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Resumo: A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta trepadeira origindria da india,
considerada a mais importante especiaria comercializada mundialmente e usada em larga escala
como condimento, além das industrias de carnes e conservas. Os maiores produtores mundiais da
pimenta-do-reino sdo India, Vietnd, Indonésia, Malasia e Brasil, sendo que dos estados brasileiros
produtores, o Para é responsdavel por cerca de 80% da produgdo do pais. Com o objetivo de avaliar o
efeito do B-Mercaptoetanol no controle da oxidacdo em meristema de pimenteira-do-reino no
estabelecimemto de cultura para o processo de micropropagacao, segmentos de ramos contendo
gemas apicais e laterais foram submetidos a assepsia e para a retirada dos meristemas ficaram
imersos na solugdo de B-Mercaptoetanol nas concentragdes 5 mM , 10 mM e 15mM. Os meristemas
inoculados nas concentracdes de 5 e 10 mM apresentaram no final de 30 dias alto grau de oxidagao,
enquanto os meristemas inoculados na concentracdo de 15 mM, baixa oxidacdo. O antioxidante B-
mercaptoetanol na concentracdo de 15mM é eficiente para controlar a oxidagdao do meristema para
o estabelecimento de cultura in vitro no processo de micropropagacao.

Palavras-chave: antioxidante, limpeza clonal, oxidagao fendlica

Introdugdo
A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta trepadeira originaria da india. E a mais
importante especiaria comercializada mundialmente e é usada em larga escala. Os maiores
produtores mundiais da pimenta-do-reino s3o India, Vietn3, Indonésia, Maldsia e Brasil. No Brasil, dos

estados produtores, o Pard é o principal com cerca de 80% da producdo do pais. A produtividade
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média é 2 a 5 toneladas de gr3os por hectare (ASSOCIACAO DOS PRODUTORES E DISTRIBUIDORES DE
HORTI-FRUTI DO ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

Uma alternativa para se obter plantas livres de virus é a limpeza clonal via cultivo de
meristema, pois, as células meristematicas estdao frequentemente em divisdo celular e auséncia de
vascularizagdo do meristema, o que sugere que o virus ndo consegue alcangar essa regido. No
entanto, existe um fator limitante para estabelecimento que é a oxidagdo fendlica que consiste na
liberacdo de compostos fendlicos que promovem o escurecimento do meristema, o que dificulta a
sua sobrevivéncia e consequentemente o estabelecimento deste em cultura. O 2-mercaptoetanol,
mais conhecido por B-Mercaptoetanol, € um composto quimico bastante utilizado para reduzir
pontes de dissulfureto e que pode atuar como um antioxidante biolégico. O objetivo deste trabalho
foi avaliar concentragdes do B-Mercaptoetanol no controle da oxida¢cdo de meristema de pimenteira-

do-reino para o cultivo in vitro.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa
Amazonia Oriental, Belém-PA. Segmentos de ramos ortrotdpicos com dapices caulinares e gemas
axilares foram coletados de plantas cultivadas em casa de vegetacdo e posteriormente imersos em
solucdo de acido citrico (50mM) a fim de evitar a oxidacdo. Em ambiente laboratorial foram
realizados lavagens em agua corrente e detergente neutro seguida de imersdo em solucdo de
fungicida Derosal® (0,1%) por 20 minutos. Sob camara de fluxo laminar, as estacas foram imersas em
alcool 70% por um minuto, seguida de solucdo de cloreto de mercurio (0,1%) por 10 minutos e
submetidas a lavagens (5x) com agua destilada autoclavada. Apds as lavagens os explantes foram
imersos em solugcdo de sulfato de estreptomicina durante 20 minutos e em solucdo de
mercaptoetanol a 5 mM, 10 mM e 15mM. Os meristemas foram excisados com bisturi com auxilio de
estereomicroscépio e depois inoculados em frascos com capacidade para 30ml. Em cada frasco foram
utilizados 10 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com BAP
(benzilaminopurina) a 0,5 mg L-1, AIA (Acido indolacético) a 0,2 mg L-1, sulfato de estreptomicina a
100 mg L-1, PVP (polivinilpirrolidona) a 100 mg L-1, solidificado com phytagel a 0,2%, e pH ajustado

para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. Foram usados 7 meristemas por
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tratamento. Os meristemas foram mantidos na sala de crescimento, com auséncia de luz,
temperatura 25 + 3 °C por 72 horas. Avaliaram-se o nivel da oxidacdo dos meristemas, sendo. O°:
sem oxidacdo; O*: pouca oxidacdo; O**: moderada oxidacdo; O***: totalmente oxidado. Foi

analisada a percentagem de oxidagao.

Resultados e Discussao
Os meristemas, logo ap6s a excisdo, apresentam o inicio do fenébmeno da oxidacdo, tanto que
apos trés dias de cultura em todos os tratamentos havia oxida¢cdo dos meristemas (Figura 1). Nas
concentragdes de 5 e 10 mM evoluiram e ao final de 30 dias de cultura, todos os meristemas

apresentavam alto grau de oxidacao.
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Figura 1 — Grau de oxidagdo em meristemas de pimenteira-do-reino em diferentes concentracGes de mercaptoetanol.

O alto grau de oxidacdo pode ser explicada pelo fato da pimenteira- do- reino ser uma planta
semi-lenhosa, o que favorece a exudacdao de compostos fendlicos pelos cortes dos tecidos e oxidacao
fendlica. Essa oxidacdo pode dificultar o estabelecimento inicial do cultivo in vitro, pois algumas
enzimas oxidam os fendis formando quinonas, as quais sdo responsaveis pela coloracdo marrom das
culturas, além de causarem a inibicdo do crescimento e a morte dos explantes em grande ndmero de
espécies (MONACO et al., 1977). A oxidacdo fendlica é altamente dependente do gendtipo e do tipo
de explante utilizado, no caso da regido meristematica ha um desbalan¢co hormonal, o que é um

obstaculo para a regenerac¢do. Os meristemas inoculados nas concentracées de 15 mM que aos trés
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dias ndo apresentaram oxidacao permaneceram apds 30 dias de cultura com baixa oxida¢do (Figura
2), porém naqueles que desencadeara o processo, a oxidagao evoluiu e ficaram totalmente oxidados.
Resultados semelhantes usando o mercaptoetanol foi encontrado por (PENA et al., 2010) que obteve
oxidacdo moderada, quando usou o B-mercaptoetanol nas regides dos cortes para a obtencdo de

microenxertos para a pimenteira-do-reino micropropagadas

Conclusdes
O antioxidante B-mercaptoetanol, na concentracdo de 15mM, controla a oxidacdo do

meristema de pimenteira-do-reino no estabelecimento da cultura para a micropropagacao.
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