EFEITO DO ACIDO GIBERELIDO (AG,) NO ALONGAMENTO IN VITRO DE PLANTULAS DE
PIMENTA LONGA (Piper hispidinervum C. DC.) DURANTE A MICROPROPAGACAO
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RESUMO

A pimenta longa apresenta dleo essencial rico em safrol. A micropropagacao possibilita a
multiplicacdo clonal de genétipos altamente produtivos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do acido giberélico (AG,) no alongamento de plantulas de pimenta longa (Piper hispidinervum C.DC.)
germinadas in vitro para a micropropagacao. Utilizou-se brotos desenvolvidos in vitro, os quais foram
inoculados em meio de cultura Wood Plant Medium (WPM), suplementado com 30 g.L" de sacarose,
6 g.L" de 4gar, e acido giberélico (0; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg.L"). O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, cada uma delas composta por cinco plantas por
frasco. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e de regressao. A adi¢do do AG, ao
meio de cultura reduziu de forma acentuada o comprimento da raiz. O nimero de entrends nao foi
influenciado significativamente pelas diferentes concentragdes com acido giberélico. O comprimento
da parte aérea foi maior na concentracdo de 1,0 mg.L" de AG,. Durante a multiplicacao in vitro de
pimenta longa, o 4cido giberélico induziu o alongamento caulinar.
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EFFECT OF GIBBERELLIC ACID (GA3) ON IN VITRO ELONGATION PLANTLETS OF LONG
PEPPER (Piper hispidinervum C. DC) DURING MICROPROPAGATION

ABSTRACT

The long pepper presents essential oil rich in safrole. Micropropagation allows for the clonal
multiplication of highly productive genotypes. The aim of this study was to evaluate the effect of
gibberellic acid (GA,) in the elongation of seedlings of long pepper (Piper hispidinervum C. DC.)
germinated in vitro for micropropagation. Were used in vitro developed shoots, which were inoculated
in culture medium Wood Plant Medium (WPM) supplemented with 30 g.L" sucrose, 6 g.L" agar and
gibberellic acid (0; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg.L"). The experimental design was completely randomized
design with three replications, each replication consisted of five plants per flask. The data were subjected
to analysis of variance and regression. The addition of GA, to the culture medium reduced significantly
root length. The number of internodes was not significantly affected by different concentrations with
gibberellic acid. The shoot length was greater at a concentration of 1,0mg.L" GA,. During in vitro
propagation of long pepper gibberellic acid induces stem elongation.
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1 INTRODUCAO

A espécie Piper hispidinervum, conhecida
popularmente como pimenta longa, é uma planta
nativa da regido amazonica com éleo essencial
rico em safrol extraido de suas folhas e ramos
finos (BERGO et al., 2005), com rendimento de
até 97% (SILVA; OLIVEIRA, 2000). Este 6leo pode
ser convertido em butéxido de piperonila e
heliotropina, compostos utilizados na fabricacao
de inseticidas e na industria de fragrancias,
respectivamente.

A propagacao da pimenta longa pode ser
feita por sementes ou através da técnica da
micropropagacao clonal. As técnicas da
propagacao in vitro, ou micropropagacao,
permitem a producao massal de individuos com
caracteristicas genéticas desejaveis, com alto
padrao de sanidade das mudas (ALVES et al.
2010; GEORGE, 1996). Ela compreende, em um
sentido amplo, um heterogéneo grupo de
técnicas, mediante as quais um explante é
cultivado assepticamente em um meio de cultura
em condigdes controladas (MROGINSKI; ROCA,
1991; SOUZA; JUNGHANS, 2006). Os protocolos
de micropropagacao de pimenta longa ainda sao
incipientes, destacando-se o trabalho de Silva
(2010).

Uma das etapas mais criticas para o
desenvolvimento de um protocolo para

2 METODOLOGIA

Os experimentos foram desenvolvidos no
Laboratdrio de Morfogénese e Biologia Molecular
(LABMOL) da Embrapa Acre, Rio Branco-AC.
Utilizados brotos desenvolvidos in vitro de
pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.) estes
obtidos a partir de sementes germinadas in vitro,
coletadas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
da Embrapa Acre. Estas foram desinfestadas em
agua com detergente neutro (5 gotas /I), imersas
em etanol 70% (1 min) e em hipoclorito de sédio
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regeneracao de plantas in vitro é o alongamento
dos entrenods dos explantes (DAGNINO et al.,
1991). 0 acido giberélico (AG,) um horménio que
pode aumentar a divisao e a expansao de células
vegetais, promovendo o alongamento de
entrends (KERBAUY, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Algumas espécies como a pereira (Pyrus
comunis) (MELLO-FARIAS et al., 1996), a
mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza)
Bancroft (MADEIRA et al., 2005), o copo-de-leite
(Zantedeschia aethiopica) (RIBEIRO et al., 2009),
e 0 pessegueiro (Prunus cerasifera) (ROCHA et
al., 2009), apresentaram alongamento caulinar
mais evidente na presenca de AG,. Entretanto,
ha espécies que nao respondem
significativamente no alongamento caulinar sob
efeito do acido giberélico, como a unha-de-gato
(Uncaria guianensis) (PEREIRA et al., 2006).
Existem, ainda, as plantas que tém o crescimento
inibido na presenca de AG,, como a macieira
(Malus prunifolia, Willd, Borkh) e o parica
(Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber
ex Ducke) Barneby) descritos por Machado et al.
(2004) e Reis et al. (2009), respectivamente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do acido giberélico no alongamento
caulinar in vitro de plantas de pimenta longa
durante a micropropagagao.

2,5% (20 min). Apds, cada uma dessas etapas
procederam-se trés lavagens com agua destilada
e autoclavada. Em seguida, foram inoculadas em
meio de cultura Wood Plant Medium (WPM), com
metade dos sais da formulacao elaborada por
Lloyd e McCown (1980). Para tal, utilizaram-se
frascos de 250 mL, contendo 30 mL de meio de
cultura, cinco sementes por frasco e vedagao com
filme plastico transparente, os quais
permaneceram em sala de crescimento a
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25°C +2°C, 16 h de fotoperiodo, com intensidade
luminosa de 30 pmol fétons.m2.s™.

Decorridos 48 dias, as plantulas foram
removidas dos frascos de cultivo, com excisao das
raizes e re-inoculacao em meio WPM 50% com
adicdo de AG,: 0; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg.L". O
delineamento experimental, inteiramente
casualizado com cinco repeticoes, totalizando 25
unidades experimentais. Cada uma delas
consistiu em um frasco de 250 mL, com 30 mL de

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do AG, no meio de cultura
reduziu significativamente (p < 0,05) o nimero
de folhas de pimenta longa (Gréfico 1). Resultado
semelhante foi obtido para batata-doce (jpomoea
batatas) que apresentou folhas menos
desenvolvidas com adicao de acido giberélico ao
meio de cultura (DAGNINO et al., 1991). No
presente trabalho, a adi¢ao gradual de AG, no meio
de cultura promoveu a formacao de menor nimero
de folhas até a concentracao de 3,0mg.L", acima

meio com cinco brotos de pimenta longa. Apés a
inoculacdo, os frascos foram mantidos em sala
de crescimento nas mesmas condigoes utilizadas
inicialmente. Apds 30 dias de cultivo, avaliou-se:
o nimero de folhas, de entrenos, o comprimento
da raiz e da parte aérea.

As médias foram submetidas ao teste de
normalidade dos residuos (SHAPIRO; WILK, 1965),
teste de homogeneidade (BARTLETT, 1937), a
analise de variancia e regressao.

desta existiu tendéncia do aumento do nimero
de folhas de pimenta longa, expressos pela analise
de regressao com equacao quadratica e coeficiente
de determinacao (r?) de 0,98. Em contraste,
Carvalho et al. (1998) observaram que para o
cafeeiro cv. acaia (Coffea arabica.) quanto maior
a concentracao de AG, maior a emergéncia de
folhas. J& Ribeiro et al. (2009) nao relataram
diferencas entre as diferentes concentracdes de
AG, e o nimero de folhas no copo-de-leite.

Grafico 1 - Respostas fisiolégicas com relacdo ao ndmero de folhas em plantulas de P. hispidinervum em
diferentes concentracbes de acido giberélico (AG,).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Para o nimero de entrends a adi¢do de
acido giberélico (AG,) no meio de cultura nédo
influenciou de forma significativa (p>0,05). Para
o comprimento da parte aérea houve diferencas.
Observa-se no Grafico 2 que o AG, mostrou-se
eficiente no crescimento dos brotos até a
concentracao de 1,0mg.L", acima desta e até
2,0mg.L" houve declinio do comprimento da
parte aérea, indicando efeito inibidor. Resultado
semelhante foi observado para o copo-de-leite
(RIBEIRO et al., 2009). Entretanto, a
mandioquinha-salsa (MADEIRA et al., 2005) e
ameixeira (ROCHA et al., 2009) apresentaram
resposta linear a adicao deste horménio.

Os resultados obtidos e a analise da curva
de regressao cubica para o comprimento da parte
aérea (Grafico 2) demonstram que a partir da
concentracdao de 3,0mg.L" existiu aumento
novamente do comprimento da parte aérea. A
analise das curvas de regressao do numero de
folhas (Grafico 1) indica que a partir de 3,0mg.L"
existe incremento, também, desse parametro, bem

como, menor desenvolvimento da parte radicular
(Grafico 3). Portanto, é possivel que a pimenta
longa no cultivo in vitro com o uso de AG, nas
concentragdes acima de 3,0mg.L" desenvolva a
parte aérea (comprimento do caule e nimero de
folhas) em relacdo a parte radicular, ou seja, uma
estratégia de redirecionamento de gasto
energético e fotoassimilados. Para tanto, a
quantidade de receptores de AG, localizados na
parede das membranas celulares, nas
concentracoes entre 2,0 e 3,0mg.L" deve estar
reduzida, e novamente aumentados os receptores
acima de 3,0mg.L" nas células do entrends e das
gemas foliares. A regulacao hormonal envolve a
percepcao do sinal por receptores e a consequente
transducao. A variacao no nimero de receptores
e sua distribuicdo, durante o desenvolvimento,
podem alterar a sensibilidade das células aos
hormonios ou outros sinais (BARENDSE; PEETERS,
1995). De acordo com George (1996), o efeito do
AG, varia conforme a interacdo existente com
outros reguladores de crescimento, e da espécie
que esta sendo micropropagada.

Grafico 2 - Respostas fisioldgicas com relacao ao comprimento da parte aérea em plantulas de P. hispidinervum
em diferentes concentracdes de acido giberélico (AG,).
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O comprimento das raizes adventicias nas
plantulas de pimenta longa também foi
significativamente menor (p<0,05) nos
tratamentos com AG, (Grafico 3). Os resultados
indicam que quanto maior a concentracao de
AG, menor o comprimento das raizes, expresso
pela andlise de regressao com equagao linear e
com coeficiente de determinacao (r?) de 0,56.
Os dados encontra suporte nos trabalhos de
Carvalho et al. (1998), Villa et al. (2008) e Reis
et al. (2009) que obtiveram maior comprimento
de raizes de paric4, de cafeeiro cv. acaia e de
amoreira-preta (Rubus spp.), respectivamente,
nos tratamentos sem a utilizacdo de AG,. De
acordo com Kochba et al. (1974) a utilizagao do
acido giberélico aplicado em concentragdes
elevadas, impede a formacdo de raizes. Tal
resposta fisiolégica em termos de comparacao
do maior crescimento de caule e menor de raiz
pode estar relacionada a estratégia do vegetal
de canalizar o gasto energético e de
fotoassimilados para o crescimento apenas da
parte aérea.

O crescimento do caule das plantas pode
ser significativamente maior sob efeito de
giberelinas (KERBAUY, 2008), porém as mesmas
apresentam pouco efeito no crescimento da raiz
(TAIZ; ZEIGER, 2009). Ainda de acordo com os
mesmos autores, a aplicacao de giberelinas na
parte aérea de algumas plantas promove o
crescimento tanto do caule como da raiz, porém
ainda nao se sabe se o efeito no crescimento da
raiz é direto ou indireto. De acordo com Kerbauy
(2008), existem fortes evidéncias experimentais
de que as giberelinas juntamente com as auxinas
promovam expansao celular por exercerem
efeitos sobre a parede celular. Mas a relacdo entre
esses dois hormdnios quanto a esse fendmeno,
ainda, é controversa.

Os elevados valores de r* para os parametros
testados e niveis de regulador de crescimento em
pimenta longa expressam confiabilidade nas
trajetorias, uma vez que para esses sistemas in
vitro consideram-se altos os valores de r?
compreendidos entre 0,5 e 0,9 (COMPTON, 1994).

Gréfico 3 - Respostas fisiologicas com relacdo ao comprimento do sistema radicular em plantulas de P
hispidinervum em diferentes concentrages de acido giberélico (AG,).
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Os resultados obtidos indicam que o
acido giberélico em plantas de pimenta longa
cultivadas in vitro estimula o maior
investimento na parte aérea do que no sistema
radicular. Quando este foi adicionado ao meio
de cultura resultou em aumento da parte aérea
nas plantas de pimenta longa no cultivo in vitro,
devido a expansao celular que esse hormonio

4 CONCLUSOES
- 0 uso de 1,0 mg.L" de acido giberélico
em brotos de pimenta longa (Piper

hispidinervum), cultivados in vitro, induziu o maior
alongamento caulinar.

Amazoénia: Ci. & Desenv., Belém, v. 7, n. 14, jan./jun. 2012.

induz (TAIZ; ZEIGER, 2009). Assim, a adicao de
acido giberélico (AG,) ao meio de cultura é
vantajosa para o cultivo in vitro de pimenta
longa, pois essa planta apresenta internddios
curtos, o que dificulta sua contagem e sua
separacao para as demais etapas da
micropropagacao, como a multiplicacdo e os
subcultivos.

- Concentragdes de acido giberélico
maiores que 1,0 mg.L"inibiram o crescimento de
raizes adventicias no cultivo in vitro de pimenta
longa.
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