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Resumo: A indugdo de calos € a primeira etapa da organogénese indireta. Este trabalho objetivou
avaliar a inducdo de calos in vitro por diferentes fitorreguladores e os aspectos que limitam, tais como
a presenca de contaminacao e de oxidacdo dos explantes em um hibrido intraespecifico de pimenteira-
do-reino. Os explantes foram inoculados em meio basal MS suplementado com os fitorreguladores
lmg.L'1 BAP + 0,5 mg.L'1 GAs, apenas 1,5 mg.L'1 BAP ou apenas 4 mg.L'1 TDZ, além de uma
testemunha sem fitorreguladores. Apds 5 semanas, foram registradas as porcentagens de inducdo de
calos, contaminacdo e oxidag¢do. Nao houve calos na testemunha. Todos os meios de cultura com
reguladores de crescimento induziram calos, com a maior média de 70% em 1,5 mg.L‘l BAP. A média
de contaminacao de explantes variou de 54% a 86% e todos os tratamentos apresentaram pelo menos o
grau leve de oxidacdo. A utilizacio de lmg.L’lde BAP + 0,5 mg.L'1 de GAs, 1,5 mg.L‘1 de BAP ou de
4mg.L'1 de TDZ sob fotoperiodo reverso € eficaz na inducio de calos no hibrido intraespecifico de
Piper nigrum. A ocorréncia de contaminacdo e a oxidag¢do limitam a calogénese in vitro, devendo ser
minimizadas pelo ajuste no método de assepsia e pelo teste de outros antioxidantes.
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Introducao
O Para € o maior produtor nacional de pimenta-do-reino (Piper nigrum L. - Piperaceae)
(IBGE, 2013) e ¢ de grande interesse para a pesquisa que o material que estd sendo melhorado, tal
como hibridos intra e interespecificos, possa ser vegetativamente propagado de forma eficiente. No
ambito da cultura de tecidos, uma dessas formas é a organogénese indireta, na qual brotos sdo
regenerados a partir de calos (LEMOS, 2003). A indugdo de calos, portanto, € a primeira etapa para
essa multiplicagdo in vitro e pode empregar diversos tipos de fitorreguladores e condi¢des ambientais

controladas. Dentre estas ultimas, o fotoperiodo reverso (16h de escuro e 8h de luz, o oposto do usual)
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¢ uma nova possibilidade para a calogénese eficiente (AHMAD et al., 2014). Além disso, fatores
prejudiciais devem ser considerados para a otimizac¢do da organogénese indireta, como a contaminagao
pelos chamados “vitropatégenos” (micro-organismos que interferem nas técnicas de cultura in vitro,
ndo sendo necessariamente fitopatégenos em campo) e a oxidacdo dos explantes (HERNANDEZ;
GONZALES, 2010). Assim, este trabalho objetivou avaliar a indu¢@o de calos in vitro por diferentes
fitorreguladores e a presenga de contaminacio e de oxidag@o dos explantes sob fotoperiodo reverso em

um hibrido intraespecifico de pimenteira-do-reino.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos da
Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA. O material vegetal utilizado como fonte de explantes foi o
hibrido intraespecifico de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) numero 15, originario do cruzamento
das cultivares Apra x Guajarina e mantido in vitro em sala de crescimento. Seguiu-se a metodologia de
Ahmad et al. (2014) com adaptacdes. Como o material vegetal apresentava contaminacdo, folhas nao
cortadas foram imersas em dlcool 70% por 1 minuto e, em seguida, em solucao de hipoclorito de sédio
comercial a 2% (v/v), com uma gota de surfactante Tween 20 para cada 100 ml de solucdo. As folhas
foram lavadas trés vezes com 4gua destilada autoclavada e entdo cortadas em quadrados de
aproximadamente 1,0 cm? para a inoculag@o em frascos de 260 ml contendo 35 ml de meio de cultura.
Utilizou-se o meio basal MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com 30g.L" Ude sacarose, solidificado
com 2g.L"' de Phytagel, acrescido de dcido ascérbico (100 mg.L™") e de fitorreguladores nas seguintes
concentracdes: 1mg.L' de BAP (6-benzilaminopurina) + 0,5 mg.L™' de GA3 (4cido giberélico); apenas
1,5 mg.L" de BAP; apenas 4 mg.L"' de TDZ (thidiazuron); e uma testemunha (desprovida de
fitorreguladores). O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH ou HCI a IN e o meio foi autoclavado a
121°C por 20 minutos. Empregaram-se 10 frascos por tratamento, cada um contendo 5 explantes,
sendo todos mantidos por 5 semanas em condi¢des controladas de camara tipo B.O.D a 25 +-+2°C e
sob fotoperiodo reverso (16h escuro/ 8h luz). Apds a 5* semana, foram avaliadas as porcentagens de
presenca de calos, de contaminacdo visivel dos explantes e de oxida¢do. Quanto ao cdlculo das
porcentagens, para inducdo de calos, o nimero de explantes apresentando calos foi dividido pelo total
de explantes inoculados por tratamento; para a contaminagdo visivel e oxidagdo, foi empregada uma
escala subjetiva baseada na seguinte andlise visual: ausente (nenhum sinal aparente), leve (pequenos

tracos de contaminagdo ao redor do explante; leve escurecimento das dreas seccionadas), moderada
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(halos de contaminagao do meio ao redor do explante; escurecimento mais acentuado do explante, mas
com presenca de dreas ou nervuras verdes) ou intensa (nebulosidade de contaminacdo do meio ao
redor do explante; escurecimento total do explante). Finalmente o nimero de explantes de cada

categoria foi dividido pelo total de explantes inoculados.

Resultados e Discussao

A média de porcentagem de inducdo de calos foi igual a zero no tratamento sem
fitorreguladores (testemunha); 52+27% para lmg.L'lBAP+O,5mg.L'1GA3; 70+£25,39% para o
tratamento 1,5mg.L'BAP; e 60 +26,67% para o tratamento 4 mg.L ' TDZ. O maior valor obtido para a
inducdo de calos para o tratamento BAP, coincidindo coincidiu com os menores niveis de
contaminacgdo e oxidacao, sendo seguido pelos tratamentos TDZ e BAP+GA3 (Figuras 1 e 2). Ahmad
et al. (2014) também observaram valores méximos para indu¢do de calos nestes mesmos tratamentos,
ndo havendo diferenca significativa entre si, e auséncia total de calos no meio sem fitorreguladores.
Comparativamente, Ahmad et al. (2013) observaram valores inferiores na indu¢do de calos de P.
nigrum sob condi¢des de fotoperiodo normal (16h luz/ 8h escuro). Além disso, é sabido que a
contaminagdo por vitropatégenos e a oxidacdo sdo prejudiciais para as respostas 6timas dos explantes
(HERNANDEZ; GONZALES, 2010). Neste trabalho, a porcentagem dos explantes livres de
contaminagdo variou de 54% a 86%, enquanto que todos os explantes apresentaram, no minimo, o grau
leve de oxidagdo. Para otimizar a inducao de calos e consequentemente a organogénese indireta de P.
nigrum, sdo necessdrios ajustes no protocolo de assepsia, bem como a inclusido de outros antioxidantes
no meio de cultura para diminuir a interferéncia negativa da contaminacio e oxidacio (HERNANDEZ;

GONZALES, 2010).
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Figura 1: Porcentagem dos graus de contaminagdo dos explantes de Piper nigrum em diferentes fitorreguladores.



_J : 192 Seminario de Iniciagao Cientifica e 32 Seminario de Pés-graduacao
. ),% da Embrapa Amazonia Oriental
L &= 19 a 20 de agosto de 2015, Belém,PA.
100 -
80 - 66 o
60 - 50
%
40 - Sx Ky 98 82 30 mausente
20 | # leve
- a a - a 2 a ¢  mmoderada
0 + . ; . — @ ntensa
Testemunha 1,0BAP+0.5GA3 1.5BAP 4,0TDZ

Fitorreguladoresemme.l1-1

Figura 2: Porcentagem dos graus de oxidacdo dos explantes de Piper nigrum em diferentes fitorreguladores.

Conclusao
A utilizacdo de 1mg.L"'de BAP + 0,5 mg.L"' de GAs, 1,5mg.L" de BAP ou de 4mg.L"' de TDZ
sob fotoperiodo reverso € eficaz na inducdo de calos no hibrido intraespecifico de Piper nigrum. A
contaminacdo € a oxidagdo estdo presentes nesta etapa da calogénese in vitro, devendo ser

minimizadas pelo ajuste no método de assepsia e pelo teste de outros antioxidantes.
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