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PROPAGAÇÃO 1N. VITRO" DE PLANTAS DE PiMENTA-DO-REINO 

Orlei Filgueira de Lemos',ilmarina Campos de Menezes 2  e Vanusa Lopes da Silva 5  

RESUMO:. Ápices caulinares de pimenta-do-reínql provenientes de plântulas a partir da 
germinação de sementes In vitro", foram establecidos em meio básico MS, contendo AIA 
(0,5; 1,0 ou 2,0 mg.I') e BAP (1,0; 2,0 e 4,0 rng.l') durante 10 e 20 dias. Para a indução 
de múltiplas brotç5es, os explantes estabelecidos foram transferidos para o mesmo meio 
básico, mas contendo somente BAP (1,0; 2,0 e 4,0 mg.I '). Maior número de brotos por ,  

explante inicia/foi obtid& quando estabelecidos por 20 dias em meio MS. (AIA 0,5 ou 1,0 
mg.t e BAP 4,0 mg.I 1J e transferidos para meio contendo somente BAP a 4,0 mg.t' 
(média de seis brotos/explante), ou estabelecidos por 10 dias (AIA 1,0 mg.l -, e BAP 

2,0 mg.t' ou 1,0 e 2,0 mg./ 1),  e transferidos para mesmo meio, mas contendo Somente 
BAP (média de 5,0 brotos/explan te). As brotaç5es emitidas foram enraizadas em meio 
contendo ANA ou AIB 10,5; 1,5 e 2,5 mg.tÇ de cada) . Os plant/ets foram aclimatados 
com sucesso sob cámara de plástico em solo e as plantas cresceram norma/mente em telado. 

IN VITRO PROPAGATIONOFBLACK PEPPER PLANTS 

ABSTRACT: Shoot tips were taken from black pepper seed/ings which had in vitro grown 
and transfered lo MS medium supplemented witb IAA (0,5; 1,0 and 2,0 mgl ') and BAP 
(1,0; 2,0; and 4,0 mg1 1) for 10 or 20 days in order to micropropagate b/ack pepper. Multiple 
shoots were induced on basic MS medium containing BAP (1,0; 2,0; and 4,0 mg.i 

7),  only. 

Large number of shoots were recorded whon siloot tips cultures for 20 days on MS medium 
(IAA 0,5 and 1,0 mgl -, and BAP 4,0mg/ .1) and were transfered to basic MS containing 4,0 

mgl t  SAI' (mean of 6 shoots/explant), or cu/tures for 10 days (IAA 1,0 mgI 4  and BAP 1,0 

or 2,0 mgl 4) and were transferred to basic MS containing 1,0 or 2,0 mg/ -, SAP Imean of 
5,0 st?oot/exp/ant). Multíple shoots rooted on MS medium containing ANA oi AIB (0,5; 1,5 
and 2,5 mgt t  of each) deve/oped frito p/ant/ets and were successfully hardened in vinyl 
house on soil and norma//y growth in net house. 

INTRODUÇÃO 

A pimenta-do-reina (P1pEP nigrum L.) é uma especiaria muito cultivada em 
algumàs regiÔ es . tropicais e que :.assume. grande importância social e económica em 
países omoa'fndia; Malásia,. Brasil, SriLanka e outros. A produção mundial estimada 
para 1996 é superiora 180.000 toneladas, sendo. o Brasil o terceiro maior produtor, 
com uma produção acima de 19.000 toneladas, menor que a da Índia e da Indonésia 
(Interna tional, 1993) .Foi: introduzida no Brasil por japoneses, e a partir de poucas 
estacas; expandiu-sàrapidamente. Atualmente, um dos grandes entraves para sua 
produção é a doença fusariose causa da por Nectria haEmatococca f. sp. pipris, 
responsável pela redução do ciclo econômico e da produção (Albuquerque & Duarte, 
1977). A propagação vegetativa por estacas, forma comumente utilizada, favorece a 
proliferação da doença e somente permite a produção de cerca de 50 estacas 
enraizadas por ano, a partir de plantas com dois anos de idade (Mi/anez et ai. 1987; 
Milanez & Ventura, 1987). As cultivares disponíveis para cultivo são apenas três, 
Cingapura, Guajarina e Bragàntina, as duas últimas obtidas por introdução, competição 
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e seleção através da Embrapa-CPA TU, mas todas susceptíveis à doença (Albuquerque & 
Duarte, 1986, 1991). Espécies do género Piper como P. colubrinwn e P. attEnuatum 
têm demonstrado toleréncia e/ou resistência à fusariose (Albuquerque, 1968), mas o 
melhoramento convencional não tem conseguido êxito na obténção de genótipos com 
essa característica. 

As técnicas de biotecnoiogia têm apresentado novas alternativas para o 
melhoramento genético vegetal, principalmente para aquelas espécies cujo 
melhoramento convencional, por si só, não tem avançado. Esta técnica permite a 
multiplicação rápida de genótipos superiores, resgate de embriões de híbridos raros, 
conservação de germoplasma in vitro', produção de plantas transgênicas, dentre 
outras, porém o processo de regeneração de plantas in vitro - é a maior limitação para 
sua aplicação (Emons et ai. 1993). 

A micropropagação tem sido a principal aplicação prática das técnicas de 
cultura de tecidos de plantas. O uso tem viabilizado a propagação dona! em massa de 
plantas de bananeira (Cronauer & Krikorian, 1984) e de várias outras espécies frutíferas 
e ornamentais. Em pimenta-do-reino alguns trabalhos têm sido realizados para 
regeneração e multiplicação de plantas "in vitro", cujo fator limitante vem sendo o 
problema de contaminação por fungos e bactérias endógenas (Mathews & Rao, 1984; 
Fitchet, 1990; Philip et ai. 1992). Phhlíp et ai. (1992), considerando os resultados 
obtidos, estimam que é possível a micropropagação de mais de 15.000 plantas por ano 
a partir de um expiante. 

Neste trabalho descreve-se a metodologia empregada para a 
micropropagação de pimenta-do-reino a partir de ápices caulinares provenientes de 
plêntulas "in vitro". 

MATERIAL E MÉTODOS 

Sementes de pimenta-do-reino provenientes do Banco de Germoplasma do 
CPATU foram despoipadas e submetidas a tratamento de assepsia. Primeiramente em 
álcool a 70 % por dois minutos e depois imersão em solução de hipoclorito de sódio 
(NaClO/ a 2%, durante 15 minutos. Sob condições assépticas em câmara de fluxo 
laminar, as sementes foram lavadas com água destilada autoclavada por três a cinco 
vezes e, finalmente, inoculadas em frascos cilíndricos com capacidade para 300 ml, 
contendo meio básico MS (Murashige & Skoog, 1962), 3 % de sacarose, 0,7% de ágar 
e ajuste para pH 5,8, antes da autociavagem à temperatura de 121°C, por 15 minutos. 
As sementes em meio de cultura foram incubadas em condições de temperatura a 
25 ± 2°C, fotoperlodo de 16 h de luz por 8 h de escuro, intensidade de iluminação de 
3.000 lux para germinação e formação de plântulas. 

Estabelecimento e indução de brotações 

Âpices caulinares excisados de plântulas 'in vitro" foram inoculados em 
tubos de ensaio de 25 x 75 mm contendo meio básico de cultura MS e 6-benzilamino 
purina (BAP: 1,0; 2,0 e 4,0 mg.t) combinado com ácido indo/acético (AIA: 0,5; 1,0 e 
2,0 mg.t'), sacarose a 3 %, gelrite a 0,2 % e pH 5,8, antes da autoclavagem a 121°C 
por 15 minutos. A incubação foi realizada em sala de crescimento com temperatura de 
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25 ±2°C, fotoperlodo de 16 hde luz por 8h de escuro, intensidade de iluminação de 
3.000 lux e umidade relativa do ar de 50%, em média. Após 10 ou 20 dias de 
estabelecimento da cultura, os ápices caulinares que permaneceram verdes, com tecido 
vivo, foram transferidos para becker's de 100 ml com o mesmo meio básico, mas 
contendo BAP (1,0; 2,0 e 4,0 mg.t) combinado com ácido giberélico (GA3 0,3 mg.t 1), 
durante 30 dias, sob as mesmas condições de incubação de estabelecimento de cultura. 
Então, para a obtenção de múltiplos brotos, os explantes foram repicados para o mesmo 
meio de cultura e condições de cultivo, mas, somente com BAP (1,0; 2,0 e 4,0 mg.! 1). 
Os explantes foram mantidõs em meios de cultura com a mesma concentração inicial 
de BAP. Os parâmetros avaliados foram quanto à formação ou não de calos na base da 
explante e número de brotos emitidos por explante. 

Enraizamento e aclimatação das plantas 

Para enraizamento, os brotos individua/izados foram transferidos para meio 
básico de cultura MS contendo auxina, ácido indo/butírico (A/B) ou ácido a-
naftalenoacético (ANA), à concentração de 0,5; 1,5 ou 2,5 mg.í', por regulador de 
crescimento. Após 30 dias foi verificado o enraizamento ou não dos brotos. Os brotos 
enraizados, "pIantlets", foram retirados dos frascos, lavados em água corrente para 
retirada do excesso de meio de cultura e transferidos para copos de plástico de 300 ml 
contendo como substrato terra preta, serragem e esterco de curral na proporção de 
2:1:1 e mantidos por duas semanas sob condições de alta umidade proporcionada por 
pulverizações freqüentes no ambiente de uma câmara de 140 x 70 x 70 mm, construída 
de madeira com plástico sob um tela do com sombrite de 50 %. As plán tu/as 
permaneceram por duas semanas nessas condições e, em seguida, foram retiradas para 
condições apenas de telado até a formação das mudas. 

RESUL TADOS E DISCUSSÃO 

O processo de germinação do tipo epígeal in vitro#  teve início a partir do 
décimo dia através do desenvolvimento, inicia/mente, de raízes. Após 20 dias de cultura 
houve formação de plântulas e aos 30 dias as sementes viáveis germinaram e 
desenvolveram-se em plân tu/as. As plântulas com duas folhas definitivas foram usadas 
para retirada dos ápices caufinares, os quais foram usados no processo de 
micropropagação. 

No estabelecimento de cultura, os explantes inicia/mente sofreram processo 
de escurecimento, que em alguns casos levou à morte do tecido. Este processo foi mais 
intenso em explantes submetidos a meios sem regulador de crescimento, com alta 
concentração de BAP (4.0 mgf') em relação a AIA (05 mgf') e menos intenso quando 
ocorreu na concentração de BAP (1,0 mg.t') e A/A (0,5 mg.F'). A formação de calos na 
base do explante foi comum em todos os tratamentos, porém mais freqüente quando 
em meio com um nível de auxina maior que citocinina (2,0 e 1,0 mg.t', 
respectivamente) ou com um nível de citocinina quatro vezes maior que auxina (4,0 e 
1,0 ou 0,5 e 2,0 mg.F', respectívamente) ou então em igual concentração de cada 
regulador de crescimento. Ademais quanto maior o tempo de estabelecimento dos 
explantes em meio contendo auxina menor a formação de calos. Observações 

1• 



semelhantes quanto ao escurecimento dos expia lites e formação de calos foram 
realizadas por Mathews & Rao (1984) particuiarmente para indução de calos quando 
usaram BAP 11,0 mg.t.') combinado com qualquer tipo de auxina (Tabela 1). 

TABELA 1. Respostas de ápices caulinares quanto à oxidação e à formação de calos 
estabelecidos em meio básico MS, contendo diferentes combinações de AIA 
e BAP por 10 e 20 dias de cultura, avaliados aos 30 dias quando em meio 
sem AIA, mas com as mesmas concentrações de BAP e 0,3 mg.í' de GAa. 

BAP(mg.1') 

AIA (mg. / ') 	 Dias 1,0 	 2,0 4,0 

Oxidação' 	Calos2 	Oxidação 	Calos Oxidação 	Calos 

0,5 	10 0 	C 	0 C 
20 O 	C 	O' 	C++ C 

1,0 	 10 0 	C •  0 
20 0 	C 	 C 1  C 

2,0 	10 0 	C 	 C C++ 	C 
20 Q 	C 	0 	C O 

Testemunha3  Gr 	C 

7 Escurecimento do explante: a não oxidado; 0 baixa; 0 média; e 0 + + alta oxidação. 
2  Formação de calos: C não calos; C rara; C + baixa; C++ + moderada; e C + + alta. 

Tratamento livre de regulador de crescimento no meio de cultura. 

Os épicas caulinares em todos os tratamentos com BAP (1,0; 2,0; e 
4,0 mg.í'), combinados com GA3 , desenvolveram-se e aos 30 dias de cultura 
alcançaram crescimento que variaram de 10 a 30 mm. Além do mais, os ápices 
caulinares ao serem transferidos para os mesmos meios de cultura contendo somente 
BAP em iguais concentrações emitiram de 1-10 brotos por explante (Fig. 1). 
Apresentaram melhores performances (média superior a 6,0 brotos/explante) na 
concentração de 4,0 mg.f?  de BAP para explantes provenientes de estabelecimento por 
20 dias em meio de cultura contendo AIA (0,5 e 1,0 mg.t'). Em contraste, explantes 
estabelecidos por dez., dias nas mesmas condições de cultura tiveram uma resposta 
inferior. (média inferior. a 4,0 brotos/explante), o que demonstrou haver um efeito 
positivo da auxina para a melhor ação de BAP na indução de brotos em ápices 
caulinares de pimenta-da-reino. Philip et ai. (1992) obtiveram o estabelecimento e a 
indução de tratos a partir de épicos caulinares em meio de cultura MS contendo 1,5 
mg t' BAP e subsequente brotos laterais quando em meio de cultura com BAP e AIB 
(1,0 d '3,0 mg.f', respectivamente), enquanto que neste trabalho, ao se usar BAP a 1,5 
mg.tt 'obteve-se uma resposta média de brotos por explante inicial superior a cinco, 
indepndente do estabelecimento durante 10 ou 20 dias em auxina (Tabela 2). 

Os dados da Tabela 2 indicam ainda, que o pré-cultivo durante 20 dias dos. 
explantes em meio de cultura contendo AIA à concentração de 1,0 mg.í 1, favorece . a 
indução de múltiplas brotações em qualquer . concentração de BAP (1,0; 2,0 e 
4,0 mgt1). 
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EI G. 1. Indução de múltiplas brotações a partir de ápices caulinares após a 
transferência para meio básico MS com BAP após 30 dias de cultura. 

TABELA 2. Proliferação de brotos a partir de ápices caulinares em meio MS, contendo 
BAP e GA3, pré-cultivados em A/A e BAP por 10 ou 20 dias após 30 dias de 
cultura. 

BAP (mg.l ') 
A/A (mg./ ') 	Dias 	 Média ± desvio padrão de brotos/explanre 

1,0 	 2,0 

0,5 10 2,20 ± 1,32 4,38 ± 3,11 
20 1,75 ± 0,96 3,12 ± 1,36 

1,0 10 3,0 ± 1,41 5,00 ± 0,00 
20 5,50 ± 2,07 5/67 ± 1,53 

2,0 10 3,75 ± 0,50 4,17 ± 1,47 
20 3,67 ± 2,08 3,00 ± 1,15 

Testemunha 10 1,50 ± 0,58 
20 

3,50 ± 2,12 
6,20 ±3,27 

3,33 ± 1,03 
6,00 ± 2,38 

4,00 ± 1,30 
2, 002  

Média de cinco repetições. 
2  Dados referente a uma repetição devido à contaminação dos outros materiais. 

Tratamento sem regulador de c,escrnento mas que foram transferidos para novos meios de cultura no 
mesmo período. 
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O enraizamentc dos brotos (Fig. 2) foi possível tanto em AIB quanto em 

ANA, em todas as concentrações testadas (0,5; 1,5 ou 2,5 mg.t 1), porém, foi 

observada maior formação de número de raízes quando os brotos foram transferidos 

para meios de cultura contendo ANA. Matews & Rao (1984) e Khoon &Talib (1985) 

promoveram o enraizamento de brotos quando usaram ANA como auxina, prém em 

concentrações inferiores às usadas neste trabalho (0,2 e 0, 1 mg.t'.J. Isto demonstra o 

papel relevante desta auxina na indução de raízes. A aclimatação desses brotos 

enraizados ("p/antIets") foi obtida com sucesso em condições de e/evada umidade 

relativa do ar e em subs trato com terra preta, serragem e matéria orgánica (Fig. 3). As 

plantas desenvolveram-se norma/mente, com morfologia similar a das plantas 

propagadas por método convencional e podem ser testadas para a implantação de 

novos campos de produção de pimenta-do-reino (Fig. 4). 

F/G. 2. Enraizamento "in vitro" de brotos de pimiita-do-reino em meio básico MS 
com ANA ou A/B após 30 dias de cultura. 
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FIG. 3. Aclimatação de "p/ant/ets de pimenta-do-reino em substrato composto 

de terra pre a, serragem e rna téria orgânica na proporção de 2. -  1. 1. 
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FIG. 4. Plantas de pimenta do reino provenientes de propagação "in vitro" coi 
desenvolvimento normal. 
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CONCLUSÕES 

• Plantas de pimenta-do-reino foram propagadas in vitro através das 
técnicas de cultura de tecidos; 

• O pré-cultivo de explantes em meio de Cultura MS contendo A/A e BAP 
por período de 20 dias favoreceu a proliferação de múltiplas brotações em ápices 
caulinares quando o BAP foi usado, posteriormente, às concentrações de 1,0; 2,0 ou 
4,0 mgf'; 

• O enraizamento dos brotos foi facilmente induzido em meio de cultura MS 
contendo como auxina ANA ou AIB; e,. 

• Os "plantlets foram aclimatados sem problemas sob condições de 
e/evada umidade . relativa do ar em substra to composto de terra preta, serragem e 
matéria orgânica na proporção de 2:1:1 e desenvolveram-se com morfologia semelhante 
a das plantas propagacIs pelo método convencional. 
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