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RESUMO

As plantas medicinais sdo importantes fontes de almétos
secundarios, sendo crescente o interesse em Seast@enconhecer os sistemas
de cultivo e suas respostas a diferentes condigbesientais. A espécie
conhecida como pimenta-de-macacBipér aduncumL.) possui grande
potencial para exploracdo econémica em funcéo uigicyada utilidade do seu
Oleo essencial na agricultura e salde humana. @mnta producdo de
compostos secundarios varia em funcdo de umadefeores. A luz, tanto em
termos de qualidade como em termos de quantidagie, #tor que se destaca
por alterar diretamente ou indiretamente a sintlestes compostos. Assim o
objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimemesempenho ecofisioldgico,
anatomia foliar, producéo de compostos secundérassconstituintes presentes
no oleo essencial dPiper aduncumsob diferentes condi¢bes de radiagéao.
Mudas dePiper aduncunforam cultivadas por 4 meses sob diferentes céedic
de radiacdo, conseguidos com sombrite (50%, 70990861 e com malhas
fotoconversoras, na cor vermelha (MV) e na cor gkA). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, seanilizadas vinte plantas para
avaliacdo do crescimento e cinco para analisesuriogas e anatdémicas. O
crescimento em altura, didmetro do colo, arearfoliamero de folha e maior
investimento em parte aérea foi observado quanduassas foram cultivada
sob malha vermelha e azul. Todavia, também apmsecaracteristicas de
crescimento adaptativas a condi¢des de altasameidis. A maior quantidade de
compostos secundarios (fendlicos totais, ligninfaeonoides) foram obtidos
nas plantas cultivadas sob malha azul. Contudopsmesso fotossintético e a
producdo de pigmentos sdo mais eficientes em iddess e espectros de luz
mais amplos apresentando caracteristicas fotodsazténais favoraveis quando
cultivada sob 100% e 70% de irradidncia. Em relag&anatomia foliar foi
observada alteragbes nas diferentes condicOes radiaimcia, apresentando
caracteristicas anatémicas foliares favoraveis @ desenvolvimento em
condi¢Bes de altas irradiancias e sob espectrgguenidos por comprimento de
luz azul. A composicdo do 6leo essencial diferitreers folhas e raizes da
espécie, sendo somente na folha observado o efgstdiferentes condi¢cfes de
radiacdo. Nas folhas foi verificado a predominamtgacompostos de natureza
sesquiterpenica, tendo como constituinte majooitdri E-neurolidol (14,28-
16,65) e como componentes secundarios o linal8B{23,44%);a-humuleno
(8,45-10,62%); cis-cadin-4-en-7-ol (7,48-12,24%) eariofileno (5,14-6,70%).
Todos os constituintes foliares majoritarios tiveraeus teores aumentados
quando as plantas foram cultivadas sob 100% ddiamaia e na malha azul.



Nas raizes foi identificado um predominio de congmsde natureza
fenilpropanoica, tendo como composto majoritari@piol (18,36-29,51%) e
como componentes secundarios o dilapiol (13,0-28)3@—selineno (14,11-
16,47%) e o butanoato-2-metil-geranila (8,92-13,680naioria, dos compostos
encontrados na raiz teve seu teor aumentado emicéesd ricas em
comprimento de onda azul, com excecdo do dilapi@ tgve sua producao
aumentada em 100% de irradiancia. A partir dos slatitidos pode-se observar
gue a espéci®iper aduncumapresenta grande plasticidade em relagdo as
condigcbes de irradidncia, mas possui maior cresdines producdo de
compostos secundarios quando cultivada em altadidmcias e em ambientes
gue recebem maior quantidade de radiacdo na regfirtral azul.

Palavras-chave: Pimenta-macaco. Oleo essencialos$intese. Anatomia
ecoldgica. Dilapiol.



ABSTRACT

The medicinal plants are important secondary méitabosources, and
the concern in to optimize and to know the farnsggtems and the response to
different environmental conditions is growing. Thpecies known as long-
pepper Piper aduncuni.) has great potential for economic explorati@cduse
of the proven use of its essencial oil in the adtize and in the human health,
however, the secondary metabolites production nzaly depending on several
factors. Light, both in terms of quality and quantis a factor which stands out
because it alters directly or indirectly these comms synthesis. Thus, the aim
of this work was to assess the growth, ecophysicdbgperformance, leaf
anatomy, secondary metabolites production, Bipger aduncumessencial oil
components under different irradiance conditioRgper aduncumseedlings
were cultivated for 4 months under different ireadie levels, under sombrite
(50%, 70% and 100%) and under red (RN) and blue) (Bding nets. The
experimental design used was completely randomiaed,it was used twenty
plants for growth evaluation, and five for anatoahiand biochemical analysis.
The growth in height, neck diameter, leaf areaf leamber, and greater
investment in shoot was observed when plants weltévated under red and
blue nets. Though, the plants also exhibited adapmirowth traits under high
irradiance conditions. The greatest amout of semgndompounds (total
phenolic compounds, lignin, and flavonoids) wer¢aoted in plants cultivated
under blue net. However, the photosynthetic proaessthe pigment production
were more efficient in intensity and light spectrubroader, showing
photosynthetic traits more favorable when the glantre cultivated under
100% and 70% of irradiance. Regarding to leaf @ngt it was observed
alterations in the different irradiance conditionshowing leaf anatomy
characteristics favorable to the development irh higadiance conditions, and
under spectra enriched with blue light. The ess¢rail composition differed
between leaves and roots in this species, beingredd only in the leaves the
irradiance conditions effects. In the leaves weggfied the predominance of
sesquiterpenic nature compounds, with (E)-neroli¢tbd,28-16,65) as the
majority component, and linalol (9,33-13,44%}humuleno (8,45-10,62%);
cis-cadin-4-en-7-ol (7,48-12,24%), and cariofileft914-6,70%) as secondary
components. All the leaves majority componentsthed level increased when
plants were cultivated under 100% of irradiance] amder blue net. In the roots
it was identified phenilpropanoic nature compoupdsdominance, with apiol
(18,36-29,51%) as the majority component, and mlitla (13,0-18,36%),—
selinene (14,11-16,47%), and butanoate rigthyl- geranyl (8,92-13,6%) as
secondary components. The majority of the root ammgs exhibited increase



in level in conditions with blue wave-length, extiag dillapiol whose
production increased in 100% of irradiance. From tibtained data, it is
possible to observe tha&iper aduncumhas great plasticity in relation to
irradiance conditions, but exhibits greater growiid secondary compounds
production when they were cultivated under higadrance and in environments
which receives greater irradiance quantities inblue spectral region.

Keywords: Monkey-pepper. Essencial oil. PhotosysiteEcological anatomy.
Dillapiol.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A demanda por vegetais que produzem metabdlicogndérios tem
aumentado nos Ultimos anos, contribuindo para e pesquisas na area de
desenvolvimento de novos produtos a partir de fontgurais (NEVES, 2001).
Neste contexto, as espécies da familia Piperaeease destacado por produzir
compostos de interesse comercial (SANTOS et alp2BINO et al., 2011).
Dentre elas, a espécieiper aduncum embora ainda ndo seja cultivada
comercialmente, tem se destacado por produzir d@esencial de alto
rendimento e baixa toxicidade, com alta eficAcizombate a pragas e doencas
fitopatogénicas e infecgbes humanas (FAZOLIN et 2005; SOUSA et al.,
2008).

Contudo, é comumente sabido que diversos fatorebieatais
modificam o acumulo metabdlicos secundarios, ddgde vista qualitativo e
quantitativo (PETKOVSEK; STAMPAR; VEBERIC, 2009). Kz, tanto em
termos de qualidade como em termos de quantidad®, dos mais importantes
fatores ambientais que alteram a sintese destgsostos por afetar a formacao
morfologica e as fungBes fisiolégicas das plani&¥ANG; GUO, 2007). A
biossintese de flavonoides e outros compostos ié@sgl por exemplo,
necessitam de luz ou é reforcada por altas intedsi& de radiacao
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). Estudos anterisrenostraram
que a mudanc¢a na intensidade e qualidade de radmo@&ovia aumento na
producdo destes compostos secundarios (GHASEMZAD#Hal.,, 2010;
KARIMI et al., 2013).

Desta forma, o cultivo de plantas medicinais, oadecondi¢bes de

radiacdo sdo controladas ou conhecidas parecarsemliernativa promissora
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para o controle dos niveis de fitoquimicos e maséprimas de qualidade.
Todavia, as plantas apresentam diferencas intaifisps em relacdo a
guantidade e qualidade de compostos secundarioprqgdazem, em reposta as
condicbes de radiacdo (JAAFAR; RAHMAT, 2008). Estidealizados em
Kalanchoe pinnatanostraram um aumento na producéo de compostokcfano
guando expostas a suplementacdo por luz azul (NABENTO et al., 2013).
Para Larix gmelinii foi observado um aumento da producdo de compostos
secundarios quando expostas a baixas irradianéis;(LU; YAN, 2013). Em
Zingiber officinale Roscoe as altas irradiancias promoveram um aumento
producdo de flavonoides e as baixas aumentaranodugio de compostos
fendlicos totais (GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

O cultivo de espécies vegetais em sistemas de giodwseja com
finalidade econdmica ou conservacionista, requea gérie de cuidados que
dependem do conhecimento prévio de suas -carac@sisfisiologicas e
exigéncias ecologicas nas diversas etapas de sku wifal que ainda sao
desconhecidas para a maioria das espécies (SANTIAGA)., 2001). Além
disso, a maior parte das pesquisas se concentrativaades biolégicas de
espécies medicinais ou na busca de compostos jarciafizados. Enquanto, as
pesquisas relacionadas as areas agrondmicas S&3&s0U Se concentram em
poucas espécies, normalmente exéticas.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivaliar o
crescimento, desempenho ecofisioldgico, anatomiarf®@ a producdo de
compostos secundarios Bger aduncunsob diferentes condigdes de radiacao,
contribuindo para o conhecimento e desenvolvimetto tecnologias que

aumente e estimule a cadeia de producado da espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacgédo e importancia da espécie

A familia Piperaceae possui uma ampla distribuigdogendo ser
encontrada principalmente nas Américas. No Brakilg representada por cinco
géneros e aproximadamente 700 espécies (BARROSD, d991). O género
Piper é o maior com mais de 460 espécies, dos quais derdg0 crescem de
forma nativa no Brasil ocupando formacdes florestpie perderam grandes
areas pela industrializacdo como a Mata Atlantfd& UEIREDO; SAZIMA,
2000). Além disso, a maioria das espécies do gériper destaca-se pelo seu
emprego na medicina popular e por sua vasta impmad&condmica devido ao
acumulo de compostos secundarios de grande utlidaata a inddstria
farmacéutica e agricola (SILVA; MACHADO, 1999).

A espéciePiper aduncuntoi listada, pela primeira vez, na primeira
edicdo da Farmacopéia Oficial do Brasil, publicada 1926, onde consta a
folha como a parte utilizada, na forma de extréwiidé, com nome popular
aperta-rudo (BRANDAO et al., 2008). E uma plantivaado sudoeste do Brasil
gue pode ser encontrada em varias formacfes BBq3ORENZI; MATOS,
2008). Contudo, em algumas areas, pode apresemtaiormo uma planta
oportunista que invade areas desflorestadas apéaragdo de madeira, de alta
rusticidade e elevada resisténcia as mudancasticanaapresentando interesse
silvicultural (SOUSA et al., 2008).

Quanto a sua estrutura a espécie apresenta-se wonasbusto ereto,
ramificado com caules perfilhados que possuemfa 3,5 cm de didmetro e 2-
4m de altura quando adultas (Figura 1) (LORENZI; ™S, 2008).
Anatomicamente suas folhas sdo hipoestomaticas, epicerme multipla,
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tricomas, em ambas as faces da epiderme, idioblastaélulas secretoras
(GOGOSZ et al., 2012).

Figura 1 Fotografia dRiper aduncuntultivada (A) e em ambiente natural (B)
Fonte: Arquivo pessoal
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A espécie produz 6leo essencial de grande impoatamedicinal e
agricola que apresenta alto rendimento (1,1-3,4%AZOLIN et al., 2006) e
baixa toxicidade (SOUSA et al., 2008). Na medigoaular as suas folhas séo
atribuidas propriedades ténicas, estomaquica,iespasmadica e as raizes tem
acdo eficaz a picada de cobra, estimulante e agdagexternamente pode ser
usada contra problemas dermatolégicos (LORENZI; @ST 2008). Além
disso, tem sido relatado sua eficdcia em doengagcpmete a espécie humana
como no combate a infec¢des ginecoldgicas causpolasxemplo, po€andida
albicans e Trichomonas vaginaliFIDALGO et al.,, 2004; DUARTE et al.,
2005) e no combate do protozoatdieishmania amazonensesusador da
Leishmaniose (FIDALGO et al., 2004). Indiretamergeu 6leo também tem
mostrado eficacia no combate a Dengue devido s#@ia mseticida contra o
Aedes aegypt Aedes albopictuMISNI; XING; WANG, 2011).

Na agricultura, o 6leo da pimenta de macaco temastrado eficiente
no combate a pragas e patdégenos que geram prejaizbgersas culturas
agricolas em todo o Brasil. Extratos das folhasPdeduncumapresentaram
atividades moluscicida, citotoxica, antibacterianaaricida e inseticida para
uma série de organismos. Estudos realizados testandcdo do seu 6éleo
essencial, mostraram eficiéncia contra o combate fultggo Clinipellis
perniciosa conhecido como “vassoura de bruxa” que acometeukigras de
cacau e cupuacu (BASTOS, 1997olletotrichum musge causador da
antracnose em frutos de banana (BASTOS; ALBUQUERQ0B4);Cerotoma
tingomarianus coledptero desfolhador do feijoeiro (FAZOLIN dt, £2005);
Sitophilus zeamajsonhecido como gorgulho que infesta grao de midhwz e
trigo (ESTRELA et al., 2006) Rhipicephalus (Boophilus) microplusarrapato,
que causa sérios problemas a pecuaria mundial (RERRal., 2010).

A atividade biolégica do 6leo de pimenta de madaoo sido associada

a presenca de numerosos compostos como as chalbomaacdo bactericida
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(PARMAR et al., 1997); aduncamida; compostos tagu&ncomo a piperitona
com acdo inseticida; e os fenilpropanéides comdapidl, miristicina e apiol
gue podem ser usados como compostos sinérgicoaseécidas naturais e
sintéticos (VIDAL et al., 2008). Dentre os fenilpemoides encontrados em suas
folhas, o dilapiol (Figura 2) é considerado o costpomajoritario doP.
aduncum apresentando com um percentual que varia de 3191,4%
dependendo da condi¢do de cultf@RJIALA et al., 1994; PARMAR et al.,
1997).

Dilapiol

Figura 2 Estrutura quimica do dilapiol
Fonte: Fazolin et al. (2005)

2.2 Metabdlitos secundarios nos vegetais

O metabolismo essencial da célula é realizado pedtabolismo
primario. Este corresponde as vias metabdlicasldigaliretamente as funcdes
basicas e essenciais para a sobrevivéncia daapl@amo a fotossintese e as
trocas gasosas), produzindo substéncias como aridosa proteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucléicos (MARASSHNVERPORTE, 1999;
SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001).

Por outro lado, os organismos também produzem rbiitzb

secundarios que estdo associados a varias fungobEmjitas e possuem
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importante papel na interacdo entre a planta @ ongo ambiente (FRANCA et
al.,, 2001). Estes compostos sdo produzidos somemterespostas a essas
interacdes como, por exemplo, a condi¢cdes estressde baixa disponibilidade
hidrica, altas intensidades de radiacdo, exposicdadiacdo UV e ataques
microbianos (VERPOORTE; HEIJDEN; MEMELINK, 2000).s¢im, embora
ndo participem diretamente do crescimento e dongesgémento vegetal, sao
responsaveis pela sobrevivéncia da planta no meiaaerca (TAIZ; ZEIGER,
20009).

A producdo de determinados metabdlitos secund@edam ao longo
do desenvolvimento vegetal e em funcdo das corsligebientais que as
plantas sdo submetidas durante seu biociclo. Bssgabolitos dividem-se,
basicamente, em trés grandes grupos: terpenos, ostwsp fendlicos e
compostos nitrogenados. Os terpenos sdo formadogartr do acido
mevalbnico, no citoplasma, ou do piruvato e 3-fgkferato, no cloroplasto
envolvendo uma série de enzimas e reacdes (PERE®).2Em funcdo do
numero de unidades isoprenos que formam suas waButos terpenoides
podem ser denominados hemi-(uma unidade de isof@Bjomono-(duas
unidades-C10), sesqui (trés unidades-C15), di (gquatidades- C20), Sester
(cinco unidades- C25), tri-(seis unidades- C30)aterpenos (oito unidades-
C40) e etc (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007).

Os compostos fendlicos, conhecidos como fenilprojpies, séo
formados a partir de aminoacidos aromaticos deowada via do acido
Chiquimico, como também podem ser derivados dadwianalonato que se
inicia pela acetil-coenzima A. Os diferentes compegenodlicos podem ser
encontrados conjugados a aclUcares e ocasionalipergentes em proteinas,
alcalbides e terpenos. Esses conjugados normale@&atienilpropanoides mais
complexos que desempenham variadas fun¢gBes naaptaimo a lignina que é

responsavel pela sustentacdo e impermeabilizacii@atades celulares tendo
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papel importante no suporte mecénico e resistéac@doencas em plantas
superiores (BARBER; MITCHELL, 1997). Os alcaléidgsincipal grupo de
compostos nitrogenados, também apresentam comarpoees aminoacidos
aromaticos derivados da via do acido chiquimicalgnalo ser considerado uma
via concorrente a formacéao dos fenilpropanoidedZTZEIGER, 2009).

Investigacdes fitoquimicas realizadas em espédciagederoPiper tém
revelado a presenca de vérias classes de metalggitondarios biologicamente
ativos, tais como alcalodides, amidas, pironas @dibhalconas, flavonoides,
fenilpropandides, lignanas e neolignanas (NAIR; BIER 1990; ORJALA et
al., 1994; ZHANG et al., 1996).

Para o entendimento da formacao dos diferentes astogp secundarios
produzidos pelas plantas e a participacdo dessesacadaptacdo da planta ao
seu meio faz-se necessario conhecer os mecanigfosnth¢éo dos terpenos e
dos fenilpropanoides. Bem como, as diferentes saisalteracées na producdo

e composicdo desses metabdlitos.

2.3 Oleos essenciais-definicbes

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais corsplm variavel
poder aromatizante formados em diferentes partes wdegetais como
metabdlicos secundarios (BAKKALI et al., 2008). ©kos essenciais sdo
constituidos principalmente por fenilpropandideteenos, sendo que estes
ultimos preponderam. A designacéo de “6leo” é dediciigumas caracteristicas
fisico-quimicas como a de serem geralmente liquitiosaparéncia oleosa a
temperatura ambiente e na maioria dos casos iralsefa agua. Sua principal
caracteristica é a volatilidade, diferenciando-os @leos fixos, que sdo misturas
de substancias lipidicas obtidas normalmente ders&s, como, por exemplo,
soja, mamona e girassol (DE LA ROSA et al., 2010).
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Estes compostos tem despertado o interesse deiggatupes que veem
neles uma fonte promissora de principios ativostalrou precursores na sintese
de outros compostos de maior importancia e valmgaglo, como por exemplo
o safrol, eugenol, citral, citronelal dentre out(® LA ROSA et al., 2010).
Embora a maior utilizacdo seja nas areas de alasgwobmo condimentos e
aromatizantes de alimentos e bebidas, e na cosmitplparticipando da
composicao de perfumes e produtos de higiene eddistria farmacéutica como
fonte de matéria prima, eles também sdo empredadoatura” em preparacdes
galénicas, na medicina alternativa, como a aromruaiere até mesmo para
aromatizacdo de ambientes (SARQOYA, 2011).

A biossintese dos 6leos essenciais ocorre normgem estruturas
chamadas tricomas glandulares que estéo distribpigiotoda a planta, mas que
na maioria das plantas ocorrem principalmente wilsag e cdlices, sendo
transportados para outras partes das plantas pmdandr sua composicdo em
funcéo da parte onde é armazenado (SIMOES et(flQ)2Assim, podem ser
encontrados em todos os 6rgados como folhas (me&ggyi ramos (alecrin),
raizes (fafia), rizomas (gengibre), flores (camajnifrutos (guarand), semente
(noz-moscada), madeira (pau-rosa) e casca do (zrleatimao) (BAKKALI et
al., 2008).

A constituicAo dos O6leos essenciais pode conters nug 100
componentes em diferentes concentracfes, senduergrado por dois ou trés
principais componentes em concentracdes bastaet@adas (20-70%) em
comparacdo com os demais. Por exemplo, o carvé®béb) e o timol (27%)
sd0 0s componentes principais @gganum compactrumo mentol (59%) e a
mentona (19%) sao o déentha piperita(BAKKALI et al., 2008) e os d®iper
aduncumséo o dilapiol (43,3%)3-cariofileno (8,3%), piperitione (6,7%) em®

humuleno (5,1%) (RALI et al., 2007). Contudo, aspar¢cdes dos compostos
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variam em funcdo de uma série de fatores como deida planta, o 6rgéo,
fatores climaticos, composicéo do solo e etc (ANt al., 2006).

Na natureza, estas substancias desempenham uanigie$ na planta
atuando na sua protecdo como antibacterianos, irargjv antifingicos,
inseticidas e contra herbivoros, reduzindo a pgailalade das folhas. Além
disso, eles também podem atrair insetos dispetrspmmizadores e repelir
outros indesejaveis e atuar na comunicacdo pldatasp (BAKKALI et al.,
2008). As plantas, geralmente, produzem essa migler compostos para
desempenhar uma dada fungéo, mas o porqué issteeea@inda ndo é claro.
Todavia, existem especulagdes que atribuem a esdagio diversa como uma
forma de melhorar as fun¢gbes desempenhadas petgostos. Por exemplo, se
0s compostos forem usados na interacdo entre agaplaa sintese de uma
mistura de compostos podem, resultar em mensagemsnais especificidade e
uma maior contetudo de informacdes (GERSHENZON; DBBXA, 2007); na
defesa, a grande mistura desses compostos podemrissatiada ao grande
nameros de inimigos que as plantas possuem ou an@aoducdo desta
combinacdo pode ajudar a conseguir uma protecadtéimea contra numerosos
predadores, parasitas e concorrentes ou ainda imgeg os inimigos
desenvolvam resistencia (AKHTAR; ISMAN, 2003).

2.4 Efeitos da radia¢do no crescimento vegetal

A quantidade e qualidade da radiacdo € primordieh P crescimento
das plantas, ndo s6 por fornecer energia paraoasiotese, mas também por
gerar sinais que regulam seu desenvolvimento. Déssaa, variagbes no
espectro de radiagcdo, aos quais, uma espéciedsgitada, podem condicionar

diferentes respostas fisiologicas que acarretam ifitagbes em suas
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caracteristicas bioquimicas, anatdmicas e de aresth (ATROCH et al.,
2001).

Alteracdes no espectro e intensidade de irradiameigulam a
fotossintese e, consequentemente o crescimentoaptagéo das plantas
(ZERVOUDAKIS et al., 2012). Condicdes de baixamdiéncias promove a
inibicAo do crescimento e da produtividade por aafeds trocas gasosas
(ZAVALA; RAVETTA, 2001), ao passo que altas irradédas também tem
efeitos prejudiciais sobre o aparelho fotossindé{idCHTENTHALER et al.,
2007). Contudo, as plantas desenvolveram mecanigpana adaptar sua
estrutura e fisiologia a um ambiente de luz predamie (ZHANG; MA,
CHEN, 2003). Plantas cultivadas em ambientes conxab#&radiancias
geralmente apresentam uma maior &rea foliar enostsm diminuicdo da
capacidade fotossintética (GIORGI et al., 2013)uango expostas a altas
irradiancias as plantas tende a apresentar folliasneenor area foliar e mais
espessas a fim de se proteger (STEINGER; ROY; STANT2003).

Segundo KINOSHITA et al. (2003) a luz azul estimalaatividade
fotossintética por ser responsavel pela manutededam potencial elétrico nas
membranas das células guardas e pela abertura ais@nesultando no
aumento da concentracdo do £fentro do mesofilo. Adicionalmente, estudos
realizados conMikania laevigatae Mikania glomeratamostraram uma maior
producdo de matéria seca quando cultivadas em ataljgeie recebiam maior
quantidade de irradiancia na regido do azul e ibon(&OUZA et al., 2010).

A qualidade e quantidade do espectro de radiac@théa irdo
promover modificacbes nos cloroplastos. A luz azohr exemplo, vai
influenciar a distribuicdo dos cloroplastos e emdigdes de radiagdo excessiva,
os cloroplastos ir8o apresentar maior acumulo ddameducédo na quantidade
de tilacéides granais e reducdo na quantidade a®fith b em relacdo a
clorofila a (TAKEMIYA et al., 2005).
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Alteragcbes nos niveis de carboidratos em respostaalteragfes
provocadas pela radiagdo no processo fotossintétieta a expresséo de varios
genes que podem vir a dar origem a ajustamentasantologia foliar e em
parametros bioquimicos que modificam a eficién@acdptura da irradiancia.
Em nivel bioquimico, as mudancas no status de ichetios tém implicacfes
importantes para o crescimento e exportacdo desexwa planta (SMITH;
STITT, 2007). Segundo BRANT et al.,, (2009) plantaMelissa officinalis
cultivadas em altas irradiancias apresentam altasemtracoes de amido nas
folhas, sem que este fosse mobilizado para a péodideg biomassa.

Contudo, as plantas apresentam respostas divadsficem relacdo a
alteracbes de irradiancia (DAS, 2004rtemisia vulgaris por exemplo,
apresenta maior produgdo de matéria seca quanticadal em ambientes que
recebem altas irradidncias e com maior quantidadadiacéo na regido do azul
(OLIVEIRA et al., 2009);Catharanthus roseusor outro lado produz maior
matéria seca em ambientes que recebem espectdgimtias na regido do
vermelho (MELO; ALVARENGA, 2009) dikania glomerataapresenta maior
matéria seca em ambientes com baixas irradianEidRPINDOLA-JUNIOR et
al.,, 2009). Além disso, sao incipientes as infoieacsobre a influéncia das
condi¢cBes da luz no crescimento de espécies maitioha compreensao das
respostas das plantas a esse fator pode confpémgira adequacgéo de condi¢des
de cultivo que proporcionem elevada producdo detmiaaseca destinada a
extracao de principios bioativos (LIMA et al., 2p11

2.5 Efeitos da radiacdo na anatomia vegetal
A qualidade e a quantidade da luz sdo conhecidas cpotrolar

morfogénese, crescimento e a diferenciacdo dasasgliecidos e érgdos das

plantas (MOSHE; DALIA, 2007). Assim as alteracfes sua anatomia e
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morfologia estdo fortemente relacionadas com odemempenho fisiolégico;
portanto, com a plasticidade vegetal que pode edacionada com a taxa de
crescimento e sobrevivéncia (ALVARENGA et al., 2003

As condi¢cBes de radiacdo recebida durante o crestingas plantas ird
refletir na anatomia foliar, uma vez que a folhan® 6rgdo muito plastico e sua
estrutura interna adapta-se as condi¢bes externagnmbiente (HANBA;
KOGAMI; TERASHIMA, 2002). SANTIAGO et al. (2001) aliaram a
anatomia foliar de plantas d@per hispidinervunt. (DC.), desenvolvidas sob
casa de vegetacdo, pleno sol e sub-bosque e coempnowa plasticidade desse
Orgdo para essa espécie em funcdo dos ambientemaan Varios estudos tém
apontado que a alta intensidade de luz é o prihfapa que causa a diminuigcéo
da é&rea foliar de plantas e conduz a alteracde®raitas primarias como a
diminuicdo do tamanho da célula, as paredes cefulanis espessas e cuticulas,
e um parénquima palicadico fortemente desenvolvidosta de uma diminuicéo
do parénquima esponjoso (ALVAREZ et al., 2012; GBWE KENDIR, 2012;
IVANCICH et al., 2012). Estas alteracbes morfolégicinfluenciam varios
processos fisiolégicos, associados, principalmenfetossintese e transpiracéo.
Tem sido demonstrada que o espectro azul aumestgeasura da epiderme e as
células do parénquima palicadico, enquanto quéect® vermelho diminuiu a
espessura dos tecidos da face abaxial e do panéamsjeisponjoso (MACEDO et
al, 2011). O parénquima palicadico permite uma oreflenetracao de luz para
os cloroplastos e aprimora a captura de luz poalleamento pelo parénquima
esponjoso, apresentando uma eficiente estrutuea atividade fotossintética
(GONCALVES et al., 2008)LIMA JUNIOR et al. (2006), trabalhando com
Cupania vernalisobservaram que alteracées na intensidade deaduzoperam
aumento na espessura do parenquima palicadico @njesp e que estas
alteracdes afetavam diretamente a assimilacaalfigie CQ e a transpiracéo,

promovendo um aumento na fotossintese liquida. idwidmente um aumento
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no tecido do parénquima palicddico promove um m@imnero de cloroplastos
e de clorofila permitindo uma melhora na absorgitud (SAEZ et al., 2012).

AlteracGes nas estruturas de superficie foliartidala e epiderme
superior e inferior), promovida pelas condicdes rddiacdo, também estao
associadas com o desempenho fotossintético, par lavmodificacdes na
absorcéo da radiacéo pela folha (SMITH et al., 199&spessura da cuticula e
da epiderme superior pode aumentar a reflectarifollas expostas a altas
irradiancias protegendo os tecidos fotossintét{@GHAZDON; KAUFMANN,
1993). Em planta®iper hispidinervuncultivada a pleno sol e em sub-bosque
foram observados uma maior espessura da epideroogiceila quando estas
cresciam a pleno sol (SANTIAGO et al.,, 2001). Umionancremento da
radiacdo em uma unica regido do espectro pode qmiopar um desenquilibrio
de energia entre os fotossistemas levando a urteajasestrutura foliar como a
diminuicAo da espessura da epiderme (TENNENSSENNGSAAS;
SHARKEY, 1994). Estudos realizados cdhiternanthera brasilianaKuntze
cultivadas in vitro sob luz monocromatica vermeliveram uma reducédo na
espessura da epiderme (MACEDO et al., 2011).

Além disso, os tricomas que cobrem a epiderme sdtenfiente
influenciados pela irradiancia. Tais estruturaslgeente aumentam em resposta
a altas irradiancias a fim de regular o balancaiddddas plantas, tanto por
influenciar na difusdo da agua pela camada lingtrobmo regulando os
parametros Opticos da folha e, portanto, a temyerata foliar (ROTONDI et
al. 2003). Em muitas espécies, quando tricomasamadas de cera reduzem a
absorcdo de radiacdo, duas ou trés camadas deqpanén palicadico se
desenvolvem para proporcionar maior eficiéncia ddizacdo da luz
fotossinteticamente ativa (SATIL; SELVI, 2007). &ds realizados colrippia
citriodora apresentaram uma reducéo de tricomas glandulageslq expostas a
baixas irradiancias (GOMES et al., 2009).
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O controle da abertura-fechamento dos estématosérmnpodem ser
alterados pelas condigcbes de radiacdo imposta astapl durante seu
crescimento. Baixas irradidncias tende a mau fmaciento dos estématos
promovendo uma maior perda de agua e grandes peardastividade
fotossintética (APOSTOLO; BRUTTI; LORENTE, 2005)aftas deCupania
vernalisquando cultivada em altas irradiancias apresentanaior condutancia
estomética e alta atividade fotossintética assac@duma maior densidade
estomética demonstrando maior controle da abef@greamento dos estdmatos
(LIMA-JUNIOR et al., 2006). A luz azul, também temm papel crucial no
desenvolvimento dos estdmatos por controlar asosésp mediadas por
fotorreceptores (FRANKLIN; QUAIL, 2010). Segundo RRAINS et al. (2009)
plantas deOcimum gratissimunpossuem estdmatos mais elipsoides, ou seja,
com formato mais favoravel para o controle da abaifiechamento, quando
cultivadas em ambientes que recebem maior bandapiztro de luz azul.

Neste contexto, a obtencdo de informagcBes que f@eroinhecer o
efeito de diferentes condicdes de radiacdo na watdoliar de plantas
medicinais é de fundamental importancia para oneintfgento da organizacéo
dos tecidos vegetais e a producdo de diferenteabdlédbs. Assim a avaliacao
decorrente das condic6es de cultivo na anatomiarfél uma base para a
compreensdo do processo de adaptacado da espétiecamo fator importante
para o estabelecimento de um manejo eficiente pamnducédo de sistemas de
producdo comercialmente viaveis.

2.6 Efeitos da radiacéo na producdo de compostossadarios
A producdo e a composicdo de O6leos essencial embejam

determinadas geneticamente também variam em furdd® condi¢bes

ambientais. Alteragcbes na quantidade e qualidadeadiacdo afetam tanto a
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quantidade e a variedade dos componentes do Okmaisl, uma vez que
modifica direta e indiretamente a producédo de bgsa@ga propor¢éo de 6rgaos e
as vias biossintéticas relacionadas a producdo ngetsbolitos secundarios
(PEREZ-BALIBREA; MORENO; GARCIA-VIGUERA, 2008).

A biossintese de compostos secundarios como flideside outros
compostos fendlicos necessitam de luz ou sédo sefos;em maiores condicdes
de irradiancia. Formacdo dos flavonoides, por exemg dependente da
irradiancia recebida no ambiente de desenvolvimeefetal e sua taxa de
biossintese esta relacionada tanto a intensidagteadéncia quanto a qualidade
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). A influencia dasondicdes de
irradidncia deve-se ao controle da atividade darenfenilalanina amonia liase
(PAL), que atua na biossintese de acidos fendlieogye tem sua atividade
aumentada em altas irradiancias (KUMARI; SINGH; AGSRAL, 2009). A luz
azul promove a inducdo de genes que regulam a ss§wedesta enzima que
promove a desaminacdo da fenilalanina, originandgcido cindmico (MENG;
XING; WANG, 2004). Assim a sua regulacao é um fatitico na producéo dos
metabdlitos secundarios proveniente da rota do oacichiquimico
(FALKENBERG et al., 2003).

Contudo ainda n&o existe um consensu sobre a fgumas condicdes
de radiagédo afetam a producdo dos compostos semmda explicacdo exata
deve-se ndo somente a complexa relacdo da radiagda fisiologia vegetal,
mas também com as diferentes respostas observaiaae espécies de planta.
Estudos realizados ebarix gmelinii mostraram maior producdo de compostos
fendlicos quando cultivadas sob baixas irradian¢¥aésN; LU; YAN, 2013).
Por outro lado eniabisia pumilaa maior producdo foi observado em altas
irradiancias (KARIMI et al., 2013).

A producdo dos metabdlitos secundarios semprestmcada a sintese

de trioses-fosfato produzidas na fotossintese,rendo uma relacéo direta com
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0 processo. Como foi observado p@eimum gratissimunende a producéo de
Gleo foi beneficiada pelo sombreamento e qualidespectral na regido do azul
e vermelho devido estes tratamentos beneficiaremiar producdo de matéria
seca pela fotossintese (CHANG; ALDERSON; WRIGHTQ&0 Em Melissa
officinalis houve um aumento na producao de 6leo essenciatiguaultivadas
em irradiancias com maiores comprimentos de ondaegi@éo do vermelho,
sendo a maior producdo estd associada a maior gitodde matéria seca
(BRANT et al.,, 2009). No entanto, foi constatado eavolvimento do
gliceraldeido-3-fosfato e piruvato na sintese dmmpostos produzidos pela via
do mevalonato criando a rela¢do indireta com o qwaw fotossintetico
(SANGWAN et al., 2001). Como observado paeaix gmelinii e Glycyrrhiza
uralensis onde em altas irradiancias foram observados nmiteeres de
compostos secundarios mesmo com a atividade fotégsa menor (HOU et
al., 2010; YAN; LU; YAN, 2013).

Desta forma as altas concentragGes de compostes/atias em plantas
que crescem em ambientes com altas irradiancias gumais a fotossintese era
diminuida, passaram a ser explicadas pela hipates&8alanco crescimento-
diferenciacao” (GIORGI et al., 2013). Segundo aitesob altas irradiancias as
plantas tende a diminuir sua producdo de biomadesmido a queda da
fotossintese e da area foliar, conseguentementecoem redirecionamento dos
esqueletos de carbono para a biossintese dos cmspescundarios, pois a
planta tem que alocar recursos para crescer e feadée das alteracbes do
ambiente (DIXON; PAIVA, 1995). A relacdo competitientre a producao de
compostos secundarios e de crescimento explicaéramnsbqueda na producéo
dos metabdlitos encontradas em planta&dlellea collinacultivadas sob baixas
irradiancias, pois a alocacao preferencial de sesupara o crescimento da folha
(GIORGI et al., 2013). Ainda segundo a hipétese“Bl@lanco crescimento-

diferenciacdo, quando a irradidncia, agua e nué%ersdo suficientes, o
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crescimento é a prioridade e a maior parte dasafenina é utilizada para a
sintese de proteinas. No entanto, sob certas (ig@ta a sintese de proteina e
crescimento sdo restritas e excesso de carbonosvdade para sintese de
fenilpropandides (GONCALVES et al. 2008).

Mesmo em situacdes em que a sintese de dleo aslserdm é
aumentada, a sua composicao pode variar em redmcdondi¢cdes de radiacao.
Em Kalanchoe pinnatairradiancias enrriquecidas com comprimento deaoral
regido do azul promove um aumento na quantidad®iigostos fendlicos com
alta atividade antioxidante (quercetina e queralrio que pode ser explicado
como uma resposta da planta a um estresse promoeidsste comprimento de
onda (NASCIMENTO et al., 2013). Ehabisia pumila por outro lado, ocorreu
um aumento de compostos fendlicos (acido gélico) camdi¢cdes de alta
irradidncia sendo este aumento relacionado a dsip@n da fenilalanina
amonia-liase (KARIMI et al., 2013). Enquanto que 2imgiber officinalefoi
observado uma elevagdo nos teores do flavonoidécetiila em baixas
irradidncia o que deve-se a inibicdo de sua sindesealtas irradiancias. Por
outro lado, ha mesma especie foi observado um gondenteor dos compostos
fendlicos acido galico e acido ferdlico em altasadiancias o que esta
relacionado a um investimento na estrutura da glam situacdes de estresse
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

As condic8es de irradiancia também podem influerasaeores de 6leo
essencial devido sua influencia na quantidade dasiteras onde estes séo
produzidos e armazenados. Em estudos realizadosOmmum gratissimum
guando essa espécie era cultivada sob malhas Yesnehostrava uma
diminuicdo na densidade de tricomas quando comasiasl plantas cultivadas a
pleno sol, malha azul e a 50% de sombreamento t@mdodiminuicdo no teor
de 6leo (MARTINS, 2006). Enhippia citriodora também foi observado um
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aumento dos teores de 6leo essencial em altasamcaals, sendo associado a
maior quantidade de tricomas nestas condicgdes.

Neste contexto, pode ser observado, que difereateslicbes de
irradiancias promovem mudancas na morfologia, aniatoe fisiologia das
plantas que afetam a sintese de metabolitos sem@IACEDO et al, 2011,
NASCIMENTO et al.,, 2013). No entanto, as plantasesg@ntam respostas
interespecificas (GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011ssim estudos
qgue buscam analisar o efeito de diferentes consligéeradiacdo no conteudo

fitoquimico das plantas séo de extrema importafichRIMI et al., 2013).
3 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar o crescimento, producdo de compostos seuioy]

desempenho ecofisiolégico, anatomia foliar, produg@d analise do oleo

essencial deiper aduncunsob diferentes condi¢des de radiacéo.
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CAPITULO 2

Crescimento e Producdo de Compostos Secundérios &wlhas dePiper

aduncum cultivada sob diferentes condi¢bes de radiagéo

RESUMO

Piper aduncum(L.) conhecida popularmente como pimenta-de-macaco
possui grande potencial para exploracdo econdmicéuecdo da comprovada
utilidade de seu 6éleo essencial que apresenta atagsecundarios usados na
agricultura e saude humana. Contudo, a producaesiesmpostos varia em
funcdo de uma serie de fatores. A luz, tanto emdsrde qualidade como em
termos de quantidade, € um dos mais importantesefatimbientais que alteram
a sintese destes compostos por afetar a formac@imlogica e as fungbes
fisiologicas das plantas. Assim o objetivo desabdtho foi determinar o efeito
de diferentes condicbes de radiacdo sobre a coacé@ot de compostos
fendlicos e flavonoides, bem como seu efeito neaineento déPiper aduncum
Mudas dePiper aduncunforam cultivadas por 4 meses sob diferentes céedic
de radiacdo, conseguidos com sombrite (50%, 70990861 e com malhas
fotoconversoras, na cor vermelha (MV) e na cor gkA). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, seanilizadas vinte plantas para
avaliacdo do crescimento e cinco para as anal@esampostos secundarios. O
crescimento foi avaliado, tomando-se por base aguirges variaveis
morfolégicas: altura, diametro do colo, area fdl@al, nimero de folhas, massa
seca da folha, massa seca do caule , massa seaeiz da massa seca total.
Também foi calculada as relagBes: razéo raiz panea , area foliar especifica,
raz8o de area foliar, raz8o de peso foliar e raddiopeso radicularOs
metabolicos secundéarios foram analisados 150 ¢ias a transplante sendo
guantificados os teores de compostos fendlicosvemutotais, lignina e
flavonoides. Além disso, foi verificado também avidade da fenilalanina
amonio liase.O crescimento déiper aduncumfoi afetado pelas diferentes
condicBes de irradiancia, sendo que as plantaisanldts sob malha azul foram
as que apresentaram maior crescimento e producamidgia seca. Contudo, a
espécie também mostrou respostas de crescimento pgsgbilitam sua
sobrevivéncia sob 100% de irradiancia havendo miai@stimento em raiz e
espessura de folha. A partir dos resultados obtidste estudo, pode se inferir
também que a sintese dos compostos secundaridss(faidveis totais, lignina
e flavonoides) foi influenciada pelas diferenteqdigbes de irradiancia. A
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maior quantidade de compostos secundarios foranidosbtnas plantas
cultivadas sob malha azul.

Palavras-chave: Pimenta macaco. Flavonoides. lag@inmpostos fendlicos.
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1 INTRODUCAO

Piper aduncumL. (Piperaceae) é um arbusto nativo das Américas
(ROCHA et al., 2008) que, embora ainda ndo sejivadb comercialmente,
possui um alto potencial. Devido a producdo de lgu éssencial com elevado
rendimento (2,5 a 3,5%), baixa toxicidade (SOUSAakt2008) e rico em
dilapiol (31,5 a 91,1%), um éter fenilico com elbwgpadrdo de oxigenacao
(MAIA et al.,, 1998). Este composto é responsavelagepropriedades
antimicrobianas (FAZOLIN et al., 2005; LARA JUNIORt al., 2012),
inseticidas (MISNI et al., 2011) e moluscicida (@RA et al., 1994)
comprovada da espécie. De acordo com Bernard €1305) as espécies do
género Piper podem produzir diversos tipos de cetoposecundarios como
fenilpropanoides, lignéides e flavonoides que piaderser explorados pela
industria quimica e farmacéutica.

Contudo, é sabido que diversos fatores ambientaiglificam a
producdo e qualidade destes compostos secundamiSTKOVSEK;
STAMPAR; VEBERIC, 2009). A luz, tanto em termos @giealidade como em
termos de quantidade, € um dos mais importantesefambientais que alteram
a sintese destes compostos por afetar a formac@mlogica e as fungbes
fisiologicas das plantas. A biossintese de flavde®ie outros compostos
fendlicos, por exemplo, necessitam de luz ou é rgafta pela luz
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). Estudos anterisrenostraram
que a mudanca na intensidade e qualidade da lunopiam aumento na
producdo de flavonoides e compostos fendlicos satan plantas medicinais
(GHASEMZADEH et al., 2010; KARIMI et al., 2013).

Desta forma, o cultivo de plantas medicinais ond&aulima luminoso

poderia ser manipulado, parece ser uma alternptimaissora para o controle
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dos niveis de fitoquimicos e matérias primas delidpade (JAAFAR;
RAHMAT, 2008). Além disso, sob um ambiente de lonteolado e uniforme
poderia ser esperado um aumento no crescimentdjomelanejamento da
producdo e maior controle de contaminagcédo ou atdgquesetos (KARIMI et
al.,, 2013). No entanto, as plantas apresentamedifas interespecificos em
relacio ao ambiente que poderia esta afetando dugi#o dos compostos
fendlicos totais e flavonodides (JAAFAR; RAHMAT, 280 Estudos realizados
em Kalanchoe pinnatamostraram um aumento na producdo de compostos
fendlicos quando expostas a suplementacao pozllZAMASCIMENTO et al.,
2013). EmLarix gmelinii foi observado um aumento da produc¢édo de compostos
secundarios quando expostas a baixas irradianéses;(LU; YAN, 2013). Em
Zingiber officinale Roscoe, altas irradiancias promoveram um aumeato n
producdo de flavonoides, enquanto as baixas auraemt@ producdo de
compostos fendlicos totais (GHASEMZADEH; GHASEMZABE2011).

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi deitemmo efeito de
diferentes condicdes de radiacdo sobre a concéotde compostos fendlicos e
flavonoides, bem como seu efeito no crescimentipler aduncum
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2 MATERIAL E METODOS

Mudas de Piper aduncumforam produzidas no Departamento de
Biologia/ Fisiologia Vegetal da Universidade FetldelLavras - UFLA, a partir
de sementes, as quais foram pré-germinadas ensmlagaetri, sobre trés folhas
de papel de filtro e mantidas em camara de geri@intgo Mangesdorf, a 256
e sob fotoperiodo de 12hs, durante 30 dias.

Apo6s este periodo, as plantulas foram transferfira bandejas de
polipropileno expandido de 72 células, contendo 8Bgsubstrato comercial
Plantmax por célula e mantidas em viveiro com 5086sdmbreamento até
atingirem 2,5 cm de altura. As plantas destinadasu#tivo a pleno sol (100%
de radiacdo) foram previamente aclimatizadas ptiag a 70% de irradiancia e
posteriormente por 7 dias a pleno sol antes demsér@nsplantadas para o
substrato definitivo.

Apés aclimatizacdo, as mudas foram transplantaaia@s\asos plasticos
de 6 litros, contendo substrato composto por tderasubsolo, areia e esterco
bovino, na proporcédo de 2:1:1, sendo dispostasdiferentes tratamentos de
radiacdo. As caracteristicas fisico-quimicas dm dofram analisadas pelo
Laboratério de Analises de Solos do DepartamentcCidmcias do solo da
UFLA e foram as seguintes: pH:5,4:4213 mg.dm; K: 73,32 mg.dry Ca: 2,30
cmolc.dn®, Mg: 0,30 cmolc.dm, Al:0,10 cmolc.drif, H+Al: 2,90 cmolc.dr,
V:49,00%; matéria organica: 2,10 dag.kg-1, Argii8;00 dag.kg-1; Silte: 16,00
dag.kg-! e Areia: 14,00 dag.kg*.

O experimento foi conduzido no periodo de abrigasto de 2012, na
Fazenda Gota de Esperanca do Departamento de WgricuDAG) na
Universidade Federal de Lavras com as seguintesleoadas: 21°14'07"S e
44°5822"W, a 879 m de altitude. As médias clintalas observadas durante
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o periodo do experimento foram fornecidas pela gastaClimatologica do
Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e dwvetemperatura maxima
de 30,2°C e minima de 6,3°C, precipitacdo de 1,28arumidade relativa de
72,7%. Os tratamentos foram caracterizados petivaudas plantas durante 5
meses sob cinco espectros de irradiancia produpiotosombrite (30% e 50%),
duas malhas Chromati@tnas cores vermelha (MV) e azul (MA) que
blogueavam 50% da radiac&o incidente, além de atantento a pleno sol. A
irrigacdo foi realizada diariamente, mantendo o s@ condicdo de capacidade
de campo.

Com o auxilio de um espectroradibmetro portatiBe850 RED TIDE,
acoplado a uma fonte de radiacao eletromagnétic® I (200 a 2000 nm) e
a uma sonda de reflectancia R400-7-VIS-NIR (B® Solutions Ocean
Optics’), avaliou-se o espectro de reflectancia dos difege ambientes de
radiacdo com uma resolucdo espectral de 1 nm.dseireada para o tratamento
a 50% irradiancia de 6,54 W/mz2, no tratamento c@¥ 703,08 W/m?, no de
100% de 15,42 W/mz2, na MV de 8,86 W/m?2 e na MA @& 3W/mz2. Além disso,
0 espectro de radiacdo apresentou-se mais ampémbgeente com 100% de
irradiancia, sendo seguido pelo ambiente propoaciorpela MV, 70%, 50% de
irradiancia e pelo ambiente com MA (Figura 1). Bbeu-se também que a
malha azul proporcionou uma maior quantidade degdd entre os intervalos

de aproximadamente 450-550 nm e a malha vermelB&9@ nm.
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Figura 1 Irradidncia normalizada/comprimento deaoach cinco ambientes de
radiacdo: 100% de irradidncia (linha cinza continu@d0% de
irradiancia (linha com pontinhos menores cinzafo5fe irradidncia
(linha preta continua); MV (malha vermelha- linhanc pontinhos
maiores pretos) e MA (malha azul- linha nédo corsticinza)

O crescimento foi avaliado, em vinte plantas ddac#&ratamento,
tomando-se por base as seguintes variaveis moitakigaltura, didametro do
colo, area foliar total, nUmero de folhas, massa sk folha (MSF), massa seca
do caule (MSC), massa seca da raiz (MSR) e masaaa@l (MST). Também
foi calculada as relacdes: razéo raiz parte a&fR®AEMSR/MSF+MSC), area
foliar especifica (AFE-AF/MSF), razdo de area foliar (RAF= AF/MST), razao
de peso foliar (RPF= MSF/MST) e razdo de peso uiRPR=MSR/MST)
empregando as equacdes, de acordo com Beninc&@3).(20

A altura, didmetro do colo, numero de folhas ea dadiar total foram
medidos de 15 em 15 dias. A altura foi medida, cona régua graduada de
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precisdo de 1mm, pela distancia da superficie bioadé o 4pice. O didmetro do
colo foi medido com paquimetro digital com precisi&o0,01mm na superficie
do solo. O numero de folhas foi obtido atravésat#tagem direta das folhas. A
area foliar foi determinada através da medicdmdag as folhas expandidas da
planta medindo-se a largura e o comprimento do dirfiliar com régua
graduada, sendo que, na ultima medicdo, a arear fidi determinada com
auxilio de um medidor de area foliar LI 3100- LIC®RJo qual se determinou
um fator de correcao (0,62) para as medicdes argeri

As variaveis, matéria seca da folha, matéria seceadle, matéria seca
da raiz e matéria seca total foram obtidas no fileaperiodo experimental (150
dias). A matéria seca foi obtida colocando-se astps separadas em folhas,
caule e raizes, em estufa com circulacéo forcade d&’0°C até peso constante.

Os metabdlicos secundarios foram analisados 1%3 dipdés o
transplante sendo quantificados os teores de: cstwgpdendlicos sollveis
totais, lignina e flavonoides. Além disso, foi fieado também a atividade da
fenilalanina amoénio liase (PAL). Foram coletadaasdtolhas, completamente
expandida, localizada entre o segundo e terceirod@dcinco plantas por
tratamento sendo as analises dos compostos efsteadaiplicatas.

O teor de compostos fendlicos totais e ligninarfordeterminados de
acordo com Zieslin e Ben-Zaken (1993) modificadaraPa extracdo o tecido
foliar foi triturado em cadinho com nitrogénio liuo e posteriormente
liofilizado por 6h. O material liofilizado foi peda (30mg) e transferido para
tubo de 2 ml acrescentando 1,5 mL de metanol 803ardgido sob agitacdo por
15 h a temperatura ambiente e no escuro. O exXtatentrifugado a 12000g
por 15 min, sendo o sobrenadante utilizado panaaatticacdo dos compostos
fendlicos totais e o precipitado para a extracaligdea.

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos smUiotais, foram

misturados 30uL do extrato metandlico do reageatédlin-Ciocalteau a 0,25N
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em placa de Elisa, permanecendo em repouso por. SDepois foram
adicionados 30 pL de carbonato de s6dio a 1M e pemeizado por 10
minutos. Acrescentou-se mais 160 pL de agua désfitaantendo em repouso
por 1h e centrifugou a 2250g por 5 minutos. Forametados 180 pL desta
mistura e depositado em outra placa de Elisa. Dogglmcedimento foi realizado
em temperatura ambiente. A leitura da absorbamdiafétuada a 725 nm. O
contetdo de fendlicos soluveis totais foi calculadm base na curva padrao de
catecol e o valor expresso em ug de catecol pargytee matéria seca.

A lignina foi extraida a partir do precipitado sespenso em 1,5 mL de
metanol 80% e centrifugado a 12000g por 10 minuRssteriormente, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado se8%°@ por quatro horas. O
precipitado seco foi ressuspenso em 1,5 mL de &olde acido tioglicolico e
acido cloridrico a 2M na proporcdo 1:10 e homogeaa® em banho maria a
100°C por quatro horas. Resfriou-se em gelo pomirfutos e centrifugou a
12000g por 10 minutos. Novamente o sobrenadantedésicartado e o
precipitado ressuspendido em 1,5 mL de agua d#mtila submetido a
centrifugacé@o a 12000g por 10 minuto sob 4°C. Qew@ulante foi descartado e
0 precipitado ressuspenso em 1,5 mL de hidroxidsddio a 0,5M mantidos
sob agitacdo por 15 h em temperatura ambiente reetido a centrifugacéo a
12000g por 10 minutos sob 4°C. O sobrenadantadasferido para um novo
tubo de 2mL e adicionado 200 puL de acido cloriddencentrado, mantido em
gelo por quatro horas e centrifugado a 12000g @minutos sob 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado resssspem 2 mL de hidréxido
de sédio a 0,5M e homogeneizado. Foi coletado 208quextrato e depositado
em placa de Elisa UV e conduzido a leitura a 280@monteddo de lignina foi
calculado com base na curva padrdo de lignina elar expresso em mg de

lignina por grama de matéria seca.
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Os flavonoides totais foram quantificados atravegspectrofotometria,
empregando-se a metodologia adaptada de SantagtqZ06). Cerca de 250
mg da matéria seca triturada das folhas permamacena metanol 70% (v/v)
por 24hs, apds esse periodo, uma aliquota de 5@aqukobrenadante foi
transferido para tubos de ensaio contendo 1,8 mhetanol 70%, em seguida,
foi adicionado 130uL de uma solucdo de cloretoldmiamio (5g de cloreto de
aluminio em 100 ml de metanol 70%) e 6,7 ml de nwt@0%, sendo entdo
agitado vigorosamente em Vortex e entdo deixapgougar por 30 minutos. A
leitura foi feita na absorbancia de 452 nm. A cupeardo foi realizada com
doses crescentes de Rutina (Sigma -Aldrich 95%)dcseos teores de
flavonoides totais expressos em mg flavonoidesistgtar grama de matéria
seca.

A atividade da PAL foi avaliada segundo Mori et(2D01) modificado,
em que foi usada uma aliquota de 50 pL do extratorgtico adicionado a 150
puL de um meio de incubacéo. O meio de incubacaodimipostos por 100 pL
de Tampéo Tris-HCL pH 8,8 a 100 mM e 50 uL de &dailina a 40 mM. A
incubacao foi realizada em placas de acrilico &£376r 2 horas no aparelho
espectrofotbmetro Elisa (POWER WAVE XS DA BIOTEK280 nm, sendo as
leituras realizadas a cada 10 minutos. A atividdaléAL foi expressa em uM
min® mg* de proteina, sendo utilizado o coeficiente denefith molar de 10
mM™ cnt (ZUCKER, 1965).

O delineamento experimental foi o inteiramente akzado, sendo
utilizadas 20 repeticdes por tratamento para abagias de crescimento e 5
repeticBes para as analises bioquimicas. Os ddatmo® ao longo do tempo
(quantitativo) foram analisados por regressado poiial (p<0,05), enquanto os
dados qualitativos submetidos a analise de vadarzias medias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05), pelo Programa SAEE(S-2007).
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

O crescimento das plantas variou em funcédo dosedifes tratamentos
de irradiancia (Figura 2). As plantas cultivadad saalha vermelha e azul
apresentaram o maior crescimento em altura e diérdetcolo durante todo o
periodo do experimento (Figura 2A, 2B). Resultadesnelhantes foram
observados par@cimum sellgiMikania glomeratae Mikania laevigataonde as
maiores alturas foram observadas nos tratamentosntalhas vermelha e azul
(SOUZA et al., 2007; COSTA et al., 2010).

Quanto a area foliar, os maiores valores foramdobtinas plantas
cultivadas sob malha azul e vermelha, enquanta@&osis tratamentos tenderam
a uma menor area foliar (Figura 2D). O incrememt@uga foliar nos tratamentos
com malhas coloridas pode ser considerada uma fdanplanta aumentar a
superficie fotossintética, apresentando maior @&awento das baixas
intensidades luminosas e, consequentemente, coampEnss baixas taxas de
fotossintese por unidade da area foliar caradteride folhas de sombra (JONES;
MCLEOD, 1990). Resultados semelhantes foram obpdo®liveira et al. (2009)
trabalhando com a espééigemisia vulgarigjue apresentou maior area foliar sob
malha vermelha e azul quando comparada a 50% e de0adiancia.

Plantas cultivadas sob malha vermelha e azul, @aslgroporcdes
vermelho e azul do espectro séo alteradas e ogorrigloqueio da intensidade
de radiacao préxima de 50% (Figura 1), apresentasamaiores medias para a
area foliar. Enquanto, a menor area foliar foi obes#a no tratamento com 50%
e 70% de radiacdo. Tal resultado indica que a dpddi de luz € um fator
determinante para a expansao do limbo foliar deepien macaco quando
comparado a intensidade de radiagéo.

O numero de folhas foi maior nas plantas cultivadab malha
vermelha, azul, 70% e 100% de radiacdo. Nos tratemeecom 100% e 70%
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pode ser observado que as plantas reduziram sadofier, mas aumentaram o

namero de folhas. Respostas semelhantes foram vabdser emOcimum

gratissimumonde as altas irradidncias proporcionaram umangiigdo da area
foliar e um aumento do numero de folhas (FERNANRESI., 2013).
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Figura 2 Altura (A), Diametro do colo (B), Nimere tblhas (C) e Area Foliar
(D) dePiper aduncuntultivadas em diferentes condicdes de radiacao
(50%, 70%, 100%, malha vermelha (MV) e malha allf)) ao longo
de 120 DAT (dias ap6s o transplante). Lavras-MG
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A producédo de MSF e MSC foram maiores nos tratamserdm 50% de
irradiancia, MV e na MA (Figura 3). Ocorreu umadéncia de maior MSR nas
plantas cultivadas sob 100% de irradiancia e M\praducdo de matéria seca
total foi maior nos tratamentos com 100% de irnacich MV e MA. Este
resultado mostra a importancia da intensidade didquie radiacdo para o
crescimento vegetal, ndo somente pelo fornecimaldoenergia para a
fotossintese, mas por gerar sinais que regulardesmnvolvimento.

A RPF foi maior no tratamento com 100% e 50% dmliémcia e menor
na malha vermelha e a RPR foi maior nas plantdivadas sob 100% e 70% de
radiacdo e na malha vermelha (Tabela 1). A maioeA®ST encontradas nas
plantas cultivadas sob malha azul evidencia quanseato da AF das folhas
permitiu maior intercepcao da luz, favorecendo @pcdo de fotoassimilados
(LI; KUBOTA, 20009).
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Figura 3 Massa seca da folha (MSF), massa secau® @VSC), massa seca da
raiz (MSR) e massa seca total (MST)Riper aduncuntultivadas sob
diferentes condi¢cdes de radiagdo (50%, 70%, 100%rddiancia e
malha vermelha (MV) e malha azul (MA)). Médias dsdga pela
mesma letra, entre colunas, ndo diferem entresh, tpste de Tukey a
5%

A razdo R/PA foi maior nas plantas que cresceraml€®%, 70% de
irradidncia e na malha vermelha e menor nos tratilsaeom malha azul e 50%
de irradiancia (Tabela 1). A maior razdo R/PA etramias nas plantas a 100%
de irradiancia confirma a maior alocacdo de maté&ega para a raiz.
Normalmente plantas com sistemas radiculares nesisndolvidos tem maior
capacidade para suportar taxas fotossintéticamddsvsob a alta transpiracao
que ocorre nesse tipo de ambiente, pois podem\adrsoraior quantidade de
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agua e nutrientes (CLAUSSEN, 1996). Além dissoaixébrazdo R/PA e a
maior altura nas plantas cultivadas sob malha aadfirma o maior
investimento em parte aérea nesta condicao.

A ocorréncia de maior RPF e maior razdo R/PA nastat a 100% de
irradiancia, pode estar relacionada a plasticidierescimento induzida pelas
diferentes condi¢cdes de radiagdo, resultando nptatnihidade da espécie ao
regime de maior irradiancia. Resultados contrédocsm observados em plantas
de Catharanthus roseuglL.) G. Don ‘Pacifica White’ que ndo demonstrou

adaptabilidade a 100% de irradiancia (MELO; ALVAREA, 2009).

Tabela 1 Razao raiz parte aérea (R/PA), area fetipecifica (AFE), raz&o de
area foliar (RAF), razao de peso foliar (RPF) éoade peso radicular
(RPR) de Piper aduncumcultivadas em diferentes condi¢cGes de

TRAT R/PA AFE RAF RPF RPR
(9) (cm2. g) (cm2. g) (9-9) (9-9)

50% 0,47b 108,70a 32,63a 0,30a 0,18b

70% 0,63a 100,52b 28,04b 0,28b 0,23a

100% 0,60a 90,78b 27,18b 0,30a 0,22a
MV 0,60a 116,43a 30,43a 0,26b 0,23a
MA 0,46b 118,81a 33,08a 0,28ab 0,18b
CV(%) 22,09 16,69 17,39 11,18 18,89

radiacdo (50%, 70%, 100%, malha vermelha (MV) enmalzul (MA)
*Médias seguidas pela mesma letra, entre colurés diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott a 5%

A AFE foi menor no tratamento com 70% e 100% dkaghio e maior
tratamento com malha azul (Tabela 1). A diminuiddoAFE nos tratamentos
com o0 aumento da irradiancia, possivelmente, éltegku de um maior
espessamento das folhas nestes tratamentos. Msdamestrutura foliar, como
na AFE, sdo descrito como principais mecanismactmatacéo sob diferentes
condicBes ambientais (ARANDA et al., 2004). Alénsadi, a reducdo na
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espessura das folhas em plantas sombreadas develifsrenca na distribuicéo
e no consumo de fotoassimilados para expansaor,fa@ipecialmente nas
plantas cultivadas sob a malha azul, que apresemttolhas com maior area
foliar e uma maior RAF. Esta resposta € uma egieatédaptativa que pode
possibilitar maior captura de luz e permitir maigdiciéncia fotossintética para
maiores ganhos de carbono (TAIZ; ZEIGER, 2004). pentas deOcimum
selloi também foi verificado uma reducdo na espessuidarm foliar quando
cultivadas sob malha azul (COSTA et al., 2010).

As diferentes condi¢es de radiacdo também apezaemefeito sobre a
producdo de compostos fendlicos (Figura 4). O cmlttetotal de compostos
fendlicos e lignina foram maiores no tratamento ddfe menor no tratamento
com 100% de irradiancia e na MV (Figura 4A, 4B)l fiesultado indica que
esses compostos sdo influenciados tanto pela gqdalie quantidade de
radiacdo. Estudos realizados cd®rotea cynaroided.., cultivadasin vitro,
também apresentou maior concentracdo de compostslicos quando
cultivadas sob luz azul (LED) e menor quantidadelsa vermelha (WU; LIN,
2012). Por outro lado o gengibrZirfgiber officinale Roscoe) cultivado sob
diferentes intensidade de luz natural apresentulteglos contrarios, onde altas
irradiancia promoveu um aumento destes composto\8EMZADEH et al.,
2010).
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Figura 4 Producdo de compostos fendlicos solinaiist (A), lignina (B),
flavonoides totais (C) e atividade da fenilalarémadnio liase (D) em
folhas dePiper aduncumcultivadas sob diferentes condicbes de
radiacdo (50%, 70%, 100% de irradiancia, malha gtraa MV,
malha azul- MA). Médias seguidas pela mesma lemire colunas,
nao diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5%

O aumento dos teores de lignina nas plantas cdés/aob MA pode ser
reflexo das mudancgas anatdbmicas normalmente inakizich condicdes adversas
gue proporcionam a protecao das células (GHASEMZAIREal., 2010). Desta
forma, a maior producdo de compostos fendélicogrena pode ser relacionada a
maior resisténcia das plantas (MARTTI et al., 2R04ssim, um elevado teor de

compostos fendlicos no tratamento com MA pode seéfico na resposta a
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doencas ou ataque de herbivorosRiper aduncumAdicionalmente a sintese
destes compostos é mais influenciada pela qualidadiez.

O conteudo de flavonoide foi menor no tratamenton cb00% de
irradiancia ndo ocorrendo diferencas significatigare os demais tratamentos
(Figura 4C). Tal resultado pode indicar a maiotuificia das intensidades de
irradidncias na producéo deste composto. Ghasemza@hasemzadeh (2011)
também observaram que folhas dmgiber officinale Roscoeapresentaram
maiores teores de flavonoides quando expostas braom

Os flavonoides sdo conhecidos como substancias pgoiegem as
plantas contra os danos induzidos pela luminosidame excesso e como
antioxidantes (JAAKOLA et al., 2004; NASCIMENTO at., 2013). Desta
forma o cultivo dePiper aduncunma 100% de irradiancia néo foi benefico para a
estimulacdo destas defesas ou ainda a espécie efggtlo pode apresentar
outros mecanismos para se proteger de altas incdg

A atividade da PAL foi maior nos tratamentos con®5070% de
irradiancia e na MA (Figura 4D). A PAL é consideaadna enzima chave para
a sintese de compostos fendlicos e flavonoidegagmonstra que os maiores
teores observados destes compostos pode estdomaie a maior atividade
desta enzima (GHASEMZADEH & GHASEMZADEH, 2011). Atédisso, a
luz azul promove a inducdo de genes que regulampeessdo da PAL
(MENG; XING; WANG, 2004). Resultados contrarios &or observados em
folhas delLabisia pumilaBenth, cultivadas em estufa, onde a maior atividad
da PAL foi observada no tratamento com maior int&te de irradiancia -
630 mmol m% * (KARIMI et al., 2013).

A influencia de altas irradidncias na reducdo dadpgdo de
fotoassimilados do metabolismo primario, pode proenoum aumento na
concentracdo de compostos fendlicos forcando agptadesenvolver estratégias

para se defender (WARREN et al.,, 2003). Assim enan sintese dos
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compostos secundarios observado nas plantas datvasob 100% de
irradidncia esta relacionado a indugcdo de um eastreque forca o
desenvolvimento de outras formas de adaptacdcaacesslicdo. Todavia, mais
estudos sdo necessarios para determinar se o audeepitoducédo de compostos
secundarios é devido a queda de producdo de migbalbdlimarios através da
fotossintese ou ao estresse induzidos pelas akdsincias (GHASEMZADEH
& GHASEMZADEH, 2011).
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4 CONCLUSAO

O crescimento dPiper aduncunfoi afetado pelas diferentes condi¢des
de irradiancia, sendo que as plantas cultivadasnslba azul foram as que
apresentaram maior crescimento e producédo de matga. Contudo, a espécie
também mostrou respostas de crescimento que gitasibsua sobrevivéncia
sob 100% de irradidncia havendo maior investimemoraiz e espessura de
folha.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, gedaferir também que
a sintese dos compostos secundarios (fenodis sselltggais, lignina e
flavonoides) foi influenciada pelas diferentes do@es de irradiancia. A maior
guantidade de compostos secundarios foram obtideplantas cultivadas sob

malha azul.
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CAPITULO 3

Trocas Gasosas e Producdo de Pigmentos Fotossiriés emPiper aduncum

cultivada sob diferentes condic¢des de radiacdo

RESUMO

A espécie Piper aduncumé uma planta com grande potencial
econbmico, pois possui um Oleo essencial que apeeSEOMPOStos com
propriedade antimicrobiana e inseticidas. Contadsjntese destes compostos
possui correlagdes positivas entre taxas de assiwilde CQe o crescimento.
Assim, como a luz afeta diretamente processo asdgaitese, o presente estudo
avaliou a influencia de diferentes condicbes deiagd® no desempenho
fotossintético, a partir de variaveis relacionadsdrocas gasosas e a producao
dos pigmentos fotossintéticos Hger aduncumOs tratamentos consistiram em
ambientes com 100 %, 70% e 50% da radiacdo comkegoom sombrite e dois
ambientes com malhas coloridas (vermelho e azyi$sAL50 dias de cultivo, a
atividade fotossintética (A), condutancia estonséfgs) e transpiracéo (E ) , a
concentracdo interna de €QCi) , déficit de pressado de vapor ( DVP ) ,
temperatura da folha , a concentracdo de, @@erna / externa (Ci/Ca) ,
eficiéncia de carboxilagcdo (A/Ci) e eficiéncia deouda agua (A/e) foram
avaliados. Adicionalmente foram analisados a qdadgé de clorofila a, b,
carotendides, relacéo total e clorofila a/b. A ipalbs dados observados , pode
concluir-se que a espécie desenvolve varias respastaptativas a diferentes
condicbes de radiacdo. Além disso, pode-se infig 0 seu processo de
fotossintese € mais eficaz em ambientes com aitaasidades de radiacgéo,
apresentando maior eficiéncia fotossintética quandiivada sob 70 % e 100 %
da radiacéo.

Palavras-chave: Pimenta macaco. Fotossintese. baidaude. Clorofila.
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1 INTRODUCAO

Piper aduncuni. (Piperaceae), conhecida popularmente como gamen
de-macaco, é um arbusto nativo das Américas (ROEtHA, 2008). Apresenta
uma ampla distribuicdo geografica na América Cénémtilhas e América do
Sul. No Brasil, pode ser encontrada nos estado&ctde, Para, Mato Grosso,
Ceara, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Ridateeiro, Sdo Paulo e Parana
(FAZOLIN et al., 2006). Embora ainda ndo seja eatfa comercialmente, a
espécie possui elevado potencial devido as sugsigdades antimicrobianas
(FAZOLIN et al., 2005; LARA JUNIOR et al., 2012)nseticidas (MISNI;
OTHMAN; SULAIMAN, 2011) e baixa toxicidade (SOUSA a&l., 2008) do seu
Oleo essencial, o que a torna de alto valor patasinia farmacéutica e quimica.

A procura de vegetais que apresentam caractesisticBhmicrobianas
tem crescido nos ultimos anos, contudo, a mai@#aesdtudos realizados focam
apenas na atividade biol6gica do 6leo essencialugido por algumas espécies
medicinais. As pesquisas relacionadas as areas@mgitas sS40 escassas Ou se
limitam a um ndmero muito restrito de espéciesmadmente exoticas. Além
disso, o cultivo de espécies vegetais em sisteneaprdducdo, seja com
finalidade econbmica ou conservacionista, requea gérie de cuidados que
dependem do conhecimento prévio de suas -carac@sisfisiologicas e
exigéncias ecoldgicas nas diversas etapas de dewital (SANTIAGO et al.,
2001). Portanto, o cultivo de espécies medicinas diferentes condicdes
ambientais constitui uma tematica atrativa e ingrug para as pesquisas
agronémicas, visto que s&o incipientes o conhediondas respostas dessas
espécies em ambiente protegido.

A radiacdo, tanto em termos de qualidade como dantiglade,

seguramente € um dos mais importantes fatores déeata fisico que pode
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interferir na morfologia e fisiologia vegetal (WANGUO, 2007) e na fisiologia
das plantas (KUREPIN et al., 2007). Altas irradiaacde uma maneira geral,
podem promover uma reducdo na eficiéncia fotog&até resultando na
degradacdo do aparelho fotossintético (MARCHESEalet 2008). LIMA
JUNIOR et al. (2006), trabalhando coBupania vernalis observaram que
alteracdes na intensidade de luz promoveram aftesagnorfolégicas que
afetavam diretamente a assimilacdo liquida de, @GO a transpiracao,
promovendo alteracdes na fotossintese liquida. @ontas plantas apresentam
respostas diversificadas em relacdo a esse fatbieatal e grande parte dos
estudos nédo avalia varidveis fisiolégicas diretasno aquelas envolvidas nas
trocas gasosas a fim de verificar respostas egmEriios processos fisioldgicos
(DAS, 2004).

Os ajustes no aparato fotossintético determinam lastigidade
adaptativa das espécies a diferentes condigOes rrddiancia. Segundo
ALVARENGA et al. (2003), plantas com maior eficim na conversdo de
energia radiante em energia quimica conseguem mdémempenho e
produtividade. Desta maneira, estudos referenteecas gasosas podem ser
uma forma de avaliar a influéncia da radiacdo, @it de vista da qualidade e
quantidade, na otimizagdo da producdo de biomassa eacumulo de
metabolicos secundéarios de interesse, visto qugnde Zavala e Ravetta
(2001), ha correlagbes positivas entre taxas demidessdo de C@ com o
metabolismo secundério e crescimento.

Objetivou-se neste estudo, avaliar a influenciadiflierentes condicdes
de radiacdo no desempenho fotossintético, a mitirariaveis relacionadas as
trocas gasosas, e na producao dos pigmentBfpdeaduncumtendo em vista
a sua importadncia medicinal e a falta de conhedimeobre a capacidade

adaptativa do processo fotossintético a diferesteambientes.
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2 MATERIAL E METODOS

Mudas de Piper aduncumforam produzidas no Departamento de
Biologia/ Fisiologia Vegetal da Universidade FetldmlLavras - UFLA, a partir
de sementes, as quais foram pré-germinadas ensmlagaetri, sobre trés folhas
de papel de filtro e mantidas em camara de geri@intgo Mangesdorf, a 256
e sob fotoperiodo de 12hs, durante 30 dias.

Apo6s este periodo, as plantulas foram transferfira bandejas de
polipropileno expandido de 72 células, contendo 8Bgsubstrato comercial
Plantmax por célula e mantidas em viveiro com 5086sdmbreamento até
atingirem 2,5 cm de altura. As plantas destinadasu#tivo a pleno sol (100%
de irradiancia) foram previamente aclimatizadas’dras a 70% de irradiancia
e posteriormente por 7 dias a pleno sol antes gams&ransplantadas para o
substrato definitivo.

Apés aclimatizacdo, as mudas foram transplantaaia@s\asos plasticos
de 6 litros, contendo substrato composto por tderasubsolo, areia e esterco
bovino, na proporcédo de 2:1:1, sendo dispostasdiferentes tratamentos de
irradiancia. As caracteristicas fisico-quimicas stto foram analisadas pelo
Laboratério de Analises de Solos do DepartamentcCidmcias do solo da
UFLA e foram as seguintes: pH:5,4:4213 mg.dm; K: 73,32 mg.dry Ca: 2,30
cmolc.dn®, Mg: 0,30 cmolc.dm, Al:0,10 cmolc.drif, H+Al: 2,90 cmolc.dr,
V:49,00%; matéria organica: 2,10 dag.kg-1, Argii8;00 dag.kg-1; Silte: 16,00
dag.kg-! e Areia: 14,00 dag.kg*.

O experimento foi conduzido no periodo de abrigasto de 2012, na
Fazenda Gota de Esperanca do Departamento de WgricuDAG) na
Universidade Federal de Lavras com as seguintesleoadas: 21°14'07"S e
44°5822"W, a 879 m de altitude. As médias clintaalas observadas durante
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o periodo do experimento foram fornecidas pela gastaClimatologica do
Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e dwvetemperatura maxima
de 30,2°C e minima de 6,3°C, precipitacdo de 1,28arumidade relativa de
72,7%. Os tratamentos foram caracterizados petivaudas plantas durante 5
meses sob cinco condicdes de radiacdo produzidosopabrite (30% e 50%),
duas malhas Chromati@tnas cores vermelha (MV) e azul (MA) que
blogueavam 50% da radiac&o incidente, além de atantento a pleno sol. A
irrigacdo foi realizada diariamente, mantendo o s@ condicdo de capacidade
de campo.

Com o auxilio de um espectroradibmetro portatiBe850 RED TIDE,
acoplado a uma fonte de radiacao eletromagnétic® I (200 a 2000 nm) e
a uma sonda de reflectancia R400-7-VIS-NIR (B® Solutions Ocean
Optics’), avaliou-se o espectro de reflectancia dos difege ambientes de
radiacdo com uma resolucdo espectral de 1 nm.adlidmcia média observada
para o tratamento a 50% foi de 6,54 W/mz2, no tratdocom 70% foi de 13,08
W/mz2, 100% de 15,42 W/m2, na MV de 8,86 W/m? e na d& 9,07 W/m2. A
irradidncia normalizada para cada ambiente aprasemtaiores valores em
termos de quantidade e tamanho do espectro pambierste com 100% de
irradiancia, sendo seguido pelo ambiente propoatiorpela MV, 70% e 50%
de irradiancia e pelo ambiente com MA (Figura Brcebeu-se também que a
malha azul proporcionou um pico de irradiancia e@tproximadamente 450-
550 nm e a malha vermelha 490-690 nm.
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Para a avaliacdo das trocas gasosas, foram seldammleatoriamente
duas folhas completamente expandidas, localizaade e segundo e terceiro
né, de cinco plantas por tratamento. As varidvesacionadas a esta
caracteristica foram medidas cinco meses apésngplemte das mudas, sem
nenhuma nebulosidade, as 9 hs da manha com o aalwaliportatil de C®
infravermelho (IRGA), da marca LI-CGRmodelo LI-6400, que foi operado
em sistema com fonte artificial de radiacdo fotussicamente ativa (Blue +
Red LED LI-6400-02B, LI-COR, Lincoln, USA). A densidade do fluxo de
fétons fotossinteticamente ativo (DFFFA) foi de 9060l m? s* no tratamento

com 50% de irradidncia e nas malhas coloridas, 1200l m? s e no
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tratamento com 70% de irradiancia e 206l m? s* no tratamento com 100%
de irradiancia, as quais foram padronizadas dedacmm a radiacdo incidente
em cada ambiente no dia da primeira andlise. Aardracdo de C{na camara
foi de 380 + 3umol CQ, mor™,

As variaveis relacionadas as trocas gasosas atedisdoram:
fotossintese liquida (A), condutancia estomatica), (gtranspiracdo (E),
concentracdo intercelular de €QCi), déficit de pressdo de vapor (DPV) e
temperatura foliar (TF). Além disso, também foraatelados a relagdo Ci/Ca,
a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) e a eficiéniriatantdnea do uso da 4gua
(A/E).

Os pigmentos fotossintéticos analisados foramofilara, clorofila b,
relacdo a/b, clorofila total e carotenoides. A agdio foi realizada, conforme
metodologia descrita por Lichtenthaler e Buschm@@01), sendo coletadas
folhas completamente expandidas localizadas neiternd, cinco meses apds o
transplante. Apés a coleta, as folhas foram acatidas em papel aluminio e
transportadas em caixa de isopor contendo gelo htdboratério de Nutricdo e
Metabolismo de Plantas (Departamento de BiologiBAJF para imediata
extracdo e quantificacdo dos pigmentos.

Para a extracdo dos pigmentos, foram pesados 2@ mmatéria fresca
das folhas e homogeneizadas com 10 mL de acet@a\80), filtrados em la
de vidro, completando-se o volume para 30 mL d¢oaee80%. Imediatamente
apos este procedimento, foi realizada a leiturabd@rbancia a 663,2 nm, 646,8
nm e 470nm. Todo o procedimento foi realizado noums para evitar a
degradacao das clorofilas. Os teores clorofilaretenoides foram calculados
seguindo as seguintes equacdes: clorefilfl2,25 X Asgz) — (2,79 X Auegl;
clorofila b [(21,5 X Asss9 — (5,1 X Ass2)]; clorofila total (a+b) e carotenoides
[((1000 x Aw7g — (1,82 X Az — (85,02 x Aus2)/198], sendo os resultados

expressos em mg de pigmento por g de matéria foestecido foliar.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiente casualizados,
sendo os dados observados submetidos ao testerdalidade Lilliefors a 5%
de significancia e submetidos a analise de vadaecas médias comparadas
pelo teste Scott-Knott a 5%, pelo Programa SAEAE(S, 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas significativas entreate@mentos para as
variaveis de trocas gasosas avaliadas (Figura.2) 3tossintese liquida foi
maior no tratamento com 100% de irradiancia, semsmores nas plantas
cultivadas sob as malhas, independentemente da&nspregada (Figura 2a).
Estas variacdes nas condi¢bes de irradidncia premmaespostas rapidas na
atividade fotossintética das plantas, onde a ma@diancia aumenta a
fotossintese liquida até o ponto de saturacdo (BOMMRN, 1977). De acordo
com SOUZA et al. (2011) plantas que crescem sab ialadidancia podem
desenvolver células do mesofilo ricas em cloroplaspermitindo uma maior
atividade fotossintética.

Nas plantas cultivadas sob a malha vermelha a &edog fotossintese
liquida pode ser resultado da queda dos teorebddilas e da baixa eficiéncia
de carboxilacdo (Figura 3, 4). Neste tratamentovéoeducdo de 50% da
irradiancia, assim como observado por Dias et 2018) trabalhando com
Ulmus minorcultivadadn vitro.

As plantas cultivadas sob malha azul também demasast uma queda
na atividade fotossintética (Figura 2a). A luz azidsempenha um papel
importante na regulacdo das caracteristicas fotgsisias (YAMAZAKI, 2010),
no entanto, apenas 0 aumento na irradidncia naaegpectral azul parece nao
haver efeito positivo nas plantas de Piper. O lgalaentre comprimentos de
onda na faixa do vermelho e azul poderia promovaurnento da fotossintese
liquida nas plantas de Piper (KONG et al.,, 2012) pantas deCapsicum
annuum cultivadas sob malhas brancas (100% de irradigneimarelas e
vermelhas (35% de irradiancia) foi observado aumeat fotossintese liquida

nas plantas sob malha branca (KONG et al., 2012).
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As diferentes condi¢cdes de radiacdo influenciaramificativamente
condutancia estomatica com maiores valores obsesvaok tratamentos 100%,
50% de irradiancia e malha vermelha (Figura 2Bm disso, plantas cultivadas
sob malha vermelha foram registrados os maiorezreslde Ci, enquanto o
tratamento 70% de irradi&ncia e malha azul os nesnor
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A reducdo do Ci pode ser atribuida & baixa condigdastomatica
observada nas plantas cultivadas sob 50% de in@diéEsta menor assimilagdo
de carbono reduziu a fotossintese liquida dasg#amésta condicdo. Diferente
das plantas sob 50% de irradiancia, a reducaotdssiotese liquida das plantas
sob malha vermelha parece nédo estar relacionadasdal de CQ mas a baixa
taxa de carboxilacdo. Estudos realizados cdatcinium corymbosunem
diferentes niveis de sombreamento (40%, 50% e 7&%othbreamento) nédo
observaram altera¢des na condutancia estomatida@SCet al., 2012).

Nos tratamentos com 70 e 100% de irradiancia foohservadas as
maiores taxas de transpiracdo, déficit de pressdeapor e temperatura foliar
(Figura 2c, 2e e 2f). Os maiores valores das veigaacima citadas podem ter
levado ao aumento da condutancia estomatica namntesito com 100% de
irradidncia. Estes resultados indicam a baixaésfaia da regulacéo de abertura
e fechamento estomatico da espécie.

A queda da transpiracdo observada nos tratamesttiavahas coloridas
e 50% de irradiancia é considerada, para planttigatlas em baixa irradiancia,
uma estratégia para reduzir as perdas de carbomws, observado por YANG
et al. (2013) que verificaram o efeito de difersriteensidades de luz afetando o
processo fotossintético.

A maior relagé@o Ci/Ca foi observada nas plantasvedlas com 50% de
irradidncia e na malha vermelha e as menores atastentos com 70% e 100%
de irradiancia (Figura 3a). Os resultados estdaamdo com fotossintese
liquida nesses tratamentos, onde a menor relagé® @iMCa pode ter sido em
funcdo da maior carboxilacéo e, consequentemeasttecéio nos niveis de Ci.
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Nas plantas cultivadas sob 50% de radiacdo e maltlasdas houve
reducdo na relagcdo A/Ci quando comparada as plantasd00% de radiacéo
(Figura 3b). Este resultado demonstra o efeitotnsidade da irradiancia mais
do que qualidade na fotossintese liquida e n&afi@ de carboxilacédo.

A relacdo A/E que nos demonstra a eficiéncia in&tega do uso da
agua mostrou-se maior no tratamento com 50% dediameia e menor nos
tratamentos com 70 e 100% de irradidncia (Figuyal3esta maneira observa-se
gue as plantas cultivadas sob 100% de radiacaorandutham apresentado as
maiores taxas fotossintéticas tiveram uma perdaomgrande de agua pela
transpiracdo levando a uma queda na sua efici@eciaso da agua. Quando
compara-se as plantas Eger aduncungue cresceram sob 50% de irradiancia
e que tiveram as menores taxas de transpiracamaica eficiéncia no uso da
agua pode ser que a planta apresenta essa cataeqvara manter certo nivel
de fotossintese e assimilacdo de carbonos. A refidd@ncia do uso da agua em
plantas cultivadas sob meia sombra também foi wadar em lllicium
lanceolatum(CAO et al., 2011).

As folhas dePiper aduncunapresentaram maior quantidade de clorofila
a e total nos tratamentos sob 70% de irradiancigu(gi 4a, 4b). Os niveis de
clorofila b foram influenciados pelas diferentes condi¢cdesadéacédo, onde o
uso das malhas coloridas reduziu a concentracapigogentos (Figura 4b). A
relacéo clorofila a/b também foi alterada sendmnmad tratamento com 70% de
irradiancia (Figura 4c).
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O aumento nos teores de clorofita em ambientes com baixas
intensidades de luz é uma caracteristica importdetadaptacdo da planta a
ambientes sombreados, pelo fato desse pigmentarcijbns com maiores
comprimentos de onda observados neste tipo de at@bi@VHATEY;
WHATEY, 1982). Assim, pode se inferir que a espé&stidada ndo apresenta
adaptacdo em ambientes com baixos niveis de in@di&em relacdo aos
pigmentos fotossintéticos, pois aumentou os teteedorofilab na condi¢do de
100% de irradiancia. Este resultado esta de acwydoas variaveis de trocas
gasosas observadas. Houve uma maior atividadesiiotéica no tratamento
com 100% seguido pelo de 70% de irradiancia, imdioauma ampliacdo do
espectro de absorcdo mesmo em condi¢cdes de ahdimcias. Ao mesmo
tempo essas caracteristicas estdo de acordo cdassificacdo ecologica da
espécie como pioneira sendo algumas vezes corgideiraa planta daninha
(ALVARENGA; BOTELHO; PEREIRA, 2006; ROCHA et al.pR8).

Os maiores teores de cloroféab e total observados no tratamento com
70% de irradiancia indica que a espécie consegualagtar a essa condicao
luminosa. Além disso, a maior quantidade de pigogepbde demonstrar uma
alta sintese de clorofila e uma degradacéo mata tanclorofilab em relacédo a
clorofila a e um equilibrio entre os fotossistemas (ENGEL; BONI, 1991).

Os baixos teores de pigmentos observados nas plantivadas sob
malha vermelha pode esta relacionado a menor telaeémelho:vermelho
distante (V/VD) existente nesse ambiente, comorgbde por SOUZA et al.
(2011) em plantas dMlikania laevigata A reducdo nos teores de clorofilas
observada nas folhas que cresceram na malha apunit&ria ao encontrado na
literatura onde, normalmente, observa-se a luz iafluenciando a biossintese
de clorofila e de outros pigmentos através da epga genética
(TSUNOYAMA et al., 2002). Segundo LARCHER (2006} alteracbes na

biossintese de clorofila pelas alteracfes na qadid espectral podem
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proporcionar vantagens quanto ao crescimento eodepfio dos vegetais.
Assim, esses resultados indicam que a pimenta dmamando se adapta
cromaticamente no sentido de melhorar 0 seu desdrapéotossintético.
Contudo, o aumento dos niveis de clorofila em plaotltivadas sob malha azul
ja foi observado para outras espécies medicinaisoc€atharanthus roseus
(MELO; ALVARENGA, 2009); Ocimum gratissimuniMARTINS et al., 2009)
e Mikania laevigata(SOUZA et al., 2011).

O maior teor de carotenoide foi observado no tratammcom 100% de
irradiancia e menor nas malhas coloridas (Figura @s carotenoides sao
pigmentos que funcionam como fotoprotetores poordai rapida extingdo dos
estados excitados da clorofila protegendo-a daag#iol (TAIZ; ZEIGER, 2009).
Desta forma, os altos niveis de carotenoides raadgd sob 100% de irradidncia
estdo associados ao desenvolvimento de uma profeg@o 0os complexos
receptores de luz dos fotossistemas, comprovaradta atividade fotossintética
observada nesse trabalho. Altos niveis de caratesoitambém foram
observados erArtemisia vulgaris.. quando cultivadas a pleno sol (OLIVEIRA
et al., 2009).
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4 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos pode-se observar quespeicee Piper
aduncumapresenta maior desempenho fotossintético e aigiiodde pigmentos
fotoprotetores quando cultivada sob 100% e 70%rddiancia. Contudo, para
manter-se nessas condicBes é necessario uma nisponidilidade de agua
visto que a eficiéncia no uso da agua é reduzidade alta temperatura foliar
gue propicia uma elevada transpiracdo. Além dissogspécie também
desenvolve mecanismos que propicia seu crescinggntbaixas irradiancias e
sob espectros enriquecidos com luz azul. Vale ralieainda que para 0 uso
dessa espécie em cultivos comerciais é necesséticdos futuros que
verifiguem a translocacdo e producdo de fotoassito# nessas diferentes
condi¢Bes de radiacdo, visando a maior producaoafabolitos secundérios de
interesse.
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CAPITULO 4

Anatomia foliar de Piper aduncum cultivada sob diferentes condi¢des de

radiacédo
RESUMO

A espéciePiper aduncuni. (Piperaceae), embora ainda ndo seja cultivada
comercialmente, possui elevado potencial devidpragriedades antimicrobianas,
inseticidas e de baixa toxicidade do seu Oleo ewsder\ luz € um dos fatores
ambientais de maior significancia para o desenvario das plantas, promovendo
mudancas nas caracteristicas anatomicas e fisiabdas folhas. De maneira geral,
as adaptacdes as diferentes condi¢Ges de irrali@sigio associadas ao ajuste do
seu aparato fotossintético de modo a otimizar ®@vajiamento da radiacéo
incidente. Contudo, quando se trata de plantascinedi a maioria dos estudos
concentra-se em identificar os componentes quiniEsentes nas suas estruturas
produtoras de 6leo essencial ou apenas na desarigfiimica das espécies. Assim
pouca atencdo tem sido dada aos aspectos da alugas condicGes ambientais
sob as caracteristicas anatdbmicas para estasesspédeste contexto, objetivou-se
avaliar o efeito de diferentes condi¢cbes de radiagire a estrutura interna das
folhas dePiper aduncumMudas dePiper aduncurnforam cultivadas por 4 meses
sob diferentes condi¢cBes de radiacdo, conseguinios sombrite (50%, 70% e
100%) e com malhas fotoconversoras, na cor verngha e na cor azul (MA).
Para as analises anatbmicas foram coletadas, dilhas f completamente
expandidas, localizadas no terceiro né de cincotasapor tratamento. A partir
destas folhas foram obtidos cortes paradérmicosamsversais. Nas secc¢bes
paradérmicas foram avaliadas a densidade de es&rdémetro polar, equatorial,
a relacdo entre didmetro polar e equatorial, ddktes de tricomas da face abaxial e
adaxial da epiderme. Pelas seccdes transversais favaliados a espessura da
epiderme adaxial e abaxial, cuticula da face aklap@énquima palicadico e
esponjoso e limbo foliar. Também foram medidogpessura do floema, proporgao
do floema com relagdo a &rea total da nervura, fiédndo xilema, nimero de
xilema, proporcdo de xilema em relacdo a area tahervura e o indice de
vulnerabilidade de Carlquist. Foi possivel notae q espéciBiper aduncunaltera
a estrutura interna da sua folha quando cultivante diferentes condicBes de
radiacdo, apresentando caracteristicas anatomal@ses favoraveis ao seu
crescimento sob altas irradiancias como tambénseqiae respostas anatémicas que
permite sua sobrevivéncia em condi¢cdes enriquedidias comprimento de onda
azul e em baixas condicdes de luz.

Palavras-chave: Pimenta macaco. Ecological anatbumginosidade. Mesofilo.
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1 INTRODUCAO

A luz, como uma fonte primaria de energia, € umfdtmes ambientais
de maior significancia para o desenvolvimento damtas (NAOYA et al.,
2008). Assim alteracfes na qualidade e quantidadadiacdo levam mudancas
nas caracteristicas anatomicas e fisiologicas alaad (MACEDO et al., 2011).
De maneira geral, as adaptacdes as diferentescbasdde irradidncia estdo
associadas ao ajuste do seu aparato fotossintdécanodo a otimizar o
aproveitamento da radiacdo incidente (SANTIAGO let 2001). Além das
modificacbes que ocorrem nos tecidos fotossintetiza do mesofilo foliar,
estudos mostram mudancas significativas na dersidadtomatica,
funcionalidade dos estdmatos, numero de tricoméisraedes nos feixes
vasculares e na espessura da epiderme sob diteremelicoes de radiacéo
(CASTRO et al., 2007; LI; TANG; XU, 2013; FAN et a2013).

Piper aduncuni. (Piperaceae), conhecida popularmente como piamen
de-macaco, é um arbusto nativo das Américas (ROEtH, 2008). Apresenta
uma ampla distribuicdo geogréfica na América Cénfmatilhas e América do
Sul. No Brasil, pode ser encontrada nos estadoAcde, Para, Mato Grosso,
Ceara, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Ridateeiro, Sdo Paulo e Parana
(FAZOLIN, 2006). Embora ainda néo seja cultivadenercialmente, a espécie
possui elevado potencial devido as propriedadtisi@nobianas (FAZOLIN et
al.,, 2005; LARA JUNIOR et al., 2012), inseticidaMIENI; OTHMAN;
SULAIMAN, 2011) e baixa toxicidade do seu 6leo ess@ (SOUSA et al.,
2008).

As espécies pertencentes a familia Piperaceaectai® a pimenta
longa, sempre despertaram interesse anatdmicoadalggimas caracteristicas
de plantas monocotiledéneas, mesmo sendo plantsaisba a diversidade
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estrutural encontrada entre as espécies (GOGOSA.,eR012). Contudo a
maioria dos estudos concentram-se em identificacammponentes quimicos
presentes nas suas estruturas produtoras de &eoced (MORAES et al.,
2007; SOUSA et al. 2008) ou apenas na descricdtbraita das espécies
(ALBIERO et al., 2005GOGOSZ et al., 2012) .

Assim pouca atencdo tem sido dada aos aspectosfldantcia das
condicbes ambientais sob as caracteristicas ara®miNo entanto, €
exatamente desses aspectos que depende, em geateleapplasticidade das
plantas ao ambiente, pois séo as caracteristiceslagicas da superficie foliar
que condicionam, por exemplo, a quantidade de hsoraida ou refletida, o
grau de hidrofobia do érgédo, a pressdo de vapar ém contato com as folhas,
a eficiéncia do 6rgdo em defender-se de parasiteégenos, a quantidade de
poluentes ou defensivos absorvida e, evidentemeatemagnitude da
transpiracéo e o crescimento (SANTIAGO et al., 2001

Pelo exposto, objetivou-se avaliar neste estuddeitoede diferentes
condicBes de radiacdo sobre a estrutura internfolias dePiper aduncum
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2 MATERIAL E METODOS

Mudas de Piper aduncumforam produzidas no Departamento de
Biologia/ Fisiologia Vegetal da Universidade FetldmlLavras - UFLA, a partir
de sementes, as quais foram pré-germinadas ensmlagaetri, sobre trés folhas
de papel de filtro e mantidas em camara de geri@intgo Mangesdorf, a 256
e sob fotoperiodo de 12hs, durante 30 dias.

Apo6s este periodo, as plantulas foram transferfira bandejas de
polipropileno expandido de 72 células, contendo 8Bgsubstrato comercial
Plantmax por célula e mantidas em viveiro com 5086sdmbreamento até
atingirem 2,5 cm de altura. As plantas destinadasu#tivo a pleno sol (100%
de irradiancia) foram previamente aclimatizadas’dras a 70% de irradiancia
e posteriormente por 7 dias a pleno sol antes gams&ransplantadas para o
substrato definitivo.

Apés aclimatizacdo, as mudas foram transplantaai@syasos plasticos
de 6 litros, contendo substrato composto por tderasubsolo, areia e esterco
bovino, na proporcdo de 2:1:1, sendo dispostasdifasentes condicbes de
radiacdo. As caracteristicas fisico-quimicas dm doram analisadas pelo
Laboratério de Analises de Solos do DepartamentcCidmcias do solo da
UFLA e foram as seguintes: pH:5,4:4213 mg.dm; K: 73,32 mg.dry Ca: 2,30
cmolc.dn®, Mg: 0,30 cmolc.dm, Al:0,10 cmolc.drif, H+Al: 2,90 cmolc.dr,
V:49,00%; matéria organica: 2,10 dag.kg-1, Argii8;00 dag.kg-1; Silte: 16,00
dag.kg-! e Areia: 14,00 dag.kg*.

O experimento foi conduzido no periodo de abrigasto de 2012, na
Fazenda Gota de Esperanca do Departamento de WgricuDAG) na
Universidade Federal de Lavras com as seguintesleoadas: 21°14'07"S e
44°5822"W, a 879 m de altitude. As médias clintalas observadas durante
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o periodo do experimento foram fornecidas pela gastaClimatologica do
Departamento de Engenharia Agricola da UFLA quéstregam temperatura
maxima de 30,2°C e minima de 6,3°C, precipitacad, @8 mm e umidade
relativa de 72,7%. Os tratamentos foram caracwizaelo cultivo das plantas
durante 5 meses sob cinco condi¢cfes de radiacdozdms por sombrite (30%
e 50%), duas malhas Chromat@etas cores vermelha (MV) e azul (MA) que
filtravam 50% da radiacdo incidente, além de urtatn@nto a pleno sol. A
irrigacdo foi realizada diariamente, mantendo o s@ condicdo de capacidade
de campo.

Com o auxilio de um espectroradibmetro portatiBe850 RED TIDE,
acoplado a uma fonte de radiacao eletromagnétic® I (200 a 2000 nm) e
a uma sonda de reflectancia R400-7-VIS-NIR (B® Solutions Ocean
Optics’), avaliou-se o espectro de reflectancia dos difege ambientes de
radiacdo com uma resolucdo espectral de 1 nm.adlifmmcia observada para o
tratamento a 50% foi de 6,54 W/m?, no tratamento €60% foi de 13,08 W/m?,
100% de 15,42 W/m?, na MV de 8,86 W/m? e na MA ¢e79w/m2. A
irradidncia normalizada para cada ambiente aprasemtaiores valores em
termos de quantidade e tamanho do espectro pambierste com 100% de
irradiancia, sendo seguido pelo ambiente propoatiorpela MV, 70% e 50%
de irradiancia e pelo ambiente com MA (Figura Brcebeu-se também que a
malha azul proporcionou um pico de irradiancia e@tproximadamente 450-
550 nm e a malha vermelha 490-690 nm.
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Figura 1 Irradidncia normalizada/comprimento deaoath cinco ambientes de
radiacdo: 100% de irradiancia (linha cinza confinu@a0% de
irradidncia (linha com pontinhos menores cinzafo5fe irradiancia
(linha preta continua); MV (malha vermelha- linhamc pontinhos
maiores pretos) e MA (malha azul- linha ndo corsticinza)

Para as analises anatémicas foram coletadas, alhas tompletamente
expandidas, localizadas no terceiro né de cincatgdapor tratamento, apos
cinco meses do transplante para os vasos. Eshkas foram fixadas em solucéo
de formaldeido, acido acético e etanol 70% (F.A0Apbr periodo de 72 horas,
sendo posteriormente armazenadas em frascos corgémubl 70%. As secdes
paradérmicas foram obtidas a partir da dissociagimica dos tecidos em
solucdo de Jeffrey por 7 dias, com posterior ét&gio com hipoclorito de
sédio 50%, as quais foram lavadas em 4gua destitédavezes por 10 min,
coradas com solucdo de safranina 1% e montadasiraimal e laminula com
glicerina 50% (KRAUS; ARDUIN, 1997). A solucdo deffley foi preparada
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usando partes iguais de acido cromico (10%) e aaqidtico (10%)
(JOHANSEN, 1940). Em fragmentos de 2 cm das foltetisados da regiao
mediana da folha contendo a nervura central foraalizadas secOes
transversais com auxilio de micrétomo de mesa modelC. Os cortes foram
clarificados em hipoclorito de s6dio 50%, lavados &gua destilada trés vezes
por 10 min, corados com solucdo Safrablau (safeahi e azul de astra 0,1%
na proporcdo de 7:3) e montados em lamina e lamigml glicerina 50%. As
laminas foram fotografadas em microscépio Olympuoslelo BX 60, acoplado
a camera digital Canon A630. As fotomicrografiamfo analisadas em software
para andlise de imagens UTHSCSA Imagetool, medsedas caracteristicas
quantitativas dos tecidos em quatro laminas paetiggo, sendo contabilizados
cinco cortes por lamina e cinco campos por corte.

Nas seccbes paradérmicas foram avaliadas a deesi#agstdmatos
(DE), diametro polar (POL), equatorial (EQU), aagglo entre diametro polar e
equatorial (POL/EQU), a densidade de tricomas da &bpaxial (TAB) e adaxial
(TAD) da epiderme. A densidade estomatica (numer@stdbmatos por mmg)
realizada na face abaxial da epiderme (folha hipostica) e a densidades de
tricomas (numero de tricomas por mm2) foram obtitea$ace abaxial e adaxial
da epiderme.

Pelas secg¢bes transversais foram avaliados a espesta epiderme
adaxial (EAD) e abaxial (EAB), cuticula da face »xadh(CUT), parénquima
palicadico (PP) e esponjoso (PE) e limbo foliar)(LFambém foram medidos a
espessura do floema (EF), proporcdo do floema aatdo a area total da
nervura (PF), diametro do xilema (DIAX), nimeroxdiema (NX), proporcao
de xilema em relacdo a &rea total da nervura (HK{liee de vulnerabilidade de
Carlquist (IVC=diametro dos vasos do xilema/nimde vasos do xilema)

calculado segundo Calquist (1975).
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O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, com cinco
tratamentos e cinco repeticbes. Os dados foram etidos a andlise de
variancia e ao teste de Scott-Knott para P<0,05) ewxilio do software
estatistico SAEG (SAEG, 2007).
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

Foram observadas mudangas na anatomia foliaPider aduncum
quando cultivada sob diferentes condicbes de radiagas secdes transversais
da lamina foliar, observou-se que a espessura idegree na face adaxial e
abaxial, da cuticula, do parénquima palicadicopd@nquima esponjoso e do
limbo foliar foram maiores nas plantas cultivada® 400% de irradiancia,
ocorrendo uma reducdo nos tratamentos com menoaasidades de irradiancia
(Tabela 1 e Figura 2). O aumento da espessuradioes foliares em condi¢des
de altas irradiancias pode ser uma forma de atemugprevenir danos causados
pela luz excessiva no aparato fotossintético, pgemia que a fotossintese seja
mantida (MATOS et al.,, 2009). Epiderme e cuticulaismespessas pode
aumentar a reflectancia das folhas e melhorarc&giia na interceptagdo de luz
(CHAZDON; KAUFMANN, 1993). Além disso, o espessarntemlos tecidos
foliares pode ser entendido como uma plasticidadesgécie a esta condicao de
radiacdo. Resultados semelhantes foram observadoglamtas deJuniperus
oxycedrus em condigbes naturais que apresentaram maior Sespesto
cuticular e do parénquima palicadico nos ambiect@® maior irradidncias
(VASIC; DUBAK, 2012).
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Tabela 1 Caracteristicas dos tecidos foliares ergasetransversal dBiper
aduncumcultivada em diferentes condi¢bes de radiacdo (5%,
100% de irradiancia e em malha vermelha — MV e athanazul —

MA)
TRAT EAD EAB CuT PP PE LF
(1m) (1m) (1m) (1m) (um) (1m)

50% 50,8d 42,2a 5,60b 39,23c 46,67d 85,97d

70% 56,2b 37,2b 5,51b 40,24c 49,19¢ 83,47d
100% 63,7a 42, 7a 8,88a 56,52a 71,80a 125,63a

MV 53,7¢ 43,2a 8,33a 45,60b 56,68b 98,53c

MA 56,6b 42,0a 8,76a 54,52a 50,49¢c 105,49b
CV(%) 2,17 3,24 6,79 4,34 2,98 1,70

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndoedifemtre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). EAD = espessura da epiderme na &alzxial; EAB = espessura da
epiderme na face abaxial; CUT = espessura da tie®@= espessura do parénquima
palicadico; PE = espessura do parénquima espoajbBe espessura do limbo foliar
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Figura 2 Fotomicrografias da seccao transversdbolias dePiper aduncum
cultivadas sob diferentes condicdes de radias&m0% de irradiancia;
B-70% de irradianciaC-100% de irradiancid)-malha azul (MA)E-
malha vermelha (MV); EAD-Epiderme da face adaxi&AB-
epiderme da face abaxial; PP- parénquima palicA&iEeparénquima
esponjoso. Barra-50pm
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Com relagdo as plantas cultivadas nas malhas datoffoi verificado
um aumento na espessura da epiderme na face abdaiatuticula, do
parénquima palicadico e no limbo foliar nas plamtalsivadas sob malha azul
(Tabela 1 e Figura 2 D). Trabalho realizado cAiternanthera brasiliana
também observou um espessamento do parénquimadgietie da epiderme em
plantas cultivada# vitro sob luz monocromatica azul e uma reducdo destes
tecidos quando cultivadas na luz vermelha (MACEDQQ@lg 2011). Segundo
Tennessen, Singsaas e Sharkey (1994) um incremdntbanda vermelha
promove um desequilibrio de energia que interfepe fuincionamento do
fotossistemas | e Il. Assim a menor espessura déngaima palicadico e da
epiderme é resultado da interferéncia da distrimuide radiacdo entre os
fotossistemas o que promove alteracdes no desémeslto destes tecidos
foliares. Além disso, uma maior quantidade de lazl gpode promover
mudancas foliares com caracteristicas semelhantggelas que se
desenvolveram sob condicdes de altas irradiangia3 SUDA et al., 2008).

A densidade estomatica, das plantas cultivadas0®% e irradiancias
apresentaram valores mais elevados quando compavadgemais tratamentos
(Tabela 2 e Figura 3), sendo que a menor densidaddservada nas plantas
cultivadas sob malhas coloridas. Contudo os estismii tratamento com 100%
de irradiancia apresentaram uma leve reducéo eras®nho (Figura 3C). Um
aumento na densidade estomatica pode esta reldai@gnama plasticidade da
planta que visa aumentar a condutancia estomatigedindo que a fotossintese
seja limitada (FAN et al., 2013). EBrassica napuscultivadain vitro em
diferentes qualidades de luz, foi observada maemsidiade estomatica em
plantas cultivadas sob luz azul (LI; TANG; XU, 2013
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Tabela 2 Caracteristicas anatémicas de folhaRipger aduncumem seccdes
paradérmicas cultivadas em diferentes condicoesadiacdo (50%,
70%, 100% de irradiancia, na malha vermelha (MWgaamalha azul

(MA)
TRAT POL EQU POL/EQU DE TAB TAD
(um)  (um) (um)  (n°estomatos/mm?)(n°tricomas/mm?) (n°tricomas/mm?)

50% 27,08° 1858° 1,76b 177,25b 22,98¢ 28,93d
70% 2866 18,64 1,54c 163,21c 60,71a 33,69c
100% 2548 17,72 1,41d 21754a 44,86h 53,54b
MV 2834 1522 1,84a 141,42d 25,70c 37,96¢
MA 27,62 1588 1,84a 150,97d 25,09c 61,29
CV(%) 812 10,87 2,36 487 6,72 7,25

*Médias seguidas de mesma letra na coluna naocedif@mtre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). ns. nao significativo. POL= dianeepolar; EQU= diametro equatorial,

relagéo POL/EQU; DE= densidade de estomatos, TABwsidade de tricomas na face
abaxial da epiderme e TAD= densidade de tricomdaceadaxial da epiderme
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Figura 3 Fotomicrografias da epiderme, em vistatélp da face abaxial das
folhas de Piper aduncumcultivadas em diferentes condicdes de
radiacdo.A-50% de irradianciaB-70% de irradianciaC-100% de
irradiancia;D-malha azul (MA);F-malha vermelha (MV); ce-célula
epidérmica; es- estbmatos. Barra-50pum
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Quanto a relacdo DP/DE dos estdmatos verifica-geaguplantas que
cresceram sob malhas coloridas apresentaram malimr do que aquelas sob
100% de irradiancia (Tabela 2). O espectro da lmal & vermelha séo
importantes para o controle da abertura estomg@ticaregular fototropinas e
fitocromos que ativam uma cascata de sinalizacdralando a abertura e
fechamento (SHIMAZAKI et al., 2007; CHEN et al.,1Z). Segundo Khan et al.
(2002), quanto maior a relagdo DP/DE, mais elipsd@do estdbmato, podendo
resultar em maior funcionalidade o que foi obsenvaara as plantas cultivadas
sob malhas coloridas. Alteracdes nesta estrutipaoéde afeta o controle da
abertura e fechamento dos estdbmatos o que resulte ralta condutancia
estomatica favorecendo a perda de agua (SAEZ, @04l2). Contudo, como as
plantas sob 100% de irradiancia foram cultivadascapacidade de campo
alteracdes nesta estrutura pode ndo ter afetatdus siidrico das plantas como
também ter favorecido maior atividade fotossinggfatados ndo mostrados).

A densidade de tricomas na epiderme na face abexalaxial teve
resultados significativos em relacdo aos tratansedt® radiacdo (Tabela 2 e
Figuras 4-5). Na face abaxial da epiderme o tratdoneom 70% de irradiancia
foi o que apresentou maior densidade de tricomagudnto que na face adaxial
da epiderme foi observada maior densidade de tdsamas plantas cultivadas
sob malha azul. Este resultado sugere qué@iger aduncuntanto a qualidade
do espectro como a intensidade da radiacédo inflaenoa formacdo destas
estruturas. Estudos realizados ©timum gratissimuntambém verificou essa
relacdo do espectro e da intensidade de radiac&ormeacdo dos tricomas,
porém nesta espécie a malha vermelha foi a quesaapioel maior densidade
(MARTINS et al., 2009).

Os tricomas sdo uma forma de adaptacdo morfolagiegpode atuar na
protecdo da planta por regular a temperatura fgéa reflexdo da luz. Os

tricomas glandulares, ainda podem secretar suliatdgue protegem as folhas
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contra parasitas e predadores (BARBOZA et al., 20AEm disso, pode se
inferir que a maior densidade de tricomas, maipegsamento do parénquima
palicadico e da epiderme observados nos tratameainsl00% de irradiancia e
na malha azul é uma resposta que visa proporcior@hor eficiéncia na
utilizacao da radiacdo no processo fotoquimico (BASELVI, 2007).



Figura 4 Fotomicrografias da epiderme em vista thipnda face abaxial,
evidenciando os tricomas tectores e glandulareRigler aduncum
cultivada sob diferentes condictes de radiaéds0% de irradiancia;
B-70% de irradianciaC-100% de irradianciaD-malha azul (MA);
F-malha vermelha (MV). Legenda: Célula epidérmicg;(estbmatos
(es); tricomas tectores (Tr). Barra-50um
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Figura 5 Fotomicrografias da epiderme em vista thipnda face adaxial,
evidenciando os tricomas tectores e glandulareg®igler aduncum
cultivada sob diferentes irradiancias-50% de irradianciaB-70%
de irradianciaC-100% de irradianciaD-malha azul (MA);F-malha
vermelha (MV). Legenda: Célula epidérmica (ce)desttos (es);
tricomas tectores (Tr); tricomas glandulares (Bg¥ra-50pum
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Houve um maior espessamento do floema nas plantigadas sob
70% de irradiancia e na malha azul, ndo ocorretidagdes na proporgéo deste
tecido vascular em relacdo a area total da nergimbela 3 e Figura 6). O
floema distribui os fotoassimilados produzidos pdtdhas e, desta forma, pode
sofrer alteragbes em funcdo do ambiente luminosOTIER; BOTHA,
STEVENSON, 2011). Assim 0 maior espessamento de esfaitura no
ambiente com 70% de irradiancia e na malha azut EstiA promovendo um
aumento na distribuicdo equilibrada de fotoassuo#apara os diferentes 6rgéos
da planta. Contudo, os estudos relacionando coeleaitqualidade e intensidade
de luz no desenvolvimento deste tecido em plantediaimais ainda sao
incipientes.

Tabela 3 Caracteristicas anatémicas dos feixesilaes de folhas em seccgbes
transversais dPiper aduncuncultivadas em diferentes condi¢cbes de

radiacdo
EF PF DIAX NX PX
TRAT — (um) (%) Um)  (unid) (%) ve

50% 37,48b 0,064ns 9,66a 66,04c 0,060b 0,15a
70% 44,18a 0,067ns 10,22a 113,02a 0,079a 0,09c
100% 38,50b 0,058ns 8,81b 59,13c 0,063b 0,15a

MV 36,38b 0,065ns 8,66b 56,03c 0,060b 0,16a
MA 46,89a 0,072ns 9,85a 80,08b 0,085a 0,12b
CV(%) 9,05 13,04 4,64 9,33 8,53 10,45

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndoedif@antre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). ns. ndo significativo. EF= espeasdo floema; PF= Propor¢édo de
floema; DIAX= didmetro do xilema; NX= nimeros deswa do xilema; PX= proporc¢ao
de vasos do xilema e IVC= indice de vunerabilidaddquist
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Figura 6 Fotomicrografias da seccéo transversalethaura central de folhas de
Piper aduncuncultivada em diferentes condi¢Bes de radiada60%
de irradianciaB-70% de irradianciaC-100% de irradiancie)- malha
azul (MA); E malha vermelha (MV); - XL-vasos do xilema; FL-vaso
do; floema; TR-tricomas. Barra-50pum

O numero e didmetro de vasos do xilema e a propatedxilema em
relacdo a area total da nervura foram maiores raantentos com 70% de

irradiancia e na malha azul (Tabela 3 e Figurd/é6%os de xilema maiores (em

didmetro e propor¢cdo) sdo mais eficientes na c@uwlam relacdo aos menores
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e mais estreitos, porém promovem menor segurangautica (ZANNE et al.,
2010). Desta forma, pode se inferir que as plaottsyadas nos tratamentos
com 50 e 100% de irradiancia e na malha vermelfrgram algum estresse
relacionado ao excesso ou falta de luminosidadedeiziram as variaveis
relacionadas ao xilema no intuito de aumentar araega hidraulica. Em
Mikania glomerataa diminuicdo da intensidade de radiacdo promoveu u
estresse luminoso que resultou na diminuicdo noenurde vasos do xilema
(CASTRO et al., 2007).

O indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC) pieninferir sobre a
vulnerabilidade do xilema a embolias — quanto menodVC, maior a
condutividade hidraulica da planta (CARLQUIST, 1p75&s plantas cultivadas
sob 70% de irradiancia e na malha azul apresentasamenores IVC (Tabela
3). O aumento da espessura do floema associadmba@s IVC observados nos
tratamentos de 70% e na malha azul indicam gquepécies possui respostas
adequadas quando cultivadas nestas condicdes.
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4 CONCLUSAO

A partir dos dados observados pode-se notar quspécie Piper
aduncumaltera a estrutura interna da sua folha quandiovada sob diferentes
condicBes de radiacdo. Além disso, apresenta esdistatas anatdmicas foliares
favoraveis a seu desenvolvimento em condicfes thes a@radiancias, mas
também apresenta respostas anatdbmicas que pemmitesobrevivéncia em

condi¢Bes de baixas irradiancias.
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CAPITULO 5

Producao e composicdo quimica do 6leo essencialfdinas e raizes d@iper

aduncum cultivadas sob diferentes condi¢Bes de radiacéo

RESUMO

Piper aduncumL. (Piperaceae) € um arbusto pioneiro nativo das
Américas que destaca-se por produzir um Oleo eisdecom consideravel
rendimento (1,1 a 3,5%), baixa toxicidade e queesgmta propriedades
antimicrobianas, inseticidas e moluscicida. Todapuco se sabe sobre esta
espécie, que na maioria das vezes é utilizada aimdseu estado selvagem. As
plantas cultivadas em condicdes diferentes daquidaseu habitat natural
podem apresentar alteracdes qualitativas e/ou itatarsls na composi¢cdo dos
metabolitos produzidos. A qualidade e quantidaderatiacdo imposta as
plantas durante seu desenvolvimento sdo importdateses ambientais que
alteram a sintese destes compostos. Neste contelgetivou-se avaliar a
producdo e composicdo quimica do 6leo essencidblias e raizes dé.
aduncum cultivadas sob diferentes condi¢cdes de radiacaiodaldl dePiper
aduncumforam cultivadas por 4 meses sob diferentes cérdigle radiacéo,
conseguidos com sombrite (50%, 70% e 100%) e cothamdotoconversoras,
na cor vermelha (MV) e na cor azul (MA). O dleoesssal foi extraido por
hidrodestilacdo de folhas e raizes secas. A ragliagdmoveu alteracdo na
producdo de 6leo essencial das folhas onde foinadide a maior producao nos
tratamentos com 50% de irradiancia e na malha @nuitudo, a raiz foi o 6érgao
gue apresentou maior producdo de éleo (0,115-0,172%s folhas houve o
predominio de compostos de natureza sesquiterpéniees raizes de natureza
fenilpropanoica. Dentre o0s compostos majoritariatas folhas foram
encontrados oE-neurolidol, linalol, a-humuleno; cis-cadin-4-en-7-ol e o
cariofileno. Todos esses compostos tiveram suaugémd estimulada na
condicdo de alta irradiancia e na malha azul. diaa apiol apresentou-se como
constituinte majoritario em todos os tratamentogsthl 6rgdo também foi
observado dentre os compostos o dilapielselineno e o butanoato-2-metil-
geranila. A maioria dos compostos teve sua quatdgidaimentada a 100% de
irradiancia e nas condi¢fes enriquecidas com comepiio de onda azul (MA).
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Palavras-chave: Pimenta macaco. Luminosidade. pFepdnoides.
Sesquiterpenos.
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1 INTRODUCAO

Piper aduncumL. (Piperaceae) é um arbusto pioneiro nativo das
Américas (ROCHA et al.,, 2008) que, embora ainda s&@ cultivado
comercialmente, possui um alto potencial. Devidpraducao de um odleo
essencial com consideravel rendimento (1,1 a 3ékb@)ixa toxicidade (SOUSA
et al, 2008). O 6leo é rico em dilapiol (31,5 al94), um fenilpropanoide que
apresenta propriedades antimicrobianas (FAZOLIAL.eR2005; LARA JUNIOR
et al., 2012), inseticidas (MISNI, OTHMAN, SULAIMAN2011) e moluscicida
(ORJALA et al., 1994). Na medicina popular, aintlan se atribuido as suas
folhas, propriedades tdnicas, estomaquica, e pasesodica e as raizes agdo
eficaz em picada de cobra, estimulante e colagoQ&ENZI; MATOS, 2008).
De acordo com PARMAR et al. (1997) estas propdedaiolégicas atribuidas
ao Oleo essencial da espécie também pode seradglpela presenca de outros
compostos fendlicos, flavonoides e sesquiterpenespgderiam ser explorados
pela industria quimica e farmacéutica.

Do ponto de vista agricola pouco se sabe sobreesgiacie, que na
maioria das vezes é utilizada ainda em seu esteldagem. No Brasil, por
exemplo, a maior parte das espécies de plantascimaidi que sdo utilizadas
pela populacéo é obtida a partir de habitats nat(@LIVEIRA et al., 2013). A
capacidade de sustentar a produgdo de matériaaspriagetais que sdo de alta
gualidade sob condi¢cdes controladas € importantédalea necessidade de
produzir medicamentos fitoterapicos padronizadaslNUZZ| et al. , 2010).

Existe um grande nimero de vantagens do uso deccatintrolado em
vez da coleta das ervas em seu habitat naturalin8eglaafar e Rahmat (2008)
o cultivo de plantas medicinais onde pelo menosauiicna luminoso possa ser

controlado pode ser uma alternativa promissora pacantrole dos niveis de
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fitoquimicos e matérias primas de qualidade. Aléssa sob um ambiente de
luz controlado e uniforme poderia ser esperado umeato no crescimento,
melhor planejamento da produgc&o e maior controlectiéaminacdo ou ataque
de insetos (KARIMI et al., 2013).

As plantas cultivadas em condicdes diferentes dasjudd seu habitat
natural podem apresentar alteracdes qualitativas quantitativas em sua
composi¢do em relacdo aos metabdlitos produzidaarmposi¢cdo quimica dos
Oleos essenciais, por exemplo, é alterada poredifes fatores ambientais
impostos durante o seu desenvolvimento (MAIA etl8R8). A luz, tanto em
termos de qualidade como em termos de quantidaat®, dbs mais importantes
fatores ambientais que alteram a sintese destepostms (WANG; GUO,
2007). A biossintese dos compostos fendlicos, gemelo, necessitam de luz
ou é reforcada pela luz (GHASEMZADEH; GHASEMZADEPN11). Estudos
anteriores mostraram que a mudanca na intensidadpiaidade da luz
promoveram um aumento na producdo de compostokcdandotais em plantas
medicinais (GHASEMZADEH et al., 2010; KARIMI et aR013). Todavia, as
plantas apresentam diferencas interespecificas edagdlo a0 ambiente que
promovem diferentes respostas alterando a composiids compostos
secundarios (JAAFAR; RAHMAT, 2008).

Neste contexto, objetivou-se avaliar a producdoereposi¢do quimica
do oleo essencial em folhas e raizesPdeduncumcultivadas sob diferentes

condicBes de radiacgéo.
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2 MATERIAL E METODOS

Mudas de Piper aduncumforam produzidas no Departamento de
Biologia/ Fisiologia Vegetal da Universidade FetldmlLavras - UFLA, a partir
de sementes, as quais foram pré-germinadas ensmlagaetri, sobre trés folhas
de papel de filtro e mantidas em camara de geri@intgo Mangesdorf, a 256
e sob fotoperiodo de 12hs, durante 30 dias.

Apo6s este periodo, as plantulas foram transferfira bandejas de
polipropileno expandido de 72 células, contendo d&bgubstrato comercial por
célula e mantidas em viveiro com 50% de sombreamatdt atingirem 2,5 cm
de altura. As plantas destinadas ao cultivo a ps@h¢100% de radiacdo) foram
previamente aclimatizadas por 7 dias a 70% dei&math e posteriormente por
7 dias a pleno sol antes de serem transplantada® gabstrato definitivo.

Apés aclimatizacdo, as mudas foram transplantaai@syasos plasticos
de 6 litros, contendo substrato composto por téersubsolo, areia e esterco
bovino, na proporgcédo de 2:1:1, sendo dispostasdiferentes tratamentos de
irradiancia. As caracteristicas fisico-quimicas stddo foram analisadas pelo
Laboratério de Analises de Solos do DepartamentcCidmcias do solo da
UFLA e foram as seguintes: pH:5,4:4213 mg.dm; K: 73,32 mg.dr Ca: 2,30
cmolc.dn®, Mg: 0,30 cmolc.dm, Al:0,10 cmolc.drif, H+Al: 2,90 cmolc.dr,
V:49,00%; matéria organica: 2,10 dag.kg-t, Argii@;00 dag.kg-*; Silte: 16,00
dag.kg-! e Areia: 14,00 dag.kg*.

O experimento foi conduzido no periodo de abrigasto de 2012, na
Fazenda Gota de Esperanca do Departamento de AgrcuDAG) na
Universidade Federal de Lavras com as seguintesleoadas: 21°14'07"S e
44°58'22"W, a 879 m de altitude. As médias climmalas observadas durante
o periodo do experimento foram fornecidas pela dgastaClimatologica do
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Departamento de Engenharia Agricola da UFLA quéstregam temperatura
maxima de 30,2°C e minima de 6,3°C, precipitacdd @8 mm e umidade
relativa de 72,7%. Os tratamentos foram caracwizaelo cultivo das plantas
durante 5 meses sob cinco espectros de irradigmo@duzidos por sombrite
(30% e 50%), duas malhas Chromatenetas cores vermelha (MV) e azul
(MA) que filtravam 50% da radiac&o incidente, aldeum tratamento a pleno
sol. A irrigacdo foi realizada diariamente, madtero solo na condicdo de
capacidade de campo.

Com o auxilio de um espectroradibmetro portatiBe850 RED TIDE,
acoplado a uma fonte de radiacao eletromagnétic® DI (200 a 2000 nm) e
a uma sonda de reflectancia R400-7-VIS-NIR (B® Solutions Ocean
Optics’), avaliou-se o espectro de reflectancia dos difege ambientes de
radiacdo com uma resolucdo espectral de 1 nm.adlifmmcia observada para o
tratamento a 50% foi de 6,54 W/m2, no tratamento @6% foi de 13,08 W/m?,
100% de 15,42 W/m?, na MV de 8,86 W/m? e na MA ¢e79w/m2. A
irradidncia normalizada para cada ambiente apm@semfiores s valores em
termos de quantidade e tamanho do espectro pambierste com 100% de
irradiancia, sendo seguido pelo ambiente propoatiorpela MV, 70% e 50%
de irradiancia e pelo ambiente com MA (Figura 1)nmAlha azul proporcionou
um pico de irradiancia entre aproximadamente 4%DfB5B e a malha vermelha
490-690 nm.
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Figura 1 Irradidncia normalizada/comprimento deaoath cinco ambientes de
radiacdo: 100% de irradiancia (linha cinza confinuda0% de
irradiancia (linha com pontinhos menores cinzafo5@e irradiancia
(linha preta continua); MV (malha vermelha- linhamc pontinhos
maiores pretos) e MA (malha azul- linha ndo corgticinza)

A quantificacdo e analise da composi¢cdo quimicaldo essencial foi
realizada ap6s 150 dias do transplantio. Folhagizes foram coletadas e
desidratadas em estufa de circulacédo for¢cada, @ @@ peso constante. Antes
da secagem, as raizes foram lavadas com aguaadasftara extracdo do 6leo
essencial, 0 material vegetal foi submetido ao gssc de hidrodestilacdo por
90min em um aparato de Clevenger modificado. Fartlimadas 4 amostras por
tratamento, utilizando 30 g de matéria seca dém$ok 25 g das raizes. O 6leo
obtido foi acondicionado em vidro ambar, hermetieate fechado e
armazenado em geladeira a 5°C, até o momento duifqgegdo. Os teores de

6leo foram calculados a partir da equacéo: TO (%)&/PA) x 100, onde TO:
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teor de 6leo essencial, PO: peso do 6leo obtids apbidrodestilagdo e PA:
Peso da amostra.

As analises quimicas do 6leo essencial foramzadis no Laboratério
de Fitoguimica do Departamento de Agricultura dd.AIFA analise dos 6leos
essenciais foi efetuada pela combinacdo de técdedSromatografia de Fase
Gasosa (CG) e de Cromatografia de Fase GasosadaaplEspectrometria de
Massa (CG/EM).

Nas analises dos 6leos volateis por CromatogrddiaFase Gasosa
utilizou-se um Cromatografo Agilent® 7890A, operadom sistema de
processamento de dados HP GC ChemsStation Ver. 14.0®tquipado com
injetor/amostrador automatico CombiPAL Autosam@gstem (CTC Analytic
AG, Switzerland) e um Detector de lonizagdo de GhdBIC). As amostras
foram preparadas diluindo-se o 6leo essencial estatacde etila (1%, v/v). O
volume de injec¢édo foi de 1,0 pL, no mosjdit a uma razéo de injecao de 1:20.
Empregou-se coluna capilar de silica fundida HP-3BBm de comprimento x
250 um de diametro interno x 0,26n de espessura do filme) (Califérnia,
EUA). Hélio foi utilizado como gas de arraste cdoxé de 1,0 mL/min; as
temperaturas do injetor e do detector foram masta&m 240°C. A temperatura
inicial do forno foi de 60 °C mantido por 1 minusgguido por uma rampa de
temperatura de 3 °C/min até 240 ° C, seguida derampa de 10 °C/min até
250 °C, mantendo-se em condicdo isotérmica pornlitmi As concentracdes
dos constituintes foram expressas pela média deep@gem de area relativa
dos picos cromatograficos + 0 desvio padrdo danegkaas analisadas.

As anadlises por CG/EM foram realizadas em CromafégAgilent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massate g MSD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operadorpgonizacdo de impacto

eletrénico a 70 eV, em modo varredura, a uma védold de 1,0 scan/s, com
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intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/zcohslicdes operacionais
foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes quimicos foram identificados pamparacéo dos seus
indices de retencao relativos a coinjecdo de urhg&m padrdo de-alcanos
(C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por camnacdo dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/MHET SPEECH
GROUP WEBSITE, 2008) e de literatura (ADAMS, 2000s indices de
retencdo foram calculados usando a equacao de &faBdadbol e Kratz (1963) e
para as atribuicbes foram consultados indices deng&o de literaturas
(ADAMS, 2007; DAVIES, 1990). Os dados foram submesi a analise de
variancia e ao teste de Tukey, p<0,05, com auddisoftwareestatistico SAEG
(SAEG-2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferengas significativas nog$edo 6leo essencial
em relacdo ao 6rgdo amostrado e as condi¢cdesadéaimcia as quais a espécie
foi cultivada (Tabela 1). A raiz foi o 6érgdo queegentou o maior teor de 6leo
essencial, independente dos tratamentos de ir@diaral fato pode ser devido
a alta atividade metabdlica da folha, associadaaagsande plasticidade em
estrutura e fisiologia, pois a producdo de compostzundarios é inversamente
relacionada ha tecidos com altas atividades metalsol(GLOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Além disso, 6rgdos com curtos tengmgluracdo, como a
folha, tende a apresentar menores teores de &deoasl (SANGWAN et al.,
2001). Contudo, os teores observados em ambosgassao inferiores aos
encontrados em outros estudos para a espécie gaenvde 1,1 e 3,4% nas
folhas, 0 que pode ser devido a forma de extragiaicbes ambientais em que
as plantas se desenvolveram e a idade das plantaemento da coleta (MAIA
et al., 1998; POTZERNHEIM; BIZZO; VIEIRA, 2006; SGA et al., 2008).

Tabela 1 Teor do 6leo essencial (%)Riper aduncunctultivadas sob diferentes
irradiancias (50%, 70% e 100% de irradiancia, MMhmaarermelha e
MA- malha azul)

Tratamentos Folhas (%) Raizes (%)
50% 0,085 aB 0,139 aA
70% 0,043 cB 0,150 aA
100% 0,040 cB 0,115 aA
MV 0,045 cB 0,128 aA
MA 0,062 bB 0,167 aA
CV% 7,72 7,23

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na knmindscula na coluna néo difere
entre pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Nas folhas, os tratamentos com 50% de irradiancieom maior
comprimento de onda na regido do azul proporciomara maiores teores de
Oleo essencial. Enquanto, as diferentes condigdeadiacdo ndo promoveram
alteracdes na producéo de 6leo nas raizes (Tapel@esta forma, pode se
inferir que a produgcdo ou o acumulo de 6leo esaknls folhas dePiper
aduncumé tanto influenciada pela intensidade e pela dadé da radiacédo
indicando a participacdo de fotorreceptores nas dia sintese do seu 6éleo
essencial. A luz azul é absorvida por fotorrece@que estimulam a sintese dos
compostos secundarios (LI; KUBOTA, 2009; BRANT &t 2009; WU; LIN,
2012). Além disso, € provavel que a enzima chaveottade biossintese dos
compostos secundérios desta espécie é a fenilalaaménia liase que
apresentou maior atividade nestes tratamentos gdemmostrados).

Os maiores teores de 6leo essencial em 50% déainc@a e sob malha
azul pode estar associado a uma estratégia adappaia a sobrevivéncia em
um ambiente com baixa disponibilidade de luz. Con®oMING et al. (1998),
em condi¢cdes desfavoraveis, ha uma maior produgiodldo essencial.
Adicionalmente, NASCIMENTO et al. (2013) afirma gaeluz azul induz a
sintese de compostos secundario que estdo reldo®rsa um aumento na
capacidade antioxidante do vegetal promovendo n@iotecdo em situacdes
desfavoraveis.

Estudos realizados enMikania glomerata mostraram resultados
semelhantes com altos teores de 6leo essenciatgu@anitivadas em baixas
irradiancias e em malha azul (SOUZA et al., 201Qcimum gratissimune
Melissa officinalismostraram maior teor de 6leo essencial quandivadés sob
malha azul (MARTINS et al., 2009; BRANT et al., B00Em Larix gmelinii
também foi observado um aumento no teor de compastoundarios quando

cresciam em baixas irradiancias (YAN; LU; YAN, 201PRor outro lado, em
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Lippia sidoidedoi verificado um maior teor de 6leo essencialmglgacultivadas
sob altas irradiancias (SOUZA et al., 2007) eAdoysia gratissima produgéo
de oleo essencial ndo foi afetada pelas condic@egrddiancias impostas
(PINTO et al., 2007).

A composicdo quimica do 6leo essenciaPdaduncundemonstrou ser
bastante complexa, principalmente nas folhas. B&ai88 constituintes quimicos
nas folhas e 27 nas raizes foram positivamentdifidados, totalizando 88,38%
e 93,18% do total dos constituintes (Tabelas 2.eE8)udos realizados por
RALLI et al. (2007) com a mesma espécie tambémtifiltaram 46 compostos
nas folhas. Por outro lado, POTZERNHEIM et al. @0@o analisarem o 6leo
essencial das folhas dPBiper aduncumem ambiente natural (cerrado)
identificaram a existéncia de 26 compostos indioamda possivel interferéncia
das condi¢6es abidticas no numero de constituifgsts espécie.

As condi¢cBes de radiacdo também afetaram a cogdmosjuimica do
Oleo essencial e o numero de constituintes (41 aasOfolhas e 27 a 34 nas
raizes)de Piper aduncuntanto da folha como na raiz. Nas folhas ocorreu a
predominancia de compostos de natureza sesquiteap€rabela 2), sendo o
maior teor (51,24%) observado sob 100% de irrachamdas raizes houve uma
predominancia de compostos fenilpropanoides (40)04éfdo o maior numero
de constituintes observados no tratamento com Id®¥radiancia (Tabela 3).
Também vale destacar que nas raizes das plantasdas sob malha azul foi
observado o menor numero de constituintes, sende urmaa indicacdo do
possivel envolvimento de fotorreceptores de lud aas rotas de sintese dos
compostos secundario (Tabela 3).

MESQUITA et al. (2005) e VIEIRA et al. (2011) taérh observaram a
predominancia de compostos sesquiterpenicos erasfalb outras espécies do
géneroPiper (Piper aduncumPiper amalagoPiper arboreumPiper cernuum

Piper hispidumPiper regnelij Piper submarginalumPiper vicosanune Piper
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diospyrifolium). Enquanto, que o maior niumero de fenilpropanoites raizes
foi o primeiro relato na literatura que se analisotcomposicdo quimica do éleo

essencial radicular da espéBiper aduncum

Tabela 2 Composi¢do quimica do 6leo essencial @had dePiper aduncum
cultivada sob diferentes condi¢fes de radiacdo%l@leno sol; 70%
e 50% de irradiancia; MV: malha vermelha; MA: naalzul)

Tratamentos

Constituintes (%) IR 100% 70% 50% MV MA
Monoterpenos — 10,50 9,79 9,33 11,12 13,44
linalol 1103 10,50 9,79 9,33 11,12 13,44
Monoterpenos

oxigenagos — 3,33 2,94 2,31 3,59 4,02
1,8-cineol 1032 0,15 — — — 0,30
;’X'do decis- 1073 087 0,51 072 127 0,94
uranolinalol

oxido detrans-
furanolinalol 1089 0,12 — — 1,15 0,11
terpinen-4-ol 1106 0,30 0,22 0,18 0,15 0,18
a-terpineol 1166 0,23 0,23 — 0,23 0,29
neral 1191 0,63 0,77 0,56 0,71 0,86
piperitona 1255 0,24 0,35 0,35 0,32 0,37
geranial 1289 0,65 0,68 0,48 0,60 0,77
2-undecanona 1294 0,13 0,18 — 0,13 0,16
Sesquiterpenos — 22,05 24,24 23,36 25,94 26,13
a-copaeno 1377 0,67 0,61 0,82 0,74 0,69
B-cubebeno 1386 0,16 0,19 — 0,15 0,19
B-elemeno 1393 0,15 0,16 0,20 0,16 0,24
cariofileno 1421 5,29 5,14 5,34 6,70 6,05
B-copaeno 1430 0,12 0,14 — 0,14 0,16
aromadrendeno 1440 0,26 0,39 0,52 0,36 0,38
6,9-guaiadieno 1445 — — 0,17 — 0,13
a-humuleno 1456 8,45 8,83 8,75 10,31 10,62
alloaromadrendeno 1462 0,33 0,39 0,47 0,39 0,46
y-muuoroleno 1478 0,69 0,81 0,99 0,73 0,87
a-selineno 1497 2,24 2,37 2,15 2,46 2,21
a-muuroleno 1502 0,22 0,26 0,30 — 0,30
y-cadineno 1516 2,00 2,27 1,83 1,78 2,09
§-cadineno 1525 1,17 1,26 1,61 0,28 1,41

trans-cadina-1,4-dieno 1534 0,12 0,19 — 0,14 0,11
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Tabela 2, continuacao

Tratamentos

Constituintes (%) IR 100% 70% 50% MV MA
a-cadineno 1539 0,17 0,18 0,17 0,15 0,17
Sesquiterpenos — 5124 49,19 4962 4548 4583
oxigenados
E-nerolidol 1569 16,16 16,65 15,53 14,28 16,10
eudesma-4(14).11- 1487 g5 — 088 083 0,86
dieno
alcool de cariofilenila 1571 0,16 0,15 0,11 0,14 190,
espatulenol 1571 2,82 4,28 5,62 2,88 —
o6xido de cariofileno 1580 — — — — 2,81
cubebane-11-ol 1596 — — — — 0,31
guaiol 1601 2,13 2,23 1,80 1,71 1,81
ledol 1606 0,70 1,05 1,64 1,63 1,68
epiglobulol 1612 1,61 1,61 1,77 1,81 1,58
6,7-epoxido de 1617 0,17 0,22 023 0,19 0,28
humuleno
1-epi-cubenol 1625 0,38 0,42 0,40 0,42 0,42
cis-cadin-4-en-7-ol 1638 12,24 9,60 7,93 7,98 7,48
epia-cadinol 1640 1,21 1,06 0,71 0,97 0,64
a-muurolol 1645 1,26 4,26 4,55 1,33 1,28
t-muurolol 1649 — 1,35 1,47 — —
a-cadinol 1658 2,83 2,76 3,17 2,86 2,81
7-epi-u-eudesmol 1660 — 2,56 2,23 — —
(32)-carofila- 3.8(13)- 1667 380 — — 239 1,83
diene-mi-ol
cariofila-4(12).8 (3)- 1660 374 — — 436 481
dien-58-ol
acidon-hexadecanoico 1963 1,17 0,92 1,25 1,42 0,89
Fenilpropanoides — 2,08 2,62 1,87 2,02 2,60
estragol 1075 0,19 0,41 0,19 0,20 0,30
elemicina 1560 0,37 0,80 0,35 0,62 0,60
dillapiol 1631 1,53 1,40 1,33 1,20 1,54
safrol 1229 — — — — 0,17
Nao identificados — 5,16 5,15 7,60 6,00 3,65
m'z=220 1554 0,53 0,28 0,15 0,23 0,24
mz=220 1587 1,16 0,92 2,93 2,65 0,87
mz=218 1674 3,46 3,93 4,50 3,14 2,53

Total identificado (%) 89,20 88,78 86,49 88,15 92,0

Numero de constituintes 47 43 43 45 41

*Indice de retencao relativo a série n-alcanos 8) em coluna HP-5MS na ordem de

eluicao
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A diferenca na natureza dos compostos secunddrservados na folha
e raiz pode estar associado as suas fun¢bes. Os mogesquiterpenos,
apresentam diferentes funcdes, mas comumente rea&mnados ao ataque de
patégenos, herbivoros, atracdo de polinizadoresnaumicacdo entre plantas e
ndo se conhece sua acdo contra herbivoros suletesrdBAKKALI et al.,
2008). Adicionalmente, as terpenos sintases queasdenzimas chaves da
sintese dos terpenos, apresentam um padrdo deritdnsorgdo-especifico
correlacionada a quantidade de terpenos produziimsMatricaria recutita
por exemplo, a menor quantidade dos sesquiterpebssrvada na raiz foi
associada a ndo expressao de alguns genes damsegietases (IRMISCH et
al., 2012).

A luz atua de forma significativa e complexa naraalo e na variedade
dos componentes dos 6leos essenciais, uma veZejaelgeta ou indiretamente
a producdo de biomassa, a proporcdo de 6rgdosiiasabiossintéticas destes
metabolitos secundarios (OLIVEIRA et al., 2009)si#ys 0s maiores nameros
de constituintes encontrados nos tratamentos st @ irradiancia e na malha
azul, podem estar relacionado a maior producadatedssa e investimento nos
diferentes 6rgéos encontrado nestes tratamentdeqd@io mostrados).

O composto majoritario encontrado nas folhas, ieddpnte do
tratamento de irradiancia, foi &-neurolidol (14,28-16,65). Dentre outros
componentes citam-se: o linalol (9,33-13,44%:-ltumuleno (8,45-10,62%); o
cis-cadin-4-en-7-ol (7,48-12,24%) e o cariofileno @2,24%) (Tabela 2).
RALLI et al. (2007) analisando a composi¢cdo quimilwadleo essencial de
folhas dePiper aduncumem Papua Nova Guiné verificou como composto
majoritario o dilapiol (43,3%). Enquanto, OLIVEIR# al. (2013) analisando a
composicdo quimica do 6leo das folhas da mesmaiespd dois ambiente de
Cerrado encontrou como componente majoritario ocingol. Desta forma,
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pode se inferir que a produc¢do do composto majirigncontrados na folha

para a espécie varia em funcéo do tipo e condig@dsentais impostas ao seu
desenvolvimento. Como também pode esta relaciomadxisténcia de um

gendtipo diferente.

Em relacdo ao efeito das condi¢cdes de radiacdoasptoducdo dos
compostos majoritarios foi possivel verificar queuve um aumento d&-
nerolidol nos tratamentos com 70%, 100% de irrami#ge na malha azul. Houve
maior quantidade de linaloleehumuleno nas plantas cultivadas sob malha azul.
Enquanto os teores d#s-cadin-4-en-7-ol foi maior nas plantas cultivadas e
100% de irradiancia (Tabela 2). Além disso, as tsulogas B-elemeno, -
copaeno, 2-undecanonarans-cadina-1,4-dieno ndo apareceram no tratamento
com 50% de irradiancia, indicando uma possivel ssdade de altos niveis
irradiancia para suas sinteses.

A biossintese do linalol ocorre a partir do gerdifivsfato e o precursor
do E-nerolidol é o farnesil disfosfato, ambas é¢sdalas por terpeno-sintase com
vias especificas (DUDAREVA et al. 2013). As terpesitases sdo enzimas
que possuem atividade e expressao reguladas eowidvimento vegetal e em
resposta a fatores biético e abiéticos como asicdes de radiacdo (THOLL,
2006). Estudos realizado eRopulus albademonstrou que a expressao das
terpenos sintases é reforcada em alta temperatlta eradiancia (CINEGE et
al., 2009). Assim, erRiper aduncun® aumento dos niveis de seus constituintes
majoritarios sob alta irradiéncia pode estar aaslecao aumento da expressao
dos genes dessa classe de enzimas.

O efeito da luz azul estimulando a sintese de #esgenos carece de
maiores entendimentos. Estudos realizados em fldeeSrabidopsis thaliana
procurando entender a regulacdo de fatores dectigds relacionados a sintese
de terpenos verificou que a luz azul exibiu poulit@® sobre a expressédo dos

genes envolvidos na sua rota de sintese (HONG, 2(dl2). Todavia, a partir
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de estudos com plantas transformadas que supessapeen genes relacionados
aos criptocromos (receptores de luz azul) ocormuaumento da sintese de
terpenoides quando expostas na luz azul. Em falkasrtemisia annuapor
exemplo, a luz azul estimula a sintese citosélioca @rpenos e promove o
aumento da expressdo de genes relacionados a ilfgifesfato-sintase
envolvendo os criptocromos para a ativacdo da(H@ENG et al., 2009). Desta
forma, aparentemente erRiper aduncumo aumento da incidéncia de
comprimento de onda azul em suas folhas também grodeover a ativacao da
sintese dos terpenos identificados no citosol, rendo a participacdo dos
receptores de luz azul. Entretanto, mais estudashemdo biologia molecular e
as formas de biossintese de terpenos para a esg#Ti@ecessarios para a
tomada de conclus6es mais precisas.

Sesquiterpenicos inddlicos connerolidol e o linalol estdo entre os
principais volateis que agem na defesa indiretalaiata contra herbivoros, ou
seja, atraindo inimigos dos herbivoros (DICKE, 19%stes terpenos sao
liberados das folhas de muitas espécies ap0s eéac@ de danos provocados
pelos herbivoros, e também sédo constituintes dgéingias (AZUMA et al.,
1997). Contudo, antes dos ataques estes comp@giansontrados em niveis
muito baixos (DEGENHARDT; GERSHENZON, 2000). Assoncultivo de
Piper aduncunsob condi¢des de irradiancia enriguecida com ésgede luz
azul seria promissor ndo somente para a obtengasdmibstancias em seu 6leo
essencial mais também para aumentar suas defestia berbivoros no seu
cultivo.

O o-humuleno e o cariofileno, identificados como cosipe
majoritarios secundéarios d®iper aduncum apresentam importante acdo
antimicrobiana como ja testada para a espécie (E@A et al., 2004,
DUARTE et al., 2005). Estudos feito por PICHETTEakt (2006), com 6leo

essencial deAbies balsameagconstatou que 96% do 6leo essencial eram
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constituidos pelos monoterpenos, R-cariofilereheimuleno, os quais também

apresentaram importante a¢do antimicrobiana califieeentes microrganismos

patogénicos. Além disso, whumuleno também tem sido utilizado como anti-
inflamatério e como candidato a ser um anticaneedgDevido sua acdo na a
diminuicdo do contetdo de glutationa celular e mento da producdo de

espécies reativas do oxigénio que promovem a nubatecélula cancerosa

(HADRI et al., 2010). Estudos futuros com essespmstos obtidos de extratos

daPiper aduncunpodem permitir uma nova utilizacdo medicinal desjgécie.

Na raiz o apiol apresentou-se como constituinteritajio em todos os
tratamentos (50% -21,73%; 70%-21,35%; 100%- 16,2@%4tha vermelha-
22,61% e na malha azul 29,51%). Neste 6rgdo tanfbémbservado como
compostos o dilapiol (13,0-18,36%)selineno (14,11-16,47) e o butanoato-2-
metil-geranila (8,92-13,6%). A maioria dos compestiveram seu teor
aumentado em condic¢des ricas em comprimento de andacom exce¢édo do

dilapiol que teve sua producédo aumentada em 100%adigéncia (Tabela 3).
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Tabela 3 Constituicdo quimica do éleo essencialaflees dePiper aduncum
cultivada sob diferentes condi¢des de radiagado%l@leno sol; 70%
e 50% de irradiancia; MV: malha vermelha; MA: madtzal)

Tratamentos (raizes)

Constituintes (%) IR 100% 70% 50% MV MA
Monoterpenos — — — — — —
Monoterpenos oxigenados — 2,40 1,92 1,95 1,66 0,91
1,8-cineol 1032 0,26 0,35 0,34 0,32 0,23
mircenol 1101 0,33 0,33 0,39 0,32 0,27
canfora 1145 0,66 0,52 0,50 0,40 0,30
isoborneol 1157 0,39 0,25 0,25 0,19 —
borneol 1166 0,21 0,15 0,16 0,13 —
a-terpineol 1191 0,12 — — — —
piperitona 1255 0,24 0,15 0,15 0,13 —
geranial 1298 0,16 0,15 0,13 0,14 0,11
Sesquiterpenos — 20,99 21,63 21,27 20,69 22,39
cariofileno 1421 0,33 0,30 0,35 0,32 0,26
a-humuleno 1455 0,52 0,45 0,49 0,49 0,35
alloaromadrendeno 1461 0,23 0,22 0,21 0,20 0,21
y-amorfeno 1498 3,17 3,37 3,20 3,05 3,37
B-selineno 1527 0,20 0,17 0,48 0,30 0,36
a-selineno 1515 14,11 15,64 15,26 15,03 16,47
a-calacoreno 1543 2,39 1,45 1,26 1,31 1,08
Sesquiterpenos oxigenados — 32,22 27,70 27,80 26,91 2211
elemol 1551 0,36 0,31 0,39 0,34 0,29
E-nerolidol 1566 0,74 0,61 0,55 0,59 0,48
espatulenol 1571 0,13 — — 0,19 —
butanoato de 2-metil-geranila 1603 13,60 10,69 40,210,25 8,92
epiglobulol 1611 0,25 0,23 0,22 0,22 0,23
1-epi-cubenol 1628 2,66 3,09 3,81 3,27 3,85
y-eudesmol 1632 0,65 0,49 0,38 0,39 0,28
cis-cadin-4-en-7-ol 1635 1,32 0,96 0,84 1,01 0,76
a-muurolol 1645 0,60 0,49 0,48 0,49 0,43
t-muurolol 1649 0,39 041 0,40 0,42 0,38
a-eudesmol 1653 2,12 1,79 1,67 1,74 1,50
B-eudesmol 1657 2,60 2,07 1,91 1,99 1,65
a-cadinol 1660 0,13 0,15 — — —
(32)-carofila-3,8(13)-diene<gol 1662 0,13 — 0,10 0,11 —
Bulnesol 1671 6,06 5,24 5,09 511 4,58
acidon- hexadecanoico 1692 0,42 1,17 1,72 0,79 0,99
Fenilpropanoides — 40,01 42,76 42,16 44,35 48,45
Elimicina 1561 5,37 4,61 5,16 4,78 5,93
dillapiol 1679 18,36 16,79 15,25 16,96 13,00
Apiol 1690 16,27 21,35 21,73 22,61 29,51

Total identificado (%) 95,62 94,01 93,18 93,61 93,86
Numero de constituintes 34 31 31 32 27
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linqli(ie de retencao relativo a séni@lcanos (gCy) em coluna HP-5MS na ordem de
eluieae Tem se especulado a fun¢do do dilapiol como um ostopjue induz a
producdo de espécies reativas de oxigénio na midoizdpromovendo a perda
de funcdo da organela e ativando varias rotas edasl na defesa vegetal a
estresses (FERREIRA et al., 2013). Assim 0os maioihesis destes compostos
no sistema radicular das plantas que se desenaoiveob 100% de irradiancia
pode indica a presenca de um sistema de defesangdfiem resposta a uma
situacéo ambiental desfavoravel.

O aumento nos teores de fenilpropanoides nos tegttzns com 100% de
irradiancia e na malha azul pode esta associadaua®nto da expressdo da
enzima chalcona sintase considerada uma das encirags da rota de sintese
dos fenilpropanoides (BHARTI; KHURANA, 1997). Seglmy FRANCA et al.
(2001) as raizes, quando comparada as folhas,eapaes maior expressao de
genes relacionado a esta enzima.

Estudo realizado em raiz dper hispidumdesenvolvida em ambiente
natural também apresentou como compostos majostaridilapiol e o apiol
(FACUNDO et al., 2008). Além disso, o dilapiol e tams derivados
metilenodioxidos como apiol, safrol e a miristicirsio freqlientemente
encontrados como componentes majoritarios em d@sssnciais de folhas do
género Piper (GUERRINI et al., 2009; FERRAZ et 2010; SAUTER et al.,
2012, PARISE-FILHO et al., 2012). A presenca destesipostos no 6leo
essencial das raizes B@er aduncumpode despertar o interesse da indUstria
guimica e farmacéutica pelo uso do 6rgéo nestaiespésto que o dilapiol e
seus isdmeros tem apresentado importantes progeasdque o tornam um
possivel candidato no desenvolvimento de droga® martratamento da
Leishmaniose (PARISE-FILHO et al., 2012) e no comlze cancer (TITOV et
al., 2011). Além disto, este é o primeiro relato @deesenca destes
fenilpropanoides nas raizes da espécie e o parfihiqo observado é bem
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diferente do relatado para as folhas sugerindo &téecia de uma
quimiodiversidade intraespecifica.

Os fenilpropanoides dilapiol e seu isdbmero api@ s&sponsaveis por
grande parte das atividades biolégicas atribuidRiper aduncun{ALMEIDA,
2009). O dilapiol e apiol sdo importantes compostpge apresentam
propriedades inseticidas, acaricida e moluscicHSTRELA et al., 2006;
ARAUJO et al., 2012). Além disso, a mistura de |fenpanoides desempenha
importante funcao antioxidante auxiliando a plamacombate a radicais livres
e como agentes antimutagénicos (BAKKALI et al., @00Assim os maiores
niveis destes compostos no sistema radicular dasagl que se desenvolveram
sob 100% de irradiancia e no ambiente enriqueaitio comprimentos de onda
azuis pode indica a presenga de um sistema deadefiegente em situacdes
desfavoraveis.

As substancias bulnesol e elemicina tiveram umiaga@n em relacdo as
irradiancia enriquecidas com determinados compriosede onda. O bulnesol
nao foi considerado um majoritario secundario nthanazul e a elimicina néao
foi na malha vermelha (Tabela 3). Tal fato indicae gessas substancias
apresentam rotas de sintese especificas, ja qesaguosatureza diferenciada.
Além disso, a elimicina é considerada um precurster diferentes
fenilpropanoides o que pode esta ligado ao aumdagias substancias no

tratamento com malha azul e a 100% de irradiaicbdla 3).
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4 CONCLUSAO

Diferentes condicdes de irradiancia afetam a pr@olug constituicao
guimica do 6leo essencial &per aduncumEm relacdo a producédo de 6leo
essencial este efeito foi mais pronunciado nas$otimde foi observado a maior
producdo nos tratamentos com baixa irradidncia ea@mdicbes que recebiam
maior quantidade de radiacdo de comprimento de ordaegido do azul.
Contudo, a raiz foi o 6rgdo que apresentou maiodygdo de 6leo (0,115-
0,172%).

Nas folhas houve o predominio de compostos de eamdur
sesquiterpénica e nas raizes de natureza fenilpoaza Dentre os compostos
majoritarios, das folhas foram encontradosEmeurolidol, linalol (14,28-
16,65%); a-humuleno (8,45-10,62%)¢is-cadin-4-en-7-ol (7,48-12,24%) e o
cariofileno (7,93-12,24%). Todos esses composteerain sua producgdo
estimulada na condicdo de alta irradidncia e noientd enriquecido com
espectros de luz azul. Na raiz o apiol apresergowe@mo constituinte
majoritario primario em todos os tratamentos (5@4,73%; 70%-21,35%;
100%- 16,27%; malha vermelha- 22,61% e na malhb28z51%). Neste 6rgao
também foi observado dentre os compostos o dil§p®)D-18,36%)p—selineno
(14,11-16,47%) e o butanoato-2-metil-geranila (89%5%). A maioria dos
compostos teve sua quantidade aumentada a 100%ratBancia e sob

condic¢Bes enriquecidas com comprimento de onda azul
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, o entendimento sobre a reguldgdmetabolismo
secundario das plantas medicinais tem se inteaddiccontudo, os aspectos da
fisiologia envolvendo a producdo e acumulo destespostos ainda sao
incipientes, pois sua regulacdo depende de uma dérifatores. Além disso,
quando se considera plantas medicinais, deve w&ideem conta aspectos de
produtividade, sempre buscando um equilibrio eptalucdo de compostos
bioativos e o crescimento. Assim, a avaliacdo deiteefdas condicdes de
irradiancia nos aspectos fisiolégicos de plantasdyoras de moléculas
bioativas é importante para a adequacéao de tedasldg producéo.

O crescimento déPiper aduncum espécie objeto deste estudo, foi
afetado pelas diferentes condi¢Bes de radiacadpsgure as plantas cultivadas
sob malha azul foram as que apresentaram maiocimmesto e producdo de
matéria seca. Contudo, a espécie também mostrpastas de crescimento que
possibilitam sua sobrevivéncia sob 100% de irragi#gnhavendo maior
investimento em raiz e espessura de folha.

Os diferentes ambientes também apresentaram sfdite a producéo
dos compostos secundarios analisados, sendo odeemaiores concentracdes
de fendis totais e lignina nas plantas cultivadats alha azul e menor no
tratamento com 100% de irradiancia. A maior conegdb de fendis totais e
lignina na irradiancia rica em comprimentos de ondaregido do azul esta
associada ao aumento da atividade da fenilalammé@nia liase. Além disso, o
aumento dos teores de lignina pode ter favorec&lonadancas anatémicas
normalmente induzidas em condi¢Bes adversas gpengionam a protecéo das

células e a manutenc¢édo dos processos fisioldgicos.
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O desempenho fotossintético Eliper aduncumfoi maior no tratamento
a 100% de irradiancia, onde foi observada maiooskintese liquida, maior
condutancia estomatica e maior eficiéncia de caldg®o. Todavia, a 100% de
irradiancia, também foi observado maior transpiagéaior déficit de pressao
de vapor, maior temperatura foliar, maior produd&ocarotenoides e menor
eficiéncia do uso da agua, demonstrando maior glstnoléculas de agua por
molécula de gas carbdnico assimilado e um esfaaca ¢ adaptacdo da espécie
a altas irradiancias.

A anatomia foliar mostrou o desenvolvimento de osss que
beneficiam a sobrevivéncia da espécie em condi¢gigesltas irradiancias.
Assim, como constatado pelos dados ecofisiologieosle producdo de
compostos secundarios, pode se inferir que, sobolid@diancia, ocorre um
maior investimento em adaptacdes que comprometerasgimento e a sintese
destas moléculas. Este fato ndo é observado naplgue se desenvolveram
na condicao enriquecida com comprimentos de ondagiao do azul. Portanto,
a maior producdo das moléculas bioativasgeer aduncunguando cultivada
nesta condicdo pode estd ligada ao estresse indymth diminuicdo da
irradiancia e pela qualidade da radiacdo e ndogstimulacdo do metabolismo
primario.

A composicdo do Oleo essencial também mostroufseedie entre as
folhas e raizes da espécie. Contudo, o efeitoifErentes condicdes de radiacao
na sua producdo somente foi significativo nas flides plantas cultivadas sob
malha azul e a 50% de irradiancia foram as quesaptaram maiores teores de
Oleo essencial, corroborando com os dados obtideoes @ producdo de massa
seca da parte aérea. Em relacdo a composi¢cdo quihidleo essencial foi
constatado o efeito das diferentes irradidnciasdoas 6rgao. Nas folhas foram
verificados a predominancia de compostos de nausezquiterpenica, tendo

como constituinte majoritario &-neurolidol (14,28-16,65) e como componentes
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secundarios o linalol (9,33-13,44%}humuleno (8,45-10,62%gjs-cadin-4-en-
7-ol (7,48-12,24%) e o cariofileno (7,93-12,24%)od®s os constituintes
foliares majoritarios tiveram seus teores aumemstafiando as plantas foram
cultivadas sob 100% de irradiancia e na malha &as. raizes foi identificado
um predominio de compostos de natureza fenilprapanotendo como
composto majoritario o apiol (16,51-29,51%) e carnmponentes secundarios
o dilapiol (13,0-18,36%)B—selineno (14,11-16,47%) e o butanoato-2-metil-
geranila (8,92-13,6%). A maioria, dos compostooetrados na raiz teve seu
teor aumentado em condigdes ricas em comprimentmdea azul, com excecao
do dilapiol que teve sua produ¢do aumentada em HeO#tadiancia.

A partir dos dados obtidos pode-se observar quespgce Piper
aduncumdesenvolve mecanismos distintos de adaptacaceeediés condigbes
de radiacdo. Todavia, para a produ¢do de mudasie qualidade e producao
de moléculas bioativas, seu cultivo é mais indicado condicdes que
proporcionem o recebimento de maior quantidadeudenk regido azul do
espectro ou em altas irradiancias dependendo dpasimde interesse.



