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RESUMO

A fusariose € uma doenca que tem comprometido grandes areas plantadas de P. nigrum,
ocasionando grandes perdas na produgdo. Dessa forma, as técnicas de cultura de tecidos
surgem como uma alternativa para auxiliar na solucdo de problemas relacionados ao
cultivo por meio da producdo e clonagem de mudas sadias e dos programas de
melhoramento genético visando ao aumento da produtividade da pimenta—do-reino. O
experimento foi executado no laboratério de Recursos Genéticos e de Biotecnologia
Vegetal da Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA. O material vegetal utilizado foram
segmentos caulinares com gemas apicais e axilares do hibrido intraespecifico de pimenta-
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do-reino (Piper nigrum L.), proveniente do cruzamento entre as cultivares Apra X
Guajarina. Os explantes foram inoculadas em frascos de 300 mL, contendo 40 mL de
meio de enraizamento ¥2 MS suplementado com diferentes combinagdes dos reguladores
de crescimento ANA e AIB (0,0; 0,1; 0,2; 0,5 mg.L1). Considerando a média por frasco
em cada tratamento, os dados foram analisados através de analise de variancias e teste de
Tukey a 5% de probabilidade para comparacdo das médias, utilizando o programa
ASSISTAT 7.7 beta. Para a obtencdo de brotos enraizados, as concentrac¢des 0,2 e 0,5 mg
L de ANA foram as mais eficientes para estimular o aumento de comprimento de brotos
e numero de raizes, respectivamente.

Palavras-chave: pimenta-do-reino, inducdo de raizes, acido naftalenoacético, acido
indolbutirico

ABSTRACT

The fusariosis is a disease that has compromised large areas planted P. nigrum, causing
great losses in production. Thus, tissue culture techniques appear as an alternative to try
to solve the problems related to the cultivation and productivity of black pepper. The
experiment was carried out at the Laboratory of Genetic Resources and Plant
Biotechnology at Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA. The plant material used was
the intra-specific hybrid of pepper of the kingdom (Piper nigrum L.), from the cross
between the cultivars Apra X Guajarina. The buds were inoculated in 300 mL flasks
containing 40 mL of ¥2 MS rooting medium supplemented with different combinations of
growth regulators ANA and AIB (0.0, 0.1, 0.2, 0.5 mg.L- 1). Data were analyzed through
analysis of variances and Tukey's test of means comparison, considering the mean per
vial in each treatment, using the ASSISTAT 7.7 beta program. The concentrations of 0.2
and 0.5 mg L -1 of ANA were more efficient to stimulate the increase of shoot length and
number of roots respectively.

Keywords: pepper, root induction, naphthalene acetic acid, indole-butyric acid.

1 INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial de pimenta-do-reino,
com producdo de 118.057 toneladas, ficando atras do Vietnd, com 288.167,21 toneladas
produzidas, sendo 92.065 toneladas o quantitativo da exportacdo brasileira. O pais possuli
area colhida de 37.994 hectares e rendimento médio de 3.107 quilogramas por hectare
(FAO, 2023; IBGE, 2023). No entanto essa produtividade e longevidade das plantas tem
sido reduzida pelo ataque da fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. Piperis,

e de viroses, causadas pelos virus CMV (Cucumber mosaic virus) e PYMoV (Piper
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yellow mottle virus) (LEMOS et al., 2014), os quais tem comprometido grande extensdes
de area plantada.

Dessa forma, as técnicas de cultura de tecidos, especificamente a
micropropagacdo, surgem como alternativa para solucionar problemas relacionados a
producdo de mudas sadias e a clonagem de plantas afim de melhorar o cultivo e
produtividade da pimenta—do—reino, permitindo a répida propagagdo de plantas, assim
como a producdo de mudas em larga escala (MOURA et al., 2008).

O método de cultivo in vitro por meio da micropropagacéo, além de auxiliar em
programas de melhoramento genético de plantas, dispde 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), 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).

As auxinas sdo utilizadas comercialmente na agricultura para o enraizamento de
estacas para propagacdo de plantas, como ocorre na cultura de tecidos na fase de
enraizamento da parte aérea (CARVALHO et al., 2011). Segundo Salisbury & Ross
(1992), as auxinas responsaveis por diversos efeitos fisioldgicos na planta, destacando-se
a formacdo de raizes adventicias em estacas ocasionadas por alongamento e divisao
celular. Dentre as auxinas, o acido indolilacético (AlA) foi a primeira descoberta, seguido
de substancias sintéticas com acdo semelhante ao AIA utilizados na promocdo da
iniciacdo radicial, como o &cido indolilbutirico (AIB) e o &cido naftaleno acético (ANA).

Neste sentido, avaliou-se a influéncia de diferentes dosagens de &cido
naftalenoacético (ANA) e &cido indolbutirico (AIB) no enraizamento in vitro de brotos
do hibrido intraespecifico oriundo do cruzamento entre as cultivares Apra e Guajarina da

espécie Piper nigrum L.
2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Recursos Genéticos e de

Biotecnologia Vegetal da Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA. O material vegetal
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utilizado foi o hibrido intraespecifico de pimenta-do-reino, proveniente do cruzamento
entre as cultivares Apra x Guajarina. A partir das plantulas germinadas in vitro, como
fonte de explante, foram obtidos segmentos caulinares com gemas axilares e apicais, do
referido hibrido, as quais foram inoculadas em frascos de 300 mL, contendo 40 mL do
meio de enraizamento 2 MS (MURASHIG E SKOOG, 1962) suplementado com
diferentes combinagdes de reguladores de crescimento ANA e AIB, conforme Tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos para diferenciagdo de raizes e parte aérea de hibrido intraespecifico de pimenteira-
do-reino em meio de cultura %> MS suplementado com &cido naftalenoacético (ANA) e acido
indolbutirico (AIB).

Tratamentos ConcentracOes dos reguladores de crescimento

T1 0,0 mg. L?

T2 0,1 mg.L? de ANA
T3 0,2mg.L* de ANA
T4 0,5mg.L? de ANA
T5 0,1 mg.L! de AIB
T6 0,2mg.Ltde AIB
T7 0,5mg.Lt de AIB

Fonte: autores (2023)

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com sete
tratamentos e cinco repeti¢fes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um
frasco contendo cinco explantes.

O experimento foi conduzido sob condi¢6es controladas de cultivo e fotoperiodo
de 16h luz.dia®, intensidade luminosa de 25 pmol.s™.cm e temperatura de 25 + 2°C.

A avaliacdo quanto a inducdo/proliferagéo de raizes, através da contagem de raizes
foi realizada semanalmente durante trés semanas.

As avaliacOes foram realizadas a partir da primeira semana de inoculacdo quanto
ao namero de raizes por tratamento. Os dados obtidos da variavel tratamentos x tempo
foram submetidos a analise de variancia pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e
transformados para ACOS VX/100 (Tabela 2). Para anélise de niimero de raizes/broto,

comprimento de caule e niumero de folhas/broto os dados foram transformados para
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VX+1, e para anélise de comprimento de raiz os dados formam transformados em Log10
(x+1) (Tabela 3).

Apds quatro semanas os explantes foram retirados dos frascos, lavados em agua
corrente e avaliados quanto as caracteristicas biométricas de numero de raizes,
comprimento de raiz, comprimento de caule e nimero de folhas por broto. Considerando
a média por frasco em cada tratamento e utilizando o programa ASSISTAT 7.7beta, 0s
dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade

para comparacao das médias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fase de obtengdo de brotos enraizados para inducéo/proliferacdo de raizes
(Tabela 2) e numero de raizes/broto (Tabela 3), as médias das concentracfes dos
reguladores de crescimento ANA e AIB submetidos a analise estatistica, nao
apresentaram diferengas significativas, sendo que mesmo sem regulador de crescimento
no meio de cultura (T1) ocorreu a inducdo de primérdios radiculares para a obtencdo de
brotos enraizados. Tal resultado, corrobora com os dados de Feliciana et al. (2017) que
concluiram que a aplicacdo dos fitohormdnios ndo exerceram influéncia no enraizamento
de azaléia (Rhododendron simsii Planch).

Ramos et al. (2021) obteve em duas cultivares de pimenta-do-reino (Apra e
Bragantina) menor taxa de indugéo de raizes na dose maxima de ANA utilizada (1.074
umol/L) em que foram observadas raizes curtas e grossas. Auxinas e citocininas sao
horménios fundamentais envolvidos na regulacdo do crescimento e desenvolvimento dos
vegetais, principalmente nos processos que determinam a arquitetura das raizes
(BIELACH et al., 2012). Contudo, para ocorrer 0 alongamento das raizes, em geral sdo
necessarios estimulos relacionados a disponibilidade de agua e nutrientes (Peres et al.
(2009).
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Tabela 2. Nimero de raizes por tratamento na 13, 28 e 3% ap6s a inoculacdo dos explantes.
Inducdo/proliferagdo de raizes (n° de raizes)

Tratamento 12 semana 2% semana 32 semana X

T1 1.5190 1.5190 1.5159 1.51799 a
T2 1.4460 1.4375 1.4223 1.43527 bc
T3 1.4015 1.3918 1.3718 1.38839 cd
T4 1.3974 1.3504 1.3369 1.36159 d
T5 1.5224 1.4823 1.4909 1.49855 a
T6 1.5708 1.4972 1.4772 1.51506 a
T7 1.5708 1.4740 1.4337 1.49282 ab
X 1.48971 a 1.45032 b 1.43554 b

Meédias seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Fonte: autores (2023).

Tabela 3. Diferenciacéo de raizes e desenvolvimento caulinar a partir de gemas cultivadas em meio
basico de cultura % MS suplementado com diferentes concentracdes de ANA e AIB.

Comprimento rai-

Tratamentos N° Raiz/broto zes (mm) Caule (mm) N° Folhas/broto
T1 1.60545 b 1.44974 a 3.63842 ab 2.00272 a
T2 1.85607 ab 1.70048 a 4.09772 ab 2.00495 a
T3 2.04967 ab 1.75465 a 444411 a 1.99875a
T4 2.38665 a 1.59528 a 3.85308 ab 1.80819 a
T5 1.64983 b 1.68953 a 3.33801hb 1.91603 a
T6 1.71915b 1.64529 a 3.4820 b 2.01870 a
T7 1.87632 ab 1.61122 a 3.60672 ab 1.90541 a
CV% 14.28 15.44 11.61 8.33

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Fonte: autores (2023).

Ao observarmos a analise da varidvel nimero de raizes (Figura 1), a concentracdo
de 0,5 mg.L-! de ANA (T4) se destacou em comparagdo as demais concentracdes e ao
fitohormonio AIB. Esses resultados foram similares aos obtidos por Ramos et al., (2014)
que alcangaram 0 enraizamento e o crescimento dos brotos in vitro da cultivar
Kuthiravally de pimenteira-do-reino nas combinagfes de ANA a 5,0 uM com 20, 30 ou
40 g L™ de sacarose, e 1,0 pM de ANA combinado com 20 ou 30 g L de sacarose.
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Figura 1. Analise de regresséo para a variavel nimero de raizes, mostrando o comportamento linear dos
reguladores de crescimento ANA e AlB nas diferentes concentragdes (0,0 mg.L?, 0,1 mg.L?, 0,2 mg.L™?
e 0,5 mg.Lh). Dados transformados VX+1 numa 4rea aceitavel.

3 .
y=1,4929x + 1,6789
R2=0,9622 p <0,01
. 2,5
A A ANA
N
kS ® AB
S :
< y =0,55x + 1,605 Linear (ANA)
% 1 4 R?=0,9965 — — -Linear (AIB)
2
=
0,5 -
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentracéo dos reguladores (mg.L1)

Fonte: autores (2023).

Sorgato e Sousa (2014) demonstraram que a dosagem de 3,2 mg L de ANA é a
mais eficiente concentragcdo encontrada para o0 enraizamento in vitro de Dendrobium
phalaenopsis. De acordo com Alcantara et al. (2010), para estacas de jamboldo o
tratamento com 1.000 mg L-1 de ANA e AIB foi o mais efetivo no enraizamento, sendo
que o tratamento com ANA proporcionou maior porcentagem de enraizamento. O
aumento das concentracdes de ANA até a concentracdo de 1.500 mg L-1 possibilitou a
formacdo de maior nUmero e comprimento das raizes in vitro.

No entanto, para Ramos et al. (2021), para as cultivares de pimenteira-do-reino
quando cultivadas in vitro e submetidas a altas doses de auxina, as brotagdes podem ficar
prejudicadas quanto a sobrevivéncia das plantas na fase de ex vitro devido a toxicidade.
Isso ocorre porque os fitorreguladores atuam em concentra¢fes extremamente baixas, da
ordem de miligramas ou micromolares, o que pode inibir, modificar ou promover o
crescimento das plantas. Para uma producdo de mudas homogénea, visando a produgéo
em escala comercial, a emissdo de raizes em maior nimero e comprimento € fator
importante, pois um sistema radicular bem formado favorece a absorgdo de nutrientes e
agua (SILVA et al., 2019).
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Cardoso et al. (2013) mostraram que o fitorregulador ANA é eficiente para induzir
0 enraizamento de explantes de pimenteira-do-reino, corroborando com Silva et al. (2013)
que obtiveram 100% de enraizamento de explantes desta mesma cultura utilizando ANA.
Moura et al., (2015) concluiu que a concentragdo 3.000 mg L-! de ANA ¢é mais adequado
para estimular aumento no numero de raizes em Bougainvillea spectabillis Willd. Ja
Oliveira et al. (2015) obtiveram a maior porcentagem de enraizamento de catuaba
(Anemopaegma arvense (Vell.) Stell. ex de Souza na dosagem de 2 mg L-1 de ANA.
Porém, Faganello et al. (2015) ndo obtiveram efetivo significativo no enraizamento de
estacas de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud. com esse regulador.

Sobre a rizogénese in vitro, Lemos (2003) verificou que o enraizamento de brotos
de pimenteira-do-reino sob efeito de ANA é mais eficiente em meio de cultura contendo
a concentracdo de 0,1mgL-1 deste fitorregulador quando comparado com meio de cultura
sem regulador de crescimento, por apresentar raizes de espessuras mais finas e com raizes
secundérias.

Quanto ao desenvolvimento do comprimento de brotos (Figura 2) a concentragédo
de 0,2 mg.L-! de ANA apresenta uma melhor performance em relagio as demais. Huyen
et al., (2014) enraizaram brotos de pimenteira-da-reino em meio de cultura %2 MS
suplementado com 0,2 mgL-1 de ANA. O mesmo efeito foi observado em brotos de
plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum por Silva et al. (2013). A utilizagéo de auxinas
sintéticas pode ndo ocasionar resultados satisfatorios em algumas espécies (BIASI et al.,
2002). E a auséncia de efeito significativo no enraizamento das estacas pode estar
relacionado a diversos fatores, mas principalmente ao tipo de estaca utilizado (SOUZA
et al., 1995).
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Figura 2. Analise de regressdo para a variavel comprimento de broto, mostrando o comportamento linear
dos reguladores de crescimento ANA e AIB nas diferentes concentragdes (0,0 mg.L?, 0,1 mg.L?, 0,2
mg.L ™ e 0,5 mg.L?). Dados transformados VX+1 numa 4rea aceitavel.

5 - y =-11,655x2 + 6,2818x + 3,6252
= 2= <0,01
T 45 R2=0,9938 p<0,0
’g 4
£ 35
8 ]
s 3 A ANA
o 2,5 - y = 3,384x2 - 1,6387x + 3,5914
© 5 R?=0,5801 ® AB
2
g 1,5 Polinomial (ANA)
g 17 Polinomial (AIB)
§ 0,5 -
~ 0 T T T T T 1
=

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentragdo dos reguladores (mg.L1)

Fonte: autores (2023).

Para ZENY e TROJAN, 2016, as auxinas estdo ligadas a sintese de RNA e a
divisdo celular, promovendo o inicio dos primérdios radiculares, e sdo necessarias para o
desenvolvimento de novos tecidos radiculares e, consequentemente, estimulam o
crescimento das plantas, portanto, desempenham um papel importante na indugdo de

raizes e formacdo de mudas.

4 CONCLUSAO

A aplicagdo exdgena de auxinas no processo de enraizamento in vitro é necessaria
para pimenteira-do-reino. As concentragfes 0,2 e 0,5 mg L™ de cido naftalenoacético
(ANA) influencia no enraizamento in vitro de hibrido de pimenteira-do-reino e sao
eficientes para estimular o aumento de comprimento de brotos e nimero de raizes,

respectivamente.
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