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PROPAGACAO “IN VITRQ” DE PLANTAS DE PIMENTA-DO-REINO

Oriel Filgueira de Lemos’, limarina Campos de Menezes® e Vanusa Lopes dé Sitva®

RESUMO: Apices caulinares de. pimenta-do-reinc. provenientes de plntulas a partir da
germinagdo de sementes.-“in vitro”, foeram estabelecidos em meio basico MS, contendo AlA
{0,5; 1,0 ou 2,0 mg.1"") e BAP (1,0; 2,0 e 4,0 mg.I"") durante 10 e 20 dias. Para a indugdo
de muitiplas brotagGes, 0s explantes estabelecidos foram transferidos para o mesmo meio’
bésico, mas contendo somente BAP (1,0; 2,0 e 4,0 mg.l '}. Maior nomero de brotos por:
explante inicial-foi obtido” quando estabelecidos por 20 dias em meio MS.(AIA 0,5 ou 1,0
mg.l e BAP 4,0 mg.l-"] e transferidos para meio contendo somente BAP & 4,0 mg.t'
{média de seis brotos/explante), ou estabelecidos por 10 dias (AIA 1,0 mg.l ‘! g BAP
2,0 mg.t' ou 1,0 e 2,0 mg.l '), e transferidos para mesmo meio, mas contendo somente
BAP Imédia de 5,0 brotos/explante). As brotagdes emitidas foram enraizadas em meio
contendo ANA ou AIB (0.5; 1,5 e 2,5 mg.l', de cada) . Os “plantlets” foram aclimatados
com sucesso sob cémara de plastico em solo e as plantas cresceram normalmente em telado.

IN VITRO PROPAGATION OF BLACK PEPPER PLANTS

ABSTRACT: Shoot tips were taken from black pepper seediings which had in vitro grown
and transfered to MS medium supplemented with JAA{0,5; 1,0 and 2,0 mgi "'} and BAF
(1,0; 2,0: and 4,0 mgi*’) for 10 or 20 days in order to micropropagate black pepper. Multiple
shoots were induced on basic MS medium containing BAP (1,0; 2,0; and 4,0 mg.1”'}, only.
Large number of shoots were recorded when shoot tips cultures for 20 days on MS medium
{LAA 0.5 and 1,0 mgl™' and BAP 4,0 mgl ") and were transfered to basic MS containing 4,0
mgl-! BAP {mean of 6 shoots/explant), or cultures for 10 days (IAA 1,0 mgi~' and BAP 1,0
or 2,0 mgl™'} and were transferred to basic MS containing 1,0 or 2,0 mg/ ! BAP {mean of
5,0 shoot/explant]. Multiple shoots rooted on MS medium containing ANA or AIB (0,5; 1,5
and 2,5 mgl' of each) developed into plantlets and were successfully hardened in vinyl
house on soil and normally growth in net house.

INTRODUGAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.} é uma especiaria muito culftivada em
algumasiregides - tropicais e que~assume-grande importincia social e econfémica em
paises como’a"India;- Maldsia; Brasil, Sri-Lanka e outros. A produgdo mundial estimada
para 1996 é superior-a 180.000 toneladas, sendo.o Brasil o terceiro maior produtor,
com uma producdo acima de- 19.000 toneladas, menor que a da india e da Indonésia
{international,- 1993)...Foi introduzida no Brasil por japoneses, e a partir de poucas
estacas,:' expandiu-se--rapidamente. Atualmente, um dos grandes entraves para sua
producdo é a doenga fusariose causada por Nectria haematococca f. sp. piperis,
responsdvel pela redugcdo do ciclo econdémico e da produgdo (Albuquergue & Duarte,
1977). A propagacdo vegetativa por estacas, forma comumente utilizada, favorece a
proliferacdo da doenga e somente permite a producdo de cerca de 50 estacas
enraizadas por ano, a partir de plantas com dois anos de idade (Milanez et al. 1987;
Milanez & Ventura, 1887). As cultivares disponiveis para cultivo sdo apenas Irés,
Cingapura, Guajarina e Bragantina, as duas Uftimas obtidas por introdugdo, competigdo
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e selecdo através da Embrapa-CPATU, mas todas susceptiveis & doenga (Albuquerque &
Duarte, 1886, 18391). Espécies do género Piper como P. colubrinum e P. attenuatum
tém demonstrado tolerdncia e/ou resisténcia § fusariose (Albuquerque, 1968), mas o
melhoramento convencional ndo tem conseguido éxito na obtengdo de gendtipos com
essa caracteristica,

As técnicas de biotecnologia tém apresentado novas afternativas para o
melhoramento genédtico vegetal, principalmente para aquelas espécies cujo
melhoramento convencional, por si $6, ndo tem avancado. Esta técnica permite a
multiplicagdo répida de gendtipos superiores, resgate de embrides de hibridos raros,
conservagdo de germoplasma “in vitro”, producdo de plantas transgénicas, dentre
outras, porém 0 processo de regeneragdo de plantas “in vitro” 8 a maior Iimitagdo para
sua aplicag8o (Emons et al, 1933). ' ‘

A micropropagacdo tem sido a principal aplicagdo prética das técnicas de
cultura de tecidos de plantas. O uso tem viabilizado a propagacdo clonal em massa de
plantas de bananeira {Cronauer & Krikorian, 1984} e de vérias outras espécies frutiferas
e ornamentais. Em pimenta-do-reinc alguns trabalhos tém sido realizados para
regeneracdo e multiplicacdo de plantas “in vitro”, cujo fator limitante vem sendo o
problema de contaminagdo por fungos e bactérias enddgenas (Mathews & Rao, 1984;
Fitchet, 1990; Phifip et al. 1992). Philip et al. (1992), considerando os resultados
obtidos, estimam que é possivel a micropropagacdo de mais de 15.000 plantas por ano
a partir de um explante.

Neste trabalho descreve-se a metodologia empregada para &
micropropagacdo de pimenta-do-reino a partir de dpices caulinares provenientes de
plantulas “in vitro”.

MATERIAL E METODOS

Sementes de pimenta-do-reinc provenientes do Banco de Germoplasma do
CPATU foram despolpadas e submetidas a tratamento de assepsia. Primeiramente em
dlcool @ 70 % por dois minutos e depois imers§o em solugdo de hipoclorito de sédio
(NaClQ) a 2%, durante 15 minutos. Sob condigfes assépticas em cdmara de fluxo
faminar, as sementes foram lavadas com dgua destilada autoclavada por trés a cinco
vezes e, finalmente, inoculadas em frascos cilindricos com capacidade para 300 mi,
contendo meio basico MS (Murashige & Skoog, 1962), 3 % de sacarose, 0,7% de dgar
e ajuste para pH 5,8, antes da autoclavagem & temperatura de 121°C, por 15 minutos.
As sementes em meio de cultura foram ‘incubadas em condicfes de temperatura a
25 = 2°C, fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de escuro, intensidade de ifuminac&o de
3.000 lux para germinacédo e formagdo de pléntulas.

Estabelecimento e inducdo de brotagées

Apices caulinares excisados de pléntulas “in vitro” foram inoculados em
tubos de ensaio de 25 x 75 mm contendo meio bdsico de cultura MS e 6-benzilamino
purina (BAP; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.t'}) combinado com 4cido indolacético (AlIA: 0,5; 1,0 e
2,0 mg.l'), sacarose a 3 %, gelrite a 0,2 % e pH 5,8, antes da autoclavagem a 121°C
por 15 minutos. A incubacédo foi realizada em sala de crescimento com temperatura de
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25 + 2°C, fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de escuro, intensidade de iluminacdo de
3.000 lux e umidade relativa do ar de 50%, em média. Apds 10 ou 20 dias de
estabelecimento da cultura, 0s dpices caulinares que permaneceram verdes, com tecido
vivo, foram transferidos para backer’s de 100 mi com o mesmo meio bdsico, mas
contendo BAP (1,0; 2,0 e 4,0 mg.t') combinado com dcido giberélico (GAs 0,3 mg.1l'),
durante 30 dias, sob as mesmas condi¢cbes de incubacdo de estabelecimento de cultura.
Entdo, para a obtengdo de multiplos brotos, os explantes foram repicados para o mesmo
meio de cuftura e condigles de cultivo, mas, somente com BAP (1,0; 2,0 e 4,0 mg.I').
Os explantes forarm mantidos em meios de cultura com a mesma concentragdo inicial
de BAP. Os parédmetros avaliados foram quanto & formagdo ou ndo de calos na base do
explante e nimero de brotos emitidos por explante.

Enraizamento e aclimatacéo das plantas

Para enraizamento, os brotos individualizados foram transferidos para meio
bdsico de cultura MS contendo auxina, &cido indolbutirico (AIB] ou &cido o-
naftalenoacética (ANA), & concentracdo de 0,5; 1,5 ou 2,5 mg.l', por regulador de
crescimento. Apds 30 dias foi verificado o enraizamento ou ndo dos brotos. Os brotos
enraizados, “plantlets”, foram retirados dos frascos, lavados em dgua corrente para
retirada do excesso de meio de cultura e transferidos para copos de pldstico de 300 m!
contendo como substrato terra preta, serragem e esterco de curral na proporgdo de
2:1:1 e mantidos por duas semanas sob condicdes de alta umidade proporcionada por
pulverizagbes freqiientes no ambiente de uma cémara de 140 x 70 x 70 mm, construida
de madeira com plistico sob um telado com sombrite de 50 %. As plintulas
permaneceram por duas semanas nessas condigbes e, emn seguida, foram retiradas para
condicbes apenas de telado até a formagdo das mudas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de germinagdo do tipo epigeal “in vitro” teve inicio a partir do
décimo dia através do desenvoivimento, inicialmente, de raizes. Apds 20 dias de cultura
houve formagcdo de plintulas e aos 30 dias as sementes vidveis germinaram e
desenvolveram-se em plintulas. As plintulas com duas folhas definitivas foram usadas
para retirada dos dpices caulinares, os quais foram usados no processo de
micropropagagdo.

No estabelecimento de cultura, os explantes inicialmente sofreram processo
de escurecimento, que em alguns casos levou & morte do tecido. Este processo foi mais
intenso em explantes submetidos a meios sem regulador de crescimento, com alta
concentragdo de BAP (4,0 mg.l'}) em relagdo a AlA (0,5 mg.1') e menos intenso quando
ocorreu na concentragdo de BAP (1,0 mg.t’}) e AlA (0,5 mg.I'). A formagédo de calos na
base do explante foi comum em todos os tratamentos, porém mais freqiiente quando
em meio com um nivel de auxina maior que citocinina (2,0 e 1,0 mg.l,
respectivamentel ou com um nivel de citocinina quatro vezes maior que auxina (4,0 e
1,0 ou 0,5 e 2,0 mg.l', respectivamente} ou entdo em igual concentragéo de cada
regulador de crescimento. Ademais quanto maior o tempo de estabelecimento dos
explantes em meio contendo auxina menor a formagdo de calos. Observagdes
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semelhantes quanto ao escurecimento dos explammtes e formagdo de calos foram
realizadas por Mathews & Rao (1984}, particularmente para indugdo de calos quando
usaram BAP (1,0 mg.I'} combinado com qualquer tipe de auxina (Tabelal).

TABELA 1. Respostas.de dpices caulinares quanto & oxidagdo e 3 formagdo de calos
estabelecidos em meio bésico MS, contendo diferentes combinagbes de AlA
e BAP por 10 e 20 dias de cultura, avaliados aos 30 dias quando em meio
sem AIA, mas com as mesmas concentragbes de BAP e 0,3 mg.l' de GAs.

, BAP.(mg.I"J .
AlA fmg.l") Dias 1,0 2,0 4,0
Oxidaggo’ Calos? Oxidagdo Calos Oxidag8o Calos
0’5 10 O+ C+ o+ C+++ O++ C++ .
. 20 04- C+ o +* C+ + O+ + C+
1’0 10 O++ C++++ : o+ C+' O+ C++.+
20 o+ C— O+ + C+ + o+ - C+ +
2,0 10 o c*r o+ C R 0 A c
20 o* c* o ct o c*
Testemunha® O ct*

1 Escurecimento do expfante: O nfo oxidado; O* baixa; O *média; e O*** alta oxidacso.
2 Formag8o de calos: C ndo calos; C* rara; C** baixa; C*** moderada; e C**** alta.
¥ Tratamento livre de regulador de crescimento no meio de cultura.

Os dpices caufinares em todos os tratamentos com BAP (1,0; 2,0, e
4,0 mg.r'), combinados com GAs , desenvolveram-se e aos 30 dias de cultura
alcangaram crescimento que variaram de 10 a 30 mm. Além do mais, os dpices
caulinares ao serem transferidos para 0s mesmaos meios de cultura contendo somente
BAP em iguais concentragfes emitiram de 1-10 brotos por explante (Fig.1).
Apresentaram melhores performances (média superior a 6,0 brotos/explante) na
concentracdo de 4,0 mg.l' de BAP para explantes provenientes de estabelecimento por
20 dias em meio de cultura contendo AlA (0,5 e 1,0 mg.l’). Em contraste, explantes
estabelecidos por dez dias nas mesmas condicGes 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 acdo de BAP na indugéo de brotos em dpices
caulinares de pimenta-do-reino. Philip et al. {1992) obtiveram o estabelecimento e a
indugdo de brotos” a pamr de ép:ces caulinares em meio de cultura MS contendo 1,5
mg f’ BAP e subsequente brotos laterais quando em meio de cultura com BAP e AlB
(1, 0 e 3 0 mg.f', respecuvamente) enquanto que neste trabalho, ao se usar BAP a 1,5
mg r’ obteve—se uma resposta média de brotos por explante inicial superior a cinco,
mdependenre do estabe!ec:mento durante 10 ou 20 dias em auxina (Tabela 2).

Os dados da Tabela 2 indicam amda que o pré-cultivo durante 20 dias dos,
explantes em-meio de cultura contendo AIA & concentragdo de 1,0 mg.l', favorece a

indugdo de muitiplas brotagfes em qualquer - concentragdo de BAP (1,0; 2,0 e
4,0 mgt').
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FIG. 1. Indugdo de multiplas brotacées a partir de dpices caulinares apods a
transferéncia para meio basico MS com BAP apds 30 dias de cultura.

TABELA 2. Proliferacdo de brotos a partir de dpices caulinares em meio MS, contendo
BAP e GAs, pré-cultivados em AlA e BAP por 10 ou 20 dias apéds 30 dias de

cultura.
BAP (mg.l ')
AIA fmg.l ')  Dias '"Média + desvio padrdo de brotos/explante
1,0 2,0 4,0
0.5 10 2,20 x 1.32 438 £ 3,11 350 + 2.12
20 1,76 + 0,56 312 £ 1,36 6.20 £3.27
1,0 10 3,0 £ 1,47 5,00 = 0,00 333 £ 1,03
20 550 £ 2.07 567 = 1,53 6,00 = 2,38
2,0 10 3,75 « 0.50 417 = 1.47 4,00 = 1,30
20 3,67 + 2,08 3,00 + 1,15 2. 0F
Testemunha ° 10 1,60 + 0,58
20 1,007

" Média de cinco repetigies.
2 Dados referente a uma repeticdo devido & contaminagdo dos outros materiais.

3 Tratamento sem regulador de crescimento mas que foram transferidos para novos meios de cultura no
mesmo perfodo.
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O enraizamentc dos brotos (Fig. 2) foi possivel tanto em AIB quanto em
ANA, em todas as concentragbes testadas (0,5; 1,5 ou 2,5 mg.l'), porém, foi
observada maior formagdo de numero de raizes quando os brotos foram transferidos
para meios de culftura contendo ANA. Matews & Rao (1984) e Khoon &Talib (1985)
promoveram o enraizamento de brotos quando usaram ANA como auxina, porém em
concentragdes inferiores 4s usadas neste trabalho (0,2 e 0,1 mg.l'). Isto demonstra o
papel relevante desta auxina na indugdo de raizes. A aclimatacdo desses brotos
enraizados (“plantlets”) foi obtida com sucesso em condicdes de elevada umidade
relativa do ar e em substrato com terra preta, serragem e matéria orgénica (Fig. 3). As
plantas desenvolveram-se normalmente, com morfologia similar a das plantas
propagadas por método convencional e podem ser testadas para a implantacdo de
novos campos de produgédo de pimenta-do-reino (Fig. 4).

FIG. 2. Enraizamento “in vitro” de brotos de pimenta-do-reino em meio bédsico MS
com ANA ou AIB apds 30 dias de cultura.
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FIG. 3. Aclimatagdo de “plantlets” de pimenta-do-reino em substrato composto
de terra preta, serragem e matéria organica na proporcdo de 2:1:1.

FIG. 4. Plantas de pimenta-do-reino provenientes de propagacdo “in vitro” com
desenvolvimento normal.
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CONCLUSOES

» Plantas de pimenta-do-reine foram propagadas “in vitro” atravds das
técnicas de cultura de tecidos;

e O pré-cu!tiyo de explantes em meio de cultura MS contendo AIA e BAP
por periodo de 20 dias favoreceu a proliferagdo de multiplas brotagdes em &pices
caulinares quando o BAP foi usado, posteriormente, as concentrac8es de 1,0; 2,0 ou
4,0 mg.F';

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

e Os “plantlets” foram aclimatados sem problemas sob condigbes de
elevada umidade .relativa do ar em substrato composto de terra preta, serragem e
matéria orgénica na proporcdo de 2:1:1 e desenvolveram-se com morfologia semelhante
a das plantas propagadas pelo método convencional.
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