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Piper aduncum L., conhecido como pimenta-de-macaco, ¢ um arbusto produtor de éleo essencial, com uso promissor tanto na
agricultura como na medicina, devido a sua ag@o inseticida e fungicida. Embora haja interesse comercial pela espécie, sdo
escassos 0s estudos sobre o seu ambiente de cultivo. Dentre as tecnologias utilizadas para se obter caracteristicas agrondmicas
desejaveis, o sombreamento com malhas fotoseletivas tem se destacado como viavel no cultivo de diversas espécies. Sendo
assim, objetivou-se avaliar a influencia do sombreamento com malhas fotoseletivas sobre o desenvolvimento inicial ¢ a
estrutura foliar de Piper aduncum L. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se
mudas desenvolvidas por cinco meses em tubos de PVC (15 x 30 cm), contendo substrato a base de terra de subsolo, esterco
bovino ¢ areia (2:1:1) e mantidas em condi¢des de viveiro, com malhas fotoseletivas de 50% de sombreamento nas cores
preta, vermelha e azul. A estrutura do limbo foliar foi descrita a partir de secgdes transversais e paradérmicas da regido
mediana de folhas completamente expandidas localizadas entre o segundo e o terceiro interno, analisadas por técnicas de
microscopia de luz e eletronica de varredura. Das secgdes transversais foram obtidas as espessuras dos tecidos (epiderme da
superficie adaxial, camada subcelular superior, parénquima palicadico, parénquima de transicdo, parénquima esponjoso,
camada subcelular inferior e epiderme da superficie abaxial) e total do limbo. Das sec¢des paradérmicas foram obtidos o
nimero de tricomas glandulares e tectores por mm?, de ambas as superficies do limbo em microscopia eletronica de varredura
e numero e didmetro dos estomatos em microscopia de luz. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A estrutura do limbo foi influenciada pelas malhas coloridas.
O desenvolvimento sob a malha azul proporcionou maiores espessuras da hipoderme adaxial e abaxial, do parénquima
esponjoso ¢ do limbo total, enquanto sob a malha vermelha a espessura de todos os tecidos do limbo foram menores, exceto
do parénquima de transi¢do e da epiderme abaxial, que ndo diferiram entre as condigdes de sombreamento. O numero de
estomatos foi superior na malha azul e vermelha e inferior na preta. Ao contrario do que foi observado para o nimero, os
didmetros polar e equatorial dos estomatos foram superiores na malha preta e inferior na azul e vermelha. Na superficie
adaxial, o nimero de tricomas glandulares foram superiores na malha preta, seguida pela azul e pela vermelha. Na abaxial foi
semelhante, exceto pela malha vermelha, que ndo diferiu das demais condigdes. Na superficie adaxial, os tricomastectores
foram superiores na malha preta, seguido pela azul e vermelha, que ndo diferiram entre si. Na abaxial ndo foi observada
diferengas entre as malhas coloridas. O teor dos Oleos essenciais extraidos separadamente das folhas e ramificagdes, ndo
diferiram entre as malhas de sombreamento.
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INTRODUCTION

(Pereira et al, 2009) e fungicida (Guerriniet al, 2009).
Embora haja interesse comercial pela espécie, sdo escassos os
estudos sobre o seu desenvolvimento inicial em fungdo do

Piper aduncum L., conhecido como pimenta-de-macaco, ¢ um
arbusto nativo da América Tropical e amplamente distribuido
em quase todo o territorio brasileiro, principalmente em
pastagens e bordas de matas (Lorenzi; Matos, 2002).
Apresenta potencial de utilizacdo na recomposi¢do de areas
degradadas e, da parte aérea, ¢ extraido dleo essencial, com
uso promissor tanto na agricultura como na medicina, devido a
baixa toxidade a mamiferos, possui também ag¢ao inseticida

ambiente de cultivo.O desenvolvimento das plantas é regulado
pelas caracteristicas genéticas, ambientais ¢ hormonais. Dentre
os fatores ambientais de origem biotica, a radiag@o se destaca
por influenciar diversos processos no biociclo vegetal. As
plantas utilizam a luz como uma fonte de energia, a qual pode
estimular ou limitar o processo fotossintético e como um sinal
com informagdes espaciais e temporais importantes sobre o
seu ambiente circundante (Waters; Langdale, 2009). Quando
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sujeitas ao sombreamento da vegetagdo, as plantas sdo
expostas a uma variedade de sinais informativos, que incluem
a alteracdo na qualidade da radiacdo e uma redugdo na
quantidade de radiac¢do; ocorre uma diminui¢do na proporgao
de comprimentos de onda vermelha e vermelho-extremo
(baixa relagdo V:VE) e azul (Franklin, 2009). Alteragdes no
ambiente luminoso podem induzir as plantas a desenvolverem
estratégias adaptativas altamente plasticas, quer seja para
tolerar ou evitar o sombreamento (Franklin, 2009). A anatomia
foliar pode ser grandemente influenciada pela radiagdo
recebida durante o crescimento, uma vez que a folha ¢ um
orgdo plastico e sua estrutura interna adapta-se as condigdes
externas do ambiente (Schluteret al, 2003). As respostas das
plantas as alteracdes na qualidade da luz s3o varidveis, por
isso, torna-se necessario o conhecimento de quais por¢des do
espectro estdo envolvidas nas respostas de cada planta,
principalmente, sobre a anatomia foliar de espécies que
apresentam importancia medicinal (Martins et al., 2008). Essa
capacidade dos vegetais em responder ao ambiente de cultivo
tem sido utilizada para se obter caracteristicas anatdmicas
desejaveis. Dentre as tecnologias utilizadas, o sombreamento
com malhas fotoseletivas tem se destacado como uma
tecnologia vidvel no cultivo de espécies de interesse
ornamental (Lima et al.,, 2010), medicinal (Brant et al., 2008;
Martins et al., 2008; Martins et al., 2009). A manipulagio
espectral pode ser utilizada para promover respostas
anatomicas desejadas, como estimulo no vigor vegetativo,
nanismo, ramificagdo, diversidade de folhas e tempo de
floragdo (Shahaker al., 2008). Segundo Oren-Shamir et
al.(2001), as malhas fotoseletivas diferem nos espectros de
transmitancia da radia¢do fotossinteticamente ativa. A malha
azul apresenta um pico principal de transmitancia na regido do
azul-verde (400-540nm), enquanto que a malha vermelha
possui maior transmitdncia para comprimentos de ondas
superiores a 590 nm. Objetivou-se avaliar os efeitos do cultivo
sob malhas de transmissdo de luz diferenciada sobre o
desenvolvimento das plantas, o conteudo de pigmentos
cloroplastideos e o teor dos 6leos essenciais de folhas e caules
e a estrutura foliar de P. aduncum.

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no viveiro de Plantas
Medicinais, do Departamento de Fitotecnia, da Universidade
Federal de Lavras, no periodo de janeiro a junho de 2006, sob
condicdes de viveiro. As mudas foram produzidas a partir de
sementes coletadas em plantas adultas, no Municipio de
Lavras (21°14°S, 45°00°'W GRW, altitude 918m), Minas
Gerais (MG). O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, utilizando-se mudas desenvolvidas
por 50 dias em bandeja de isopor com 72 células, contendo o
substrato Plantmax” e mantidas em sala de crescimento.
Posteriormente foram transplantadas para tubos de PVC (15 x
30 cm), contendo substrato a base de terra de subsolo, esterco
bovino e areia (2:1:1) e mantidas em condigdes de viveiro, sob
sombreamento de 50% com malhas fotoseletivas, nas cores
preta, vermelha e azul. Durante todo o periodo experimental as
mudas foram irrigadas diariamente. Apds cinco meses do
transplantio foi realizada uma avaliagdo final quanto a
estrutura do limbo e o teor do dleo essencial. A estrutura do
limbo foliar foi descrita a partir de sec¢des transversais e
paradérmicas da regido mediana de folhas completamente
expandidas localizadas entre o segundo e o terceiro entreno,
sendo analisadas por técnicas de microscopia de luz e
eletronica de varredura. Das secgdes transversais em

microscopia eletronica de varredura foram obtidas as
espessuras dos tecidos (epiderme da superficie adaxial,
camada subcelular superior, parénquima pali¢adico,
parénquima de transicdo, parénquima esponjoso, camada
subcelular inferior e epiderme da superficie abaxial) e total do
limbo. Das sec¢des paradérmicas em microscopia eletronica de
varredura foram obtidos o ntimero de tricomas glandulares e
tectores por mm?’, de ambas as superficies do limbo. Para a
analise estomatica realizou-se secgdes peridérmicas ¢
posteriormente foram observados em microscopia de luz. Para
a caracterizagdo anatdmica por meio de microscopia de luz, as
folhas foram fixadas em alcool 70% e as secgdes transversais
obtidas a mao-livre, clarificadas em hipoclorito de sodio
comercial diluido a 50%, seguida de lavagens com agua
destilada, coradas com safrablal (safranina e azul de Astra,
1:1) (Johansen, 1940), e novamente lavadas em agua destilada.
As seccOes paradérmicas foram obtidas pela dissociagdo
quimica das epidermes adaxial e abaxial, mediante imers3o de
fragmentos de 1 cm® em mistura de Jeffrey (4cido nitrico e
acido cromico a 10%, 1:1), durante 12 horas (Johansen, 1940).
A epiderme adaxial foi clarificada em hipoclorito de sodio
comercial diluido a 50%, seguida de lavagens em agua
destilada, coradas com safranina 1% e novamente lavadas em
agua destilada. A epiderme abaxial ndo foi clarificada.
Laminas semi-permanentes foram montadas com agua
glicerinada (1:1) e em seguida, analisadas e microfotografadas
em microscopio Olympus modelo BX 60, com camera digital
Canon A630 acoplada. As escalas referentes as ilustragdes
foram obtidas utilizando-se lamina micrométrica nas mesmas
condicdes oOpticas utilizadas para cada caso.

Para a caracterizagdo anatdmica por meio de microscopia
eletronica de varredura, fragmentos da regido mediana do
limbo foram coletados e fixados em Karnovsky modificado -
Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampdo cacodilato
de sodio 0,05 M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M. Esses foram
armazenados nessa solugdo por um més em geladeira. As
sec¢Oes paradérmicas foram lavadas em tampdo cacodilato,
pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 2 h, desidratadas
em gradiente progressivo de acetona, submetidas a secagem ao
ponto critico (BAL-TEC, modelo CPD-030, Principalityof
Liechtenstein), montadas em stubs de aluminio com fita dupla-
face e metalizados em evaporador de ouro Sputtering (BAL-
TEC, modelo SCD-050, Principalityof Liechtenstein). Para a
obten¢do das secgOes transversais, as amostras foram imersas
em solu¢do de glicerol 30% em 4gua destilada por 30 minutos,
congeladas em nitrogénio liquido e fraturadas com bisturi.
Essas secgdes foram pos-fixadas em tetroxido de osmio e
prepadas conforme descrito acima. Todas as secgdes foram
analisadas em microscopio eletronico de varredura (LEO,
modelo EVO 40 XVP, Cambrigde-UK). O 6leo essencial foi
extraido por hidrodestilagdo durante 2 horas, utilizando-se
aparelho de Clevenger modificado, foram utilizados 40 gramas
de matéria seca de cada o6rgdo (caule e folha) de plantas
coletadas entre 7 e 9 horas da manha, separando-se parte aérea
de ramos. Apoés a extracdo, o 6leo essencial foi quantificado e
acondicionado em frascos hermeticamente fechados contendo
tampa de borracha, coberto com papel laminado, evitando-se a
exposi¢do a luz, e mantido sob refrigeracdo (8°C). Foram
determinados os teores do dleo essencial com base na matéria
seca de folhas, ramos ¢ parte aérea total. O delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
2x3x4, com 4 repeticdes de 25 sementes/tratamento. A analise
estatistica foi realizada mediante o uso do programa estatistico
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Sisvar sendo realizada a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

O limbo em sec¢do transversal (Fig. la - ¢) possui epiderme
adaxial e abaxial com formato variavel, tendendo ao
retangular, alongadas no sentido periclinal. Logo abaixo de
ambas as epidermes, foram observadas a presenga de uma a
duas camadas de células grandes desprovidas de cloroplastos,
aqui denominada de camada subcelular. Essa camada ¢ sempre
continua e bem desenvolvida abaixo da epiderme adaxial;
porém, menor e algumas vezes ausente na abaxial. No
mesofilo ¢ evidenciado parénquima clorofiliano com
disposicdo dorsiventral, constituido por um extrato de
parénquima palicaddico ou com mais um segundo extrato
apresentando morfologia transicional entre os parénquimas
palicadico e esponjoso (Fig. 1a - ¢). parénquima esponjoso €
constituido por trés a quatro camadas de células isodiamétricas
de disposicdo aleatoria, com poucos espacos intercelulares do
tipo meatos. O Foi observada a presenca de idioblastos
unicelulares de tamanho variado, com distribuicdo variada na
folha, alojando-se sob uma leve depressao ou em mesmo nivel
das células vizinhas, principalmente nas camadas subcelulares
e epidermes, principalmente na abaxial (Fig. la), ou
distribuidos ao longo do mesofilo (Fig. 1c).

Quando esta no mesofilo, esses idioblastos possuem formato
arredondado e, quando inseridos na epiderme, apresentam
formato ovalado. Em sec¢do paradérmica, as células
epidérmicas de ambas as superficies foliares possuem formato
bastante variado, como poligonal, cubicas e retangulares,
alongadas no sentido periclinal, com contorno liso e recoberta
por cuticula delgada (Fig. 1d - i). Foi observada a presenca de
estdmatos apenas na superficie abaxial do limbo, sendo a folha
classificada como hipoestomatica, com seus complexos
estomaticos do tipo tetraciticos (Fig. 1g - i). Os estomatos de
P. aduncumsio salientes. Foram observados tricomastectores e
glandulares, distribuidos em ambas as superficies do limbo
(Fig. 1d - 1). Os tipos de tricomastectores encontrados foram
dois: unicelular curto de extremidade afilada e pluricelular de
extremidade afilada. Os tricomas unicelulares e pluricelulares
possuem a baseenvolta por células epidérmicas dispostas em
roseta. No limbo, os tricomastectores unicelularesforam
encontrados em maior abundancia, ao passo que os tectores
pluricelularesestavam restritos praticamente as nervuras, € 0s
tectores captados, somente na nervura central, sendo ainda
mais raros. Os tricomas glandulares sfo de trés tipos
morfologicos: com pedunculo nitido e porgdo secretora
unicelular de formato globular; com pedinculo mais curto e
inserido entre as células epidérmicas e com por¢do secretora
ovoide, recoberta por cuticula e que apresenta-se curvada
sobre a epiderme e outro com base assemelhando-se ao tricoma
pluricelular com porcao secretora ovdide na extremidade.

Fig.1. Eletromicrografia de varredura de secc¢des transversais (A - C) e paradérmicas (D - J) do limbo de Piper aduncum, cultivada sob
malhas de cores preta (A, D e H), azul (B, E e I) e vermelha (C, F e J), sendo que EpAd= epiderme da superficie adaxial; CSsup=
camada subcelular superior; PP= parénquima palicadico; PT= parénquima de transicio; PE= parénquima esponjoso; 10= idioblasto

oleifero; TG= tricoma glandular ovdide; TT= tricomatector
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Tabela 1. Espessura dos tecidos e total do limbo P. aduncum ap6és cultivo sob malhas coloridas. EpAd= epiderme da superficie
adaxial; CSsup= camada subcelular superior; PP= parénquima pali¢idico; PT= parénquima de transi¢do; PE= parénquima
esponjoso; CSinf= camada subcelular inferior; EpAb= epiderme da superficie abaxial

Cor da malha EpAd CSsup PP PT PE CSinf EpAb Limbo Total
Preta 23,07 a 26,76 ab 35,25a 17,50 a 3528b 5,15b 15,16 a 149,61 ab
Azul 2344 a 28,76 a 36,61 a 1591 a 43,07 a 13,31a 16,71 a 158,67 a
Vermelha 18,45b 24,00 b 31,57b 17,59 a 32,50b 9,60 ab 1547 a 143,64 b
Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre (p<0,05).
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O mais comum foi o tricoma glandular ovéide, que se encontra
distribuido em ambas as superficies do limbo. Tanto o tricoma
secretor globular como o captado sdo bastante raros e foram
localizados apenas na epiderme abaxial. A estrutura do limbo
foi influenciada pelas malhas coloridas (Tabela 1). O
desenvolvimento sob a malha azul proporcionou maiores
espessuras da hipoderme adaxial e abaxial, do parénquima
esponjoso e do limbo total, enquanto sob a malha vermelha a
espessura de todos os tecidos do limbo foi menor, exceto do
parénquima de transi¢do e da epiderme abaxial, que nao
diferiram entre as condicdes de sombreamento. A maior
espessura do limbo na malha azul foi devido as maiores
espessuras da hipoderme adaxial e abaxial e do parénquima
esponjoso, enquanto que na malha vermelha a espessura de
todos os tecidos do limbo foi menor. O papel da hipoderme
esta associado a estocagem foliar de dgua e a sustentagdo da
folha, pois, atua diminuindo a evaporagao de 4gua dos tecidos,
evitando o colapso das células pelo murchamento (Metcalfe,
1979). O parénquima palicadico estd intimamente relacionado
com a fotossintese e, um maior desenvolvimento desse tecido
pode permitir maior fixagdo de CO,, com uma menor abertura
dos estdmatos em um curto espaco de tempo, levando a
economia no uso da agua. O aumento da espessura do
parénquima esponjoso esta relacionado com o incremento do
carbono interno, por meio, da difusdo de CO,. O aumento da
espessura do parénquima esponjoso estd diretamente
relacionado a luminosidade ao qual a planta esta submetida,
interferindo diretamente no crescimento da folha. Folhas
expostas a alta luminosidade tendem a serem menores e mais
finas, apresentando um mesofilo reduzido, enquanto, folhas de
ambientes com menor incidéncia luminosa sdo maiores,
apresentando, desta forma, mesofilo mais espesso (Fernandes
etal., 2014).

A luz vermelha influencia o desenvolvimento das plantas pelas
mudangas nos espectros vermelho e vermelho distante, que s&o
absorvidos de forma interconversiveis pelo fitocromo (Souza
et al., 2011). Alteragdes nos espectros vermelho e vermelho
distante estimulam o crescimento do caule, mudancas na
densidade estomatica e no florescimento, além de promover
reducdo na espessura da folha (Martins et al., 2009). A luz
azul proporciona um crescimento mais vigoroso para a planta,
isso se da, devido ao fato de os cloroplastos absorverem maior
quantidade de luz devido aos pigmentos contidos nele, além de
apresentar a maior transmitancia na regido do azul-verde (400-
540 nm), (Souza et al, 2011). Em plantas de
Ocimumgratissimumnio foi observada diferenga para a
espessura dos tecidos do limbo apés o cultivo sob malhas
coloridas (Martins et al., 2009). A espessura dos tecidos do
limbo de Ocimumselloitambém nao diferiram entre as malhas
azul e vermelha, no entanto, a comparacdo foi feita com
plantas a pleno sol (Martins et al., 2009).Essas diferengas entre
as espécies podem indicar que o desenvolvimento dos tecidos
foliares ¢ influenciado pelo fator genético e ambiental.

O numero de estdmatos foi superior na malha azul e vermelha
e inferior na preta (Fig. 2a). Ao contrario do que foi observado
para o nimero, os didmetros polar e equatorial dos estomatos
foram superiores na malha preta e inferior na azul e vermelha
(Fig. 2b). Silva et al. (2015) avaliando Tamarindus indica L.
sob malhas coloridas, obteve o mesmo resultado do presente
trabalho. Segundo o autor, a relagdo didmetro polar/didmetro
equatorial dos estomatos, sdo consideradas como
caracteristicas de alta plasticidade, em plantas cultivadas em
diferentes espectros de luz (Fig. 2e). Tsunoyamaet al. (2002),

relatam que a luz azul influencia na biossintese de clorofila e
em outros pigmentos através da regulacdo da expressdo de
alguns determinados genes. Onde, hd um maior vigor foliar em
plantas cultivadas sob malha azul e malha vermelha, quando
comparado a malha preta. Estudos mostram que maior
densidade estomatica pode ser encontrada quando folhas sdo
expostas a alta irradiacdo, dando indicagcdes de melhor controle
da condutancia estomatica, a qual ira reduzir as perdas de agua
por transpiragdo (Souza et al., 2011; Silva et al., 2015). Na
superficie adaxial, o niimero de tricomas glandulares foram
superiores na malha preta, seguida pela azul e pela vermelha
(Fig. 2c). Na abaxial foi semelhante, exceto pela malha
vermelha, que nio diferiu das demais condi¢des. Plantas de O.
gratissimumap0s o cultivo sob as malhas preta e azul exibiram
maiores quantidades de tricomas glandulares (peltado e
capitado) em relacdo a vermelha (Martins et al., 2009). Na
superficie adaxial, os tricomastectores foram superiores na
malha preta, seguido pela azul e vermelha, que ndo diferiram
entre si. Na abaxial ndo foi observada diferengas entre as
malhas coloridas (Fig 2d). De acordo com Martins ef al., 2008
a densidade de tricomastectores na superficie adaxial das
folhas age como uma espécie de filtro, que pode modificar a
radiacdo solar recebida pela planta e com isso aumentar a
reflexdo da mesma, minimizando assim o efeito da radiagdo
intensa nos tecidos fotossintetizantes, além disso também
oferecem protegdo mecédnica para a planta contra perda
excessiva de 4gua, contra ataques de herbivoros. Os
tricomastectores ndo produzem nenhum tipo de secre¢do e
acredita-se que possam, entre outras fungdes, reduzir a perda
de agua por transpiracdo das plantas que vivem em ambientes
xéricos (secos), auxiliar na defesa contra insetos predadores e
diminuir a incidéncia luminosa (Martins et al, 2009). O
numero de tricomastectores foi superior apenas sob a malha
preta em folhas de plantas de O. gratissimumapds o cultivo sob
as malhas coloridas (Martins et al., 2009b). Ap6s cinco meses
do transplantio o teor dos oOleos essenciais extraidos
separadamente das folhas e ramificagdes (Fig. 2f), ndo
diferiram entre as malhas de sombreamento.

Conclusao

A malha vermelha acarreta em redugdo na espessura dos
tecidos foliares e no conteido de carotendides, o que
provavelmente contribui para o menor desenvolvimento da
planta nesse ambiente. Nesse contexto, essas variaveis podem
ser utilizadas como importantes marcadores de ambientagdo do
vegetal. Conclui-se que a qualidade da radiag@o solar pode ser
modulada a fim de se obter caracteristicas desejaveis
relacionadas ao crescimento e florescimento de P. aduncum.
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