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RESUMO

Piper hispidum Swingle é um arbusto nativo das terras baixas do México, de distribui¢do
pantropical. A espécie contém amidas, benzenos, acidos benzdicos, flavonoides e dleos
volateis. Suas atividades antifingicas, antimicrobianas, antiplasmodiais, leishmanicidas e
inseticidas podem ser utilizadas na medicina e na agricultura, o que tem estimulado pesquisas
quimicas e farmacoldgicas. A propagacdo tradicional de espécies de Piper ndo é eficiente,
devido a baixa viabilidade e germinacdo de sementes, recalcitrancia, e escasso ou lento
enraizamento de estacas. O objetivo da presente pesquisa foi a regeneragdo de plantas de P.
hispidum, promovendo a formacgdo de raizes e brotagdes em seccOes foliares, visando ao
estabelecimento de um método alternativo de propagacdo dessa espécie. Para isso, foram
utilizadas folhas de trés tamanhos: pequeno: 4-7 cm de comprimento; médio: 7-10 cm; e
grande: 10-13 cm. As folhas foram cortadas em metades (apical e peciolar) por corte
transversal no meio da lamina foliar. As partes cortadas das metades foram imersas em uma
solucdo do horménio éacido indolbutirico (AIB) a 1000 ppm por 5 e 20 minutos, ou ndo
submetidas ao hormoénio. As estacas foram colocadas individualmente em copos plasticos
(400 mL) contendo areia e solo (1:1), em casa de vegetacdo, no Campo Experimental da
Embrapa Ronddnia, em Porto Velho. Foram utilizadas trés posi¢cdes das metades da folha:
apical: metade apical com a seccdo transversal para baixo; basal: metade peciolar com a
seccao transversal para cima; e basal invertida: metade peciolar com seccéo transversal para
baixo. Ap6s 82 dias foram avaliados o nimero e 0 comprimento das raizes e brotaces. Os
tratamentos que resultaram em menor proliferacdo de raizes induziram brotacfes maiores e
mais numerosas. O tamanho das folhas ndo afetou o nimero de raizes, mas as folhas pequenas
produziram brotacGes maiores e mais numerosas. A imersdo em AIB induziu a producéo de
raizes. No entanto, o numero e o comprimento das brotacdes foram maiores quando nédo
houve imersdo no horménio. A porcdo apical gerou raizes mais numerosas e longas, mas as
porcdes basais e basais invertidas produziram maior numero de brotacGes, e a porcao basal
invertida resultou em maior comprimento das brotagdes. As estacas de folhas podem ser um
método pratico para a propagacdo vegetativa de P. hispidum. Para isso, folhas pequenas
podem ser utilizadas como fonte de estacas basais e basais invertidas, sem tratamento com
auxina.

Palavras-chave: Organogénese in vivo; Enraizamento de folhas; Brotagbes adventicias;
Propagacéo cloral.



ABSTRACT

Piper hispidum Swingle is a shrub native to the lowlands of Mexico, of pantropical
distribution. The species contains amides, benzenes, benzoic acids, flavonoids and volatile
oils. Its antifungal, antimicrobial, antiplasmodial, leishmanicidal and insecticidal activities can
be used in medicine and agriculture, which has stimulated chemical and pharmacological
research. The traditional propagation of Piper species is not efficient due to the low viability
and seed germination, recalcitrance, and poor or slow rooting of cuttings. The objective of the
present research was the regeneration of P. hispidum, promoting the formation of roots and
shoots in leaf sections, aiming at the establishment of an alternative method of propagation of
this species. For this, sheets of three sizes were used: small: 4-7 cm in length; medium: 7-10
cm; and large: 10-13 cm. The leaves were cut into halves (apical and petiolar) by transversal
cut in the middle of the leaf blade. The cut parts of the halves were immersed in a solution of
the indolebutyric acid (IBA) at 1000 ppm for 5 and 20 minutes, or not submitted to the
hormone. The cuttings were individually placed in plastic cups (400 mL) containing sand and
soil (1: 1), in a greenhouse at the Embrapa Ronddnia Experimental Field, in Porto Velho.
Three positions of the leaf halves were used: apical: apical half with cross section down;
basal: petiolar half with cross section upwards; and inverted basal: peciolar half with cross-
section downwards. After 82 days the number and length of roots and shoots were evaluated.
Treatments that resulted in lower root proliferation induced larger and more numerous shoots.
The size of the leaves did not affect the number of roots, but the small leaves produced larger
and larger shoots. The immersion in IBA induced the production of roots in the cuttings.
However, the number and length of shoots were greater when there was no immersion in the
hormone. The apical portion generated more numerous and long roots, but the inverted basal
and basal portions produced a greater number of shoots, and the inverted basal portion
resulted in a longer shoot length. Leaf cuttings can be a practical for the vegetative
propagation of P. hispidum. For this, small leaves can be used as a source of inverted basal
stakes, without auxin treatment.

Keywords: Organogenesis in vivo; Leaf rooting; Adventitious shooting; Clonal propagation.
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1 INTRODUCAO

Um novo método de propagacdo vegetal, até 0 momento descrito unicamente em uma
publicacédo cientifica (BASAK et al., 2014), foi testado neste trabalho visando a regeneracéo
de plantas de Piper hispidum. Este método consiste na utilizacdo de seccdes foliares como
estacas vegetais, 0 que representa uma alternativa interessante de propagagdo vegetal, com
diversas vantagens sobre os métodos tradicionais. Em relacdo a propagacdo sexuada, por
sementes, o presente método ndo envolve mistura de material genético de diferentes
individuos, e portanto permite a clonagem de um individuo que possua caracteristicas
desejaveis, dependendo da espécie cultivada. Em relacdo a propagacdo assexuada, por estacas,
este método é muito menos destrutivo para a planta, além de ser mais produtivo, pratico e de
baixo custo.

A planta escolhida para a avaliacdo deste método de propagacéo foi P. hispidum, uma
espécie nativa do México mas de vasta distribuicdo pelos tropicos, incluindo a regido da
Amazonia brasileira. Esta espécie relne caracteristicas de interesse para a propagacdo, pois
tem sido amplamente utilizada na medicina popular, devido a bioatividade dos diversos
compostos secundarios que produz, cujo uso potencial na medicina e na agricultura tem
estimulado pesquisas quimicas e farmacoldgicas. Além disso, conforme mencionado por
Ahmad et al. (2011), a extensa coleta de plantas do género Piper nos ambientes naturais,
devido ao seu extenso uso na medicina popular, aliada ao desmatamento das florestas
tropicais, tem diminuido suas populacGes e até mesmo ameacado a espécie, levando a um
esgotamento da diversidade genética insubstituivel e evidenciando a necessidade do cultivo
destas plantas.

Os resultados aqui apresentados da pesquisa, na qual foram avaliados fatores basicos
para a utilizacdo em escala ampla deste método. Para isso, foi determinado o tamanho das
folhas que devem ser utilizadas, qual a por¢éo foliar (apical ou basal) tem maior potencial de
regeneracdo de plantas e em qual posicdo estas porcdes foliares devem ser dispostas no

substrato, e a necessidade do emprego de hormonio para o enraizamento das estacas foliares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo da presente pesquisa foi obter a regeneracdo de plantas de P. hispidum,

com o enraizamento em estacas foliares e a posterior formacao de brotagdes.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito do &cido indolbutirico sobre o enraizamento e a regeneracdo de
plantas a partir de estacas foliares.

o Avaliar o enraizamento e o potencial regenerativo de diferentes porcoes foliares de P.
hispidum e posigdes destas por¢des no substrato.

o Avaliar o enraizamento e o potencial regenerativo de estacas foliares de P. hispidum
em relagéo ao tamanho das folhas utilizadas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O género Piper (Piperaceae)

O género Piper (Piperaceae) é um grupo pantropical (Figura 1) com quase 2000
espécies, constituindo um importante elemento das florestas de planicie e montanha. A
maioria das especies de Piper esta reservado a altitudes que variam de 0 a 2500 m, e poucos
ocorrem acima de 3000 m. E um dos dez géneros mais numerosos de angiospermas
encontrados nos tropicos, atinge sua maior diversidade em terras baixas da regido neotropical
(américas) com aproximadamente 1300 espécies, e uma estimativa de 700 espécies na regiao
paleotropical (africa e asia) (CHAKRABORTY e SHAH, 2011).

Foram descritos cerca de 19 géneros para a familia Piperaceae. S&o reconhecidos no
Brasil os géneros Peperomia Ruiz e Pav., Manekia Trel., Piper L. e Ottonia Spreng. Os
representantes da familia sdo facilmente reconhecidos por apresentarem folhas simples, flores
diminutas, aclamideas reunidas em inflorescéncias do tipo espiga, ovario sipero com um
ovulo e fruto do tipo drupa. No entanto, a dificuldade de delimitacdo taxondmica em
Piperaceae reside no nivel especifico (CHRIST, 2016).

A maior diversidade de espécies de Piper ocorre nos tropicos americanos (700 spp.),
seguida pela Asia (300 spp.), Onde as espécies economicamente importantes sio P. nigrum L.
(pimenta preta) que se tornou uma das principais fontes de temperos em todo o mundo, e P.
betle L. (bétele) utilizadas para aliviar a prisdo de ventre em criancas (JARAMILLO e
MANOS, 2001; CHAVEERACH, et al., 2008).

Em todos os tropicos, vérias espécies de Piper possuem valor econdmico indiscutivel,
sdo usadas para muitos propdsitos, como alimentos, temperos, perfumes, 6leos, venenos de
peixes, inseticidas, alucindgenos e medicamentos. Nas Américas, as espécies de Piper tém
sido usadas para tratar uma variedade de doencas ginecoldgicas, problemas gastrointestinais,
depressdo, ansiedade, dor e inflamacdo, bem como infec¢des bacterianas e flngicas
(MICHEL et al., 2010).

Diversas espécies sdo utilizadas para fins medicinais: P. umbellatum (capeba) para
dores de estdmago e seus frutos sdo mastigados com bétele para tosses. Suas folhas também
sdo consumidas cruas ou cozidas com tempero, podendo ser aquecidas e aplicadas no peito
para aliviar a tosse e a asma. A decoccdo de folhas de P. sarmentosum € utilizada para curar
dores nos ossos e aplicadas nas testas de criangas que sofrem de dores de cabeca. P.

poryphyrophyllum, uma espécie selvagem com folhas roxas e salpicadas, supostamente
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eficazes contra lepra, dores de estbmago em criancas e uma variedade de doencas de pele
(CHAN e WONG et al., 2014).

Em sua maioria sdo trepadeiras, perenes, lenhosas e arbustivas com nodulos e
estdmatos dilatados ou inchados. As folhas de vérias espécies de Piper sdo tipicamente
aromaticas ou tém cheiro pungente; sdo inteiras, dorsiventrais, alternas, raramente opostas ou
verticiladas, pecioladas com estipulas. As espécies do género sdo arbustos eretos ou
escandentes, aromaticos, apresentam indumento variado, caule articulado e nodoso, podendo
ser reconhecidas por sua fruta pulposa (RAHMAN et al., 2016).

As espécies do género Piper estudadas sob o ponto de vista fitoquimico apresentaram
uma grande variedade de metabolitos secundarios e podem ser extraidos das espécies de Piper
e comercializados como perfumes. Também sdo conhecidos por conter terpenos e resinas,
responsaveis pelo gosto adstringente. Investigacfes fitoquimicas de espécies de Piperaceae
mostram varia¢@es distintas de flavondides, dos quais tém sido isolados vérios compostos
fisiologicamente ativos, sendo alcaldides / amidas, propenilfendis, lignanas, neolignanas,
terpenos, esteroides, kawapironas, piperolideos, chalconas, diidrochalconas, flavonas e
flavanonas. O rastreio fitoquimico de Piper revelou a presenca de uma variedade de produtos
naturais como &acido mevalbénico (monoterpenos e sesquisterpenos), amidas de cinamolo e
alquilamidas, aristolactamas, flavona, dihidroflavona, dihidrochalcona e flavonoides
(SANTANA, 2012; BRAGA, 2017).

Estudos realizados com plantas do género Piper nativas e cultivadas no estado de
Rond6nia tém demonstrado que sdo produtoras de Gleos essenciais, amidas, flavonoides e
fenilpropanoides, entre outros metabdlitos secundarios (FACUNDO et al., 2008).

Christ (2016), destaca os trabalhos de Yuncker (1972, 1973, 1974) que realizou uma
vasta revisdo das espécies de Piperaceae no Brasil apresentada em uma obra de quatro
volumes. Este autor reuniu conhecimento sobre 457 espécies de Piperaceae, inclusive novos
tdxons para a ciéncia, e revisou nomes para 0s géneros Piper, Peperomia, Photomorphe,
Sarcorhachis e Ottonia. Esta obra é reconhecida como a principal contribui¢do para o
conhecimento de Piperaceae no Brasil, dado que nenhum estudo semelhante foi realizado a

partir de entéo.
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Figura 1 - Distribuicdo geografica do género Piper por Jaramillo e Manos (2001).
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3.2 Aespécie Piper hispidum

Piper hispidum é um arbusto nativo das terras baixas do México, conhecido
popularmente como “jabo randi”, “falso-jaborandi”, “cordoncillo”, “matico”, “aperta-jodo” e
“matico-falso”. E uma espécie de distribuicio neotropical, comumente encontrada em locais
perturbados e florestais. A distribuicdo geografica desta espécie se estende pelas Américas, do
México a Argentina. No Brasil, encontra-se nos estados do Amazonas, Para, Piaui, Cear3,
Paraiba, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina, Mato Grosso, S&o Paulo,
Mato Grosso do Sul e Rondonia (FACUNDO et al., 2008).

As sementes germina logo apds distdrbios naturais ou provocados pelo homem mas
também é comum no sub-bosque de florestas de transicdo e podem persistir em floresta
priméaria. A germinacdo da espécie € controlada pelo fitocromo e ocorre na natureza somente
quando as sementes sdo repetidamente expostas a luz ndo-filtrada pela vegetacdo ou apds
varios meses de armazenamento no solo (MENG et al., 2014).

A espécie possui porte arbustivo, medindo cerca de 1,8 a 2,0 m de altura (Figura 2),
caule cilindrico, de coloracédo verde-clara, nodoso, aspero, com lenticelas e ramos mais jovens
pubescentes. As folhas (Figura 3) sdo alternas, simples, curtamente pecioladas, inteiras, de
formato ovado, apresentando limbo assimétrico com 15,0 - 17,0 cm de comprimento e 10,0 -
12,0 cm de largura, coloragdo verde-escura na face adaxial e verde-clara abaxialmente, pice
acuminado e base obtusa. Espigas eretas, 8-14 cm comprimento; pedunculo até 1 cm
comprimento, hirtelo; bractéolas triangular peltadas e franjadas na margem. Quatro estames.

Frutos tipo drupas oblongas ou lateralmente comprimidas, papiloso-puberulentas no apice,
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com trés estigmas persistentes sésseis. O sistema radicular adventicio é extenso, ramificado,
constituido por raizes finas que partem da base subterranea e alargada do caule e assumem
posicao paralela a superficie do solo (FREIRE, 2015; CUNHA, 2014).

Figura 2. Planta de P. hispidum. Figura 3. Folha de P. hispidum.
B | AN A9 &4l

3.3 Constituintes quimicos e bioatividade de P. hispidum

Os metabolitos secundarios tém um papel importante na adaptacdo das plantas aos
seus ambientes; essas moléculas contribuem para que as mesmas possam ter uma boa
interacdo com os diferentes ecossistemas sendo responsaveis por diversas atividades
bioldgicas. Podem atuar como antibi6ticos, antiflngicos e antivirais para proteger as plantas
dos patogenos, e também apresentando atividades antigerminativas ou toxicas para outras
plantas (fitoalexinas). As trés familias de moléculas principais sdo consideradas: 0s
compostos fendlicos, 0os compostos terpénicos e esterdides, e os alcaldides (FUMAGALI et
al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Estdo

amplamente distribuidos no reino vegetal, englobando desde moléculas simples até outras
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com alto grau de polimerizagcdo. Estdo relacionados, principalmente, com a protecéo,
conferindo alta resisténcia a microrganismos e pragas. Nos alimentos, estes compostos podem
influenciar o valor nutricional e a qualidade sensorial, conferindo atributos como cor, textura,
amargor e adstringéncia. Na maioria dos vegetais, os compostos fenolicos constituem o0s
antioxidantes mais abundantes (SOARES et al., 2008; EVERETTE et al., 2010).

Os compostos terpénicos e esterdides sdo caracterizados por apresentar diversas agdes
farmacoldgicas, sendo as principais a anti-inflamatoria, analgésica e inseticida. Os esterdides
vegetais sdo compostos com 28 ou 29 carbonos, diferindo do colesterol (27 carbonos) pela
presenca de uma ramificagdo metila ou etila adicional na cadeia carbdnica. Dentre os efeitos
dos esteroides vegetais, sao reconhecidas suas propriedades hipocolesterolémicas. Dentre seus
beneficios a salde humana destaca-se a reducdo da absorcdo do colesterol da dieta, com
consequente reducdo dos niveis sanguineos; a reducdo do risco de doencas cardiovasculares; e
inibicdo do crescimento de certos tipos de tumores malignos (PEREIRA e CARDOSO, 2012).

Os compostos terpénicos apresentam diversas atividades bioldgicas, entre as quais se
destacam cardioprotetora, gastroprotetora, anti-inflamatoria, antitumoral, leishmanicida e anti-
hiperglicémica (CURSINO, et al., 2009). Essas a¢6es farmacoldgicas sao citadas em estudos
desenvolvidos por Schwertner et al. (2008) onde ele ressalta atividades significativas contra
inflamagdes, dores hepéticas e Ulceras, e ainda atividades antimaléricas, citotoxidade contra
células tumorais em proliferacdo e inibi¢do do virus HIV-I.

Os alcaldides podem ser definidos como compostos farmacologicamente ativos,
contendo um nitrogénio e derivados de aminoacidos nao sdo distribuidos de maneira uniforme
no reino vegetal e sdo mais especificos para alguns géneros e espécies de plantas. Formam um
grupo heterogéneo de compostos naturais que normalmente, apresentam uma estrutura
complexa. Sdo constituidos por carbono, hidrogénio e nitrogénio no qual a maioria dos casos,
forma parte de um anel heterociclico, sendo a maioria deles oxigenados. Muitos autores s
consideram como verdadeiros alcaldides os compostos com nitrogénio em anéis
heterociclicos e como protoalcaldides os que o possuem numa cadeia lateral aciclica. A sua
origem biogenética € normalmente a partir de aminoacidos mas ha varios alcal6ides que
derivam de terpenos e esterdis. Sdo providos de uma grande atividade farmacoldgica ou
toxicolégica (FUMAGALI et al., 2008; CABRAL e PITA, 2015).

P. hispidum tem sido vastamente pesquisada em relacdo aos seus constituintes
guimicos, os quais podem ser de grande interesse para a medicina e agricultura, 0 que tem
incentivado pesquisas quimicas e farmacoldgicas. Em termos de constituintes quimicos, P.

hispidum contém amidas, benzenos, acidos benzoicos, flavonoides, e 6leos essenciais, 0s
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quais tém significativas atividades antifingica, antimicrobiana, antiplasmodial, leishmanicida
e inseticida (MICHEL et al., 2010; SILVA et al., 2014).

Entre os constituintes fixos isolados de P. hispidum destacam-se as amidas do tipo
isobutilicas, pirrolidinicas, dihidropiridonas, piperidinas, derivados prenilados do acido
benzdico, derivados do &cido cindmico e flavondides (NASCIMENTO et al. 2012).

3.4  Utilizacdo de P. hispidum na medicina popular

A espécie é usada nas farmacopéias tradicionais da América do Sul para muitos
propdsitos. Suas caracteristicas adstrigente, diurética, anti-hemorragica e estimulante do
figado também tem sido descritas. As folhas sdo utilizadas sob a forma de banhos contra
hemorroidas, reumatismos e desinterias; quando frescas sdo usadas como emplastros em
hernia de umbigo de criancas; tendo 0 mesmo uso no estado seco e reduzido a pd, sendo ainda
consideradas hemostaticas (ORLANDELLI et al., 2012).

No Peru, suas folhas sdo tradicionalmente usadas pelos chayahuitas, um grupo étnico
peruano amazénico, como cataplasmas para curar feridas e tratar os sintomas da leishmaniose
cuténea, e regular a menstruacdo (ORLANDELLI et al., 2012). Na Guatemala, é conhecido
como “puchuq” e usado pelo povo Q'eqchi como um cha para tratar dismenorréia, amenorréia
e dores no corpo. Na Nicaradgua, ¢ conhecido como “cordoncillo” também usado para aliviar
dores (MICHEL et al., 2010). Na Colémbia, um decocto de folhas € usado para tratar a
malaria (MORTON, 1981). Na Jamaica € utilizado para dores de estbmago e como repelente
de insetos (SCOTT et al., 2008).

Na Amazobnia brasileira, P. hispidum é conhecido pelos nomes vernaculares de
“matico” e “aperta-jodo”, utilizado para aliviar dores no peito e como agente anti-
inflamatério, com intmeras aplicacdes na medicina. E mencionado no tratamento de asma,
bronquite, febre, dores no abdémen, hemorroidas, como estimulante e inseticida (CUNHA,
2014).
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3.5  Propagacao

3.5.1 Propagacao sexuada

A propagacdo sexuada, por sementes, é o principal método pelo qual as plantas se
reproduzem na natureza, e também um dos mais eficientes, sendo amplamente utilizado na
propagacao de plantas cultivadas (HARTMANN et al., 2002).

No entanto, a propagacéo tradicional de espécies de Piper por meio de sementes ndo
tem se mostrado eficientes, devido a baixa viabilidade de sementes, & sua recalcitrancia,
associadas a baixos niveis de germinacdo, evidenciando a necessidade de métodos

alternativos de propagacao.

3.5.2 Propagacao assexuada por estaquia

A propagacao vegetativa é considerada ideal na rapida multiplicacdo de uma espécie
sob ameaca ao tentar manter certas caracteristicas desejadas, através da separacao de partes
vegetativas de uma planta. Assim, a partir de um simples exemplar pode-se produzir outra
planta geneticamente idéntica ao progenitor, ou seja, um clone, assim como muitos porta-
enchertos utilizados na propagacdo de fruteiras. Em muitas espécies de importancia
econbmica, os plantios sdo feitos utilizando-se de clones, obtidos por propagacdo vegetativa (
TOOGOOD, 2007; AMRI et al., 2010).

Umas das alternativas para viabilizar plantios uniformes é a propagacao assexuada por
meio da estaquia, pois esta € muito vantajosa, permitindo em um curto espaco de tempo
maximizar a producdo de mudas, possibilitando também que apenas uma Unica planta-matriz
possa gerar varios clones, apresentando baixo custo, facil execucdo e uniformidade nos
plantios, viabilizando uma selecdo mais eficiente, quando comparada com a reproducédo
sexuada (CUNHA et al., 2015).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos sobre a propagacao vegetativa por estaquia
em razdo da necessidade de mudas em viveiros comerciais. E um método de propagagio
vegetativa que possui a vantagem de garantir a selecdo de genotipos superiores, além da maior
producdo de mudas em menor espago de tempo. As desvantagens da estaquia incluem a
dificuldade de se induzir a producdo de raizes adventicias em muitas espécies, bem como a
diminuicdo da capacidade de enraizamento, como a ontogenia da planta (e.g., Eucalyptus

spp.), 0 que torna dificil a producdo de raizes em estacas maduras. Sob este aspecto, 0
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tratamento das estacas com auxinas, principalmente acido indolbutirico (AIB) € prética
bastante difundida (NEVES et al., 2006).

A estaquia baseia-se no principio de que € possivel regenerar uma planta, a partir de
uma porcdo de ramo (regeneracdo de raizes), ou de uma porcdo de raiz (regeneracdo de
ramos). Assim, a partir de um segmento, € possivel formar-se uma nova planta. A propagacdo
por estacas praticamente ndo apresenta inconvenientes. Entretanto, nem sempre é viavel,
especialmente quando a espécie apresenta baixo potencial genético de enraizamento,
resultando em pequena percentagem de mudas obtidas. Por sua vez, mesmo que haja
formacdo de raizes, seu desenvolvimento pode ser insuficiente e o percentual de mudas que
sobrevivem apds o plantio, no viveiro, pode ser muito baixo (FACHINELLO et al., 2005).

No género Piper, as plantas sdo convencionalmente propagadas através de estacas de
caule, mas este método tradicional ndo pode ser eficaz para multiplicar a planta
proporcionalmente a demanda crescente. Além disso, a propagacao vegetativa de espécies de
Piper por meio de estacas é dificultada devido a escassez ou atraso no enraizamento,
evidenciando a necessidade de métodos alternativos de propagacdo para espécies de Piper.
(BASAK, 2014; PADHAN, 2015).

3.5.3 Propagacdo assexuada in vitro

Os estudos sobre enraizamento adventicio tiveram grandes avan¢os a partir do ano de
1928, com a identificacdo do primeiro fitohormdnio de ocorréncia natural: a auxina &cido
indolacético (AlA). Posteriormente, em 1935, auxinas sintéticas analogas ao AlA, como 0s
acidos indolbutirico (AIB) e naftaleno acético (ANA) foram preconizados como
fitorreguladores de enraizamento. Entre os principais fatores relacionados ao enraizamento de
plantas cultivadas in vitro, encontram-se os niveis de auxina endodgena, as condicdes inerentes
a planta matriz como juvenilidade e gendtipo, 0 meio de cultura, a presenca de reguladores de
crescimento e carboidratos, a nutricdo mineral, a presencga de poliaminas e substancias como
carvao ativado e compostos fenolicos e as condi¢cdes ambientais de crescimento das plantulas
in vitro (SOUZA et al., 2007).

As técnicas de cultura de tecidos sdo amplamente utilizadas para produzir biomassa
mais saudavel de uma unica planta em um curto espaco de tempo e fornecem oportunidades
para conservacdo de germoplasma e regeneracdo de plantas de tecidos somaticos,

ultrapassando a barreira sexual. Podem resultar em gendtipos geneticamente estaveis e Uteis,
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desempenhando um papel importante na propagacao clonal, e no melhoramento de plantas das
espécies de Piper (BHAT et al., 1995; AHMAD et al., 2014).

Zhang (2008), destaca que a grande dificuldade na propagacdo in vitro de Piper € a
alta ocorréncia de contaminacdo por bactérias e infecgdes fungicas, que resultam em grande
perda de brotacfes e, portanto, uma taxa de propagacdo muito lenta. A contaminacgéo fingica
e bacteriana dos explantes é peculiar a este género e, para superar esse problema, a
esterilizacdo superficial dos explantes é feita usando cloreto de mercdrio, cujos efeitos toxicos

em humanos, animais e meio ambiente sdo bem conhecidos (RAO e SHARMA, 2001).

3.6 Acido indolbutirico

O crescimento e o desenvolvimento de um vegetal ndo sdo possiveis, sem que haja
uma comunicacdo eficiente entre as células, tecidos e 6rgdos, sendo que a regulacdo e a
coordenacdo do metabolismo, crescimento e morfogénese dependem da atuacdo de
substancias quimicas chamadas horménios (RAVEN et al., 1996).

A auxina foi o primeiro horménio vegetal descoberto, e os primeiros estudos
fisiol6gicos acerca do mecanismo de expansdo celular vegetal foram focalizados na acdo
desse hormdnio. De modo geral, para as auxinas naturais emprega-se o termo hor6nio ou
fitormdnio e as auxinas sintéticas sdo denominadas de reguladores de crescimento vegetal
(MERCIER, 2008; BARBOSA, 2009).

Dentre as auxinas que apresentam maior efeito no enraizamento, destacam-se o AlB,
ANA e AIA, empregadas de diferentes formas e quantidades em estacas caulinares,
principalmente por meio de imersdo em solugdo concentrada, ou imersdo em po, cujo
concentrado é misturado com talco inerte. As auxinas estimulam as células do periciclo a se
dividirem, formando o primoérdio radicular, crescendo a raiz lateral através do cértex e da
epiderme da raiz, podendo ser utilizadas isoladamente ou em combinagéo (TAIZ e ZEIGER,
2004).

O AIB é a auxina sintética mais comumente utilizada na inducdo do enraizamento
adventicio e tem sido utilizada em numerosas espécies vegetais tanto por possuir propriedade
de promover a formacgdo de primordios radiculares, como por se tratar de uma substancia
fotoestavel, de acdo localizada e menos sensivel a degradagéo biologica em comparagdo com
as demais auxinas sintéticas (PARAJARA, 2015).

O AIB é um composto usado rotineiramente na horticultura para promover o

enraizamento de estacas; no peroxissomo, ele € rapidamente convertido em AIA por
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oxidacdo. Tanto livre quanto conjugado, o AIB ocorre naturalmente nas plantas e serve como
fonte de auxina para processos especificos do desenvolvimento. Em algumas espécies, tem
sido demonstrado também que a auxina se conjuga a peptideos, glicanos complexos (unidades
multiplas de aclcares) ou glicoproteinas, mas ainda ndo se conhece o papel fisioldgico exato
desses conjugados (TAIZ et al., 2017).

Os 6rgaos em crescimento ativo apresentam maiores concentrag@es de auxinas (AIB) e
tipos de estacas diferentes do ponto de vista fisiologico (idade) apresentam taxas de
enraizamento variaveis. A quantidade de auxina necessaria para induzir o enraizamento em

geral menor em estacas mais jovens (NEVES et al., 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no periodo de setembro a dezembro de 2017, na
Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), em Porto Velho, estado de
Ronddnia, Brasil. As folhas foram coletadas de plantas de dois anos de idade de P. hispidum
cultivadas em casa de vegetacdo (50% de sombra).

Foi designado trés tamanhos foliares (Figura 4): pequenas 4-7 cm de comprimento;
médias 7-10 cm; e grandes 10-13 cm. As folhas foram cortadas em metades (apical e basal)
por corte transversal no meio da lamina foliar (Figura 5). As partes cortadas das metades
foram imersas em uma solucéo do horménio AIB a 1.000 ppm por 5 e 20 minutos ou imersas

em agua, como controle experimental.

Figura 4. Tamanho das folhas: pequena, média e grande.
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As porcdes foliares foram colocadas individualmente em angulo de 45 graus em copos
plasticos (400 ml) (Figura 6) contendo uma mistura de areia e solo (1:1), de acordo com 0
método descrito por Basak et al. (2014). Foram utilizadas trés posi¢Ges das metades da folha:
metade apical com a seccdo transversal para baixo, metade peciolar (basal) com a seccdo
transversal para cima (isto €, peciolos no interior do substrato) e metade peciolar com a
secgdo transversal para baixo (i.e. peciolo para cima).

As caracteristicas fisico-quimicas do substrato foram: 520 mg dm de P, 0,27 cmol.
dm2de K, 1,73 cmolc dm=de Ca, 0,94 cmol. dm de Mg, 0,0 mg dm= de Cu, 84,50 mg dm-
de Fe, 23,47 mg dm=de Mn, 18,37 mg dm= de Zn, 6,1 cmol. dm= de H+AI, 0,0 cmolc dm™
de Al, 9,05 cmol. dm= de CTC; 11,0% de argila, 17,2% de areia fina, 61,7% de areia grossa e
10,2% de silte.

Figura 6. Copo com porgdes apical, basal e basal invertida
em substrato com areia e solo (1:1).

Foram utilizadas 243 porcGes foliares, sendo trés porgdes em cada copo (81 copos),
em esquema fatorial — 3 tamanhos foliares x 3 tipos de por¢des foliares (daqui em diante
referidas como estacas foliares) x 3 tempos de imersdo em AIB x 3 blocos x 3 repeticoes.

Figura 7. Aspecto do experimento de propagacdo de P. hispidum por meio de estacas foliares.
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Ap0s 82 dias avaliou-se 0 nimero e comprimento das raizes e brotagdes formadas nas
estacas foliares, peso fresco e seco da parte aérea e radicular, e porcentagem de sobrevivéncia
das estacas. As analises de variancia e o teste de Tukey (P <0,05) foram realizados utilizando

0 programa estatistico Assistat 7.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo significativa entres os fatores tamanhos das folhas, porgdes
foliares e periodos de imersdo em AIB (Apéndice). Assim, os referidos fatores foram

avaliados individualmente.

5.1 Efeito da imersao em AIB

Na figura 8 estdo sumarizados os valores médios de nimero e comprimento de
brotaces e raizes de P. hispidum em relacdo aos periodos de imersdao em AIB. A imersdo em
AIB ndo afetou 0 nimero de brotacdes nas estacas, nem tampouco o comprimento das raizes.
A imersdo no horménio estimulou a producdo de raizes pelas estacas. No entanto, o
comprimento das brotacdes foi inversamente proporcional ao tempo de imerséo em AIB,

sendo maior quando ndo houve imersédo no hormonio.

Figura 8. Valores médios de numero e comprimento de brotacGes e raizes de P. hispidum em
relacdo aos tempos de imersdo em AlB.
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*Letras indicam significAncia na comparacéo entre os tratamentos (teste de Tukey, 5%).

Um padréo observado na pesquisa atual € que a exposi¢do a auxina resultou em menor

desenvolvimento das brotagdes. O nimero de raizes foi maior quando as estacas foram
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imersas em solucdo de AIB, mas esse tratamento hormonal teve efeito negativo em relagdo ao
comprimento da parte aérea. Como afirma Mercier (2008), o enraizamento de folhas ou
estacas ocorre devido ao acumulo de auxina na porcdo imediatamente acima do corte, uma
vez que o transporte polar de auxina € interrompido nessa regido e, para potencializar esse
efeito, a superficie do corte pode ser tratada com uma solucgdo de auxina.

Na inducdo, a auxina atua como sinal para o inicio da divisdo celular e formacéo do
novo meristema. Durante o crescimento, o apice e as folhas das plantas produzem o
horménio, que é transportado para todos os tecidos em crescimento, o que pode explicar a
presenca de raizes em estacas ndo tratadas com hormonio no presente estudo. Além disso, o
antagonismo entre citocininas e auxinas, e consequentemente a inibicdo de gemas laterais
pelas auxinas (GEORGE et al., 2008) pode ser uma explicacdo para o fato de que a exposicao
ao AIB teve efeito negativo sobre a formacéo de brotac6es nas estacas foliares.

Durante o desenvolvimento normal das plantas, as células especificas do periciclo da
raiz primaria sdo pré-determinadas pelos impulsos de auxina no meristema radicular para
comecar a se dividir ativamente e formar os primdérdios das raizes laterais. A auxina aplicada
externamente aumenta essa ativacao e resulta na formacdo de mais primoérdios. No inicio da
formacdo das raizes adventicias (Figura 9), no entanto, ndo existem tais células pré-
determinadas presentes. A formacédo de raizes adventicias requer, portanto, a desdiferenciacéo
celular a fim de adquirir a competéncia para proliferar e regenerar 6rgdos (VERSTRAETEN
etal., 2013).

Figura 9. Crescimento de raizes adventicias em estacas apical e basal.

5.2 Efeito das porcdes foliares

Na figura 10 estdo sumarizados os valores médios de ndimero e comprimento de

brotacGes e raizes de P. hispidum em relagdo as por¢des foliares. O nimero e o comprimento
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das raizes produzidas também foram contrarios ao nimero e comprimento de brotagdes.
Estacas apicais deram origem a um grande nimero de raizes, mas praticamente falharam na
producdo de brotos. Estacas basais e basais invertidas deram origem a um menor nimero de

raizes, mas resultaram em brotacdes em maior nimero e maiores.

Figura 10. Valores médios de nimero e comprimento de brotacdes e raizes de P. hispidum em
relacdo as porcdes foliares.
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E provavel que o grande nimero de raizes produzidas nas estacas apicais seja devido
ao grande nimero de nervuras expostas apos o corte transversal, cada uma delas funcionando
como uma microestaca. Por outro lado, as estacas basais e basais invertidas produziram um
namero relativamente baixo de raizes, mas originaram brotacdes mais numerosas e mais
longas. A fim de propagar as espécies usando esta técnica, recomenda-se usar estacas basais
ou basais invertidas.

E interessante observar que ainda ndo se sabe qual é o tecido que da origem as raizes
adventicias em estacas, mesmo em estacas de caule, amplamente utilizadas na horticultura.
Como afirma Haissig (1986), a maior parte das informacgdes sobre o metabolismo durante o
enraizamento descreve a zona de enraizamento, mas nao a localizagéo precisa da iniciacéo de
primordios. Atualmente, os testes histoquimicos oferecem a Unica esperanca de descrever a

diferenciacdo bioguimica entre as iniciais do primdrdio da raiz e suas células progenitoras.
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Segundo Verstraeten et al. (2013), as raizes adventicias sdo definidas como raizes que se
desenvolvem em tecidos ndo radiculares, como folhas, hipocotilos, caules e brotos. Este
processo é distinto de outros processos de organogénese, pois envolve a iniciacdo de novo de
um meristema e é bastante raro na auséncia de intervencdo humana, mas € uma manipulacéo
industrial comumente utilizada para reproduzir cultivares elite. Esses autores realizaram um
experimento utilizando inducdo radicular adventicia em Arabidopsis thaliana como modelo
para a organogénese radicular e observaram que as raizes adventicias emergiram de células
localizadas no centro da estrutura da haste, e sec¢fes histoldgicas apontaram para células do

cambio/floema que comegam a se dividir com a aplicagédo de auxina.

5.3 Efeito do tamanho das folhas

Na figura 11 estdo sumarizados os valores médios de nimero e comprimento de
brotacGes e raizes de P. hispidum em relacdo aos diferentes tamanhos de folhas. As folhas
pequenas nao diferiram das médias e grandes em relacdo ao nimero e comprimento de raizes.

Porém, induziram brotacGes mais numerosas e longas do que as folhas médias e grandes.

Figura 11. Valores médios de nimero e comprimento de brotacdes e raizes de P. hispidum em
relacdo aos tamanhos da folhas.
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E possivel que as folhas jovens, e consequentemente as folhas pequenas, tenham mais
plasticidade que as folhas maiores e mais velhas, o que poderia explicar sua maior capacidade
de regenerar plantas, como observado neste estudo.

Verstraeten et al. (2013) observam que uma planta precisa manter um certo nivel de
plasticidade para poder se envolver na formagdo de novas estruturas e drgdos. Atraves desta
plasticidade, uma planta tem a capacidade de tolerar condicBes ambientais varidveis através
de adaptac6es morfoldgicas. Os autores mencionam como exemplo de plasticidade a iniciacao
de raizes em estacas de caule.

Na Figura 12 e 13 € possivel observar uma planta inteira produzida a partir de uma
estaca foliar basal.

Figura 12. Planta com 130 dias produzida a Figura 13. Planta regenerada a partir de uma
partir de uma estaca foliar basal (seta) de P. estaca foliar basal, ap6s 210 dias de cultivo.
hispidum.

Neste estudo, evidenciou-se a possibilidade da folha funcionar como uma estaca de
caule. Isto é possivel porque a folha possui todas as estruturas presentes no caule, incluindo
aquelas meristematicas, como procambio e cambio, que ddo origem ao xilema e ao floema
primarios e secundarios, respectivamente. Segundo Raven et al. (2007), o padrdo formado
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pelos feixes vasculares reflete a estreita relacdo estrutural e de desenvolvimento entre o caule
e as folhas (Figura 14). A medida que o primoérdio da folha cresce em comprimento, os feixes
procambiais tambem se diferenciam em direcéo a ele. Desde o inicio, o sistema procambio da
folha € continuo com o do caule. Em cada nédulo, um ou mais feixes vasculares divergem do
cilindro dos feixes do caule, atravessam o cértex e entram na folha. Assim, o mesofilo da
folha é completamente coberto por um sistema de nervuras ou feixes vasculares, que é
continuo com o sistema vascular do caule. A nervura mediana e, as vezes, as nervuras de

maior calibre mostram crescimento secundario em algumas folhas de dicotiled6neas.

Figura 14. Corte transversal da folha por Beck (2010)
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Basak et al. (2014) também utilizaram estacas foliares (porcdes apicais e basais) para
propagar P. longum, com ou sem imerséo por 30 segundos em AIB (1000 ppm), ANA (1000
ppm) ou uma combinacdo dos dois hormonios AIB (1000 ppm) + ANA (1000 ppm). Os
autores observaram que as estacas basais tratadas com AIB (1000 ppm) + ANA (1000 ppm)
resultaram no maior nimero de raizes e brotacdes, porcentagens de enraizamento e brotacdes,
comprimento de raiz e sobrevivéncia das estacas. Esses autores mencionam que esse método
pode ser adotado com capital minimo para produzir material de plantio de qualidade. Além

disso, as folhas podem ser obtidas com muito pouco dano a planta.
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6 CONCLUSAO

As estacas de folhas podem ser um método pratico para propagar P. hispidum
vegetativamente.

N&o se recomenda a imersdo em auxina (acido indolbutirico), pois embora sua
utilizacdo tenha induzido enraizamento, foi negativa em relagdo a inducdo de brotaces,
reduzindo a capacidade regenerativa das porcdes foliares submetidas ao horménio.

Quanto as porcdes foliares, devem ser utilizadas estacas basais e basais invertidas,
cujo capacidade regenerativa € maior do que aquela observada em estacas apicais.

Em relacdo ao tamanho, devem ser utilizadas folhas pequenas (4-7 cm), devido a sua

maior plasticidade e consequentemente maior capacidade regenerativa.
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Anélises de variancia do nimero e comprimento de brotacdes e raizes de P.hispidum em
relacdo ao tamanho da folha, porcéo foliar e tempos de imersdo em AIB e suas interagdes.

Numero de brotactes

FV GL SQ QM F
Tamanho 2 12,92 6,46 10,14 **
Porcéao 2 9,21 4,61 7,24 **
Imersao 2 1,88 0,94 1,48 ns
Interacdo TxP 4 5,45 1,36 2,14 ns
Interacédo TxI 4 1,89 0,47 0,74 ns
Interacdo Pxl 4 2,93 0,73 1,15 ns
Interacdo TxPxl 8 5,63 0,70 1,10 ns
(Tratamentos) (26) (36,91)

Blocos 2 0,77
Residuo 26 16,57 0,637
Total 80 54,25

Comprimento das brotacdes

FV GL SQ QM F
Tamanho 2 523,851 261,925 14,622 **
Porcéo 2 315,176 157,588 8,797 **
Imersao 2 85,11 42,555 2,375 ns
Interacdo TxP 4 315,307 78,826 4,4 ns
Interacéo TxI 4 58,215 14,553 0,812 ns
Interacéo PxI 4 160,548 40,137 2,24 ns
Interacdo TxPxl 8 63,016 7,877 0,439 ns
(Tratamentos) (26) 1521,223
Blocos 2 27,241
Residuo 26 465,759 17,913
Total 80 2014,223

Numero de raizes

FV GL SQ QM F
Tamanho 2 5,21 2,605 0,39 ns
Porcéo 2 2172,32 1086,16 166,33 **
Imersao 2 42.98 21,49 3,29 ns
Interacdo TxP 4 39,34 9,83 1,5ns
Interacéo TxI 4 16,79 4,19 0,64 ns
Interacdo PxI 4 22,13 5,53 0,84 ns
Interacdo TxPxI 8 24.44 3,055 0,46 ns
(Tratamentos) (26) (2323,21)

Blocos 2 32,11
Residuo 26 169,89 6,53
Total 80 2515,21

Comprimento das raizes

FV GL SQ QM F
Tamanho 2 1836,15 918,07 1,2 ns
Porcéo 2 19601,37 9800,6 13,33 **
Imersdo 2 254,02 127,01 0.71ns
Interacdo TxP 4 651,71 162,92 0,22 ns
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Interacdo TxlI 4 924,72 231,18 0,31 ns
Interacéo IxP 4 2888,67 722,16 0,98 ns
Interacdo TxPxI 8 1681,56 210,19 0,28 ns
(Tratamentos) (26) (27838,2)

Blocos 2 56,39

Residuo 26 19102,64 734,71

Total 80 46997,23




