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Resumo: A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) pertence a familia Piperaceae, ¢ uma planta trepadeira
e perene. Tem grande valor econdmico, pois ¢ um condimento utilizado em todo o mundo. O Brasil € o 5°
maior produtor mundial, e o estado do Pard ¢ o maior produtor do pais, com cerca de 74% da produgdo
nacional. O objetivo deste trabalho foi avaliar a percentagem de oxidacdo da pimenteira— do- reino por
cultivo de meristema em diferentes concentragdes de mercaptoetanol sob baixas temperaturas. Apices
caulinares foram coletados e submetidos a assepsia para a retirada dos meristemas posteriormente a
inoculacdo. O delineamento experimental foi fatorial 2 x 2 x 3 (2 temperaturas de incubacdo na assepsia,
2 cultivares, e 3 doses de [3 -mercaptoetanol). Os meristemas foram mantidos em ambiente controlado,
com temperatura de 25 £ 3 °C. Os explantes foram mantidos em fotoperiodo de 16h luz, e apds isso
foram condicionados no escuro por 15 dias. Passando-se esse periodo no escuro os explantes voltam a ser
acondicionados no foto periodo inicial de 16h luz. O genotipo Clonada apresentou uma taxa de 4% de
explantes ndo oxidados e apds 25 dias de cultivos, os meristemas provenientes do mesmo genotipo
apresentaram um aspecto esverdeado claro com um acréscimo de tamanho, mostrando-se competentes
para a regeneracdo in vitro. O genotipo influencia na regeneracdo de pimenteira-do-reino e o pré-

tratamento térmico reduziu a oxidacdo em meristemas do gendtipo Clonada.

Palavras-chave: antioxidante, baixas temperaturas, limpeza clonal

Introducio
A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) pertence a familia Piperaceae, ¢ uma planta trepadeira,
perene, usada como condimento em todo o mundo e de grande valor econdmico. O Brasil ¢ o quinto
maior produtor mundial e o Paré € o principal produtor, com cerca de 74% da producdo nacional (IBGE,
2016).
Uma alternativa para se obter plantas livres de virus ¢ a limpeza clonal via cultivo de meristema,
pois, as células meristematicas estdo frequentemente em divisdo celular e ha auséncia de vascularizagdo

do meristema, o que sugere que o virus ndo consegue alcangar essa regidao. No entanto, existe um fator
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limitante para estabelecimento, que ¢ a oxidagdo fenolica que consiste na liberagdo de compostos
fendlicos que promovem o escurecimento do meristema, o que dificulta a sua sobrevivéncia e
consequentemente o estabelecimento deste em cultura (MENDONCA et al., 2016). O 2-mercaptoetanol,
mais conhecido como [3 -Mercaptoetanol, € um composto quimico bastante utilizado para reduzir pontes
de dissulfureto e que pode atuar como um antioxidante. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
percentagem de oxidagcdo de dois genétipos de pimenteira-do-reino por cultivo de meristema em

diferentes concentragdes do 3 -Mercaptoetanol sob baixas temperaturas.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa
Amazobnia Oriental. Em casa de vegetagdo, foram coletados 4pices caulinares de dois genotipos de
pimenteira-do-reino (Cingapura e Clonada) infectadas com o virus PYMoV. Apos a coleta, os ramos
contendo gemas apicais foram cortados em pequenas estacas e imersos em solugdo de acido citrico (50
mM) e encaminhados ao Laboratério para o processo de assepsia € obtencao de meristemas. O processo
de assepsia foi dividido de acordo com a temperatura, onde todas as estacas permaneceram imersas nas
solugdes, em frascos de vidro com capacidade para 300 mL, em gelo seco (£4 °C) e sem gelo (£25 °C)
até o termino do processo e inoculagdo dos meristemas.

No laboratorio, foram realizadas lavagens das estacas em agua corrente e detergente neutro, sendo
as mesmas imersas em solugdo de Derosal® (0,1%) durante 20 minutos. Posteriormente, sob camara de
fluxo laminar, as estacas foram imersas em alcool 70% por um minuto e em seguida, em solucdo de
cloreto de mercurio (0,1%) por 10 minutos, seguidas de cinco lavagens com agua destilada autoclavada.
Antes dos meristemas serem extraidos para inoculagdo, as estacas ficaram imersas em solu¢ao de sulfato
de estreptomicina (antibidtico) durante 20 minutos e por fim, em solu¢do de mercaptoetanol
(antioxidante). Nesta ultima etapa, a imersdo ocorreu em diferentes concentracdes de mercaptoetanol (5,
10 e 15 mM) por 60 minutos, sendo cada tratamento representado por 10 explantes com 5 repetigdes. O
delineamento experimental foi fatorial 2 x 2 x 3 (2 temperaturas de incubagao na assepsia, 2 cultivares, e
3 doses de 3 -mercaptoetnol).

Apds esse processo de assepsia, os meristemas foram excisados com bisturi sob o auxilio de
estereomicroscopio. Os meristemas retirados (< 1 mm) foram inoculados em meio de cultura em frascos
contendo 5ml de meio basico de cultura MS o qual foi suplementado com BAP (benzilaminopurina) a 0,5
mg.L-1, AIA 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 sendo submetidos a posterior

autoclavagem a 121 ° C durante 20 minutos. Posteriormente a inoculagio, os meristemas foram mantidos
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em ambiente controlado com controle de temperatura (25 £ 3 °C). Os explantes foram mantidos em
fotoperiodo de 16h luz, e apos isso foram condicionados no escuro por 15 dias. Passando-se esse periodo
no escuro os explantes voltam a ser acondicionados no foto periodo inicial de 16h luz. Foram usados 20
meristemas por tratamento. O grau de oxidagdo foi verificado ap6s uma semana de cultivo, em que O° foi

considerado sem oxidacao; O* pouca; O** moderadamente e O*** totalmente oxidado. Foi analisada a

percentagem de oxidacao.

Resultados e Discussiao
O genotipo Clonada apresentou uma taxa de 4% explantes ndo oxidados (Figura 1). De acordo com
Barrueto Cid e Teixeira (2010) o estresse causado pela excisdo de explantes com o bisturi e associados ao
pequeno tamanho dos meristemas isolados, desencadeia a oxidagdo fenolica que ¢ uma das limitagdes. O
baixo percentual de explantes em desenvolvimento, a partir do meristema, também foi observado por
Costa (2016) na multiplicagdo in vitro de pimenteira-do-reino via cultivo meristema nas cultivares Apra,

Bragantina, Kottanadan e Kuthiravally, onde apenas 10% do material inoculado se desenvolveram in

vitro.
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Figura 1. Taxa de meristemas oxidados aos 30 dias de cultivo, 15 dias iniciais no escuto (A); fotoperiodo 16h. luz.

Apds 25 dias de cultivo, meristemas do genotipo Clonada apresentaram um aspecto esverdeado claro

com aumento de tamanho, caracterizando-se como competentes para a regeneragao in vitro. (Figura 2).

Figura 2. Meristema do genétipo Clonada de pimenteira-do-reino, em diferentes dias apds o cultivo in vitro.
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Diferente de Umadevi et al. (2015) que obtiveram sucessos na regeneracdo de brotagdes
proveniente de meristema apical de pimenteira-do-reino para produgdo de mudas na India, cujo protocolo
proporcionou 40% de sucesso na regeneragdo do meristema in vitro. Esse processo ¢ importante para a
producao massal de plantas elites e conservagao da espécie na regido. Resultados obtidos nessa pesquisa
demonstraram que o gendtipo influenciou na resposta quanto a oxidagdo e que a incubagdo inicial dos
explantes também favoreceu o processo de estabelecimento in vitro. O fato do gendtipo clonada ter
apresentado uma taxa de sobrevivéncia provavelmente estd ligado a maior taxa regenerativa e niveis

enddgenos de compostos fendlicos em relagdo ao genotipo Cingapura.

Conclusoes
O gendtipo influencia na regeneracdo de pimenteira-do-reino e o pré-tratamento térmico reduz a
oxidacdo em meristemas do genotipo Clonada. O mercaptoetanol na concentragdo de 15mM controla a

oxidagdao do meristema de pimenteira-do-reino no estabelecimento da cultura para a micropropagacao.
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Resumo: O enraizamento in vitro ¢ uma etapa importante no processo de micropropagagdo, por
permitir a formagdo de plantas completas para posterior aclimatizacdo as condigdes ex-vitro.
Objetivou-se no trabalho verificar o efeito do acido naftalenoacético (ANA) no enraizamento in vitro
de dois hibridos de pimenteira-do reino, um proveniente do cruzamento entre Bento x Guajarina e o
segundo do cruzamento entre Bragantina x Arborium. Foram usados os apices caulinares e segmentos
nodais com gemas laterais como explantes, inoculados em condigdes assépticas em frascos contendo
40 ml de meio bésico de cultura de Murashige e Skoog (MS), sacarose a 3%, vitamina 0,2, phytagel a
0,2% e pH ajustado para 5.8 com dose de 0,05 mg L' ANA ¢ o testemunha com . MS + 0 ANA para
os dois gendtipos. Ambos cultivados por seis semanas sob condi¢des 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, com 2 tratamentos e 5 repeti¢des, sendo um frasco com cinco
brotos por repeticdo. Os parametros avaliados foram: A percentagem de explante enraizados e o
comprimento da raiz (mm) comprimento do broto (mm), nimero de raizes. Os dados foram
submetidos a andlise da varidncia. Pode-se concluir com os resultados que ndo ha diferenca
significativa no desenvolvimento entre os dois hibridos a partir de brotos em meio 1/2 MS com 0,05

mg L de ANA.

Palavras-chave: brotos, enraizamento, genotipo

Introduciao
A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta trepadeira originaria da India. E a mais
importante especiaria comercializada mundialmente e ¢ usada em larga escala como condimento, e
também em industrias de carnes e conservas. Os maiores produtores mundiais da pimenta-do-reino sao
[ndia, Vietnd, Indonésia, Malasia e Brasil. No Brasil, o maior estado produtor ¢ o Pard que ¢
responsavel por cerca de 80% da produgdo do pais. A produtividade média varia de 2 a 5 toneladas de

graos por hectare (APHORTESP, 2015).
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