferentes alturas das plantas que compdem o dossel, fazem
com que haja uma filtragem dos comprimentos de ondas das radiacbes
eletromagnéticas que chegam até ao solo, fazendo com que essas sementes se
mantenham dormentes, no entanto sdo as primeiras a germinar na presenca de
grandes clareiras (Smith 1986; Merotto Junior et al. 2002).

Um parametro muito utilizado para saber quantidade de luz que uma semente
precisa para germinar € a qualidade de luz, obtida relacionando as fluéncias entre dois
comprimentos de onda especificos: o vermelho (V) na faixa de 655-665 nm e o
vermelho-extremo (Ve) na faixa de 725—735 nm, através da razdo-zeta (Casal e
Sanchez 1998; Takaki 2001). A alta relacdo V (vermelho): Ve (vermelho-extremo),
promove a germinacdo de sementes fotossensiveis, ja a luz com baixa relacao V:Ve,
impede a germinacdo (Vidaver 1980). E assim que as sementes percebem as

variacbes ambientais, através das mudancas na qualidade de luz incidente, que
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indicam se as presentes condi¢des sao favoraveis para o desenvolvimento da planta
(Brancalion et al. 2008).

Na literatura, h& varios trabalhos que relatando uma metodologia que tem se
mostrado eficiente de se obter diferentes qualidades de luz nos experimentos de
germinacao: envolver as sementes com papel celofane em diferentes cores, alterando
assim a razao-zeta com 0 objetivo de avaliar o comportamento das sementes em
relacdo a luz (Toledo et al. 1993; Reboucas e Santos 2007; Ferraresi et al. 2009).
Quando a luz branca da lampada incide sobre o papel celofane colorido, parte dela
sera refletida no comprimento de onda que o compde, que é a cor que o olho humano
percebera. Porém, esse comprimento de onda néo sera totalmente refletido pelo fato
de que este tipo de papel possui um grau de transparéncia, sendo transmitido para as
sementes, alterando a razdo-zeta que incidira sobre as sementes (Souza 2008).

Os filtros mais utilizados séo: filtro de luz azul, com reflexdo maxima de 450
nm; filtro de luz verde, com reflexdo maxima a 500 nm; filtro de luz vermelha, com
reflexdo maxima a 700 nm; filtro de luz vermelho-extremo, com reflexdo maxima a 730
nm e filtro transparente de luz branca (testemunha), quase sem reflexdo na regido
visivel. As leituras geralmente sé&o feitas sob luz de seguranca verde. Uma observacéao
muito importante é o tipo da lampada que funcionara como fonte de radiacédo. As
lampadas fluorescentes brancas emitem mais radiagdo no comprimento de onda na
faixa do vermelho curto (680 nandmetros). Isso produz alta relagéo luz vermelha/luz
vermelha distante (V/VD = 2,28) que produz um aumento no fotoequilibrio, ou seja,
favorece a formacdo do fitocromo ativo Fve. As lampadas incandescentes, ao
contréario, produzem pouco vermelho e muita radiagéo vermelha distante.

Daws et al. (2002), analisando a coexisténcia de quatro espécies de Piper em

uma floresta tropical, relataram que P. marginatum foi a que respondeu melhor a
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qualidade de luz; a alta relacdo de V (vermelho): Ve (vermelho-extremo) promoveu a
maior porcentagem de germinacao (85%), além de diminuir o tempo do processo (27
dias).

Bergo et al. (2010) testando o efeito da qualidade de luz na germinacao de
Piper hispidinervum e P. aduncum, e Rios et al. (2015) com P. hispidum, observaram
gue a qualidade de luz ndo teve efeito sobre a germinacéo das espécies. No entanto,
diferentemente de Piper aduncum que ndo sofreu alteracdo, o indice de velocidade
de germinacdo aumentou quando utilizado luz branca em P. hispidinervium e luz

difusa [(vermelho:azul (1:1)] para P. hispidum.

2.5. Propagacédo vegetativa via estaquia

A propagacao vegetativa € uma técnica antiga que tem como principio a
totipotencialidade das células vegetais, onde cada célula viva de uma planta possui a
informacdo genética suficiente para originar uma planta inteira Nessa via de
propagacao, as plantas sao obtidas a partir de um propagulo retirado da planta matriz,
constituido apenas por células somaticas (Pinto et al. 2001; Hartmann et al. 2011).,
Este método propagativo funciona como uma alternativa para a producdo em larga
escala de mudas em um pequeno intervalo de tempo, possibilitando a formacao de
cultivos homogéneos quanto a produtividade, qualidade de flores e frutos, precocidade
e tolerancia a pragas e doencas (Lira Junior et al. 2007).

Dentre os métodos existentes, a estaquia é considerada de maior viabilidade
econdmica para estabelecimento de plantios de clones, pois possibilita a manutencao
das caracteristicas genéticas da planta matriz (Paiva et al. 1996; Pinto et al. 2001). As

estacas podem ser confeccionadas por segmentos das folhas, caules ou raiz.
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Geralmente utiliza-se a caulinar, devido ao potencial de regeneracdo das gemas ja
existentes e por requerer apenas que se forme um novo sistema radicular adventicio.
(Xavier et al. 2003). Este tipo de raiz (adventicia) é formada geralmente de caules ou
folhas, ou explantes destes. A palavra adventicia € derivada do latim adventicious, e
essas raizes recebem esse nome por se originarem de locais diferentes dos normais,
gue seriam do embrido ou da raiz primaria.

As estacas podem ser classificadas em apicais (ou terminais), medianas e
basais, de acordo com a posicdo ocupada no ramo de origem. Na literatura,
encontram-se diversos trabalhos demonstrando diferentes respostas ao enraizamento
de cada uma dependendo da espécie estudada (Dousseau 2009; Cunha et al. 2015).

Outra classificacdo que também pode ser adotada faz referéncia ao grau de
lignificacdo da estaca, podendo ser lenhosa (apresenta tecidos lignificados),
herbaceas (apresenta tecidos tenros, com coloracdo geralmente verde) e semi-
herbacea ou semi-lenhosa (grau intermediario entre as duas primeiras). Geralmente
as estacas herbaceas possuem mais facilidade de enraizamento que as lenhosas
(Hartmann et al. 2011).

Para Hartmann et al. (2011), o processo de formacédo das raizes adventicias
acontece em quatro fases:

e Desdiferenciacdo de células especificas diferenciadas;
e Formacéo de raizes iniciais a partir de células localizadas proximo dos feixes
ou tecidos vasculares, que se tornaram meristematicas por desdiferenciacao;
e Desenvolvimento das raizes iniciais em primérdios radiculares organizados;
e Crescimento e emergéncia das raizes adventicias.
O crescimento desse tipo de raizes é dependente de fatores anatdmicos e

fisiologicos complexos. Quando é feito a separacdo da estaca da planta matriz, ela
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sofre inUmeras mudancas na sua atividade metabdlica e expresséo génica, devido ao
ferimento fisico causado pelo corte e isolamento da integridade funcional da planta
inteira, resultando assim na rizogénese (Ahkami et al. 2009).

Fatores internos e externos influenciam na formacdo de raizes nas estacas,
como idade e condicéo fisiolégica da planta matriz, balanco hormonal, potencial
genético, tipo de estaca, época do ano, luminosidade, umidade, temperatura e
substrato. (Xavier et al. 2009; Hartmann et al. 2011). A luz é fundamental para
rizogénese, uma vez que serve de fonte de energia para a fotossintese. Por outro
lado, altas doses de luminosidade ativam a enzima AlA-oxidase, degradadora de
auxinas, reduzindo assim o potencial de enraizamento. Sendo assim, recomenda-se
fazer o cultivo das plantas matrizes e conducdo do enraizamento das estacas sob
baixas radiacdes, principalmente para espécie que apresentam dificuldades de

enraizamento (Hartmann et al. 2011).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
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Avaliar a influéncia da qualidade de luz na propagacao sexuada (germinacéo in
vitro) e o efeito de diferentes niveis de sombreamento na propagacdo assexuada

(estaquia) de Piper marginatum Jacq.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a germinagéo in vitro de sementes de P. marginatum em funcdo da
gualidade de luz.
e Avaliar a influéncia do sombreamento da planta matriz e da posi¢cao da estaca

no ramo na propagacao vegetativa via estaquia de P. marginatum.
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Manuscrito formatado para Ciéncia Rural

Efeito da qualidade de luz na germinacéao in vitro de capeba (Piper marginatum Jacq.)

Lorena de Paula Cabral? Sidney Alberto do Nascimento Ferreira® Eva Maria Alves Cavalcante
Atroch* Francisco Célio Maia Chaves®

RESUMO

A Capeba (Piper marginatum) é uma Piperaceae nativa da Amazonia, popularmente utilizada
para fins fitoterapicos. Na literatura ha relatos de que suas sementes possuem baixas taxas de
germinacdo, 0 que, por ser uma espécie pioneira, em parte parece estar associado a qualidade
de luz. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes filtros de luz sobre a
germinacdo in vitro de P. marginatum. Para isso, sementes de P. marginatum foram colocadas
para germinar em placas de petri contendo agua solidificada com agar e depois envolvidas com
filtros de luz azul, verde, vermelho, vermelho extremo e transparente. O experimento foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado, constituido por cinco tratamentos (filtro
de luz), com quatro repeti¢es, cada uma contendo 25 sementes. Diariamente foi feito
acompanhamento da germinacdo, considerando germinada a semente que apresentava a
protusdo da raiz primaria, com aproximadamente 2 mm de comprimento. A partir dos dados de
germinacao foram calculados, a germinabilidade, o tempo médio de germinacdo (TMG) e o
indice de velocidade de germinacgdo (IVG). A germinacao das sementes de P. marginatum nédo
foi influenciada significativamente pelos diferentes filtros de luz. Porém, o IVG) e 0 TMG
apresentaram os melhores resultados quando sob a luz vermelha e essas variaveis foram

inversamente associadas, ou seja, quanto maior o IVG menor 0 TMG e vice-versa.

Palavras-chave: Espectros de luz, Piper marginatum, planta amazonica, planta medicinal.
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SUMMARY

Piper marginatum is a Piperaceae native to the Amazon that is popularly used for herbal
medicine purposes. In the literature, there are reports that its seeds have low germination rates
and can be attributed to some type of dormancy. It is known that this is a pioneer, thus requiring
a large amount of light to germinate its seeds. Thus, the objective of this work was evaluated
as the effect of different light filters on an in vitro germination of P. marginatum. For this, as
seeds were placed to germinate in Petri dishes containing solid water with agar and then
wrapped with blue, green, red, red and transparent light filters. (DIC), consisting of five
treatments (light filter) with four replicates, composed of one petri dish with 25 seeds each.
Seeds with a protrusion of about 2 mm in length were considered germinated. As analyzed
variables were percentage of germination, percentage of normal seedlings, mean germination
time (MGT) and germination speed index (GSI), making daily evaluations not even hourly. The
seed germination of was not significantly influenced by light filter. However, the GSI and the
MGT presented the best results when under the red light and these variables were inversely

associated, that is, the higher the GSI the lower the MGT and vice versa.

Key words: Light spectra, Piper marginatum, Amazonian plant, medicinal plant.
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INTRODUCAO

Piper marginatum € considerada uma espécie pioneira. Em geral, este tipo de planta
possui sementes pequenas, com grande requerimento de luz para sua germinacdo. Em florestas
tropicais, as diferentes alturas das plantas, faz com que haja uma filtragem dos comprimentos
de ondas das radiacOes eletromagnéticas que chegam até ao solo, fazendo com que essas
sementes se mantenham dormentes, no entanto séo as primeiras a germinar na presencga de
grandes clareiras (SMITH, 1986; MEROTTO JUNIOR et al., 2002).

Na literatura ha relatos de que a propagacao dessa espécie possui algumas limitagdes.
Normalmente, as sementes apresentam baixa taxa de germinacdo, tanto no campo quanto in
vitro (DELGADO-PAREDES et al., 2012; CHAVES et al., 2014a). Quando uma espécie
apresenta baixa porcentagem de germinagdo ou emergéncia, é possivel que seja devido a um
dos fatores a seguir: sementes dormentes, baixo vigor ou fatores ambientais como dificuldade
de embebicdo, temperatura e luz (MENEZES et al., 2004).

A luz branca proveniente do sol é composta por diferentes comprimentos de onda, sendo
alguns visiveis aos olhos humanos, os quais chamamaos de cores (NOVO, 2010). Nas sementes,
a deteccdo das alteracGes de iluminacdo no ambiente é feita pelo fitocromo, um pigmento azul,
que pode se converter entre a forma ativa e inativa. Quando a forma ativa absorve na faixa do
vermelho extremo, ocorre uma alteracdo na conformacdo estrutural do seu cromdéforo se
convertendo na forma inativa, e ao absorver luz azul ou vermelha, retorna a forma ativa
(KULKAMI et al., 2006).

Um parametro muito utilizado para saber a quantidade de luz que uma semente precisa
para germinar € a qualidade de luz, obtida relacionando as fluéncias entre dois comprimentos
de onda especificos: o vermelho (V) na faixa de 655-665 nm e o vermelho-extremo (Ve) na
faixa de 725—735 nm, através da razio-zeta (CASAL E SANCHEZ, 1998; TAKAKI, 2001).

A alta relagdo V (vermelho): Ve (vermelho-extremo), promove a germinagdo de sementes
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fotossensiveis, ja a luz com baixa relacdo V:Ve, impede a germinacdo (VIDAVER, 1980). E
assim que as sementes percebem as variacdes ambientais, através das mudancas na qualidade
de luz incidente, que indicam se as presentes condi¢des sdo favoraveis para o desenvolvimento
da planta (BRANCALION et al., 2008).

Sabendo-se que dependendo da espécie, as sementes respondem de modo
fisiologicamente diferente conforme a qualidade de luz, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
germinacdo das sementes de P. marginatum em funcdo da qualidade de luz a que foram

submetidas.

MATERIAL E METODOS

As sementes foram obtidas a partir da coleta de espigas maduras, com polpa amolecida
(BATISTA, 2015), de populacdes de ocorréncia natural, na area da Embrapa Amazonia
Ocidental, em Manaus/AM (2°53'18.5"S e 59°58'08.9"W). Antes da absciséo das espigas, estas
foram envoltas em sacos de filo, a fim de evitar que tivessem contato com o solo e ficassem
susceptiveis a predacdo (Fig. 1a).

As sementes foram beneficiadas conforme descrito em CAVALCANTE et al. (2002),
ou seja, imersdo das espigas em agua por 24 horas (Fig. 1b); depois, maceracao das espigas
com as maos com o objetivo de separar as sementes (Fig. 1c); em seguida peneiramento para
retirada das impurezas (Fig. 1d,e); e por fim, secagem das sementes, sobre papel toalha, a

temperatura ambiente, por 48 horas (Fig 1f).
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Figura 1: Processo de coleta das espigas e beneficiamento das sementes de Piper marginatum. (a) espigas envoltas
em sacos de filo; (b) espigas imersas em agua por 24h; (c) maceragdo das espigas com as maos; (d,e) peneiramento
das sementes; (f) secagem das sementes sobre papel toalha, em condi¢des ambiente, por 48h. Foto: Lorena Cabral.

As sementes foram armazenadas em frascos de vidros, envoltos em papel aluminio, e
transportadas para o Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Amazonas, onde foi conduzido o experimento.

Para a desinfestacdo superficial das sementes, as mesmas foram lavadas em agua corrente
com detergente comercial. Em seguida, foram submersas em fungicida Benomil, a 0,1 %, com
agitacdo, durante duas horas. Logo ap6s, em camara de fluxo laminar horizontal, foram
submersas em alcool a 70%, por 5 minutos, e por fim em hipoclorito de sodio a 9%, por 30
minutos. Apds cada imersdo nas substancias assépticas descritas foi feita uma triplice lavagem
com agua destilada e autoclavada.

As sementes foram semeadas em placas de petri contendo agua solidificada com agar a 6
g.L . Depois, visando proporcionar diferentes qualidades de luz, as placas de petri foram
revestidas com diferentes filtros, compostos por duas folhas de papel celofane com a cor
correspondente ao tratamento, com excecdo do filtro vermelho extremo que foram utilizadas
uma folha vermelha e outra azul. Os filtros utilizados foram: luz azul, com reflexdo méxima de

450 nm; luz verde, com reflexdo méaxima a 500 nm; luz vermelha, com reflexdo maxima a 700
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nm; luz vermelho-extremo, com reflexdo maxima a 730 nm; e luz branca (transparente,
testemunha), quase sem reflexdo na regido visivel (Fig. 2). As contagens da germinacdo foram
diarias, sempre no mesmo horario, feitas dentro de uma sala escura, sob luz de seguranca verde,

com auxilio de lupa eletrénica, pelo periodo de 45 dias.

Figura 2: Placas de petri contendo as sementes de Piper marginatum cobertas com os filtros, confeccionados com
papel celofane duplo.

As placas, com os diferentes filtros de luz, foram acondicionadas em prateleiras,
instaladas em sala com temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas. A fonte de luz foi
proveniente de lampadas fluorescentes posicionadas acima das prateleiras.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, constituido por
cinco tratamentos (filtro de luz), com quatro repeticdes, cada uma composta por 25 sementes.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram protrusao da raiz primaria, com
aproximadamente 2mm de comprimento. As variaveis analisadas foram:

Germinacdo: a coleta de dados foi realizada no quadragésimo quinto dia apos a
semeadura, Ultimo dia de experimento, expressos os resultados em porcentagem média com

base no numero de plantulas normais (BRASIL, 2009).
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Tempo médio de germinacdo: calculado atraves das contagens diarias das sementes
germinadas até o quadragésimo quinto dia ap0s a semeadura, através da formula abaixo,

conforme LABOURIAU (1983).

Y.(ni. ti)
Y ni

TMG =
Onde:
TMG = tempo médio de germinacéo (dias);
ni = ndmero de sementes germinadas no intervalo entre cada contagem;
ti = tempo decorrido entre o inicio da germinacao e a i-ésima contagem.
indice de velocidade de germinacéo: obtido pelo somatério do nimero de sementes

germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e a

germinagdo, de acordo com a férmula de MAGUIRE (1962).

Gy G, Gn
= () () ()
N; + N, e N,

Onde:
IVG = indice de velocidade de germinacdo;
G = nimero de sementes germinadas computadas nas contagens;
N = namero de dias da semadura a 1?3, 22... enésima avaliacao.

Além das descritas, as outras varidveis foram: contaminacdo por fungo (%) e
contaminacdo por bactéria (%).

Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia e teste F. As médias das
variaveis que apresentaram teste F significativo foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Todos os procedimentos estatisticos foram feitos com o programa EXCEL® e

ASSISTAT® (SILVA e AZEVEDO, 2016).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes, nas condicdes in vitro em que foram semeadas (Fig. 3a), comecaram a
germinar a partir do décimo dia apos a semeadura. Primeiramente ocorre o0 rompimento do pélo
micropilar, causado pela absorcdo de agua pela semente e pelo desenvolvimento do embrido
(Fig. 3b). Em seguida houve a protrusao da raiz primaria com a nitida presenca de numerosas
raizes secundarias (Fig. 3c), o mesmo foi observado por VIANNA e AKISUE (1997) e
DOUSSEAU et al. (2011) em sementes de Piper aduncum. O proximo evento foi a formacéo
do gancho hipocotiledonar (Fig. 3d). A medida que a plantula foi se desenvolvendo, no inicio
os cotilédones ficaram presos no endocarpo (Fig. 3e), de onde, depois, se desprenderam
completamente e elevaram-se do substrato, com as folhas cotiledonares expandidas, formando
a plantula normal (Fig. 3f). Com este comportamento, a germinacao foi classificada como
epigea e fanerocotiledonar, o mesmo que foi constado para a germinacdo de sementes de Piper
aduncum (DOUSSEAU et al., 2011).

A partir das observagdes da germinacdo, pode-se inferir que cada drupa continha apenas
um embrido. Este resultado também foi encontrado para outras espécies de piperaceas, como
Piper amalado var. medium (ROSA e SOUZA, 2004) e Peperomia parnassifolia (OLIVEIRA
et al., 2008). No entanto, ao contrario do observado nesse estudo, DOUSSEAU et al. (2011)
relataram ter encontrado até trés embrides em cada drupa de P. aducum, que originavam uma
plantula com tamanho normal e as demais reduzidas.

No presente estudo, todas as sementes que germinaram produziram plantulas normais.
Segundo BRASIL (2009), plantulas normais sdo aquelas que apresentam estruturas essenciais
como sistema radicular e parte aérea (hipocétilo, epicotilo, gemas terminais e cotilédones), e
demonstram potencial para continuar seu desenvolvimento. Plantulas anormais, ao contrario

das primeiras, sdo aquelas desprovidas de qualquer uma das estruturas essenciais e que nao
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demonstram potencial para continuar seu desenvolvimento, mesmo submetidas as condicdes

favoraveis.

Figura 3: Sequéncia do desenvolvimento da plantula de Piper: (a) semente colocada para germinar em
agua solidificada com &gar; (b) ruptura do endocarpo e emissdo da raiz priméria; (c) plantula na fase
inicial de desenvolvimento, com profuséo de raizes secundarias; (d) plantula com a formacéo do gancho
hipocotiledonar; (e) Plantula prestes a liberar o endocarpo e; (f) Plantula considerada normal. Foto:
Lorena Cabral.

O protocolo utilizado por CAVALCANTE et al. (2002), para assepsia de semente de
Piper hispidinervum, também se mostrou eficiente para sementes de Piper maginatum, pois

apenas 5,2 % do total de sementes colocadas para germinar foram contaminadas por fungos e
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2,2% por bactérias, aparentemente de forma aleatoria no experimento. EFFEGEM et al. (2014)
utilizando as mesmas substancias assépticas também obtiveram resultados satisfatorios no
controle de contaminacao de sementes de Piper nigrum.

Varios autores relataram sucesso na assepsia de sementes de espécies de Piperaceae
utilizando apenas imersédo em alcool 70% e depois imersdo em diferentes concentracdes de
hipoclorito de sédio, como YESPES (2007) trabalhando com Pothomorphe umbellata, VALLE
(2003) com Piper hispidinervum, MOURA et al. (2008) com Piper nigrum e DELGADO-
PAREDES et al. (2012) com P. marginatum. Pelos valores de germinacao (Tabela 2), supde-
se gque o0 método utilizado para assepsia ndo ocasionou danos as sementes que comprometessem
sua viabilidade.

Os diferentes filtros de luz ndo influenciaram a germinacéo e sim o indice de velocidade
de germinacdo (IVG) e o tempo médio de germinacdo (TMG) (Tabela 1). Apesar da germinacéo
ndo ter apresentado diferencas significativas em relacao aos filtros de luz, observou-se variacao
consideravel das médias dos tratamentos: 85% (minimo) para a luz transparente e 96%
(méximo) para o filtro vermelho (Tabela 2). A média do experimento, como um todo, foi igual
a 92,4% de germinag&o.

TOLEDO et al. (1993), avaliando o processo germinativo de Xanthium strumarium,
verificaram os mesmos reduziram a germinabilidade em mais 50%, em relacdo ao transparente
(testemunha), sem apresentarem diferenca entre eles. FERRARESI et al. (2009), trabalhando
com Murdannia nudiflora, também constatou essa diminuicdo de germinabilidade ao fazer a
mesma filtragem de luz, sendo o transparente, novamente, o tratamento com melhor
desempenho. Entéo, é possivel inferir que existem sementes que possuem um fotoblastismo
preferencial o que ndo foi encontrado em sementes de P. marginatum, pelo fato da germinacao
ter sido estatisticamente igual para todos os filtros testados. A luz tem sido considerada

essencial para a germinagdo de sementes pequenas, como de plantas pioneiras, que em geral
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possuem poucos tecidos de reserva, fazendo com que para sua sobrevivéncia, elas precisem
estar sobre ou proxima da superficie do solo, onde chegam mais raios solares (MEROTTO
JUNIOR et al., 2002; VIVIAN et al., 2008).

Tabela 1 — Quadrados médios das analises de variancia da germinacéo (GER), indice de velocidade de germinacéo

(IVG) e tempo médio de germinacdo (TMG) em relacdo aos filtros de luz utilizados na geminacdo in vitro de
sementes de Piper marginatum.

Quadrados médios

Fonte de variagédo G. L.

GER VG TMG
Tratamentos 4 97,200 ™ 0,800** 12,325
Residuo 15 35,733 0,015 2,770
C. V. (%) 6,47 10,24 7,86

* e ** significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ™ ndo significativo a 5% e 1% de
probabilidade pelo teste F.

O maior valor numérico do IVG foi para o filtro vermelho, porém ndo diferiu
estatisticamente dos filtros vermelho extremo e azul, mas foi superior ao filtro verde e ao
transparente. Os filtros vermelho extremo, verde, azul e transparente ndo apresentaram
diferencas significativas entre si (Tabela 2). Com o aumento no IVG das sementes, constatou-
se diminuicdo no tempo meédio de germinacdo e vice-versa. Sob a luz vermelha onde foi
alcancado o maior IVG (1,38) obteve-se 0 menor tempo médio de germinacdo (18,68 dias);
onde os IVG foram menores, luz transparente (1,05) e luz verde (1,10), os tempos médios de
germinacdo foram maiores (22,48 e 22,96 dias, respectivamente). Esses resultados concordam
com BASKIN e BASKIN (1998), que afirmam que grande parte das sementes de espécies que
possuem esse tipo de resposta a qualidade de luz, ndo passou pelo processo de domesticacao,

como é o caso de P. marginatum.
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Tabela 2 - Germinagao (GER), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e tempo médio de germinacao (TMG)

em funcdo da semeadura in vitro de Piper marginatum sob diferentes filtros de luz.

Filtro de luz GER VG T™G

Transparente (quase sem reflexdo na regido visivel) 85a 1,05b 22,48 a
Azul (reflexdo maxima de 450 nm) 94 a 1,19 ab 21,60 ab
Verde (reflexdo méxima de 500 nm) 90a 1,10b 22,96 a
Vermelho (reflexdo maxima de 700 nm) 96 a 1,38a 18,68 b
Vermelho extremo (reflexdo méxima de 730 nm) 97a 1,30 ab 20,16 ab

Médias seguidas da mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Supde-se que esse aumento no IVG induzido pela luz vermelha e vermelho-extremo
ocorreu pelo fato de uma das caracteristicas inerentes das sementes fotoblasticas positivas € de
necessitarem de um elevado limiar de Fve para germinarem. Se dentro das sementes a
quantidade desse fitocromo for insuficiente, é necessario que se exponha as sementes a luz
vermelho-extremo para atingir uma quantidade satisfatoria, promovendo assim a germinacao
(TAKAKI et al., 1983).

Segundo VIDAVER (1980) e TAIZ e ZEIGER (2009), a incidéncia de luz nas sementes
no comprimento de onda vermelho-extremo, deveria impedir a germinagdo, uma vez que faz
com que o fitocromo se converta na forma inativa fve. Esse efeito ndo foi notado nesse trabalho,
uma vez que a diferenca no comprimento de onda dos filtros ndo influenciou na germinabilidade
das sementes, sendo todas as médias iguais estatisticamente (Tabela 2).

REBOUCAS e SANTOS (2007), submetendo sementes de Melocactus conoideus a
diferentes espectros de luz, obtiveram os maiores resultados de germinabilidade quando usaram
a luz vermelho extremo, no entanto o I\VVG foi o influenciado negativamente, tendo o pior valor

de todos os filtros testados.
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O filtro transparente foi 0 que proporcionou os piores resultados para todas as variaveis
consideradas. Isso foi contrario ao resultado encontrado por BERGO et al. (2010), que
avaliando a germinacdo de Piper hispidum e Piper aduncum, sob influéncia da luz branca,

obtiveram os melhores resultados de IVG e germinabilidade.

CONCLUSOES

A germinacédo das sementes de Piper marginatum néo foi influenciada significativamente pela
qualidade de luz. Porém, o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o tempo médio de
germinacdo (TMG) apresentaram os melhores resultados quando sob a luz vermelha e, essas
variaveis, foram inversamente associadas, ou seja, quanto maior o VG menor o TMG e vice-

versa.
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Resumo

A capeba (Piper marginatum Jacg.), pertencente a familia Piperaceae, € uma planta amazonica
utilizada para fins fitoterapicos. Este trabalho objetivou avaliar a propagacao via estaquia da
espécie em funcdo do nivel de sombreamento da planta matriz e do tipo de estaca. O
experimento foi instalado em casa de vegetacdo, com sistema de irrigacdo por nebulizagéo, na
cidade de Manaus/AM (2°53'18.5"S e 59°58'08.9"W). Foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 2 x 3, com 4 repeti¢Oes de 12 estacas, sendo
2 tipos de sombreamento da planta matriz (pleno sol e sombreamento de 50%) e 3 tipos de
estacas (apical, mediana e basal). As estacas foram mantidas em bandejas de poliestireno
expandido de 72 células durante 60 dias. As varidveis analisadas foram: sobrevivéncia (%);
enraizamento (%); numero médio de brotacfes; nimero médio de folhas; comprimento médio
da maior raiz (cm); massa seca média da raiz (g) e massa seca média das brotacdes (g). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e, quando o teste F foi significativo, as médias
dos tratamentos foram submetidas ao teste Tukey a 5% de probabilidade. Estacas apicais
apresentaram o melhor desempenho para todas as varidveis analisadas, seguidas das basais e

por fim as medianas, independente do sombreamento das plantas matrizes.

Termos para indexacdo: Piperaceae, Piper marginatum, planta medicinal, propagacéo,

estaquia.
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Abstract:

The capeba (Piper marginatum Jacq.), belonging to the family Piperaceae, is an amazonian
plant used for the purpose of medicine. The objective of this work was to test the propagation
via cutting of the species according to the type of shading of the matrix plant and the types of
cuttings. The experiment was carried out in a greenhouse with a nebulization irrigation system,
in the city of Manaus / AM (02° 53 28,7 'S and 59° 58' 15,3" W). It was used a completely
randomized design, in a 2 x 3 factorial scheme, with 4 replications of 12 stakes, 2 types of
shading of the matrix plant (full sun and 50% shading) and 3 types of cuttings (apical, median
and basal). The stakes were maintained in 72 cell expanded polystyrene trays for 60 days. The
variables analyzed were: survival (%); Rooting (%); Average number of shoots; Average
number of leaves; Average length of the largest root (cm); Mean dry mass of the root (g) and
average dry mass of the shoots (g). The data were submitted to analysis of variance and, when
the F test was significant, the means of the treatments were submitted to the Tukey test at 5%
of probability. Apical cuttings obtained the best performance for all analyzed variables,

followed by basal and finally medium ones, regardless of the shading of the matrix plants.

Index terms: Piperaceae, Piper marginatum, medicinal plant, propagation, cutting.
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Introducéo

A Amazoénia possui uma rica biodiversidade floristica, com as mais diversas aplicacfes
como, por exemplo, cosmética, madeireira, 6leos essenciais, alimenticia e medicinal, que tém
grande importancia cultural para as populac6es tradicionais da regido. Apesar dessa enorme
quantidade de espécies, ainda sdo poucas as que foram estudadas cientificamente,
principalmente com respeito as suas caracteristicas agronémicas, ou silviculturais. Conhecer 0s
métodos de propagacdo de uma espécie nativa um dos passos iniciais para a domesticacdo da
mesma, 0 que possibilita a sua utilizacdo de forma sustentavel, protegendo populacGes de
ocorréncia natural de coletas excessivas (Tombolato et al., 2004).

Piper marginatum Jacq. € uma Piperaceae amazo6nica popularmente conhecida por
capeba, malvarisco, pimenta-do-mato, capeba-cheirosa e nhandi. E utilizada como fitoterapico
contra doencas hepaticas, vesiculares, espasmos musculares, picadas de cobras e de insetos e
para alivio de gases intestinais (Maia et al., 2001; Chaves et al., 2006). Na culinaria pode ser
utilizada para substituir a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) (Guimarées & Giordano, 2004).
Estudos demonstram que o extrato da folha e o 6leo essencial possuem atividades biolégicas
como cercaricida (Frischkorn, 1978), inseticida (Coitinho et al., 2010; Coitinho et al., 2011;
Mesa et al.,2012), acaricida (Assis et al., 2010) e fungicida (Silva & Bastos, 2007; Araujo et
al., 2014).

Na literatura, ha relatos de que a propagacdo sexuada dessa espécie possui algumas
limitacOes. Em geral, as sementes apresentam baixa taxa de germinag&o, tanto no campo quanto
in vitro (Delgado-Paredes et al., 2012; Chaves et al., 2014a).

Um metodo alternativo de propagacdo dos vegetais € a propagacdo vegetativa ou
assexuada. Seu principio é baseado na totipotencialidade das células vegetais, ou seja, cada
célula viva possui a informacéo genetica necessaria para regenerar um novo individuo inteiro e

independente (Hartmann et al., 2011).
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Dentre os métodos de propagacdo assexuada existentes, a estaquia € considerada a mais
popular, por ser de facil manipulacdo e de maior viabilidade econémica para estabelecimento
de plantios de clones, uma vez que possibilita a manutencéo das caracteristicas genéticas da
planta matriz (Paiva et al., 1996; Pinto et al., 2001). As estacas podem ser confeccionadas por
segmentos das folhas, caules ou raiz. Geralmente utiliza-se a caulinar, devido ao potencial de
regeneracdo das gemas ja existentes e por requerer apenas que se forme um novo sistema
radicular adventicio (Xavier et al., 2003).

Uma das classificacdes utilizadas para estacas é feita de acordo com a posi¢do ocupada
no ramo de origem, podendo ser apicais (ou terminais), medianas e basais. Estas diferentes
posicBes conferem diferencas principalmente anatdbmicas e hormonais, que, dependendo da
espécie, podem gerar distintos resultados sobre os pegamentos dessas estacas (Dousseau, 2009;
Cunhaetal., 2015).

Fatores internos e externos influenciam na formacao de raizes nas estacas, como idade
e condicao fisioldgica da planta matriz, balan¢co hormonal, potencial genético, tipo de estaca,
época do ano, luminosidade, umidade, temperatura e substrato (Xavier et al., 2009; Hartmann
etal.,, 2011). A luz é fundamental para rizogénese, uma vez que serve de fonte de energia para
a fotossintese. Por outro lado, luminosidade elevada ativa a enzima AlA-oxidase, degradadora
de auxinas, reduzindo assim o potencial de enraizamento. Sendo assim, recomenda-se fazer o
cultivo das plantas matrizes e condugdo do enraizamento das estacas sob baixas radiacgdes,
principalmente para espécies que apresentam dificuldades de enraizamento (Hartmann et al.,
2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da combinacéo de niveis de iluminacao
da planta matriz com tipos de estaca no enraizamento de estacas de P. marginatum, a fim de

contribuir com subsidios para a domesticacao da espécie.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com sistema de irrigacdo por
nebulizacdo, localizada no Setor de Plantas Medicinais e Hortalicas da Embrapa Amazonia
Ocidental, em Manaus - AM (2°53'18.5"S e 59°58'08.9"W). A altitude média é de 50 metros e
temperatura média anual de 25,6 °C, com precipitacdo média de 2.200 mm anual. A coleta de
ramos plagiotropicos, para confeccdo das estacas, foi realizada em fevereiro de 2016, no
periodo da manha.

Para o fator sombreamento foram utilizadas plantas matrizes de ocorréncia espontanea
que apresentavam boa qualidade fitossanitaria, sob duas condi¢cdes de luminosidade: a pleno
sol e sombreadas hd um ano com telas de polipropileno (Sombrite®) com nivel de
sombreamento de 50%.

Para o fator posicdao no ramo, foram confeccionadas estacas basais (didmetro médio de
9 mm) (Fig. 1A), medianas (diametro médio de 6 mm) (Fig. 1B) e apicais (diametro médio de
2 mm) (Fig. 1C). Estas possuiam tamanho médio de 10 + 3 cm, duas gemas e apenas as apicais
continham uma folha, reduzida a 1/3 do seu tamanho original. As estacas foram plantadas em
bandejas de poliestireno expandido de 72 células contendo substrato comercial Topstrato®,

enterradas até 1/3 do seu comprimento (Fig. 1D).
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Figura 1: Aspectos das estacas de Piper marginatum: (A) basais; (B) medianas; (C) apicais; e (D) em bandejas de

poliestireno expandido de 72 células, contendo Topstrato®.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, em esquema fatorial de 2
(sombreamento das plantas matrizes: pleno sol e sombreamento de 50%) X 3 (posic¢do da estaca
no ramo: apical, mediana e basal), com 4 repeti¢cdes, cada uma composta por 12 estacas. O
experimento teve duragdo de 60 dias e as variaveis analisadas foram: sobrevivéncia (%);
enraizamento (%); numero médio de brotacdes; nimero médio de folhas; comprimento médio
da maior raiz (cm); massa seca média da raiz (g) e massa seca média das brotacdes (g). Os
dados foram submetidos a analise de variancia e, quando o teste F foi significativo, as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Efetuou-se a

transformacoes dos dados a fim de normalizé-los, sendo que para as varidveisoriundas de

porcentagem e contagens, utilizou-se /x + 0,5 por conter alguns dados nulos e para as
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variaveis oriundas de pesagens apenas v/x . Os dados foram analisados por meio dos programas

computacionais Excel ® e ASSISTAT® (Silva & Azevedo, 2016).

Resultados e Discussao

Nenhuma das variaveis observadas apresentou efeito significativo quanto ao tipo de
sombreamento, enquanto, com exce¢do do comprimento da maior raiz (CMR), todas foram
influenciadas significativamente pelo tipo de estaca (Tabela 1). Por outro lado, apenas a massa
seca da raiz (MSR) e a massa seca dos brotos (MSB) apresentaram efeito de interacao
significativo entre os fatores sombreamento e tipo de estacas.

N&o ha relatos na literatura sobre o efeito do sombreamento da planta matriz no
enraizamento de estacas de P. marginatum. O resultado aqui alcancado diverge do encontrado
por Costa Junior et al. (2003), que trabalhando com duas cultivares de goiabeira (Psidium
guajava L.), Rica e Kumagai, observaram que plantas matrizes com sombreamento de 30%,
apresentaram maior porcentagem de enraizamento, em relacdo as mantidas a pleno sol. Os
mesmos inferiram que isto estaria relacionado a concentrac@es maiores de auxinas enddgenas
nos ramos, estimuladas pelo sombreamento. Schwengber et al. (2009), trabalhando com
aracazeiro (Psidium cattleyanum Sabine), espécie do mesmo género da goiaba, nao
encontraram efeito significativo quanto aos niveis de sombreamento testados, no enraizamento

de estacas.
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Tabela 1 — Quadrados médios das analises de variancia para sobrevivéncia (SOB), enraizamento (ENR), nimero
médio de brotacbes (NB), nimero médio de folhas (NF), comprimento médio da maior raiz (CMR), massa seca
média das raizes (MSR), massa seca média das brotaces (MSB), referentes a combinacdo de dois tipos de

sombreamento da planta matriz com trés tipos de estacas de Piper marginatum.

Quadrados médios
Fonte de variagdo G. L.

SOB ENR NB NF CMR MSR MSB

Sombreamento (S) 1 3,458 " 3946™ 0,008™ 0,069™ 0836"™ 0000"™ 0,001

Estacas (E) 2 32,064**  38,771** 0,179** 0,192** 0,852™ 0,009 ** 0,106 **
Interagdo (S x E) 2 0,114 0,443™ 0,001™ 0,217™ 0,845"™ 0,001* 0,008 *
Tratamentos 5 13,563**  16,475** 0,074** 0,099** 0,526™ 0,004** 0,046 **
Residuo 18 1,112 1,785 0,006 0,020 0,385 0,000 0,002
C. V. (%) 15,02 20,14 7,56 12,12 19,10 20,66 20,71

* e ** significativos a 5e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ™ ndo significativos a 5 e 1% de
probabilidade pelo teste F.

Independente da combinacdo de estacas apicais ou medianas, de plantas matrizes
sombreadas ou a pleno sol, estas ndo produziram valores diferentes estatisticamente de massa
seca média das brotacdes (MSB) e nem de massa seca média das raizes (MSR), diferentemente
de guando foram usadas estacas basais, que tiveram o pior desempenho nas duas variaveis

guando provenientes de matrizes sombreadas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Massa seca média das brotagGes e massa seca média das raizes, em fungéo da interagdo entre os fatores

sombreamento e tipo de estaca, referentes a estaquia de Piper marginatum.

Massa seca das brotacGes (g) Massa seca das raizes (g)
Fatores Pleno sol Sombreamento 50% Pleno sol Sombreamento 50%
Apical 0,134 aA 0,131 aA 0,011 aA 0,011 aA
Mediana 0,017 aC 0,031 aB 0,001 aC 0,003 aB
Basal 0,046 aB 0,022 bB 0,004 aB 0,002 bB

Para cada variavel, as médias seguidas da mesma letra minuscula na horizontal e mesma letra mailscula na

vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Era esperado que o sombreamento das plantas matrizes influenciasse positivamente o
enraizamento das estacas, uma vez que o sombreamento provoca o estiolamento das plantas,
fazendo com que ocorram alteragcdes nas quantidades de carboidratos, compostos fendlicos e
dos reguladores de crescimento, principalmente a auxina, presentes no caule e nas folhas de
maneira a aumentar o potencial do enraizamento (Voltolini, 1996; Casa Grande Junior et al.,
1999; Hartmann et al., 2011).

Casa Grande Junior et al. (1999) estudando a influéncia de trés niveis de sombreamento
(30, 50 e 70%) sobre os teores de carboidratos e fendis em estacas semilenhosas de aracazeiro
(Psidium cattleyanum Sabine), observaram que o0 aumento da intensidade de sombreamento
provocou elevacdo dos teores de amido e reducédo dos teores dos compostos fenolicos nas folhas
e nos caules. Com o aumento no teor de amido, que € uma substancia de reserva, espera-se que
estacas sombreadas tenham maior capacidade de enraizamento e resisténcia quando submetidas
as condicOes adversas. Voltolini (1996), também trabalhando com aragazeiro, conseguiu maior
porcentagem de estacas enraizadas, raizes mais numerosas e compridas além da reducéo da

mortalidade, quando utilizou material sombreado. J& a diminui¢cdo dos compostos fendlicos
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facilita o enraizamento, pois quando estes compostos entram em contato com o oxigénio,
sofrem oxidacgéo causando necrose nos tecidos (Casa Grande Junior et al., 1999).

Os resultados encontrados nesse trabalho, quando usadas estacas basais provenientes de
matrizes sombreadas ou a pleno sol, diferem dos autores acima citados. E possivel que nas
estacas basais a emissdo de raizes seja prejudicada fisicamente pela lignificacdo, que constitui
uma verdadeira barreira fisica e também quimicamente, pois a peridoxidase, enzima
responsavel pela sintese de lignina, degrada a auxina, baixando assim sua concentracao,
diminuindo a quantidade das raizes e consequentemente prejudicando o desenvolvimento de
sua parte aérea (Taiz & Zeiger, 2009). No entanto, existem espécies como a horténcia
[Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.], que mesmo se tratando de um arbusto semi-lenhoso,
conseguem obter melhores resultados de enraizamento e qualidade de raizes, quando usadas
estacas basais (Luz et al., 2007).

De um modo geral, as estacas apicais proporcionaram os melhores resultados nas
diversas variaveis, seguidas das basais e, por fim, as medianas (Tabela 3). E comum que estacas
oriundas de diferentes por¢des da planta possuam caracteristicas fisioldgicas e anatbmicas
distintas, que podem induzir diferentes respostas em relacdo aos fatores que afetam a rizogénese
(Dousseau, 2009). Orgdos que estdo em pleno crescimento ativo apresentam maiores
concentracOes de auxinas (e. g., acido indolacético), o que faz com que estacas de diferentes

idades apresentem taxas varidveis de enraizamento (Neves et al., 2006).
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Tabela 3 - Médias da sobrevivéncia (SOB), porcentagem de enraizamento (ENR), nimero de brotacdes (NB),
namero de folhas (NF) e comprimento médio da maior raiz (CMR), em relacdo aos niveis do fator tipo de estaca

de Piper marginatum.

Tipo de estaca SOB (%) ENR (%) NB NF CMR (cm)
Apical 83,33a 81,25a 0,98 a 1,22 a 11,69 a
Mediana 27,08 c 23,96 b 03lc 0,51b 8,50 a
Basal 46,87 b 39,58b 0,57 b 0,94 a 11,19a

Meédias seguidas da mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As estacas apicais foram as Unicas confeccionadas com uma folha reduzida a 1/3 do seu
tamanho original. A biossintese do acido indol-3-acético (AlA), principal auxina encontrada
naturalmente nas plantas, esta associada aos tecidos com réapida divisdo celular e crescimento,
especialmente nas partes aéreas. Mesmo que todos os tecidos vegetais sejam capazes de
produzir niveis baixos de AIA, os meristemas apicais de caules e folhas jovens sdo 0s principais
locais de sintese desse horménio, que em altos niveis, estimula a iniciacdo de raizes laterais
(ramificadas) e raizes adventicias. (Ljung et al., 2001; Taiz & Zeiger, 2009). O efeito da
presenca de folhas no enraizamento também esté relacionado a translocacéo de carboidratos
para a base da estaca e a regulacdo do estado hidrico da estaca (Oliveira et al., 2001; Ahkami
et al., 2009).

Como o transporte de auxina na planta é feito principalmente em sentido basipeto, ou
seja, das extremidades apicais para as basais (Taiz & Zeiger, 2009), é normal que as
concentracdes desse hormonio variem de acordo com os tipos de estacas, sendo mais
concentrado naquelas retiradas de locais mais proximos aos apices dos ramos e menos
concentradas naquelas retiradas mais proximas da base. O mesmo acontece com outras
substancias promotoras e inibidoras de enraizamento adventicio (Gontijo et al., 2003). Sendo
assim, era esperado que as estacas apicais tivessem maiores médias de enraizamento, o que foi

encontrado nesse trabalho, onde 81,25% enraizaram. No entanto, seguindo esse raciocinio, as
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estacas basais (39,58%) deveriam ter o pior desempenho, porém, apesar de estatisticamente
serem iguais, as menores médias pertenceram as estacas medianas (23,96%).

Cunha et al. (2015) avaliando o enraizamento de diferentes tipos de estacas de Piper
hispidum, combinados com diferentes tipos de substratos, obtiveram resultados semelhantes,
onde estacas apicais (85,67%) apresentaram as maiores medias de enraizamento, mas foram
estatisticamente iguais as medianas que obtiveram baixos indices de enraizamento, com apenas
53,87%. Os autores atribuiram esses valores das estacas basais ao fato de apresentarem
constituicdo semilenhosa, devido a maior maturidade dos tecidos, proporcionando, assim,
maior capacidade de disponibilizar os carboidratos necessarios para o crescimento das raizes e
brotacdes, reforcando o que foi mencionado no inicio da discussio. E importante enfatizar que
0 papel destes carboidratos € de permitir a sobrevivéncia das estacas durante todo o processo e
ndo como regulador na formacéo de raizes.

Para o numero de brotacOes, as estacas apicais obtiveram a maior média (0,98), no
entanto para nimero de folhas, essas ndo diferiram estatisticamente das estacas basais. As
estacas medianas obtiveram pior desempenho para ambas as variaveis. Este resultado contrario
ao de Pio et al. (2006), onde afirmaram que quando se retira a gema apical, hd uma quebra da
dominancia apical, estimulando assim a ativacdo das gemas laterais para o langamento das
brotacfes e consequentemente, ha um aumento no numero de folhas. Porém, é importante
salientar que esse resultado pode ser consequéncia dos baixos niveis de enraizamento e
sobrevivéncias dos demais tipos de estacas, diminuido consequentemente 0s nimeros médios

de brotacdes e numeros médios de folhas.
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Conclustes
As estacas apicais de Piper marginatum apresentaram melhor desempenho na
propagacdo por estaquia, seguidas das basais e, por fim, medianas, as quais, em geral,

independem do sombreamento da planta matriz.
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6. SINTESE

Os resultados evidenciaram que é possivel, através da otimizacdo de
determinados fatores, tornar mais eficientes diferentes meios de propagacdo da
espécie Piper marginatum. Na propagacéo sexuada, a germinacdo das sementes de
P. marginatum néo foi influenciada significativamente pela qualidade de luz. Porém, o
indice de velocidade de germinacao (IVG) e o tempo médio de germinacéao (TMG)
apresentaram os melhores resultados quando sob a luz vermelha e, essas variaveis,
foram inversamente associadas, ou seja, quanto maior o IVG menor o TMG e vice-
versa. Na propagacdo vegetativa via estaquia convencional, as estacas apicais de
Piper marginatum apresentaram melhor desempenho, seguidas das basais e, por fim,

medianas, as quais, em geral, independem do sombreamento da planta matriz.
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