MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
GRADUACAO EM AGRONOMIA

MARIA ELIZIANE PANTOJA DA SILVA

GERMINACAO E ENRAIZAMENTO IN VITRO DE GENOTIPOS DE
PIMENTEIRA-DO-REINO

BELEM
2023



MARIA ELIZIANE PANTOJA DA SILVA

GERMINACAO E ENRAIZAMENTO IN VITRO DE GENOTIPOS DE
PIMENTEIRA-DO-REINO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a Universidade
Federal Rural da Amazbdnia, Campus de Belém, como requisito
parcial para a conclusdo do Curso de Agronomia.

Orientadora: Profa. Dra. Herica Santos de Oliveira

Coorientador: Dr. Oriel Filgueira de Lemos

BELEM
2023



MARIA ELIZIANE PANTOJA DA SILVA

GERMINACAO E ENRAIZAMENTO IN VITRO DE GENOTIPOS DE PIMENTEIRA-
DO-REINO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a Universidade Federal Rural da Amazénia,

Campus Belém- PA, como requisito parcial para obtencdo do titulo de Engenheira Agronoma

Aprovado em __ de abril de 2023

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Herica Santos de Oliveira
Orientadora
UFRA- Campus Belém

Membro 1
Profa. Dra. Joanne Moraes de Melo Souza
UFRA- Campus Belém

Membro 2
Dra. Lana Roberta Reis dos Santos
Doutorado em Agronomia



Ao meu pai, Francisco Alves da Silva (in memoriam).

Dedico!



AGRADECIMENTOS
A Deus por ter me permitido trilhar este caminho e a minha fé por ter me sustentado todos 0s

dias.

A minha mée Maria de Jesus, a minha madrinha Flavia e meu padrinho Salvador por terem
investido em mim todos esses anos e acreditado que eu poderia alcangar os meus objetivos, sem
vOCés eu ndo chegaria até aqui. Aos meus irmaos, Eliza, Ernandes, Eliseu, Elizabeth, Elizete,
Mateus por todo apoio e incentivo que esteve ao alcance de vocés para me ajudar e por terem
me dado os sobrinhos mais amorosos que alegraram os meus dias. A minha familia, em especial
a tia Maria Eliza pelo acolhimento, por todo suporte mesmo antes da graduagéo e a todas as tias
e tios que de alguma forma contribuiram para este momento.

A Universidade Federal Rural da Amazdnia pela formacao profissional e pessoal que me foi
proporcionado e por ter aberto as portas para 0s meus novos objetivos. Aos professores desta
instituicdo, especialmente a professora Herica Oliveira por ter aceitado me orientar e
colaborado significativamente para a realizacdo deste trabalho. Agradeco também ao professor
Leonardo Ferreira pela contribuicdo tanta na minha formacdo académica, quanto pelos
conselhos de vida.

Ao meu orientador Dr. Oriel Lemos pela oportunidade de estagio e por sempre estar de portas
abertas para seus estagiarios, por ser um exemplo de humildade, sabedoria e por todo
conhecimento que me foi transmitido durante esse periodo de estagio, muito obrigada!

A Embrapa Amazénia Oriental, aos técnicos do laboratério de Biotecnologia Vegetal, Isaias
Leite e Marcos Seabra e ao Dr. Moisés Mour&o pelo suporte técnico.

Aos meus amigos da graduacdo que me acompanharam esses anos de curso, o G8, Inacia
Batista, Maria Rebeca Castro, Ana Caroline Batista, Lays Gomes, Naima Trindade, Delson
Souza e Rogerio Prestes, obrigada por cada momento que pude vivenciar e aprender com VOCés,
pelos choros e risos, por cada palavra de incentivo e apoio, vocés foram fundamentais nessa
caminhada!

Ao meu namorado Valdeci Pinheiro pelo companheirismo, apoio e tempo dedicado a mim.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagdo desse sonho!



RESUMO

Piper nigrum L. conhecida como pimenteira-do-reino tem como principal produto a pimenta
preta, amplamente utilizada na culinaria pela sua pungéncia, aroma e sabor caracteristico. A
pimenteira-do-reino € uma cultura de grande importancia no agronegdcio paraense, no entanto,
as cultivares que foram introduzidas no Brasil possuem estreita variabilidade genética, tornando
0s genotipos vulneraveis a pragas e doencas. Com o intuito de produzir mudas vigorosas, sadias,
livres de virus e doencas e subsidiar o programa de melhoramento genético da pimenteira-do-
reino, este trabalho teve como objetivo desenvolver duas etapas da micropropagacao de
gendtipos de pimenteira-do-reino: a producéo de plantas via germinacéo in vitro como fonte de
explantes e o enraizamento de brotos. A pesquisa foi realizada no laboratério de Biotecnologia
Vegetal da Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA. Foram selecionados frutos maduros
provenientes de trés diferentes genotipos do programa de melhoramento genético, conservados
em casa de vegetacdo da Embrapa e submetidos ao processo de assepsia. As sementes obtidas
foram inoculadas em diferentes posi¢fes em frascos de vidro contendo 40 mL de meio bésico
MS de cultura. Dos brotos cultivados em meio basico MS com BAP (0,50 mg.L™?) e AIA (0,2
mg.L?) foram obtidos explantes (segmentos nodais) para o enraizamento do hibrido
intraespecifico Uthirankotta x Kuthiravally em meio basico MS de cultura suplementado com
diferentes doses de AIB e ANA. Ao fim dos experimentos foi realizada a coleta de dados e
submetidos a testes estatisticos. . No processo de germinacdo de sementes de pimenteira-do-
reino in vitro verificou-se que as maiores porcentagens de formacéo de plantula ocorreram no
gendtipo lacard inoculados na posicdo horizontal aos 124 dias apds a semeadura. No
enraizamento de explantes de pimenteira-do-reino, os fitorreguladores apresentaram diferencas
estatistica, destacando-se o ANA, o qual propiciou maior nimero de raizes e folhas. Portanto,
0 tempo para germinacdo e formacdo de plantas é variavel entre os genétipos com destaque
para 0 genotipo lacara e para o enraizamento o meio de cultura com 1 uM de ANA é
recomendado.

Palavras-chave: cultura de tecidos; fitorreguladores; ontogenia, Piper nigrum L.



ABSTRACT

Piper nigrum L. known as black pepper has as main product the black pepper, widely used in
cooking for its pungency, aroma and characteristic flavor. The black pepper is a very important
crop in the agribusiness of Pard. However, the cultivars that were introduced in Brazil have
narrow genetic variability, making the genotypes vulnerable to pests and diseases. In order to
produce vigorous, healthy, virus and diseasefree seedlings and to support the genetic
improvement program of black pepper, this work aimed to develop two steps of the
micropropagation of black pepper genotypes: the production of plants via in vitro germination
as a source of explants and the rooting of shoots. The research was carried out in the laboratory
of Plant Biotechnology of Embrapa Amazénia Oriental, Belém-PA. Ripe fruits from three
different genotypes of the breeding program were selected and stored in Embrapa's greenhouse
and submitted to the asepsis process. The seeds obtained were inoculated in different positions
in glass flasks containing 40 mL of basic MS culture medium. From the shoots grown in basic
MS medium with BAP (0.50 mg. L) and IAA (0.2 mg. L-1) explants (nodal segments) were
obtained for rooting of the intraspecific hybrid Uthirankotta x Kuthiravally in MS culture
medium supplemented with different doses of IBA and NAA. At the end of the experiments,
data were collected and submitted to statistical tests. In the process of germination of black
pepper seeds in vitro it was found that the highest percentages of seedling formation occurred
in the genotype lacara inoculated in the horizontal position at 124 days after sowing. In the
rooting of explants of black pepper, the phytoregulators showed statistical differences,
especially NAA, which provided a greater number of roots and leaves. Therefore, the time for
germination and formation of plants is variable among the genotypes, especially the genotype
lacara and for the rooting the culture medium with 1 uM of NAA is recommended.

Keywords: phytoregulators; tissue culture; ontogeny; Piper nigrum L.
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1. INTRODUCAO

Piper nigrum L. conhecida popularmente como pimenteira-do-reino, é nativa das
florestas de Kerala, no sudoeste da india, e vastamente distribuida em regides tropicais. O
principal produto € o fruto seco, chamado de pimenta preta, pimenta-do-reino, uma especiaria,
amplamente utilizada pela sua pungéncia, aroma e sabor caracteristico, empregada
principalmente na culinéria para adicionar sabor proprio aos pratos e real¢ar o sabor de outros
ingredientes, industria de alimentos, além de possuir fitocompostos bioativos com significativas
propriedades farmacologicas (JOSHI et al., 2018; TAKOOREE et al., 2019; ANDRIANA et
al., 2019).

O Brasil se destaca como o segundo maior produtor mundial de pimenta-do-reino, com
uma producéo de 118.057 toneladas, ficando atras apenas do Vietnd com 288.167,21 toneladas
produzidas. Quanto a exportacdo, este cenario se assemelha, pois o Brasil é o segundo
exportador mundial de pimenta-do-reino com 92.065 toneladas. O pais possui area colhida de
37.994 hectares e rendimento médio de 3.107 quilogramas por hectare (FAO, 2023; IBGE,
2023).

No que tange a producdo brasileira, os estados do Espirito Santo, Para e Bahia sdo 0s
maiores produtores. Ressalta-se que a maior parte dessa pratica é desempenhada por
agricultores familiares, onde 83% dos 32.799 estabelecimentos agropecudrios sao destinados a
cultura (ALIXANDRE et al., 2022; IBGE, 2023).

No ano de 2021, o estado do Para produziu 35.469 toneladas de pimenta-do-reino, area
plantada de 16.322 hectares, rendimento médio de 2.173 quilogramas por hectare e valor de
producédo de R$ 458.452 mil reais (IBGE, 2023).

A pimenteira-do-reino é uma cultura de grande importancia no agronegdcio paraense,
proporcionando melhorias socioeconémicas ao produtor. No entanto, as cultivares de
pimenteira-do-reino introduzidas no Brasil possuem estreita variabilidade genética, tornando
0s genotipos suscetiveis a pragas e doencas, além de dificultar a selecdo de plantas com boa
produtividade, precocidade e toleréncia ao estresse hidrico (LEMOS et al., 2022).

Nesse sentido, o programa de melhoramento genético de pimenteira-do-reino
desenvolvido pela Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Pard, visa a obtengéo de hibridos por
meio de polinizacdo artificial, cujas sementes obtidas sdo submetidas a germinacdo e
multiplicacdo rapida via cultivo in vitro para introducéo no campo e caracterizagéo e avaliacdo
morfo-agronémicas visando a selecdo de gendtipos com caracteres agrondmicos vantajosos
para o lancamento de novas cultivares para o sistema de producédo (POLTRONIERI et al.,
2020).
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Além de auxiliar o melhoramento genético das plantas, 0 método de cultivo in vitro por
meio da micropropagacdo dispbe de vantagem, quando comparado com o sistema
convencional, uma vez que proporciona maior taxa de multiplicacdo em tempo e espaco
reduzido, controle fitossanitario, independente da época do ano (RAMOS et al.,, 2021).
Ademais, permite a producdo de mudas vigorosas e sadias e sistema radicular abundante por
meio da inducdo da rizogénese, etapa primordial para a producdo de mudas, utilizando
fitorreguladores para acelerar o processo in vitro (SILVA et al., 2019).

Com o intuito de produzir mudas vigorosas, sadias, livre de virus e doengas e subsidiar
0 programa de melhoramento genético da pimenteira-do-reino, este trabalho teve como objetivo
desenvolver diferentes etapas do processo da micropropagacao de gendtipos de pimenteira-do-

reino.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

v Desenvolver plantas do programa de melhoramento genético por meio das técnicas
de geminacao in vitro e clonagem via micropropagacéo de genotipos de pimenteira-
do-reino.

2.2 Objetivos especificos

v' Germinar in vitro diferentes gendtipos de pimenteira-do-reino provenientes do
programa de melhoramento genético de polinizacdo aberta via semente;

v Determinar o efeito dos fitorreguladores no enraizamento in vitro de um genétipo
de pimenteira-do-reino;

v Mensurar as variaveis nimero de raiz, tamanho da maior raiz e nimero de folhas
sob o efeito dos fitorreguladores no enraizamento in vitro de gendtipos de

pimenteira-do-reino.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da cultura da pimenteira-do-reino

Esta espécie tem como centro de origem a India, sendo introduzida no Brasil em 1930,
por meio da imigracéo japonesa. Estudos indicam sua existéncia no pais desde o seculo XVII.
Para Homma et al. (2016), no estado do Para, imigrantes chegaram no municipio de Tomeé-Acu
para iniciar o processo de desenvolvimento da cultura. Sendo difundida e intensificada a partir

de 1933, fato, este, fundamental como suporte econdmico de pequenos e grandes produtores da
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regido amazoénica (LEMOS et al., 2011; DUARTE et al., 2006).

Piper nigrum L., pertence a familia Piperaceae. E uma planta perene, lenhosa,
trepadeira, com a presenca de raizes adventicias grampiformes na haste central do seu caule,
que se fixam no tutor. A inflorescéncia é uma espiga hermafrodita que pode atingir doze
centimetros de comprimento, composta de pequenas flores e auséncia de célice e corola. O fruto
é uma drupa séssil, indeiscente, que se origina de um Unico 6vulo, os frutos apds a secagem sdo
vendidos como pimenta preta no mercado. Quando maduro possui de 4 a 6 mm de diametro. A
casca adquire coloracdo vermelha e a semente apresenta o tegumento esbranquicado
(ALBUQUERQUE; CONDURU, 1971).

3.2 Melhoramento genético da pimenteira-do-reino

A cultura da pimenteira-do-reino tem um historico de ataque de pragas e doencas,
principalmente a fusariose causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis que tém destruido
as vastas areas de cultivo e diminuido o ciclo produtivo, isto ocorre devido a estreita base
genética da planta, pois isto ndo permite que se encontre fonte de resisténcia e por conseguinte
ndo ha cultivares resistentes e /ou tolerantes a fusariose, além deste fungo, hd também a doenca
da murcha amarela (Fusarium oxysporum) e em menor severidade a queima-do-fio (Koleroga
noxia) e antracnose (Colletotrichum gloeosporioides). Entre outros patdgenos, encontra-se as
viroses do tipo PYMoV (Piper yellow mottle virus) e CMV (Cucumber mosaic virus)
(TREMACOLDI; DUARTE, 2006; TREMACOLDI, 2010; LEMOS et al., 2011).

Uma das estratégias do melhoramento seria a producdo de hibridos e clonagem de
combinacges superiores no propdésito de aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento
genético e assim obter material genético resistente a pragas e doencas (ASSIS, 1996).

Outras ferramentas utilizadas no melhoramento genético da pimenteira-do reino € a
citogenética, a qual se caracteriza pela contagem do numero dos cromossomos em células
somaticas e montagem de cari6tipos e idiogramas. As técnicas de cultivo in vitro permite a
regeneracdo de plantas, conservacdo de germoplasma e a micropropagagdo. Os marcadores
moleculares viabilizam a quantificacdo da variabilidade dos genoétipos de bancos de
germoplasma e a identificacéo de genes (LEMOS et al., 2009; LEMOS et al., 2011).

3.3 Cultura de tecidos
A cultura de tecidos vegetais consiste na regeneracao vegetal in vitro, isto ocorre a partir

de pequenas fragdes de tecido vivo, chamados explantes, podendo ser fragmento de folha, raiz,
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caule, que séo isolados de um vegetal desinfectados e cultivados em meio de cultura asséptico
e apropriado, a fim de obter um individuo idéntico a original (ANDRADE, 2002).

As plantas possuem a capacidade de gerar novos tecidos e 6rgaos de maneira recorrente
durante a vida, chamado de crescimento aberto ou indeterminado, neste arranjo o nimero de
6rgdos da planta ndo é pré-determinado, podendo crescer e se desenvolver de forma modular
durante o periodo pds-embrionério. Esta potencialidade intrinseca de uma célula vegetal em
produzir 6rgdos como brotos e/ou raizes, embrides somaticos, que regeneram uma planta
completa em um meio de cultivo favoravel é chamada de totipoténcia (CARVALHO; ROCHA,
2006; RODRUIGUES; KERBAUY, 2009;)

No cultivo in vitro, a micropropagacao refere-se exclusivamente a propagacéo in vitro
a partir de alguma parte especifica da planta, chamada explante, a qual se baseia na capacidade
morfogenética e totipotencial das células. As plantas resultantes desse processo sdo uniformes
quanto ao crescimento, floracdo, frutificacdo e produtividade, bem como estaveis, livres e
resistentes a doencas, se ja passadas por uma prévia selecdo (CID; TEIXEIRA, 2015).

A germinacdo de sementes in vitro tem a finalidade de produzir plantulas assépticas,
vigorosas e homogéneas para iniciar-se a cultura de explantes, como folhas e segmentos nodais
(COELHO et al., 2001; REIS et al., 2008). Para Copeland e McDonald (1999) o processo de
germinacdo da semente é a retomada do crescimento do embrido, que resulta na ruptura da
cobertura da semente e na emergéncia da plantula. No cultivo in vitro, um dos fatores que
interferem na germinacao da semente e formacdo da plantula € a posi¢do em que ela é semeada
no meio de cultura (COUTO et al., 2004).

Na etapa de multiplicacéo in vitro, o objetivo principal é produzir o nGmero méaximo de
unidades vegetais, clones, utilizando especialmente gemas apicais e axilares, além de brotacGes
laterais para realizar os sucessivos subcultivos. Neste processo € aplicado o balaco hormonal
de citocinina, a qual é empregada para aumentar a ramificacdo lateral das gemas axilares e de
auxina, que por sua vez, ndo promove a proliferacdo de brotos axilares, mas melhora o
desenvolvimento da cultura, por isso é usada em menor concentracdo (CHADDAD JUNIOR,
1995; MOURA et al., 2008; ULISSES et al., 2010).

A Ultima fase da micropropagacéo é a rizogénese, com o propoésito de formacéo de raizes
adventicias nos brotos adquiridos no estadio de multiplicacdo, e permite assim, a regeneracao
de plantas completas, para posterior aclimatizacdo as condigdes ex vitro (CANHOTO, 2010).
Para a indug&o de raizes, as auxinas sdo os reguladores de crescimento que contribuem para a
que a formacdo de primdrdios radiculares, entre eles destaca-se o acido indolbutirico (AIB) e

acido a-naftalenoacético (ANA) que sdo empregados em concentracfes que variam conforme
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a espécie ou cultivar (SOUZA; PEREIRA, 2007). Para a pimenteira-do-reino, estes reguladores
tém se mostrado eficazes para a formacao de raizes (RAMOS et al. 2014; RAMOS et al., 2014).

4. MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado no Laboratério Biotecnologia Vegetal da Embrapa Amazonia

Oriental, Belém - PA, considerando as seguintes etapas: germinacao e enraizamento in vitro.

4.1 Germinag&o in vitro

Para o processo de germinacdo das sementes, efetuou-se a colheita de frutos maduros
oriundos de trés geno6tipos de pimenteira-do-reino: Bragantina, lacara e L1P5, provenientes do
banco de germoplasma do programa de melhoramento genético de pimenteira-do-reino,
mantidos na casa de vegetacdo da Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, Pard, que foram
transferidos para o Laboratério de Biotecnologia Vegetal, onde retirou-se a mucilagem e
posteriormente procedeu-se o processo de assepsia. As sementes foram lavadas com detergente
neutro e gua corrente e imersas por 20 minutos em solucdo de fungicida (Nativo® a 0,3 %),
transferidas para solucédo de hipoclorito de sédio (NaClO a 1%) (Figura 1), e mantidas em estufa
a 37 °C por 24 horas.

Figura 1 — Processo de assepsia em sementes de pimenteira-do-reino. A- Imersdo em solugéo de fungicida B-
Imersdo em hipoclorito de sddio

Fonte: Autora (2023)

Ap0s esse periodo, em cadmara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas e mantidas
sob agitacdo por 1 minuto em alcool 70% e lavadas com agua destilada autoclavada por cinco

vezes (Figura 2).
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Figura 2 — Assepsia de sementes de pimenteira-do-reino em camara de fluxo laminar

Fonte: Autora (2023)

As sementes foram transferidas para frascos de capacidade de 200 mL contendo 40 mL
de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de fosfato de sédio monobésico
(NaH2PO4) a 0,17 mg L, sacarose a 3% e phytagel a 0,2%. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120 °C por 20 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em fatorial 3 x 3,
correspondendo a trés genotipos de pimenteira-do-reino e trés diferentes posicfes das sementes
(Figura 3), onde T1: gendtipo Bragantina + posicdo vertical normal (PVN), T2: genotipo
Bragantina + posicdo horizontal (PH), T3: genotipo Bragantina + posicdo vertical invertida
(PVI), T4: gendtipo lacard + PVN, T5: genotipo lacard + PH, T6: gendtipo lagara +PVI, T7:
gendtipo L1P5 + PVN + T8: gendtipo L1P5 + PH e T9: gen6tipo L1P5 + PVI, totalizando nove
tratamentos e cinco repeticBes, onde cada repeticdo foi representada por um frasco contendo

cinco sementes.
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Figura 3 — Diferentes posicdes de inoculacdo de sementes de pimenteira-do-reino: A- posic¢do vertical normal; B-
posicdo horizontal; C- posicao vertical invertida

A B dg : C

Fonte: Autora (2023)
O experimento foi conduzido em sala de crescimento sob condi¢Bes controladas de

fotoperiodo de 14h.dia™* de luz, densidade de fluxo de fotons de 25 pmol. m™. st e temperatura
de 25+3°C. As avaliagdes foram quanto ao nimero de dias nas fases do processo de ontogenia
desde o processo de germinacdo a formacdo das plantas. Durante os estadios de
desenvolvimento da plantula, avaliou-se as seguintes variaveis: emissdao de radicula (ERD),
emissdo de hipocétilo (EHP), emissao de raiz principal (ERP), emissao de folhas cotiledonares
(EFC), emissdo de epicotilo (EE), plantula formada (PF) de dias apds o semeio (DAS). Os
dados foram submetidos a analise de variancia pelo programa Sisvar, e teste de comparacdo de

médias de Tukey a 5% de probabilidade.

4.2 Enraizamento in vitro

Para a etapa de enraizamento in vitro, foram utilizados explantes (segmentos nodais) de
brotos cultivados em meio basico MS com BAP (0,50 mg.L™?) e AIA (0,2 mg.L™?) in vitro na
fase de multiplicagdo mantidos no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa
Amazonia, os quais foram fontes de explantes. Esses explantes de brotos do hibrido
intraespecifico (Uthirankotta x Kuthiravally) de pimenteira-do-reino livre do virus PYMoV
foram inoculados em frascos com capacidade para 200 mL contendo 40 mL, em meio de cultivo
MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com diferentes concentracdes de ANA (acido
naftalenoacético) e AIB (&cido indolbutirico), sacarose a 3%, vitamina MS e phytagel a 0,2%

e mantidos com condigdes de incubacéo de fotoperiodo de 14h.dia* de luz, densidade de fluxo
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de fotons de 25 (umol. m™. st) e temperatura de 25+3°C.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com 9 tratamentos, os quais foram:
T1 (auséncia de fitorreguladores), T2 (0,25 uM ANA), T3 (0,50 uM ANA), T4 (1 uM ANA),
T5 (2 uM ANA), T6 (0,25 uM AIB), T7 (0,50 uM AIB), T8 (1 uM AIB) e T9 (2 uM AIB) e 5
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por um frasco contendo 5 explantes.
Realizou-se uma avaliacdo ao fim do ciclo de cultivo, seis semanas ap0s a inoculagéo,
quanto ao numero de raizes e folhas e o comprimento da raiz maior (cm). Os dados foram

submetidos a ANOVA e comparacdo de médias pelo teste Tukey.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Germinagéo in vitro

Na etapa de germinacdo in vitro de pimenteira-do-reino, pode-se observar a frequéncia
para cada estrutura emitida das sementes de cada gen6tipo e posi¢do de inoculagdo no meio de
cultura (Tabela 1). Em todos os gendtipos houve emissao da radicula independe da posicdo da
semente no meio de cultura.

Para a variavel emissdo de hipocétilo, ocorreu o desenvolvimento de todas as sementes
no gendtipo lacard na posicdo horizontal e vertical normal, no genétipo L1P5 na posicéo
horizontal e vertical invertida. A emissao de raiz principal alcancou maiores frequéncias em
96% no genotipo lacard nas posicoes vertical invertida e horizontal. No que tange a emissao
das folhas cotiledonares, a menor frequéncia (16%) encontrou-se no gendtipo LIP5 na posicao
vertical normal e maior frequéncia (92%) no gendtipo lacara na posicao horizontal, sequido de
80% na posicao vertical invertida e também de 80% no gen6tipo L1P5 na posicao horizontal.

Nos estadios finais de formacdo de plantula, a variavel emissdo de epicotilo obteve
maiores frequéncias (92%) no gendtipo lacard na posi¢do horizontal e menores frequéncias
(8%) no gendtipo L1P5 na posicdo vertical normal. Resultado semelhante aconteceu para o
ultimo estadio, a plantula formada, pois a menor frequéncia (8%) também foi do gendtipo L1P5
na posicao vertical normal, mas a maior frequéncia foi do gendtipo lagara com 76% na posi¢éo
horizontal, seguido de 56% do genétipo L1P5 na posicdo horizontal e 44% do genotipo
Bragantina na mesma posicao dos genotipos anteriores (PH).

A média global de plantulas formadas independente de posicao das sementes inoculadas

e da proveniéncia dos genotipos foi de 36%.
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Tabela 1 — Frequéncia de estruturas emitidas nas etapas de germinacdo de sementes de pimenteira-do-reino

Genotipos BRAG IACA L1P5
Posicbes | [PH] | [PVI] | [PVN] | [PH] | [PVI] [ [PVN] | [PH] | [PVI] | [PVN] | Global
ERD 100%  100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%

EHP 80% 92% 96% 100%  96%  100% 100% 100%  96% 96%
ERP 2% 92% 68% 96% 96% 36% 84% 84% 32% 73%
EFC 64% 76% 56% 92% 80% 20% 80% 2% 16% 62%
EE 52% 56% 48% 92% 48% 12% 2% 44% 8% 48%
PF 44% 32% 12% 76% 44% 12% 56% 36% 8% 36%

Onde: ERD: emissdo de radicula; EHP: emissdo do hipocétilo; ERP: emissédo da raiz principal; EFC: emissdo de
folhas cotiledonares; EE: emissdo de epic6tilo; PF: plantula formada. BRAG: Bragantina; IACA: lagard. PH:
posicdo horizontal; PVI: posicdo vertical invertida e PVN: posicéo vertical normal. Fonte: Autora (2023).

Para Moraes et al. (2012), as pesquisas que propdem beneficiar a germinacéo in vitro
de cultivares de pimenteira-do-reino sdo importantes para maximizar a taxa de germinacao e
obter plantulas com qualidade genética e fitossanitaria adequada para fornecer explantes a
serem micropropagados e as progénies geradas avaliadas quanto a variabilidade genética das
cultivares utilizadas pelos pipericultores.

No trabalho de Neves et al. (2019), obteve-se 43,75% das plantulas formadas do hibrido
intraespecifico (Bragantina x Clonada) de pimenteira-do-reino inoculadas em meio basico de
cultura %2 (metade das concentracdes dos macros e micronutrientes) MS e vitaminas de Write,
sacarose a 3%, NaHPO4 0,17 mg L™, resultados distintos verificados neste trabalho, onde
alcancou um percentual maior de plantulas formadas (76%) no genétipo lacara inoculados em
meio béasico de cultura MS com as concentragdes completas de macro e micronutrientes.

Neste trabalho, ocorreu uma variacao de 44 a 76% na PH para os genétipos Bragantina,
L1P5 e lacara submetidas ao meio de cultura MS contendo 0,17 mg L™ de NaH2PO4, sem adigdo
de fitorreguladores, enquanto que resultados préximos foi entrado para a cultivar Panakotta,
onde houve a formacdo de plantulas com variacdo entre 40% a 50%, nos meios de cultura
composto de ¥2 MS + NaH,PO4 (0,17 mg L), adicionado de BAP (0,5 mg L), ANA (0,5
mg,L ™), e carvio ativado (2%) e do meio MS + NaH2PO4 (0,17 mg L) + BAP (0,5mg L), +
ANA (0,5 mg,L™?) + carvéo ativado(2%) (COSTA et al., 2019). Ademais, para Lemos (2003) o
NaH2PO4 auxilia na germinacdo e conversdao em plantula normal.

Na figura 4 esta representada graficamente a frequéncia da emissao das estruturas para
a formacdo da plantula em cada gendtipo. Com os resultados obtidos, pode-se constatar que
houve um decréscimo na frequéncia de emissdo das estruturas para a formacdo da plantula
completa, ou seja, 0 processo de germinacéo de algumas sementes foi interrompido ao decorrer

do experimento, haja vista que, houve o desenvolvimento da radicula em todos os tratamentos,
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porém a frequéncia de plantulas formadas ao fim do trabalho n&o foi satisfatdria. A posicéo
vertical normal ndo se encontra exposta neste grafico devido pelo menos 50% das sementes ndo
emitir as estruturas de germinacéo avaliadas.

Figura 4 — Gréficos de frequéncia de emissdo das estruturas de germinacao dos genoétipos de pimenteira-

do-reino
Radicula BRAG é) Radicula —+ |A(;A é)
Hipocotilo O @ Hipocotilo + oC
Raiz principal -+ O Q@ Raiz principal - Q
Folhas cotiledonares —+ O O Folhas cotiledonares —+— (@] O
Epicotilo + [®]0)] Epicotilo + @] @)
O PH O eH
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ERD: emisséo de radicula; EHP: emissdo do hipocoétilo; ERP: emissdo da raiz principal; EFC: emissdo de folhas
cotiledonares; EE: emissdo de epicdtilo; PF: plantula formada. BRAG: Bragantina; IAGA: lagara. Fonte: Autora
(2023)

De acordo com Bergo et al. (2010), varios fatores externos podem interferir na
germinacdo de sementes, entre eles a luz, temperatura, agua e oxigénio, nesse contexto, a
temperatura influencia tanto na porcentagem quanto na velocidade de germinacéo, afetando na
velocidade de absorgdo da agua e nas reacdes bioquimicas.

Verificou-se o tempo minimo que 50% e 80% das sementes levaram para a emissdo das
estruturas (Tabela 2), a emissao da radicula ocorreu mais precocemente aos 21 dias no genotipo
lacara na posicdo horizontal e vertical invertida (50% das amostras) e no genotipo L1P5 na
posicao vertical invertida (50% das sementes).

Com relacéo ao tempo minimo para formag&o completa das plantulas, 50% das plantulas

do genotipo Bragantina foi aos 119 dias apos o semeio (DAS) na posi¢do PNI e 147 dias na
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posicdo PH. Para o geno6tipo lagard 50% das plantulas foi aos 107 dias na posicao PH e 112

dias na posicéo PVI, 80% das plantulas aos 124 dias na posi¢ao PH e 119 dias na posi¢éo PVI.

O genotipo L1P5 alcancou 50% e 80 % das plantulas formadas aos 104 DAS na posicdo PVI.
A média global do tempo minimo para formacdo completa de plantulas das sementes

inoculadas foi de 113 dias (50%) e 116 dias (80%) no processo de germinagéo.

Tabela 2 — Tempo minimo para emissdo das estruturas no processo de germinacgdo de sementes de pimenteira-do-

reino
BRAG IACA L1P5

[PH] [[PNI]1 ] [PVN] | [PH] | [PVI] ] [PVN] | [PH] | [PVI] | [PVN] | Global
ERD (50%) 36 31 42 21 21 29 22 21 27 28
(80%) 63 50 48 24 21 32 25 21 31 35
EHP (50%) 49 39 55 28 31 62 39 31 45 42
(80%) 65 46 60 31 35 62 42 38 45 47
ERP (50%) 47 39 89 34 35 112 40 34 49 46
(80%) 91 49 123 38 50 119 42 37 49 56
EFC (50%) 82 77 112 52 58 67 75 133 75
(80%) 98 77 133 65 91 79 89 133 86
EE (50%) 107 100 133 88 112 95 84 100
(80%) 109 96 91 110 98 103
PF (50%) 147 119 107 112 114 104 113
(80%) 124 119 104 104 116

Onde: ERD: emissdo de radicula; EHP: emissdo do hipocétilo; ERP: emissdo da raiz principal; EFC: emissdo de
folhas cotiledonares; EE: emissdo de epicdtilo; PF: plantula formada. BRAG: Bragantina; IACA: lacara. Fonte:
Autora (2023)

De acordo com Lemos et al. (2012), aos 51 DAS, houve a formagdo completa de
plantulas das cultivares Bento e Guajarina (80,0%) Cingapura (60,0% ) e Kuthiravally (73,3%)
nas condicdes de semeadura em meio de cultura ¥2 MS + 0,10 g.L de NaH2PO4 + 3% de
sacarose + vitamina de MS + 0,2 % de phytagel Resultado este diferente do encontrado neste
trabalho onde a formacgdo completa de plantulas ocorreu no minimo aos 104 dias. Nesse
contexto, 0s genotipos se comportam diferentes devido seu material genético e interagcbes com
0 ambiente.

Para o hibrido intraespecifico de pimenteira-do-reino, a emissdo de radicula de
Bragantina x lagara aconteceu aos 27 DAS, de Panakotta x lagaral aos 28 DAS, de Clonada x
lacara aos 31 DAS e para Panakotta x lagara3 aos 43 DAS. No que se refere a plantula formada,
para hibridos Clonada x lagara foi alcangada aos 108 DAS, 145 DAS para Bragantina x lacara

e Panakotta x lacaral e mais tardiamente para o hibrido Panakotta x lacard3 aos 151 DAS
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(NEVES; PIRES, 2019).

Ribeiro e Pires (2019), avaliaram a germinacéao de gendtipos de pimenteira-do-reino in
vitro, de acordo com as médias de dias para formar plantula e concluiram que para alcancar
esse estadio, decorreu 140 DAS para o0 genotipo lacara, 40 e 150 DAS para o hibrido Panakotta
X lagara, entre 120 a 150 DAS para Uthirankotta x Kuthiravally nos diferentes meios de cultura
empregados. Logo, o tempo para a formagdo das plantulas completas variam conforme o
material genético. Em concordancia, neste trabalho ocorreu um processo de germinacéo tardio
para 0s genotipos. Portanto isto € uma limitacdo para a clonagem rapida dos gendtipos pelo
processo de micropropagacdo, uma vez que quanto maior o tempo para formacgéo das plantas,
maiores 0s custos para manuten¢do no laboratério e maior periodo para obtencao de explantes.

Na Figura 5 pode-se observar que 50% e 80% das sementes, que alcancaram a formacéo
da plantula foi o genétipo L1P5, o mais precoce, aos 104 dias apds a inoculacdo, na posicdo
vertical invertida, seguido de lacard que ocorreu a formacéao de plantula entre 100 e 110 dias.
O gendtipo Bragantina foi o gendtipo mais tardio, com 147 dias ap6s a inoculacdo na posicao
horizontal e com 119 dias na posi¢cdo normal invertida, considerando 50% das sementes que

formaram plantulas completas.

Figura 5 — Tempo para a formagéo de plantula de 50-80% da amostra

L1P5 ®
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BRAG @)
O

0 10 20 30 40 50 60 v0 80 9 100 110 120 130 140 150

Dias apds a inaculagao
Onde: ERD: emissdo de radicula; EHP: emissdo do hipocétilo; ERP: emissédo da raiz principal; EFC: emissdo de
folhas cotiledonares; EE: emissdo de epicdtilo; PF: plantula formada. BRAG: Bragantina; IACA: lacara. Fonte:
Autora (2023).

Na Figura 6 pode-se observar algumas amostras representativas das fases finais de

desenvolvimento das plantulas a partir da germinagdo de sementes de pimenteira-do-reino.
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Figura 6 — Fases finais de germinacgdo de sementes de pimenteira-do-reino

Fonte: Autora (2023).

5.2 Enraizamento in vitro

No processo de enraizamento, no qual utilizou-se os fitorreguladores AIB e ANA em
varias concentraces (Tabela 3), constatou-se que houve diferenca de respostas devido aos
fitorreguladores para as variaveis numero de raiz e nimero de folhas. Por outro lado, as
diferentes concentracdes dos fitorreguladores influenciou significativamente quanto ao nimero

de folhas, mas sem interacdo com o fitorregulador para as variaveis analisadas.
Tabela 3 — Analise de variancia para os efeitos dos fitorreguladores e doses para as variaveis nimero de raiz,

ndmero de folhas e tamanho da raiz maior.

NR NF ™
Efeitos gl. QM F p QM F p QM F p
Fitorreguladores 1 761,26 119,14 ** 3,72 36,30 ** 0,18 0,38 n.s.
Dose 3 11,30 1,77 ns. 0,50 4,88 ** 0,17 0,36 ns.
Fitorreguladores *Dose 3 4,71 0,74 ns. 0,14 1,34 n.s. 091 1,88 ns.
Erro 32 6,39 0,10 0,48

Onde: NR: numero de raizes; NF: nimero de folhas; TM: Tamanho da raiz maior. Fonte: autora (2023)

Os reguladores de crescimento vegetal influenciam nos processos fisioldgicos das
plantas sob os aspectos de desenvolvimento e crescimento das plantas, a depender da classe em
que esta inserido. O &cido naftalenoacético e o &cido indolbutirico fazem parte das auxinas e
atuam na divisao, crescimento e diferenciacéo das células estimulando a emisséo de primordios
radiculares e formacéo de raizes adventicias, principalmente em dose 6tima dos fitorregulares
(MELO, 2002; JORDAN; CASARETTO, 2006).

Na Tabela 4, a partir do teste de médias, verifica-se que houve diferenca estatistica entre
os fitorreguladores, porém ndo houve diferenca entre as doses do mesmo fitorregulador para as
variaveis Nimero de Raizes (NR) e Nimero de Folhas (NF). No entanto, os efeitos de ANA na
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concentracdo de 1 pM promoveu um maior nimero de raizes (12,80), porém quando se duplica
essa dose (2 pM) ha uma redugdo no numero de raizes (11,42). Para a variavel nimero de folhas
houve diferenca estatistica entre os fitorreguladores, destacando-se o AIB que promoveu 0S
maiores valores médios de numero de folhas. No que tange o tamanho da raiz maior, ndo houve
diferenca estatistica entre os reguladores para esta variavel e tampouco entre as doses de cada
fitorregulador. Todavia, ressalta-se que 0,25 puM ANA proporcionou maiores valores de
tamanho de raiz (1,78 cm) e ao aumentar as doses houve uma diminui¢do no tamanho da raiz
maior . Este efeito esta relacionado ao fato de que a auxina induz os primordios radiculares e
se mantida em concentracdo elevada reduz o crescimento das raizes. Ja o AIB estimulou os
maiores tamanhos de raiz (1,98 cm) na concentracdo de 2 uUM, sendo uma concentragdo acima

do desejavel para induzir o maior nimero de raizes comparado ao ANA.

Tabela 4 — Teste de médias para a interacéo das doses dos fiterreguladores nas as varidveis nimero de raizes,
namero de folhas e tamanho da raiz maior

Concentracao NR NF TRM
(umol.I) AIB ANA AlB ANA AlB ANA
0,00 ® 0,85+0,50 0,85+0,50 1,20+0,28 1,20+0,28 1,60+0,27a 1,60+0,27a

0,25 0,72+0,76b  7,40+0,75a 1,28+0,48a 0,76+0,22b 1,08+1,00a 1,78+0,31a
0,50 0,52+0,33b 9,96+2,38a 1,20+0,20a 0,40+0,35b 1,72+0,98a 1,58+0,18a
1,00 1,04+0,62b 12,80+1,75a 1,00+0,00a 0,25%+0,19b 1,72+0,44a 1,28+0,21a
2,00 2,30+0,66b 11,42+2,71a 0,85+0,25a 0,36+0,38b 1,98+0,68a 1,18+0,29a
Bo 0,5642*. 1,294%%*,

B1 0,573* -0,296**

B2 n.s. n.s.

RZ

Onde: (8) valores oriundos da testemunha. NR: nimero de raizes; NF: nimero de folhas; TM: Tamanho da raiz
maior. AlB: &cido indolbutirico; ANA &cido naftalenoacético. Fonte: Autora (2023)

Para uma producdo de mudas homogénea, visando a producdo em escala comercial, a
emissdo de raizes em maior numero e comprimento € fator importante, pois um sistema
radicular bem formado favorece a absorcao de nutrientes e agua (SILVA et al., 2019). O contato
entre a superficie da raiz e o solo é fundamental para a absorcéo efetiva de 4gua, dado que esse
contato proporciona a &rea de superficie necessaria para a absorcdo de &gua, o qual é
maximizado pelo crescimento das raizes no solo (TAIZ et al., 2017). Por outro lado, 0 maior
numero de folhas resulta em maior produgéo fotossintética (TELES, 2020).

Em pesquisas realizadas por Ramos et al (2014), explantes (gemas axilares e apicais) da
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cultivar Kutiravally de P. nigrum inoculados em meio de cultura ¥2 MS e concentragdo de 0,5
UM de ANA e 40 g L de sacarose proporcionou maior niimero de raizes (9,09).

Para mesma cultivar, fez-se necessario o uso de 5,0 uM de AIB e 40 g L™ de sacarose
para se obter o maior valor médio de nimero de raizes de 4,90 (RAMOS et al., 2014). Estes
resultados corroboram o presente estudo, considerando que o regulador ANA propicia maiores
valores médios de numero de raizes em explantes de pimenteira-do-reino quando comparado
ao AlB.

No grafico de regressao (Figura 7), é possivel observar que para o fiterregulador ANA
é causado a diminuigdo do nimero de raizes quando duplicado a dose de 1 uM para 2 uM, o
mesmo ocorre para a variavel tamanho da raiz maior. Ja 0 comportamento das doses do AlB
em relacdo a variavel nimero de raizes ocorre de maneira diretamente proporcional, haja vista

que ao se elevar as doses também é elevado os valores da variavel.

Figura 7 — Gréfico de regressdo dos efeitos das doses dos fitorreguladores nas varidveis nimero de raiz, nimero
de folhas e tamanho da raiz maior.
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NR: nimero de raizes; NF: nimero de folhas; TM: Tamanho da raiz maior. AlIB: &cido indolbutirico; ANA éacido
naftalenoacético. Fonte: Autora (2023).

No diagrama, a seguir (figura 8) esta reunido as multiplas variaveis correlacionadas
neste ensaio, 0 primeiro componente positivo refere-se ao nimero de raizes que esta fortemente
relacionado as doses de ANA, o segundo componente tem 0s maiores comprimentos de raizes,
porém em menor quantidade relacionado ao AIB e o terceiro, componente é o nimero de folhas
relacionado ao ANA, porém bem proximo ao AIB demostrando que as diferencas entre essas

variaveis sao baixas.
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Figura 8 — Diagrama de ordenacdo das doses dos fitorreguladores
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6. CONCLUSOES

No processo de germinacdo de sementes de pimenteira-do-reino in vitro ha diferenca do
tempo da germinacdo a formacéo de planta de acordo com a posicdo de inoculacdo entre os
gendtipos, com destaque para o gendtipo lacara inoculados na posicao horizontal para obtencéo
de plantas.

No enraizamento de explantes de pimenteira-do-reino ha diferenca de efeito entre os
fitorreguladores, destacando-se 0 ANA na concentracdo de 1 uM pelo maior nimero de raizes.
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