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RESUMO

A pimenta-longa (Piper hispidinervium C. DC.) € uma planta
nativa caracterizada pela producéo de safrol, um metabdlito secun-
dario usado naproducéo de perfumes, cosméticoseinseticidas. Neste
trabalho avaliou-se 0 uso potencia datecnologiade sementes sinté-
ticas como alternativa & propagagdo in vitro de pimenta-longa. Foi
estudada a influéncia da constituicéo da cdpsula sobre aformagéo e
conversao in vitro de unidades encapsulaveis. Sementes pré-germi-
nadas de pimenta-longa com 21 dias de cultivo em meio de cultura
de MS foram utilizadas como material de encapsulamento. A con-
centragdo de alginato de sodio utilizadanamatriz de encapsulamento
foi de 1,5% (p/v) e aesta consisténcia se testou nadguae o meio de
MS nas concentragdes plena (100%), 3/4 (75%) e 1/2 (50%) dos
sais e vitaminas, associado ou ndo a carvao ativado (3 g L) como
elementos dacapsula. Apbs encapsulamento, os cultivos foram man-
tidos em sala de crescimento a 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosade 30 mmol m?s?, onde ataxade conversdo e
a altura das plantas foram avaliadas quinzenalmente até 30 dias de
cultivo. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em
fatorial 2 x 4, com cinco repeticOes e dez unidades encapsulavels
por parcela. Verificou-se que o emprego de um endosperma sintéti-
co constituido por 3/4 dos sais e vitaminas de M S, acrescido de car-
véo ativado (3 g L?) (85,8% detaxade conversdo) ou autilizacdo de
MS pleno, independente do uso de carvao ativado (76,5%) promo-
veram as melhores taxas de conversao de sementes sintéticas de pi-
menta-longa. A altura das plantas ndo foi afetada pelas concentra-
¢Oes de MS e adi¢éo de carvéo ativado a capsula.

Palavras-chave: Piper hispidinervum, micropropagacéo, sementes
artificiais, unidades encapsulaveis, alginato de sadio, carvao ativado.

ABSTRACT

Composition of the encapsulation matrix on the formation
and conversion of synthetic seeds of long pepper

Long pepper (Piper hispidinervum C. DC.) is a native plant
characterized by the production of safrol, a secondary metabolite
used in the production of perfumes, cosmetics and insecticides. In
the present work the potential use of synthetic seeds technology as
an alternative to in vitro propagation of long pepper was evaluated.
The influence of capsule constitution on formation and conversion
of in vitro encapsulated units was also studied. Long pepper pre-
germinated 21-day old seedswere used asmaterial for encapsulation.
The concentration of sodium alginate used in the encapsul ation matrix
was 1,5% (p/v) and this consistency was tested in water or MS at
full (100%), 3/4 (75%) and %2 (50%) concentration of salt and
vitamins, associated or not to active charcoal (3 gL™), asnutritional
elements of the capsule. After encapsulation, cultures were
maintained in agrowth room at 25+2°C and a photoperiod of 16 h at
30 mmol m2s?, where the conversion rate and height of the plants
were evaluated for a month. The experimental design was of
randomized blocks arranged in a 2 x 4 factorial scheme, with five
replicates and ten encapsulated units for replicate. It was verified
that The employment of asynthetic endosperm constituted by MSat
¥, concentration, enriched with active charcoal (3 g L) (85.8% of
conversion) or MS at full concentration, independently of active
charcoal (76.5%), promoted the best results on the conversion of
synthetic seeds of long pepper. The height of the plants was not
affected by the M S concentrations and addition of active charcoal to
the capsule.

K eywords: Piper hispidinervum, micropropagation, artificial seeds,
encapsulated units, sodium alginate, active charcoal.
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ma espécie vegetal que tem des-

pertado o interesse de empresarios
do ramo de fitoquimicos utilizados nas
indUstrias de cosméticos e bioinseticidas
éapimenta-longa (Piper hispidinervum
C. D.C)), planta pertencente a familia
Piperaceae, encontrada naturalmente
como vegetacdo secundaria em regides
daAmazbnia. Seu grande valor comer-
cial reside na producéo de um 6leo es-
sencial com elevado teor de safrol, um
importante metabdlito secundario usa-
do pela indistria quimica na obtencdo
de heliotropina, amplamente utilizada
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como fragréncia, e butéxido de
piperonila(PBO), umingrediente essen-
cial para inseticidas biodegradaveis a
base de piretrum (Wadt, 2001).
Contudo, por ainda se tratar de uma
espécie em fase de domesticagéo e pra-
ticamente desconhecidado ponto devis-
tacientifico, pesquisas envolvendo mé-
todos mais eficientes de propagacédo e
conservagao e que possibilitem avangos
no melhoramento vegetal desta espécie
ou que favorecam a sintese de safrol, se
fazem necessérios (Guedes & Pereira,
2006). Nesse contexto, poucas S0 as

pesquisas jarealizadas com o0 emprego
de técnicas biotecnoldgicas para a pi-
menta-longa, sendo que as existentes se
restringem a poucos trabalhos sobre
calogénese e cultivo de célulasemmeio
liquido (Pescador et al., 2000; Valle,
2003; Costa & Pereira, 2005; Silva et
al., 2006).

A tecnologiade producdo de semen-
tes sintéticas vem se revelando como
importante ferramenta em trabalhos de
micropropagacao e conservacdo in vitro
de germoplasma. Além de permitir a
manutencdo da identidade genética do
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material vegetal e a répida multiplica-
¢ao dos propagulos, atécnicafacilitaa
trocade germoplasmaentreinstituices
de pesquisa e a conservacdo de
genotipos desejavei s abaixos custos sob
condi¢des in vitro, além de permitir o
estabelecimento de propagulos direta-
mente no campo (Maruyama et al.,
1997; Nassar, 2003; Rech Filho, 2004).

Em geral, os estudos sobre
encapsulamento envolvem o emprego
de embrides sométicos como fonte de
explantes (Castillo et al., 1998; Ara et
al., 1999), havendo poucas pesguisas
utilizando outros tipos de explantes
como unidades encapsulaveis
(Ganapathi et al., 1992; Sandoval &
Guerra, 2002; Soneji et al., 2002;
Nassar, 2003; Guedes et al., 2007).
Como agente encapsulante, o alginato
de sodio tem sido o0 mais utilizado, de-
vido a sua solubilidade a temperatura
ambiente, habilidade de gel permeavel
com o cloreto de calcio, boa proprieda
degelificante, baixo custo, facilidade de
uso e auséncia de toxicidade (Guerra et
al., 1999).

Entretanto, apesar dos resultados
positivosjaobtidos com estatecnol ogia,
ha ainda necessidade de inovagoes e,
sobretudo, melhorias quanto a adequa-
¢80 dostipos e concentragdes dos cons-
tituintes a serem introduzidos a matriz
de encapsulamento ou endospermasin-
tético (Guerra et al., 1999; Guedes et
al., 2007). Varios sdo os €lementos
comumente utilizados durante a produ-
¢80 de sementes artificiais, como macro
emicronutrientes, vitaminas, fungicidas
e sacarose (Saiprasad, 2001; Sandoval
& Guerra, 2002; Martin, 2003). No en-
tanto, outros compostos também tém
sido introduzidos na matriz de alginato
com o objetivo de melhorar a conver-
s80 das unidades encapsuladas em plan-
tas, entre o0s quais, citam-se
osmorreguladores como sorbitol e
manitol e fitorreguladores como BAP,
ABA eAG, (Nieveset al., 1998; Araet
al., 1999; Inocente, 2002).

Este trabalho objetivou avaliar a
possibilidade de uso da tecnologia de
sementes sintéticas como ferramenta
alternativa a producéo in vitro de
propagulos de pimenta-longa (Piper
hispidinervumC. DC.), visando estudos
futuros de conservagdo in vitro daespé-
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cie. Para tanto, a influéncia da compo-
sicdo da matriz de encapsulamento na
formac&o e conversdo de sementes sin-
téticas de pimenta-longa, a partir de se-
mentes pré-germinadas, foi avaliada.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
L aboratério de Morfogénese e Biologia
Molecular da EmbrapaAcre, Rio Bran-
co. Para 0 encapsulamento, utilizaram-
se.como unidades encapsul aveis semen-
tes pré-germinadas de pimenta-longa
com 21 dias de cultivo (Guedes et al.,
2006). Para tanto, as sementes foram
desinfestadas por imersao em alcool
70% (v/v) por 1 minuto, seguido por
hipoclorito de sddio 50% (v/v) da con-
centracdo comercial por 20 minutos e,
entdo, lavadas por trés vezes em &gua
destilada e autoclavada. Em seguida,
foram colocadas paragerminar em meio
constituido pelossaisevitaminasdeM S
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido
de 30 g L de sacarose e solidificado
com 6 g L-*de &gar. O pH do meio foi
gjustado para 5,8+0,1 anteriormente a
adicdo do agente gelificante, sendo em
seguida autoclavado a121°C e 1,5 atm
por 15 minutos para esterilizac&o.

ApOstrés semanas de cultivo, as se-
mentes pré-germinadas foram inicial-
mente selecionadas, e entdo misturadas
amatriz de alginato de sodio (1,5% p/
v). Posteriormente, com o auxilio de
uma pipeta automatica com ponteira
autoclavada (gjustada para 350 L), as
unidades encapsulaveis foram indivi-
dualmente resgatadas e gotejadas em
solugéo de CaCl,.2H,0 (50 mM), na
qual permaneceram por 20 minutospara
complexacdo. Em seguida, as sementes
sintéticas, individualmente formadas
por uma semente pré-germinada envol-
tanamatriz de encapsulamento (Figura
1), foram submetidas atréslavagensem
agua destilada e esterilizada para areti-
rada do excesso de CaCl,.2H,0.
Sequencialmente, assementesartificiais
foram imersas em solugéo de KNO,
(100 mM) por 20 minutos para a
descomplexac&o, sendo em seguidano-
vamente lavadas em agua destilada e
esterilizada, e colocadas em frascos de
vidro de 250 mL de capacidade com 40
mL de meio de MS para emergéncia e

desenvolvimento. Tanto a solucéo de
alginato de sodio (Synth®) com os res-
pectivos tratamentos, como as solugdes
de CaCl,.2H,0 e de KNO, foram este-
rilizadas por autoclavagem a 121°C du-
rante 15 minutos e 1,3 atm de presséo.

Os tratamentos consistiram da in-
fluéncia da constituicdo da capsula
(4gua ou sais e vitaminas de MS nas
concentracfes 1/2, 3/4 e plena do meio
de MS), associado a adicdo ou néo de
carvéao ativado (3 g L ™). O delineamen-
to experimental empregado foi inteira-
mente casualizado, em fatoria 2 x 4,
sendo cadatratamento representado por
cinco repeticdes, e dez unidades
encapsuladas por parcela. Quinzenal-
mente foi avaliada a conversdo (emer-
géncia das unidades encapsuléveis) e
aturadas plantas por um periodo de 30
dias.

Para isso, ap0s descomplexagdo, o
material foi mantido em sala de cresci-
mento, a temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 30 mmol m? s?. Os dados
obtidos foram analisados com o empre-
go do programa estatistico SANEST
(Zonta & Machado, 1984) e, as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a5% de
probabilidade. Dados expressos em per-
centagem (x) foram transformados para
raiz quadrada do arco seno (x/100)°5.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A adicéo de concentragcBesmaisele-
vadas do meio MS (3/4 e pleno) nama-
triz de encapsulamento proporcionou
percentuais de conversdo das sementes
pré-germinadas de pimenta-longa sig-
nificativamente superiores ao tratamen-
to onde se utilizou a agua como
constituinte do endospermaartificia (Ta
belal). Resultados semel hantes aos ob-
tidos neste trabalho foram observados
por Sandoval & Guerra (2002) com
microbrotos de bananeira e por Rao &
Singh (1999), trabal hando com Solanum
melongena. Ao contrario, Castillo et al.
(1998), estudando o encapsulamento de
embrides sométicos de maméao, obser-
varam que a freqiiéncia de regeneracéo
dos embrides encapsulados foi signifi-
cativamente afetada pela presenca de
sais nutritivos na capsula, sendo os me-
Ihores resultados obtidos em unidades
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Composi¢do da matriz de encapsulamento na formag&o e conversdo de sementes sintéticas de pimenta-longa

Tabela 1. Influéncia da constituicdo da matriz de encapsulamento sobre a taxa de conversdo e atura (cm) de plantas de pimenta longa
(influence of the encapsulation matrix in the conversion and height (cm) of long pepper plants). Rio Branco, Embrapa Acre, 2006.

Taxa de conversao (%), Constituicdo da capsula*

Epoca de Agua

MS 2 MS %

MS pleno

cate S— Média

avaliagao (dias) carvao ativado (3 gL)

com sem com sem com sem com sem
15 64,9 521 84,7 54,4 85,8 60,2 711 73,7 684 b
30 65,9 64,4 87,2 70,0 85,8 73,7 72,5 89,0 76,1 a
Média 65,4A 58,2A 85,9A 62,2B 85,8A 66,9B 71,8A 81,3A
Média 61,8B 74,0AB 76,3A 76,5A

Altura de plantas (cm), Constituicdo da capsula*

Epoca de Agua MS V2 MS % MS pleno Media
avaliagao (dias) carvao ativado (3 gL™)

com sem com sem com sem com sem
15 04 0,5 0,5 04 0,5 04 0,5 04 0,4b
30 0,5 0,6 0,9 0,7 0,8 0,8 0,7 0,8 0,7a
Média 0,4A 0,5A 0,7A 0,5A 0,6A 0,6A 0,6A 0,6A
Média 0,4A 0,6A 0,6A 0,6A

M édi as seguidas de mesmaletra paracadaitem avaliado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P<0,05 (meansfollowed by the same letter
within each evaluated item did not differ from each other by the Tukey test, P<0.05).
* MS¥%,, MS¥%eMS pleno = 50%, 75% e 100% de sais e vitaminas do meio de culturade MS (Murashige & Skoog, 1962), respectivamente
(50%, 75% e 100% of salts and vitamins of the MS medium (Murashige & Skoog, 1962), respectively)

encapsuladas em matriz de al ginato com
MS na concentracdo %2, com 77,5% de
germinagdo dos embrides.

Para os tratamentos onde se utilizou
0s sais e vitaminas de M'S nas concen-
tracBes 1/2 e 3/4, o acréscimo de carvéo
ativado (3 g L) a matriz de
encapsulamento promoveu resultados
significativamente superiores no
percentual de conversdo das plantas
guando comparado aostratamentos sem
apresencade carvéo ativado. Por outro
lado, no tratamento que se testou a con-
centracdo plenados sais e vitaminas de
MS, ndo foram observadas diferencas
significativas na taxa de conversdo das
plantas de pimenta-longa com a inclu-
s80 de carv8o namatriz de alginato, su-
gerindo que a ata concentracdo de sais
proporcionada pelo M S na sua concen-
tracdo plenafoi suficiente paragarantir
0 desenvolvimento do material. Estu-
dando o efeito do carvéo ativado e do
fungicidabenlate como constituintes da
matriz de encapsulamento naconversio
de microbrotos de bananeira cv. Gran-
de Naine, Sandoval & Guerra (2002)
verificaram que o carvéo ativado (1,59
L), associadoal gLt debenlate, além
de promover o maior percentual decon-
versao das unidades encapsulaveis, re-
duziu a oxidac&o dos explantes, melho-
rando o vigor das plantas. Segundo
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Figura 1. Aspecto damatriz de encapsulamento (endosperma sintético) com (a) e sem carvao

ativado (b) na sua.composi¢éo (aspect of encapsulation matrix (synthetic endosperm) with (a)
and without (b) active charcoal in its composition). Rio Branco, EmbrapaAcre, 2006.

Saiprasad (2001), outro efeito importan-
te promovido pelaadicdo de carvao ati-
vado amatriz de alginato é o incremen-
to na respiracdo dos explantes
encapsulados e a adsor¢éo de aglome-
rados de nutrientes que sao
gradativamente liberados para o
explante, favorecendo assim o desenvol-
vimento dos cultivos. Antonietta et al.
(1999) reportaram que a utilizacdo de
um endosperma sintético contendo ade-
guadaconcentracéo de nutrientese uma

fonte de carbono promoveu 6tima ger-
minacéo e conversdo de embribes
sométicos de Citrus reticul ata.

Jaem relacdo a época de avaliagao,
0 maior percentual médio de conversdo
foi obtido apds 30 dias de cultivo, inde-
pendente da constituicdo e adicdo de
carvao ativado amatriz deaginato (Ta-
bela 1). Quanto a atura das plantulas
emergidas (convertidas), nenhumadife-
rengasignificativafoi observada paraa
constituicdo do endosperma sintético,
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diferentemente do fator época de ava-
liac8o. Desse modo, passados 30 dias
da descomplexacdo das unidades
encapsulaveis de pimenta-longa em
KNO,, a altura média das plantulas al-
cancou 0,7 cm, valor significativamen-
te superior aquele observado aos 15 dias
deavaliacdo, 0,4 cm (Tabelal). Emre-
lacdo a presenca ou auséncia de carvéo
ativado no endosperma sintético, néo
foram constatados ef eitos significativos
sobre a altura das plantas.

Conclui-se que 0 emprego de um
endosperma sintético constituido por
75% dos saisevitaminasde M S, acres-
cido decarvéo ativado (3g L), ou pela
concentracdo plenado meio MS promo-
veram as mais altas taxas de conversao
de sementes sintéticas de pimenta-lon-
ga. A dturadas plantulas néo foi afeta-
dapelas concentraces de M S e de car-
vdo ativado na matriz de
encapsulamento, apds 30 dias dasemea
duraem meio de MS.
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