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CULTIVO IN VITRO DE MERISTEMA E MICROPROPAGACAO DE PLANTAS DE
Piper nigrum L.

RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer um protocolo de cultivo de
meristema in vitro visando a limpeza clonal e otimizar etapas da micropropagacdo para
promover a clonagem e propagac¢ao de plantas de diferentes gendtipos de pimenteira-do-reino.
Foram realizados quatro experimentos visando o estabelecimento do meristema in vitro de
pimenteira-do-reino. Avaliaram-se a oxidagdo e contaminacao tanto fungica quanto bacteriana
dos meristemas por um periodo de quatro semanas de cultivo. Para controlar a oxidacao,
dentre os antioxidantes testados, o PVP na concentragdo de 3% no processo de manipulagio e
excisdo do meristema combinado com 0,8% em meio de cultura promoveu as menores taxas.
Para a micropropagacdo dos trés genotipos de Piper nigrum L. para multiplica¢do dos brotos
avaliou-se doses de 6-Benzilaminopurina (BAP) associada ao acido indoliacético (AIA); o
efeito do ANA na etapa de enraizamento in vitro; e a sobrevivéncia dos brotos enraizados na
aclimatizagdo ¢ formagdo de mudas. O meio de multiplicagdo utilizado foi o MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) contendo 30 g.L'] de sacarose, vitaminas MS, 2 g.L'l do
solidificante phytagel e combinagdes de BAP (0,5; 0,6 e 0,8 mg.L") com 0,2 mg. L' AIA. A
avaliacdo foi quanto ao ntimero de gemas e brotos por explante e comprimento de brotos. Para
o enraizamento foi utilizado o meio % MS contendo 30 g.L' de sacarose, vitaminas MS, 2
gL' do solidificante phytagel e 0,05 mg L' do acido naftaleno acético (ANA). A
aclimatizacdo dos brotos enraizados foi em bandejas plasticas com diferentes combinagdes de
substratos (areia e vermiculita), por 28 dias, e aqueles sobreviventes foram transteridos para
sacos plasticos contendo terra preta + matéria organica para o desenvolvimento de mudas por
56 dias. Os resultados mostraram multiplicagdo dos brotos em todos os meios de cultura e que
o meio M1 (0,5 mg.L"! BAP+ 0,2 mg.L™" AIA ) se destacou para a diferenciagio de novas
gemas e brotos/explante. Na aclimatiza¢do o substrato vermiculita + areia (1:1) proporcionou
as maiores taxas de sobrevivéncia nos trés genotipos. A formacdo de mudas ocorreu no

substrato terra preta, no qual as plantas apresentaram acima de 70% de sobrevivéncia.

PALAVRAS CHAVE: Aclimatizacdo; Formagdo de mudas; Limpeza clonal; Multiplicagdo

de brotos; Propagacédo de plantas.



ABSTRACT

This work was developed with the objective of establishing an in vitro meristem culture
protocol aiming the clonal cleaning and the enhancement of the micropropagation steps in
order to promote plant cloning and propagation of ditferent black pepper genotypes. Four
experiments were conducted aiming the in vitro meristem establishment of black pepper.
Meristem oxidation and contamination by fungi and bacteria were assessed for four weeks of
culture. In order to control oxidation, among the tested antioxidants, PVP in a 3%
concentration during the manipulation and excision processes combined with a 0.8%
concentration in the culture medium promoted the lowest rates. In the micropropagation of the
three black pepper cultivars, for the shoot multiplication, it was evaluated the doses of 6-
benzylaminopurine (BAP) associated with indoleacetic acid (IAA); the effect of
naphthaleneacetic acid (NAA) in the in vitro rooting; and the survival of rooted shoots in the
acclimatization and seedling formation. The multiplication medium was the MS medium
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) containing 30 g.L”' sucrose, MS vitamins, 2 g.L"' Phytagel
and combinations of BAP (0,5; 0,6 and 0.8 mg.L'l) with IAA (0,2 mg. I ). The evaluations
regarded the number of buds and shoots per explant and the shoot length. For the rooting, it
was used the 2 MS medium containing 30 g.L'1 sucrose, MS vitamins, 2 g.L"' Phytagel and
0.05 mg.l.,'1 naphthalene acetic acid (NAA). The acclimatization of rooted shoots was
conducted in plastic trays with different substrates (sand and vermiculite), for 28 days, and the
surviving ones were transferred to plastic bags containing soil+organic matter for the seedling
development for 56 days. The results showed a multiplication of shoots in all culture media
and that the MI medium (0.5 mgL"' BAP+0.2 mgL' IAA) stood out due to the
differentiation of new buds and shoots per explant. In the acclimatization, the vermiculite +
sand (1:1) substrate allowed the highest survival rates in the three genotypes. The seedling

formation occurred in the soil substrate, in which plants presented more than 70% survival.

KEYWORDS: Acclimatization; Seedling formation; Clonal cleaning; Shoot multiplication;
Plant propagation.



1 CONTEXTUALIZACAO

O género Piper apresenta mais de 2.000 espécies, dentre as quais a Piper nigrum L.
(pimenteira-do-reino) que € altamente valorizada em todo o mundo. Essa especiaria ¢ de
origem indiana e devido ao seu sabor unico é frequentemente utilizada como condimento
alimentar, principalmente no preparo e processamento de alimentos (PRABHAKARAN
NAIR, 2011).

A cultura da pimenta-do-reino ¢ de grande importancia para a economia brasileira, pois
em 2014 gerou uma produgdo de 42.090 toneladas. Os estados que possuem a maior produgdo
no Brasil sdo Para, Espirito Santo, Bahia ¢ Paraiba, sendo que o estado do Para contribui com
mais de 70% dessa produgdo (IBGE, 2014).

Apesar do Brasil ser um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, segundo a FAO
(2014), problemas fitossanitarios tem provocado queda na producdo, destacando-se as
doengas: fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. piperis.; murcha amarela causada
pelo Fusarium oxysporum e as provocadas por virus como Cucumber Mosaic Virus (CMV) e
Piper Yellow Mottle Virus (PYMoV), (ALBUQUERQUE et al.,1999; BRIOSO et al., 2000).
Essas doengas reduzem intensamente a produtividade de diversas culturas em todo o mundo,
inclusive a pimenteira-do-reino.

Uma das alternativas para a eliminacao de virus e outros patdégenos sistémicos de plantas
infectadas ¢ através da limpeza clonal, uma das técnicas da cultura de tecidos que envolvem
técnicas de cultivo asséptico de células, tecidos e orgdos, em meios nutritivos e condi¢des
ambientais controladas (TORRES et al., 1998; JUNGHANS et al., 2004). A eliminacdo de
patdgenos, especialmente virus, é considerada uma das principais utilidades da cultura de
tecidos (JUNGHANS et al., 2004).

A limpeza clonal consiste em cultivar meristemas e induzir a formagdo de material
propagativo geneticamente idéntico aos parentais, o cultivo de meristema € uma técnica
utilizada em diversas espécies, como abacaxi, morango, citros, batata, alho e dentre outros
culturas para a producdo de mudas livres de virus (FERREIRA et al., 1998)

O cultivo de meristema € uma técnica que estd condicionada a obtengdo de explantes
apicais pequenos e avascularizados denominados meristema. Os meristemas apicais tém a
capacidade genética e fisiologica de manter a divisdo e diferenciag¢do celular gerando novos
tecidos, orgdos e formar um individuo completo com as mesmas caracteristicas, porém por

ndo apresentarem feixes vasculares sdo previamente livres do patogeno, sendo recomendada a
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utiliza¢do de explantes entre 0,1 a 0,3 mm (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; TORRES
et al., 1998) ou 0,2 a 1 mm (HANWEG, 1999).

De acordo com Souza et al. (2002), a auséncia de viroses nas plantas obtidas in vitro
tém sido consideradas pelas seguintes hipoteses: a) em meristemas ndo ha competigdo entre
particulas virais e a produgao de células. A intensa multiplicagdo celular no meristema inibiria
a multiplica¢do do virus; b) durante a divisdo celular, a capacidade para a sintese de acidos
nucléicos ¢ empregada para a produgdo de células em detrimento a multiplicag¢do do virus; c)
a auséncia de tecidos vasculares no meristema dificulta o transporte de particulas virais de
outras partes da planta para esta estrutura; d) presenca de inibidores naturais nos meristemas
¢/ou em substancias do meio de cultivo que interfeririam na multiplicagdo dos virus.

Porem, a oxidagdo, contamina¢do e o baixo indice de desenvolvimento meristematico
se tornaram um empecilho para o sucesso da fase de estabelecimento do cultivo in vitro de
meristema de pimenteira-do-reino. Diante disto, vem sendo realizados estudos de
antioxidantes e antibidticos para viabilizar o cultivo via meristema por meio do controle dos
efeitos negativos da oxidagdo fendlica e do controle e eliminagdes das possiveis
contaminag¢des durante o cultivo in vitro.

Além da limpeza clonal, para se obter plantas matrizes com qualidade fitossanitéria,
atualmente vem se utilizando também o processo de micropropaga¢do em pimenteira-do-
reino. Esse processo precisa ser otimizado para que ocorra a revitalizagdo de plantas matrizes
das principais cultivares, considerando a grande importancia, principalmente para atender o
setor produtivo e as exigéncias do setor financeiro quanto a disponibilidade de mudas
vigorosas e sadias.

A micropropagagdo ¢ uma alternativa vidvel, em que hd o controle dos fatores
essenciais para o desenvolvimento das plantas, como nutrigdo, luz, temperatura e o fator
hormonal o que resulta em plantas sadias, vigorosas, assim como permite a clonagem de
plantas geneticamente superiores, em larga escala (ALTMAN et al., 2007; OLIVEIRA, 2010;
DAGLA, 2012).

Para a fundamentacdo dos métodos de micropropagacdo € necessaria: a selegdo do
material vegetal; estabelecimento do explante, multiplicagdo in vifro (subcultivos sucessivos),
enraizamento das partes aéreas formadas, aclimatizagdo e formagdo de mudas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Em pimenteira-do-reino, diversos estudos estdo sendo realizados com o intuito de

aprimorar as etapas da micropropagacdo. O meio de cultura e a aplicagdo de fitorreguladores
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(citocininas ¢ auxinas) tém sido alvo desses estudos, ¢ tem apresentado resultados que
apontam possiveis deficiéncias de teores endogenos de hormoénios e de estimular o
alongamento, multiplica¢do e enraizamento. Como realizado por MOURA et al. (2008) onde
dpices caulinares da pimenteira-do-reino responderam em baixas concentragdes da citocinina
6-benzilaminopurina (BAP).

Embora nem sempre sejam necessarias no meio de multiplicagdo, as auxinas sdo
utilizadas com o intuito de estimular o crescimento da parte aérea por meio da expansdo e do
alongamento celular e induzir raizes adventicias. As citocininas sdo indispensaveis para a
quebra da dominancia apical e indu¢ao de proliferacao de gemas axilares (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998; KIELSE et al., 2009).

Outro fator que vem sendo analisado € a fase de aclimatizac¢do de plantas, que consiste
na retirada das mesmas do cultivo in vitro e sua transferéncia para condigdes ex vitro. Um
numero expressivo de espécies vegetais micropropagadas nao consegue sobreviver na etapa
de aclimatiza¢@o devido a transferéncia brusca do ambiente in vitro para ex vitro (CHANDRA
et al.,, 2010). A adaptacdo a esta condigdo é considerada delicada devido a influéncia de
diversos fatores como: temperatura, luminosidade, umidade, substrato e nutrientes
(GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,1990; KOZALI et al.,1992), no desenvolvimento da planta
que afetam diretamente a formagdo de mudas.

Assim sdo necessarios avangos nas pesquisas com intuito de alcangar a metodologia
adequada para as seguintes hipdteses: tecidos meristematicos com tamanho até 0,3 mm estdo
livres de virus e permitem regenerar plantas sadias; hé diferenca na multiplicacdo in vitro de
plantas a partir de tipos de explantes, dpices e gemas laterais, de pimenteira-do-reino; o
balango de regulador de crescimento exdgeno em meio de cultura tem efeito diferenciado para
as cultivares de pimenteira-do-reino durante a fase de multiplica¢do e enraizamento in vitro,; o
uso de diferentes tipos de substratos interfere na taxa de sobrevivéncia no processo de
aclimatizacao das diferentes cultivares.

Desta forma o presente trabalho objetivou estabelecer um protocolo de cultivo de
meristema in vitro visando a limpeza clonal e otimizar etapas da micropropagacdo para

promover a regeneracdo de plantas de diferentes genotipos de pimenteira-do-reino.
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2 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE MERISTEMA PARA
MICROPROPAGACAO DE PIMENTEIRA-DO-REINO (PIPER NIGRUM L.
CULTIVAR KUTHIRAVALLY

RESUMO

Atualmente, o Brasil ¢ um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, com uma produgao
de 41.919 t no mercado mundial. No entanto, apesar da importancia, a produtividade esta
sendo afetada por varios fatores, dentre os quais os fitossanitarios. Onde doencgas causadas por
virus como Cucumber mosaic virus (CMV) e Piper yellow mottle virus (PYMoV) vém
provocando perda relevante na produgdo. A aplicacdo da técnica de cultivo de meristemas in
vitro para limpeza clonal permite a produ¢ao de plantas livres de virus. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi instituir um protocolo de estabelecimento de cultura de meristema in vitro
visando a eliminag@o dos virus CMV e PYMoV para clonagem da cultivar Kuthiravally de
pimenteira-do-reino com qualidade fitossanitaria. Sendo assim, experimentos foram
realizados com diferentes cortes do tecido meristematico (0,1; 0,2 e 0,3 mm), antioxidantes ¢
desinfestantes para o estabelecimento do meristema. O meio de cultura utilizado para o
estabelecimento foi 0 MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo sacarose a 3%, vitaminas MS
e suplementados com 0,5 mg L™ do regulador de crescimento benzilaminopurina (BAP), 0,2
mg L™ acido indolacetico (AIA), 100 mg L'  de sulfato de estreptomicina e diferentes
concentra¢des do antioxidante polivinilpirrolidona(PVP) (0,8%;1,0%:2,0%:3,0%). O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,8 e solidificado com phytagel a 0,2% . As condi¢oes de
cultivo foram fotoperiodo de 16 h luz dia-1, com intensidade de luminosa 3.000 lux a
temperatura de 25+ 3 °C. Entdo, para o estabelecimento de meristemas in vifro ¢ necessario
realizar a indexacgio do material vegetal para revelar se ha infeccdo dos explantes pelos virus
CMV e PYMoV. O uso do antioxidante PVP a 3% para imersdo e na concentragdo de 0,8%
em meio de cultura controlaram a oxidag¢do do material meristematico de pimenteira-do-reino

. A assepsia com o uso de agentes desinfestantes foi eficiente para controlar a contaminagao

do cultivo in vitro de meristemas.

PALAVRAS CHAVE: CMV; Limpeza clonal; Pimenta-do-reino; PYMoV.
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ABSTRACT

Presently, Brazil is one of the biggest black pepper producers, with a 41,919t production in
the world market. However, despite its importance, the productivity is being affected by many
factors, among which the phytosanitary ones. Diseases caused by viruses such as the
Cucumber mosaic virus (CMV) and Piper yellow mottle virus (PYMoV) have been causing
relevant production losses. The application of the in vifro meristem culture technique for
clonal cleaning allows the production of virus-free plants. Therefore, the aim of this work was
to set up an in vitro meristem culture protocol in order to eliminate CMV and PYMoV viruses
for the cloning of the black pepper cultivar Kuthiravally with phytosanitary quality. For that
reason, it was conducted experiments with different cuts of meristematic tissue (0.1; 0.2 and
0.3 mm), antioxidants and disinfectants for the meristem establishment. The MS medium
(Murashige & Skoog, 1962) was used for the establishment and it contained 3% sucrose and
MS vitamins, supplemented with 0.5 mg L™ of the growth regulator benzylaminopurine
(BAP), 0.2 mg L™ indoleacetic acid (IAA), 100 mg L™ streptomycin sulphate and different
concentrations of the PVP antioxidant (0.8%;1.0%;2.0%:3.0%). The culture media pH was
adjusted to 5.8 and solidified with 0.2% Phytagel. The culture conditions were of 16h
photoperiod with 3000 lux light intensity and at 25+ 3 °C temperature. Then, for the in vitro
meristem establishment it is necessary to perform the indexing of the plant material to reveal
if there is infection by the CMV and PYMoV viruses. The use of 3% PVP for immersion and
0.3% PVP in the culture medium controlled the oxidation in the black pepper meristematic
material. The disinfection with the use of disinfecting agents was efficient for controlling the

contamination in the in vitro meristem culture.

Keywords: CMV; clonal cleaning; black pepper; PYMoV.
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2.1 INTRODUCAO

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma espécie tropical, perene, arbustiva e
trepadeira, pertencente a familia Piperaceae e ao género Piper, o qual contempla varias
espécies, com destaque para a Piper nigrum. E originaria das florestas do Sul da india
(DUARTE, 2005), conhecida como pimenta-da-india, pimenta preta, e utilizada
principalmente na culindria como condimento, porém seu uso tem se diversificado, como € o
caso de oOleos essenciais que possuem diversas aplicagdes nas industrias (KHAN et al., 2010;
SINGH et al., 2013).

Atualmente, o Brasil € um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, com uma
producdo de 41.919 t no mercado mundial (FAO, 2014). No entanto, apesar da importancia
econdmica da cultura para o pais, a produtividade ¢ afetada por varios fatores, como
problemas fitossanitarios (BASTOS et al., 2008). Ha ocorréncia de varias doengas como
Fusariose causada pelo fungo Fusarium solani f. piperis., murcha amarela causada pelo
Fusarium oxysporum e as viroses, causadas por Cucumber mosaic virus (CMV) e Piper
yellow mottle virus (PYMoV), que provocam perdas na produgdo.

O CMV e o PYMoV sdo virus constituidos por nucleoproteinas que possuem a
habilidade de causar doengas em plantas (AGRIOS 2005), responsaveis por prejuizos a
diversas culturas. A incidéncia e a severidade dessas doengas pode variar segundo a interagao
patdgeno, hospedeiro, vetor e meio ambiente (PROVVIDENTI, 1996).

No Brasil, o CMV foi relatado pela primeira vez em pimenteira-do-reino no municipio
de Tomé-Agu, no Estado do Para (COSTA et al., 1969) e atualmente, esta presente em outros
estados como Minas Gerais e Espirito Santo (MACIEL-ZAMBOLIM et al., 1990). O CMV ¢é
transmitido por mais de 60 espécies de pulgdes de maneira ndo-circulativa através da picada
de prova, e ja foi relatado causando doencas em mais de 1.000 espécies de plantas, cujos
sintomas variam com o cultivar, mas, geralmente sdo clorose, mosaico, mosqueado, espigas
curtas e falhadas, e, consequentemente, queda de produgdo (BOARI et al., 2000).

O PYMoV foi relatado no Brasil pela primeira vez no estado do Pard em 1999
(ALBUQUERQUE et al., 1999). E atualmente foi detectado nos estados do Amazonas,
Espirito Santo e Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2010).

Na India, Silva et al., (2002) verificaram que este virus é transmitido pela cochonilha
Planacoccus citri € pelo percevejo de renda Corythucha ciliata e, segundo Bhat et al. (2003),

pela cochonilha Ferrisia virgata, por enxertia e mecanicamente. No Brasil, observou-se que o
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PYMoV ¢ transmitido pelas cochonilhas Ferrisia virgata (BOARI et al., 2010) e Planococcus
minor (SOUSA et al., 2010).

Duarte et al., (2000) relatou a presenga de plantas com sintomas de viroses nas
principais areas produtoras do Pard, tais como Tomé-Acgu, Santa Isabel do Pard, Acari,
Altamira, Abaetetuba e Baido, agravando as perdas de produg¢do da cultura. Porém, ndo foram
realizados testes para diagnosticar quais espécies de virus estavam presentes.

Desta forma, a aplicagdo das técnicas de cultura de tecidos ¢ uma alternativa para se
obter plantas sadias, livre de virus através da limpeza clonal via cultivo de meristema, que
consiste em um tecido situado distal ao mais novo primérdio foliar e, de acordo com seu
tamanho ndo deve exceder 1,0 mm, diferente do apice caulinar que consiste do meristema
apical com primordios foliares subjacentes e tamanho variavel de 3 a 20 mm ou mais
(TORRES et al., 1998).

Apesar de muitos trabalhos realizados envolvendo a cultura de células e tecidos em
pimenteira-do-reino, ainda ndo ha uma metodologia desenvolvida que viabilize a utilizagdo de
meristemas para limpeza clonal, sendo que, estudos sobre a eliminagdo de virus constituem-se
em uma estratégia importante para a clonagem e multiplica¢do de plantas matrizes.

Para isso, o estabelecimento do meristema em cultura € de extrema importancia, pois a
sobrevivéncia dos explantes (meristema) ¢ determinante € o primeiro estagio para a
regeneracdo de plantas. Segundo Torres et al. (1998), o estabelecimento engloba a coleta,
desinfestacdo, isolamento ¢ cultivo dos explantes em meio de cultura sob condigdes
assépticas, etapas importante para a execugao da limpeza clonal.

Porém, a técnica de limpeza clonal apresenta algumas limitagdes, dentre as quais a
oxida¢do, contaminagdo ¢ o desbalan¢o hormonal na regido meristematica que dificulta a
regeneragdo em uma planta completa (TORRES et al., 1998; PARMESSUR et al., 2002),
especialmente para espécies lenhosas (NAVARRO, 1988;HANWEG, 1999).

A oxida¢do ¢ uma problematica frequente na limpeza clonal, o escurecimento do
explante € causado pela liberagdo de compostos fendlicos que sao liberados quando os tecidos
sdo lesados, a oxidagdo dos explantes € prejudicial na fase inicial, provocando uma redugio
na taxa de multiplicacdo e muitas vezes, a morte do explante. Isso faz com que os indices de
sucesso sejam baixos e o processo seja trabalhoso e lento (AYABE:; SUMI, 2001).

Outro problema frequentemente encontrado é a contaminacdo que pode se estabelecer

no meio de cultura ou no explante e acaba competindo pelos nutrientes com a planta e, além
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disso, podem liberar substancias toxicas no meio inibindo o desenvolvimento do explante, e
desta forma, levar a perda deste material (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para conter a oxidagdo utiliza-se antioxidantes, tanto no meio de cultura quanto para
imerssdao do explante, pois atuam na inibigdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais
livres nas células. De acordo com Sies e Stahl (1995), antioxidante € qualquer substancia que,
presente em baixas concentragdes em comparagao a do substrato oxidavel, que atrase ou iniba
a oxidacao deste substrato de maneira eficaz.

Para o controle das bactérias, diversos autores citam a inclusdo de antibioticos ao meio
de cultura (WILSON e POWER, 1989; GARCIA e RAFAEL, 1990; BARROS ¢ PASQUAL,
1991; LEIFERT et al., 1991). Os antibioticos mais usados em cultura de tecidos vegetais
possuem ac¢do bacteriostatica e ndo bactericida.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de estabelecimento
de meristema em cultivo in vitro da cultivar Kuthiravally de pimenteira-do-reino visando a
eliminagdo dos virus CMV e PYMoV a partir da defini¢do de tamanho de explante,
concentragdes ¢ tipos de antioxidantes e concentragcdes de antibioticos em meio de cultura

MS.
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2.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia e Recursos Genéticos € no
laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, Para, e constou das
seguintes etapas: I indexagdo das plantas para virus, II coleta do material e assepsia dos
explantes (dpices caulinares e gema axilares), IIT retirada do meristema e estabelecimento,
sendo estas trés de quatro etapas da limpeza clonal (Figura 1). O material vegetal utilizado foi

a cultivar kuthiravally de pimenteira-do-reino.

Figural. Etapas para estabelecimento de meristema in vitro de pimenteira-do-reino. Belém, PA. 2015,

2.2.1 Indexac¢do do material vegetal

Foram selecionadas cinco mudas de pimenteira-do-reino da cultivar kuthiravally da casa
de vegetacdo da Embrapa Amazonia Oriental infectadas com sintomatologia dos virus CMV ¢
PYMoV, para retirar explantes apices ¢ gemas axilares e se obter o meristema com o intuito
de promover a limpeza clonal. Para a confirmacdo da presencga dos virus nas mudas da casa de
vegetagdo foi realizada a indexagdo do material.

A extragdo de dcido nucléico foi realizada a partir de folhas de mudas de pimenteira-do-
reino com e sem sintomas de mosaico da casa-de-vegetagdo, segundo o protocolo de Gibbs ¢
Mackenzie (1997) modificado por meio da adigdo de 0,1% de B- mercaptoetanol, para
verificar a presenca dos virus PYMoV e CMV por PCR e RT- PCR (reverse transcription

polymerase chain reaction), respectivamente. Foram usados controles de plantas de
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pimenteira-do-reino para se obter um resultado seguro. Para controle positivo folhas
infectadas com virus e como controle negativo folhas de pimenteira-do-reino sadias.
A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada em um termociclador com
programas especificos para os virus CMV e PYMoV. Sendo ultilizados como material o
DNA para o virus PYMoV ¢ o cDNA para o CMV. Utilizou-se 3 uL. do DNA ¢ ou ¢cDNA,
5ul. de tampao 5X, 3uL de MgCI2 (25mM), 0,25 uL de primers (10mM), 0,15 uL de Taq
Polimerase, 0,5uL de dNTP (10mM), 12,85 uL de dgua ultra-pura, ¢ os primers especificos
para os virus, sendo o HP1 (F) e HP2 (R) para PYMoV e o CPR e CPF para CMV. A reagdo
consistiu de 30 ciclos em que ocorreu a desnaturagdo, amplifica¢do e anelamento.
Posteriormente, o resultado foi analisado através do gel de agarose a 0,8% em uma cuba
de eletroforese contendo tampdo TBE 0,5 mM por 40 minutos por 120w, o resultado do gel

foi observado em fotodocumentador.

2.2.2 Coleta e assepsias do material vegetal

Para retirada de meristema foram utilizados apices caulinares e gemas axilares da cultivar
kuthiravally de pimenteira-do-reino a partir das mudas crescidas em casa-de-vegetagio

oriundas do banco ativo de germoplasma (BAG) localizado na Embrapa Amazoénia Oriental —

Belém/Para.

L_» Apice caulinar

—*Gemas axilares

Figura 2. Mudas de pimenteira-do-reino produzidas em casa de vegetagdo para a retirada de apices ¢ gemas para
obtengido de explantes meristematicos.
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2.2.3 Pré-assepsia

Os apices caulinares e gemas axilares retirados com o auxilio de um bisturi foram imersos
em dcido citrico (50mM) e no laboratério submetidos a pré-assepsia que constou de lavagem
manual dos mesmos em agua corrente e detergente neutro e imersdo em solugdo do fungicida

Derosal (100 mg.L™") durante 20 minutos.

Figura 3. Pré-assepsia dos dpices ¢ gemas para retirada de explante meristematico (a) acido citrico,(b)
lavagem em agua corrente,(c) detergente neutro,(d) lavagem em dgua corrente,(e) fungicida derosal.

2.2.4 Assepsia

Em cdmara de fluxo laminar, os dpices e gemas foram mergulhados em dlcool 70% por 1
minuto, cloreto de mercirio (100 mg.L-') por 10 minutos, seguidas de cinco lavagens com
agua destilada e autoclavada. Antes dos meristemas serem excisados para inoculagdo, foram

imersos em solucdo de sulfato de estreptomicina (100 mg.L-') por 20 minutos.
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Figura 4. Assepsia dos apices e gemas para retirada do explante meristematico em cimera de fluxo laminar (a)
apices e gemas; (b) alcool 70%:(c) cloreto de mercurio;(d) Frasco com dgua destilada autoclavada;(e) Sulfato de
estreptomicina.

A pré-assepsia ¢ a assepsia foram comuns para todos os experimentos, distinguindo-se um
do outro, o antioxidante utilizado na imersdo ¢ umidificacao no processo de excisdo do

meristema ¢ o meio de cultura para estabelecimento in vitro.
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Tabelal. Experimentos realizados para o estabelecimento do meristema da cultivar Kuthiravally de pimenteira-do-reino.

EXPERIMENTO

MERISTEMA 1

MERISTEMA 2

MERISTEMA 3

MERISTEMA 4

IMERSAO

Antioxidante: f-Mercaptoetanol (SmM)

Antibiético: Sulfato de estreptomicina (100
mg.L")

Cortes: Diferentes tamanhos de cortes
Antioxidante: PVP (3%); Acido citrico
(5mM); Acido ascorbico (3mM); DTT
(3mM); B-Mercaptoetanol (SmM)

Antibiético: Sulfato de estreptomicina (100
mg. L")

Antioxidante: PVP (3%)

Antibiotico: Sulfato de estreptomicina (100
mg.L'[)

Antioxidante: PVP (3%)

Antibiético: Sulfato de estreptomicina (100
mg.L'])

MEIO DE CULTURA

MS + 0,5 BAP+ 0,2 AIA + 0,1 g. L' de
Sulfato de estreptomicina

MS + 0,5 BAP+ 0,2 AIA + 0,1 g. L de
Sulfato de estreptomicina

MS + 0,5 BAP+ 0,2 AIA + Diferentes
concentragdes de PVP (0,4%; 0,5% ¢ 0,6%)
¢ Diferentes concentragoes de Sulfato de
estreptomicina (0,0%; 0,05% e 0,1%)

MS + 0,5 BAP+ 0,2 AIA + 0,1 g. L' de
Sulfato de estreptomicina + Diferentes
concentragdes de PVP (0,8%; 1,0%:; 2,0% e
3,0%)

REPETICOES

25 repeticoes e cada
repetigdo  composta
por um tubo com um
meristema

5  repetigdes  por
tratamento e cada
repetigdo  composta

por um tubo com um
meristema

5  repetigdes  por
tratamento e cada
repetigao composta

por um tubo com um
meristema

5  repetigdoes  por
tratamento composta
por um tubo com um
meristema

TRATAMENT
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2.2.5 Experimento meristema 1 — imersio e umidificagio com p-mercaptoetanol (SmM)
e sulfato de estreptomicina a 0,1 g.L-1, em meio de cultura e diferentes tamanhos de
cortes.

Retirada dos meristemas

Os explantes meristematicos assépticos foram excisados a partir dos apices e gemas com 0
auxilio de lupa estereomiscropio da marca LEICA EZ4HD e lamina milimetrada em camera
de fluxo laminar com tamanho de corte variando entre 0.1; 0,2 e 0.3 mm de comprimento.
Durante o processo de retirada dos meristemas, os apices e gemas ficaram imersos em [3-
Mercaptoetanol e durante a manipulagdo para excisdo do meristema ocorreu a umidificagdo
com P-Mercaptoetanol a 5 mM (anti-oxidante) e Sulfato estreptomicina 100 mg. L
(antibidtico) para se evitar a oxidagdo e contaminagdo por bactérias antes da inoculag¢do do
explante em meio de cultura.

Meio de cultivo

Os meristemas foram inoculados em tubo de vidro com capacidade para 50ml e
contendo 20 ml de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo sacarose 3%, vitaminas MS
e suplementados com 0,5 mg. L' do regulador de crescimento benzilaminopurina (BAP), 0,2
mg. L acido indolacetico (AIA) e 0,1 g. L' de sulfato de estreptomicina. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 e solidificado com phytagel a 0,2% e os frascos foram vedados
com filme de PVC resinite e foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos sob pressdo de 1,5
atm. As condigdes de cultivo foram fotoperiodo de 16 h luz dia” com intensidade luminosa de
3.000 lux a temperatura de 25+ 3 °C.

Foi utilizados 25 repeti¢des e cada repeticdo composta por um tubo com um explante
cada.
A avaliagdo do 1° experimento foi feita em um periodo de 72 horas e foi quanto ao grau

de oxidagdo (Tabela 2) e porcentagem de contaminagao.
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Tabela 1. Graus de avaliacdo de oxidacdo do tecido meristemadtico.

GRAUS DE OXIDACAO
Sinal : Grau de oxidagao
0 Nao oxidagao
0" Levemente oxidado
0 Moderadamente oxidado
0" Totalmente oxidado

Figura 5. Graus de oxidagio do tecido meristemdtico (a) Nio oxidado; (b) Levemente oxidado; (c)
Moderadamente oxidado; (d) Totalmente oxidado.

2.2.6 Experimento meristema-2 Teste de diferentes tipos e concentracdes de
antioxidantes na retirada dos meristemas.

Retirada dos meristemas

A excisdo do meristema fot realizada como supracitado ¢ o tamanho dos cortes foram
variados entre 0,1; 0,2 ¢ 0,3 mm, porém desta vez com imersdo dos apices ¢ gemas durante os
cortes em diferentes antioxidantes (Tabela 3) e no processo de corte a umidificagdao com os
diferentes antioxidantes e Sulfato Estreptomicina (100 mg.L" ) para se evitar a oxidagio e

contaminagao por bactérias dos meristemas.
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Meio de cultivo

Os meristemas foram inoculados em tubo de vidro com capacidade para 50ml e
contendo 20 ml de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo sacarose 3%, vitaminas MS
e suplementados com 0,5 mg.L'1 do regulador de crescimento benzilaminopurina (BAP), 0,2
mg. L acido indolacetico (AIA) ¢ 0,1 g. L' de sulfato de estreptomicina. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 e solidificado com phytagel a 0,2% e os frascos foram vedados
com filme de PVC resinite € foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos sob pressao de 1,5
atm. As condigdes de cultivo foram fotoperiodo de 16 h luz dia”' com intensidade luminosa de
3.000 lux a temperatura de 25+ 3 °C.

Cada tratamento foi constituido de 5 repetigdes, representada por um tubo com um
explante cada.

Semanalmente foi avaliado o grau de oxidagdo (Tabela 2) e porcentagem de

contaminacao.

Tabela 2. Diferentes concentragdes e antioxidantes para imersdo e umidifica¢gdo do meristema.

- —— Antioxidantes . Antibiotico
(imers3o /umidificagdo) ¢ (umidificacio)

T1 Polivinilpirrolidona (PVP) 3%

T2 Acido Citrico 5 mM
Sulfato

T3 Acido Ascérbico 3 mM estreptomicina 100
mg.L']

T4 Ditiotreitol (DTT) 3mM

T5 B-Mercaptoetanol 3mM
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2.2.7 Experimento meristema 3 - Diferentes doses de sulfato de estreptomicina e
polivinilpirrolidona (PVP) em meio de cultura.

Retirada dos meristemas

Os explantes meristematicos foram retirados como descrito anteriormente e durante a
manipulagdo os apices e gemas ficaram imersos em PVP 3% e no processo de corte para
retirada do meristema ocorreu a umidificagdo em PVP 3% e sulfato de estreptomicina (100

mg.L']).

Meio de cultivo

Os meristemas foram inoculados em tubo de vidro com capacidade para 50ml e
contendo 20 ml de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo sacarose 3%, vitaminas MS
e suplementados com 0,5 mg.L™" do regulador de crescimento benzilaminopurina (BAP), 0,2
mg. L acido indolacetico (AIA) , 0,1 g L' de sulfato de estreptomicina ¢ a adi¢ao de
diferentes doses de polivinilpirrolidona (PVP; 0,4%; 0,5%:; 0,6%) combinados com diferentes
doses de sulfato de estreptomicina (0,0 g L™'; 0,05 gL™"; 0,1 gL") (Tabela 4). O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5,8 e solidificado com phytagel a 0,2% e os frascos foram
vedados com filme de PVC resinite e foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos sob
pressio de 1,5 atm. As condi¢des de cultivo foram fotoperiodo de 16 h luz dia” com
intensidade luminosa de 3.000 lux a temperatura de 25+ 3 °C.

Foi utilizadas 5 repeti¢des por tratamento e cada repeticdo composta por um tubo com um
meristema cada.
Semanalmente, durante o cultivo in vitro, foi avaliado o grau de oxidagdo (Tabela 2) e

porcentagem de contaminagao de cultivo in vitro.
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Tabela 3. Diferentes concentragdes do antioxidante polivinilpirrolidona ( PVP) e do antibiotico sulfato de
estreptomicina em meio de cultura.

ANTIBIOTICO Antioxidante
TRATAMENTO

(sulfato de estreptomicina) (PVP)
T1 0,4 %
T2 0,0gL" 0,5 %
T3 0,6 %
T4 0,4 %
T5 0,05 g.L"! 0,5 %
T6 0,6 %
T7 0,4 %
T8 01gL’ 0,5 %
9 0,6 %

2.2.8 Experimento meristema 4 — Diferentes doses de antioxidante polivinilpirrolidona
(PVP) em meio de cultura.

Retirada dos meristemas

Os explantes meristematicos foram retirados como descrito anteriormente e durante a
manipulagdo os apices e gemas ficaram imersos em PVP 3% e no processo de corte para
retirada do meristema ocorreu a umidificagdo em PVP 3% e sulfato de estreptomicina (100
mg.L™).

Meio de cultura

Os meristemas foram inoculados em tubo de vidro com capacidade para 50ml e
contendo 20 ml de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo sacarose 3%, vitaminas MS
e suplementados com 0,5 mg.L™' do regulador de crescimento benzilaminopurina (BAP), 0.2
mg. L acido indolacetico (AIA), 0,1 g. L' de sulfato de estreptomicina e foi adicionado
quatro diferentes doses do antioxidante polivinilpirrolidona (PVP 0,8; 1,0; 2,0; e 3,0% p/v)

(Tabela 5). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 ¢ solidificado com phytagel a 0,2%
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e os frascos foram vedados com filme de PVC resinite e foram autoclavados a 120 °C por
20 minutos sob pressdo de 1,5 atm. As condigdes de cultivo foram fotoperiodo de 16 h luz
dia”' com intensidade luminosa de 3.000 lux & temperatura de 25+ 3 °C.

Foram utilizados 5 repeti¢des por tratamento e cada repeticdo composta por um tubo
com um explante cada. Semanalmente foi avaliado o grau de oxidagdo (Tabela 2) e

porcentagem de contaminagdo no periodo de 4 semanas.

Tabela 4. Diferentes concentragdes do antioxidante polivinilpirrolidona ( PVP) em meio de cultura.

Antibiético
Cultivar Reguladores Antioxidante (PVP)
(Sulfato de estreptomicina)

0,8 %

BAP 0,5mgL’
+ 1,0 %

Kuthiravally 0,1glL*

AIA 02mgL" 2,0%
3,0%

2.3 Resultados

2.3.1 Indexag¢ao do material vegetal
A indexagdo das amostras da cultivar Kuthiravally oriundas da casa vegetagdo foram

positiva para o virus PYMoV. O par de primer para o0 PYMoV permitiu a amplificagdo de
bandas de 450pb como mostra a (Figura 6). Em seis das dez amostras foi detectadas o virus
PYMoV ..

A partir desse resultado, foi retiradas das plantas que se apresentaram positivas os apices €
gemas axilares para a realizac@o da retirada do meristema, para tentar realizar a limpeza

clonal dessas plantas via tecido meristematico.
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Figura 6. Teste de PCR para Piper yellow motlle virus para amostras de pimenta-do-reino.M. marcador Kb
ladder, 1. controle positivo PYMoV; 2. controle negativo de P. nigrum, 3 a 10 amostras provenientes da casa de

vegetacdo da Embrapa Amazdnia oriental.

2.3.2 Experimento meristema 1 — Teste de imersio e umidifica¢do com f-mercaptoetanol
(SmM) e¢ sulfato de estreptomicina a (0,1 g.L'l) em meio de cultura e tamanhos do
explante (meristema).

A Imersdo e umidificacao com solugao de 5mM de B-Mercaptoetanol no processo de
manipulacdo ¢ cultivo de explantes que variaram de 0.1; 0,2 ¢ 0,3 mm proporcionaram 88%,
83%, 86% de oxidagio moderada, respectivamente para 0,1; 0,2, ¢ 0,3 mm. Os demais
levemente oxidados, sendo gue nao se observou oxidacao total nas primeiras 24 horas.

No segundo dia, grande parte dos meristemas com 0,0 e 0,2 mm possuiram
respectivamente oxidagdo total em 81% e 83% e 19% e 17% com oxidac¢do moderada e para
o maior tamanho 0.3 mm a maioria dos explantes apresentou-se moderadamente oxidado
(84%) e os demais (16%) levemente oxidado. Apds 72 horas, 100% dos explantes
apresentavam-se totalmente oxidado, sendo que esse nivel de oxidacdo promoveu a morte dos

meristemas (Figura 7).
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Figura 7. Percentagem de oxidag¢do do explantes da cultivar Kuthiravally até as 72 horas.

Figura 8. Meristema totalmente oxidado em um periodo de 72 horas.

Ocorreu baixa incidéncia de contaminagdo no primeiro experimento, sendo que (87%)
dos meristemas ndo apresentaram nenhum tipo de contaminagdo e (8%) por contaminagdo
bacteriana e apenas (5%) fungica (Figura 9). Isto se da a partir das estratégias adotadas de
assepsia, sendo controlada a contaminagdo que se constitui um dos maiores problemas ao

estabelecimento do cultivo in vitro de pimenteira-do-reino.

39



Percentagem de contaminacao

100
90
80
70 1
60
50
40 -

87

M Percentagem de
contaminagao

20

10 5 g

Ndo contaminadas Fungo Bacteria

Figura 9. Percentagem de contaminagdo fungica e bacteriana em meristema da cultivar Kuthiravally.

2.3.3 Experimento meristema-2 Teste de diferentes tipos e concentracdes de
antioxidantes na retirada dos meristemas (imersdo e umidificacio).

O efeito de polivinilpirrolidona (PVP) (3%), Acido citrico (SmM), Acido ascorbico
(3mM), Ditiotreitol (DTT) (3mM) e o B-Mercaptoetanol (3mM) usados tanto na imersio
quanto na umidifica¢do do material vegetal. Apés uma semana do cultivo in vitro dos
meristemas que foram imersos e umidificado com o antioxidante PVP, observou-se que 40%
dos explantes sem oxidagio (0), 40% dos explantes levemente oxidados (O") e somente 20%
dos explantes moderadamente oxidados (O ~ ) (Figura 10), e nio houve a morte dos
mcristemas, apresentando ao final do periodo avaliado 100% dos cxplantes vivos.

Os demais antioxidantes, Acido Citrico, Acido ascorbico, DTT e B-Mercaptoetanol ndo
controlaram a oxida¢do, pois apresentaram respectivamente, 80 %, 100%, 100% e 100% dos
explantes totalmente oxidados (O ™) que provocaram a morte dos explantes quando

totalmente oxidados (Figura 10).
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Figura 10. Percentagem de sobrevivéncia no periodo de uma semana em diferentes tipos ¢ doses de
antioxidantes na retirada de meristema. Sendo (T1) Polivinilpirrolidona (3%); (T2) Acido Citrico (SmM); (T3)
Acido Ascorbico (3 mM); (T4) Ditiotreitol (3mM); (T5) B- Mercaptoetanol (3mM),

No segundo experimento, foram observados que (81%) dos meristemas em um
periodo de quatro semanas apresentavam auséncia de contaminac¢do e (19%) dos explantes

apresentaram-se contaminados, sendo (5%) por fungos e (14%) por bactérias (Figura 11).
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Figura 11. Percentagem de contaminagio fungica e bacteriana em meristema no segundo experimento.
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2.3.4 Experimento meristema 3- Diferentes doses de sulfato de estreptomicina e
polivinilpirrolidona (PVP) em meio de cultura.

De acordo com os resultados obtidos no experimento 2, com o objetivo de conter a
oxidacdo foi realizado o experimento 3 com a utilizagdo de diferentes concentragdes de
sulfato de estreptomicina em conjunto com diferentes concentragdes de PVP ao meio de
cultura (Tabela 4). A analise dos tratamentos T1,T2 e T3 com a auséncia do antibidtico
sulfato de estreptomicina, pode se observar que todos os meristema apresentaram algum tipo
de contaminacdo, sendo que as contaminagdes mais frequentes foram as ocasionadas por
bactérias onde esses tratamentos apresentaram respectivamente 90%, 100% e 80% de
meristema contaminados por bactérias.

Os tratamentos contendo 0,05 do sulfato de estreptomicina T4, T5 e T6, pode
observar a presenga de meristema sem contaminagdo, mostrando assim uma possivel a¢do do
antibiotico no controle da contaminagdo bacteriana do material vegetal na etapa de
estabelecimento, onde T4, TS5 e T6 apresentaram concomitantemente 30%, 0% e 40% de
meristemas contaminados por bactéria.

Os tratamentos T7, T8 e T9 o qual se utilizou 0,1 g L' de sulfato de estreptomicina
mostraram-se eficientes, pois, pode se observar um numero maior de explantes nao
contaminados, onde T8 ¢ T9 apresentaram menores indices de contaminagdo com 80% de
explante ndo contaminados e T7 apresentou 60% dos explantes livres de contaminagdo

(Figura 12).
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Figura 12, Porcentagem :fe contaminagdo fungica e bacteriana em meristema no terceiro experimento, onde (T1) 0,0 g L-1+ 0,4 %; (T2) 0,0 g L-1 + 0,5 %; (T3) 0,0 g L-1 +

0,6 %; (T4) 0,05 g L-1 + 0,4 %; (T5) 0,05 g L-1 +0,5 %:; (T6) 0,05 g L-1 + 0,6 %; (T7) 0,1 g L-1.



Quanto a oxidagdo observou-se que o tratamento T9 que continha (0,6 % de PVP e
0,1g L' de sulfato de estreptomicina) obteve os melhores resultados, pois o mesmo
apresentou 60% dos meristemas com baixo grau de oxidagdo, isto € levemente oxidado,
seguido de 20% moderadamente e 20% totalmente oxidado. Diferente dos tratamentos T1, T2,
T3, T5, T7 e T8 que apresentaram 40% ou mais meristemas totalmente oxidados. Ja os
tratamentos T4 e TO6 apresentaram meristemas levemente oxidados (20% e 40%),

moderadamente oxidados (60% e 40%) e totalmente oxidados (20% e 20%) (Figura 13).
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Figura 13. Percentual de oxidagdo de meristemas no terceiro experimento utilizando diferentes concentragdes de PVP, onde (T1) 0,0 g L-1+ 0,4 %,(T2) 0,0 g L-1 + 0,5
%,(T3) 0,0 g L-1 + 0,6 %:(T4) 0,05 g L-1 + 0,4 %,(T5) 0,05 g L-1 + 0,5 %,(T6) 0,05 g L-1 + 0,6 %2.3.5 Experimento meristema 4 — Diferentes doses do antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP) em meio de cultura.
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A fim de controlar ainda mais a oxidag¢ao, ao testar diferentes concentragdes do

antioxidante PVP no meio de cultura, T1(0,8%), T2 (1,0 %),13 (2,0%) ¢ T4 (3,0%), pode-se

observar na menor concentragdo T1 de PVP resultou (42,85%) de explantes sem oxidacgao

(Figura 14), seguidos dos tratamentos T3(28,57%) e T2 e T4 com (14,28%).
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T
|
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80 90 100

1 T2 T3 [ T4
0 | O+ O++0+++ 0 | O+ [O++ 0+ | O++ 0 | O+ |04+ D4+
M Grau de oxidagio 42,85 0 28,5728,5814,2814,2828,5742,8728,5714,28 0 1428 0 | 0 85,72

Figura 14. Percentual de oxidacdo de meristemas no quarto experimento apds 4 semanas de cultivo, onde T1

(0,8%) ;T2 (1,0%);T3 (2,0%);T4 (3,0%).

No grafico a seguir (Figura 15) a regressdo representa as perdas por oxidagdo no

expermento quatro com doses maiores de PVP em meio de cultura. E possivel observar que

nos tratamentos T2 e T4 ha uma tendéncia em diminuir a perda de explantes por oxidagdo a

medida que se aumenta o numero de semanas. Ja nos tratamentos T1 ¢ T3 a um aumento de

perda por oxidagdo até a segunda semana, apds a segunda semana ocorre um decrescimo

dessas perdas.
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Figura 15. Perdas por oxidagdo total de meristemas no quarto experimento.

As taxas de contaminagdo no quarto experimento foram de 18% para as quatro
semanas € foi observada apenas contaminag¢do bacteriana (Figura 16), sendo 82% dos
explantes ausentes de contaminantes, mostrando assim a eficiéncia da utiliza¢ao de 100 mg.L
! sulfato de estreptomicina na umidificagio e 0,1g.L"' no meio de cultura para controlar a

contaminacdo bacteriana.

Porcentagem de contaminacdo

10 - j
0 1)

Bactéria Fungo Nao contaminados

Tipos de contaminagdes

Figura 16. Porcentagem de contaminagdo fungica ¢ bacteriana de meristemas no quinto experimento.
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Para controlar a oxidagdo, dentre os antioxidantes utilizados, destacou-se o
antioxidante PVP na concentra¢do de (3%). Em meio de cultura o PVP em combinagdo com
antibidtico, os resultados mostraram que a concentracdo do antibidtico ndo interferiu na
oxidagdo ¢ controlou a contamina¢do, € a combinagdo 0,6% de PVP e 0,1 g.L'1 apresentou
maior controle da oxidagdo e contamina¢do em meio de cultura, respectivamente.

Para conter ainda mais a oxidag@o ao testar diferentes doses do antioxidante PVP em
meio de cultura com concentragdes maiores (0,8%;1,0%:2,0% e 3%), a concentragdo de
(0,8%) em meio de cultura associado a manipulagdo do explante no processo de excisdo do
meristema pela imersdo e umidificag@o do explante em PVP a (3%) apresentou maior controle

da oxidag@o.
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2.4 Discussio

Na etapa do estabelecimento do tecido meristematico, as grandes limitagdes encontradas
foram as perdas ocasionadas por oxidagdo e contaminac¢@o bacteriana, € a capacidade de
regeneracdo de uma planta completa a partir do meristema.

Resultados semelhantes foram encontrados por Torres (1998) e Parmessur (2002) ao
realizarem a técnica da limpeza clonal que se deparando com problemadticas relacionadas a
oxidagdo, contamina¢do do material vegetal, além do desbalango hormonal na regiao
meristematica que dificulta a regeneragdo em uma planta completa.

Segundo Modgil et al. (1999), a oxidagdo fenolica ¢ um dos sérios problemas que podem
dificultar o estabelecimento inicial do cultivo in vitro, o presente trabalho vem mostrando esta
problematica pois no experimento 1 o alto grau de oxidac@o provocou a morte de todos os
explantes até o terceiro dia (Figura 7), ndo permitindo o estabelecimento dos meristemas. A
liberagdo de compostos que promovem o escurecimento do meio, provavelmente fendlicos,
compromete o desenvolvimento dos explantes diminuindo a taxa de regeneragdo (GIATTI
2006).

Para Andrade et al.(2000) a oxidagdo ocorre em funcdo da liberagdo de compostos
fendlicos in vitro, precursores da sintese de lignina, pelo tecido injuriado. Esse acumulo de
polifendis e produtos de oxidagdo, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno
da superficie excisada, modificam a composi¢do do meio de cultivo e a absor¢do de
metabdlitos.

Para o controle da oxidagdo, diversos produtos podem ser adicionados ao meio de
cultura, como a cisteina, carvao ativado, polivinilpirrolidona (PVP), acido ascorbico, ou acido
citrico. Muitas dessas substancias agem adsorvendo os exsudatos liberados pelos explantes, os
quais causam a oxidacdo (JARRET et al., 1985; GEORGE,1996b).

Foram testados diferentes concentragdes e tipos de antioxidantes na imersdo e
umidificagdo do material meristematico como o PVP (3%), acido citrico (5mM), acido
ascorbico (3mM), DTT (3mM) e o B-Mercaptoetanol (3mM) em diferentes experimentos.
Sendo que o antioxidante PVP a 3% foi eficiente na contengdo da oxidagdo nas etapas de
imersdo e umidificagdo, pois 40% dos explantes apresentavam-se sem oxidagdo outros 40%
levemente oxidado e 20% moderadamente oxidados (Figura 10).

Para prevenir a ocorréncia de oxidagdo, George (1996) recomenda minimizar os danos
causados ao explante por meio da remogdo de compostos fendlicos produzidos e de alteragdes

na composi¢do do meio de cultura. A remogdo dos compostos pode ser realizada através da
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utilizagdo de meios liquidos, de diferentes agentes solidificantes, ou de substancias de
adsor¢ao.

Outra maneira de se conter a oxidagdo € o uso de antioxidantes em meio de cultura, como
realizado por Silva et al. (2001), que utilizou varios antioxidantes na cultura in vitro para
tentar controlar a oxidagdo da bananeira (Musa sp. cv. Pioneira).

No presente estudo foram testados experimentos com diferentes concentragdes do
antioxidante PVP (0,4%:;0,5%:0,6%:0,8%:1,0%;2,0%:3,0%) adicionados ao meio de cultura
de estabelecimento. A concentragdo de 0,8% de PVP proporcionou 42,85% dos explantes sem
oxidacdo (Figura 14). Segundo Augusto e Biasi (2002), a adic¢do de 1,0 g.L‘I de PVP soluvel
no meio solido controla a oxidag¢@o de amoreira-preta (Rubus sp.) e, de acordo com Cordeiro
et al. (2002), foi eficiente no controle da oxidag¢do em sementes de parica.

Viarios estudos vém demostrando a eficiéncia desse antioxidante no controle da oxidagdo
como os produzidos por (ANAGNOSTAKIS, 1974; TISSERAT, 1979; TAKAYAMA e
MISAWA, 1980; BON et al., 1988; GUERRA e HANDRO,1988 ¢ ZIV e HALEVY, 1983).

O antioxidante PVP tem sido bastante empregado devido os fendis serem adsorvidos
pelo polivinilpirrolidona por meio de ligagcdes de hidrogénio, o que previne a oxidagdo e
polimerizagdo, além de adsorver os produtos da oxidagdo fendlica, ou seja, as quinonas
(PASQUAL et al. 1997), pois em algumas plantas, a liberagao de exsudatos constitui um dos
maiores problemas para o cultivo in vitro (QUERALT et al., 1991).

Para conter a contaminagao pesquisas tém sido realizadas para a prevengao ou eliminagdo
dos contaminantes do cultivo in vitro de plantas, desde o desenvolvimento de protocolos de
assepsia, cuidados com as plantas matrizes, até o uso de produtos antimicrobianos,
adicionados ao meio de cultura (PEREIRA et al., 2009).

As combinagdes dos principios ativos desinfestantes podem variar muito
(MONTARROYOS, 2000), sendo necessaria a adequagdo de acordo com a espécic € a
sensibilidade do tecido a ser desinfestado.

Neste trabalho, a contaminac¢do foi controlada pela desinfestacdo realizada na pré-
assepsia fora da camara de fluxo laminar com o uso do fungicida derosal a 100 mg.L"' em que
apenas 5 % dos explantes apresentaram contaminagdo fungica e para reduzir a contaminagao
bacteriana, adi¢do de 0,1 gL' do sulfato de estreptomicina ao meio de cultura e na
umidificagdo do material vegetal durante a manipulag@o para excisdo do meristema, no qual

se observou apenas 18% de contaminagdo ap6s quatro semanas de cultivo in vitro (Figural6).
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Resultados semelhante foram encontrados por Oliveira (2011) usando o antibidtico
sulfato de estreptomicina na concentragdo de 100 mg.L" que foi eficiente no controle da
contaminag¢do, independente da cultivar de banana utilizada.

Segundo Garcia e Rafael et al. (1990), o uso de meio de cultura com produtos
antimicrobianos ¢ uma das alternativas para prevenir, eliminar ou diminuir a contaminagdo
bacteriana. A estreptomicina é considerada um dos antibiéticos menos toxicos do grupo dos
aminoglicosideos e seu efeito decorre da concentragdo no meio de cultura (POLLOCK et al.,
1983).

Segundo Lopes (1988), as contaminagdes bacterianas sdo mais drasticas que as
fungicas e trazem duas conseqiiéncias basicas: a primeira ¢ a perda de tempo ¢ de recursos
financeiros ou genéticos pela eliminacdo de frascos contaminados, e a segunda ¢ o risco de
contaminag¢do de outras plantas.

Os agentes descontaminantes promoveram baixissimos ou nenhum indice de
contaminag¢do fungica pela agdo do derosal 100 mg.L". Isto foi um avango neste trabalho,
pois esses microrganismos competem com os explantes pelos nutrientes do meio de cultura e
provocam danos diretos e indiretos pela colonizagdo de seus tecidos e prejudicam o
estabelecimento e respostas in vitro dos explantes.

Segundo Cid ¢ Zemmermann (2006) os fungicidas estdo destinados a protecdo das
plantas, destruindo o inoculo antes que se espalhe e forme micélio pela planta, o qual da
origem a doenga, quando a mesma ja se apresenta na planta o fungicida pode atuar, também,
como bloqueia da doenca, seja de forma local ou sistémica.

Os explantes variando de tamanho o meristema (0,1; 0,2 e 0,3mm), independente do
tamanho dos explantes ndo houve interferéncia na morte do material, pois 100% dos
meristemas morreram no periodo de 72 horas devido a oxidagdo total dos meristemas (Figura
7).

Estudos relatam que o tamanho do meristema constitui um fator de importancia na
aquisicdo de material livre de patogenos, devido essa regido ser avascularizada
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; TORRES et al., 1998).

O menor tamanho promove instabilidade ao explante, tanto em relagdo a oxidagao,
quanto no balango hormonal, ¢ o desenvolvimento se torna extremamente lento. Esse
comportamento € também observado em outras espécies cujo cultivo de meristema ¢ usado
para limpeza clonal € o tamanho do explante ¢ decisivo para o éxito do trabalho. Biricolti e

Chiari (1994), utilizando meristemas de 0,2 a 0,4 mm de comprimento de plantas de
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Passiflora edulis f. edulis com no maximo quatro primoérdios foliares, coletados de plantas
com um ano de idade ndo obtiveram regeneracao apesar da sobrevivéncia dos explantes por
longo periodo. Esta situagdo é de ocorréncia comum em espécies lenhosas e semi-lenhosas
(MURASHIGE et al.,, 1972; NAVARRO, 1988; PAZ; PASQUAL, 1998; MNENEY;
MANTELL, 2001).

E importante destacar que a realizagio dos diversos experimentos na imersao,
umidifica¢do e no cultivo em meio de cultura para o estabelecimento realizado em conjunto
neste trabalho, mostraram-se necessarios € complementares para conter a oxidagdo e

contaminag¢dao do meristema.

52



2.5 Conclusoes

- A indexagdo prévia das plantas é necessaria para revelar se ha infec¢do dos explantes pelo

virus PYMoV.
- O uso do antioxidante polivinilpirrolidona (PVP) a 3% para imersdo e umidificacdo e a 0,8%
em meio de cultura sdo eficientes para conter a oxidagdo do meristema da cultivar

Kuthiravally de pimenteira-do-reino.

- O controle da oxidagdo in vitro de meristemas so ¢ eficiente se o antioxidante PVP for

utilizado em solug¢do para imersao e umidificagdo € em conjunto no meio de cultura.

-O tamanho dos cortes ndo influencia na oxida¢do do meristema de pimenteira-do-reino.

- A assepsia com fungicida derosal e o antibidtico sulfato de estreptomicina controlam a

contaminagdo in vitro de meristemas de pimenteira-do-reino.
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3 USO DE 6-BENZILAMINOPURINA NA MICROPROPAGACAO DE TRES
GENOTIPOS DE PIMENTEIRA-DO-REINO (PIPER NIGRUM L.)

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a micropropagagdo de trés genotipos de Piper nigrum
L. avaliando diferentes combinagdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) associada ao acido
indoliacético (AIA) a fim de aprimorar a multiplica¢do de brotos in vitro; o efeito do ANA na
etapa de enraizamento in vitro; e a sobrevivéncia dos brotos enraizados na aclimatizagdo e
formagdo de mudas. Nas etapas de multiplicagdo e enraizamento as condi¢bes de cultivo
foram controladas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h luz dia-1, com
intensidade luminosa de 3.000 lux a temperatura de 25+ 3 °C, o meio de multiplicagdo
utilizado foi o meio basico de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) contendo 30 g. L
de sacarose, vitaminas MS, 2 gL' do solidificante phytagel e suplementado com
combinagoes de BAP (0,5; 0,6 e 0,8 mg.L'l) com 0,2 mg. L' AIA. A avaliagdo foi quanto ao
numero de gemas e brotos por explante e comprimento de brotos, cujos dados foram
analisados estatisticamente. Para o enraizamento foi utilizado o meio ¥ MS contendo 30 g.L™'
de sacarose, vitaminas MS, 2 g.L”' do solidificante phytage e 0,05 mg L do acido naftaleno
acético (ANA). A aclimatiza¢do foi realizada em casa de vegetagdo em bandejas plasticas
contendo diferentes combinag¢des de substratos, por 28 dias, posteriormente foram transferidas
para sacos plasticos contendo terra preta + matéria organica para o desenvolvimento de mudas
por 56 dias. Nas etapas de aclimatizagdo e formagido de mudas foram avaliadas a taxa de
sobrevivéncia. Os resultados mostram que para a multiplicagdo as varidveis gemas e
brotos/explante o meio M1 (0,5 mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L"' AIA ) se destacou obtendo a melhor
resposta para a proliferacdes de gemas e brotos. Os gendtipos apresentaram diferencas nas
respostas das trés varidveis nos cincos subcultivos. Na fase de aclimatizagdo no substrato
vermiculita + areia (1:1) ocorreram as maiores taxas de sobrevivéncia nos trés genotipos. A
formag¢dao de mudas no substrato terra preta, as plantas apresentaram acima de 70% de

sobrevivéncia.

PALAVRAS CHAVE: BAP; Enraizamento; cultivo in vitro.

60



ABSTRACT

This work aimed the micropropagation of three Piper nigrum L. genotypes, evaluating the
different combinations of 6-benzylaminopurine (BAP) associated with indoleacetic acid
(IAA) in order to enhance the in vitro shoot multiplication; the effect of NAA 1in the in vitro
rooting step; and the survival of rooted shoots in the acclimatization and seedling formation.
In the multiplication and rooting steps, the controlled culture conditions were of  16h
photoperiod with 3000 lux light intensity and at 25+ 3 °C temperature and the multiplication
medium was the MS medium (MURASHIGE & SKOOG, 1962) containing 30 g.L"' sucrose,
MS vitamins, 2 g.L"' Phytagel and combinations of BAP (0,5; 0,6 and 0,8 mg.L']) with IAA
(0,2 mg. L' ). The evaluation regarded the number of buds and shoots per explant and the
shoot length, whose data were statistically analyzed. . For the rooting, it was employed the Y-
MS medium containing 30 g.L'] sucrose, MS vitamins, 2 g.L"' Phytagel and 0.05 mg.L"
naphthalene acetic acid (NAA). The acclimatization was conducted in a nursery in plastic
trays containing different combinations of substrates, for 28 days. Plants were then transferred
to plastic bags containing soil + organic matter for the seedlings development for 56 days. In
the acclimatization and seedling formation, the survival rate was evaluated. Results show that,
for the multiplication, the M1 medium (0.5 mg.L"' BAP+0.2 mg.L"' IAA) stood out for the
variables buds and shoots per explant, since it yielded the highest responses. The genotypes
presented differences in the response of the three variables in the five subculturings. In the
acclimatization, the highest rates of survival for all genotypes occurred in the vermiculite +
sand (1:1) substrate. For the seedling formation in the soil substrate, the plants presented a
survival rate higher than 70%.

KEYWORDS: BAP; rooting; in vitro culture.
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3.1 Introducio

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta originaria da india, pertence a
familia Piperaceae ¢ ao género Piper, também conhecida como pimenta-da-india, possui
grande importancia econémica e social no cenario brasileiro, pois € geradora de renda para
pequenos produtores (HOMMA, 2004). Atualmente, o Brasil ¢ o quarto maior produtor
mundial e o estado do Para ¢ o maior produtor nacional (IBGE, 2014).

Como alternativa para obtencdo de mudas com qualidade fitossanitaria visando a
expansdo comercial da pimenteira-do-reino tem se buscado o cultivo in vitro, que ¢ uma
técnica solidificada e muito utilizada na propaga¢do de plantas. O sucesso dessa técnica
depende de varios fatores como a espécie, meio de cultura, tempo de cultivo, dentre outros.
Por este motivo, pesquisas sdo elaboradas objetivando a formulagdo e o estabelecimento de
protocolos que garantam resultados satisfatorios em todas as etapas da micropropagacdo das
plantas, a fim de manter bancos de germoplasma ex situ, e sejam utilizadas em programas de
melhoramento genético.

A micropropagac¢do € considerada de grande importancia na cultura de tecidos, pois
permitem a produg¢do de grande numero de individuos em espago reduzido e sob condigdes
assépticas (SARTOR et al., 2012) e constitui uma alternativa na limitagcdo da expansdo da
cultura da pimenteira-do-reino através da propagagdo de mudas em tempo e espago fisico
reduzidos, com alta fidelidade genética e com qualidade fitossanitaria (GEORGE 2008).

A maioria das espécies apresenta potencialidade para a regeneracao in vitro, desde que
as exigéncias nutricionais, hormonais e ambientais sejam satisfatérias (PIZA; PINHO, 2002).
O sucesso do cultivo in vitro de espécies vegetais depende da eficacia nas etapas do processo
de micropropagagdo, € o enraizamento, aclimatiza¢do e forma¢do de mudas, sdo etapas
importantes para otimizar a propagac¢ao clonal de plantas.

A escolha do meio de cultura adequado ao cultivo de determinada espécie €
fundamental para suprir tecidos e o0rgdos com macronutrientes, micronutrientes, hormonios
vegetais e produtos organicos necessarios ao seu desenvolvimento in vitro (MURASHIGE e
SKOOG, 1962; KNUDSON, 1946; VACIN WENT, 1949; CAMPOS 2002). Associagdes de
reguladores como citocininas, auxinas e giberelinas também sdo aplicadas ao meio com o
objetivo de suprir as possiveis deficiéncias de teores endogenos de horménios responsaveis
em estimular o alongamento, diferenciagdo e a multiplicagdo dos explantes (TORRES et

al.,1998).
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Dentre os reguladores de crescimento, as auxinas e citocininas sdo os mais utilizados
na cultura de tecidos, sendo utilizadas tanto individualmente quanto em associagdo
(OLIVEIRA et al.,2008; SILVA et al., 2011), e a concentra¢do € o que mais influencia no
sucesso da diferenciagdo e multiplica¢do in vifro de brotos e as melhores concentragdes
variam de 0,5 e 5,0 mg. pa para ambos fitorreguladores (MORALES et al., 1999). Para este
fim, geralmente sdo testados tipos € concentragdes de citocininas, que estdo associados a
quebra de dominancia apical em gemas axilares e apices caulinares, promovendo a indugado de
brotagdes (BHOJWANI e RAZDAN, 1996).

As citocininas participam da divisdo celular e do desenvolvimento das gemas laterais,
porém em conjunto com auxinas, além de inibir a formacdo de raizes, retardam a queda das
folhas. A 6-Benzilaminopurina (BAP) tém sido a citocinina mais utilizado no cultivo in vitro
e muito eficaz para promover a multiplicacdo de diversas espécies (SANTOS et al., 2006)

As auxinas por sua vez s3o substancias essenciais no cultivo de plantas, pois
promovem modificagdes na parede celular vegetal durante o processo de divisdo celular,
permitindo a extensibilidade da célula, além de serem responsaveis pela domindncia apical
(ROCHA et al., 2009; TAIZ e ZEIGER, 2012) e de ter a maior efetividade na promogao do
enraizamento, cujo principal efeito estd ligado a agdo sobre a inducdo e iniciagdo dos
primordios radiculares (LIMA et al., 2008).

As auxinas podem ser utilizadas isoladamente ou em combinagdo, no meio de
enraizamento, tais como o acido indolacético (AIA), acido indolilbutirico (AIB) e acido a-
naftalenoacético (ANA) que s@o as auxinas mais empregadas, em concentragdes que variam
conforme a espécie e/ou cultivar.

O processo de enraizamento in vitro incluem fatores fisiologicos, bioquimicos e
biolégicos (fatores internos) que interagem com os fatores externos. A diferenciagdo de raizes
adventicias ¢ indispensdvel para a aclimatizagdo, pois o insucesso do enraizamento torna a
taxa de sobrevivéncia de plantas aclimatizadas baixa e/ou nulas (SANTOS 2012)
prejudicando assim a etapa de formagao de mudas.

Neste sentido, objetivou-se com o presente trabalho avaliar: diferentes combinagdes de
6-benzilaminopurina (BAP) associada ao acido indoliacetico (AIA) a fim de aprimorar a fase
de multiplicagdo de brotos no processo de micropropagagdo in vitro; e analisar o efeito do
ANA na etapa de enraizamento in vitro, sobrevivéncia na aclimatizacdo e na etapa de

formagao de mudas de trés gendtipos de Piper nigrum L.
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3.2 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido nos laboratorios de Biotecnologia e Recursos Genéticos e de
Fitopatologia da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Para.

Utilizou-se como fonte de explantes (dpice e gemas laterais) do material vegetal de
plantas ja estabelecidos in vifro provenientes do Banco Ativo de Germoplasma — BAG da
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Pard. Os genotipos utilizados foram: Alencar, Guajarina
¢ Kuthiravally. Sendo Alencar ¢ Guajarina ortundas de sementes ¢ kuthiravally provenientes

de tecidos meristematicos.

Figura 17. Sequéncia das etapas desenvolvidas no processo de multiplicagdo de gendtipos de pimenteira-do-
reino.



3.2.1 Estabilidade fisiologica dos explantes

Em cdmara de fluxo laminar com o auxilio de bisturi cirGrgico foram obtidos
explantes (apice e gemas laterais) de brotos das cultivares in vitro para o estabelecimento em
cultura e formagdo de novos brotos nas mesmas condi¢des de cultivo e estadio de
desenvolvimento vegetativo. Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) que continha sacarose a 3%, vitaminas MS e suplementados
com 0,5 mg.L" do regulador de crescimento benzilaminopurina (BAP). O pH ajustado para
5,8 e foi utilizado phytagel a 0,2%, distribuidos 40 mL em frasco de vidro com capacidade
para 300ml e vedados com filme de PVC resinite e autoclavagem a 120 °C por 20 minutos
sob pressdo de 1,5 atm. O periodo de estabelecimento foi de seis semanas mantidos em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 h luz dia”, com intensidade luminosa de 3.000 lux e

temperatura de 25+ 3 °C.

3.2.2 Indexag¢do do material vegetal

A indexagdo foi realizada para os trés genotipos, com o intuito de verificar a presenca
dos virus Cucumber Mosaic Virus (CMV) e Piper Yellow Mottle Virus (PYMoV) e a
influencia no desenvolvimento e multiplica¢do dos brotos. A extra¢do de acido nucléico foi
realizada a partir das folhas de pimenteira-do-reino in vitro, segundo o protocolo de Gibbs e
Mackenzie (1997) modificado por meio da adigdo de 0,1% de B- mercaptoetanol, para
posteriormente verificar a presenca dos virus PYMoV ¢ CMV através da PCR ¢ RT- PCR
(reverse transcription polymerase chain reaction), respectivamente. Para obter um resultado
seguro foram usados controles de plantas de pimenteira-do-reino. Para controle positivo
folhas infectadas com virus e como controle negativo folhas de pimenteira-do-reino sadias.
A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada em um termociclador com
programas especificos para os virus CMV e PYMoV. Sendo ultilizados como material o
DNA para o virus PYMoV e o cDNA para o CMV. Utilizou-se 3 uL do DNA e ou cDNA,
5ull de tampdo 5X, 3ul de MgCI2 (25mM), 0,25 uL de primers (10mM), 0,15 uL de Taq
Polimerase, 0,5uL de dNTP (10mM), 12,85 ul de agua ultra-pura, e os primers especificos
para os virus, sendo o HP1 (F) e HP2 (R) para PYMoV e o CPR e CPF para CMV. A reagio

consistiu de 30 ciclos em que ocorreu a desnaturagdo, amplificagdo e anelamento.
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Posteriormente, o resultado foi analisado através do gel de agarose a 0,8% em uma cuba
de eletroforese contendo tampao TBE 0,5 mM por 40 minutos por 120w, o resultado do gel

foi observado em fotodocumentador.

3.2.3 Multiplicacdo dos explantes de Piper nigrum L.

Figura 18. Processo de multiplicagio realizado para os trés genotipos de pimenteira-do-reino.

Apos a fase de estabelecimento, realizou-se a fase de multiplicagdo de brotos em cinco
subcultivos, sendo o primeiro realizado em tubo de ensaio ¢ os demais em frascos cilindricos.
Os brotos foram segmentados em dpices caulinares e gemas axilares e inoculados em tubos de
ensaio com capacidade de 50 mL, contendo 20 mL do meio basico de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), constituido de 3% de sacarose, vitaminas MS ¢
suplcmentados com trés difcrentes concentragdes do rcgulador de  crescimento  6-
benzilaminopurina (BAP a 0,5; 0.6; ¢ 0,8 mg.L"' ) combinado com o acido indolacético (AIA)
a 0,2 mg.L" (Tabela 6). O pH do meio foi ajustado para 5,8 ¢ para solidificar foi utilizado
0,2% de phytagel antes da autoclavagem por 20 minutos sob pressdo de 1,5 atm e temperatura
de 120°C.

No primeiro subcultivo em cada tubo foi introduzido um explante, gema apical ou gema
lateral, vedados com tampa de plastico ¢ filme de PVC resinite ¢ foram mantidos durante seis
semanas em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 h luz dia™, intensidade luminosa de
3.000 lux proporcionada por duas lampadas fluorescentes brancas de 20 w e temperatura de

25 + 3°C. Apos o periodo de seis semanas foram realizados os subcultivos subsequentes em
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frasco cilindrico com capacidade de 300 mL contendo 40 mL do mesmo meio de cultura sob
as mesmas condigoes de cultivo e periodo.

As analises foram realizadas por subcultivo considerando: nimero de gemas, niimero
de brotos e comprimento do caule. O comprimento do caule foi medido na regido
compreendida entre o coleto e a gema apical. Essas mensuragdes foram realizadas com o
auxilio de uma régua milimetrada.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 2 x 3(trés cultivares x dois tipos de explantes X trés meios de cultura) sendo cada
tratamento composto de cinco repeti¢des e cada repetigdo constituida de um frasco cilindrico
contendo 5 explantes.

Os dados foram submetidos a andlise da varidncia com o auxilio do programa
estatistico ASSISTAT (SILVA E AZEVEDO, 2009) e quando necessario as médias foram
comparadas pelo teste Tukey (p<0,05) e pelo teste , considerando a média por frasco em cada

tratamento.

Tabela 5. Meios com diferentes combinagdes de reguladores de crescimento empregados na etapa de
multiplicagd@o de brotos in vitro de gendtipos de pimenteira-do-reino.

Meios BAP (mg.L'l ) AIA (mg,L'l )
Meio 1 0,5

. 0,2
Meio 2 0.6
Meio 3 0.8

2.3.4 Enraizamento in vitro

O enraizamento de brotos in vitro ocorreu ap6s o quinto subcultivo de multiplicacao in
vitro. As gemas dos brotos foram transferidas para frascos de 300 mL contendo 40 mL de
meio de cultura de enraizamento constituido de 1/2 da concentra¢ao dos sais do meio basico
de MS suplementado com sacarose 3%, vitaminas MS, phytagel a 0,2% ¢ o acido naftaleno
acético (ANA) a 0,05 mg L. O pH foi ajustado para 5,8 e posteriormente o meio foi
submetido a autoclavagem por 20 minutos sob pressdao de 1,5 atm e temperatura de 120°C.
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As condi¢des de cultivo foram de fotoperiodo de 16 h luz dia™', com intensidade luminosa de
3.000 lux e temperatura de 25+ 3 °C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo 3
tratamentos cada tratamento composto de cinco repeti¢des e cada repetigao constituida de um
frasco cilindrico contendo 5 explantes.

Apds quatro semanas, as avaliagdes realizadas foram quanto a porcentagem de brotos
enraizados, numero de raizes/broto, o comprimento médio das raizes/broto, e 0 comprimento
dos brotos.

Os dados foram submetidos a andlise da varidncia com o auxilio do programa
estatistico ASSISTAT (SILVA E AZEVEDO, 2009) e quando necessdrio as médias foram
comparadas pelo teste Tukey (p<0,05) e pelo teste ndo paramétrico qui-quadrado,

considerando a média por frasco em cada tratamento.

3.2.5 Aclimatizacao

Apds o periodo de enraizamento, os brotos enraizados in vitro foram retirados dos
frascos e lavados em agua corrente para eliminar o excesso do meio de cultura aderido as
raizes. As plantas foram transferidas para bandejas plasticas de polipropileno com 24 células,
com duas plantas por célula, utilizando substratos e combinagdes de diferentes substratos
(Tabela 7).

Inicialmente, as bandejas contendo as plantas permaneceram por uma semana em local
protegida da chuva e com baixa luminosidade antes da transferéncia para casa de vegetagéo,
na qual foram cultivadas por quatro semanas. Durante este periodo foram feitas irrigacdes
com o auxilio de um regador para manter a umidade do substrato diariamente, e
quinzenalmente as plantas foram nutridas com 10 mL/célula com solug¢do nutritiva composta
de metade da concentrag¢@o dos sais do meio basico MS. A avaliacdo foi quanto ao percentual
de sobrevivéncia das plantas em relacdo aos substratos testados para os diferentes genotipos

de pimenteira-do-reino, semanalmente durante quatro semanas.
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Tabela 6. Combinagdes de diferentes substratos para a aclimatizagdo de brotos de pimenta-do-reino.

COMBINACOES DE SUBSTRATO

SUBSTRATO PROPORCAO
Vermiculita 1
Areia 1
Vermiculita + Areia 1:1
Vermiculita + Areia 1:2
Vermiculita + Areia 1:3
Vermiculita + Areia 23

3.2.6 Formagio de mudas

A etapa de formagdo de mudas iniciou apoés os 28 dias da aclimatizagdo, em que as
plantas aclimatizadas em bandejas em casa de vegetagdo foram transferidas para sacos
plasticos de polietileno preto (16x12cm) contendo terra preta + matéria organica na proporg¢ao
de (3:1) respectivamente e mantidas em casa de vegetagdo.

A avaliagdo foi realizada mensalmente por um periodo de trés meses quanto a

porcentagem de sobrevivéncia de mudas dos diferentes gendtipos de pimenteira-do-reino.
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4 Resultados

4.1 Indexacio do material vegetal

Por meio da indexacdo das plantas cuitivadas in vitro, os trés genotipos de pimenteira-
do-reino Alencar, Guajarina e Kuthiravally apresentaram-se negativas por PCR para os virus
Cucumber Mosaic Virus (CMV) e Piper Yellow Mottle Virus (PYMoV) .

No teste de PCR ¢ RT-PCR de plantas provenientes do Banco Ativo de Germoplasma
— BAG ja estabelecidos in vitro observou-se que das 72 amostras avaliadas todas foram
negativas para os virus (PYMoV e CMV).

O par de primer para o PYMoV permitiu a amplificagdo de somente uma banda de
450pb que fot a do controle positivo (Figura 19). Das 10 amostras apresentadas para PYMoV

nao foi detectado a presenga do virus, ou seja, as plantas ndo encontravam-se infectadas para

este virus.

Figura 19, Teste de PCR para Piper yellow motlle virus para amostras de pimenteira-do-reino.1 M. marcador Kb
ladder, 2 controle positivo PYMoV:. 3 controle negativo de Piper nigrum L.e de 4 a 13 amostras provenientes do
BAG.

O par de primer para CMV amplificou a banda do controle cerca de 500pb,
representada pela amostra 2. Entretanto, para as amostras de pimenteira-do-reino observou-se
a auséncia de bandas especificas para o virus. Das 9 amostras, todas foram negativas para o

CMYV (Figura 20).
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Figura 20. Teste de RT-PCR para Cucumber mosaic viras para amostras de Pimenteira-do- reino. 1| M.
Marcador Kb ladder, 2 Controle positivo ¢ 3 Controle negativo de fumo ¢ de 4 a 12 amostras provenientes do
BAG

4.2 Multiplica¢do dos explantes de Piper nigrum L.

No primeire subcultivo houve diferenga significativa entre os genotipos (F1) quanto
ao numero de gemas, numero brotos ¢ comprimento de broto. O tipo de explante (F2) teve
efeito significativo para diferenciacdo de novas gemas, havendo interagdo do tipo de explante
com o genotipo na proliferacdo de gemas (Tabela 8).

Tabela 7. Analise da variancia do primeiro subcultivo quanto a proliferagio de gemas ¢ brotos e comprimento

de broto em dois tipos de explantes em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentragoes de BAP
adicionados com 0,2mg.L-1 de AIA.

] Q.M. F
ki Bl I 1 m | | 11 I

Gendtipos (F1) 2 1287778 15.74444  8.64933 34,5970 **  76.5946 ** ]52.6353 **
Explantes (F2) ] 24 54444 0.04444 0.00044 659403 **  (0.2162 ns 0.0078 ns
Meios(F3) Zx VUi 0. 14444 V.0%033 U.U29Y ns 0. 7027 ns 14176 ns
Int. F1xF2 2 3.01111 001111 0.02178 8.080% ** 0.0541 ns (0.3843 ns
Int. F1xF3 4 0.57778 0.07778 0.07467 1.5522 ns 0.3784 ns 1.3176 ns
Int. \|F2xF3 2 047778 0.21111 0.00211 1.2836 ns 1.0270 ns 0.0373 ns
Int.F1x2Fx3F 4 0.64444 0.37778 0.08244 1.7313 ns 1.8378 ns 1.4549 ns
Tratamento 17 3.65817 1.06682
Residuo 72 8.37222 0.058667

I - Gema; MG =2.98889; CV% = 20.41

I Broto; MG = 1.81250: CV% = 29.58

ITT - Comprimento do broto; MG =1.97333: CV% = 12.06

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01
=< p <0.05) ns ndo significativo (p >=0.03)

O genotipo Kuthiravally apresentou maior média de gemas por explante 3,400 e ndo
diferiu da cultivar Guajarina com 3,333. Entre os diferentes tipos de explante o apice
mostrou-se superior com media de 3,5111. No entanto, a concentragdo de BAP nio

influenciou a multiplicacdo de brotos (Tabela 9).

71



Tabela 8. Teste de comparagdo de média do primeiro subcultivo quanto a proliferacdo de gemas em dois tipos
de explantes em meio basico de cultura MS suplementado com diferentes combinagdes de BAP+ AIA.

v Tipo de Explante Meio de Cultutra _
e Apice Gema | Meiol” Meio 2° Meio 3° iians
Guajarina 3,8666aA 2,8000aB 3,3000aA 3,5000aA 3,2000aA 3,3333°
Alencar 3,0666bA 1,4000bB 2,2000bA 2.0000bA 2,5000bA 2,2333b

Kuthiravally  3,6000aA 3,2000aA 3,5000aA 3,5000aA 3,2000aA 3,4000"

Média 35111} 2,4666B 3,0000A 3,0000A 2,9667"

! Médias seguidas por letras distintas, mintisculas na vertical e maitsculas na horizontal, diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
* Meio 1: Combinagio de 0,5mg.L”' BAP+ 0,2 mg.L™ AIA
¥ Meio 2 : Combinagio de 0,6mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L' AIA
“Meio 3 : Combinagio de 0,8mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L™' AIA

Quanto a inducdo de brotagdes/explante no primeiro subcultivo, os gendtipos de
Guajarina (2,4333) e kuthiravally (2,166) foram significativamente superiores, contudo o tipo
de explante € meios de cultura ndo influenciaram para esta variavel (Tabela 10).

Tabela 9. Teste de comparagdo de média do primeiro subcultivo quanto a proliferagéo in vitro de broto em dois
tipos de explantes em meio basico de cultura MS suplementado com diferentes combinagdes de BAP+ AIA.

Tipo de Explante Meios de Cultutra

r L |
Gesotipn Apice Gema | Meiol” Meio 2° Meio 3° Media
Guajarina 2,4666aA 2,4000aA 2,6000aA 2,4000aA 2,3000aA 2,4333°
Alencar 1,0666bA 1,0666bA 1,1000bA 1,0000bA 1,1000bA 1,0666b

Kuthiravally  2,2000aA 2,1333aA 2,2000aA 2,1000aA 2,2000aA 2,1666"

Média 1,9111° 1,8666A 1,9666 1,8333A 1,8666"

' Médias seguidas por letras distintas, mintsculas na vertical e maitisculas na horizontal, diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

* Meio 1: Combinagdo de 0,5mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L™' AIA

? Meio 2 : Combinagdo de 0,6mg.L" BAP+ 0,2 mg.L" AIA

*Meio 3 : Combinagio de 0,8mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L™" AIA

No primeiro subcultivo foi observado diferen¢a no comprimento dos brotos entre as
cultivares, sendo o maior comprimento do broto pertencente ao genotipo de Guajarina
(2,2866 cm) que foi semelhante ao da Kuthiravally (2,2800 c¢m). Os diferentes tipos de
explantes e diferentes meios de cultura testados ndo influenciaram no crescimento dos brotos

(Tabela 11).
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Tabela 10. Teste de comparagio de média do primeiro subcultivo quanto ac comprimento de broto em dois tipos
de explantes em meio basico de cultura MS suplementado com diferentes combinagdes de BAP+ AIA.

Tipo de Explante Meio de Cultutra

Genoti Média'
g i Apice Gema | Meiol” Meio 2° Meio 3° 8
Guajarina 2,2800aA 2,2933aA 2,3500aA 2,2600aA 2.2500aA 2,2866"
Alencar 1,3800bA 1,3266bA 1,3200aA 1,2900bA 1,1400bA 1,3533b

Kuthiravally  2,2533aA 2,3666aA 2,4100aA 2,2200aA 2,2100aA 2,2800°

Média 1,9711° 1,9755A 2,0266° 1,9233A 1,9700%

' Médias seguidas por letras distintas, minisculas na vertical e maiusculas na horizontal, diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
% Meio 1: Combinagdo de 0,5mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L"' AIA
3 Meio 2 : Combinagdo de 0,6mg.L" BAP+ 0,2 mg.L"' AIA
“Meio 3 : Combinago de 0,8mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L" AIA

Para a analise de varidncia do segundo ao quinto subcultivo a varidvel gema por
explante apresentou diferenca significativa entre o fator gendtipo (F1) em todos os
subcultivos. Havendo ocorréncia do efeito para o fator meio de cultura (F2) no segundo

subcultivo ¢ para a interacdo F1 x F2 ndo (Tabela 12).

Tabela 11. Anélise da varidncia do segundo ao quinto subcultivo quanto a proliferagdo de gemas em meio de
cultura MS suplementado com diferentes concentragdes de BAP adicionados com 0,2mg.L-1 de AIA.

F
d i | I 1 v v
Gendtipo(F1) 2 18.8247 ** 21.5507 ** 14.2990 ** 12.4715 **
Meio (F2) 2 3.4368 * 0.2104 ns 0.4239 ns 0.1673 ns
Int. F1xF2 4 0.8534 ns 1.5419 ns 0.3476 ns 0.2819 ns
Tratamento 8
Residuo 36

IT - subcultivo; MG = 3.56044; CV% = 24 .42

III - subcultivo; MG = 3.44889 ; CV% = 25.81

IV- subcultivo; ; MG = 3.52800; CV% = CV% = 23.88

V -subcultivo; MG =3.53933; CV% = 24 81

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nivel de 5% de  probabilidade
(.01 =< p <0.05) ns ndo significativo (p >=0.05)

A diferenciagdo de nuimero de brotos por explante apresentaram efeitos do fator
genotipo (F1) em todos os subcultivo. Para a interagdo (F1 x F2) houve diferencas apenas no

segundo e terceiro subcultivo (Tabela 13).
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Tabela 12. Analise da variancia do segundo ao quinto subcultivo quanto a proliferagdo de brotos e em meio de
cultura MS suplementado com diferentes concentragdes de BAP adicionados com 0,2mg.L-1 de AIA.

F
kY Gl 11 I v \'
Genétipo(F1) 2 4.4976 * 6.7321 ** 16.0785 ** 13.6382 **
Meio (F2) 2 2.0135 ns 0.9127 ns 2.8907 ns 0.6043 ns
Int. F1xF2 4 2.7332 % 47103 ** 0.9949 ns 0.3313 ns
Tratamento 8
Residuo 36

II - subcultivo; MG =1.93511; CV% = 27.67

IIT - subcultivo; MG = 1,81933; CV% = 23,87

IV- subcultivo; ; MG = 2,17089; CV% = 29.58

V -subcultivo; MG =2.27422; CV% = 30.32

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (.01 =< p <0.05) ns nao significativo (p >=0.05)

Para o comprimento do broto o fator genotipo apresentou diferenga significativa nos
subcultivos II, I1I, IV e V, e no fator meio de cultura houve essa influencia ocorreu no IIl ¢ IV
subcultivo, quanto a intera¢do entre genotipos x meio de cultura (Fix F2), apenas o quarto

subcultivo teve influencia para a variavel comprimento de broto (Tabelal4).

Tabela 13. Analise da varidncia do segundo ao quinto subcultivo quanto ao comprimento de broto em meio de
cultura MS suplementado com diferentes concentragdes de BAP adicionados com 0,2mg.L-1 de AIA.

F
e Gl [ 11 11 v v
Gendtipo(F1) 2 25.4055 ** 63.4154 ** 4.1646 * 61.5189 **
Meio (F2) ) 0.4401 ns 5.0396 * 4.0176 * 0.9134 ns
Int. F1xF2 4 2.5448 ns 2.5017 ns 4.5740 ** 0.3655 ns
Tratamento 8
Residuo 36

II - subcultivo; MG = 1.91267; CV% = 16.41

III - subcultivo; MG = 1.99667; CV% = 13.18

IV- subcultivo; ; MG = 1.77956; CV% = 14.03

V -subcultivo; MG 2.41578; CV% = 18.07

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nivel de 5% de  probabilidade

(.01 =< p <0.05) ns nao significativo (p >=0.05)

O meio M1 (0,5 mg. L™ +0,2 mg. L' AIA ) apresentou as melhores médias para a
prolifera¢do de novas gemas do segundo ao quinto subcultivo com as seguintes médias (4,0;
4,41; 4,47 ¢ 4,44), no entanto nao diferiu do meio M2 (0,6 mg. L'e02 mg. L!AIA ) no
segundo e terceiro subcultivo (4,24 e 3,63).

Dentre os genotipos houve diferenga no segundo e terceiro subcultivo, sendo que no

segundo subcultivo o genétipo Guajarina apresentou a maior média de niimero de gemas por

74



explantes ndo diferindo do gendtipo kuthiravaly, ja no terceiro subcultivo os genotipos
Alencar e Kuthiravally ndo diferiram significativamente com as respectivas médias (3,34 e
3,63) promovendo maiores nimeros de gemas por explante (Tabela 15).

A varidvel nimero de brotos apresentou melhores resposta no meio M1 (0,5 mg. Il
BAP ¢ 0,2 mg. L' AIA ) onde o qual se destacou do segundo ao quinto subcultivos (1,83;
2,27, 2,75; 3,0) , sendo que nao diferiu do meio M2 (0,6 mg. L'e 0,2 mg. L' AIA ) no
segundo e terceiro subcultivo (2,27 e 2,02), para esta varidvel ndo houve efeito entre os
diferentes gendtipos (Tabela 15).

O comprimento médio do broto mostra que o0 meio M2 (0,6 mg. L' BAP ¢0,2 mg. L'
AIA ) destacou-se com 0s maiores comprimentos (mm) mantendo- se assim do segundo ao
quinto subcultivo com as respectivas meédias (2,38; 2,57; 1,92 e 3,43) sendo semelhante ao
M3(0,8 mg. L' BAPe0,2 mg. L'AIA ) no quarto subcultivo (1,75) (Tabela 15).

Os gendtipos apresentaram diferenca apenas no terceiro e quarto subcultivo para a
variavel comprimento do broto (mm), onde no terceiro subcultivo o gendtipo Kuthiravally
apresentou melhor reposta e ndo diferiu do gendtipo Alencar (2,16 e 1,96), no quarto
subcultivo os maiores comprimentos de brotos com médias (1,88 e 1,82) por explante foram

obtidos pelos genotipos Alencar e Guajarina que ndo diferiram entre si (Tabela 15) .

75



Tabela 14, Teste de comparagdo de média do segundo ao quinto subcultivo quanto ao nimero de gemas, numero de broto e comprimento de broto.

2° subcultivo 3° subcultivo 4" subeuitive 5° subcultivo

Trat.
Cl1 C2 C3 M C1 C2 C3 M C1 C2 C3 M C1 C2 C3 M

M1 1.40 1.80 4.80 4.00a 4.80 4.47 3.97 4.41a 432 4.45 4.65 447a | 460 444 428 4.44a
M2 31,68 4.51 4.52 4.24a 3.00 3.77 4.13 3.63a 2.84 3.36 2.76 299 | 2.88 264 3.20 290b
n" Gemns
M3 227 2.57 2.50 2.44b 2.24 245 2.22 2.30b 2.96 3.14 3.27 3.12b | 3.20 3.23 338 3.27b

M 3.12b  3.63ab 3.94a 3.34a 3.63a 2.30b 337a 3.65a 3.56a 3.56a 3.43a 3.67a

M1 1.72aA 1.97abA 1,77aA 1.83ab| 1.84abB 2.72aA 2.24aAB 2.27a 2.96 3.00 2.30 275 | 3.07 277 3.17 3.00a
M2 1.60aB 2.80aA 240aAB 2.27a | 2.50aA 1.62bB 1.93aAB 2.02ab 2.41 1.87 1.91 206b | 232 212 1.88 2.10b
n° Brotos
M3 1.83aA 1.50bA 1.80aA 1.71b | 1.36bA 1.98aA 1.49aA 1.61b 1.85 1.60 1.65 1.696 | 1.86 153 1.76 1.71b

M 1.71a 2.09a 1,99a 1.90a 2.10a 1.89a 2.40a 2.15a 1.95a 2.42a 2.14a 2.27a

M1 1.80 1.54 1.48 1.61b 1.67 1.59 1.21 1.49¢ | 1.78bA 1.68aA 1.53bA  1.66b | 1.90 1.76 1.85 1.84b
M2 230 2.50 233 2.38a 2.52 2.76 242 2.57a | 2.23aA 1.59aB 1.94aAB 192a | 3.58 3.28 344 343a
Comp. Brotos
M3 .72 1.51 2.03 1.75b 1.69 2.14 1.95 1.93b | 1.63bA 1.63aA 2.00aA 1.75ab| 191 1.84 2.19 1.98b

M 1.94a 1.85a 1.95a 1.96ab 2.16a 1.86b 1.88a 1.63b  1.82ab 246a 2.29a 2.49a

C1:Genotipo Alencar

C2: Genotipo Kuthiravally

C3: Genotipo Guajarina

M1: Combinagio de 0,5mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L" AIA
M2 :Combinagio de 0,6mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L"' AIA
M3’ Combinagio de 0.8mg.L"' BAP+ 0,2 mg.L™" AIA
M :Média



A regressio da variavel gema/explante em relagdo aos cinco subcultivos considerando
o tipo de explante gema (Figura 21) mostra que para todos os gendtipos ocorreu um aumento
da proliferagdo de gemas até o terceiro subcultivo e a partir de entdo um leve decréscimo até o

quinto subcultivo.

6
5 y=-0,38x2+ 3,012x - 1,152
R?=0,948
£
& 0,1364x°+ 1,1316x+ 2,178
[ cq
: 3 | S 758
Z
]
E ) 1 1
&
1 # Alencar
M Kuthiravally
4 Guajarina
0 ]
0 1 2 3 4 5 6

Subcultivos

Figura 21. Gemas por explante de diferentes cultivares de pimenteira-do- reino em cinco subcultivos com em
meio de cultura com combinag¢des de BAP (0,5; 0,6 e 0,8mg.L-1 ) com AIA (0,2mg.L-1).

O genoétipo Guajarina apresentou um declinio na média do numero de brotos por
explante até o segundo subcultivo e em seguida uma tendéncia crescente a partir do terceiro
at¢ o quinto subcultivo. Ja o gendtipo Alencar ha uma tendéncia crescente do numero de
brotos por explante a medida que se aumenta os subcultivos, porem para a Kuthiravally isso

ocorre até o quarto subcultivo e em seguida uma queda acentuada até o quinto subcultivo

(figura 22).
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Figura 22. Numero de brotos por explante de diferentes cultivares de pimenteira-do- reino em cinco subcultivos
com em meio de cultura com combinagoes de BAP (0,5; 0,6 e 0,8mg.L-1) combinados com AIA (0,2mg.L-1).

Para variavel comprimento do broto (cm) pode se observar que os gendtipos Guajarina
e Kuthiravally apresentaram um decréscimo do primeiro ao terceiro subcultivo apos ocorre
um aumento do comprimento de brotos. O gendtipo Alencar apresenta uma tendéncia
crescente do comprimento do broto por explante a medida que se aumenta o nimero de

subcultivos. (Figura 23).
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Figura 23. Comprimento do brotos por explante de diferentes cultivares de pimenteira-do- reino em cinco
subcultivos com em meio de cultura com combinagdes de BAP (0,5; 0,6 e 0,8mg.L-1) combinados com AIA
(0,2mg.L-1).
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4.3 Enraizamento in vitro.

Quanto a porcentagem de brotos enraizados todos os genotipos proporcionaram mais
de (90%) de enraizamento, observado em Alencar a maior percentagem de enraizamento
(98%), seguido das cultivares Kuthuravally e Guajarina que apresentaram ambas 94% de
brotos enraizados, no entanto ndao houve diferenga estatistica entre os trés gendtipos segundo

o teste qui-quadrado (X?), onde o valor X? calculado =1,1988 < X* tabelado = 5,9910 (Figura

e
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Figura 24. Taxa de brotos enraizados de trés gendtipos de pimenteira-do-reino apos 28 dias de cultivo in vitro
em meio de cultura 2 MS suplementado com 0,05 mg.L-1 de ANA.

O enraizamento in vitro evidenciam diferen¢as entre os gendtipos e indugdo de gemas

e brotos por explante e comprimento médio do broto (cm) (Tabela 16).

Tabela 15. Analise de variancia do enraizamento in vitro dos Trés genotipos de pimenteira-do-reino.

- A QM. F
' I 11 11 I 1 il
Gentipos 2 12896 663017 111546  9.445%*  26132*%* 23,180 **
Residuo 27 1.365 25.371 4.812
Total 29

I — nlimero de raiz; MG = 4.30267; CV% = 27.16

II comprimento de raiz; MG =19.82167; CV% = 25.41

ITI - comprimento da planta; MG = 14.40267; CV% = 15.23

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01
=< p <0.05) ns ndo significativo (p >=0.05)
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Na compara¢do de médias para nimero de raizes, o genotipo Alencar se mostrou
superior aos demais com meédia de (5,54000).

Quanto ao comprimento médio da raiz o gendtipo Kuthiravally apresentou maior
comprimento da raiz com média de (26,55800 mm) e nao diferiu estatisticamente de Alencar.

Os maiores comprimento da planta pertencem os gendtipos Kuthiravally (16,69000) ¢

Alencar (15,94800) que foram superiores a cultivar Guajarina (Tabela 17).

Tabela 16. Teste de medias do enraizamento in vitro dos Trés gendtipos de pimenteira-do-reino.

GENOTIPOS NUMERO DE RAIZES COMPR RAIZ COMPR PLANTA
Guajarina 3,30800 b 10,77300 b 10,57000 b
Kuthiravally 4,06000 b 26,55800 a 16,69000 a
Alencar 5.54000 a 22,13400a 15,94800 a

" Letras iguais na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.

Pdde ser observado também diferencas nas caracteristicas morfologicas das raizes, em

que o genotipo Alencar desenvolveu raizes curtas e grossas e os genotipos Kuthiravally e

Guajarina diferenciaram raizes finas e curtas (Figura 25).

Figura 25. Brotos de genotipos de pimenteira-do-reino cullivados em meio % MS com adigio de (0.05mg.L-1)
da ANA (A) Alencar; (B) Kuthiravally e (C) Guajarina.
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As taxas de sobrevivéncia durante a aclimatizagdo estdo diretamente relacionadas a
porcentagem de enraizamento, numero ¢ qualidade das raizes provenientes da fase de
enraizamento in vitro.

Para a taxa de sobrevivéncia na aclimatizagdo todos os genotipos apresentaram mais
de 90% de plantas sobreviventes.

As maiores taxas de sobrevivéncia obtidas para a Alencar pertencem ao substrato
vermiculita + areia (1:1) que alcangou 100% de sobrevivéncia.

O genotipo Kuthiravally apresentou 100% de plantas vivas para a maioria dos
substratos testados, exceto para o substrato vermiculita + areia (1:2) que proporcionaram
97,91% plantas sobreviventes.

Os substratos vermiculita e areia mostraram-se mais eficiente na sobrevivéncia de
plantas aclimatizadas do gendtipo Guajarina, ambos com 100% de plantas vivas na

aclimatizacdo (Figura 26).
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Figura 26. Percentual da taxa de sobrevivéncia na aclimatizagio de pimenta do reino apés 28 dias de cultivo ex vitro.
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A percentagem de sobrevivéncia apos 8 semanas na ctapa de formagao de mudas foi
diversificada para cada gendtipo , sendo Kuthiravally o que apresentou maior taxa de
sobrevivéncia com ( 96%) de plantas vivas seguida respectivamente da Guajarina com
(94°%) e Alencar (72%), essa diferenca estatistica foi confirmada através do teste qui-
quadrado (X?). onde o valor de X tabelado = 32,0610 < X calculado = 5,9910.

Este fato demonstra que as plantas que sobreviveram na etapa de aclimatizagdo
apresentavam desenvolvimento favoravel para a formagido de mudas, além das condi¢des de

cultivo e a utilizagdo de terra preta + matéria organica como substrato (Figura 27).

120%
100%
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60% z2%

mudas

40%

20%

Taxa de sobrevivencia na formagdo de

Alencar Kuthiravally Guajarina
Cultivares

Figura 27. Percentual da taxa de sobrevivéncia de formacgio de mudas de trés gendtipos de pimenta-do-reino
apos 56 dias de cultivo em casa de vegetagio.
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5 Discussio

Multiplicac¢io

A concentragdo e o tempo de exposi¢do a cada subcultivo ao 6-benzilaminopurina
(BAP) e acido indolacético (AIA) utilizados mostraram-se eficientes para a inducdo da
organogénese nos explantes originados do apice caulinar e do segmento nodal na etapa de
multiplicagdo, no entanto os genotipos responderam de forma diferente a cada subcultivo para
as variaveis proliferagdo de gema, broto e comprimento broto.

No primeiro subcultivo, o tipo de explante foi significativo na indu¢do de novas
gemas, destacando-se os dpices que promoveram maior numero de gemas, semelhantes aos
resultados encontrados por Philip et al. (1992) e Moura et al. (2008) para propagagao in vitro
de pimenteira-do-reino a partir de apices caulinares. Tais resultados, possivelmente estdo
relacionados pelo fato do segmento apical caulinar ser constituido em grande parte pelo tecido
meristematico que sdo células que possuem uma estrutura dinamica, com divisdes celulares,
formagdo de 6rgdos e crescimento constante (TORRES et al., 1998).

Segundo Kerbauy (2008), as células vegetais sdo autébnomas e tém a potencialidade de
regenerar plantas quando submetidas a tratamentos adequados, ou seja, qualquer célula no
organismo vegetal contém toda a informag@o genética necesséria a regenerac¢ao de uma planta
completa caracterizando assim, a totipotencialidade (PASQUAL, 2001; GUERRA e
NODARI, 2006).

Considerando as variaveis gema, broto ¢ comprimento de broto por explante em cinco
subcultivos para o fator meios de cultura utilizando como fonte de explantes apenas gemas
axilares, péde observar que a utilizagdo das diferentes combina¢do de citocininas/auxinas
(BAP/AIA) apresentou efeito significativo. De acordo com as pesquisa descritas na literatura,
observa-se que as citocininas sdo usadas em diversas cultivares € em variadas concentragoes,
combinadas entre si ou até mesmo associadas as auxinas (ROGALSKI et al., 2003).

Para variaveis gemas e brotos/explante o meio M1(0,5 mg.L'l BAP + 0,2 mg.L" AIA)
se destacou proporcionando em todos os subcultivos realizados as maiores médias, porém
para a variavel comprimento do broto 0 M2 (0,6 mg.L”" BAP + 0,2 mg.L"' AIA) mostrou-se
superior.

Contudo sugere-se o uso do meio M1(0,5mg.L"" BAP + 0,2 mg.L"' AIA) para as
multiplicagdo in vitro de gendtipos de pimenteira-do-reino uma vez que se obtem uma

eficiente proliferagdes de gemas e brotos, além de utilizar o fitorregulador em menor
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concentracdo. Estes resultados estio de acordo aos de Moura ef al. (2008) na fase de
multiplicagio de brotos que usou BAP (0,5mg. L™') para a cultivar Bragantina de pimenteira-
do-reino e o de ROGALSKI et al, (1999), ROGALSKI e LEONTIEV-ORLOV (1999) que
obtiveram um maior comprimento dos brotos por explante na multiplica¢do in vitro de
ameixeira com 0,5 a 1,0 mg.L" de BAP.

Os genotipos apresentaram diferencas nas respostas das trés variaveis nos cincos
subcultivos, o gendtipo Kuthiravally obteve melhor resposta para variavel gema em trés
subcultivos, enquanto para broto foi o gendtipo Guajarina também na maioria dos subcultivos,
para comprimento de broto os diferentes genotipos responderam de maneira diferenciada no
decorrer dos subcultivos, isto mostra uma possivel ocorréncia de especificidade genotipica no
comportamento in vitro.

Variagdes na taxa de regenerac¢do atribuidas a diferentes gendtipos também foram
citadas para outras espécies micropropagadas, como ¢ o caso da bananeira (MENDES et al.,
1996) e cana-de agtcar (Saccharum officinarum) (Lima et al., 2010), este caso, os reguladores
de crescimento tém sido fundamentais para o sucesso da micropropagacao.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios, incluindo outros gendtipos de pimenteira-do-
reino, sobre a influéncia dos reguladores vegetais, pois pode haver variagdes dependendo do

gendtipo em estudo.

Enraizamento in vitro, Aclimatiza¢ao ex vitro e Formacao de mudas

Os resultados obtidos durante a fase de enraizamento in vitro evidenciaram a
importancia das auxinas no meio 2 MS para a indugdo de primordios radiculares nos
gendtipos de pimenteira-do-reino.

Nesta fase de enraizamento, o gendtipo Alencar se destacou devido promover a maior
porcentagem (98%) enquanto os genétipos Kuthuravally e Guajarina, ambas apresentaram
94% de enraizamento, cujas diferengas genotipicas sejam comuns na maioria das vezes. Zanol
et al. (1997) observou diferengas entre genotipos de plantas frutiferas que apresentaram
sensibilidade a auxina no enraizamento.

Diferengas também foram analisadas por Souza e Pereira (2007) que notaram
diferencas no potencial de enraizamento condicionado pelos gendtipos de uma mesma
espécie, em fung¢do tanto da auxina como da dose utilizada.

Na etapa de aclimatizagdo pode ser observadas perdas de até 6% de plantas, essa etapa

¢ fundamental dentro do programa da cultura de tecidos, pois em alguns casos pode ser um
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fator limitante no processo de micropropagag¢do (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990),
uma vez que consiste na retirada das plantas do cultivo in vitro e sua transferéncia para
condigoes ex vitro.

A taxa de sobrevivencia na aclimatizagdo das cultivares pode esta relacionada com o
desenvolvimento das raizes na etapa do enraizamento, pois os genotipos Guajarina e
Kuthiravally apresentaram raizes finas e curtas. Ja a cultivar Alencar curtas ¢ grossas, sendo
esta a que apresentou o menor indice de sobrevivéncia 94%, possivelmente 0o maior numero
de plantas mortas do gendtipo Alencar estiveram relacionado com as caracteristicas
morfologicas das raizes. Estudos realizados por Santos (2012) apresentaram que plantas com
raizes grossas e curtas sdo ineficientes para a sobrevivéncia no processo de aclimatizagao.

Ocorreu na aclimatiza¢do diferengas de sobrevivéncia também relacionadas aos
substratos utilizados. Dos fatores externos que influenciam na aclimatizagdo, os substratos
utilizados sdo de grande importancia na propaga¢do vegetativa, pois devem ser permeaveis
para as raizes se desenvolverem, poroso, bem drenado, livre de patégenos, pragas e
propagulos de ervas daninhas e ter baixa densidade (KAMPF, 2000; WENDLING et al..
2002), bem como disponibilidade e viabilidade econdmica.

Quanto aos substratos, vermiculita + areia (1:1) foi o que proporcionou melhores
condi¢des para aclimatizagdo dos brotos enraizados de pimenteira-do-reino. A vermiculita
apresenta boa acracdo e drenagem, elevada porosidade, com equilibrio entre macro e
microporos e alta capacidade de retengdo de dgua (KAMPF, 2000; HARTMANN et al., 2002)
¢ 0 substrato areia reune caracteristicas necessarias de um bom substrato, tais como
porosidade e esterilidade, uma boa porosidade permite o movimento de dgua e ar no substrato
e segundo Mello et al (1983), Hartmann e Kester (2002) e Schmitz et al (2002), a areia cria
espagos porosos € aumenta a granulagdo nos substratos, regulando a retencdo de liquidos e a
drenagem, condic¢des que favorecem o crescimento das raizes.

A utilizagdo em conjunto destes substratos, vermiculita e areia na proporgdo de 1:1,
pode ter promovido melhores condi¢des fisicas deste substrato no estudo realizado. Desta
forma, a selegdo do substrato tem fundamental importincia no crescimento € no
desenvolvimento das plantas micropropagadas, influenciando diretamente no sucesso dessa
etapa (WAGNER JUNIOR et al., 2003).

Na ctapa de formagdo de mudas ocorreu mais de 70% de sobrevivéncia para todos os

gendtipos, variando de 72% a 96%, sendo que a maior taxa de sobrevivéncias pode estar
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relacionada a etapa de aclimatiza¢do com raizes normais € autbnomas para o crescimento das

plantas em terra preta + matéria organica.
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6 Conclusoes

Este trabalho permite as seguintes conclusdes:

- A indexagao revela que as plantas multiplicadas in vitro estao ou ndo livres de virus.

- O meio de cultura MS, suplementado com 0,5 mg.L'I de BAP, ¢ eficiente na etapa de
multiplica¢do in vitro dos genotipos Alencar, Guajarina e Kuthiravally de pimenteira-do-
reino.

- H4 na multiplicag¢ao in vitro a ocorréncia de diferenca genotipica dos genotipos
Alencar, Guajarina e Kuthiravally de pimenteira-do-reino.

- Os brotos dos genotipos Alencar, Guajarina e Kuthiravally em dacido naftaleno
acetico (ANA) apresentam 100% de enraizamento em meio 2 MS.

- O substrato vermiculita e areia (1:1) é eficiente na aclimatizagdo promovendo
elevadas taxas de sobrevivéncia dos genotipos Alencar, Guajarina e Kuthiravally de
pimenteira-do-reino.

- Uma vez as plantas aclimatizadas, na fase de formagdo de mudas em substrato de

terra preta e matéria organica, o crescimento € normal sem perda de plantas.
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