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MUTAGENESE E TECNOLOGIA IN VITRO NO MELHORAMENTO GENETICO DA
PIMENTA-DO-REINO (Piper nigrum L.)

Autor: ORIEL FILGUEIRA DE LEMOS
Orientador: Prof. Dr. AKIHIKO ANDO

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver tecnologia in vitro e
associa-la amutagénese, e avaliar plantas V s e Vs quanto aos caracteres agronémicos de
producéo em area de ocorréncia da doenca fusariose, visando ao melhoramento genético
da pimenta-do-reino para obtencdo de plantas tolerantes e/ou resistentes a doenca
fusariose. A aplicacdo das técnicas in vitro iniciou-se através da obtencdo de plantas
doadoras de explantes, a partir de estacas em casa-de-vegetacéo e, de sementes e
embrides zigoticos in vitro. O processo de micropropagacao foi desenvolvido a partir de
gemas de plantas obtidasin vitro através do estabelecimento de condi¢cdes adequadas de
cultivo em meios de cultura apropriados para multiplicagédo de gemas, enraizamento e
obtencéo de “plantlets”, e de tipo de substrato para aclimatagcéo e formacao de mudas.
Apds a definicdo deste processo, gemas de plantas de casa-de-vegetacdo foram
submetidas a diferentes tratamentos de assepsia e as sobreviventes micropropagadas.
Selecao in vitro foi estabelecida ao cultivar isolados patogénicos do fungo Fusarium solani
f. sp. piperis em meio Czapek-Dox e, através da curva de crescimento foi estabelecido o
periodo de 28 dias de cultivo mais adequado para obtencéo de filtrado da cultura do
fungo. Diferentes concentracdes de filtrado e formas de esterilizagcdo foram testadas em
meio de cultura de multiplicacdo de gemas e determinou-se a concentracéo de 55% do
filtrado do fungo (v/v) sob a esterilizacédo por duas autoclavagens, adequada para causar



100% de mortalidade de gemas susceptiveis a doenca. Simultaneamente, testes de

radiossensitividade foram desenvolvidos através da irradiacdo gama em gemasin vitro e
a dose de 20Gy foi escolhida para indugdo de mutagdes. As gemas irradiadas que
passaram por varios ciclos de multiplicacéo e sobreviveram ao agente seletivo, filtrado de
cultura do fungo, estdo sendo clonadas para serem submetidas aselecao artificial com
esporos do fungo em casa-de-vegetacao, selecdo natural em campo de ocorréncia da
doenca e avaliacdo agrondmica. Testes indicaram, a concentracéo de 2x10° esporos/ml
em suspensdo e a aplicacdo no solo do fungo adequada para selecdo em casa-de-
vegetacdo. As plantas Vs e Vs avaliadas em campo quanto a mortalidade e caracteres de
producao apresentaram performance semelhante & plantas da cultivar original quanto a

média de comprimento de espiga (8,4 cm), peso (4,42g) e numero de frutos (40 frutos)
por espiga, peso de 100 frutos (10,67g) e rendimento de pimenta preta (> 30%).
Entretanto, melhores resultados para a média de producdo de pimenta verde (3.290g) e
sobrevivéncia em area de ocorréncia da fusariose. As analises por componentes
principais e variaveis candnicas apresentaram divergéncia genética entre as plantas
originadas por estacas que sofreram irradiagdo gama e aquelas da cultivar original.



MUTAGENESIS AND IN VITRO TECHNOLOGY IN THE GENETIC IMPROVEMENT
OF BLACK PEPPER (Piper nigrum L.)

Author: ORIEL FILGUEIRA DE LEMOS
Adviser: Prof. AKIHIKO ANDO

SUMMARY

The purposes of the present work were to develop in vitro technology,
associating it with mutagenesis, and to evaluate the Vs and V, plants based on
agronomical characters of production in Fusarium incidence areas, aiming at the
genetic improvement of black pepper to obtain tolerant and/or resistant plants to the
disease. The use of in vitro techniques started with the production of explant donor
plants from greenhouse-grown cuttings and from seeds and in vitro zygotic embryos.
The micropropagation process was developed using young shoots of in vitro plants by
establishment of proper growing conditions in culture media for multiplication, rooting
and production of plantlets, and by determining a suitable substrate type for
acclimatization and growing of plantlets. After the process was defined, young shoots
obtained from greenhouse grown plants underwent different aseptic treatments and the
surviving plantlets were micropropagated. In vitro selection was carried out by
cultivating pathogenic isolates of Fusarium solani f. sp. piperis in Czapek-Dox medium
and, by using a growing curve, the most suitable growing period (28 days) for obtaining
the fungus culture filtrate was defined. Different filtrate concentrations and sterilization
techniques were tested in culture medium for young shoot multiplication. A
concentration of 55% (v/v) of fungus filtrate under sterilization by double autoclavation
was considered adequate to cause 100% mortality of fusariosis susceptible young



shoots. Simultaneously, radiosensitivity tests were carried out through gamma
irradiation of in vitro young shoots and dose of 20Gy was selected for mutation
induction. Irradiated young shoots which underwent several multiplication cycles and
survived the selective agent, fungus culture filtrate, are being cloned in order to be
submitted to artificial selection with the fungus spores in greenhouse, to natural
selection in a disease incidence area and to agronomical evaluation. These tests
indicated that the concentration of 2x10° spores/ml in suspension and the application of
the fungus on soil were appropriate for greenhouse selection. The \{ and \4 plants
evaluated in field conditions for mortality and production characters showed similar
performance to the original cultivar plants regarding average height (8.4 cm), weight
(4.429) and number of fruits (40 fruits) per spike, weight of 100 fruits (10.67g) and black
pepper yield (>30%). However, better results were observed for average green pepper
production (3,290g) and survival rates in a fusariosis incidence area. Analyses of
principal components and canonic variables evidenced genetic divergence between

plants grown from gamma-irradiated cuttings and the original cultivar ones.



1 INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta originaria da india que foi
introduzida no Brasil no século XVII, mas seu cultivo somente foi difundido a partir de
1933 e intensificado no Estado do Para por imigrantes japoneses. Em nivel de
producdo mundial, o Brasil j& se destacou como um dos maiores paises produtores,
chegando a produzir 50.000 t em 1991. Ao longo dos anos subseguientes, no entanto,
a producao brasileira foi decrescendo, registrando 13.000 t em 1995 (Okajima, 1997),
sendo 10.000 t produzidas no Estado do Para.

Esta especiaria, produto tipicamente de exportacdo, apresenta grande
oscilacdo de preco no mercado internacional, & vezes estimulando e outras
desestimulando o cultivo. Entretanto, o que vem ocasionando sérios prejuizos, na
producéo e ciclo econémico, € a ocorréncia da doenca fusariose a nivel epidémico nas
areas de producdo. Como conseqliéncia, o ciclo produtivo da cultura foi alterado,
tornando-se mais curto, com uma meédia de cinco a seis anos de sobrevivéncia em
area de ocorréncia da doenca.

Um dos fatores que tem contribuido para o agravamento do quadro produtivo
€ a wvulnerabilidade genética das cultivares ao ataque do patdgeno, e a rapida
disseminacéo devido ahomogeneidade das plantas. Isto se deve, principalmente, pela
forma de propagacdo vegetativa utilizada, que favorece a disseminacdo da doenca
(material original de ma qualidade) e torna os cultivos muito uniformes geneticamente,
haja vista as cultivares serem susceptiveis adoenca.

Embora, haja disponibilidade de varios materiais de diferentes origens na
colecdo de pimenta-do-reino da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Para, a variagcao
genética entre esses materiais € muito estreita e todos os acessos tém apresentado
susceptibilidade a doenca fusariose. A dificuldade de introduzir material genético do
centro de origem dificulta a obtencdo de fontes de resisténcia. Desta forma, alguns



métodos, convencionais ou ndo, devem ser utilizados visando ampliar essa estreita
variabilidade.

Outras espécies do género Piper, nativas da Amazénia, tém apresentado
niveis satisfatorios de tolerancia adoenca fusariose, tais como as espécies de Piper
aduncum Linn., Piper colubrinum Link., Piper tuberculatum Jacqg., P. hispidinervium C.
D. C. e P. hispidum Sw, que podem ser utilizadas como fonte de resisténcia (Poltronieri
et. al., 1999).

As técnicas in vitro se constituem em ferramentas valiosas na solucao deste
problema, seja através da propagacdo rapida de plantas livres de patégenos e
clonagem de material elite, resgate de embrido de cruzamentos intra e interespecificos,
geracao de variabilidade genética por mutagfes induzidas, selecao in vitro, producéo
de plantas transgénicas e andlises genético-moleculares.

Dentre as alternativas de melhoramento genético, o uso da radiacdo gama
como agente mutagénico em plantas tem indicado ser favoravel sua aplicacdo para
obtencdo de mutantes com caracteristicas agronémicas desejaveis (precocidade,
tolerancia a doenca, etc.). Em pimenta-do-reino, Ando et al. (1984, 1997), apoés
irradiacdo gama de estacas, selecionaram trés plantas sobreviventes ao fungo
Fusarium solani f. sp. piperis, as quais, apos cinco geracdes de propagacao vegetativa
(1978 a 1999), vém apresentando toler&ncia em area de ocorréncia da doenca e
precisam ser avaliadas quanto aos caracteres relacionados a producdo para que
possam ser indicadas.

A aplicagdo da mutagénese associada ao uso de tecnologia in vitro se
constitui uma alternativa para ampliar a variabilidade genética, reduzir o tempo na
selecdo de mutantes, e clonar e multiplicar o material selecionado. Deste modo,
permitir a avaliacdo agronémica em campo e por conseguinte, a recomendacao e a
adocdo de uma nova cultivar ou incorporacdo em programas de melhoramento
genético da cultura. Selecéo in vitro, com filtrado da cultura do fungo, de variantes
tolerantes ao Fusarium apds tratamento mutagénico foi obtida em bananeira
(Matsumoto et al. 1999), em abacaxizeiro (Hidalgo et al., 1998; Borras et al., 2001) e
em soja (Jin et al., 1996). E possivel o melhoramento genético da cultura da pimenta-
do-reino para resisténcia contra a doenca fusariose através de mutagénese associada

atecnologia in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura de pimenta-do-reino

2.1.1 Consideragdes gerais

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma planta originaria da india, na
regido submontanhosa do “Ghats” Ocidental, pertencente afamilia Piperaceae e ao
género Piper, que apresenta varias espécies. Dentre essas espécies, a espécie Piper
nigrum é a mais importante, apresentando tanto variedades selvagens quanto
cultivadas.

O estudo de cariétipo € um importante campo de pesquisa para entendimento
das inter-relacdes e dire¢cbes evolutivas. Os estudos realizados por Mathew (1974)
guanto ao numero de cromossomos de variedades da espécie P. nigrum apresentou
uma variacdo de 52 a 104 cromossomos: 2n=52 para as variedades cultivadas
(Aripadappan, Kuthiravally, Kumbhakodi, Kottanadan, Narayakodi e Karimunda) e
2n=52 ou 2n=104 para as variedades selvagens (seis, das quais duas com 104
cromossomos). A auséncia de espécies de Piper com 2n=26 sugere que 0 ndmero
minimo de 52 cromossomos seja o0 basico dipléide das variedades de Piper nigrum.

Ha variacdes quanto ao numero de cromossomos das espécies do género
Piper. Estudos anteriores indicaram, para a espécie Piper subpeltatum nudmero,
dipléide igual a 24 cromossomos (Johansen, 1931), e 24 cromossomos para P. chaba,
24, 96 e 148 para P. longum, 28 para P. geniculatum, P. unguiculatum e P. medim, 32
e 64 para P. betle, 80 para P. ornatum e 48 e 128 cromossomos para P. nigrum
(Sharma & Bhattacharyya, 1959). Ademais, Dasgupta & Datta (1976) observaram para
64 cromossomos para P. betle, 24 para P. cubeba, 48 para P. longum, 24 para P.
magnificum, 36 para P. nigrum L. Agartala e 60 cromossomos para P. nigrum L. South
india. E evidente que o nimero de cromossomos é muito variavel nesta familia e,
embora cerca de 2.000 espécies sejam registradas, somente 64 espécies tém nimero
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de cromossomos relatado na literatura e ocorrem numeros mdultiplos de 8, 11, 12, 13 e
14. Aproximadamente 47,3% das espécies de Piper tém x=12 e somente 19,04% tém
x=13. Alteracdo no numero de cromossomo em evolugdo parece muito natural no
género Piper, por ocorréncia de biotipos cromossdmicos em muitas espécies,
originados a partir de células aneussomaticas ou aneuploidia meitdtica ou
partenogénese (Dasgupta & Datta, 1976).

A planta é considerada autbgama, cuja floracdo nas condicdes climaticas da
Amazénia ocorre de novembro a abril, na estagcdo de maior ocorréncia de chuvas. A
inflorescéncia é uma espiga pendulosa de 5 a 20 cm de comprimento com 70 a 100
floretas hermafroditas, com dois estames dispostos lateralmente ao ovario e ao
estigma. A polinizacao natural € por geitonogamia através da disperséo do pélen por
goticulas d"agua, orvalho ou chuva, cuja formacao do fruto da-se seis meses apoés a
polinizacéo (Figura 1a-c), (Poltronieri et al., 1999).

A biologia floral, de plantas da colecdo de germoplasma da Estacdo de
Pesquisa em Pimenta-do-reino em Kerala, india, é caracterizada por ser muito variavel,
guanto a flores masculinas, femininas e hermafroditas na espiga, a sequéncia de
abertura das flores, e a duracdo da deiscéncia de antera e da receptividade do estigma
na espiga, havendo grande influéncia dos fatores ambientais. A maioria das cultivares
€ hermafrodita, com algumas poucas excecdes femininas, e os tipos selvagens sao
geralmente didicos, mas freqientemente sdo encontrados tipos com flores
hermafroditas (Nambiar et al., 1978).

No Brasil, a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) foi introduzida no Estado da
Bahia no século XVII e posteriormente, levada para os Estados da Paraiba, Maranh&o
e Pard, cuja producéo era insignificante, restrita a fundos de quintais (Albuquerque &
Condura, 1971).

Imigrantes japoneses, em 1933, passando pelo porto de Singapura trouxeram
para o Brasil algumas estacas de pimenta-do-reino, cultivar Kuching que no Brasil
denominou-se Cingapura, e introduziram no Municipio de Tomé-Acu, Estado do Para,
onde teve inicio a producdo comercial, principalmente de pimenta preta e pimenta
branca (Figura de). Devido ao alto lucro, principalmente no periodo pds-guerra nas
décadas de 40 e 50, a cultura foi rapidamente difundida no Estado do Para atraves da

propagacao vegetativa (Ando et al., 1997).
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E uma cultura que se desenvolve muito bem em clima quente e Gmido, com
precipitacdo pluviométrica média de 2.500 mm/ano, umidade acima de 80% e
temperatura média em torno de 23°C a 28°C, e em solos com boa drenagem, estas
condi¢cbes séo encontradas na regido norte do Brasil (Albuquerque et al., 1989).

2.1.2 Importéancia sécio-econ6mica no Brasil

O Brasil tornou-se um dos maiores produtores e exportadores de pimenta-do-
reino no mundo. Em 1995, a pimenta-do-reino gerou um volume de divisas para o Pais
da ordem de US$51.890.476,00. O Estado do Par& foi o maior produtor e exportador
brasileiro em 1995, e a pimenta-do-reino foi a cultura mais importante para o Estado,
gerando US$ 49.061.718,00 (cerca de 95% do total exportado) (Santana et al., 1997).

A producdo a partir de 1991, que era de 83.700 t, teve uma reducdo para
31.900 t em 1997, mas vem se recuperando e, em 2.000, foram produzidas 45.500 t. A
area colhida que foi de 36.800 ha em 1991 e que se reduziu para 11.200 ha em 1988,
alcancou em 2000, 15.900 ha, sendo a produtividade média neste ano 2.868 kg/ha.
Anualmente sdo exportadas mais de 50% da producgédo, tendo como principais paises
importadores os Estados Unidos, Alemanha, Paises Baixos e Argentina. O Estado do
Para é o principal produtor brasileiro com cerca de 90% da producéo, seguido pelo
Espirito Santo e Bahia (Anexo A).

Os principais paises produtores, considerando média de cinco anos, séo
india, Indonésia, Brasil e Malasia, variando de média de 56.000 t (india) a 16.920 t
(Malasia) anuais e também exportadores, com divisas superior a US$ 86 milhdes de
dolares para a Indonésia (42.600 t), seguida pela india e Brasil (21.494 t) com cerca de
mais de US$ 36,5 milhdes de ddlares de média anual (Anexo B).

O consumo de pimenta-do-reino no Brasil é de cerca de 5.000 t. anual, sendo
a maior parte da producdo exportada, cuja tonelada no mercado internacional ja
alcancou mais de US$ 3.400,00 para pimenta preta e US$ 5.000,00 para pimenta
branca (Anexos C e D).

2.1.3 Métodos de propagacéao

A propagacdo € realizada tanto por sementes quanto através de estacas
vegetativas. A propagacdo por sementes é adotada basicamente em programas de
melhoramento enquanto por estacas € a forma tradicional de producdo de mudas para
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plantios comerciais. A viabilidade da semente € perdida rapidamente apds 40-50 dias
de armazenamento e a germinacao ocorre desde os 15 aos 90 dias apds semeadura,
dependendo de cultivares e condi¢des ambientais (Nambiar et al., 1978).

A propagacéao vegetativa € realizada a partir de estacas, retiradas de um terco
médio da planta, com um n6, sendo mais apropriada para a producdo de mudas,
estacas com dois nés. No Brasil, é tradicionalmente utilizada para plantios comerciais,
mudas a partir de estacas de plantas com dois a quatro anos (Albuquerque et al.,
1989).

Figura 1 - Caracteristicas gerais da cultura.

a) Inflorescéncia do tipo espiga;

b) Desenvolvimento dos frutos

c¢) Frutos maduros e em estadio de colheita

d) Producéo de pimenta preta através da secagem a pleno sol
e) Pimenta preta e pimenta branca pronta para comercializacao



2.1.4 A doencga fusariose

Em decorréncia da estreita base genética e, provavelmente, associado com
outros fatores, o desenvolvimento da cultura de pimenta-do-reino tem sido limitado pela
doenca conhecida como fusariose. Esta provoca podridao das raizes e secamento dos
ramos, causado pelo fungo Nectria haematococca f. sp. piperis (Fusarium solani f. sp.
piperis) que se disseminou rapidamente na regido, destruindo, em curto espago de
tempo, grandes areas cultivadas com pimenta-do-reino (Albuquerque & Duarte, 1977).

Os primeiros sintomas desta doenca foram observados a partir de 1960,
através do amarelecimento das folhas, queda gradativa das folhas e entrends, e morte
das plantas, causada pela infeccdo das raizes. As condicbes de temperatura e
umidade elevadas da regido favoreceram a esporulacdo do patdégeno nas hastes das
plantas mortas, e a partir de 1970, devido adisseminacéo aérea dos esporos passou a
ocorrer a infeccdo dos ramos das plantas, agravando ainda mais a doenca (Duarte &
Albuquerque, 1999).

O fungo Nectria haematococca Berk & Br. f. sp. piperis Albug. é um
ascomiceto pertencente a ordem Hypocreales, familia Nectriaceae, produzindo
peritécios redondos ou piriformes, avermelhados, com superficie rugosa e consisténcia
gelatinosa. O anamorfico é classificado como Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp.
piperis Albug., um hifomiceto da ordem Tuberculariales, familia Tuberculariaceae que
produz trés tipos de esporos, os microconidios, macroconidios e 0s conidios
intermediarios, formados em conidiéforos, cujos esporos de resisténcia, 0s
clamiddsporos, podem se originar do espessamento de paredes das células das hifas
ou de macroconidios (Duarte & Albuquerque, 1999).

Segundo Albuquerque & Ferraz (1976), devido a ocorréncia de doengas
severas, entre as quais a fusariose, e ao aumento dos precos de insumos e méao-de-
obra, o custo de producdo no Brasil tornou-se muito elevado. Para compensar
economicamente o produto final para exportacdo, € necessario desenvolver
tecnologias visando o aumento da produtividade ou da lucratividade. Para tanto,
Albuquerque & Duarte (1991) consideram que a obtencdo de cultivares mais
produtivas, com caracteristicas de tolerancia afusariose, é indispenséavel para que o
Brasil continue a concorrer no mercado internacional

A fusariose no Estado do Para é um dos problemas mais sérios para a cultura
tendo concorrido para a reducéo da area cultivada e da produtividade. O aumento da
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variabilidade genética da pimenta-do-reino podera possibilitar o desenvolvimento de
novos sistemas de producéo (Albuquerque et al., 1997).

Algumas espécies nativas da Amazbnia do género Piper foram testadas
quanto a resisténcia a doenca fusariose através de inoculagdes artificiais. Os
resultados indicaram niveis satisfatérios de tolerancia para as espécies de Piper
aduncum Linn., Piper colubrinum Link., Piper tuberculatum Jacqg., P. hispidinervium C.
D. C. e P. hispidum Sw que podem ser utilizadas como fonte de resisténcia (Poltronieri

et. al., 1999).

2.2 Aplicagao das técnicas in vitro

Nas ultimas décadas, as técnicas de cultura in vitro de tecidos e de biologia
molecular passaram a ter grande significancia em todas as areas da biologia pura e
aplicada. Suas aplicacdes na area vegetal tém sido na micropropagacdo em massa,
multiplicacdo rapida de gendtipos superiores, limpeza clonal, cultura de antera,
variacdo somaclonal, mutagénese, eficiéncia de mutagcédo e sele¢do, conservacéo e
intercambio de germoplasma, producdo de sementes artificiais, clonagem de genes e
obtencdo de plantas transgénicas de espécies de importadncia na agricultura e
industria. Estes aspectos acabaram por mudar os rumos da pesquisa, pois 0s métodos
in vitro passaram a constituir elementos importantes na exploracédo e entendimentos de
novas técnicas para melhoramento de muitas culturas, principalmente daquelas cujos
problemas ndo podem ser solucionados via melhoramento convencional, por si s
(Nitzsch, 1983; Krikorian, 1990).

A conservacgdo de germoplasma tem sido reconhecida como uma forma vital
para o melhoramento de plantas, pois assegura a disponibilidade de germoplasma
proveitoso em qualquer tempo e evita 0 processo de erosdo genética (Roca, 1984). A
conservacao in vitro €, particularmente, importante para espécies de propagacao
vegetativa e espécies que apresentam sementes recalcitrantes. As plantas
conservadas em campo, além dos elevados custos, correm riscos de perdas de
gendtipos valiosos devido a ocorréncia de pragas, doencas e outros fatores de

estresses ambientais (Ng & Ng, 1991). A conservagdo in vitro por cultivo minimo
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oferece uma solugcédo imediata para manutencdo a curto e médio prazo, enquanto a
criopreservacao é uma solugéo para conservacao em longo prazo (Stanwood, 1985).

A cultura de embrido, uma outra aplicacéo das técnicas de cultura de tecidos,
permite recuperar hibridos raros de cruzamentos incompativeis, superar dorméncia e
esterilidade de sementes, estudar os aspectos nutricionais e fisiologicos do
desenvolvimento do embrido, desenvolver métodos de micropropagacdo, e testar
viabilidade de sementes (Hu & Ferreira, 1990).

Ademais, a cultura de tecidos gera variacdo genética, denominada variacao
somaclonal, similar aquelas originadas por mutagénicos quimicos e fisicos, que podem
ser incorporadas em programas de melhoramento genético. Através da selecao in vitro,
mutantes com tolerancia a fatores abibticos e resisténcia a doencas podem ser
isolados em curto periodo de tempo e pode complementar a selecdo em campo. O uso
de marcadores moleculares tais como RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”),
RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP (“Amplified Fragment
Length Polymorphism”) e microsatélites sao ideais para identificar somaclone genético
de epigenético (Jain, 2001).

As técnicas de cultura de células e tecidos permitem a regeneracao de
plantas tanto através da formac&o de gemas caulinares (organogénese) quanto de
embrides soméaticos (embriogénese). Essas duas vias de regeneracdo de plantas,
organogénese e embriogénese, podem ser de origem uni ou multicelular, diretamente a
partir de células do tecido original ou indiretamente via formacdo de calos. As
diferencas entre ambas séo anatdémicas, sendo a gema uma estrutura monopolar com
ampla conexao vascular com o tecido do explante enquanto o embrido somatico € uma
estrutura bipolar sem conexdo com o explante através da vascularizagdo (Vieira e
Apezzato-da-Gléria, 2001).

2.2.1 Micropropagacao

A propagacéo in vitro de plantas tem despertado grande interesse, seja pela
producdo de plantas livres de patdgenos e de material de elite, ou pela produgéo de
mudas em grande escala em curto tempo. A micropropagacao de bananeira, segundo
varios autores, tem sido possivel através do uso de &pice caulinar ou apice floral em
meio MS contendo 6-benzilamino purina (BAP 2,0 a 5,0 mg.L™) combinado ou n&o com
auxina (IAA), numa taxa de inducdo média de brotos que varia de 2 a 9 brotos por
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explante, dependendo da cultivar, os quais sdo com sucesso enraizados em meio de
cultura com diferentes reguladores de crescimento (Cronauer & Krikorian, 1984,
Vuylsteke & De Langhe, 1985; Banerjee & De Langhe, 1985).

Robinson et al. (1993) avaliaram o desempenho de bananeira, em trés ciclos
de producdo, a partir de mudas provenientes de cultura de tecidos e via método
convencional, e verificaram que plantas originarias de cultura de tecidos apresentaram
maior producdo e menor tempo do ciclo para colheita, principalmente no primeiro ciclo
que alcancou indice de producdo 20,4% (56 t.hat.ano™’) superior & plantas
provenientes de mudas convencionais.

Em pimenta-do-reino (Piper nigrum), Mathews & Rao (1984), ao estudarem
respostas in vitro de diferentes explantes, verificaram que a maioria desses explantes
(segmentos de hipocotilo, gemas axilares, apice caulinar) permitiu a formacao de calos
em meio de cultura contendo uma larga combinacao de auxina-citocinina, com excecao
de segmentos de folha e tecido de antera. Além disso, observaram que apices
caulinares provenientes de plantulas in vitro diferenciaram multiplas brotagdes em meio
MS contendo IAA e BA (Img.I" de cada) e enraizaram em meio com metade da
concentracgéo de MS com 0,2 mg.I" de NAA.

Khoon & Talib (1985), ao testarem o uso de &cido naftalenoacético (NAA) e
de duas substéncias fendlicas (phloroglucinol ou phloridzin) para enraizamento in vitro
de brotos de pimenta-do-reino, verificaram que n&o houve influencia dessas
substancias fendlicas no enraizamento e que NAA (0,1 mg.l.™") induz maior nimero e
tamanho de raizes em comparagdo com meio de cultura sem NAA.

Estudos realizados por Philip et al. (1992) em pimenta-do-reino permitiram,
nos melhores tratamentos, uma média de 25 novos brotos por meristema caulinar apds
3-4 subcultivos, com intervalo de 30 dias por subcultivo, o que, segundo o protocolo
sugerido pelos autores, permitiria uma producédo estimada de 15.000 plantas a partir de
um explante por ano, quando comparado com apenas 50 estacas enraizadas por
planta por ano, convencionalmente obtidas por propagagdo vegetativa. Ressalte-se
que, nesse estudo, um ponto limitante foi o problema de contaminacdo por bactérias
endogenas apresentado pelos explantes provenientes de plantas adultas.

Saxena e Dhawan (1999) descreveram um protocolo eficiente e reproduzivel
para propagacdo em larga escala de bambu (Dendrocalamus strictus Nees) através de
embriogénese somética. Este protocolo apresenta a inducdo de calos embriogénicos
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na extremidade das sementes em meio de cultura MS suplementado com 2,4-D (30
nM); proliferacdo de embrides somaticos em meio de cultura MS com adicdo de
polivinilpirrolidona soldvel (PVP a 250 mg.L™") e 2,4-D (10 nM) combinado com cinetina
(5 nM) e IBA (2 nM) ou combinado com BAP (10 nM) que, transferidos para mesmo
meio de cultura mas com NAA (5 nM) e cinetina (5 nM), converteu-se em plantulas.
Mais de 100.000 plantas foram produzidas a partir deste protocolo.

Arvores de Eucalyptus tereticornis de quatro anos de idade foram
micropropagadas a partir de gemas axilares introduzidas em meio de cultura MS
modificado, apresentando melhor performance para proliferacdo de brotos com adi¢éo
de BAP (0,5 ou 1,0 mg.L™") e IAA (0,1 mg.L"), sendo o agente solidificante, Phytagel,
mais apropriado ao alongamento dos brotos, porém favoravel a vitrificagdo, em
contraste com agar. O uso de cloreto de célcio di-hidratado (CaCl.2H,0 a 880 mg.L™)
reduziu a vitrificagdo e induziu o alongamento dos brotos, os quais foram enraizados
com sucesso em meio de cultura MS com metade da concentracdo dos sais e 1,0
mg.L" de IBA. Apds aclimatacdo, & mudas formadas foram cultivadas no campo
apresentando uma taxa de sobrevivéncia de 84 a 100% (Sharma & Ramamurthy,
2000).

2.2.2 Regeneracéao de plantas via organogénese

Programa de melhoramento genético cujo objetivo € a producéo de triplides
tem sido facilitado e menos tedioso através da cultura de tecidos. Plantas tripléides de
amoreira (Morus Alba L.) foram regeneradas a partir de cultura de endosperma
imaturo, cujas melhores condi¢des foram em meio de cultura MS suplementado com 5
nM de 2,4-D para indugcdo de calos e em meio de cultura contendo 1 nM de
“thidiazuron” (TDZ) ou 5 mM de BAP e 1 nM de NAA quando os calos foram cultivados
para producao de brotos. Os brotos obtidos foram multiplicados em 5 niM de BAP e
enraizados em metade da concentracdo dos sais de MS contendo 7 nM de IBA, sendo
transferidos para solo apresentando sobrevivéncia de 71%. As andlises citologicas das
plantas sobreviventes confirmaram a origem das plantas de tecido tripléide com 3n
igual a 42 cromossomos (Thomas et al., 2000).

Eficiente sistema de regeneracdo para plantas de maca foi estabelecido por

Caboni et al. (2000) via organogénese. Os calos foram induzidos a partir de apices
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caulinares de plantas in vitro em meio de cultura MS sem glicina, suplementado com
BA (17,8 nM), NAA (2,7 nM) e 250 mg. L* de “cefotaxime” por 20 dias no escuro, que

transferidos para mesmo meio de cultura sem auxina (NAA) e sob luz (fotoperiodo de
16h) originaram brotos a partir de 15 dias, que foram multiplicados, enraizados e
estabelecidos com sucesso em solo.

Murch et al. (2000) estabeleceram um sistema rapido e eficiente de
regeneracao de plantas de Hypericum perforatum cv ‘Anthos’ (planta medicinal) via
organogénese. Obtiveram 6tima proliferacdo de brotos em segmentos de hipocotilo de
plantulas obtidas in vitro ao empregaram “thidiazuron” (5 nM) em meio de cultura
contendo sais de MS e vitaminas de meio basico B5 nos primeiros 9 dias de cultivo e
nos seguintes 9 dias sem “thidiazuron”. Posteriormente, os brotos transferidos para
meio de cultura liquido ou semi-sélido com metade da concentracdo dos sais e das
vitaminas sem regulador de crescimento originaram “plantlets” viaveis em cerca de dois

meses.

2.2.3 Regeneracao de plantas via embriogénese somatica

Em pimenta-do-reino, a regeneracdo de plantas via embriogénese somatica
foi conseguida por Joseph et al. (1996). Os calos foram induzidos a partir de embribes
zigéticos em meio basico SH sélido ou liquido e sem regulador de crescimento ou com
adicdo de 2,4-D (0,5 a 5,0 mg.L"). Os embrides somaticos originados a partir dos calos
germinaram em meio liquido ou sélido com metade da concentragdo de sais de SH,
sem reguladores de crescimento e nivel de sacarose reduzido de 3% para 1,5%. A
germinacdo dos embribes somaticos ocorreu apos oito meses de cultivo em meio de
cultura estatico e em oito semanas em cultura de suspenséo, e as plantas regeneradas
foram estabelecidas em solo.

Um protocolo eficiente e rapido de regeneracéo de plantas de quatro espécies
de Medicago spp via embriogénese somatica direta, sem passagem pela fase de calos,
foi estabelecido por lantcheva et al. (1999) a partir de segmento de hipocétilo,
cotilédones e base do peciolo. Os autores observaram o desenvolvimento de embribes
somaticos apos 20 dias de cultivo e regeneracdo completa em 35 a 40 dias, utilizando
meio de cultura MS suplementado com “thidiazuron” (0,91 a 4,54 niM) ou BAP (0,88 a
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4,44 nM). Obtiveram uma alta frequéncia de embrides somaticos, com indugéo de

embrides somaticos secundarios na superficie dos embrides primarios.

Oldach et al. (2001) estabeleceram eficientes sistemas para regeneracgdo in
vitro de plantas de milheto [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] e sorgo [Sorghum bicolor
(L.) Moench] a partir de embribes zigoticos imaturos. Cultivaram em meio béasico de
cultura L3 (indicado para cultura recalcitrante) suplementado com 2,4-D (2,5 mg.L™),
BAP (0,1 mg.L™") e nitrato de prata (especificamente para milheto a 5,0 mg.L™), para
inducdo de calos embriogénicos, e observaram desenvolvimento de embrides
somaticos que se converteram em plantulas quando transferidos para mesmo meio de
cultura mas com adicdo de somente BAP (1,0 mg.L™"). A formacio de raizes foi
melhorada em meio de cultura contendo metade da concentracdo de sais de L3 sem
regulador de crescimento. O tempo para producédo de plantas desde a inducdo de
calos foi de 9 a 14 semanas para sorgo e de 9 a 20 semanas para milheto.

A embriogénese somatica é considerada um método de grande potencial para
propagacdo em massa de espécies coniferas. Arya et al. (2000) testaram diferentes
meios de cultura e estadios de desenvolvimento de embribes zig6ticos para inducéo de
calos embriogénicos em Pinus roxburghii Sarg.. Resultados promissores foram obtidos
a partir de embrides zigoticos no estadio pré-cotiledonar (0,5 - 1,2 mm), em meio de
cultura DCR (“Douglas fir Cotyledon Revised medium”) suplementado com 10 nM 2,4-D
+5 nM BA e 500 mg.L" de caseina hidrolisada, para inducdo de calos embriogénicos

(4 a 5 semanas). Foram desenvolvidos embrides soméaticos ao estadio Il, mas
regeneracao de plantas nao foi reportada.

Regeneracdo de plantas de Acacia mangium via embriogénese somatica foi
obtida por Xie & Hong (2001), a partir de calos embriogénicos originados de embrides
zig6ticos imaturos em meio de cultura MS, contendo TDZ (1 a 2 mg.L™), IAA (0,25 a
2,0 mg.L™") e uma mistura de aminoéacidos. Para o desenvolvimento dos embriGes
somaticos, do estadio globular ao cotiledonar, foram utilizados meios de cultura com a
metade dos sais de MS, GA; (2,5 a 5,0 mg.L mg.L"), carvdo ativado (0,1%) e
concentracdo elevada de sacarose (5,0%), onde os embrides germinaram e
converteram-se em plantulas que foram transferidas para solo. O processo foi
desenvolvido num periodo de cerca de 8 meses, desde a inducdo de calos a

transferéncia das plantulas para solo. Em batata, embriées sométicos foram obtidos a
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partir de diferentes explantes cultivados in vitro (segmentos de entrends, folhas e
raizes) em meio MS, contendo IAA (19 niM) e TDZ ou BAP a 0,15 nM para inducéo de

calos (inicio 7 a 14 dias), e contendo zeatina (12 i), IAA (0,05 nM) e GA; (0,55 M)

para inducdo de embrides somaticos (inicio 2 a 3 semanas), cuja conversdo dos
embrides em plantulas ocorreu em 2 a 4 semanas em meio basico MS sem regulador
de crescimento (Seabrook & Douglass, 2001).

Explantes do tipo segmento de folha e entrend, obtidos de plantulas in vitro de
carvalho (Quercus robur L.), induziram resposta embriogénica indireta quando
cultivados, inicialmente, por 6 semanas em meio de cultura contendo 4 mg.L'l de NAA
e diferentes concentracbes de BAP (0,5 a 2 mg.L™); depois por 4 semanas em meio
béasico de cultura MS suplementado com BAP e NAA a 0,1 mg.L" de ambos e em
seguida em meio de cultura livre de regulador de crescimento, sendo que os embribes
somaticos se originaram da superficie dos calos. Houve problemas na conversao dos
embrides somaticos a plantulas, sendo contornados através de tratamento de
maturacdo dos embribes com ABA e osmoético (sorbitol e sacarose), e através da
transferéncia dos embribes com 5 a 10 mm para meio de germinagcdo com 8% de
sacarose e 2,7 mg.L™" de ABA (Cuenca et al., 1999).

Mesmos tipos de explantes, segmentos de folha e entrend, foram utilizados
por Kintzios et al. (1999) no processo de embriogénese somatica em rosa (Rose sp.),
mas somente a partir de folhas se obteve sucesso e houve diferenca quanto aresposta
dos diferentes gendtipos. Embrides sométicos foram induzidos em meio de cultura MS
com r-acido clorofenoxiacético (53,5 nM) e cinetina (4,6 nM), e a maturacéo e a
germinacdo dos embrides com diferentes estadios de desenvolvimento foram
conduzidas em mesmo meio de cultura suplementado com BAP (5,2 nM) e IAA (5,7

nM), cujas plantulas regeneradas apresentando trés a quatro folhas foram transferidas

para casa de vegetacao. O protocolo foi estabelecido através de 4 periodos de cultivos
sucessivos, num total de 16 semanas a partir do inicio da cultura.

Embriogénese somatica direta em orquidea do género Oncidium foi
observada por Chen et al. (1999) a partir de folhas, como explantes, em ¥MS com 0,3
a 1 mg.L" de TDZ, cujas células do mesofilo e epiderme se diferenciaram em embri6es

somaticos, que germinaram e se converteram em plantulas.
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Biahoua e Bonneau (1999), ao estudarem a influéncia e a funcéo de tipos e
concentracbes de aclUcares no processo de embriogénese somatica em embrides
zigbticos de Euonymus europeus L., uma angiosperma lenhosa, observaram que a
concentragcdo de 350 mM de sacarose ou 89 mM de glicose, em meio de cultura
embriogénico para a espécie, proporcionou alta frequéncia de embrides somaticos,
acima de 50 e 24 por explante, respectivamente. Esta resposta foi contrastante, pois,
em maior concentracdo de sacarose (350 mM), a resposta embriogénica foi mais
favoravel, sendo 6 vezes maior que o sistema original, enquanto para glicose na menor
concentracdo (89 mM). Isto deve estar ligado ao aumento da concentragdo de
nutrientes e do potencial osmético no meio de cultura quanto ao uso de sacarose. Uma
concentracdo minima de acuUcar € requerida para induzir calos e embriogénese
somatica, e um potencial osmoético minimo € necessario para a emergéncia de
embries somaticos.

2.3 Métodos de melhoramento genético em plantas

Os programas de melhoramento tanto convencional como ndo convencional
consistem na producéo de variabilidade genética na populacédo seguida pela selecédo
dos genotipos desejaveis (Wenzel, 1985). A maioria da variabilidade genética
disponivel utilizada tem ocorrido naturalmente e bancos de germoplasma existem para
preservar esta variabilidade. Os cruzamentos permitem a producdo de novas e
desejaveis recombinacdes de genes. Quando o banco de germoplasma nédo da suporte
a recombinagcdo génica desejavel e como as mutacdes espontaneas desejaveis
ocorrem em extrema baixa frequéncia, o uso das técnicas de inducdo de mutacédo é
uma alternativa promissora, pois permitem a geragéo da variabilidade genética, e tem
acelerado o sucesso no melhoramento de espécies cultivadas (Maluszynski et al.,
1995).

Portanto, a variabilidade genética é essencial ao melhorista por permitir
selecionar cultivares de plantas, as quais séo, por exemplo:

a) mais adaptadas & mudancas ambientais;
b) mais eficientes na utilizagéo de nutrientes;

c) mais tolerantes a pragas e doencas; e
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d) mais produtivas e de melhor qualidade.

A selecdo é a forca direcional dos melhoristas de plantas para identificar,
dentro de uma populagdo variavel, os melhores genoétipos que respondem &
demandas de produtores agricolas, da agroindustria e dos consumidores. A hibridacao,
a recombinacdo e a mutagdo tanto espontanea quanto induzida se constituem os
fatores mais importantes na geragéo de variabilidade em plantas (Donini & Sonnino,
1998).

O controle da disseminacdo de doenca de fungo tem sido realizado através
de técnicas agricolas, como rotagdo de cultura, ndo uso de solo infectado e de
materiais de plantas infectadas, aplicacdo de agroguimicos e melhoramento genético
de cultivares resistentes a fungos. A aplicacdo de agroquimicos tem sido uma
alternativa no controle, mas apresenta um custo elevado, torna-se ineficiente com a
evolucdo do patdgeno e causa danos ao meio ambiente. Diante disso, 0 melhoramento
genético € o mais apropriado, pois o0s custos de producdo sdo menores e nao afetam o
ambiente (Cornelissen & Melchers, 1993).

O uso da cultura de tecidos e células in vitro no melhoramento para
resisténcia a doenca tem como vantagens mais importantes: a) tornar mais faceis as
medidas de pequenas diferengcas quantitativas em resisténcia herdadas
poligenicamente (horizontal ou geral), pois os efeitos de clima e condi¢des ambientais
sdo controlados; b) possibilitar a manipulacéo de grandes populacdes de individuos em
espaco muito pequeno; e c¢) capacitar trabalhos com micrésporos e hapléides, os
genomas mais simples, que permitem a descoberta de caracteristicas recessivas e
caracteres aditivos dentro de populacdes relativamente pequenas. Essas vantagens
associadas aos procedimentos de melhoramento classico aceleram a producgdo de
uma nova variedade (Wenzel, 1985). A aplicacdo pratica mais antiga da cultura de
tecidos para controle de doencas € a propagacdo de plantas livres de patégenos
através da cultura de meristemas.

2.3.1 Métodos convencionais
Um programa de melhoramento convencional tem trés estagios: a criagdo da
variacdo, a selecdo de variantes benéficos e ensaios em campo para confirmar os

variantes selecionados (Cassels, 1998).
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Os programas de melhoramento genético da cultura de pimenta-do-reino no
Brasil, através de métodos convencionais para obtencéo de gendtipos com resisténcia
ou tolerancia a doenca fusariose, tém apresentado pouco progresso. Os acessos
disponiveis de Piper nigrum no banco de germoplasma sédo susceptiveis a doenca
fusariose e as espécies de Piper nativas tolerantes tém sido pouco empregadas em
cruzamentos interespecificos. O programa de melhoramento da Embrapa Amazoénia
Oriental, Belém, Para, prevé a introducdo de novos acessos do centro de origem ao
banco de germoplasma e estabelece o emprego de métodos de melhoramento através
da hibridacao intraespecifica e interespecifica, e de indu¢do de mutagdo com auxilio
das técnicas de cultura de tecidos (Poltronieri et al., 1999).

Um programa de hibridagdo entre quatro parentais de pimenta-do-reino
conduzido na india deu origem ao primeiro hibrido cultivado comercialmente. A
combinagéo entre as cultivares “Uthirankotta” X “Taliparamba-1”
(“Cheriyakaniayakkadan”) produziu 69 sementes, das quais 14 plantas F; sobreviveram
e uma delas apresentou comprimento de espiga médio de 10 cm com 82 flores por
espiga e 82% de frutificacdo. Este hibrido foi multiplicado e apresentou performance
superior em todas as caracteristicas quando comparado & cultivares locais. Do inicio
das hibrida¢des ao langamento em 1966 do hibrido denominado Panniyur-l1 decorreram
13 anos (Nambiar et al., 1978).

A pimenta-do-reino por se tratar de uma espécie que apresenta enorme grau
de variacdo morfolégica e visando auxiliar a escolha de parentais para 0s programas
de melhoramento por hibridizagdo quanto adivergéncia genética desejada, Mathew et
al. (2001) estabeleceram dez grupos em 51 cultivares de P. nigrum a partir da andlise
de 27 caracteres morfoldgicos. Esta divergéncia genética entre os grupos ficou
caracterizada quando analisaram o hibrido promissor obtido por hibridizacéo entre as
cultivares “Uthirankotta” e “Cheriyakaniayakkadan”, as quais encontravam-se em
grupos distantes.

Albuquerque et al.(1997), testando cultivares em areas de ocorréncia de
fusariose em trés municipios (Castanhal, Santa Izabel e Tomé-Acu) no Estado do Para,
concluiram que todas as cultivares testadas foram suscetiveis adoenca fusariose, com
um aumento do indice da doencga a partir do terceiro ano. Esses autores chamaram a
atencdo para o carater produtividade elevada como nédo sendo a principal caracteristica
para a adocdo de uma cultivar entre produtores de pimenta-do-reino, ressaltando que
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esta deve também apresentar tolerancia adoenca fusariose e aseca, com maturidade
precoce dos frutos e facilidade de propagacéo.

Poltronieri et al.(1997) obtiveram véarias combinacdes de hibridos entre
cultivares de Piper nigrum L., onde testaram através de inoculagdes artificiais os niveis
de toleréncia desses hibridos, chegando a conclusdo que os hibridos obtidos n&o

apresentavam tolerancia adoenca fusariose.

2.3. 2 Métodos nado convencionais
2.3.2.1 Inducéo de mutacado

Mutacdes sdo definidas como alteracdes herdaveis qualitativa e quantitativa
de DNA néo derivadas de segregacéo genética ou recombinacédo. Sabendo-se que as
taxas de mutacbes espontaneas sao muito baixas, as mutac¢des induzidas tém sido
mais utilizadas para aumentar as freqiéncias de mutacdes e variacdes, que podem ser
induzidas tanto por tratamentos com mutagénicos quimicos como substancias
alquilantes quanto fisicos como radiagées ionizantes (Predieri, 2001). As altera¢gbes no
DNA nuclear ou de organelas citoplasméticas resultam mutacdes em nivel do gene,
genoma ou cromossomo (delecdes, inversdes, translocacdes, duplicagoes,
aneuplodias, quebras de ligagdo, etc.) que geram variabilidade, cuja limitacdo no
melhoramento é a ndo especificidade da caracteristica mutada (Tulmann Neto et al.,
1998).

Os aspectos técnicos de melhoramento por mutacdo procedem com a
escolha do mutagénico e dose; materiais iniciais e tamanhos da populacdo; a
manipulacdo do material tratado; e métodos apropriados de selecdo dos mutantes. A
dose ou concentragdo apropriada de mutagénicos tem que ser determinada antes da
conducdo do método, porque existem diferencas em sensitividade das plantas a
mutagénicos, que dependem dos fatores ambientais do material tratado (conteudo de
agua, oxigénio, temperatura, etc.) e fatores bioldgicos (grau de ploidia, genétipos, etc.)
(IAEA, 1977).

E sabido que o fator chave na irradiacdo de material vegetal é a dose, ou
seja, a quantidade de energia de radiagdo absorvida pelo material medida em Gray
(Gy). Considera-se trés tipos de dose: alta (> 10kGy); média (1 a 10 kGy); e baixa (<1
kGy). Doses altas sao utilizadas para esterilizacdo de alimentos e doses baixas (60 a
700 Gy) para inducdo de mutacdo em sementes, enquanto para material cultivados in
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vitro, a dose € muito menor, variando de 5 a 100 Gy, dependendo da espécie de
planta, cultivar ou tipo de material inicial (Ahloowalia & Maluszynski, 2001).

A radiacdo ionizante penetra no tecido e pode induzir grande numero de
diferentes tipos de alteragbes bioquimicas, ao nivel de DNA, cromossomo e de
genoma, incluindo aberragbes cromossomicas tais como delegbes, inversoes,
duplicacdes e translocacdes, e mutacdes génicas. Raios-gama e raios-x tém sido os
tipos de radiagBes ionizantes mais amplamente usadas, sendo a irradiagcdo aguda
(irradiacdo em curto periodo de tempo) a mais apropriada para mutagénese induzida
em cultura de tecidos. O primeiro passo para 0 uso € a determinacdo da dose mais
adequada a aplicar, baseada em testes de radiossensitividade através das respostas
fisiologicas do material irradiado, quais sejam reducdo de 50% do crescimento
vegetativo do material tratado (GRs, dose que causa 50% de reducéo do crescimento)
ou de sobrevivéncia (LDs, dose que causa 50% de letalidade) quando comparado ao
controle, no primeiro ciclo vegetativo apos tratamento (vM1) (Predieri, 2001).

As mutagcbes benéficas podem estar acompanhadas de efeitos colaterais
desfavoraveis causados por ligacdes préximas a tais caracteristicas ou efeitos
pleiotropicos que ndo podem ser corrigidos. A solugdo, neste caso, é induzir grande
nimero de mutantes independentes para o tipo desejavel e selecionar aqueles com
menores niveis de efeitos colaterais indesejaveis. Preferencialmente, o material de
planta para mutagénese deve ser geneticamente heterozigoto, pois a maioria das
mutacdes € recessiva enquanto as dominantes raramente ocorrem. Muitos
experimentos apresentaram melhores resultados a doses menores do que LDsg, pois
dosagens mais baixas, apesar de apresentarem menores freqiéncias de mutagoes,
tém a vantagem de causarem relativamente menos danos cromossOmicos e outros
efeitos laterais negativos (Przybyla, 1994).

Em experimentos com mutagénese, seja através de mutagénico quimico ou
fisico, € necessario avancar o material tratado. Em plantas propagadas por sementes,
mutantes recessivos sdo comumente selecionados a partir da segunda (M) ou terceira
(Ms) geracdo apOs tratamento, enquanto para aquelas propagadas vegetativamente
s80 necessarios Varios ciclos para eliminar quimerismo e obter mutantes periclinais e
sélidos. Em campo, pode necessitar varios anos, principalmente para plantas de ciclos
longos, enquanto atraves de subcultivos in vitro, de \, a V,, estes mutantes poderédo
ser obtidos rapidamente, em questdo de meses, e sem perdas de quaisquer genétipos
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sob condicdes livres de doencga. Ademais, quando plantas mutantes séo regeneradas
via embriogénese somética a partir de cultura de células em suspenséo, as chances
sdo grandes de regenerantes serem mutantes sélidos, desde que pouco ou uma
simples célula dé origem aos embrides (Ahloowalia & Maluszynski, 2001).

Para plantas em que n&o ha conhecida fonte genética para uma caracteristica
desejavel, ou para plantas apomiticas ou estéril, em que a hibridagcdo ndo é uma
opcao, a inducdo de mutacdes € o Unico método para melhoramento. Além dessas,
para a maioria das plantas propagadas vegetativamente, as quais sdo altamente
heterozigoticas e frequentemente polipléides ou aneuploides, o melhoramento por
inducdo de mutacdo oferece a vantagem de aumentar a freqiéncia de mutacdes
(maioria recessiva) em uma ou poucas caracteristicas, mantendo-se as principais
caracteristicas da variedade original (Tulmann Neto et al., 1998).

Nessas plantas propagadas vegetativamente, o evento de mutacdo induzida
numa célula somética, de qualquer camada celular no meristema caulinar ou no
primérdio de gema axilar, ser4 transmitido e, eventualmente, expresso em
descendentes somaticos (clones). Entretanto, um dos problemas sérios é a ocorréncia
de quimerismo quando gemas ou apices caulinares, que apresentam camadas
autdbnomas de células, sdo tratados com mutagénico. A célula mutada se desenvolvera
numa quimera setorial ou mericlinal através de divisdes celular e competicdo com
células ndo mutadas. A situacdo desejada, considerando que a quimera setorial ou
mericlinal é instavel, é formar 6rgdo completamente uniforme mutado, “homohistont”,
ou uma quimera periclinal através do crescimento e propagacao clonal, pois as plantas
serdo completamente mutadas ou todas as células dentro de uma ou duas camadas
serdo mutadas, respectivamente. As desvantagens de quimeras periclinais sdo que
nao podem ser usadas em melhoramento por cruzamento, se mutagdo nao ocorreu em
camada L-2 responsavel pela producédo de gametas, e ndo se pode propagar o tipo
verdadeiro por gemas adventicias. O termo quimerismo expressa toda combinacdo
estavel de dois ou mais tecidos somaticos geneticamente diferentes (Przybyla, 1994 e
Donini & Sonnino, 1998).

Na maioria das plantas propagadas vegetativamente, a micropropagagao
fornece material mais adequado para irradiagéo de culturas in vitro, sendo o processo,
para a maioria dessas plantas, bem desenvolvido. E recomendado para a irradiaco de
micropropagulos, meio de cultura simples, como MS, preferencialmente sem
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reguladores de crescimento, para iniciar e estabelecer culturas. O subcultivo de
explantes irradiados por duas a quatro vezes (V; até V,) podera resultar na separacao
dos tecidos quimeéricos, quer de origem por mutagénese quer por variagado somaclonal.
Em muitos casos, a propagacdo convencional a partir de estacas ou tubérculos é
requerida, antes da selegdo de variantes, para eliminar efeitos fisioldgicos de cultura de
tecidos que podem simular variacdo somaclonal (Ahloowalia, 1998).

O uso direto de mutacBes € um processo valioso, especialmente quando o
melhoramento de uma ou duas caracteristicas facilmente identificaveis € desejado
numa variedade bem adaptada. A principal vantagem é que o genotipo basico da
variedade € levemente alterado, oposto a procedimentos envolvendo hibrida¢des de
duas variedades distintas. O uso indireto de mutagdes pode envolver o cruzamento de
mutantes diferentes a partir da mesma variedade parental; cruzamentos de diferentes
mutantes de linhas parentais diferentes; e cruzamento de duas variedades carregando
aparentemente a mesma mutacdo na mesma variedade parental (Donini & Sonnino,
1998).

A selecéo de variantes € um passo importante no melhoramento por mutacao
e é em grande parte mais dificil do que a inducédo por si s6. Os procedimentos
consideram mutagfes detectaveis, em plantas simples, por inspecéo visual combinada
com procedimentos apropriados de separacdo (infeccdo artificial, inducdo de
acamamento, estresses de temperatura, etc.) e mutacdes detectaveis, sobre uma base
de progénies de plantas, invisiveis a olhos nus (caracteristicas quantitativas: producéo,
proteina de semente, etc.) que podem ser identificadas somente através de andlises
bioquimicas ou biométricas na populacéo total (IAEA, 1977).

Os trabalhos de obtengcdo de mutantes para tolerancia ou resisténcia a
doencas ndo sdo numerosas na literatura quanto para outras caracteristicas, devido ao
fato de que resisténcia adoenca estd muito mais sob controle de genes dominantes e
gue a taxa para ocorréncia de mutacdes dominantes é relativamente baixa. Resisténcia
monogénica é freqlientemente raga-especifica e é facilmente quebrada pela evolucédo
da populacdo do patdgeno, sendo aconselhavel ter mais de um gene de resisténcia na
mesma variedade. Resisténcias ndo-especificas sdo controladas pela interacdo de
varios genes, cuja probabilidade de mutagédo é mais alta do que para genes maiores,
mas o efeito fenotipico dos genes menores mutados ndo séo facilmente perceptiveis,
cuja selecdo adequada é mais dificil (Donini & Sonnino, 1998).
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Para deteccéo de resisténcia ou tolerancia a doencas induzida em plantas de
propagacao sexuada, poderdo ser testados tratamentos das plantas M2 com material
infeccioso tais como fungo, esporos e filtrados de cultura. A eficiéncia da selecdo in
vitro reside na capacidade de selecionar células mais apropriadamente, que sejam
capazes de regenerar plantas, do que selecionar ao nivel de plantas completas.
Porém, as selecOes estéo restritas ao tipo de mutagcfes que podem ser detectadas ao
nivel celular, tais como tolerancia asalinidade, estresses minerais, herbicidas, toxinas
relacionadas a doencas, etc. (Tulmann Neto et al., 1998).

O melhoramento por mutagdo, combinada com materiais cultivados in vitro
tais como apices caulinares, segmentos nodais e brotos adventicios e, a
micropropagacao de gemas axilares, € considerado como um processo valido para o
isolamento de mutagbes somaticas. Em contraste ao método in vivo, cultivo in vitro
resulta numa dissolucédo rapida da quimera e na recuperacdo de mutantes estaveis
geneticamente (Tulmann Neto et al., 1998)..

Os mutantes isolados nas geracdes \, e/ou 4 podem ser avaliados pela
estabilidade e multiplicados para se testar sua performance agronémica. Meristemas
tratados com mutagénicos e cultivados in vitro favorecem que variantes sejam
separados diretamente in vitro para um numero de atributos favoraveis, incluindo
resisténcia a estresses bioticos e abitticos (Donini & Sonnino, 1998).

O método de melhoramento de plantas por inducdo de mutagcdo esta bem
estabelecido. Segundo Ahloowalia & Maluszynski (2001), mais de 1.800 cultivares
foram obtidas direto ou indiretamente através de mutantes induzidos em plantas
propagadas por sementes, tais como trigo, arroz, cevada, trigo, amendoim e feijao. Em
plantas propagadas vegetativamente, 465 mutantes foram liberados, sendo a maioria
plantas ornamentais (crisantemo, rosa, begbnia, azalea, délia, etc.) e pouco em plantas
frutiferas (maca, péra japonesa, toranja, banana, abacaxi, tamara).

Uma cultivar de crisantemo apresentando flores de coloracdo vinho
denominada “Magali” foi obtida por Adames et al. (1999) a partir de mudas da cultivar
“Ingrid” (de coloracdo rosa escuro) irradiadas com raios-gama (dosagem 20 Gy) e
selecéo em V..

Devido a auséncia de fonte de variabilidade genética em gergelim para
tolerdncia a Phytophthora nicotianae var. parasitica, Pathirana (1992) submeteu
sementes a diferentes doses de radiacdo gama. A partir da geracdo M,, selecionou em
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area de reconhecida ocorréncia da doencga, conseguindo na geracdo M, 21 linhas que
apresentaram sobrevivéncia média de 43,3% (25-66%) e média de capsulas por planta
de 42,0 (17-68) enquanto a cultivar tradicionalmente usada 7,2% e 34,6,
respectivamente, sendo nas doses de 450 e 600 Gy a maior geragdo de linhas
tolerantes.

Tulmann Neto et al. (1995), partindo da irradiagdo gama (350 Gy) em
semente de trigo da cultivar IAC-17, ap0s varios ciclos de selegdo em campo a partir
da M,, obtiveram um mutante com reducdo da altura, tendéncia a sofrer menos
acamamento e maior resisténcia a oidio, além do que as outras caracteristicas da
cultivar permanecerem inalteradas.

Em trabalho relatado por Ando et al. (1997), através da irradiagdo gama de
estacas de pimenta-do-reino, foi possivel selecionar plantas que mostraram tolerancia
afusariose que sobreviveram durante oito anos em area de ocorréncia da doenca.

Mutantes resistentes apinta preta em péra japonesa causada por Alternaria
alternata foram induzidos por irradiagdo gama em cultivares susceptiveis, tanto usando
irradiagéo cronica quanto aguda. Em todos os mutantes, foi confirmada a resisténcia

intermediaria com varios niveis de tolerancia (Yoshioka et al., 1999).

2.3.2.2 Inducéo de mutagéo associada & técnicas in vitro

Apesar da maioria das mutagfes induzidas ser recessiva e deletéria, este
método tem apresentado uma grande contribuicdo ao melhoramento de plantas
cultivadas. Os melhoristas de plantas dispdem de vérias técnicas in vitro que, em
combinacdo com mutacbes induzidas, podem acelerar os programas de
melhoramento, pois podem aumentar a eficiéncia na geracao de variabilidade, sele¢éo
e multiplicagdo dos gendtipos desejados (Maluszynski et al., 1995). Esta técnica
combinada permite o tratamento mutagénico de grande numero de explantes e
multiplicacdo dos gendtipos selecionados num pequeno espaco e curta duracdo, sob
situacdes livres de doenca, com um risco minimo de perda de variantes através de
acidentes durante a propagacéo (Ahloowalia, 1998).

As técnicas in vitro oferecem uma ampla escolha de material de planta para
tratamento mutagénico, as quais sdo mais apropriadas quando comparadas com
tratamento de gemas in vivo, pois as estruturas a partir das quais as plantas serdo
originadas sdo compostas de poucas ou uma célula. Este fato diminui o risco de
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obtencdo de plantas quiméricas e aumenta a probabilidade de células mutadas
expressarem a mutacdo no fenotipo, pois mutacéo é um evento de célula simples e os
regenerantes podem se originar de um grupo de células (Predieri, 2001).

Entretanto, a aplicacdo de mutacées no melhoramento de plantas serd mais
bem explorada a partir da disponibilidade de protocolos de cultura de tecidos para
micropropagacdo de plantas e regeneracdo a partir de células e tecidos, e de
tecnologias de marcadores moleculares, tanto para investigar variagbes dentro de
populacdes quanto para identificar mutantes com caracteristicas desejaveis (Predieri,
2001). VariagOes causadas por mutagdes induzidas ndo séo essencialmente diferentes
daquelas originadas por mutagbes espontaneas, e, esses mutantes sdo uma
alternativa cientifica aengenharia genética de plantas (Predieri, 2001).

Os dois novos grupos de tecnologias, cultura in vitro e métodos moleculares,
tém criado um novo paradigma no uso de mutacbes no melhoramento de plantas. As
mutacdes induzidas tém entdo assumido uma nova dimenséo, tanto no melhoramento
de plantas quanto na exploracao da biologia (Ahloowalia & Maluszynski, 2001).

A irradiacdo de plantas cultivadas in vitro fornece uma forma de tratar grandes
populacdes, através da irradiacdo de plantas micropropagadas, gemas axilares,
adventicias, meristemas apicais, cultura de calos regenerativos, anteras € microsporos,
e protoplastos e embrides soméaticos, em placas de Petri ao invés de plantas em
campo. No melhoramento convencional, as populacdes se originam a partir de
variabilidade natural, recombinacdo e selecdo, enquanto o melhoramento moderno
envolve variabilidade induzida, selecdo, avaliagdo e multiplicacdo de genotipos
desejados, pois 0os melhoristas possuem a opcé&o de uso de cultivo in vitro para
multiplicagdo, métodos moleculares para selecionar genétipos especificos, inducdo de
mutacao para aumentar e gerar variabilidade, condicdes ambientais controladas para
manipular crescimento e floracdo, informéatica para auxiliar o processamento de dados,
e colaboracdo internacional para intercambio de germoplasma (Ahloowalia &
Maluszynski, 2001).

Gao et al. (1992), ao analisarem os efeitos da radiagdo gama no cultivo in
vitro de hibrido de arroz do grupo indica, verificaram que explantes do tipo
inflorescéncia jovem e embrido maduro foram mais satisfatorios tanto para producao
de calos e regeneracdo de brotos in vitro quanto para mutagénese. A exposicdo de
embrides imaturos adose de 10 Gy e de calos derivados de sementes maduras &
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doses de 2,5 a 5 Gy levou a uma maior taxa de inducdo de calos e regeneracao de
plantulas, sendo que as doses de 5 a 10Gy em inflorescéncia jovem e 25 a 50 Gy em
embrides maduros foram as mais efetivas para cultivo in vitro e na geragao de
variantes desejaveis quanto amaturidade precoce, estatura baixa e alta capacidade de
perfilhamento.

Latado et al. (1996) submeteram pedicelos de botdes florais imaturos da
cultivar Repin rosa de crisantemo aradiagdo gama na dose de 8Gy e os cultivaram in
vitro. As plantas regeneradas por organogénese direta foram avaliadas em campo,
sendo selecionados 46 mutantes para coloracdo da inflorescéncia e um mutante de
folhas variegadas, sendo a inflorescéncia dos mutantes de uma Unica cor.

Predieri et al. (1997) associaram irradiagdo gama em gemas in vitro de
pereira areducdo do tamanho das arvores, principalmente levando em consideracao
gue, para cada geracao a partir de sementes, sdo necessarios quatro anos. Utilizando
uma dosagem de 3,5 Gy (LDs,) e ap6s trés ciclos de proliferacdo de brotos, os brotos
enraizados foram aclimatados e as mudas transferidas para campo. Nas plantas
selecionadas para habito compacto (variagao entre 0,5 a 2,8% de plantas selecionadas
por total de gemas irradiadas, entre as 4 cultivares) ndo se tem observado quimerismo
nas plantas.

A variacdo somaclonal pode ser herdada geneticamente e € gendtipo
dependente. E uma técnica relativamente simples, usavel onde outros métodos nao
sdo possiveis ou onde genes de resisténcia ou genes de interesse ndo estdo
disponiveis. Mehta & Angra (2000), ao utilizarem sete cultivares de trigo com certo
nivel de tolerancia & doencas, observaram que as plantas R2 (somaclones
regenerados na segunda geragdo), regeneradas através da passagem por calos,
apresentaram variagdo para resisténcia a Bipolaris sorokiniana e Magnaporthe grisea,

mas nao para Xanthomonas campestris pv. undulosa.

2.3.2.3 Selecéo in vitro

A selecdo de gendtipos desejados é um passo critico no melhoramento de
plantas. A alta eficiéncia de sistemas de sele¢do in vitro ao nivel celular reside no fato
de que é possivel crescer milhdes de células numa placa de Petri ou frasco e atingir
multiplicacdo rapida de populagcbes de células em meios definidos. Apos tratamentos
mutagénicos, as plantas regeneradas a partir de células mutadas podem ser
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selecionadas in vitro por exposicéo das células regenerativas e tecidos a condi¢des de
estresses, e as plantas pré-selecionadas podem entdo ser testadas em campo.
Alternativamente, as plantas regeneradas podem ser crescidas no campo e
submetidas a selecdo. O termo variante € usado para definir um fendtipo novo.
Somente evidéncia genética ou molecular pode estabelecer o “status” como um
mutante. Em muitos casos, os variantes selecionados in vitro foram observados ser
mutantes e apresentaram heranca Mendeliana simples (Ahloowalia, 1998).

As caracteristicas passiveis de sele¢do in vitro incluem tolerancia a calor, frio
e injaria ao congelamento; comprimento do dia; tolerancia salina; resisténcia a fungo e
bactéria (co-cultivo do hospedeiro com toxinas ou patdgeno); tolerancia a seca;
resisténcia a herbicidas e antibiéticos; tolerancia a toxicidade de metais (aluminio,
cobre, zinco, chumbo) e baixos niveis de NPK; resisténcia a nematoides de raiz (co-
cultivo de cistos com raizes de planta); e simbiose aperfeicoada para fixacdo de
nitrogénio (co-cultivo da bactéria ou micorriza com raizes ou planta completa). A
aplicacdo de uma simples dose severa para selecdo € preferivel do que aumento
gradativo, pois as culturas in vitro sdo reconhecidas em tolerar estresses, através da
adaptacao e habituacdo, antes do que resisténcia genética (Ahloowalia, 1998).

Contudo, o método de selecdo in vitro mais efetivo para regeneragdo de
plantas de calos embriogénicos de trigo para tolerancia a salinidade, observada por
Barakat & Abdel-Latif (1996), foi através do aumento gradativo na concentracdo NacCl
(5 a 9 g/l) quando comparado com outros métodos, os quais utilizaram concentracdo
fixa de NaCl ou meios de cultura livres de NaCl.

A mutagénese de gema, mesmo estando associada a quimerismo, através da
irradiacdo de apices, seguida por dissolugdo das quimeras, pode ser o mais eficiente
uso no melhoramento por mutag&o in vitro, principalmente para culturas onde o carater
mutante desejado deva estar combinado com retencdo de vigor e onde vigor esteja
correlacionado com producao. Porque uma vez as quimeras tenham sido eliminadas
por pelo menos trés ciclos de subcultivo in vitro, os “homohistonts” podem ser
submetidos asele¢éo in vitro. Sele¢cdo empirica contra metabdlitos de fungo parecem
resultar em variantes potencialmente proveitosos (Cassels, 1998).

A possibilidade de executar uma selecéo in vitro depende, acima de tudo, da
disponibilidade de um sistema eficiente de regeneracéo e propagacéo clonal (Predieri,
2001). Selecdo com toxina especifica do hospedeiro podem resultar em plantas
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resistentes a toxina, com completa resisténcia ao patdégeno (resisténcia qualitativa),
provavelmente resultante de um gene maior, enquanto que selecdo para um nivel
aumentado de tolerancia poderia selecionar individuos com resisténcia incompleta,
possivelmente determinada por mutagdes em genes menores (resisténcia quantitativa).
Ambas séo Uteis, mas desde que mutagdes nos patbgenos ocorrem para quebrar a
resisténcia das plantas, a resisténcia quantitativa ou resisténcia poligénica parece ser
capaz de produzir resultados mais duraveis. Deste modo, um protocolo compreensivo
de operacdo deveria vincular selecdo in vitro, verificagdo in vivo (em casa de
vegetacdo) das caracteristicas modificadas, e avaliagdo acurada em campo da
ocorréncia sobre estabilidade e utilidade dos caracteres melhorados (Predieri, 2001).
Para a selecdo de genotipos resistentes a doencas, além da geracdo de
variabilidade genética, € necessario um método adequado e confiavel para a
identificagdo. Fungos do género Fusarium produzem uma variedade de metabolitos
ativos biologicamente em filtrado de cultura. Hidalgo et al. (1998) comprovaram o efeito
fitotoxico de filtrado do cultivo em “Czapek-Dox broth” do fungo Fusarium subglutinans,
agente causal da doenca fusariose em abacaxizeiro, em cultivares resistentes e
susceptiveis de abacaxizeiro tanto em folhas (concentracdo do filtrado a 80% v/v)
guanto em calos cultivados in vitro (10 a 30% v/v). Resultado semelhante foi observado
por Borras et al. (2001) ao testarem diferentes concentra¢des do filtrado, cujos efeitos
em folhas (acima de 50% v/v) possibilitaram a separacdo entre as cultivares
susceptiveis dos resistentes. Hidalgo et al. (1999) também observaram que o filtrado
de cultura de Fusarium subglutinans (4 a 20% v/v) em meios de cultura reduziu a
formacdo de brotos in vitro a partir de explantes de “plantlets” e a regeneracdo de
plantas a partir de calos, derivados de cultivares susceptiveis, mas as cultivares
resistentes apresentaram também resisténcia aos efeitos do filtrado. Esta metodologia
se constitui numa alternativa viavel em programas de melhoramento genético do
abacaxizeiro para selecao de gendtipos resistentes adoenca causada por esse fungo.
Matsumoto et al. (1999a), visando estabelecer uma estratégia de obtencao de
plantas de bananeira resistentes adoenca causada por Fusarium, desenvolveram uma
técnica de co-cultivo in vitro do fungo com grupo de multiplas gemas proliferadas in
vitro. Produziram o filtrado altamente téxico com variedades susceptiveis (cv. Maca) e
0 menos téxico com variedade resistente (cv. Nanicdo), tendo indicado como uma

alternativa efetiva para selecdo in vitro de mutantes. Tanto que, utilizando os
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mutagénicos quimicos EMS (0,3%) e DMSO (4%) em grupos de gemas de bananeira
(cv. Macd) obtidas in vitro, e sele¢éo in vitro com 10 e 15% do filtrado a partir desta
técnica de co-cultivo, selecionaram, apds sucessivos ciclos de selecdo in vitro e
inoculacao artificial em casa-de-vegetagéo, no primeiro experimento trés clones e no
segundo experimento nove clones, dos quais pelo menos um apresentou clara
resisténcia em campo adoenca da murcha por Fusarium Matsumoto et al. (1999b).

As variacfes quanto a susceptibilidade e resisténcia in vitro & toxinas de
Fusarium se devem principalmente avariedade ou genétipo, tanto quanto observado
ao ataque do patdogeno sob condigcbes de campo. Essas variagcbes refletem os
mecanismos de resisténcia que operam a Vvarios niveis, desde a prevengao contra a
invasdo e expansdo do fungo atolerancia ou degradacao a toxina (McLean, 1996).
Varios metabolitos por Fusarium s&o produzidos, tais como micotoxinas, fitotoxinas,
reguladores de crescimento de planta, enzimas extracelulares, antibioticos e
pigmentos, cujos efeitos in vitro nem sempre refletem a situacao in vivo. Entéo, ao usar
a selecdo in vitro, € recomendavel que mais de um metabdlito seja adicionado ao meio
seletivo, pois € altamente provavel que mais de um esteja envolvido na patogénese.

A presencga e a concentracdo desses metabdlitos produzidos pelos patégenos
dependem principalmente da condigdo de cultivo e da patogenicidade dos isolados
usados (Remotti et al., 1997). Jin et al. (1996) observaram que isolados de Fusarium
solani de outros hospedeiros, diferentes da soja, ndo causaram nesta, 0S mesmos
sintomas da sindrome de morte subita e, os filtrados de cultura do fungo tiveram
significativamente menor efeito fitotoxico a calos, em soja, do que tiveram filtrados a
partir de isolados do fungo da propria soja que causavam a doenca. O filtrado de
cultura de Fusarium solani, isolado de soja com sindrome da morte sUbita, causou
tanto reducdo do crescimento quanto escurecimento dos calos e esses efeitos
apresentaram correlacéo positiva com as taxas de sintomas de severidade observadas
guando inoculados em cultivar em condicfes de campo.

O &cido fusarico foi o primeiro produto de fungo produzido em cultura, uma
toxina com atividade biolégica que foi purificada e identificada, e que tem sido isolado
de varias plantas infectadas com Fusarium (banana, algodao, meldo, caupi) mas ndo
de outras. Portanto, isto evidencia que &cido fusarico é produzido em varios

hospedeiros infectados com Fusarium (Beckman, 1987).
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Matsumoto et al. (1995) observaram que a concentracdo de 0,1 mM de &cido
fusarico inibiu totalmente o crescimento tanto de plantas de bananeiras tolerantes (cv.
Nanicdo) quanto de susceptiveis (cv. Macgd), como agente seletivo contra a murcha de
fusarium da raca | do Fusarium oxysporum f.sp. cubense. Esta estratégia permitiu a
selecdo de variantes tolerantes apds tratamento de mdltiplas gemas com mutagénicos
guimicos (EMS e DMSO), cujos resultados foram confirmados em testes de casa-de-
vegetacdo. Em contraste, sem uso de mutagénico, linhas de células de gladiolo
susceptivel ao fungo F. oxysporum f. sp. gladioli foram selecionadas apos cultivo sob
pressao de acido fusarico (acima de 0,5 mM) de células em suspenséo, cujas plantas
regeneradas dos calos, dessas linhas de células insensiveis a acido fuséarico,
expressaram tolerancia a essa toxina quando cultivadas in vitro na presenca deste
agente seletivo (Remotti, et al., 1997).

Entretanto, em bananeira, o uso de filtrado da cultura do fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense racas 1 e 4 e acido fusérico, em meio de cultivo in vitro de
apices caulinares, ndo discriminou cultivares resistentes de susceptiveis, pois em
ambos meios de sele¢do os explantes das cultivares foram susceptiveis. Além disso e
COmo as respostas in vivo ndo tiveram ligagdo com as in vitro, Morpurgo et al. (1994),
sugeriram que esta metodologia in vitro, tanto com filtrado quanto com toxina
hospedeiro ndo-especifica, ndo seja aplicavel em bananeira para selecédo de genoétipos
resistentes ao fungo.

Em cultivares de batata com resisténcia e com resisténcia intermediaria, o
efeito do filtrado de cultura de Alternaria solani foi favoravel aregeneracéo de brotos,
pois em todas as concentracdes testadas houve um aumento no nimero de brotos
induzidos quando comparado ao meio de cultura sem filtrado. Segundo Lynch et al.
(1991), esta resposta deve estar associada a mudanga no balanco enddgeno de
fitohormbnios nos explantes cultivados ou a possivel mudanca na sensibilidade das
células competentes a substancias exdégenas de crescimento.

O desenvolvimento de sistemas de selecdo para resisténcia a doenca em
cultura tem sido usar toxinas do patégeno como agente seletivo. Na maioria dos casos,
nesse sistema, a resisténcia a toxinas expressada pelas plantas regeneradas
correlacionou com aumento significativo nos niveis de resisténcia a doenca nas
plantas, cujas alteracbes genéticas foram transmitidas & progénies das plantas
selecionadas, en todos os casos estudados. Entretanto, os problemas do uso de
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toxinas de patdgeno como agente seletivo se limitam a trés grandes areas: a) a falta de
toxinas suficientemente caracterizadas que tém um papel em doencas importantes; b)
expressao diferencial em nivel de célula simples e em nivel de planta completa; e c) a
possibilidade que os niveis de resisténcia desejados ndo podem ser obtidos devido ao
modo de agdo da toxina envolvido. Por isso, para Daub (1986), os filtrados de cultura
ndo sdo os melhores agentes para selecao para resisténcia, mas se outros métodos
nao estiverem disponiveis, estes podem ser usados, desde que algumas precaucdes
sejam guardadas contra selecdo para resisténcia a substancias nédo especificas
encontradas nos filtrados.

2.3.2.4 Selecéo através da obtencao de plantas transgénicas

Para a obtencdo de plantas transgénicas, os sistemas de transferéncia de
DNA que rotineiramente tém sido usados para introduzir genes em plantas cultivadas
sdo Agrobacterium tumefaciens, eletroporacdo e bombardeamento de particulas. No
desenvolvimento de programas de melhoramento de plantas, permite-se a introdugao
de genes de espécies nao relacionadas e igualmente de outros reinos (bactéria, fungo,
animais). Todos esses sistemas requerem a aplicacdo das técnicas de cultura de
tecidos para a regeneragéo de plantas e diferem entre si, principalmente na maneira
pela qual o DNA é transferido para dentro da célula da planta (De Block, 1993).

Plantas transgénicas de amendoeira com genes gusA (b-glucuronidase) e
nptll  (*neomycin phosphotransferase [I”) foram obtidas via transformagéo por
Agrobacterium a partir de 1419 folhas e um protocolo eficiente de regeneracdo de
plantas via organogénese foi estabelecido. Quatro brotos selecionados com
kanamicina apresentaram amplificacdo de fragmentos do DNA, mas apoés
micropropagacao apenas “plantlets” clonados de um deles apresentaram consistente
resultado positivo de deteccdo histoquimica de GUS e amplificacdo em PCR, cuja
hibridizagdo em Southern blot confirmou integracéo estavel dos transgenes no genoma
da planta (Miguel & Oliveira, 1999).

Através do bombardeamento de brotos meristematicos, de plantulas in vitro,
com particulas de ouro, Zhang et al. (1999) obtiveram sucesso na transformacédo de
uma cultivar de aveia e outro de cevada com genes uidA e bar, cujo protocolo

desenvolvido produziu plantas transgénicas em todas as linhas, confirmadas por
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andlises de hibridizacdo do DNA e de expressao e transmissdo dos transgenes nas
progénies.

Kondo et al. (2000), utilizando um protocolo eficiente de regeneracéo in vitro,
produziram plantas transgénicas de alho com o gene uid A. Calos foram imersos em
solucdo de Agrobacterium tumefaciens e co-cultivados no escuro por trés dias e, em
seguida, em meio de propagacéo de calos com agente seletivo (higromicina) por dois
meses e transferidos para meio de inducéo de brotos. Apds 4 a 5 meses, emergiram
brotos e regeneraram 15 plantlets transgénicos. Expressdo transiente GUS foi
detectada e, das folhas das plantas transgénicas, crescidas em casa de vegetacao
apés aclimatagcdo, DNA gendmico foi extraido cujas analises em Southern blot
evidenciaram a integracao do gene no DNA gendémico da planta.

Resultados positivos foram obtidos por Zhang et al. (2000) em mandioca,
utilizando o sistema de regeneracdo de plantas via organogénese e o método de
bombardeamento de particulas revestidas com genes semelhantes. Bombardearam-se
cotilédones de embrides somaticos e plantas transformadas foram regeneradas,
comprovando-se pelo teste histoquimico de GUS e pelas andlises de Southern e
Northern blots de hibridizacdes de DNA e RNA, respectivamente.

Plantas de bananeira da cultivar Rasthali (AAB) também foram transformadas
guando Ganapathi et al. (2001) utilizaram o sistema mediado por Agrobacterium e um
protocolo eficiente de regeneracdo de plantas a partir de células embriogénicas em
suspensdo. Nessas células cultivadas com Agrobacterium foram integrados ao genoma
0s genes gus A (reporter) e als (gene de selecdo para resisténcia ao herbicida
sulfonylurea), em cujas plantas transformadas regeneradas por embriogénese
somatica foi confirmada a integragdo do DNA por andlises de Southern blot e teste
histolégico de GUS, sendo observado nos frutos das plantas transgénicas expressao
positiva de GUS.

O método de transformacdo genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens € muito eficiente em muitas plantas, principalmente nas dicotiledéneas,
mas algumas plantas dicotiledbneas e a maioria das monocotiledoneas sao
recalcitrantes a infeccdo por Agrobacterium tumefaciens. Ke et al. (2001)
desenvolveram um método eficiente de transferéncia de gene para plantas de arroz e
soja, plantas recalcitrantes, através da utilizacdo de linhagens de Agrobacterium
tumefaciens modificadas com o0 gene mutante constitutivo VvirGN54D, cuja
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superexpressdo aumenta o nivel de expressdo dos genes vir muito importantes na
viruléncia da bactéria. Utilizando este método, brotos de plantulas, apés co-cultivo com
Agrobacterium tumefaciens, foram cultivados em meios de cultura com agente seletivo
e de regeneracgao de plantas, onde foram regenerados transformantes. Testes de GUS
confirmaram a transformacé&o, porém os resultados indicaram que, durante o processo,

qguantidades diferentes de DNA foram transferidas para cada espécie.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido através do estabelecimento de
estratégias apropriadas para mutagénese, com mutagénico fisico do tipo radiacéo
gama, associada & técnicas in vitro e métodos adequados de selecéo visando a
obtencdo de material resistente e/ou tolerante adoenca fusariose em pimenta-do-reino.
Além disso, testou-se varias alternativas para inducdo de calos visando regeneracao
de plantas e realizou-se avaliacdo agrondmica de plantas originadas de estacas de
pimenta-do-reino da cultivar Cingapura, que sofreram sele¢des artificial e natural contra

o fungo.

3.1 Aplicagao das técnicas in vitro

Para a aplicacdo da mutagénese associada & técnicas in vitro, o trabalho foi
desenvolvido através da definicdo do processo de micropropagacao, estratégias de
mutagénese a partir da determinacdo da radiosensitividade de gemas a irradiagdo
gama, determinacdo de condi¢cdes in vitro para selecdo de variantes tolerantes ao
filtrado da cultura do fungo Fusarium solani f. sp. piperis, e condi¢cdes para selecdo in
vivo com suspenséo de esporos do fungo, além de atividades de inducéo de calos para
regeneracao de plantas (Figura 2).
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Figura 2 - Metodologia para desenvolvimento das técnicas in vitro visando mutagénese

e selecdo de variantes tolerantes adoenca fusariose em pimenta-do-reino.
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3.1.1 Producéo de plantas doadoras de explantes

Um fator limitante no estabelecimento do processo de micropropagacao é a
obtencéo de explantes livres de contaminantes. Aspecto apresentado pelas plantas de
pimenta-do-reino que apresentam fungos e bactérias endogenas. Para tornar viavel o
processo, varias estratégias de producdo de plantas doadoras de explantes foram
adotadas, quais sejam: a partir de estacas para formacdo de mudas em casa-de-
vegetacao; a partir de sementes sob cultivo in vitro; e a partir de embrides zigoticos.

3.1.1.1 A partir de estacas

Estacas de ramos ortotrépicos com dois a trés nds foram podadas de plantas
adultas, crescidas em area de producdo de pimenta-do-reino no municipio de Tomé-
Acu, Estado do Para, que em Piracicaba, Sdo Paulo, foram transferidas para bandejas
plasticas com vermiculita sob condicbes de alta umidade relativa do ar para
enraizamento (Figura 3a). As estacas enraizadas foram repicadas para sacos plasticos
de polietileno 18x12 cm com substrato comercial (Plantmax) para desenvolvimento de
brotagbes. As estacas com brotagdes foram transferidas para vaso de barro 22x20 cm
contendo substrato do tipo solo para formacdo de mudas. Durante a formacdo das
mudas, solugdo com metade da concentracéo de sais do meio basico de cultura de MS
(Murashige & Skoog, 1962) foram adicionadas ao solo mensalmente.

Também, cerca de 20 estacas de plantas Vs foram obtidas, com oito anos de
cultivo de cada uma de seis linhagens selecionadas contra a doenca fusariose (C25,
C45, C70, C123, C132 e C170), e submetidas aformacéo de mudas. Essas plantas Vs
tiveram origem a partir de estacas que foram submetidas airradiacdo gama, e as
estacas foram tratadas por imersdo em solugéo de NAA (0, 10, 50 e 100 mg.L™") por 12
horas e transferidas para bandejas com substrato de vermiculita sob condi¢cdes de
camara umida. Apos 4 a 6 semanas, as estacas enraizadas foram transferidas para
vasos de ceramica (22x20 cm) contendo substrato composto de Plantmax e vermiculita
na proporgéo (2:1 v/v) para desenvolvimento das brotagdes e formagao de mudas.
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3.1.1.2 A partir de sementes de cultivar tradicional

Para a producédo de plantulas in vitro, inicialmente frutos no estadio maduro
de coloracdo amarelo a vermelho (Figura 3), a partir de plantas tradicionalmente
cultivadas pelos produtores, foram coletados e submetidos a assepsia, conforme
Lemos et al. (1997) para obtencdo de sementes assépticas e germinacgao in vitro. Os
frutos foram lavados em agua corrente e detergente neutro, imersos em solucéo de
hipoclorito de sodio a 0,5% (NaClO v/v) durante a noite, e posteriormente despolpados.
As sementes obtidas foram lavadas em agua corrente e, sob camara de fluxo laminar
asseéptica, submetidas ao processo de desinfestacdo por imersao em alcool 70% (v/v)
por um minuto e em solucdo de hipoclorito de sédio 1% (v/v) por 15 minutos, e
lavagens por cinco vezes em agua destilada autoclavada. As sementes foram
transferidas para filtros de papel esterilizados para retirar o excesso de agua e
inoculadas em tubos de ensaio (25X170mm) com meio de cultura basico MS com
completa (MS) ou com metade dos sais (Y2 MS), acrescido com diferentes
suplementos, num total de oito tratamentos, quais sejam:

1 - MS + carvao ativado 0,2% + NaH,PO, 0,17 g.L™;

2 - MS + NaH,P0, 0,17 g.L";

3 - MS + carvéo ativado 0,2% + NaH,PO, 0,17 g.L* + NAA e BAP (0,5 mg.L™ de cada);
4 - MS + NaH,P0O, 0,17 g.L™" + NAA e BAP (0,5 mg.L™ de cada);

5 - ¥MS + carvdo ativado 0,2% + NaH,PO, 0,17 g.L" + NAA e BAP (0,5 mg.L" de
cada);

6 - YMS + NaH,PO, 0,17 g.L™ + NAA e BAP (0,5 mg.L" de cada):

7 - YMS + carvéo ativado 0,2% + NaH,PO, 0,17 g.L™;

8 - ¥MS + NaH,P0O, 0,17 g.L™.

Cada tratamento foi constituido de 35 tubos de ensaio com uma semente por
tubo e cultivado sob fotoperiodo de 16 h.luz.dia™*, com intensidade de luz de cerca de
3.000 Ilux proporcionada por trés lampadas fluorescentes brancas de 20 w e
temperatura de 25 + 3°C. Os dados tomados apds 69 dias de cultivo foram quanto ao
nimero de sementes que apresentaram respostas e quanto ao desenvolvimento de
plantula normal (PN), plantula anormal (PA) e formagédo de calos. Os dados foram
analisados quanto a percentagem de respostas das sementes aos diferentes
tratamentos.
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3.1.1.3 A partir de sementes de plantas Vs

Baseado no experimento anterior, para producdo de plantulas a partir de
sementes das plantas Vs originadas de estacas irradiadas com raios-gama, outro
experimento foi instalado, em que sementes foram submetidas ao tratamento de
assepsia, conforme citado anteriormente, e semeadas in vitro em meio basico de
cultura MS, com adicdo ou ndo de carvdo ativado (0,2%), combinado ou ndo com
NaH,PO, (0,17 g.L"). Esse experimento foi instalado num fatorial 2x2, em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e nove repeticdes.
Cada linhagem Vs representou uma repeticdo (linhagens C137; C166; C132; N27;
N121; C70; C45; N135; e CING.) em cada tratamento. Os dados tomados foram
quanto & percentagens de plantulas formadas em cada tratamento, considerando o
namero total de plantulas obtido em cada linhagem em todos os tratamentos igual a
100%. Cada linhagem foi constituida por 36 tubos de ensaios, sendo 9 tubos de cada
tratamento e uma semente por tubo. Os dados foram submetidos a andlise de

variancia e testes de comparacdo de média de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando a transformacéo de +/x+0,5. Empregou-se o teste de qui-quadrado para

comparar os efeitos de NaH,PO, e carvao ativado e a performance das linhagens

guanto agerminacao e desenvolvimento de plantula.

3.1.1.4 A partir de embrides zigéticos

Frutos foram coletados de plantas em casa-de-vegetacdo, despolpados e as
sementes esterilizadas. Sob condigbes assépticas e com auxilio de lupa binocular,
embrides zigoticos foram isolados das sementes e inoculados em 20 tubos de ensaio
de cada tratamento, de 8 tratamentos descritos abaixo, num total de 160 tubos de
ensaios.
YMS;
.YMS + 0,17 g.L"* NaH,PO,
.YMS + 0,17 g.L™* NaH,PO, + 0,2% de carvao ativado
.YMS + 0,17 g.L™" NaH,PO, + 0,2% de carvéo ativado + BAP e NAA (0,5 mg.L™)
MS
.MS + 0,17 g.L™ NaH,PO,
.MS + 0,17 g.L™ NaH,PO, + 0,2% de carv&o ativado

N~ o 00N W N PR
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8. MS + 0,17 g.L"' NaH,PO, + 0,2% de carvdo ativado + BAP e NAA (0,5 mg.L™).
Sacarose 30g.L™, phytagel 0,2% e pH 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20
minutos.

Os embrides (Figuras 3c e 3d) foram cultivados nas mesmas condi¢des das
sementes, em delineamento inteiramente casualizado com 20 repeticdes por
tratamento, sendo um embrido por parcela. As respostas observadas foram quanto ao
desenvolvimento de plantulas normais, anormais e embrides sem resposta, aos 30 dias
de cultura. Os dados foram submetidos a teste de qui-quadrado e convertidos em
percentagem.

Figura 3 - Fontes doadoras de explantes.

a) estacas na fase de enraizamento

b) frutos no estadio maduro para obtencéo de sementes
c, d) embrides zigoticos
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3.1.2 Micropropagacéo

Para o desenvolvimento do processo de micropropagacao, inicialmente
apices caulinares e gemas axilares assépticas provenientes das plantulas produzidas
in vitro foram utilizados. As etapas de estabelecimento de cultura e multiplicacdo de
brotos, alongamento e enraizamento dos brotos produzidos, diferenciacdo de
“plantlets” a partir de gemas, aclimatacdo e formacdo de mudas, e assepsia de
explantes a partir de plantas propagadas via estacas foram realizadas.

3.1.2.1 Estabelecimento e multiplicacdo de gemas

Explantes como apices caulinares e gemas axilares foram introduzidos em
meio bésico de cultura de Murashige & Skoog (MS) suplementado com 0,2 mg.L™ de
acido indolacético (IAA) e 0,5 mg.L™ de 6-benzilaminopurina (BAP) em frasco cilindrico
de 300 ml contendo 50 ml do meio de cultura, e cultivados, por cerca de duas
semanas, sob condicdes de fotoperiodo de 16 h.luz.dia™, com intensidade luminosa de
3.000 lux proporcionada por trés lampadas fluorescentes brancas por prateleira e
temperatura de 25+3°C.

Os explantes estabelecidos foram transferidos para mesmo meio béasico de
cultura MS com diferentes combinagdes de reguladores de crescimento (BAPXIAA)
visando a proliferacdo de brotos. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado num fatorial de 2x4, com duas concentragoes de IAA (0,0 e
0,2 mg.L™") e quatro concentracdes de BAP (0,1; 0,5; 1,0; e 2,0 mg.L™), num total de 8
tratamentos, com 3 a 10 repetices por tratamento, sendo cada repeticdo constituida
de um frasco com 3 a 5 explante por frasco, durante dois subcultivos seguidos,
realizados a cada 8 semanas. A avaliacdo foi quanto ao niumero de novas gemas
diferenciadas por explante (gemas axilares e apicais) e os dados foram submetidos &
andlises estatisticas de variancia e teste de comparacdo de média (teste Tukey),
considerando a média por frasco em cada tratamento .

Testaram-se as concentracdes de 1,5 e 3,0 mg.L'1 de BAP. Neste caso, o
experimento foi instalado sob as mesmas condi¢cdes de cultivo supracitadas, em
delineamento inteiramente casualizado, constituido dos dois tratamentos (BAP a 1,5 e
3,0 mg.L™), com 9 repeticdes e cada repeticédo representada por um frasco com 3 a 5
explantes. Foram realizados dois subcultivos (8 e 4 semanas, respectivamente), cujos

dados de média de numero de novas gemas diferenciadas por explante foram
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analisados estatisticamente quanto a variancia e teste Tukey para comparacdo de
médias.

Um terceiro experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado através de trés subcultivos consecutivos, constituido de diferentes
combinagbes de BAPXIAA, com pelo menos 6 repeticbes por tratamento. Cada
repeticdo foi constituida de um explante por tubo de ensaio em trés subcultivos
consecutivos & 8, 6 e 6 semanas, respectivamente. Os tratamentos estao
representados na Tabela 1, cujo efeito foi medido através da avaliacdo quanto a
diferenciacdo de novas gemas por explante. Os dados foram submetidos & analises
de variancia e testes de comparacédo de médias (Tukey e Duncan). Realizou-se analise
conjunta dos trés subcultivos em delineamento inteiramente casualizado, considerando
cada subcultivo uma repeticdo, ou seja, trés repeticdes por tratamento (BAPXIAA), num
total de 13 tratamentos.

Tabela 1. Tratamentos correspondentes ao balango exdgeno entre BAP e IAA para
diferenciacdo de novas gemas em explantes visando a proliferacdo de

brotos no processo de micropropagacao de pimenta-do-reino.

BAP IAA (mg.L'™h)
(mg.L'™h 0,0 0,1 0,2 0,3 0,5 1,0 2,0
05 X X X X X
1,0 X X X
2,0 X X X
4,0 X X

Ademais, um quarto experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, admitindo doze tratamentos (Tabela 2), a partir do meio basico de cultura
MS com diferentes combinages de BAPXIAA e adigdo ou ndo de carvao ativado a
0,2%, através de dois subcultivos e pelo menos quatro repeticbes por tratamento,
representada a parcela por um frasco com cinco explantes por frasco. A avaliacéo foi
guanto ao numero de novas gemas por explantes e observacdes quanto a formacéo de
raizes e calos na base dos explantes, a cada 6 semanas. Os dados foram submetidos
aandlise de variancia num fatorial 2x2x6 (dois subcultivos, adigdo ou ndo de carvéao a

0,2% e seis combinagbes de IAAXBAP) e teste Tukey de comparagdo de média.
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Ressalte-se que no segundo subcultivo, o cultivo foi avaliado apds 10 semanas quanto
ao enraizamento dos explantes, comprimento das raizes e crescimento da parte
caulinar, visando a aplicacdo dessas condi¢cdes na diferenciagéo de “plantlets” a partir
de gemas.

Tabela 2. Tratamentos correspondentes ao balanco exégeno entre BAP e IAA e carvéo
ativado em meio basico de cultura MS para diferenciacdo de novas gemas
em explantes visando a proliferacio de brotos no processo de

micropropagacao de pimenta-do-reino, em cada subcultivo.

BAP IAA (mg.L'l) Carvéo ativado
(mg.L'Y) 0,0 0,1 0,2 0,5 (%)

0,1 X X 0,2

0,5 X X X X 0,2

0,1 X X 0

0,5 X X X X 0

3.1.2.2 Alongamento e enraizamento de brotos

Os brotos obtidos nos primeiros experimentos na fase de proliferacdo de
brotos foram transferidos para meios de cultura para alongamento e enraizamento.
Para brotos menores que 2,0 cm, um experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente causalizado constituido de trés tratamentos [NAA 0,5 mg.L"'xGA; (0,0; 0,5
e 1,0 mg.L")], 7 a 14 repeticbes por tratamento, cada parcela representada por um
frasco, 5 a 10 brotos por frasco, cultivados durante quatro semanas, nas mesmas
condicbes de cultivo adotadas na fase de proliferacdo de brotos. A avaliacdo foi
realizada quanto a percentagem de brotos enraizados e nimero de raizes por broto.
Os dados foram submetidos aanalise de variancia e teste Duncan para comparacao
de médias.

Para o enraizamento de brotos maiores que 2,0 cm, estes foram cultivados
em meio basico de cultura MS com diferentes concentracbes de NAA (0,0; 0,1; 0,5 e
1,0 mg.L™") durante 4 semanas. As avaliacdes foram quanto ao nimero de raizes por
broto e percentagem de brotos enraizados. Realizou-se analise de variancia dos dados
e o teste Duncan foi empregado para comparacédo de médias entre os tratamentos.
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A etapa de enraizamento, até entdo, era induzida a partir de brotos, mas
observou-se gque gemas cultivadas em meio basico de cultura MS na presenca ou
auséncia de carvao ativado (0,2%), por ocasido de experimento para multiplicagdo de
gemas, diferenciaram brotos enraizados (“plantlets”).

Gemas individuais, tanto apicais como axilares, no experimento de
multiplicacdo de novas gemas, foi conduzido em meio béasico de cultura MS,
suplementado com seis combinacfes de BAPXIAA, com e sem adicdo de carvao
ativado a 0,2% (Tabela 3), foi estendido até aos 60 dias de cultivo e avaliado quanto a
inducéo de raizes através da percentagem de gemas que diferenciaram raizes, nimero
e comprimento de raizes, e comprimento do sistema radicular. Os dados foram
analisados num fatorial de 2x6, com ou sem carvéo ativado e seis combinacdes de
BAPXIAA, através da analise da variancia e teste Tukey para comparacdo de médias.
Os dados sobre a percentagem de gemas com diferenciacdo de raizes foram

transformados por -/ X+ 0,5 para andlise da variancia e teste de comparacdo de média.

Visando padronizar a fase de enraizamento, sem passagem pela fase de
alongamento, gemas axilares e apicais foram cultivadas em meio basico de cultura MS
com completa ou metade da concentracdo dos sais, suplementado com diferentes
auxinas exogenas para enraizamento (NAA ou IBA) nas concentracbes de 0; 0,1; 0,5;
1,0; 2,5; e 5,0 nM (Tabela 3). Neste caso, o delineamento inteiramente casualizado foi
empregado, num total de 12 tratamentos, com 10 repeticdes por tratamento, sendo
cada parcela representada por um frasco com cinco gemas. Os dados obtidos foram
guanto a percentagem de explantes com diferenciacdo de raizes, numero e
comprimento das raizes por explante, e comprimento do sistema caulinar, aléem de
observacdes quanto a espessura das raizes. Analises de variancia e testes de
comparacdo de meédias foram realizados num fatorial 2x2x6, metade e completa
concentracao de sais de MS, adi¢&do ou ndo de carvao ativado e seis concentragdes do

regulador de crescimento (NAA ou IBA), havendo transformacéo dos dados de

percentagens por 4/X+0,5.
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Tabela 3. Tratamentos utilizados para enraizamento de gemas em meio basico MS

com metade ou concentracdo completa dos sais, suplementado com NAA
ou IBA nas concentracdes de 0,0 a 5,0 miv.

Meio basico Regulador de crescimento
IBA (M) NAA (nM)

¥MS 0,0 0,0
0,1 0,1
0,5 0,5
1,0 1,0
2,5 2,5
5,0 5,0

MS 0,0 0,0
0,1 0,1
0,5 0,5
1,0 1,0
2,5 2,5
5,0 5,0

3.1.2.3 Aclimatagéo dos brotos enraizados e formac¢&o de mudas

Os brotos enraizados (“plantlets”) foram retirados dos frascos, lavados em
agua destilada para retirada de residuo de meio de cultura, imersos em solucdo de
benlate 0,2% por 20 minutos e transferidos para bandeja com substrato. Dois tipos de
substratos foram testados: vermiculita e vermiculita + substrato comercial Plantmax na
propor¢cdo de 1:1 (v/v). As bandejas contendo os “plantlets” foram mantidas sob
camara Umida durante 2 a 3 semanas, com umidade relativa do ar saturada,
proporcionada por um umidificador elétrico. Ap6s este periodo, os “plantlets”
permaneceram em casa-de-vegetacdo em condi¢des ambientais para posteriormente,
6 a 8 semanas, serem transferidos para sacos de polietileno preto (16x12cm) com
substrato Plantmax e vermiculita na propor¢do 2:1 (v/v). Apos a transferéncia, os
“plantlets” sobreviventes foram mantidos em casa-de-vegetacdo ou telado para
crescimento e formacdo de mudas, com nutricAo mensal através da utilizacdo de
solucdo com metade da concentracdo de sais de MS. Nesta fase, os “plantlets”
produzidos a partir de gemas nos dois Ultimos experimentos de enraizamento (Tabelas
2 e 3), sob condi¢des de aclimatagéo, foram avaliados quanto a sobrevivéncia a partir
de 21 dias nos diferentes tipos de substrato. Registrou-se o numero de sobreviventes

em relacdo ao total transferido e converteu-se em percentagem. O teste qui-quadrado
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foi utilizado para avaliar a diferenga entre os tipos de substrato e origem dos “planlets”
guanto a aclimatacdo. Os “plantlets” aclimatados foram conduzidos a formacéo de
mudas na casa-de-vegetagéo e nos telados.

3.1.2.4 Assepsia de explantes provenientes de plantas propagadas via estacas

A utilizacdo de gemas e 4pices caulinares a partir de plantas de pimenta-do-
reino crescidas no campo, até entdo, tem se mostrado ineficaz para o estabelecimento
do processo de micropropagacdo desta cultura. Isto se deve principalmente a
ocorréncia de fungos e bactérias enddgenas que inviabilizam o desenvolvimento das
etapas de micropropagacdo. Apdés o0 estabelecimento das condicdes de
micropropagacao a partir de explantes provenientes de plantula in vitro, teve inicio o
processo a partir de mudas propagadas vegetativamente, na casa-de-vegetacdo, como
fonte doadora de explantes.

Material vegetativo contendo gemas axilares e apicais foi lavado em &gua
corrente e detergente liquido neutro comercial, imersos em solugéo de benlate (0,2%
p/v) durante 20 minutos, lavado novamente e, na camara de fluxo laminar asséptica, foi
tratado com alcool 70% (v/v) por 1 minuto, imersdo em solucéo de hipoclorito de sédio
(NaClO) 1% por 15 minutos, sendo enxaguado por no minimo 4 vezes com agua
destilada esterilizada. Com o auxilio de lupa binocular, as gemas tratadas foram
isoladas e introduzidas in vitro em meio basico de cultura MS, com adi¢cdo de BAP a
0,1mg.L™ e IAA a 0,2mg.L", e solucdo de antibi6ticos, num total de 4 tratamentos,
como segue:

1. MS + BAP a 0,1mg.L™" + IAA a 0,2mg.L™" (Controle);

2. MS + BAP a 0,1mg.L™" + IAA a 0,2mg.L™ + Gentamicina a 250 mg.L™;
3. MS + BAP a 0,1mg.L™ + IAA a 0,2mg.L™ + Cefalexina a 250 mg.L™";
4. MS + BAP a 0,1mg.L™" + IAA a 0,2mg.L™ + Ampicilina a 160 mg.L™.

As solucdes de antibidticos foram esterilizadas através de filtro estéril de
0,22mm com auxilio de bomba de vacuo e adicionadas aos meios de cultura
autoclavados a121°C durante 20 minutos. Apés uma semana de cultivo, os explantes
foram transferidos para meio de cultura suplementado com BAP (0,5 mg.L™) e IAA (0,2
mg.L™") com carvao ativado (0,2% p/v) por 4 a 6 semanas antes de serem transferidos
para mesmo meio de cultura sem carvao ativado. As avaliacdes quanto ao efeito dos

tratamentos assépticos foram quanto a contaminagéo e oxidacdo dos explantes, e a
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andlise dos dados foi feita através de um teste qui-quadrado, considerando

sobrevivéncia e mortalidade.

3.1.3 Multiplicagéo de plantas Vs

Sementes foram germinadas in vitro e, das plantulas obtidas, gemas foram
retiradas e utilizadas para multiplicacdo. Neste caso, gemas de 12 linhagens de plantas
Vs foram multiplicadas, quais sejam: C26; N27; C45; C70; N121; C123; C132; N135;
C137; C166; C170; e CT (cultivar Cingapura de estacas de plantas ndo irradiadas).
Conforme condicdes de multiplicacdo de gemas preestabelecidas, gemas das
linhagens foram introduzidas em meio basico de cultura MS suplementado com BAP
(0,5 mg.L") e IAA (0,2 mg.L™") e cultivados por 6 a 8 semanas em sala de luz. A
avaliacdo foi quanto ao numero de novas gemas por explante e os dados foram
analisados em delineamento inteiramente casualizado, considerando 12 tratamentos
(12 linhagens) e trés repeticdes, sendo cada repeticdo representada pela média de
diferenciagédo de novas gemas por explante em cada frasco contendo cinco gemas. Os
dados foram submetidos & analises de variancia e teste Duncan para comparacgédo de
médias.

3.1.4 Inducéo de calos

Para inducéo de calos, a partir de brotos in vitro, foram utilizados como
explantes segmentos de entrends e de folhas com peciolo, e embribes zigoticos, em
meio basico de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) ou SH (Schenk & Hildebrandt,
1972) suplementados com diferentes concentracbes e combinac¢des de dicamba, BAP,
TDZ, 2,4-D, GAg, IAA, caseina hidrolisada e nitrato de prata.

No primeiro experimento, segmentos de entrendés a partir de brotacbes
desenvolvidas in vitro foram cultivados em meio SH suplementados com diferentes
combinacBes de reguladores de crescimento (Tabela 4) e mantidos sob condi¢des de
B.O.D. (“Biological Oxygen Demand”) com temperatura ajustada para 27°C e escuro,
ou sala de crescimento com temperatura média de 25+3°C e fotoperiodo de
16h.luz.dia®, de cerca de 3.000 lux proporcionada por trés lampadas fluorescentes
brancas de 20 watts (luz). Delineamento inteiramente casualizado, com cinco

repeticdes, sendo cada uma representada por uma placa com cinco explantes.
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Tabela 4. Tratamentos para inducéo de calos a partir de segmentos de entrends e de
folha em meio de cultura basico SH suplementado com TDZ ou Dicamba
combinado com BAP.

TDZ BAP (mM) BAP (mM) Dicamba
(mv1) 0,0 1,0 0,0 1,0 (V1)
0,1 X X X X 5,0
1,0 X X X X 10,0
5,0 X X X X 20,0

As avaliacdes foram realizadas aos 30 dias de cultivo através de explantes
com inducgé&o de calos, sob as seguintes notagdes: 0 — sem calos; 1 —rara formagéo de
calos; 2 baixa; 3 — moderada; e 4 — abundante, ou seja, explantes sem nenhuma
desdiferenciacdo; com alguns pontos de desdiferenciacdo; desdiferenciagdo nas
extremidades dos explantes; desdiferenciacdo ao longo de todo o explantes; e
abundéancia de calos em todo o explante. A média para cada repeticao foi calculada
considerando a resposta de cada explante através da formula: C=E;+E,+....+E./N, e
namero de explantes com calo por total, convertido em percentagem. As médias foram
submetidas & andlises de variancias em fatorial 2x3x2, separadamente para as trés
concentracbes de dicamba e as trés concentracdes de TDZ, e ao teste Tukey para
comparacdo de médias.

No segundo experimento, testou-se somente em condicbes de escuro,
segmentos de entrends em meio basico SH suplementado com dicamba a 2,5 mg.L™
(11,31nM) em combinacdo BAP a 0; 0,05; 0,2 e 1,0 mg.L™ (0 a 4,44nM). Neste caso,
avaliou-se a inducdo de calos e o indice de oxidagdo, com a mesma notacao
empregada para a incidéncia de calos supracitada, cujas médias foram analisadas
estatisticamente.

No terceiro experimento, testou-se o meio basico MS suplementado com
dicamba a 2,0mg.L™" (9,05nM) e BAP a 0,2mg.L" (0,89nM) e em combinagio com
acido giberélico (GA;) a 0, 0,1, 0,5, 1,0 e 5,0 mg.L™" ou com nitrato de prata a 100, 200
e 400 mg.L™ tanto para entren6s quanto para segmentos de folha, em trés repeticdes
por tratamento, sendo cada repeticdo representada por uma placa com trés a cinco
explantes. As respostas quanto a inducdo de calos e oxidagao foram avaliadas e as
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médias, para cada um desses parametros avaliados, foram submetidas & anélises de
variancia e teste de comparacdo de médias.

No quarto experimento, avaliaram-se as respostas de segmentos de entrends
em meio basico SH suplementado com 20 nM de dicamba em combinacdo com BAP (0
e 1,0nM) e caseina hidrolisada a 500 mg.L™, num total de quatro tratamentos, que
foram avaliados quanto a inducdo de calos e oxidagdo e no quinto experimento no
mesmo meio de cultura mas com TDZ (0,2, 1,0, 5,0 e 10mM) em combinacdo com IAA
(0, 1 e 5mM) e avaliados sob os mesmos parametros. Além desses, testou-se dicamba
al,5, 10 e 20mM em combinacdo com BAP a 0, 1 e 5 nM sob as mesmas condicdes e
avaliacgoes.

Ademais, testou-se embrides zig6ticos como explante para inducé@o de calos
em meio basico de cultura SH semi-sélido, em placas de Petri (diametro 8,5 cm) com
cerca de 35ml, suplementado com dicamba (0; 1; 5; e 10 nmM) ou 2,4-D (0; 1; 5; e 10
nM) em combinag&o com BAP (0; 1 e 5nM). As avaliagcdes foram quanto a indugdo de
calos nos embrides, embribes sem resposta, diferenciados e necrosados. O teste qui-
guadrado foi usado para comparar as respostas quanto a inducdo de calos e ndo
inducéo de calos dos efeitos das diferentes concentracfes de dicamba e BAP.

Os calos formados foram transferidos para meio basico de cultura SH liquido
suplementado com dicamba (0; 1,13; 4,52 e 11,31nM) e BAP (1,0nM) e cultivados sob
agitacdo de cerca de 100 rpm ou meio béasico MS semi-sélido (0,2% phytagel)
suplementado com TDZ (0; 0,1; 0,5; e 1,0 mg.L™) combinado com BAP (0 e 0,2 mg.L™).
No ultimo caso, os calos foram cultivados em condi¢des de fotoperiodo de 16.h.luz.dia
! com intensidade de luz de 3.000 lux e temperatura média de 25+3°C.

As células em suspensdo conseguidas foram mantidas em frascos
erlenmeyers (capacidade 250 ml) com cerca de 50 ml de meio liquido SH com 2,0
mg.L" de dicamba e BAP a 0,2 mg.L™" e refrescadas a cada trinta dias de cultura, sob
agitacéo de 100 rpm e condicGes de escuro em temperatura média de 25+3°C.

Outro teste foi realizado através da transferéncia de células mantidas em
suspensédo para meio basico SH semi-sélido (0,2% phytagel) suplementado com BAP

(1mM) e sacarose nas concentragbes de 1,0, 1,5 e 3,0% sob condi¢cdes de cultivo

supracitadas, visando a diferenciacdo de embribes somaticos.
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3.2 Mutagénese e selecdo de variantes contra a doencga fusariose

Nesta etapa foram realizados testes de radiossensitividade de gemas in vitro
a radiacdo gama a diferentes doses; cultivo do fungo Fusarium solani f. sp. piperis e
testes de diferentes concentracdes e forma de esteriliza¢do do filtrado da cultura como
agente seletivo em cultivo in vitro de gemas de plantas susceptiveis em meio de
multiplicagdo; sele¢do in vitro de variantes, sobreviventes ao agente seletivo,
provenientes do tratamento de gemas com radiacdo gama; e testes de concentracées
e modos de aplicacdo de suspensdo de esporos do fungo para causar 100% de
mortalidade de gemas in vitro das plantas susceptiveis adoenca fusariose.

3.2.1 Radiossensitividade de gemas in vitro aradiacdo gama

Inicialmente foram realizadas irradiagbes em gemas, de plantas
micropropagadas, em placas de Petri plasticas estéreis (diam. 8,5cm) com pelo menos
20 gemas por placa, nas doses de 0 a 80 Gy a partir da fonte de *°Co de “Gammacell’,
CENA/USP com taxas de dose que variaram de 1,648 a 1,387 kGy.h™, cujos tempos
de irradiacdo e numero de gemas irradiadas em cada dose e taxa de dose estédo
apresentadas na Tabela 5. Apds a irradiac@o das gemas em meio basico de cultura MS
semi-solido (0,7% phytagel) sem reguladores de crescimento, estas foram transferidas
para frasco com meio basico de cultura MS suplementado com 1,5 ou 0,5 mg.L™ de
BAP, antes da determinacéo das condi¢cdes mais adequadas de micropropagacao. Os
explantes sobreviventes continuaram a ser multiplicados a cada 6 a 8 semanas de
subcultivo, durante pelo menos trés subcultivos, até serem transferidos para selecao in

vitro em meio seletivo ou para enraizamento, aclimatagéo e formagéo mudas.
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Tabela 5. Tempo de irradiacdo de gemas, nas diferentes doses de radiacdo gama de

acordo com a taxa de dose da fonte de ®Co de “Gammacell”, CENA/USP.

Dose Taxa de dose (kGy.h")

(Gy) 1,648 . 1,579_) . 1,545 . 1,527 . 1,405 . 1,387 . Total
Gema min:s gema min:s gema min:s | gema min:s | gema min:s gema min:s

0 - - 54 - 7 - 100 - - - - — 161

10 10 0:21 54 0:22 14 0:23 100 0:23 178

20 10 043 54 045 9 0:46 100 047 50 051 40 051 263
30 10 105 54 108 14 1:09 100 1:10 50 1116 40 1:17 268
40 10 1:27 54 131 6 1:33 100 1:34 50 142 40 1143 260

60 - - - - - - 100 2:21 - - - - 100
80 10 254 - - - - - - - - - 10
Total 50 270 50 600 150 120 1079

Considerando as observacdes anteriores dos efeitos da radiacdo e tendo
estabelecido condicbes adequadas de multiplicagdo das gemas, foi instalado um
experimento em delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos (doses
0, 20, 30, 40 e 50 Gy) e sete repeticdes, sendo constituida cada repeticao de 20 gemas
por placa, num total de 700 gemas. Cada placa contendo agar-agua (0,7% p/v) com as
vinte gemas foi irradiada individualmente, conforme a taxa de dose de 1,297KGy.h™.
Apés a irradiacdo das gemas (Figura 4), dez gemas de cada repeticdo foram
transferidas para dois frascos cilindricos com capacidade de 300 ml e com 50 ml de
meio basico de cultura MS semi-sélido suplementado com BAP (0,5 mg.L™) e IAA (0,2
mg.L"). Apdés 45 dias de cultivo sob condicbes de fotoperiodo 16h.luz.dia™,
temperatura de 25+3°C e intensidade de iluminacéo de cerca de 3.000 lux, avaliou-se a
taxa de sobrevivéncia, numero de gemas por explante e peso do explante (g). As
médias foram submetidas & analises de regresséo linear para a determinagdo da dose
de radiacdo gama necesséria para reducdo a 70 e 50% da taxa de sobrevivéncia,
namero de gemas e peso dos explantes através do programa Excel.
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Figura 4 - Teste de radiosensitividade de gemas in vitro com doses de radiacdo gama

de 0 a 80 Gy e cultivo em meio de multiplicagdo de gemas.

Uma vez definida a dose de 20 Gy de irradiacdo gama como a mais
apropriada, segundo os €feitos fisiolégicos e padrées preestabelecidos, 1.024 gemas
de plantas susceptiveis adoencga fusariose cultivadas in vitro foram submetidas a esta
dose de irradiagéo, e ap0Os cerca de 7 semanas de cultivo, sob as mesmas condi¢des
preestabelecidas para multiplicacdo de gemas, foram avaliadas quanto a sobrevivéncia

e 0 numero de diferenciacéo de novas gemas por explante irradiado.

3.2.2 Fitotoxicidade in vitro do filtrado de cultura do fungo Fusarium solani f. sp.
piperis a gemas

Para determinar a influéncia dos compostos de Czapek Dox em meio de
cultura de multiplicacao - meio basico de cultura MS suplementado com BAP (0,5 mg.L’
) e IAA (0,2 mg.L™) - sobre a performance das gemas in vitro, foi realizado um teste
com diferentes concentracdes de Czapek Dox (0O, 20, 30, 40 e 50% v/v) no meio de
multiplicacdo de gemas. O teste foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, trés repeticbes, sendo cada repeticdo representado por um frasco com
cinco gemas. Dados foram registrados quanto a sobrevivéncia dos explantes e ao
namero de gemas por explante apés 45 dias de cultivo, os quais foram submetidos &
analises de variancia e teste Tukey para comparacéo de médias.

Por outro lado, isolados do fungo Fusarium solani f. sp. piperis obtidos de
plantas de pimenta-do-reino atacadas em areas de cultivo do Municipio de Tomé-Acu,
Estado do Para, cedidos pelo Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazénia
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Oriental, Belém, Estado do Para, foram cultivados em meio de cultura BSA (Batata-
sacarose-agar) (Anexo G). Apds duas semanas, discos de 1cm com micélio do fungo
foram transferidos para meio de cultura de Czapek-Dox, sendo um disco para cada 200
ml de meio. Primeiramente, trés frascos com 200 ml de meio de Czapek-Dox e um
disco por frasco foram cultivados durante 35 dias e as observac¢des quanto ao nimero
de macro e micro conidios por ml foram realizadas aos 8, 11, 14, 17, 23, 29 e 35 dias
de cultivo, e no final do periodo, as hifas obtidas foram secas em estufa a 40°C durante
48 h e pesadas. Uma curva de crescimento foi obtida com os dados através do
programa Excel.

Considerando os resultados obtidos acima, novas culturas foram realizadas e,
a partir de 23 a 28 dias, filtrados foram obtidos através da filtragem e esterilizacéo da
cultura. Para testar a fitotoxicidade do filtrado, um experimento com filtrado proveniente
de 28 dias de cultivo do fungo a diferentes concentragdes (0, 20, 30, 40 e 50% v/v) em
meio de cultura basico MS suplementado com BAP (0,5 mg.L™) e IAA (0,2 mg.L™) -
meio de multiplicagdo de gemas- e duas formas de esterilizagdo do filtrado, foram
testadas. A primeira forma de esterilizacdo foi através de filtro estéril de 0,22 mm em
camara de fluxo laminar asséptica com auxilio de bomba de vacuo e adicdo ao meio de
multiplicagdo de gemas autoclavado, em camara de fluxo laminar asséptica (FE); e a
segunda, o filtrado da cultura do fungo foi autoclavado por 20 minutos, adicionado na
concentracao desejada ao meio de multiplicagdo de gemas para novamente sofrer
autoclavagem (All). Para cada tratamento, foram uilizadas duas repeticdes, sendo
cada repeticdo representada por cinco gemas. A avaliacdo foi realizada quanto a
percentagem de mortalidade das gemas. Os dados foram submetidos & anélises de
variancia, teste Tukey para comparacao de medias e analise de regressao linear.

3.2.3 Selecéo in vitro de variantes sobreviventes ao filtrado da cultura do fungo
As gemas que foram submetidas a irradiacio gama e sobreviveram,
passaram por varios ciclos de multiplicacdo através do cultvo em meio de
multiplicagéo, visando a eliminagdo de quimerismo e obtencdo de variantes com
tecidos homogéneos. Por conseguinte, poderdo ser gerados mutantes do tipo periclinal
e/ou do tipo solido, antes de serem submetidos aselecdo in vitro em meio de cultura
com agente seletivo, filtrado da cultura do fungo aconcentracdo de 50%, e 55% do
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filtrado All obtido aos 28 dias de cultivo do fungo em meio Czapek-Dox sob cultivo
normal ou co-cultivo (Figura 5).

O fungo sob cultivo normal caracterizou-se pela transferéncia de um disco de
micélio do fungo crescido em BSA durante duas semanas para cada 200 ml de Czapek
Dox, enquanto sob co-cultivo, o fungo foi crescido sob as mesmas condicbes
anteriores, mas junto com plantas in vitro de pimenta-do-reino, sendo uma planta para
cada 100 ml. Um total de 4.117 gemas foi submetido a selecdo in vitro, sendo as
gemas provenientes da irradiacdo a dose de 10, 20, 30 e 40Gy, respectivamente
2.332, 532, 160 e 1.093 gemas. As avaliagbes foram quanto ao numero de gemas
sobreviventes e mortas de cada dose aos tratamentos relativos ao filtrado. Os dados
foram convertidos em percentagens de selecdo e comparagdes através de testes de
qui-quadrado quanto ao indice de selecdo para cada condicdes do agente seletivo
empregado ao meio de selegéo.

Figura 5 - Obtencao de filtrado e gemas em meio seletivo.

a) Fungo sob cultivo normal

b) Fungo em co-cultivo com plantas de pimenta-do-reino

c) Gemas em selec¢do in vitro com agente seletivo filtrado de cultura do fungo

3.2.4 Determinacgao da concentragdo de esporos e modo de inoculagéo

Plantas susceptiveis de pimenta-do-reino em sacos de polietileno preto em
casa-de-vegetacdo foram inoculadas a diferentes concentrages do fungo (0; 2x10%
2x10* e 2x10° esporos/ml) no solo ou na parte aérea (Figura 6). Para cada
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concentragdo, foram utilizados 5 ml do in6culo, sendo cinco plantas por tratamento. O
fungo foi cultivado em meio de cultura BSA (batata-sacarose-agar) durante duas
semanas, sendo 0s esporos coletados com agua estéril através da passagem por
gazes e contados em camara de Neubauer, cujas concentragfes desejadas foram
ajustadas. As mudas utilizadas foram provenientes de cultura de tecidos com cerca de
seis meses apods a aclimatacéo e a inoculacdo foi realizada através de um spray —
inoculacdo na parte aérea - e adicdo na base da planta — inoculacdo no solo. As
avaliacdes foram visuais quanto a mortalidade das mudas a partir de dois meses apos
a inoculacdo e re-isolamento do patdgeno para confirmacdo dos sintomas causados
pela acdo do patdgeno atraves da realizagédo do postulado de Koch.

1I
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Figura 6 - Experimento para a determinacdo do modo de aplicacdo e concentracao da
suspenséo de esporos.

a) Plantas antes da inoculagcdo com spray na parte aérea

b) Plantas antes da inoculag&o no solo

c) Plantas com dois meses ap0s a inoculacdo com spray na parte aérea

d) Plantas com dois meses a inocula¢éo no solo
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3.3 Avaliacdo agrondmica de plantas oriundas de estacas tratadas com

irradiacdo gama

As linhagens selecionadas foram obtidas de um experimento iniciado em
1978 (Ando et al.,, 1984). Provenientes da cultivar Cingapura 428 estacas foram
submetidas airradiacdo gama nas doses de 20 e 25 Gy na fonte de raios-gama *°Co,
do CENA/USP, Piracicaba, S&o Paulo, e plantadas em campo de experimento em area
recém desmatada do Instituto de Experimento Agricola Tropical da Amazonia
(INATAM), JICA (“Japan International Cooperation Agency”), no Municipio de Tomé-
Acu, Estado do Para, plantas sobreviventes se desenvolveram para producédo de
mudas V;. Nas plantas Vi, com desenvolvimento normal no campo, foram realizadas
podas e as estacas, no total de 500 com dois e trés nds, originaram plantas da geracao
V,, que foram conduzidas individualmente em baldes plasticos de 5L com substrato
composto de solo e, aos trés meses apds o plantio, houve inoculagdo com isolados do
fungo Fusarium solani f. sp. piperis, crescidos em BSA por 15 a 20 dias, na
concentracdo de 5x10* esporos por ml, no solo, na proporcédo de 10 ml por balde. As
plantas sobreviventes V, (43 plantas) foram transplantadas para area de alta incidéncia
da doenca visando a selecdo natural. Trés plantas sobreviveram nessas condigdes
apos trés anos de cultivo, a partir das quais plantas \; foram produzidas e ensaios
preliminares de caracterizacdo dos materiais foram iniciados. Das plantas V; aos
guatro anos de cultivo com melhores desempenhos quanto a incidéncia da doenca,
vigor de crescimento, formato e produtividade de sementes, foram produzidas plantas
V,, das quais, com melhores performances em campo, avaliadas por produtores e
técnicos apds cinco anos de cultivo, foram produzidas linhagens de plantas Vs e
posteriormente, plantas Vs que foram plantadas em area do mesmo Municipio da

Associacdo Fomento agricola de Tomé-Acu (ASFATA), (Figura 7).



55

ANO LOCAL GERACAQ
1977-78 CENAUSP +—3  |rradiagio de estacas Vi
1978-81

' NA]’:‘M M Trangplantio e crescimento Va
1981-82 INATAM S rtifi
~ | Sele(;a? artificid Vs
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1982-84 INATAM Pantio no cam
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1984-88 INATAM K *Multiplicagio de sobrevivertes Y
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. ~ V4
l » Ensaio esdecdo
1992- ... Faz. Inada » Multiplicacéo de selecionadas Vs
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Avaliacdo Agrondmica

ASFATA (Ve) - 1998 | . <
€ micropropagacig

Faz. Inada (Vs) - 1994

Clonagem e selecéo in vitro e in vivo das progénies contra o fungo

Figura 7 - Metodologia adotada para selecdo de linhagens tolerantes & doenca
fusariose a partir da irradiacio gama em estacas de pimenta-do-reino,
avaliacdo agronémica, micropropagacéo e selecdo de progénies contra o
fungo.
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3.3.1 Avaliagdo agrondémica em plantas Vs

O experimento para avaliacdo de plantas Vs quanto aos caracteres
agronémicos foi instalado em marco de 1994, em area de um produtor de pimenta-do-
reino (Sr. Inada) com ocorréncia natural da doenca fusariose, no Municipio de Tomé-
Acu, Estado do Para. As 16 linhagens \% selecionadas, oriundas da irradiacdo gama
em estacas, e uma linhagem de estacas néo irradiadas, cultivar Cingapura, foram
conduzidas no campo, constituindo-se de 8 plantas cada repeticdo, cujo nimero de
repeticdes por linhagem variou de 1 a 7 (Figura 8).

Todas as linhagens Vs foram avaliadas quanto a incidéncia da doenca
fusariose e sobrevivéncia, comprimento e peso da espiga, nUmero de sementes por
espiga, peso umido e seco de 100 frutos, e producdo por planta. Além disso, foi
observado o periodo de floragcdo das plantas, nimero de ramos ortotropicos e
plagiotrépicos.

De cada planta \%, foram coletadas 10 espigas, das quais foram registrados
0s comprimentos, numeros de frutos por espiga, pesos da espiga, e pesos de 100
frutos imidos e secos. A coleta das espigas foi feita de forma aleatéria, mas de modo a
tomar espigas de todos os lados da planta. A secagem dos 100 frutos foi realizada em
estufa a 40°C durante 48h. Os ramos ortotrépicos e plagiotrépicos foram contados das
plantas sobreviventes na ultima avaliagéo.

Médias e variacdo das variaveis foram obtidas, Teste Tukey de comparacao
de médias foi realizado considerando trés anos de avaliacdo quanto aos caracteres de
producdo, e analises de divergéncia genética através de componentes principais e

variaveis candnicas foram realizadas.
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Figura 8 - Instalacdo do experimento para avaliagdo de plantas Vs quanto a incidéncia
da doenca fusariose e aos caracteres de producdo das linhagens
selecionadas. Plantio em marco de 1994: x — bordadura e O — plantas Vs.
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3.3.2 Avaliagdo Agrondmica em plantas Vg

Uma outra area foi instalada com mudas V; provenientes das plantas Vs mais
vigorosas das linhagens selecionadas, mas sem identificacdo, cujas plantas também
foram avaliadas quanto aos mesmos caracteres de producéo (Figura 9).

O plantio foi realizado em 1998 em &rea da Associacdo Fomento agricola de
Tomé-Agu (ASFATA), Tomé-Acu, Para, num total de 220 plantas. Das plantas \{,
cultivadas na ASFATA, foram coletadas de 5 a 10 espigas e registrados 0s mesmos
caracteres relativos & espigas, producdo das plantas individuais e peso Umido e seco
de 100 frutos, além da producéo total de pimenta verde e de pimenta preta visando
determinar a percentagem de rendimento apés a secagem (pimenta preta).
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Figura 9 - Area com plantas Vs, plantio em 1998: O — plantas Vg; X- bordadura.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho permitiu o desenvolvimento de tecnologias in vitro de
micropropagacao, inducdo de calos, mutagénese e selecdo in vitro, além do
estabelecimento de concentracdo adequada de esporos do fungo Fusarium solani f. sp.
piperis para selecao artificial, e a avaliagdo agrondmica de plantas selecionadas para
tolerdncia e/ou resisténcia a doenca fusariose, originadas a partir de estacas

submetidas airradiacdo gama visando o melhoramento genético da cultura.

4.1 Aplicacao das técnicas in vitro

Nesta etapa, desenvolveu-se todo o processo de micropropagacgédo, desde a
obtencdo de fontes doadoras de explantes, assepsia, proliferacdo de novas gemas,
enraizamento, aclimatacao e formacao de mudas. Ademais, inducao de calos foi obtida
a partir de diferentes explantes.

4.1.1 Producdao de plantas doadoras de explantes

A obtencédo de fontes doadoras de explantes foi fundamental para iniciar o
processo de aplicacdo das técnicas in vitro. Tais fontes se constituiram de plantas a
partir de estacas, sementes e embrides zigoticos.

4.1.1.1 A partir de estacas

A formagdo de mudas a partir das estacas da cultivar Cingapura foi
prejudicada, principalmente pelas condi¢cdes climéticas da regido de Piracicaba, S&o
Paulo. As estacas enraizaram e emitiram brotacbes como demonstrado por
Albuquerque & Condurt (1971) para formacédo de mudas, sendo que algumas mudas

desenvolveram-se normalmente, as quais serviram como fontes de gemas apicais e
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axilares para estabelecer o processo de assepsia e micropropagacdo visando a

clonagem de plantas. Ressalte-se que plantas floresceram e produziram sementes em
casa-de-vegetacao (Figura 10a e 10b).

Figura 10 - Desenvolvimento de plantas de pimenta-do-reino doadoras de explantes.
a-b) A partir de estacas de plantas originadas de estacas néo irradiadas
c-d) A partir de estacas de plantas originadas de estacas irradiadas (plantas Vs)

As estacas de dois a trés nés, obtidas de plantas Vs com oito anos de idade,

enraizaram em todas as concentragdes utilizadas de NAA (0 a 100 mg.L™), e algumas
emitiram brotacdes, mas nao continuaram a desenvolver (Figura 10c e 10d). Isto se

deveu ao fato de que as estacas eram lenhosas, portanto com pouca reserva nutritiva,
e as condicfes climaticas por ocasido da emissao das brotacdes terem sido adversas
para o desenvolvimento, ou seja, temperatura baixa (menor que 23°C) e umidade baixa
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(menor que 80%), contrastante com as condi¢des favoraveis de cultivo: temperatura
entre 23 a 28°C e umidade relativa do ar acima de 80%, e as estacas provenientes de
plantas com dois a trés anos (Albuquerque et al., 1989).

4.1.1.2 A partir de sementes da cultivar Cingapura

Para a producédo de plantulas in vitro, as sementes apresentaram melhores
respostas quanto a conversdo em plantulas em meio de cultura com a metade da
concentracdo de sais de MS e 0,17 g.L™! de NaH,PO,, ou, com concentracéo completa
dos sais, 0,17 g.L" de NaH,PO,, adicdo de carvdo ativado (0,2%) e suplementac&o
com NAA e BAP aconcentracdo de 0,5 mg.L™, de cada (Figura 12a). Em contraste,
guando nédo se adicionou carvao ativado no meio de cultura que continha NaH,PO, e
os reguladores de crescimento (NAA e BAP), a inducdo de calos foi a principal
resposta; 100% e 93,94% nos tratamentos com completa e metade da concentracao
dos sais de MS, respectivamente. Este fato poderd estar relacionado a acdo dos
reguladores de crescimento em balango semelhante de auxina e citocinina que séo
favoraveis ainducdo de calos, enquanto em associagdo com carvao ativado ha uma
acao mais favoravel ao desenvolvimento de plantulas normais, principalmente com
concentragéo total dos sais de MS, 71,43% de plantulas (Tabela 6 e Figura 11).

Tabela 6. Respostas in vitro de sementes de pimenta-do-reino a diferentes
composicdes de meio de cultura (69 dias apds a inoculacao).

Resposta Tratamentos®
1 2 3 4 5 6 7 8
PN’ 16 19 25 0 21 0 20 24
(%) (45,71) (55,88)  (71,43) (0,0 (65,63) (0,0 (57,14)  (72,73)
PA 19 15 10 0 12 2 15 9
(%) (54,29) (44,12)  (28,57) (0,0 (34,37) (6,06) (42,86)  (27,27)
Calos* 0 0 0 28 0 31 0 0
(%) (0,0) (0,0) (0,0) (100,0) (0,0) (93,94) (0,0) (0,0)

“Tratamentos constituidos de meio basico de cultura MS com as seguintes modlflcagoes 1-MS
+ carvdo ativado(C.A. 0 2%) + NaH,PO,4 0,17 g. Lt 2 MS + NaH,PO,4 (Na0,17 g.L’ ) 3-MS +
C.A. 02%+Na017gL + NAA e BAP (0,5 mgL de cada); 4 MS+Na017gL +NAAe
BAP (0,5 mgL de cada); 5 - 1/zMS+CA 0,2% + NaOl?gL + NAA e BAP (0,5 mgL de
cada); 6 YMS + Na017gL +ANAe BAP (0,5 mgL de cada); 7 - ¥AMMS + C.A. 0,2% + Na
017gL 8-YMS +Nao0,17 g.L"

Plantula normal

®plantula anormal

4Forma<;éo de calos
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Figura 11 - Respostas in vitro de sementes a diferentes modificagbes do meio de
cultura MS (69 dias ap0s a inoculagéo).

Considerando todos os tratamentos que permitiram o desenvolvimento de
plantula, o teste qui-quadrado revelou ndo significancia para as diferencas entre o
namero de plantulas formadas entre si (Tabela 7). Entretanto, ao comparar a adicao ou
nao NaH,PO, nos meios de cultura, ficou evidente que este teve um papel fundamental
na germinagcdo e conversdao do embrido em plantula normal, pois a diferenca foi
significativa acima do nivel de 0,1% de probabilidade (Tabela 8). Por outro lado, a
adicdo ou ndo de carvao ativado nos diferentes meios de cultura ndo teve influéncia
significativa na formacao de plantulas (Tabela 9), e a comparacéo entre a adicdo de
carvao ativado ou adi¢cdo de NaH,PO, confirmou-se a importancia de NaH,PO,, tendo
diferenca significativa acima do nivel de 1,0% de probabilidade (Tabela 10).
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Tabela 7. Teste qui-quadrado para comparacdo dos principais tratamentos no

desenvolvimento de plantula a partir de sementes da cultivar Cingapura.

Tratamento® Plantula normal Plantula anormal Total
1 MS+C. A.+Na H,PO, 16 19 35
2 MS+Na H,PO,4 19 15 34
3  MS+C. A.+Na HyPO4+(BAP+NAA) 25 10 35
5 ¥MS+C. A.+NaH,PO4+(BAP+NAA) 21 12 33
7  YMS+C. A.+Na H,PO, 20 15 35
8 YMS+Na H,PO, 24 9 33
Total 125 80 205

c®=10,66">g.l.=5

“Tratamentos constituidos de meio basico & cultura MS. MS — sais completo de MS; 4MS —

metade da concentragédo de sais MS; Na - NaH,PO, a 0,17 g.L'l; C. A. - carvao ativado a 0,2%;

eSBAP e NAAao0,5 mg.L'l de cada

NSNao significativo

Tabela 8. Teste qui-quadrado para comparacdo dos efeitos de meios de cultura com
NaH,PO, e sem NaH,PO, no desenvolvimento de plantula a partir de

sementes da cultivar Cingapura.

Tratamento Plantula normal Plantula anormal Total
Com NaH,PO,4 83 79 162
Sem NaH,PO,4 31 131 162
Total 114 210 324

c? = 36,59%*; gl.=1

Significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Tabela 9. Teste qui-quadrado para comparacédo dos efeitos de meios de cultura com
carvao ativado e sem carvao ativado no desenvolvimento de plantula a partir

de sementes da cultivar Cingapura.

Tratamento Plantula normal Plantula anormal Total
Com carvao 65 97 162
Sem carvao 49 113 162
Total 114 210 324

c?=347"% gl =1

NS

N&o significativo
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Tabela 10. Teste qui-quadrado para comparacao dos efeitos de meios de cultura com
NaH,PO, e com carvéao ativado no desenvolvimento de plantula a partir de
sementes da cultivar Cingapura.

Tratamento Plantula norma Plantula anorma Tota
Com NaH,PO, 41 40 81
Com carvao 23 58 81
Total 64 08 162

c?=837* gl =1

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

4.1.1.3 A partir de sementes de plantas Vs

Para a producdo de plantulas a partir das sementes das plantas Vs,
originadas de estacas submetidas a irradiacdo gama, as analises estatisticas
confirmaram que a adi¢do de 0,17 g.L" de NaH,PO, ao meio basico de cultura MS é
fundamental para a formacdo de plantulas (Tabela 11). O teste Tukey Para
comparagdo de meédias indicou que a adigdo de carvao ativado a 0,2% ao meio de
cultura contendo NaH,PO, ndo teve influéncia significativa no desenvolvimento de
plantulas, mas que adicionado ao meio basico MS como Unico suplemento foi
favoravel.

Tabela 11. Analise em fatorial 2X2 e comparacdo de meédia de percentagem de
plantulas in vitro provenientes de plantas \{ obtidas em meio béasico de
cultura MS, com ou sem adicdo de 0,2% de carvao ativado (C. A)

combinado ou ndo com 0,17g.L™" de NaH,POA4.

F.V. G.L. Q.M. F Fator Média® + Desvio Padrzo (%)
C/NaH2POs S/em NaH:POg

C.A 1 8.82 3,83™

NaH2PO4 1 81,77 35,55%*

C.AXNa 1 5,12 2,23V C/C.A. 37,76+1,96 a 14,91 + 16,87 b

Tratamento® 3 31,91 13,87

Residuo 32 2,30 S/C.A. 34,90+1,06 a 425+ 4,41b

*Média Geral=20,295; desvio padrdo=1,801; CV= 33,26%
'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

De todas as plantulas formadas, 70,58% desenvolveram-se em meio basico

de cultura com adicdo de NaH,PO,, combinado ou n&o com carvao ativado. Ademais,
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a linhagem que mais desenvolveu plantula em ralacdo ao total de plantulas obtidas foi
C45 (17,65%) e as de menores performances foram as N135 e a cultivar Cingapura
(4,90%) (Tabela 12). As plantulas formadas serviram de doadoras de explantes para a
clonagem das progénies de cada linhagem (Figura 12b e 12c).

Tabela 12. Desenvolvimento de plantulas in vitro de linhagens de pantas Vs e da
cultivar Cingapura em meio béasico de cultura MS com ou sem adicdo de
carvao ativado a 0,2% combinado ou n&o com 0,17g.L™ de NaH,PO,.

Linhagem NaH,PO, (%)l Subtotal S/ Na1H2PO4(%)1 Subtotal Total?
C/ C.A. SIC.A (%) CI/ C.A. S/ C.A (%) (%)

C137 25,0 41,66 66,67 16,67 16,67 33,33 11,76
®) () 8) ) ) 4) (12)

C166 25,0 41,67 66,67 25,00 8,33 33,33 11,76
©) (5) 8) ©) 1) 4) 12)

C132 41,67 50,00 91,67 8,33 0,00 8,33 11,76
() (6) (11) 1) ©) 1) 12)

N27 38,46 30,77 69,23 23,08 7,69 30,77 12,75
©®) (4) ©) ©) () 4) (13)

N121 40,00 26,67 66,67 26,67 6,66 33,33 14,71
(6) (4) (10) 4) 1) (5) (15)

c70 40,00 20,00 60,00 40,00 0,00 40,00 9,81
(4) ) (6) (4) ©) (4) (10)

CING 80,00 20,00 100,0 0,00 0,00 0,00 4,90
' 4 1) (5) ©) ©) ©) (%)

cas 22,22 33,33 55,55 27,78 16,67 44,45 17,65
(4) (6) (10) () (©) 8) (18)

N135 40,00 60,00 100,0 0,00 0,00 0,00 4,90
2 3 5 0 0 0 (5)

35,29 35,29 70,58 21,57 7,85 29,42 100,00

0 2
Total (%) (36) (36) (72) (22) ®) (30) (102)

"Percentagem relativa de plantula formada em cada tratamento ao total da linhagem a que pertence;
%Percentagem relativa de plantula formada por linhagem e por meio de cultura em relagdo ao total geral de
pléntula formada (100%)

As sementes das plantas Vs das diferentes linhagens apresentaram
diferencas quanto a capacidade de germinacdo e formacdo de plantulas, e essas
diferengas entre as linhagens foram significativas quando analisadas pelo teste qui-
quadrado ao nivel de 5,0% de probabilidade. As sementes das linhagens C45 e N121
foram mais viaveis para a formacédo de plantulas normais in vitro (Tabela 13). Ha
indicios da radiagdo gama ter afetado o DNA gendmico com reflexos na divisdo
meiodtica, o que poderia ser confirmado através de andlises citogenéticas do material.
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Entretanto, a baixa viabilidade das sementes parece ser um carater intrinseco desta
cultivar Cingapura.

Ressalte-se que sementes obtidas a partir de plantas originadas de estacas
crescidas em casa-de-vegetacdo germinaram e desenvolveram plantulas normais
(Figura 12d) em meio béasico de cultura MS, com adi¢cdo de NaH,PO, (0,17g.L™") e
carvao ativado (0,2%), confirmando a eficiéncia do meio de cultura estabelecido para a
producdo de fontes doadoras de explantes. Esta tecnologia in vitro podera ser
estendida para a producdo de progénies a partir de cruzamentos de cultivares da

espécie Piper nigrum L dentro de um programa de melhoramento genético.

Tabela 13. Teste qui-quadrado para comparacdo do desenvolvimento de plantula a

partir de sementes das diferentes linhagens Vs em condic¢des in vitro.

Linhagem Vs Plantula normal (%) Plantula anormal (%) Total
C137 12 33,33 24 66,67 36
C166 12 33,33 24 66,67 36
C132 12 33,33 24 66,67 36
N27 13 36,11 23 63,89 36
N121 15 41,67 21 58,33 36
C70 10 27,78 26 72,22 36
CING. 5 13,89 31 86,11 36
C45 18 50,00 18 50,00 36
N135 5 13,89 31 86,11 36
Total 102 222 324

c?=18,30%; g.l = 8

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Figura 12 - Producéo de plantulas doadoras de explantes a partir de sementes.

a) Da Cultivar Cingapura (I experimento)

b) De plantas V; em meio de cultura MS com carvao ativado, NaH2PO4 e BAP e NAA
c) De plantas Vs em meio de cultura MS com carvao ativado e NaH2PO4

d) De sementes de plantas originadas de estacas em casa-de-vegetagéo

4.1.1.4 A partir de embrides zigoticos

Neste experimento, foi observado o desenvolvimento de plantulas a partir de
15 dias ap06s o cultivo dos embrides in vitro. A conversao dos embrides zigéticos em
plantulas foi mais favordvel em meio de cultura com a metade da concentracdo dos
sais de MS (tratamentos 1, 3, 5 e 7), quando comparado com a concentragdo completa
de sais (2, 4, 6 e 8) (Tabela 14). Outrossim, a utilizacdo de carvao ativado (0,2%)
melhora a eficiéncia de conversdo a plantulas, tanto na metade quanto na completa
concentragéo de sais de MS na presen¢ca NaH,PO,, mas ndo na presenca de BAP e
NAA. No meio de cultura com a concentragdo completa de sais, a presenca BAP e
NAA tem acéo inibidora e corrobora com o fato de que os embrides uma vez no
estadio cotiledonar sintetizam os hormonios necessérios para seu desenvolvimento,
pois a adicdo de BAP e NAA (0,5 mg.L™) ndo teve influéncia na formac&o de plantulas,
mas reduziu a ocorréncia de plantulas anormais.

Em todos os tratamentos, houve conversado de embribes em plantulas (Figura
13), com destague em meios de cultura com metade da concentracdo de MS
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(tratamentos 5 e 7), na tabela 9, nos quais havia a adi¢cdo de carvao ativado. O carvao
ativado teve um papel importante, devido a acdo de agregar compostos toxicos, tais
como compostos fendlicos, e reduzir a disponibilidade & células dos constituintes do
meio de cultura. A reduc@o da concentracdo de sais foi observada como favoravel a
conversdo de embribes sométicos em plantulas em pimenta-do-reino por Joseph et al.
(1996), ao utilizarem a metade das concentragdes de sais do meio basico de cultura
SH e reducao de 3,0 para 1,5% a concentracdo de sacarose.

Tabela 14. Percentagem de plantulas de pimenta-do-reino desenvolvidas in vitro a
partir ¢ embrides zigoticos da cultivar Cingapura em meio basico de
cultura MS com metade ou completa concentracdo dos sais e adi¢cao de

diferentes suplementos.

Tratamento® Resposta (%) Total
Plant. normal Plant. anormal S/ diferenciacéo
1 YIS 7 (36,84) 3 (15,79) 9 (47,37) 19
2 MS 7 (26,74) 4 (21,05) 8 (52,21) 19
3 WS+NaH,PO, 5 (33,33) 3 (20,00) 7 (46,67) 15
4 MS+Na H,PO, 2 (11,11) 2 (11,11) 14 (77,78) 18
5 IS+NaH,PO4+C.A. 14 (82,35) 1 (5,88) 2 (11,77) 17
6 MS+NaH,PO,4+C.A. 11 (64,70) 3(17,65) 3 (17,65) 17
7  WS+NaH,PO4+C.A.+(BAP+NAA) 15 (78,95) 1 (5,26) 3 (15,79) 19
8 MS+NaH,PO4+C.A.+(BAP+NAA) 7 (38,89) 2(11,11) 9 (50,00) 18
Total 68 (47,89%) 19 (13,38%) 55 (38,73%) 142

*Tratamentos constituidos de meio basico de cultura MS e adicdo de diferentes suplementos: %2
MS - metade da colncentragéo dos sais de MS; MS - concentracao comlpleta dos sais de MS;
NaH,PO,4 - 0,17 g.L™; C.A. - carvado ativado a 0,2%; (BAP+NAA) - 0,5 mg.L ™ de cada

O teste qui-quadrado mostrou as diferencas significativas de conversao a
plantulas dos embrides entre os tratamentos ao nivel de 0,1% de probabilidade,
principalmente devido aos tratamentos que continham NaH,PO, e carvao ativado ou
ainda estes, em metade da concentracdo de sais de MS combinados com BAP e NAA
aconcentracdo de 0,5 mg.L™ de cada (Tabela 15).
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Tabela 15. Teste qui-quadrado para comparacdo dos principais tratamentos na

diferenciacdo dos embrides cultivados em diferentes meios de cultura.

Tratamento Embribes Total
Com diferenciacéo Sem diferenciacédo
1 WIS 10 9 19
2 MS 11 8 19
3 IS+Na 8 7 15
4 MS+Na 4 14 18
5 US+Na+C.A. 15 2 17
6 MS+Na+C.A. 14 3 17
7 WIS+Na+C.A.+(B+NAA) 16 3 19
8 MS+Na+C.A.+(B+NAA) 9 9 18
Total 87 55 142

c?=26,20% gl =7

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Outrossim, o teste qui-quadrado confirmou que o0s meios de cultura com
metade da concentracdo de sais de MS foram mais favoraveis na conversdo dos
embrides zigéticos em plantulas em nivel de 5,0% de probabilidade (Tabela 16).

Tabela 16. Teste qui-quadrado para comparacgéo dos efeitos de meios de cultura com
completa (MS) ou metade (MS) da concentracéo de sais de MS na

diferenciacdo de embrides zigoticos.

Tratamento Total
Com diferenciacéo Sem diferenciagéo

¥MS 49 21 70

MS 38 34 72

Total 87 55 142

c? = 4,43%; gl.=1

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Figura 13 - Conversao de embrides zig6ticos em plantulas em diferentes meios de
cultura (tratamentos 1 a 8, Tabela 9).

A tecnologia de producédo de plantulas in vitro sera uma ferramenta muito Util
dentro de um programa de melhoramento genético pois permitira a geracdo de
progénies de cruzamentos incompativeis e ainda, auxiliara na definicdo de condi¢des
adequadas para resgate de embrides de cruzamentos interespecificos, além de ser
uma fonte doadora de explante para o processo de micropropagacao.
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4.1.2 Micropropagacéao

O processo de micropropagacao foi estabelecido através da utilizacdo de
explantes assépticos (gemas axilares e apicais) a partir de plantulas obtidas in vitro,
em diversos experimentos para multiplicagdo de gemas, enraizamento, aclimatacao e
formacdo de mudas em casa-de-vegetacdo. Além disso, gemas provenientes de
plantas propagadas via estacas foram submetidas a tratamentos de assepsia e
aquelas sobreviventes passaram pelo processo de micropropagacdo através das
condicdes preestabelecidas e obteve-se também, indugéo de calos em varios tipos de
explantes.

4.1.2.1 Estabelecimento e multiplicacdo de gemas

As gemas fornecidas pelas plantulas in vitro apds duas semanas de cultivo,
em meio bésico de cultura MS suplementado com 0,5 mg.L™" de BAP e 0,2 mg.L™ de
IAA, com aspecto verde mas nao diferenciadas, foram estabelecidas em cultura (Figura
14a). A proliferacdo de brotos ocorreu apés oito semanas (Figura 14c), nos diferentes
tratamentos a que foram submetidas apds estabelecimento em cultura, sendo que as
andlises estatisticas néo revelaram diferenca significativa no primeiro subcultivo quanto
a média de novas gemas produzidas em cada tratamento (média de 3,4 a 5,2
gemas/tratamento), quer seja com BAP a diferentes concentracdes (0,1 a 2,0 mg.L™)
combinado ou ndo com 0,2 mg.L™ de IAA.

Esse fato deveu-se ao periodo no qual os explantes permaneceram em fase
de estabelecimento, pois mesmo tendo sido transferidos para condi¢cdes de meios de
cultura com balango de fitorregulador exdgeno diferente da fase inicial, o estimulo a
diferenciacdo j& tinha sido iniciado e as respostas aos novos tratamentos n&o
influenciaram diferentemente na taxa de proliferagdo de novas gemas. Entretanto, no
segundo subcultivo, houve diferenca significativa entre as concentracdes de BAP
testadas, porém sem interacdo significativa com IAA. Neste caso, a melhor
performance foi observada com a concentracdo de 0,5 mg.L™" de BAP, sendo a média

de 5,6 novas gemas por explante (Tabelas 17 e 18).
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Tabela 17. Analises da variancia do delineamento inteiramente casualizado em fatorial
2X4 (BAP X IAA) quanto a proliferacdo de gemas em dois subcultivos
consecutivos, a cada oito semanas.

Fonte de G. L. Q. M. F

Variagéo I I | Subcult. Il Subcult. | Subcult. Il Subcult.
IAA 1 1 2,2517 59712 1,5558 > 2,9246 ">
BAP 3 3 3,1671 12,0018 2,1884 NS 5,8783 **
IAA X BAP 3 3 1,0196 47547 0,7045 NS 2,3288 NS
Tratamento 7 7 2,1159 8,0344 - -
Residuo 31 52 1,4472 2,0417

“Primeiro subcultivo: média geral = 4,1282; desvio padrdo = 1,2030; CV = 29,1412
2Segundo subcultivo: média geral = 4,3600; desvio padrdo = 1,4289; CV = 32,7725
NSNzo significativo

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Os meios de cultura contendo BAP a concentracdo de 0,1 e 0,5 mg.L'l
permitiram maior quantidade de diferenciagéo de novas gemas, independentemente da
combinagcdo ou ndo com IAA, cuja comparacdo de médias dos tratamentos mostrou

diferenca significativa no segundo subcultivo (Tabela 18).

Tabela 18. Proliferacdo in vitro de brotos a partir de segmentos nodais e apices
caulinares de pimenta-do-reino em meio basico de cultura MS
suplementado com diferentes combina¢des de concentracdes de IAA X
BAP, subcultivados a cada oito semanas em dois subcultivos.

| Subcultivo Il Subcultivo
BAP IAA (mg.L™) Média" IAA (mg.L™) Média"
(mg.L'h 0,2 0,0 0,2 0,0

0,1 5,1980 3,9680 4,5830 a 4,0938 43100  4,2019 ab
0,5 4,8680 4,4000 4,6340 a 6,7700 44150 55925 a
1,0 4,1900 3,3900 3,7900 a 4,0956 3,3333 3,7144 b
2,0 3,1657 3,5850 3,3754 a 3,3333 3,5267  3,4300 b
Média’ 4,3554 A 3,8358 A 4,0956 45732 A 3,8963 A 4,2347

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si: letras mintsculas comparagéo vertical;
letras mailisculas: comparacgao horizontal

As respostas quanto ao efeito das concentragbes de BAP, 1,5 e 3,0 mg.L'l,
foram diferentes significativamente tanto pelas variancias (Tabela 19) quanto pelas

médias de novas gemas por explante no primeiro subcultivo. Média de 5,55 gemas a
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concentracdo de BAP 1,5 mg.L™", comparada com média de 3,07 gemas/explante
produzidas & concentracdo de 3,0 mg.L*, enquanto no segundo subcultivo, essa
diferenca nao foi significativa, mas com melhor performance, ainda, aconcentracdo de
BAP 1,5 mg.L™, média de 4,28 em relacdo a 3,77 a 3,0 mg.L" de BAP (Tabela 20).
Ressalte-se que o0s explantes, em todos os tratamentos testados, apresentaram
formacdo de calos na base, aspecto observado por Mathews & Rao (1984) ao
utilizarem IAA e principalmente NAA.

Tabela 19. Andlise da variancia de efeito de duas concentracdes de BAP na
proliferacdo de brotos de pimenta-do-reino apés 8 e 4 semanas em dois

subcultivos, respectivamente.

Fonte de G. L. Q. M. F

Variagéo | Subcult™. Il Subcult®. | Subcult™. Il Subcult®.
Tratamento 1 26,4749 1,1603 19,09** 0.63NS
Residuo 16 1,3865 1,8368

;Primeiro subcultivo por 8 semanas: média geral = 4,2872; desvio padrédo = 1,1775; CV = 27,47
Segundo subcultivo por 4 semanas: média geral = 4,0250; desvio padrao = 1,3553; CV = 33,67
NS — néo significativo

** _ significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Tabela 20. Média de proliferacéo in vitro de brotos por explantes em meio basico de
cultura MS suplementado com BAP por 8 e 4 semanas em dois
subcultivos, respectivamente.

BAP Brotos/explantel

(mg.L'l) | Subcultivo Il Subcultivo
15 5,5000 a 4,2789 a
3,0 3,0744 b 37711 a
Média 4.2872 4,025

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade

No experimento no qual se testou varias concentracdes de BAP (0,5; 1,0; 2,0;
e 4,0 mg.L") em combinacdo com IAA (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; e 0,5) em trés subcultivos
consecutivos, houve diferenca significativa entre os tratamentos testados (Tabela 21 e
Figura 14d).
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Tabela 21. Andlise da variancia quanto ao efeito da combinacdo de BAP x IAA na

proliferacdo de gemas de pimenta-do-reino em

consecutivos, apos 8, 6 e 6 semanas, respectivamente.

trés subcultivos

F. V. G. L. Q. M. F
I* n I* ‘ n I* II* n’
Trat. 12 12 12 13,98 8,41 3,75 16,38** 7,80%* 2,69%
Res. 65 117 104 0,85 2,41 1,40 - - -

ane|ro subcultivo por 60 dias: desvio padréo = 0,924; CV = 24,43%
Segundo subcultivo por 45 dias: desvio padrdo = 1,038; CV = 31,11%
Terce|ro subcultivo por 45 dias: desvio padrdo = 1,182; CV = 30,13%.

NSNao significativo

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Os destaques quanto a diferenciacdo de novas gemas por explante ficaram

para os meios de cultura com BAPXIAA, cujas médias variaram de 4,50 a 6,0; 3,40 a

4,70; e 3,83 a 5,10 gemas nos primeiro, segundo e terceiro subcultivo, respectivamente
(Tabela 22 e Figura 14d).

Tabela 22. Média de proliferacdo in vitro de gemas por explante em meio bésico de

cultura MS suplementado com diferentes combinacbes de BAPxIAA em

trés subcultivos consecutivos, apos 8, 6 e 6 semanas, respectivamente.

Tratamentosl(mg.L'l) Subcultivo (média de gemas/explante)2 Média®
BAP IAA | (60 dias) Il (45 dias) 1l (45 dias)
0,5 0,5 50Ca B 3,70 a b c 350 bec 407 abc
1,0 1,0 500 a B 2,90 bcd 429 ab 406 abc
2,0 2,0 6,00 a 2,60 cd 38 abec 414 a b
1,0 0,0 3,50 B c 340 abcd 350 bec 347 abcd
1,0 0,2 2,33 cd 420 ab 400 ab 351 abcd
2,0 0,0 1,83 c d 200 d 370 bec 2,51 bcd
2,0 0,2 3,67 B c 360 a b c 510 a 412 a b c
4,0 0,0 2,00 c d 190 d 340 ©bec 2,43 cd
4,0 0,2 1,50 d 3,00 bcd 260 c 2,37 d
0,5 0,0 583 a 4,70 a 430 a b 494 a
0,5 0,1 450 a B 4,10 a b c 456 a b 4,39 a
0,5 0,2 4,67 a B 4,60 a 433 ab 453 a
0,5 0,3 3,33 Bcd 270 bcd 39 ab 331 abecd

Média 3,78 3,34 3,92 3,68

Me|0 basico de cultura MS com diferentes combina¢6es de BAPXIAA
*Médias dos trés subcultivo seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan
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Ressalte-se que a andlise conjunta dos trés subcultivos confirmou diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 23), evidenciando que a concentracdo de 0,5
mg.L" foi a mais eficiente para a diferenciacio de gemas (maior que 4,0
gemas/explante), quer seja sozinho, quer seja combinado com IAA aconcentracéo de
0,1 e 0,2 mg.L™. Estes resultados foram contrastantes com aqueles obtidos por Philip
et al. (1992), que observaram melhores resultados com BAP aconcentracdo de BAP
1,5e3,0mg.L™

Tabela 23. Andlise da variancia conjunta dos trés subcultivos quanto ao efeito da
combinacao de BAP x IAA na proliferagdo de gemas de pimenta-do-reino.

Fonte de Variacédo G. L. Q. M. F
Tratamentos™ 12 2,098 2,73*
Residuo 26 0,70

*Média geral = 3,68; desvio padrédo = 0,88; CV = 23,83%
*Significativo ao nivel de 5%

No quarto experimento, no qual se avaliou o efeito de BAP (0,1 e 0,5 mg.L")
em combinacdo com IAA (0,0; 0,1 0,2 e 0,5 mg.L™") com adicdo ou ndo de carvdo
ativado a 0,2%, em dois subcultivos consecutivos, a média de gemas por explante no
primeiro subcultivo variou de 1,79 a 3,48, enquanto no segundo subcultivo houve uma
maior estabilidade com variagcdo de 2,21 a 3,49 gemas por explante (Tabela 24 e
Figura 14e).

No primeiro subcultivo, a maior média (3,48 gemas por explante) foi
observada em meio de cultura contendo BAP 0,1 mg.L" na auséncia de carvéo
ativado, com resposta semelhante no segundo subcultivo, mas na presenga de carvao
ativado (3,45 gemas por explante). No segundo subcultivo em meio de cultura
contendo BAP a 0,5 mg.L'l e lAA 0,1 mg.L‘l, também, na presenca de carvao ativado,
ocorreu a maior media (3,49 gemas por explante), porém na auséncia de carvao
ativado foi observada a menor média (2,21 gemas por explante).

A oxidacdo na base dos explantes foi um fator prejudicial a proliferacdo de
gemas, sendo um aspecto observado também por Philip et al. (1992), mas em baixa
intensidade nao interferiu na acdo dos reguladores de crescimento. Entretanto, a

medida que aumentou esta oxidagéo, como observado no segundo subcultivo, 0 uso
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de carvdo ativado favoreceu a diferenciagdo de novas gemas, principalmente na

concentracdo mais elevada de BAP (0,5 mg.L™") em comparacdo com a de 0,1 mg.L™.

Tabela 24. Média de gemas por explante em dois subcultivos consecutivos em meio

basico MS com adicdo ou nédo de carvao ativado a 0,2%, suplementado

com diferentes combinacfes de BAPXIAA, aos 45 dias e 60 dias.

(mg.L'l) | subcultivo Il subcultivo
BAP IAA Sem carvéo Com carvéo Sem carvéo Com carvéo
0,1 0,0 3,48 2,48 2,48 3,45
0,1 0,2 2,68 2,46 3,11 3,12
0,5 0,0 3,40 1,79 2,82 2,51
0,5 0.1 2,55 2,54 2,21 3,49
0,5 0,2 2,72 2,68 3,41 2,45
0,5 0,5 2,68 2,53 2,85 2,56

A andlise fatorial 2x2x6 mostrou que as diferentes combinacdes de BAPXIAA

na composicdo dos meios de cultura apresentaram efeitos semelhantes, enquanto

subcultivo foi um fator significativo na diferenciacdo de novas gemas por explante,

assim como a adicdo ou ndo de carvao ativado no meio basico de cultura MS. Ocorreu

interacdo entre subcultivo e adicdo de carvao ativado, carvdo ativado e BAPXIAA, e

entre os trés fatores, mas nao entre subcultivo e BAPXIAA (Tabela 25).

Tabela 25. Andlise da variancia de proliferacdo de gemas por explante em dois

subcultivos em meio bésico de cultura MS com adicéo ou ndo de carvao

ativado, suplementado com diferentes combinagfes de BAPXIAA.

Fonte de variagéo G. L. Q. M F
Subcultivo (A) 1 1,4782 5,3148*
Carvao ativado (B) 1 1,3142 4,7249*
BAPXIAA (C) 5 0,4001 1,4387 N°
Fator AxB 1 3,4046 12,2406**
Fator Ax C 5 0,2334 0,8390 N°
Fator Bx C 5 1,6647 5,9853**
Fator AXxB x C 5 1,7089 6,1439**
Tratamentos® 23 1,1405 -
Residuo 134 0,2781 -

“Média geral = 2,74; desvio padrdo = 0,53; e CV = 19,25%
* **Significativo ao nivel de 5% e 1%, respectivamente
NSNao significativo
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A presenca de carvao ativado foi favoravel a diferenciacdo de um maior
namero de gemas no segundo subcultivo, com destaques para meios de cultura que
continham BAP 0,1 mg.L™, e BAP 0,1xIAA 0,2 mg.L™, enquanto no primeiro subcultivo
as melhores performances ocorreram na auséncia de carvao ativado, principalmente
com BAP 0,5 mg.L", e BAP 0,5xIAA 0,2 mg.L™" (Tabela 26). Observou-se que, na
presenca de carvao ativado, raramente ocorreu a formagéo de calos na base, mas
houve inducé&o de raizes (Figura 14f).

Tabela 26. Teste Tukey de comparacéo de médias’ sobre a proliferacdo de gemas por
explante em dois subcultivos em meio basico de cultura MS com adi¢ao ou

ndo de carvao ativado, suplementado com diferentes combinacdes de

BAPXIAA.

mg.L(C) Subcultivo® (A) Carvio 0,2%° (B) Média
BAPXIAA* I (A) Il(A) [Sem(By) CxBiXCxB,> Com (By)

0,1x0,0 (Cy) 2,978 2,963 2,976 ab A A 2,965 a 2971 a
0,1x0,2 (Cy) 2,569 3,110 2,890 ab A A 2,789 a 2,840 a
0,5x0,0 (Cy) 2,594 2,666 3,112 a A B 2,148 b 2,630 a
0,5x0,1 (Cy) 2,547 2,846 2,378 b B A 3,015 a 2,696 a
0,5x0,2 (Cs) 2,701 2,927 3,063 a A B 2,565 ab 2,814 a
0,5x0,5 (Cg) 2,603 2,707 2,766 ab A A 2,545 ab 2,655 a
Média 2,665 B 2,870 A 2,864 A 2,671 B

Semcarvao 2,917 A 2,811 A 2,917 A 2,413 B | subcultivo
Comcarvdo 2,413B 2,929 A 2,811 A 2,929 A Il subcultivo

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si: letras mindsculas
comparacdo de médias na vertical e letras mailsculas comparacdo de médias na horizontal
“Fator A com dois niveis: | subcultivo e Il subcultivo
jFator B com dois niveis: sem carvéo (1) e com carvéao (2)

Fator C com seis niveis de BAPxIAA: 0,1x0,0 (1), 0,1x0,2 (2), 0,5x0,0 (3), 0,5x0,1 (4), 0,5x0,2
25) e 0,5x0,5 (6)

comparagdo entre os mesmos niveis de C (BAPxIAA) sem carvédo (nivel 1 de B) versus com
carvéo (nivel 2 de B)

7

Pelo exposto, € recomendado para o estabelecimento de cultura o meio
basico MS suplementado com BAP a 0,1 e IAA a 0,2 mg.L™" e adic&o de carvéo ativado
a 0,2% (p/v), e para a multiplicacdo de brotos, BAP a 0,5 mg.L™ combinado ou n&o
com IAA 0,2 mg.L", pois esses dois tratamentos apresentaram maior estabilidade
guanto a diferenciacdo de gemas, enquanto com BAP aconcentracdo acima de 0,5

mg.L™, ocorreu instabilidade das respostas nos subcultivos subseqiientes.
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Figura 14 - Multiplicacdo de gemas em meio basico MS.

a) Fase de estabelecimento em BAP 0,5 mg.L™" e IAA 0,2 mg.L*

b) Em BAP 0,5 mg.L™ e IAA 0,2 mg.L™" e carvéo ativado 0,2%

c) Em BAP 0,5 e IAA0,2 mg.L™

d) BAPXxIAA (esquerda para direita: 0,5x0,0; 0,5x0,1; 0,5x0,2; 0,5x0,3; 0,5x0,5; 1,0x1,0;
2,0x2,0; 1,0x0,0; 1,0x0,2; 2,0x0,0; 2,0x0,2; 4,0x0,0; e 4,0x0,2 mg.L'l)

e) No primeiro subcultivo, com carvdo 0,2% (acima) e sem carvao (abaixo) e BAPxXIAA
(esquerda para direita) 0,1x0,0; 0,1x0,2; 0,5x0,0; 0,5x0,1; 0,5x0,2; e 0,5x0,5

f) Idem e no segundo subcultivo
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4.1.2.2 Alongamento e enraizamento de brotos

Inicialmente, o enraizamento foi realizado a partir de brotos inferiores ou
superiores a 2,0 cm em meio basico MS suplementado com NAA 0,5 mg.L™" associado
com GA; (0, 0,5 e 1,0 mg.L™"). Os melhores resultados em nimero de raizes/broto
ocorreram nos tratamentos que continham GA; a 0,5 ou 1,0 mg.L™. O enraizamento de
brotos, em todos os tratamentos, foi superior a 90,0%, com destaque para o tratamento
que continha GA; a 1,0 mg.L™", o qual ocorreu a diferenciacéo de raizes em 97,86%
dos brotos em cultura (Tabela 27). Os brotos cresceram e visualmente nao
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos, os quais foram transferidos
para a fase de aclimatagéo e formagao de mudas.

Tabela 27. Analise da variancia, média de raiz por broto e percentagem de brotos
enraizados em meio basico de cultura MS suplementado com NAA (0,5
mg.L™") e GA; (0,0; 0,5; ou 1,0 mg.L™) ap6s 4 semanas de cultivo.

Fonte de G. L. Q.M F ’Média de raiz/broto (% de brotos com raiz)

Variacéo Trat. 1° Trat.2" Trat. 3°
Tratamento" 2 34,9996 4,49* 57129 a 6,3850 ab 9,5186 b
Residuo 28 7,7917 - (91,72) (90,53) (97,86)

“Média geral = 6,7890; desvio padrdo = 2,7914; CV = 41,1158
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

3GA; 0,0 e NAA 0,5 mg.L™

“GA; 0,5 mg.L" e NAA 0,5 mg.L™

°GA; 1,0 mg.L" e NAA 0,5 mg.L™"

Nos brotos com tamanho igual ou superior a 2,0 cm ocorreu diferenciacao de
raizes, todos em meio contendo 0,5 e 1,0 mg.L™ de NAA, com médias de 11,21 e 8,30
raizes/broto, respectivamente, sendo que em meio sem NAA somente 79,31% dos
brotos enraizaram, apresentando a menor média de raiz/broto de 1,89 raizes (Tabela
28). Observou-se, nos meios de cultura contendo NAA, raizes mais espessas em
relacdo auelas diferenciadas em meio de cultura sem regulador de crescimento,
sendo a concentracdo de NAA 0,1 mg.L™ mais apropriada para o enraizamento, pois
as raizes eram de espessura mais fina e com raizes secundarias (Figura 15a),
semelhantes aos resultados obtidos por Khoon & Talib (1985). Uma das causas de
ocorréncia de maior didmetro de raiz esta no fato de que amedida que se aumentou a

concentracdo, apresentou maior inducdo de primordios radiculares, mas ao mesmo
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tempo houve inibicdo do crescimento, encurtando raizes, conseqientemente, mais

espessas.

Tabela 28. Analise da variancia, média de raiz por broto e percentagem de brotos
enraizados em meio basico de cultura MS suplementado com NAA (0,0;

0,1;0,5e 1,0 mg.L™") apds 4 semanas de cultivo.

F. V. G.L Q.M F *Média de raiz/broto (% de brotos com raiz)
Trat. 1° Trat.2’ Trat. 3° Trat. 4°

Tratamento™ 3 129,136  62,02** 189 a 7,32 b 11,21 ¢ 8,30 b
Residuo 23 2,082 (79,31) (95,83) (100,0) (100,0)

"Média geral = 6,4970; desvio padrdo = 1,4429; CV = 22,2090

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si

NAA 0,0;0,1,0,5e1,0 mg.L'l, respectivamente para trat. 1, trat. 2, trat. 3 e trat. 4
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

A etapa de enraizamento, que estava sendo conduzida a partir de brotos, foi
modificada para a partir de gemas. As gemas cultivadas em meio basico de cultura
MS, na presenca au auséncia de carvao ativado (0,2%), por um periodo de 60 dias,
diferenciaram raizes além do desenvolvimento caulinar (Figura 15c). As raizes se
apresentaram normais, com crescimento variando de 1,73 a 3,72 cm na auséncia e
4,49 a 6,65 cm na presenca de carvao ativado. Outrossim, a percentagem de brotos
com raizes foi maior em todos os tratamentos na presenca de carvao ativado (81,90 a
97,49%) do que na auséncia (53,89 a 90,0%), assim como apresentou maior nimero
de raizes.

O desenvolvimento caulinar variou, nos tratamentos, de 2,04 a 5,81 cm em
meio de cultura sem carvdo e 4,16 a 5,46 cm com carvéo, neste ultimo havendo maior
homogeneidade entre as diferentes combinacdes de BAPXIAA (Tabela 29). Portanto, a
presenca de carvao ativado foi benéfica a inducdo de raizes como relatado por
Grattapaglia & Machado (1998), porque simula a condi¢do de escuro, retém parte dos
compostos que compdem o0 meio de cultura, fixa citocinina residual e absorve
compostos toxicos inibidores do enraizamento, além de favorecer o alongamento das
raizes por fixar também a auxina.
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Tabela 29. Resposta adiferenciacédo de raizes e desenvolvimento caulinar de gemas
em meio basico MS com adicdo ou ndo de carvao ativado a 0,2%,
suplementado com diferentes combinacdes de BAPXIAA, apés 60 dias de

cultivo.

BAPXIAA Sem carvao Com carvao (0,2%)

(mg_L'l) Raiz(%)” Raiz(n)’ Raiz(cm)® Caule(cm)| Raiz(%)° Raiz(n)° Raiz(cm)® Caule(cm)’
0,1x0,0 90,00 3,48 2,70 5,21 91,55 5,94 6,65 5,46
0,1x0,2 86,94 4,31 2,58 5,20 97,49 3,91 4,49 4,91
0,5x0,0 64,44 2,53 1,73 3,08 78,89 3,99 5,37 4,16
0,5x0,1 53,89 2,35 3,72 2,04 93,92 5,14 5,37 5,33
0,5x0,2 82,22 2,55 3,22 5,20 84,00 3,52 4,83 4,41
0,5x0,5 85,00 2,66 2,26 5,81 81,90 4,02 5,01 4,85

Média* 77,09B 2,98B 2,70B 4,42 A 87,96 A 4,22 A 529 A 4,85 A

"Médias seguidag2 /g}ll{'%4 mesma letra ndo diferem entre si: comparagdo na horizontal entre a
mesma variavel ("7 e 5) sem versus com carvéo a 0,2%

As diferentes combina¢des de BAPXIAA em meio basico de cultura MS néo
tiveram efeitos significativos quanto a percentagem, nimero e comprimento de raiz a
partir de gemas, mas, quanto ao desenvolvimento do caule, os meios de cultura que
continham somente BAP 0,1 mg.L" e aquele com BAP e IAA a 0,5 mg.L" de cada,
apresentaram maior crescimento do caule, com 5,33 cada, 0 que favoreceu uma
adaptacao melhor por ocasido da aclimatacao (Tabela 30).

Tabela 30. Teste de comparacdo de média quanto a diferenciacdo de raizes e
desenvolvimento caulinar a partir de gemas em meio basico MS com
adicdo au ndo de carvao ativado a 0,2%, suplementado com diferentes

combinacdes de BAPXIAA, apos 60 dias de cultivo.

(mg.L'Y) Média®

BAP IAA Raiz (%) Raiz(n) Raiz(cm) Caule (cm)
0,1 0,0 90,78 a 4,71 a 4,68 a 533 a

0,1 0,2 92,22 a 411 a 3,54 a 5,05 ab

0,5 0,0 71,67 a 3,26 a 3,55a 362 b

0,5 0,1 7391 a 3,75 a 455 a 369 b

0,5 0,2 83,11 a 3,04 a 4,03 a 4,80 ab

0,5 0,5 83,44 a 3,34 a 3,64 a 533 a

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
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A utilizacdo IBA para a formagdo de brotos enraizados foi mais eficiente em
comparacdo com NAA, pois, em todas as concentracdes, houve 100% de inducao de
raizes, enquanto ao suplementar o meio de cultura com o NAA, as mesmas respostas
ocorreram somente nas concentracbes de 0,1 e 0,5 nM, sendo reduzida a
percentagem amedida que a concentracéo foi elevada (acima de 1,0 nM). Ressalte-se
gue as raizes tornaram-se menores e mais grossas com a elevacado da concentracdo
de NAA e, aconcentracdo de 5,0 nM, somente 27,51% das gemas diferenciaram
raizes e houve formacdo de calos, como observado também por Mathews & Rao
(1984) ao usarem NAA a 1,0 mg.L*, cerca de 5,4 nM (Figura 15b). Ademais, 0
crescimento do sistema caulinar foi reduzido. A agdo de IBA permitiu melhor
crescimento caulinar e radicular, apesar de relativamente menor nimero de raizes
(Tabela 31 e Figura 15d).

Tabela 31. Diferenciacdo de brotos e raizes a partir de gemas cultivadas em meio
basico de cultura MS suplementado com NAA ou IBA a diferentes

concentracdes, apds 10 semanas de cultivo.

NAA" YMS MS

(M) Raiz(%) Raiz(n) Raiz(cm) Caule(cm) | Raiz(%) Raiz(n) Raiz(cm) Caule(cm)
0,0 97,94 2,04 2,18 2,75 18,28 1,67 2,18 1,88
0,1 100,0 2,04 2,32 2,64 85,54 1,69 2,41 1,63
0,5 100,0 3,01 1,68 2,03 97,94 2,75 1,87 1,73
1,0 95,88 3,12 1,61 1,82 89,67 3,13 1,78 1,35
2,5 96,24 2,99 1,38 1,60 94,43 3,08 1,65 0,81
5,0 27,51 2,68 1,28 1,46 96,10 3,22 1,66 0,81
IBA® (M)

0,0 97,94 2,04 2,18 2,75 18,28 1,67 2,18 1,88
0,1 100,0 1,75 2,15 2,42 100,0 1,98 2,54 1,96
0,5 100,0 1,95 2,16 2,58 100,0 1,72 2,28 1,90
1,0 100,0 2,27 2,17 2,62 93,21 1,63 2,08 1,96
2,5 100,0 2,55 2,1686 2,5561 100,0 1,84 2,35 2,08
5,0 100,0 3,03 1,8745 2,2287 100,0 2,26 2,06 2,02

lRespostas das gemas referentes aadicdo de NAA (0 a 5,0 nivl) ao meio de cultura
2Respostas das gemas referentes aadicao de IBA (0 a 5,0 nM) ao meio de cultura

Os fatores dos meios de cultura como metade ou completa concentracdo dos
sais de MS, NAA ou IBA a diferentes concentragdes (0 a 5 nM) influenciaram

efetivamente todos os parametros avaliados, quais sejam: percentagem de explantes
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gue diferenciaram raizes, nimero e comprimento das raizes, e comprimento do
sistema caulinar. Interagiram entre si significativamente, com excecéo entre os fatores
como concentracdo de sais de MS e niveis de regulador de crescimento quanto ao
namero e tamanho de raizes, assim como entre o tipo de regulador de crescimento e

concentracéo de sais de MS para tamanho de raiz e caule (Tabela 32).

Tabela 32. Analise da variancia quanto ao efeito de IBA ou NAA em seis niveis (0 a 5
nM) em meio basico de cultura MS com metade ou completa concentragédo
dos sais na diferenciacdo de raizes e desenvolvimento caulinar, apés 10

semanas de cultivo.

Fonte de G. L. Q. M. F
variagao Raiz Caule Raiz Caule
(%) (n) (cm)  (cm) (%) (n) (cm) (cm)

MS (A) 1 0,14 2,62 1,17 18,01 20,73* 15711* 18,21** 230,88*
R. C. (B) 1 0,10 14,72 5,73 13,52 1527* 84,82* 88,88* 173,40*
Niveis (C) 5 0,23 490 1,61 2,04 36,14* 28,24* 24,88* 26,16*
AxB 1 0,03 153 0,03 0,18 3,94* 8,81* 0,44 N5 232N
AxC 5 0,32 0,12 0,10 0,20 48,90~ 0,690" 159N  258*
BxC 5 0,04 214 0,70 1,75 6,94*  1234* 10,91* 22,41*
AxBxC 5 0,05 093 007 027 7,40* 534* 111ns 347**
Trat. 23 23 0,15 258 084 2,30 - - - -
Res. 207 188% 0.007 0.174 0,065 0.078 - - - -

s Significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente
N&o significativo
;Graus de liberdade do residuo referentes apercentagem de enraizamento
Graus de liberdade do residuo referentes ao niumero, comprimento ce raizes e ao comprimento
caulinar

Para a diferenciacdo de brotos com raiz a partir de gemas, a maior
percentagem ocorreu em meio de cultura com metade da concentragdo de sais de MS
e tendo como regulador de crescimento o IBA, enquanto para NAA foi indiferente. As
concentracdes de 0,1 a 2,5 nM foram mais favoraveis e a concentragéo de 5,0 nM
inibiu a inducao de raizes, principalmente de NAA em meio de cultura com a metade

da concentragédo dos sais de MS em que foi observada a formacao de calos (Tabela
33).
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Tabela 33. Teste de comparacdo de médias quanto a percentagem de explantes com

raizes quando gemas foram cultivadas em meio basico de cultura MS, com

metade ou completa concentracdo de sais, suplementado com NAA ou IBA

adiferentes concentracdes, apos 10 semanas de cultivo.

(mM) Explantes com raiz (%) Explantes com raiz (%)

1/2 MS MS NAA IBA Média™
0,0 97,94 a A B 18,28 b 54,30 b A A 5431b 5431c
0,1 99,99 a A A 92,68 a 92,68 a A A 9999a 96,3la
0,5 99,99 a A A 08,96 a 08,96 a A A 9999a 99,48a
1,0 97,94 a A A 91,42 a 92,75 a A A 9658a 96,3la
2,5 98,11 a A A 97,21 a 95,35 a A A 9999a 9765a
5,0 60,80 b B A 08,04 a 59,10 b B A 9999a 78,73b
Média® 92,06 A 80,74B 8154B 91,25A  Média'
NAA 84,68 A 78,41 A  84,68B 99,65A 1/2MS

IBA 99,65 A 83,10 B 78,41 A 83,10 A MS

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. Letras minisculas: comparagio

vertical; letras mailsculas: comparacéo horizontal

Quanto ao numero de raizes, ndo houve diferenca significativa se o0s

diferentes niveis de NAA e IBA estavam em combinagdo com ¥aMS ou MS completo,

particularmente quando se tratava de NAA. No caso de IBA diferenca significativa foi

observada em prol do meio de cultura com metade da concentracdo dos sais.

Observou-se maior niumero de raizes amedida que se aumentou a concentracdo IBA

(Tabela 34).
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Tabela 34. Teste de comparacdo de média quanto ao numero de raizes por

explante em meio bésico de cultura MS, com metade ou completa

concentracdo de sais, suplementado com NAA ou IBA a diferentes

concentracdes, apds 10 semanas de cultivo.

(nM) Numero de raizes Numero de raizes
1/2 MS MS NAA IBA Média™
0,0 4.0772 3.3365 1.8534b A A 1.8534 b 1.8534 ¢
0,1 3.7871 3.6671 1.8657 b A A 1.8614 b 1.8636 ¢
0,5 4.9565 4.4680 2.8769 a A B 1.8354 b 2.3561 b
1,0 5.3952 4.7540 3.1239 a A B 1.9507 b 2.5373 ab
2,5 5.5383 4.9178 3.0334a A B 2.1946 b 2.6140 ab
5,0 5.7044 5.4760 2.9483 a A B 2.6419 a 2.7951 a
Média'  2.4549 A 2.2183B 2.6169 A 2.0562 B

NAA 2.6449 A 2.5890 A 2.6449 A 2.2649 B 1/2 MS
IBA 2.2649 A 1.8476 B 2.5890 A 1.8476 B MS

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. Letras minGsculas: comparacéo
vertical; letras mailsculas: comparacgéo horizontal

As raizes diferenciadas apresentaram maior crescimento em meio de cultura

contendo concentragdo completa dos sais e em meios de cultura contendo IBA, com

destaque aconcentracdo de 0,1 nmM que permitiu maior crescimento tanto com NAA

guanto com IBA (Tabela 35).

Tabela 35. Teste de comparacdo de média quanto ao comprimento de raizes por

explante enraizado em meio béasico de cultura MS, com metade ou

completa concentracdo de sais, suplementado com NAA ou IBA a

diferentes concentragfes, apos 10 semanas de cultivo.

(mM) Raiz (cm) Raiz (cm)
YMS MS NAA IBA Média”

0,0 2,18 2,18 2,18 A A A 2,18 ab 2,18 ab
0,1 2,23 2,48 237 A A A 234 a 2,36 a
0,5 1,92 2,08 1,77 b B A 2,22 ab 2,00 bc
1,0 1,89 1,93 1,69 bc B A 2,13 ab 191 c
2,5 1,78 2,00 152 bc B A 226 a 1,89 cd
5,0 1,58 1,86 1,47 c B A 197 b 1.72 d

Média 1,93B 2,09 A 1,8330 B 2,18 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre. Letras minGsculas: comparagéo vertical;

letras mailsculas: comparagédo horizontal



86

O crescimento do sistema caulinar a partir de gemas, que também
diferenciaram raizes, foi mais expressivo em meio de cultura com a metade da
concentracdo dos sais de MS e com IBA. O destaque foi para as gemas que
diferenciaram raizes em meio de cultura sem regulador de crescimento, que
apresentaram maior crescimento do sistema caulinar. Este resultado era esperado uma
vez que ainda contém residuo de citocinina do subcultivo anterior. Houve uma maior
uniformidade do crescimento com IBA, enquanto com NAA, foi reduzido amedida que
as concentracdes foram elevadas, atingindo a menor média (1,84 cm) aconcentracdo
de 5,0 nM (Tabela 36).

Tabela 36. Teste de comparacdo de média quanto ao comprimento caulinar dos
explantes que enraizaram em meio basico de cultura MS, com metade ou
completa concentragdo de sais, suplementado com NAA ou IBA a

diferentes concentragfes, apds 10 semanas de cultivo.

Nivel Caule (cm) Caule (cm)

(V1) YMS % MS % NAA % IBA Média™

0,0 2,75 a A B 1,88 a 2,32 a A A 2,32 a 2,32 a

0,1 2,53 ab A B 1,80 a 2,14 ab A A 2,19 a 2,16 ab

0,5 2,30 bc A B 1,81 a 1,88 b B A 2,24 a 2,06 bc

1,0 2,22 c A B 1,66 ab 1,59 c B A 2,29 a 1,94 cd

2,5 2,08 cd A B 1,45 b 1,21 d B A 2,32 a 1,76 de

5,0 1,84 d A B 1,41 b 1,33 d B A 2,12 a 1,63 e
Média® 2,29 A 1,67 B 1,71 B 2,25 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. Letras minlsculas: comparacéo
vertical; letras mailsculas: comparacédo horizontal

Neste experimento visando a diferenciagdo em “planlets” a partir de gemas, o
meio basico de cultura MS com a metade da concentracdo de sais foi mais efetivo,
principalmente quando suplementado com IBA (0,1 a 2,5 nM), pois, além do
enraizamento, permitiu um melhor crescimento do sistema caulinar (Figura 15d).
Resultados para varias espécies indicaram que IBA é mais efetivo para o enraizamento
in vitro (Grattapaglia & Machado, 1998).

Ressalte-se que, para obtencdo de “plantlets” a partir de brotos
desenvolvidos, recomenda-se meio béasico de cultura MS com NAA a0,1 mg.L*, e a
partir de gemas, meio de cultura com BAP a 0,5 e IAA 0,2 mg.L™ com adic&o de carvdo
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ativado a 0,2% (p/v) ou metade da concentracdo de MS com 1,0 nM (0,2 mg.L™).

Considere-se que o tempo de cultivo para producao de “plantlets” a partir de brotacdes

deve ser a cerca de 4 semanas e a partir de gemas entre 6 a 8 semanas.

=
Sem carvdo ativado

Figura 15 - Alongamento e enraizamento em meio basico de cultura MS.

a) A partir de brotos em NAA a 0,1 mg.L™

b) A partir de gemas em ¥MS ou MS e NAA (0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; e 5,0 nM)

c) A partir de gemas em MS, sem e com carvéo ativado a 0,2% e BAPxIAA (0,1x0,0;
0,1x0,2; 0,5x0,0; 0,5x0,1; 0,5x0,2; e 0,5x0,5 mg.L'l)

d) A partir de gemas em ¥MS ou MS e IBA (0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; e 5,0 nMV))
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4.1.2.3 Aclimatacgéo dos brotos enraizados e formag¢&o de mudas

Os primeiros testes de aclimatacdo indicaram a necessidade de fazer um
tratamento dos “plantlets” antes da aclimatacéo, pois havia muita incidéncia de fungos,
principalmente em substrato do tipo Plantmax. A imersdo dos "plantlets” em solugéo de
benlate a 0,2% (p/v) antes do processo de aclimatacdo resolveu este problema. A
aclimatacdo foi muito influenciada pelo tipo de substrato, sendo mais eficaz em
substrato do tipo vermiculita do que em substrato composto de vermiculita + Plantmax
(2:2).

Ressalte-se que os “plantlets” originados em meios de cultura com BAP a 0,1
mg.L" e BAP a 0,5 mg.L™" junto com IAA a 0,2 mg.L™, ambos sem carvéo ativado, em
substrato do tipo vermiculita, apresentaram 95,0% de sobrevivéncia, enquanto com
carvao ativado, destacaram-se os meios que continham BAPxIAA (0,1x0,2 e 0,5x0,5
mg.L™), com 100,0 e 90,0% de sucessos, respectivamente. Os “plantlets” originados
em meios que continham carvao ativado apresentaram enraizamento mais consistente,
pois mesmo em substrato do tipo vermiculita + Plantmax apresentaram boa
performance, variando de 68,42 a 84,21% para as combinagdes de BAPxIAA: 0,1x0,2,
0,5x0,0, 0,5x0,1 e 0,5x0,2 mg.L™" (Tabela 37).

Tabela 37. Aclimatacdo de brotos enraizados originados de diferentes meios de cultura

em substrato de vermiculita ou vermiculita + Plantmax, 21 dias apés

transplantio.
(mg.L'l) Sem carvdo Com carvéo (0,2%)
Vermiculita Vermic.+Plantmax Vermiculita Vermic.+Plantmax

BAP IAA  vivo/N' % Vivo/N* % vivo/N* % Vivo/N' %
0,1 0,0 19/20 95,0 15/20 75,0 11/21 52,4 0/20 0,00
0,1 0,2 15/19 78,9 3/20 15,0 20/20 100,0 13/19 68,42
0,5 0,0 19/24 79,2 7124 29,2 12/18 66,7 15/18 83,3
0,5 0,1 11/19 57,9 10/19 52,6 12/15 80,00 12/15 80,0
0,5 0,2 19/20 95,0 2/19 10,5 14/20 70,0 16/19 84,21
0,5 0,5 12/20 60,0 7120 35,0 18/19 90,0 8/20 40,0

Média 77,87 36,07 76,99 57,66

“Total de “plantlets” transferidos para aclimatag&o

A utilizagéo de carvéo ativado favoreceu a adaptagéo dos "plantlets”, sendo
melhor em vermiculita com diferencga significativa ao nivel de 1,0% de probabilidade,
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enquanto a diferenga entre aqueles provenientes de meio de cultura sem carvao
ativado foi, ainda, mais significativa, a 0,1% de probabilidade, também favoravel ao
substrato do tipo vermiculita (Tabela 38).

Tabela 38. Teste qui-quadrado para comparacdo entre a aclimatagéo de "plantlets”
provenientes e meios de cultura com e sem carvao ativado suplementado
com diferentes combinacbes de BAPXIAA, em substrato do tipo

vermiculita e vermiculita + Plantmax.

Sem carvao Com carvao
Substrato Vivo Morto Total Vivo Morto Total
Vermiculita 95 27 122 87 26 113
Verm.+Plantmax 44 78 122 64 47 111
Total 139 105 244 151 73 224
c®=4348%* g.l=1 9,53* g.l.= 1

*** xxSignificativo ao nivel de 0,1% e 1% de probabilidade, respectivamente

Considerando apenas as diferentes combinagdes de BAPXIAA, a diferenga de
aclimatacéo dos "plantlets” n&o foi significativa, cuja percentagem variou de 55,56% a
66,18%, para os tratamentos com 0,1x0,0 e 0,5x0,1 mg.L™", respectivamente (Tabela
39).

Tabela 39. Teste qui-quadrado para comparagao quanto a aclimatagcédo dos “planlets”
provenientes de meios de cultura com diferentes combinagbes de

BAPXIAA.
(mg.L'l) “Plantlets”
BAP IAA Vivo Morto Total Aclimatagéo (%)
0,1 0,0 45 36 81 55,56
0,1 0,2 51 27 78 65,38
0,5 0,0 53 31 84 63,10
0,5 0,1 45 23 68 66,18
0,5 0,2 51 27 78 65,38
0,5 0,5 45 34 79 56,96
Total 290 178 468 61,97

c?=358"% gl=5

NS

Né&o significativo
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Outrossim, os “plantlets” originados em meios de cultura com a metade ou
completa concentracdo de sais, suplementados com NAA ou IBA, apresentaram,
também, melhor adaptacdo em substrato do tipo vermiculita. Por outro lado,
aclimataram-se bem em substrato vermiculita + Plantmax, aqueles oriundos de meio de
cultura MS suplementado tanto com NAA quanto com IBA aconcentracdo de 0,1 e 0,5
.

Entretanto, os “plantlets” originados em meio de cultura, com metade da
concentracdo de sais suplementado com IBA, apresentaram melhor adaptagédo em
substrato vermiculita em média de 89,90% contra média de 53,85% em substrato do
tipo vermiculita e Plantmax, sendo semelhante para aqueles provenientes de completa
concentracdo de sais de MS. Provenientes de NAA, as percentagens de adaptacéo
foram muito semelhantes para os dois tipos de substratos, tanto originados em ¥aVS
guanto em MS, porém melhores resultados foram obtidos com aqueles provenientes de
meio de cultura com sais de MS completo em ambos o0s substratos (Tabela 40).

Tabela 40. Aclimatacdo de brotos enraizados originados de diferentes meios de cultura

em substrato de vermiculita ou vermiculita + Plantmax, 40 dias apos

transplantio.
R. C. Y 1/2 MS MS
Vermiculita Verm.:Plantmax Vermiculita Verm.:Plantma
X
vivo/N' % Vivo/N' % vivo/N' % vivo/N' %

0,0 5/22 23,0 10/22 45,0 - - - -
0,1 8/21 38,0 7/21 33,0 24/25 96,0 25/25 100,0
NAA 05 2/20 10,0 0/20 00,0 13/25 52,0 18/25 72,0

1,0 0/20 00,0 1/20 05,0 1/25 4,0 3/25 12,0

2,5 0/17 00,0 0/17 00,0 4/21 19,0 - -

5,0 0/5 00,0 0/6 00,0 - - 0/21 00,0
Média 14,29 16,98 43,75 47,92

0,1 19/19 100,0 10/19 53,0 16/22 73,0 13/23 56,0
IBA 05 21/22 95,0 14/23 61,0 13/17 76,0 10/18 55,0
1,0 23/23 100,0 14/27 52,0 10/17 59,0 6/18 33,0
2,5 16/17 94,0 5/17 29,0 18/24 75,0 8/24 33,0
50 10/18 55,0 13/18 72,0 2/25 8,0 0/25 00,0

Média 89,90 53,85 56,19 34,26
“Numero total de “plantlets” transferidos para aclimatagéo
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Os testes qui-quadrado confirmaram comportamento semelhante entre s
“plantlets” provenientes de ¥MS e MS, mas, em relacdo ao regulador de crescimento,
o uso de IBA favoreceu significativamente a sobrevivéncia dos “plantlets”, mesmo
considerando somente os niveis mais eficientes, 0,1 a 2,5 nM, principalmente com %2

MS em substrato do tipo vermiculita (Tabelas 41, 42 e 43).

Tabela 41. Teste qui-quadrado quanto a aclimatagdo de "plantlets” em dois tipos de
substrato provenientes de meios de cultura com metade ou completa

concentracdo de MS suplementado com NAA.

Substrato YMS MS
Vivo morto Total Vivo morto Total
Vermiculita 15 90 105 42 54 96
Verm.+Plantmax 18 88 106 46 50 96
Total 33 178 211 88 104 192
c?=0,29"% g.l.=1 0,34"%; g.l.=1

““N&o significativo

Tabela 42. Teste qui-quadrado quanto a aclimatacdo de "plantlets” em dois tipos de
substrato provenientes de meios de cultura com metade ou completa
concentragdo de MS suplementado com IBA.

Substrato YMS MS
Vivo morto Total | Vivo morto Total
Vermiculita 89 10 99 59 46 105
Verm.+Plantmax 56 48 104 37 71 108
Total 145 58 203 96 117 213
c®=3232" gl =1 10,35 ; gl. =1

*x *xSignificativo ao nivel de 0,1% e 1% de probabilidade, respectivamente
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Tabela 43. Teste qui-quadrado quanto a aclimatacdo de “plantlets” sob aacao de

meios de cultura com metade ou completa concentracdo de MS e de NAA
e IBA & concentracdes de 0,1 a 2,5 nM.

Trat. “Plantlets” Trat. “Plantlets”
Vivo Morto Total Vivo Morto Total
MS 178 236 414 NAA 106 221 327
MS 184 221 405 IBA 216 114 330
Total 362 457 819 322 335 657
c?=0,433"%; gl.=1 71,74%* gl. =1

">NAO significativo
***Significativo ao nivel de 0,1%

O nivel mais apropriado para adaptacdo dos "plantlets" com NAA, foi de
0,1nM, com meédia de 69,57% de sobrevivéncia, cuja diferenca foi significativa entre
todos os niveis a probabilidade de 0,1%, enquanto para IBA ndo houve diferenca
significativa entre os niveis, pois se observaram médias entre 57,31 a 72,50%, sendo
as melhores performances & concentra¢gdes de 0,1 e 0,5 nM, com médias de 69,88 e

72,50%, respectivamente (Tabela 44).

Tabela 44. Teste qui-quadrado quanto a aclimatagcdo de "plantlets" provenientes de
meio basico de cultura MS com NAA ou IBA a diferentes concentracoes.

NAA IBA

(mM) Vivo Morto Total Aclim. (%) Vivo Morto Total Aclim. (%)
0,0 15 29 44 34,09 - - - -
0,1 64 28 92 69,57 58 25 83 69,88
0,5 33 57 90 36,67 58 22 80 72,50
1,0 5 85 90 5,56 53 32 85 62,35
2,5 4 51 55 7,27 47 35 82 57,31
5,0 - - - - - -
Total 121 250 371 32,61 216 114 330 65,45

c?=103,73** g.l. = 4 c?=5.24"%gl. =3

***Significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade
N&o significativo
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Os “plantlets” originados de gemas apresentaram maior sobrevivéncia quanto
a aclimatacdo quando provenientes de IBA, principalmente com metade da
concentragéo de sais de MS, mas se mostraram eficientes, os originados do mesmo
meio de multiplicagdo de gemas com adi¢éo de carvao ativado a 0,2%.

O substrato do tipo vermiculita foi mais eficiente ao processo de aclimatacéo
dos “plantlets” (Figura 16a), pois apresentou grande capacidade de retencdo de
umidade sem acumulo de 4gua, enquanto o substrato do tipo vermiculita + “plantmax”
apresentou acumulo de &gua, prejudicial a adaptacdo inicial, uma vez que o mais
importante nesta fase é a umidade relativa do ar e ndo o acimulo de agua nas raizes.
Os sobreviventes apos a fase de aclimatagéo foram transferidos para sacos pretos de
polietileno com solo e mantidos em telado ou casa-de-vegetacdo para crescimento e

formacao de mudas (Figura 16b e 16c).

Figura 16 - Aclimatacéo e formagéo de mudas a partir de "plantlets”.

a) Aclimatacdo em substrato do tipo vermiculita

b) Transferéncia para sacos de polietileno preto para desenvolvimento das plantas
c) formacéo de mudas



94

4.1.2.4 Assepsia de explantes provenientes de plantas propagadas via estacas

Os testes exploratorios iniciais de assepsia de explantes a partir de
mudas, propagadas via estacas em casa-de-vegetacao, através de utilizacdo apenas
de alcool e hipoclorito de soOdio, ndo apresentaram sucess0S, Pois ocorreram
contaminacdes por fungos e bactérias, e oxidacdo dos explantes, o que tornou
inviaveis os explantes.

No experimento com diferentes solu¢des de antibiotico no meio de
cultura, os antibiéticos do tipo gentamicina, ampicilina e cefalexina, nas concentracdes
utilizadas (250, 160 e 250 mg.L™, respectivamente), foram ineficientes no controle de
bactérias, pois em todos os tratamentos 0s explantes apresentaram contaminagfes por
bactérias, que variou, aos 21 dias, de 9,88% (gentamicina) a 18,52% (ampicilina). Além
das contaminacdes, foi verificada a oxidacdo dos explantes em todos os tratamentos,
cuja variacao foi de 4,94% (sem antibidtico) a 9,88% (gentamicina). A sobrevivéncia
nos principais tratamentos dos explantes alcancou 4,94%, sendo que, do total de 81
explantes testados, 13 sobreviventes foram conseguidos, equivalentes a 16,05% de
eficiéncia (Tabela 45).

Tabela 45. Efeito de tratamento de assepsia sobre contaminacgdo, sobrevivéncia e
oxidacdo de explantes provenientes de plantas propagadas via estacas,
apos 21 dias de cultivo.

Tratamento" Efeito

Contaminacédo Sobrevivéncia Oxidacédo Total
1 11 (13,58%) 4 (4,94%) 4 (4,94%) 19 (23,45%)
2 8 (9,88%) 4 (4,94%) 8 (9,88%) 20 (24,69%)
3 11 (13,58%) 4 (4,94%) 6 (7,41%) 21 (25,93%)
4 15 (18,52%) 1 (1,23%) 5 (6,17%) 21 (25,93%)
Total 45 (55,56%) 13 (16,05%) 23 (28,40%) 81 (100,00%)

“Tratamentos: 1 - sem antibi6tico; 2 — com gentamicina (250 mg.L™); 3 — com cefalexina (250
mg.L'l); e 4 — com ampicilina (160 mg.L'l)

O teste qui-quadrado indicou que as diferengas entre os tratamentos
foram significativas aos 7 dias, mas ndo aos 21 dias quanto ao numero de gemas
sobreviventes e ndo sobreviventes (Tabela 46). Considerando que o tratamento sem
antibiético no meio de cultura apresentou performance semelhante aos demais,

acredita-se que o tratamento asséptico inicial, com detergente neutro, benlate (0,2%),
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alcool 70% (v/v) e hipoclorito de sédio 1% e &gua esterilizada, teve um papel

importante no processo de assepsia dos explantes.

Tabela 46. Efeito de tratamentos de assepsia na sobrevivéncia de gemas originadas de

plantas propagadas por estacas sob casa-de-vegetagéo.

Tratamento 7 dias 21 dias Total
Sobrev. Mortal. Sobrev. Mortal.
Normal 8 11 4 15 19
Gentamicina 15 5 4 16 20
Cefalexina 15 6 4 17 21
Ampicilina 9 12 1 20 21
Total 47 34 13 68 13
c? =7,88% gl.=3 c? =7,39"%; gl =3

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade
NSNzo significativo

Ademais, os explantes assépticos foram aptos a diferenciacdo de
gemas, pois as gemas sobreviventes diferenciaram e apresentaram performances
semelhantes & gemas obtidas a partir de plantulas in vitro (Figura 17a e 17b).
Considerou-se que as condigcbes preestabelecidas para o0 processo de
micropropagacao foram eficientes, também, a partir de gemas de plantas propagadas
vegetativamente, haja vista diferenciacdo de novas gemas terem sido desencadeadas.
Portanto, as condi¢fes in vitro para a clonagem de plantas de pimenta-do-reino foram
estabelecidas.

Problemas semelhantes foram observados por Philip et al. (1992),
cuja eficiéncia do melhor tratamento com cloreto de mercurio (0,1% HgCL) e re-
esterilizacdo semanal, foi de 20% porém, afetou a viabilidade das culturas. Entdo, ha
necessidade de um equilibrio entre a eficiéncia da assepsia e a viabilidade dos
explantes. O grande problema é a presenca de bactérias enddégenas, dificeis de serem
desinfetadas, sendo o mais conveniente o emprego de bacteriostatico, que permita o
controle delas sem afetar as respostas dos explantes in vitro.
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Figura 17 - Assepsia de explantes a partir de mudas propagadas via estacas.
a) Gemas assépticas em meio basico de cultura MS, BAP 0,1 mg.L" e IAA0,2mg.L" e

com carvao ativado apos 21 dias de cultivo

b) Em fase de diferencia¢io de gemas em meio de cultura MS com BAP 0,5 mg.L™" e

IAA0,2 mg.L*

4.1.3 Multiplicacéo de plantas Vs

Obteve-se sucesso na multiplicagcdo de gemas, com diferenca

significativa quanto a proliferacdo de gemas entre as linhagens em meio béasico de

cultura MS suplementado com BAP a 0,5 e IAA a 0,2 mg.L", apés 6 semanas de

cultivo, cuja média variou entre duas e trés gemas por explante (Tabela 47).

Tabela 47. Analise da variancia de proliferacdo de gemas a partir do cultivo in vitro de

explantes das diferentes linhagens Vs em meio basico de cultura MS

suplementado com BAP a 0,5 e IAA a 0,2 mg.L'l, apés 6 semanas de

cultivo.
C. de Variagéo G.L. Q.M. F
(Tratamentos)" 11 0,2610 2.24 *
Residuos 24 0,1168

*Média geral = 2,46; desvio padrdo = 0,34; e CV = 13,90%
*Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
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As diferencas entre as médias foram significativas entre as linhagens

Vs, menor que aquelas normalmente obtidas com a cultivar tradicional (acima de trés

gemas por explante), nas mesmas condicdes de cultivo. A linhagem de melhor

performance foi C123 (3,02 gemas por explante) e a de pior (2,04 gemas por explante)

foi a linhagem C45 (Tabela 48).

Tabela 48. Teste Duncan para comparacdo de médias de proliferacdo de gemas a

partir de explantes de 12 linhagens Vs em meio basico de cultura MS

suplementado com BAP e IAA com 0,5 e 0,2 mg.L™, respectivamente.

Linhagem
C26 2.34 bc
c27 2.60 abc
C45 204 ¢
C70 2.45 abc
Cil21 2.23 bc
C123 3.02 a
C132 2.37 abc
N134 207 ¢
C137 2.58 abc
C166 2.59 abc
C170 2.34 bc
CT 2.88 ab
Média 2,46

*Médias seguidas da mesma letra néo diferem entre si

Parte dos brotos de todas as linhagens foi enraizada em meio basico

de cultura MS suplementado com NAA (0,1 mg.L™) e aclimatizados para formagéo de

mudas (Figura 18a-e), enquanto outra parte esta sendo mantida em processo de

multiplicacdo para, posteriormente, ser submetida a selecdo in vitro contra o fungo,

através de filtrado da cultura do fungo como agente seletivo, clonagem subsequente

visando testes em casa-de-vegetagdo e campo, e incorporagdo em programa de

melhoramento genético da cultura.
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Figura 18 - Micropropagacéo de plantas Vs.

a) Fase de estabelecimento e multiplicacdo de gemas

b) Proliferagdo de gemas e enraizamento de brotos da linhagem C45
c) ldem para a linhagem C132

d) Idem para a linhagem C121

e) Fase de formacao de mudas
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4.1.4 Inducéo de calos

No primeiro experimento, observou-se diferencas significativas nos
tratamentos para indugao de calos nos explantes quanto as diferentes concentragdes
de dicamba e BAP, e nas inter-relagdes entre dicamba x BAP e entre os trés fatores.
Por outro lado, a agdo de TDZ n&o apresentou diferenga para indugéo de calos nas
diferentes concentragdes (0,1 a 1,0nM), ao contrério do efeito de fotoperiodo (escuro
ou luz) e BAP (0 e 1 nM) e dos trés fatores que interagiram significativamente entre si

(Tabela 49).

Tabela 49. Andlise da variancia em fatorial 2x3x2 quanto a inducdo de calos em
segmentos de entrends cultivados em meio basico SH suplementado com
dicamba (5, 10 e 20 nM) ou TDZ (0,1, 0,5 e 1,0 nM) em combinacdo com

BAP (0 e 1,0 nM), ap6s 30 dias de cultivo.

Fonte de variagéo G. L. Q. M. F
Dicamba” TDZ Dicamba TDZ
Fotoperiodo (A) 1 0,718 0,206 16,16 5,05
Dicamba ou TDZ (B) 2 3,587 0,051 80,74 1,24ns
BAP (C) 1 0,462 0,439 10,39 10,77
AxB 2 0,062 0,427 1,39ns 10,47
AXC 1 0,053 0,166 1,20ns 4,07
BxC 2 0,302 0,223 6,79 546
AXBXC 2 0,325 0,443 7,31 10,86
Tratamentos 11 9,784 0,281 - -
Residuos 47%/40* 2,088 0,041 - -

"Média geral=1,4928; desvio padr&o=0,2108; CV=14,12%

*Média geral=1,1613; desvio padrdo=0,2019; CV=17,39%
***Significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente
3Graus de liberdade para o experimento com dicamba

* Graus de liberdade para o experimento com TDZ

A inducdo de calos foi mais favoravel em dicamba do que em TDZ e,
enquanto a condi¢cédo de escuro favoreceu a acdo de formacéo de calos na presenca
de dicamba, o fotoperiodo de 16 h de luz favoreceu a acdo de TDZ, e ambos foram
mais eficientes na presenca de BAP a 1,0 nM (Tabelas 50 e 51). Dentre os
tratamentos, destacou-se a presenca de dicamba a 10nM (2,21 mg.L™), principalmente

sob condicédo de escuro. Resultados eficientes foram conseguidos com bananeira na
inducdo de calos embriogénicos com dicamba a 10nM (Lemos, 1984) e varios
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sucessos em diferentes plantas foram obtidos com TDZ (Xie & Hong, 2001; Thomas et
al., 2000; Murch et al., 2000).

Tabela 50. Inducdo de calos em meio basico SH suplementado com diferentes
combinacdes de dicambaxBAP sob condi¢des de luz e escuro, apés 30
dias de cultivo.

Dic. ! Escuro® (A;) Luz® (A,) Média“ Fotoperiodo
\ B

(B) BAP(nM)”-(C) BAP(nM)” -(C) ®) BAP (M)

(M) O 1 BxA;> |0 1 BXA," 0 1
5 0,16 200 NS° 016 028 NS 054c 0116¢c B A 102b
10 338 300 NS 276 260 NS 292a 306a A A 279a
20 233 248 NS 1,37 238 NS 212b 1,83b A A 243a
Média’ 2,08 A 1,42 B 1,48 B 2,01 A

"Fator B, dicamba constituido de trés niveis: 1 — 5mM (B1); 2 — 10 nM(B,); e 3 — 20nM(B3)
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. Letras mindsculas: comparacédo
vertlcal letras mailsculas: comparagao horizontal
Fator A, fotoperiodo constituido de dois niveis: 1 — Escuro(A;); 2 — Luz (Ay)
Fator C, BAP (nM) constituido de dois niveis: 1 - 0 mv (BAP); 2 — 1,0 M (BAP,)
Interagao entre diferentes niveis de dicamba em condi¢des de escuro (A;) e de luz (Ay)
NS — néo significativo

Tabela 51. Inducdo de calos em meio basico SH suplementado com diferentes
combinacBes de TDZxBAP sob condi¢des de luz e escuro, apés 30 dias

de cultivo.

TDZ BAP! (C) Fotoperiodo® (A) Média®
(m\) Escuro (Ay) Luz (A,) BAPg, BAP, Geral
0,1 1,09 a A B 056 b 0,64 ab A A 1,00 a 0,81 a
0,5 0,56 ab B A 150a 1,03 a A A 0,96 a 1,00 a
1,0 0,50 b B A 1,02ab 031 b B A 1,27 a 0,75 a
Média®> 0,70 B 1,00 A 0,64 B 1,08 A Média>
BAPO 0,40B 0,92 A 0,40 B 1,06 A Escuro
BAP1 1,06A 1,09 A 0,92 A 1,09 A Luz

Fator C constituido de dois niveis: 1 - 0 nM (BAPg); 2 — 1,0 nM (BAP,)

FatorAconstltuldo de dois niveis: 1 — Escuro; 2 — Luz

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. Letras mindsculas: comparacao
vertical; letras mailsculas: comparacgéo horizontal

No segundo experimento, no qual testou-se dicamba a 2,5 mg.L™ (11,31nM)

em combinacdo com BAP (0 a 1,0 mg.L™), observou-se respostas diferenciadas dos
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tratamentos quanto a inducéo de calos e ao indice de oxidacédo dos explantes (Tabela
52).

Tabela 52. Andlise da variancia de média de indugdo de calos e oxidacao de explantes
em meio basico de cultura SH suplementado com dicamba a 2,5 mg.L™" em

combinacéo com diferentes concentragdes de BAP, apos 45 dias de cultivo.

Fonte de variacéo G. L. Q. M. F

Calos™ Oxidac&o® Calos™ Oxidag&o
Tratamentos 3 1,4219 0,8479 10,92** 11,80**
Residuos 67 0,1302 0,0719

“Média geral=1,0984; desvio padrdo=0,3608; CV=32,84%
*Média geral=1,3851; desvio padrdo=0,2681; CV=19,35%
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Houve uma relacdo inversa entre inducdo de calos e oxidacdo, sendo 2,5
mg.L" de dicamba mais eficiente em combinacdo com BAP a 0,20 ou a 1,0 mg.L™
(0,89 e 4,44nM, respectivamente), tanto na inducdo de calos (82,67% e 77,42% dos
explantes, respectivamente) quanto na oxidagdo dos explantes (notas 1,06 e 0,82,
respectivamente) (Tabela 53). A utilizacdo de BAP em combinagdo com outros
reguladores de crescimento (TDZ, 2,4-D, NAA) tem sido eficiente na inducéo de calos
e regeneracao de plantas (Caboni et al., 2000; lantcheva et al., 1999; Oldach et al.,
2001). Ressalte-se que quanto menor o indice de oxidagdo melhor a indugéo de calos,

pois os compostos fendlicos inibem a diviséo celular e causam a morte de células.

Tabela 53. Teste de comparacdo de meédia de indugdo de calos e «idacdo de
explantes em meio basico de cultura SH suplementado com dicamba a
2,5 mg.L™ em combinacdo com diferentes concentracbes de BAP, apds
45 dias de cultivo.

BAP (mg.L™") Calos (Média) Calos/total (%) Oxidacao (Média")
0,00 0,53 bc 33/106 (31,33) 1,86 a

0,05 0,00 ¢ 0/65 (0,00) 2,06 a

0,20 1,37 a 62/75 (82,67) 1,06 b
1,00 1,17 ab 72/93 (77,42) 0,82 b

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si
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No terceiro experimento, a suplementacdo do meio basico MS com dicamba
2,0 mg.L* (9,05nM) e BAP 0,2 mg.L* (0,89nM), em combinacdo com diferentes
concentragcOes de GA; e nitrato de prata, permitiu indugdo de calos que variou em
notas de 0,83 a 1,73 e indice de oxidacdo de 0,33 a 1,17. A inducdo de calos
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos para tipo de explante (entreno
ou folha) e meio de cultura, mas ndo para a interagdo entre ambos, enquanto a
oxidacdo foi dependente do tipo de explante mas ndo do meio de cultura e houve
interacao significativa para explante e meio de cultura (Tabela 54).

Tabela 54. Andlise da variancia em fatorial 2x8 quanto a inducdo de calos e oxidacéo
em dois tipos de explantes cultivados em meio basico MS suplementado
com dicamba (2,0 mg.L™") e BAP (02 mg.L™") em combina¢do com GA; ou

nitrato de prata, apés 30 dias de cultivo.

Fontes de variagao G. L. Q. M. F

Calos” Oxidac&o” Calos” Oxidacdo”
Explante (A) 1 0,0519 0,2545 4,9273 6,4408"
Meio de cultura (B) 7 0,0753 0,0833 7,1503 2,1090"°
Fator AxB 7 0,0190 0,2280 1,8000"° 5,7709
Tratamentos 15 0,0474 0,1623 - -
Residuos 32 0,0105 0,0395 - -

"Média geral=1,3027; desvio padr&o=0,1026; CV=7,88%
*Média geral=1,1019; desvio padrdo=0,1988; CV=18,04%
* **Sjgnificativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente
NSNao significativo

O explante do tipo segmento de entren6 mostrou-se menos vulneravel a
oxidacao, particularmente em meio de cultura com GA;, pois o nitrato de prata foi mais
eficiente no controle da oxidacdo em folha, principalmente a concentracdo de 100
mg.L™". O tratamento com GA; a 5,0 mg.L™ destacou-se na inducdo de calos (1,73),
mas ndo apresentou diferenca significativa com as outras concentragdes acima de
zero, enquanto com o nitrato de prata foi eficiente no controle da oxidagéo, mas inibiu a
inducéo de calos amedida que a concentracdo aumentou (Tabela 55). Acido giberélico
(GA;) foi empregado para inducdo de embrides somaticos em Acacia mangium e
nitrato de prata foi benéfico na inducéo de calos embriogénicos em milheto (Oldach et

al., 2001).
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Tabela 55. Efeito de meio basico de cultura MS suplementado com dicamba (2,0 mg.L’
) e BAP (02 mg.L™) em combinacéo com GA; ou nitrato de prata quanto a
inducéo de calos e indice de oxidacdo em dois tipos de explantes, apos 30
dias de cultivo.

Tratamento Calos Oxidacgdo

(mg.L'™" Entren6 Folha Média® | Entren6 Folha Média“
GAs3 0,0 1,00 1,00 1,00 bc 0,53 a A A 0,53 ab 0,53 ab
GAs 0.1 1,32 1,32 1,32 ab 0,61a B A 186a 1,17 a

GAs 05 1,44 1,53 1,49 ab 0,75 a A A 0,75 ab 0,75 ab
GAsz 10 1,66 0,87 1,24 abc 0,53 a B A 1,44 a 0,95 ab
GAss,0 1,99 1,48 1,73 a 0,00 a B A 1,84 a 0,75 ab
NP 100 1,11 1,00 1,05 bc 0,75 a A B 0,00 b 033 b
NP 200 1,00 1,00 1,00 bc 0,55 a A A 055ab 0,55 ab
NP 400 0,89 0,78 083 ¢ 0,89 a A A 065ab 0,77 ab
Média® 1,28 A 1,11 B 1,20 0,56 B 0,88 A 0,72

“Tratamentos constituidos de GA3 (0 a 5,0 mg.L™) e nitrato de prata (NP de 0 a 400 mg.L™")
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. Letras mindsculas: comparacédo
vertical; letras mailsculas: comparacao na horizontal

No quarto experimento o uso de dicamba a 20nM em combinacdo com BAP

e/ou caseina hidrolisada a 500 mg.L™ ndo apresentou diferenca entre os tratamentos

tanto para inducéo de calos quanto para controle da oxidagdo (Tabela 56).

Tabela 56. Andlise da variancia de média de inducdo de calos e oxidacdo de explantes
em meio basico de cultura SH suplementado com dicamba a 20nM em

combinag¢@o com BAP e caseina hidrolisada, apés 45 dias de cultivo.

Causas de variagéo G. L. Q. M. F

Calos™ Oxidagéo Calos™ Oxidac&o
Tratamentos 3 0,0556 0,0851 4,02" 3,68
Residuos 8 0,0138 0,0617

“Média geral=1,2357; desvio padrdo=0,1177; CV=9,52%
*Média geral=0,7557; desvio padrdo=0,0878; CV=11,62%
SNao significativo

O meio béasico SH com dicamba a 20nM, em combinag&o com BAP a 1,0nM

e caseina hidrolisada (500 mg.L™"), mostrou-se mais favoravel ainducdo de calos
(100% e nota de 1,46), principalmente por controlar o nivel de oxidagéo a zero (Tabela

57). Resultados promissores foram conseguidos por Arya et al. (2000) para indugéo de
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calos embriogénicos em Pinus roxburghii ao utilizarem em combinacao com 2,4-D, BA

e caseina hidrolisada.

Tabela 57. Teste de comparacdo de média de inducdo de calos e oxidagdo de

explantes em meio basico de cultura SH suplementado com dicamba a

20nmM em combinacdo com BAP e caseina hidrolisada, apds 45 dias de

cultivo.
Dic. BAP  Caseina Calos (Média)* Calosftotal (%)  Oxidagdo (Média)
M)  @M)  (mg.L™h)
20 0 0 0,64 b 10/15 (66,67) 0,31a
20 1 0 1,07 ab 15/15 (100,0) 0,00 a
20 0 500 1,00 ab 20/20 (100,0) 0,00 a
20 1 500 1,46 a 15/15 (100,0) 0,00 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si

No quinto experimento, a combinacdo de TDZ (0,2 a 10,0 nM) em

combinagdo com IAA (0, 1 e 5 nM), com raras excegdes, ndo induziu calos e o nivel de

oxidacdo variou de 0,58 a 2,67, sendo esta oxidacdo crescente com o aumento da

concentracao de TDZ, principalmente em combinacdo com 1 nM de IAA (Tabela 58).

Esses resultados foram contrastantes com o0s sucessos de inducdo de calos

embriogénicos obtidos por Xie & Hong (2001) em Acacia mangium ao empregarem 5 a

10 nM de TDZ e IAA 1 a 10nM.

Tabela 58. Inducdo de calos e nivel de oxidacdo de explante em meio SH

suplementado com tidiazuron em combinacéo com IAA, apds 30 dias de

cultivo.
TDZ Calos/total Nivel de oxidagao
(nM) IAA (nM) Total IAA (M) Média
0 1 5 0 1 5
0,2 0/12 0/14 0/12 0/38 0,75 1,4 1,58 1,24
1,0 1/13 0/12 2/12 3/37 1,57 1,75 0,58 1,30
5,0 0/24 0/12 1/18 1/54 1,79 2,08 1,82 1,90
10,0 0/12 0/24 0/13 0/49 2,67 2,13 2,30 2,37
Total 1/61 0/62 3/55 4/178 1,70 1,84 1,57 Média
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No teste de dicamba entre 1 a 20 M em combinacdo com BAP desde 0 a 5
nM, mais uma vez foi observada a maior quantidade de calos formados em explantes
do tipo entrené cultivados em dicamba a 10nmM com BAP a 0 e 1nM, com baixo nivel de

oxidacao que variou de 0 a 1,00 (Tabela 59).

Tabela 59. Inducado de calos e nivel de oxidacdo em dois tipos de explante em meio SH

suplementado com dicamba em combinagcdo com BAP, ap6s 30 dias de

cultivo.
Dic. Entrend Folha
(M) BAP (M) Média BAP (mMV) Média
0 1 5 0 1 5

1 0,00 1,17 0,17 0,45 0,00 0,50 0,00 0,17
5 - 1,33 0,75 1,04 - 0,17 0,25 0,21
10 2,25 2,17 1,00 1,81 0,25 0,75 0,33 0,44
20 0,50 1,67 1,17 1,11 0,50 0,83 0,00 0,44
Média 0,92 1,56 0,77 0,25 0,56 0,15

1 0,00 0,00 1,00 0,33 1,00 0,00 0,33 0,44
5 - 0,33 0,25 0,29 - 0,33 0,50 0,42
10 0,75 0,50 0,33 0,53 0,50 0,25 0,50 0,42
20 0,00 0,17 0,17 0,11 0,00 0,50 0,50 0,33
Média2 0,25 0,25 0,44 0,50 0,36 0,46

;Médias referentes aformacgéo de calos
Médias referentes ao nivel de oxidagdo dos explantes

A utilizacdo de embribes zigoticos como explantes, visando a obtencéo de
calos apresentou resultados mais favoraveis em meio SH que continha dicamba 5 ou
10 MM em combinac¢do com 0 ou 1 nM de BAP, sendo que dicamba a 10nM e BAP a
1nM foram mais eficientes (Figura 19e). Por outro lado, em meio sem reguladores de
crescimento houve desenvolvimento do embrido e diferenciacdo de raizes, enquanto
com BAP (1nM), houve diferenciacdo de sistema caulinar (Tabela 60). Resultados
contratantes foram obtidos por Joseph et al. (1996) em que embrides cultivados em
meio de cultura SH sem regulador de crescimento responderam por formacéo de calos.
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Tabela 60. Respostas de embrides zigbticos em cultivo em meio béasico de cultura SH

suplementado com dicamba em combinacdo com BAP, ap0s 4 semanas.

(nM) Embrites Total

Dic BAP Calos Estavel Diferenciados  Necrosados

0 0 0 7 8" 1 16
0 1 0 4 2° 0 6
1 0 3 9 1 0 13
5 0 6 4 5 0 15
10 0 9 9 0 0 18
Total 18 22 6 0 46
1 1 7 7 1 0 15
5 1 8 7 0 0 15
10 1 8 11 0 0 19
Total 23 25 1 0 49
1 5 2 4 0 0 6
5 5 0 3 0 0 3
10 5 0 6 0 0 6
Total 2 13 0 0 15

:Embriées com diferenciagao de raiz
Embriées com diferenciagédo caulinar

Os tratamentos, a que foram submetidos os embrifes zigoticos para indugéo
de calos, ndo apresentaram diferenca significativa ao comparar separadamente 0s

efeitos das diferentes concentragdes de dicamba e de BAP (Tabela 61).

Tabela 61. Teste qui-quadrado quanto a efeito de dicamba e BAP em meio basico de
cultura SH para indugéo de calos em embrides zigéticos, apos 30 dias de

cultivo.

Dic.(m). Embrides BAP Embrides

Calos nao calos Total calos nao calos Total
1 12 22 34 0 18 28 46
5 14 19 33 1 23 26 49
10 17 26 43 5 2 13 15
Total 43 67 110 43 67 110

c?=0,363"°g.l. =2 c?=5,44"% gl =2

"“Nao significativo

Dos calos produzidos e transferidos para meios liquidos, células foram
isoladas e mantidas sob cultivos por varios meses em suspensao. Entretanto, ao
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serem transferidas tanto para meios liquidos ou meios semi-solidos nos diversos
tratamentos aplicados seja sob luz (fotoperiodo de 16 horas de luz) ou escuro, visando
a regeneracdo de plantas tanto por via organogénese e/ou embriogénese, essas
células tornaram-se escurecidas e consequientemente ocorreu morte celular. Algumas
células foram mantidas em suspenséo, dividiram-se e apresentaram aspecto de inicio
de formagédo de embrido somético mas néo tiveram continuidade (Figura 19 f-i).

Outrossim, ao utilizar meio de cultura liquido com metade da concentracao de
sais de SH e sacarose a 1,5 a 4,5% (p/v) sob agitacdo de 100 rpm, conforme trabalho
de Joseph et al. (1996) ndo se obteve embrides somaticos e tampouco a regeneragéo
de plantas. Portanto, considerando os resultados obtidos, a indugcéo de calos € viavel
em meio basico de cultura SH, com dicamba a 10nM e BAP (0 e 1nM) a partir de
diferentes explantes, segmentos de entrends, folhas e embrides somaticos. O processo
de regeneracao de plantas necessita ser investigado, principalmente para estabelecer
condicbes apropriadas para evitar 0 escurecimento da cultura e posteriormente,
adequar o protocolo proposto por Joseph et al. (1996) de regeneragéo de plantas via
embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos.
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Figura 19 - Inducéo de calos e obtencéo de células em suspenséo.

a-e) Inducéo de calos em diferentes explantes: a, ¢, d - segmentos de entrends; b —
folhas; e - embrides zigoéticos

f-g) Células em suspenséo

h-i) Células em divisdo e em processo inicial de diferenciacdo de embrido somatico
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4.2 Mutagénese e selecao de variantes contra a doencga fusariose

Determinou-se a dose de radiacdo gama apropriada para induzir mutagdes
em gemas in vitro; a concentragcédo e forma de esterilizagdo do filtrado da cultura do
fungo Fusarium solani f. sp. piperis, como agente seletivo de gemas de plantas
susceptiveis em meio de multiplicagcéo; selecdo in vitro de variantes sobreviventes ao
agente seletivo; e a concentracdo e modo de aplicagdo de suspenséo de esporos do
fungo Fusarium solani f. sp. piperis para selecdo de plantas susceptiveis a doenca

fusariose em casa-de-vegetacao.

4.2.1 Radiossensitividade de gemas in vitro aradiacdo gama

As gemas submetidas & diferentes doses de radiacdo gama (0 a 80Gy)
apresentaram comportamentos diferentes. As doses maiores que 40 Gy, estas n&o
sobreviveram (60 e 80Gy), e adose de 10 Gy os efeitos foram de menor intensidade,
pois as respostas in vitro foram proximas & gemas ndo submetidas a irradiagédo.
Ressalte-se que a média de proliferacdo de novas gemas por explante a partir de V.
variou de 1,71 a 2,46 gemas por explante, sendo 2,22, 2,46, 1,93, 1,71 e 2,31 nas
doses de 0, 10, 20, 30 e 40 Gy, respectivamente, cuja média relativa & gemas
irradiadas (2,10) foi proxima a média para as gemas nao irradiadas. Ap0s 0s Vvarios
ciclos de subcultivos, 4.105 gemas provenientes das gemas inicialmente irradiadas
foram transferidas para meio de cultura com agente seletivo (Tabela 62).

Tabela 62. Gemas submetidas airradiacdo gama, média de multiplicagcéo a partir de V.

e gemas transferidas para selegéo in vitro.

Dose (Gy) Gemas iniciais Média de gemas/expl. Gemas em selegéo
0 161 2,22 -

10 178 2,46 2.332

20 263 1,93 532

30 268 1,71 160

40 260 2,31 1.081

Total 918 2,10 4.105

“Média das médias para as doses com excec¢éo de 0Gy
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No experimento de determinacdo de radiossensitividade com 0 a 50 Gy de
radiacdo gama, em que as condicBes de micropropagacdo estavam estabelecidas,
observou-se que amedida que a dose foi crescente maior o efeito fisioldgico, tanto na
taxa de sobrevivéncia dos explantes quanto na diferenciacdo de gemas e peso dos
explantes em cultivo. Os coeficientes de determinacéo (R®) foram acima de 0,91, o que
representou uma correlacéo acima de 95%, e as equacdes obtidas permitiram calcular
as doses de radiacdo gama adequadas, de acordo com os critérios de reducdo de 30%
e 50% dos parametros avaliados,as quais variaram de 14,17 a 18,47 Gy para 30% e
de 23,62 a 30,78 Gy para reducéo de 50% (Tabela 63).

Tabela 63. Efeito da dose de irradiagdo gama na sobrevivéncia, gemas e peso por
explante, equacdo da reta, coeficiente de determinagcéo e dose adequada
para reducédo de 70 e 30% dos parametros avaliados.

Dose Média
(Gy) Sobrevivéncia Gemas/explante Peso/explante
0 100,0 2,96 1,18
20 87,86 1,47 0,93
30 51,57 0,51 0,59
40 32,83 0,34 0,31
50 19,60 0,22 0,20
Equacéo Y=-1,7395x + 107,08 Y=-0,0572x + 2,7024 Y=-0,01198x + 1,1847
R 0,9322 0,9152 0,9501
70%* 74,956 = 18,47Gy 1,8917 = 14,17Gy 0,8293 = 17,95Gy
50%° 53,54 = 30,78Gy 1,3512 = 23,62Gy 0,5924 = 29,91Gy

"Reducéo de 30% cada parametro avaliado de acordo com a equagéo da reta
2Redugéo de 50% de cada parametro avaliado de acordo com a equacao da reta

Os dados tiveram comportamentos correspondentes e correspondéncia
funcional entre a dose empregada e os resultados obtidos, cujo grafico de dispersao e
equacao da reta sdo apresentados nas Figuras 20, 21 e 22. Ressalte-se que a maior
correlagdo de dose de irradiagdo foi observada com peso do explante, seguido pela
sobrevivéncia e numero de gemas diferenciadas por explantes.

Baseado nesses efeitos fisiologicos da irradiacdo gama (Figura 23) e na
sugestdo de Predieri (2001), optou-se pelo tratamento mutagénico a dose de 20Gy,
pois esta provocaria um efeito fisioldgico superior a 30% e inferior a 50% para reducéo
dos parametros avaliados e foi a dose estabelecida por Ando et al. (1984), a partir da
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gual selecionou trés plantas sobreviventes através de selecfes artificiais e naturais
contra a doenca fusariose. Outrossim, doses maiores provocam no DNA, maiores
alteracdes, que sdo na maioria maléficas e podem comprometer outros caracteres
desejaveis da cultivar original (Przybyla, 1994), e no caso da pimenta-do-reino, por ser
uma planta de propagacdo vegetativa e com poucos estudos realizados no

melhoramento genético, esta apresenta alta heterozigosidade, portanto mais sujeita &
alteracoes.

1,4 4
1,2 1

1_

>
< 081 y =-0,0198x + 1,1847
3 i R? = 0,9501
g 0,6

0,4 -
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Dose (Gy)

Figura 20 - Efeito da radiagdo gama no peso dos explantes.

g

<

g 190 y = -1,7395x + 107,08
E 100 . R’ =0,9322

§ 50

3 0 . . . . . .
% 0 10 20 30 40 50 60
- Dose (Gy)

Figura 21 - Efeito da radiagdo gama na sobrevivéncia dos explantes.
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Figura 22 - Efeito da irradiacdo gama no numero de gemas por explantes.
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Figura 23 - Efeito da radiagdo gama nas doses de 0 a 50 Gy em gemas in vitro.
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Apos a escolha da dose a ser aplicada, 1.024 gemas foram submetidas a 20
Gy de irradiacdo gama e 741 gemas sobreviveram, ou seja 72,36% do total irradiado,
proximo ao determinado pela equacgdo estabelecida que seria de 72,29%. Quanto ao
nuamero de gemas diferenciadas por explante, foi obtida a média de 1,64 contra a
meédia esperada de 1,56. Portanto, os resultados obtidos com a dose de 20 Gy foram
muito préximos aos esperados. As gemas sobreviventes airradiacio gama estdo se
multiplicando normalmente e apos o terceiro subcultivo — a partir do qual pode-se
obter mutantes ndo quimeéricos (Ahloowalia & Maluszynski, 2001) — serdo submetidas

ao processo de selegéo in vitro.

4.2.2 Fitotoxicidade in vitro do filtrado de cultura do fungo Fusarium solani f. sp.
piperis
As gemas cultivadas em meio de cultura de multiplicacdo com diferentes
concentracbes do meio Czapek-Dox (0 a 50%) apresentaram comportamento
semelhante apés 45 dias de cultivo, tanto quanto a proliferacdo de gemas quanto a
sobrevivéncia. A média de nUmero de gemas por explante variou de 2,67 a 3,20 e de
taxa de sobrevivéncia, de 69,79% a 100%, respectivamente para 0 a 50% de
concentracdo de Czapek-Dox (Tabela 64). Ressalte-se que as gemas consideradas
nao sobreviventes apresentavam os tecidos verdes mesmo nédo havendo diferenciagao
de novas gemas. Acredita-se que 0s compostos constituintes no meio Czapek-Dox ndo
tiveram influéncia negativa significativa nas respostas in vitro das culturas. Este
aspecto foi fundamental para que os testes do uso do filtrado da cultura do fungo em
meio de multiplicacdo de gema fossem realizados para determinagéo da concentracao
deste como agente seletivo, de modo a evitar a selegéo para outros constituintes do
meio de cultura que ndo os constituintes do filtrado da cultura do fungo, como sugere
Daub (1986).
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Tabela 64. Efeito da adicdo de diferentes concentracdes do meio de cultura Czapek-
Dox em meio de multiplicacdo de gemas na sobrevivéncia e proliferacao de
gemas por explante.

F.v. G.L. Q. M. F. Trat®  Sobrev.* Gemas/expl.4
Sobrev". Gemas/expl.” Sobrev. Gemas/expl. (%)

0% 100,0a 3,20a
20% 93,19a 3,00 ab
30% 89,83a 3,15ab
Res. 14 0,0032 0,1094 40% 79/48a 2,78ab
50% 69,79a 2,67 b

NS NS

Trat® 4  0,0065 0,1441 2,06 1,32

"Meio de multiplicacdo de gemas com diferentes concentracdes de Czapek-Dox (0 a 50%)
’Média geral=87,62%; desvio padrdo=4,197; e CV=4,79%
’Média geral=2,99; desvio padrao=0,331; e CV=11,06%
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
NSNao significativo

Quanto ao cultivo do fungo para a obtengéo de filtrado da cultura e uso como
agente seletivo, a média de producdo de conidios a partir dos trés frascos atendeu a
curva de crescimento do fungo relativo aestimativa do namero de conidios por ml. Aos
8 dias de cultivo a producéo de conidios atingiu cerca de 8x10*, e aos 29 dias 3x10°,
para em seguida iniciar a redugéo. Outrossim, a produgdo de hifas quanto ao peso
seco variou de 1.070 a 1.153 mg apo6s 35 dias de cultivo, média de 1.098 mg para 200

ml de meio de cultura (Tabela 65).

Tabela 65. Média de producéo de esporos por ml entre 8 e 35 dias do cultivo do fungo
Fusarium solani f. sp. piperis em meio de cultura de Czapek-Dox e peso
seco das hifas produzidas.

Variaveis Dias

8 11 14 17 23 29 35
Esporos/mll 79.667 140.667 181.000 226.000 308.667 314.667 257.667
P. seco (mg/200ml)l 1.098

'Média de trés repeticdes (frascos)

A curva de crescimento indicou que entre 0 a 20 dias ocorreu a fase de maior
crescimento do fungo, sendo que a partir do 23° dia se iniciou a fase estacionaria e
apos o 29° dia, a fase de declinio (Figura 24). Este aspecto permitiu inferir a tendéncia
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de que, a producdo de metabdlitos secundarios e consequentemente de fitotoxinas
deve estar em maior concentracao nesse intervalo de tempo, entre 23 e 29 dias de
cultivo (Figura 24). O filtrado de cultura do fungo Fusarium solani f. sp. piperis foi
produzido também por Duarte (1993) entre 20 a 25 dias de cultivo.

350.000

300.000
250.000

200.000
150.000

Esporos/ml

100.000

8 y=-643,88x> + 34949x - 168193
50.000 - R?=0,9812

O T T T 1
0 10 20 30 40

Dias

Figura 24 - Curva de crescimento do fungo Fusarium solani f. sp. piperis cultivados em
meio Czapek-Dox durante 35 dias.

No teste para definicdo do uso de filtrado de cultura do fungo Fusarium solani
f. sp. piperis, como agente seletivo para selegéo in vitro, houve fitotoxicidade & gemas
sob as duas formas de esterilizacéo, atravées de filtro estéril (FE) e duas autoclavagens
(All) (Tabela 66). Nenhuma gema se diferenciou a partir da concentracao de 30% FE e
estimou-se a concentracdo de 40% FE para causar 100% de mortalidade de gemas de
plantas susceptiveis a doenca fusariose (Figura 25A e 26a-b). Sob a forma de
esterilizacdo do filtrado do fungo por duas autoclavagens (All), somente a
concentracdo de 50% All, ndo houve diferenciacdo das gemas. Observou-se 80, 60 e
20% de diferenciacdo de gemas a20, 30 e 40% All, respectivamente. Estimou-se, pela
analise de regressao, a concentracdo de 52,1% All como agente seletivo para causar
mortalidade de 100% de gemas susceptiveis (Figura 25B e 26c¢-d). Hidalgo et al.



116

(1999) e Matsumoto et al. (1996) estabeleceram como agente seletivo, filtrado de

cultura do fungo Fusarium subglutinans e Fusarium oxysporum f. sp. cubense, nas

concentragdes de 20% e 15%, para sele¢édo in vitro em abacaxizeiro e bananeira,

respectivamente.
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Figura 25 - Efeito de filtrados FE (A) e All (B) na nao diferenciacdo de gemas.
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Tabela 66. Efeito do filtrado em adicdo ao meio de cultura de multiplicagdo de gemas

na diferenciacdo de gemas por explante, apos 45 dias de cultivo.

F. de Variagédo G.L. QM. F. Filtrado N&o diferenciagao (%)2
(%) FE All
Esterilizagdo (A) 1 0,142 19,961 0 22,47 b A A 9,58 c
20 89,83 a A B 19,02 ¢
Filtrado (%) (B) 4 0,118 16,639 30 100,00 a A B 40,00 bc
40 100,00 a A A 78,30 ab
Fator AxB 4 0,024 3,395 50 100,00 a A A 100,00 a
Tratamentos® 9 0,079 Equacéo y=1,526x+39,728 y=1,892x-2,973
R 0,7474 0,8829
Residuo 13 0,007 Mort.100%° 40,0% FE 52,1% All

;Média geral=62,74%; desvio padrdo=4,98.; CV=7,94%

Médias seguidas da mesma letra néo diferem entre si. Letras mindsculas: comparagéo vertical;
Ietras mailsculas: comparacéo horizontal

Concentragao do filtrado para causar 100% de mortalidade de acordo com a equacao da reta
* **Significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente

= 11-7"

,{
.""1‘ * -

iﬂﬂwﬂomm

Figura 26 - Efeito de diferentes concentracdes de filtrado (0, 20, 30, 40 e 50%), como
agente seletivo em meio de multiplicacdo de gemas.

a-b) sob a forma de esterilizacao por filtro estéril (FE), apds 45 dias de cultivo

c-d) sob a forma de esterilizacéo por duas autoclavagens (All), apos 45 dias de cultivo
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4.2.3 Selecdo in vitro de variantes sobreviventes ao filtrado da cultura do fungo

A concentracao do filtrado da cultura do fungo Fusarium solani f. sp. piperis
teve um papel importante na sobrevivéncia das gemas, tanto que as menores taxas de
sobrevivéncia foram observadas em meio de cultura com 55% da concentragdo do
filtrado para todas as gemas, independente da dose de irradiacdo a que foram
previamente submetidas. Das gemas originadas da irradiacdo a dose de 30Gy,
nenhuma permaneceu viva na concentracdo de 55% e somente trés gemas foram
selecionadas a 50%, dentre 160 gemas inicialmente transferidas para meio seletivo.
Por outro lado, a maior percentagem de gemas selecionadas aconcentracdo de 50%
do filtrado foi a partir das gemas originadas da irradiacdo adose de 10 Gy (11,35%)
seguida por 20 Gy (9,13%) e 40 Gy (4,22%), o que corrobora com a tese de que
guanto maior a dose de irradiagdo maior € o dano causado ao DNA, e
consequentemente, maiores variagcdes genéticas e maiores efeitos maléficos, o que
torna os variantes mais débeis e por fim, menos tolerantes & condicbes adversas
(Tabela 67).

Tabela 67. Selecao in vitro de gemas através da sobrevivéncia em meio de cultura com
agente seletivo sob duas concentragbes do filtrado do fungo, apds 6

semanas de cultivo.

Dose Filtrado 55% Filtrado 50% Geral
(Gy) Vivo Morto Total Sel.(%) | Vivo Morto Total Sel.(%) | Vivo Total Sel.(%)

10 123 961 1.084 11,35 550 698 1.248 44,07 673 2.332 28,86
20 24 239 263 9,13 119 150 269 44,24 143 532 26,88
30 0 97 97 0,00 3 60 63 4,76 3 160 1,88
40 43 977 1.020 4,22 54 19 73 73,97 97  1.093 11,27

Total 190 2.274 2.464 7,71 726 927 1.653 43,92 916 4.117 22,49

Ressalte-se que a concentracdo de 50% do agente seletivo ndo foi muito
eficiente no processo de selegdo, haja vista que mais de 40% das gemas
sobreviveram, com excegéo daquelas provenientes da dose de 30Gy (4,76%). Por fim,
o filtrado da cultura do fungo adose de 55% foi significativamente mais efetivo como
agente seletivo e pode ser utilizado para “screening” de materiais com poténcias para

resisténcia adoenca fusariose.
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O cultivo do fungo junto com plantas susceptiveis (co-cultivo) apresentou
resultados contrastantes & concentracfes utilizadas, pois com 55% do filtrado a
selecao foi menos efetiva (10,40% de gemas selecionadas) do que a partir do cultivo
normal do fungo, sem plantas (4,10% de gemas selecionadas), enquanto a
concentracdo de 50% o resultado foi favoravel ao co-cultivo (33,78% de gemas
selecionadas) contra o filtrado da cultura do cultivo normal do fungo (52,01%). Esses
resultados indicaram que co-cultivo ndo seja a forma mais adequada de cultivo do
fungo para pimenta-do-reino como reportado por Matsumoto et al. (1999a, 1999b) para
bananeira. Os testes qui-quadrado para comparagdo de ambas concentragbes entre
co-cultivo e cultivo normal do fungo apresentaram resultados significativamente
superiores ao nivel de 0,1% de probabilidade, sendo o co-cultivo mais efetivo a

concentragdo de 50% e menos efetivo aconcentracdo de 55% (Tabela 68).

Tabela 68. Comparacéo entre o efeito do filtrado da cultura do fungo sob duas formas
de cultivo e concentracbes em meio seletivo quanto a sobrevivéncia das

gemas que passaram por irradiagcdo gama, apés 6 semanas de cultivo.

Modo de Filtrado 55% Filtrado 50%

Cultivo Vivo Morto Total Sel. (%) Vivo Morto Total Sel.(%)

Co-cult. 147 1.267 1.414 10,40 248 486 734 33,78

Normal 43 1.007 1.050 4,10 478 441 919 52,01

Total 190 2.274 2.464 7,71 726 927 1.653 43,92
c? =33,62% g. I.=1 55,03+ g. 1. = 1

***Sjgnificativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Considerando que a concentracdo de filtrado da cultura foi a mais eficiente
para a selecdo de possiveis mutantes, observou-se que, nestas condi¢cées, o maior
namero de gemas sobreviventes por frasco e numero de frascos com gemas
sobreviventes foi inversamente proporcional adose de radiacéo (Figura 27). A menor
média, desconsiderando a dose de 30 Gy, foi observada adose de 40 Gy (média de
2,53 gemas) e a maior, adose de 10 Gy (Tabela 69). Este fato deve estar relacionado
aseparacdo mais rapida do quimerismo dos tecidos quiméricos ap0s 0s varios ciclos
de multiplicacdo, em explantes onde irradiacdo afetou menos as células (doses
menores), pois havendo menores danos ao DNA, mais facilmente é eliminado o
guimerismo e consequentemente maior a probabilidade de obtencdo de mutantes
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periclinais ou solidos (Ahloowalia, 1998). Por isso, foi observado maior nimero de
sobreviventes por frasco, considerando que todas as gemas das plantas foram
submetidas ao processo de selecgéo.

Tabela 69. Efeito de filtrado do fungo a concentracdo de 55% na sobrevivéncia de

gemas que sofreram irradiacdo gama apos 6 semanas de cultivo.

Dose (Gy) Gemas sobreviventes

Frascos/total Amplitude Média = s
10 25/55 1-12 4,92 + 2,96
20 6/13 2-7 4,00 + 1,79
30 0/5 0 0,0+0,0
40 17/53 1-9 2,53 £ 1,94

4.2.4 Determinagao da concentragdo de esporos e modo de inoculagéo

A forma mais eficiente de infec¢ao do fungo foi através da inoculacéo no solo,
sendo que a concentracdo de 2 X 10 °® esporos/ml causou 100% de morte das plantas
depois de seis meses (Figura 28). A inoculagao por “spray” causou morte das plantas,
mas ainda foram observadas sobreviventes. Inicialmente, os sintomas da doenca
apareceram cerca de um a dois meses apos a inoculacéo do fungo, através de folhas
com clorose, amareladas e por conseguinte necroticas. As folhas e o caule secaram e
as plantas morreram cerca de seis meses apos a inoculagao, nas condi¢des climaticas
de Piracicaba, Sdo Paulo, em casa-de-vegetacdo. Processo semelhante de selecao
artificial foi utilizado por Ando et al. (1997) para sele¢céo de plantas contra a fusariose
com inoculacdo de suspensdo de esporos do fungo no solo, na ordem de 4 X 10°
esporos/ml.

Para o uso da radiagdo gama visando o melhoramento genético da pimenta-
do-reino associado & técnicas in vitro, sugere-se a dose de 20 Gy em gemas de
plantas propagadas in vitro, avanco de geracdes por pelo menos trés subcultivos para
eliminagcdo do quimerismo, sele¢&o in vitro com filtrado da cultura do fungo Fusarium
solani f. sp. piperis apés 28 dias de cultivo em meio de cultura de Czapek-Dox na
concentracdo de 55% (v/v) sob a forma de esterilizacdo por duas autoclavagens,

micropropagacéo dos sobreviventes e sele¢bes in vivo, em casa-de-vegetacao, das
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mudas com seis meses de idade com aplicacéo no solo de 2x10° esporos/ml do fungo

e, finalmente, em campo em &rea de ocorréncia da doenca fusariose.

Figura 27 - Selecdo in vitro de variantes originados por irradiacdo gama em gemas,
sobreviventes ao agente seletivo filtrado da cultura do fungo Fusarium
solani f. sp. piperis, apos 6 semanas de cultivo.
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Figura 28 - Plantas submetidas ainoculacdo com esporos do fungo (0 a 2x10% x10* e
x10° esporos/ml).

a) Um més apods a inoculacéo

b) Seis meses apds a inoculacdo: esquerda (E) via “spray” e direita (D) via solos
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4.3 Avaliacdo agrondmica de plantas oriundas de estacas tratadas com

irradiacdo gama

A selecdo de trés plantas V, sobreviventes a partir de 428 estacas V;
irradiadas em 1978 permitiu, nos uUltimos 20 anos, avancar seis geragdes. Durante todo
esse processo, as plantas foram sendo cultivadas em area de ocorréncia da doenca
fusariose e, através de selecdo continua de plantas com boa arquitetura, morfologia
normal, e caracteres de producdo favoraveis e sadias, avancou-se as geracdes por
meio de estaqueamento. A partir da quarta geragdo (plantas \4), as mudas foram
obtidas para formar linhagem. Estas linhagens foram plantadas em area de ocorréncia
da doenca para avaliagdo agrondmica, baseada nos caracteres de produgéo, e
mortalidade e sobrevivéncia devido a incidéncia da doenca (Figura 29).

Observou-se performance em caracteres de producéo, tanto das linhagens de
plantas Vs cultivadas na propriedade do Sr. Inada, um produtor de pimenta-do-reino em
Tomé-Acu, Para, quanto das plantas Vs cultivadas na area da ASFATA, sendo que das
linhagens das plantas s identificou-se a mortalidade e sobrevivéncia das plantas em
guatro anos consecutivos sob condigbes de incidéncia da doenga fusariose e de outros

fatores adversos, tais como seca, excesso de agua no solo, etc.

4.3.1 Avaliagéo agronémica das linhagens de plantas Vs

Pelas avaliacGes realizadas até o ano 2000, observou-se que, das linhagens
que se constituiram de trés ou mais repeti¢des, destacaram-se C25, C45, C132 e C170
por apresentarem menores indices de morte pela nhcidéncia da doenca fusariose.
Porém, outros fatores, como a seca e excesso de &gua no solo, afetaram mais a
sobrevivéncia das linhagens originadas das estacas irradiadas V; do que daquelas néo
irradiadas (Tabela 70). Ressalte-se que inicialmente, a morte por incidéncia da
fusariose foi menor (19,3%) nas linhagens originadas de estacas irradiadas do que ndo
irradiadas (47,4%). Em principio, o efeito da radiacdo gama e a sele¢éo para tolerancia
a doenca fusariose foi favoravel a maior sobrevivéncia das plantas em area de

ocorréncia do fungo.
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Figura 29 - Desenvolvimento e avaliacdo de plantas originadas a partir de estacas
irradiadas.

a) Implantagéo do experimento em &rea de ocorréncia da doenca fusariose

b Avaliacdo quanto as caracteristicas morfologicas

c) Podas para avanco de geracao

d-e) Selecéo de plantas individuais com boa arquitetura e formagéo de espigas

f) Area com plantas Vs ap6s um ano

g) Area com plantas Vs ap0s seis anos

h) Planta Vs sobrevivente apds sete anos de cultivo e avaliadas quanto aos caracteres
de producao
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Tabela 70. Incidéncia da doenca fusariose e sobrevivéncia de plantas.

Linhagem1 Total Repeticédo Plantas sobreviventes Plantas mortas pela
de (%) fusariose (%)
Plantas 1999 2000 1999 2000
C25 22 3 7 (31,8) 7 (31,8) 1(6,7) 1(6,7)
C26 40 5 18 (45,0) 12 (30,0) 2(9,1) 8 (28,6)
C45 24 3 7(29,2) 6 (25,0) 1(5,9) 1(11,1)
C70 56 7 29 (51,8) 19 (33,9) 0 (0,0) 9 (24,3)
C123 40 5 19 (47,5) 15 (37,5) 1(4,8) 4 (16,0)
C132 24 3 9 (37,5) 8 (33,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
C137 24 3 13 (54,2) 10 (41,7) 1(9,1) 3(21,4)
C163 56 7 23 (41,1) 12 (21,4) 3(9,1) 11 (25,0)
C166 56 7 19 (33,9) 11 (19,6) 4 (10,8) 11 (24,4)
C170 48 6 18 (37,5) 15 (31,3) 0 (0,0) 3(9,1)
N27 8 1 4 (50,0) 4 (50,0) 1 (25,0) 1 (25,0)
N108 16 2 7 (43,8) 5(31,3) 1(11,2) 3(27,3)
N121 8 1 5 (62,5) 3(37,5) 0 (0,0) 2 (66,7)
N135 8 1 4 (50,0) 3(37,5) 0 (0,0) 1 (25,0)
N148 8 1 3(37,5) 3(37,5) 0 (0,0) 0 (0,0
Total 438 185 (42,2) 133 (30,4) 15 (5,9) 59 (19,3)
CT 24 3 13 (54,2) 5 (20,8) 2(18,2) 9 (47,4)

“Linhagens selecionadas de estacas irradiadas a partir do viveiro da CAMTA (C,), a partir do
\éi;?go da Fazenda Nakanishi (N,), e a partir de estacas ndo irradiadas (CT), em Tomé-Acu,

A floracdo das plantas foi muito variavel tanto ras plantas 4 de todas as
linhas quanto nas plantas testemunha da cultivar Cingapura (CT). Segundo
informagbes do produtor, o fenbmeno teve inicio em meados de novembro, logo que
ocorreram as primeiras chuvas, e estendeu-se até marco. O comportamento das
linhagens selecionadas e testemunha foi semelhante, sendo um carater muito
influenciado pelas chuvas. Em janeiro de 2002, 93,55% das plantas apresentavam
florescimento e, em final de fevereiro, todas.

A frutificacdo também foi variavel, iniciando-se seis meses apds o inicio da
floragdo, que foi verificada desde final de maio até setembro, sendo o pico em agosto,
guando a maioria das espigas apresentou os frutos de coloracdo amarelada a
avermelhada, situagdo comum na regido para a cultura de pimenta-do-reino, segundo
Poltronieri et al. (1999).

Os caracteres de producéo avaliados em 2000 apresentaram variacdo quanto
aos aspectos da espiga (Tabela 70). O comprimento variou de 6,60 a 9,28cm (C163 e
C26, respectivamente) com média de 7,91 cm; peso de 3,053 a 5,870 g (C163 e C70,
respectivamente) com média de 4,589 g; e numero de frutos de 27,3 a 49,6 por espiga
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(C163 e C70, respectivamente) e média de 38,1 frutos. Quanto ao peso de 100 frutos,
variou-se de 8,66g (N108) a 14,84g (C137), com a média 11,61 g; enquanto para o
carater producdo média por planta, a linhagem C45 apresentou menor producéo
(1.540,0 g) e a linhagem N135 maior producéo (8.900,0 g). A Figura 30 mostra que a
amplitude de variagdo quanto ao comprimento e peso da espiga, e peso de 100 frutos
€ pequena, enquanto a amplitude de variacdo de numero de frutos por espiga € mais
proeminente. A média geral de producdo por planta nas linhagens mutantes foi de
3.912,50 g, enquanto nas plantas utilizadas como testemunha (CT), cultivar tradicional
Cingapura, a média por planta foi de 2.700,0 g (Figura 31).

As plantas \{ apresentaram melhor performance que as plantas da cultivar
Cingapura, o que evidenciou que em area infestada pela doenca respondem mais

favoravelmente & condi¢Ges adversas de cultivo.

Tabela 71. Caracteristicas da espiga, peso de 100 frutos e producdo média por planta

de pimenta verde das linhagens Vs apés seis anos de cultivo.

Linhagem Espigal Peso de 100 Producéo (g)
Comp.(cm) Peso (g) Frutos frutos () média/planta
C26 9,28 4,197 43,0 10,68 4.661,11
C132 7,85 4,842 32,6 12,36 3.650,00
C166 8,03 3,874 32,5 12,45 4.521,43
N135 8,42 5,054 43,6 10,79 8.900,00
C70 8,79 5,870 49,6 12,07 4.258,89
N148 7,33 4,686 42,8 8,80 2.925,00
C25 7,94 4,581 35,5 10,52 3.000,00
C45 6,90 4,624 33,7 14,40 1.540,00
N1A 7,47 4,897 39,3 10,55 5.400,00
C163 6,60 3,053 27,3 12,52 3.072,22
C123 7,70 4,759 41,8 10,47 4.629,17
N121 9,07 5,614 45,4 12,44 3.950,00
C170 8,72 4,758 31,8 13,90 2.722,22
C137 7,36 4,087 34,8 14,84 2.566,67
N27 7,68 4,321 36,4 10,33 3.203,33
N108 7,49 4,206 39,3 8,66 3.600,00
Média Geral 7,91 4,589 38,1 11,61 3.912,50

“Média a partir de 10 espigas
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Figura 30 - Performance de caracteres de producdo de pimenta-do-reino de 16
linhagens Vs apads seis anos de cultivo.

10000
8000
6000
4000
2000

@ Produgéo/planta

Média por planta (g)

> QO 4 A&
& & ¥ ©

Linhagens

Figura 31 - Performance de producdo de pimenta-do-reino de 16 linhagens Vs
originadas de estacas irradiadas com raios-gama e uma linhagem
testemunha (CT) ap0s seis anos de cultivo.

Na avaliagdo durante trés anos consecutivos de caracteres de espiga, as
médias para os diferentes caracteres variaram de 6,6 a 10,49cm para comprimento da
espiga, 2,95 a 5,87g para peso da espiga e 23 a 54 frutos por espiga (Tabela 72 e
Figura 32), cujas linhagens de plantas \4 podem ser consideradas de baixo a médio
em comprimento de espiga (6,35-8,60cm e 8,61-11,17cm, respectivamente) e médio

em numero de frutos por espiga (26-59 frutos), segundo o critério de Mathew et al.
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(2001). Estes aspectos indicaram que houve poucas alteracdes em linhagens Vs

nestas caracteristicas em relacdo a cultivar original, haja vista que apresenta baixo

comprimento de espiga e médio numero de frutos por espiga.

Tabela 72. Caracteristicas da inflorescéncia (espiga) quanto ao comprimento, peso e

namero de frutos, avaliadas durante trés anos consecutivos de producao.

Linhagem Inflorescéncia (espiga)
Comprimento (cm) Peso (g) Numero de frutos

2000 2001 2002 2000 2001 2002 2000 2001 2002
CT - - 6,30 - 0,87 - - 4,20
N1A 7,47 9,86 4,90 4,78 39,3 53,80 -
C25 7,94 8,79 4,58 3,78 35,5 38,85 -
C26 9,28 9,32 7,42 4,20 5,19 4,24 43,0 51,60 41,70
N27 7,68 10,09 8,12 4,32 4,53 4,40 36,4 47,45 41,80
C45 6,90 9,35 8,22 4,62 5,08 4,51 33,7 48,50 45,30
C70 8,79 9,57 7,37 5,87 5,35 4,14 49,6 48,96 35,70
N108 7,49 - - 4,21 - - 39,3 -
N121 9,07 - - 5,61 - - 45,4 -
C123 7,70 9,41 8,26 4,76 5,05 4,84 41,8 53,24 44,85
C132 7,85 9,47 4,84 4,65 - 32,6 43,38 -
N135 8,42 - 5,05 - 43,6 - -
C137 7,36 9,47 7,11 4,09 4,74 3,72 34,8 50,95 32,70
N148 7,33 8,52 7,63 4,69 3,61 3,56 42,8 42,93 31,90
C163 6,6 10,49 8,14 3,05 5,60 2,95 27,3 51,10 23,05
C166 8,03 9,09 8,48 3,87 4,05 4,73 32,5 44,08 36,30
C170 8,72 9,61 8,05 4,76 4,96 3,25 31,8 43,15 25,85
Média 7,91 9,46 7,74 4,59 4,72 3,75 38,09 47,54 33,038

Outrossim, foi observado que a média de peso de 100 frutos Umidos variou de

7,73 a 13,90 g, sendo portanto consideradas plantas médio em peso de 100 frutos.

Quanto a producao aos seis (ano 2000) e sete anos (ano 2001) de cultivo, mostrou-se

estabilidade (média superior a 4.000g), mas ao oitavo ano de cultivo (ano 2002)

apresentou-se uma queda vertiginosa (Tabela 73).
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Tabela 73. Peso umido de 100 frutos e producéo das linhagens de plantas Vs avaliadas

em trés anos consecutivos de producéo.

Linhagens Peso de 100 frutos (g) Producéo (g)

2000 2001 2002 2000 2001 2002
CT - - - 2.700,0 - -
N1A 10,55 8,34 - 5.400,0 3.200 -
C25 10,52 8,51 - 3.000,0 500 -
C26 10,68 8,81 10,13 4.661,1 7.400 1.800
N27 10,33 8,90 10,79 3.203,3 5.500 1.400
C45 14,40 9,36 10,81 1.540,0 3.350 800
C70 12,07 8,09 11,48 4.258,9 5.700 2.000
N108 8,66 - - 3.600,0 - -
N121 12,44 - - 3.950,0 - -
C123 10,47 8,72 10,13 4.629,2 5.940 900
C132 12,36 9,05 - 3.650,0 7.300 -
N135 10,79 - - 8.900,0 - -
C137 14,84 8,39 11,85 2.556,7 3.500 1.800
N148 8,80 7,73 10,87 2.925,0 2.100 750
C163 12,52 9,23 11,71 3.072,2 5.050 1.575
C166 12,45 8,38 12,58 4.521,4 3.267 2.700
C170 13,90 9,59 11,99 5.796,4 4.892 1.100
Média 11,61 8,70 11,23 4.104,02 4.438 1.482,50

Como se observa nos graficos (Figura 32), nos trés anos consecutivos houve
maior variacao para os caracteres de producéo de pimenta verde, seguido de nimero
de frutos por espiga, enquanto para comprimento e peso da espiga e peso de 100
frutos, a variacdo foi pequena. A grande variagcdo para numero de frutos por espiga e
producdo estd muito relacionada apolinizacdo das flores, que é muito dependente da
chuva, mas ndo em intensidade e sim em qualidade, uma vez que o orvalho e chuvas
leves proporcionam alta umidade (superior a 80%) que séo favoraveis apolinizacao,
segundo Nambiar et al. (1978).
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Figura 32 - Performance das linhagens Vs durante trés anos consecutivos quanto aos
caracteres de producao.
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O teste Tukey para a comparacdo de médias dos diferentes caracteres de

producdo das plantas das linhagens Vs ndo apresentou diferenca significativa para

todos os caracteres avaliados. Isto demonstra que as diferengas entre as linhagens

para 0s caracteres envolvidos foram normais e plenamente aceitaveis como

semelhantes entre si, sugerindo que a irradiagdo das estacas afetou pouco essas

caracteristicas. Na variacdo de espiga, peso de 100 frutos e produgéo por planta,

detectou-se uma amplitude grande entre os caracteres avaliados, desde 6,63 g para

peso da espiga, seguido de 7,7 cm para comprimento, 57 frutos por espiga até 4,69 g

para peso de 100 frutos e 7.485 g para a producdo por planta, cujas meédias foram
respectivamente 4,42 g; 8,4 cm; 40,5 frutos; 10,67 g e 3.290 g (Tabela 74).

Tabela 74. Variagdo quanto aos diferentes caracteres de producdo e média de trés

anos das linhagens que apresentaram sobreviventes apds oito anos de

cultivo em &rea de ocorréncia da doenca fusariose em pimenta-do-reino.

Espiga Peso de 100 Producéo (g)

Linh. Peso (g) Comp.(cm) Frutos frutos

Var. M™  Var. M®  Var. M* Var. M* Var. M
C26 1,89-7,12 4,54 4,6-12,0 8,7 15-72 454 8,21-10,68 9,87 1800-12100 4620
N27 1,61-8,38 4,42 5,9-13,5 8,6 16-71 41,9 8,79-10,79 10,01 1400-6000 3368
C45 1,48-9,10 4,74 48-12,3 8,2 18-72 425 8,17-144 11,52 500-4600 1897
C70 2,58-8,66 5,12 6,3-12,8 8,6 23-73 44,8 7,56-12,07 10,55 1000-7800 3986
C123 1,68-9,22 4,88 5,0-13,0 8,5 18-72 46,6 5,88-11,21 9,77 1350-10400 3823
C137 1,04-8,66 4,18 5,0-12,9 8,0 12-76 39,5 6,92-14,84 11,69 300-6100 2619
N148 1,55-7,46 3,95 4,6-13,0 7,8 19-72 39,2 6,46-10,87 9,13 750-4400 1925
C163 0,98-6,99 3,87 5,3-14,0 8,4 7-76 338 8,19-12,52 11,15 650-7700 3232
C166 1,34-6,39 4,22 5,8-11,3 8,5 24-70 37,6 8,26-12,58 11,14 1700-11500 3496
C170 1,19-9,65 4,32 4,3-14,5 8,8 7-78 33,6 8,56-13,90 11,83 700-14400 3929
Média 1,53-8,16 4,42 5,2-12,9 8,4 16-73 40,5 7,70-12,39 10,67 1015-8500 3290

*Média de trés anos de avaliacdo, teste Tukey para comparacdo de médias entre as linhagens

nao apresentou diferenca significativa

Quanto a sobrevivéncia e mortalidade, principalmente pela incidéncia da

doenca fusariose, em quatro anos de avaliacbes, observou-se que a partir de cinco

anos de cultivo, em area de ocorréncia da doenca, o indice de mortalidade alcangou a
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média de 57,08%, variando de 37,50% (N121) a 78,13% (C45) em quinto ano de
cultivo em 1999, e as médias de 70,42%, 85,42% e 97,08%, no sexto, sétimo e oitavo
ano de cultivo, respectivamente (Tabela 75). Ressalte-se que a processo continuo de
selecao (cinco ciclos de avancgo de geragéo) levou a uma maior tolerancia das plantas
adoenca, pois apos oito anos de cultivo, ainda, havia plantas sobreviventes (Figura
33). Segundo a observacdo de Albuquerque et al. (1991), a plantagdo é totalmente

dizimada ao sexto ano.

Tabela 75. Performance das linhas Vs no periodo de 1994 a 2002 quanto a mortalidade

e sobrevivéncia das plantas.

Linha Plantas em Mortalidade (%) Sobrevivente?
1994 1999° 2000 2001 2002

CT 24 11 (45,83) 19(79,17) 21 (87,50) 23 (95,83) 1(4,17)
N1A 16 12 (75,00) 13 (81,25) 15 (93,75) 16 (100,0) 0 (0,00)
C25 24 17 (70,83) 17 (70,83) 21 (87,50) 24 (100,0) 0 (0,00)
C26 40 22 (55,00) 28(70,00) 36 (90,00) 39 (97,50) 1 (2,50)
N27 8 4 (50,00) 4 (50,00) 6 (75,00) 7 (87,50) 1 (12,50)
C45 32 25(78,13) 26 (81,25) 28(87,50) 31 (96,88) 1(3,12)
C70 56 27 (48,21) 37 (66,07) 50(89,29) 55 (98,21) 1(1,79)
N108 16 9(56,25) 11 (68,75) 15 (93,75) 16 (100,0) 0 (0,00)
N121 8 3 (37,50) 5 (62,50) 8 (100,0) 8 (100,0) 0 (0,00)
Ci123 40 21 (52,50) 25(62,50) 30 (75,00) 38 (95,00) 2 (5,00)
C132 24 14 (58,33) 16 (66,67) 18 (75,00) 24 (100,0) 0 (0,00)
N135 8 4 (50,00) 5 (62,50) 8 (100,0) 8 (100,0) 0 (0,00)
C137 24 11 (45,83) 14 (58,33) 17 (70,83) 23 (95,83) 1(4,17)
N148 8 5 (62,50) 5 (62,50) 6 (75,00) 7 (87,50) 1(12,50)
C163 56 32 (57,14) 43 (76,79) 49 (87,50) 54 (96,43) 2 (3,57)
C166 48 29 (60,42) 37 (77,08) 43 (89,58) 47 (97,92) 1 (2,08)
C170 48 30 (62,50) 33(68,75) 39 (81,25) 46 (95,83) 2 (4,17)
Total 480 274 (57,08) 338 (70,42) 410 (85,42) 466 (97,08) 14 (2,92)

“Mortalidade a partir do plantio em marco de 1994 a 1999
2Ap()s oito anos de cultivo em area de ocorréncia da doenca
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sobreviventes.
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A sobrevivéncia das plantas das linhagens Vs variou apds oito anos de
cultivo, de 0 a 12,5%, porém em numero absoluto uma e no maximo duas plantas
sobreviveram adoenga (Figura 34). Observa-se, na Tabela 6, que houve uma planta
sobrevivente na linhagem testemunha CT. Durante oito anos de cultivo, algumas
plantas testemunhas foram substituidas, apds sua morte, por outras plantas
testemunhas a fim de manter o estande. Por esta raz&o, acredita-se que esta
sobrevivente é uma planta jovem (Figura 37), ainda sem sintoma da doenca.

|IMortaIidade 1994-1999 M Mortalidade 2000 O Mortalidade 2001 MMortalidade 2002 B Sobrevivéncia 1994-2002

(Linha Vs)

C-170

C-166

C-163

N-148

C-137

N-135

C-132

C-123

N-121

N-108

C-70

C-45

N-27

C-26

C-25

N-1A

C-T

0% 10% 20%  30% 40%  50% 60%  70% 80%  90%  100%

Figura 34 - Mortalidade e sobrevivéncia de plantas de linhagens \s durante o periodo
de cultivo de 1994 a 2002.
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A avaliacdo individual das plantas sobreviventes das linhagens Vs revelou
variacdo muito pequena para os caracteres de peso de 100 frutos, comprimento de
espiga, peso e numero de frutos por espiga, porém quanto a produgdo houve uma
grande diferenca. Nas plantas originadas de estacas irradiadas variou de 400 a 2.700 g
e na planta de estaca ndo irradiada, a producdo foi infima, ndo ultrapassando 10 g
(Tabela 76). A baixa producéo deveu-se a grande falha na formacgéo dos frutos, cuja
média de 32,6 frutos por espiga foi inferior & médias dos anos 2000 (38,09) e 2001
(47,54), que apresentaram média de producédo superior a 4.000 g. Este aspecto esta
ligado abaixa umidade relativa do ar durante o periodo de polinizagéo natural, ou seja,
chuvas menos abundantes, que tém um papel importante na germinacdo do pdélen,
fecundacdo e desenvolvimento do ovario (Albuquerque & Condurd, 1971).
Destacaram-se as plantas C3-70P2 e C3-163P4, com produgao superior a 2.000 g. Por
outro lado, o rendimento de pimenta preta, secagem de 100 frutos, variou de 31,27 a
42,85%.

As plantas originadas de estacas irradiadas cultivadas em area de ocorréncia
da doenca, apresentaram uma grande tendéncia aadaptacdo a essa adversidade, pois
as plantas Vs apresentaram uma maior estabilidade quanto aos caracteres de
producdo. Observou-se também, que ramos ortotropicos e plagiotropicos foram muito
variaveis quanto ao numero, variacdo de 3 a 7 e 30 a 258, respectivamente. Variaveis
nao diretamente proporcionais aproducédo, e que indicou que 3 ramos ortotrépicos com
ramos plagiotropicos bem distribuidos podem ser suficientes para uma boa producao.

Plantas individuais da cultivar Guajarina foram avaliadas para servirem de
comparacdo com as plantas em estudos de diversidade genética. E uma cultivar que
apresenta caracteristicas muito favoraveis de producdo, tanto que foi observado
comprimento longo da espiga (>11,0cm), niumero elevado de frutos por espiga (média
>58 frutos), peso umido quanto seco de 100 frutos elevados e rendimento de pimenta
preta de cerca de 44,0%, cuja producdo de pimenta preta em condi¢cdes adequadas de
cultivo alcanca 3,0kg/planta. Devido a grande susceptibilidade a doenca fusariose e
outras enfermidades, e por serem mais exigentes & condicdes nutricionais, a
utilizacao pelos produtores é de cerca de 29%, enquanto a area utilizada com a cultivar
Cingapura € de cerca de 70% (Duarte & Albuquerque, 1999).
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Tabela 76. Avaliacdo individual das plantas Vs sobreviventes quanto aos caracteres de

producao e rendimento de pimenta preta no ano de 2002.

Planta. Linha 100 frutos(g) Rend. Ramos Espiga Producao
(%) Peso )
umido Seco Ort. Plag. | frutos (9) Comp.(cm) 9
1. C1-123P4 9,05 2,83 31,27 6 163 46,2 4,55 7.8 400
2. C3-123P7 11,21 422 3764 3 117 43,5 5,12 8,7 1.400
3. C1-163P8 11,22 4,00 3565 7 60 18,3 2,35 7,9 800
4. C3-163P4 12,2 499 409 6 258 27,8 3,54 8,3 2.350
5. C1-166P4 1258 539 4285 6 30 36,3 4,73 8,5 2.700
6. C2-45P6 10,81 3,62 3349 4 117 45,3 4,51 8,2 800
7. C3-70P2 11,48 3,88 338 6 158 35,7 4,14 7,4 2.000
8. C1-137P2 11,85 494 4169 3 44 32,7 3,72 7,1 1.800
9. C1-170P1 12,92 495 3831 4 80 16 2,42 7,3 1.000
10. C3-170P1 11,06 4,29 38,79 6 158 35,7 4,08 8,8 1.200
11. N3-148P2 10,87 4,53 4167 6 80 31,9 3,56 7,6 750
12. N2-27P3 10,79 3,73 3457 4 105 41,8 4,40 8,1 1.400
13. C3-26P1 10,13 3,43 3386 6 112 41,7 4,24 7,4 1.800
14. C3-T 7 90 4,2 0,87 6,3 9
Média 11,24 421 37,26 5,3 112,3 32,6 3,73 7,81 1.315
Guaj-P1 - - - 78,8 10,11 15,5 -
Guaj-P2 19,55 8,60 43,99 58,5 11,97 11,2

A andlise de divergéncia genética através de componentes principais e

variaveis candfnicas permitiu agrupar os materiais, pois através de ambas, quer

pelos dois componentes principais quer pelas duas varidveis canodnicas, foi

possivel explicar mais de 70,0% da variabilidade genética existente.

No primeiro caso, andlise da divergéncia genética por componentes

principais, considerando as 14 plantas sobreviventes ap0s oito anos de cultivo,

foi possivel identificar cinco grupos de plantas, sendo que a planta 14 (linhagem

CT, cultivar original) foi mais divergente das demais, principalmente da planta 4

(C3-163P4) em relacdo ao componente principal 1 (IPCA 1), o qual apresentou

uma proporcdo de mais de 50% da explicacdo da variabilidade genética

existente (Figura 35).
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IPCA 2
o
.

IPCA 1

Figura 35 - Gréfico de dispersao de 14 plantas vs quanto a diversidade genética obtida
através de analise por componentes principais.

Em relacdo a divergéncia genética por variaveis canénicas, a qual incluiu
plantas da cultivar guajarina, foi possivel identificar dois grupos, um formado pelas
plantas da cultivar guajarina (Guaj-P1 e Guaj-P2) e outro pelas demais plantas, sendo
fundamentais para a separacdo da planta Guaj-P1, as variaveis, como comprimento e
peso da espiga. Ademais, o0 numero de frutos por espiga (NS) apresentou maior
variancia, sendo a planta C3-T relativamente mais distante das demais plantas k. A
varidvel canénica 1 explicou cerca de 74,33% da variabilidade genética existente

enguanto a variavel canénica 2, 16,30% (Figura 36).
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Figura 36 - Andlise da divergéncia genética por variaveis canbnicas entre plantas
originadas de estacas irradiadas e nao irradiadas.

NSNumero de frutos por espiga

come- Comprimento da espiga

Prd-producdio de pimenta verde

Pelo exposto, o0 uso da radiacdo gama na ampliacdo da variabilidade genética
em pimenta-do-reino, visando a selecdo de plantas resistentes e/ou tolerantes a
doenca fusariose, pode ser uma alternativa viavel, desde que métodos mais
apropriados de selecdo e andlises genéticas sejam desenvolvidos para auxiliar o
processo. O desenvolvimento de tecnologias in vitro permitira, principalmente a
reducédo do tempo para a obtencéo de novas formas alélicas, tanto para adaptacdo &
condi¢cdes de ocorréncia da doenga como para producdo de frutos. As plantas \4
sobreviventes apresentaram capacidade adaptativa & condi¢des de cultivo em area de
ocorréncia da doenca e uma boa performance quanto a producdo, sendo o
comportamento muito semelhante a cultivar original quanto aos outros parametros
(Figura 37).



Figura 37 - Mortalidade e sobrevivéncia de plantas Vs em &area de ocorréncia da
doenca fusariose.

a-c) Morte pelo ataque do fungo Fusarium solani f. sp. piperis

d-j) Plantas Vs sobreviventes

[) Planta originada de estaca néo irradiada (CT)
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4.3.2 Avaliagdo Agrondmica em plantas Vg

A performance das plantas Vs quanto aos caracteres avaliados para as
plantas \{ foram muito semelhantes, nos dois anos avaliados (2001 e 2002), Tabela
77, mas devido a grande heterogeneidade do solo em cultivo, houve grande variagdo
qguanto a producgéo das plantas, desde 33 a 6.000 g por planta, principalmente pelas
plantas crescidas em solos muito argilosos e compactos, enquanto em solos menos
argilosos com textura mais friavel, as plantas produziram muito bem. A média de
rendimento de pimenta preta por planta foi de 30 a 36%, sendo que a maior producéo
alcancou 2.058 g/planta, superior a média da regido com a cultivar Cingapura de 1,5
kg/planta (Duarte & Albuquerque, 1999).

Tabela 77. Performance de plantas Vs quanto aos caracteres de producdo e
rendimento de pimenta preta avaliadas em dois anos consecutivos,
plantio em marco de 1998.

Caractere 2001 2002
Variau;f?\ol Médiats variagélol Médiats

Espiga:

Comprimento 4,0-15,5 8,41+1,06 4,2-12,2 7,54+0,69

(cm)

Peso (g) 1,20-8,96 5,09+1,10 0,88-8,92 3,94+0,78

Frutos 7-74 38,4249,02 4-79 30,73+6,58
Peso de 100 frutos:

Umido 6,64-14,28 11,16+1,47 7,70-15,31 11,25+2,22

Seco - - 2,01-6,69 4,21+1,54

Rendimento (%) - - 22,54-42,14 36,25+7,67
Producéo (g):

Pimenta verde 59-6.000 1.014+908 33-5.690 1.625+1.358

Pimenta preta 20-2.058 362,2+316,4

Rendimento (%)2 25,73-60,50 36,57+6,02 18.000/59.869 30,06
Ramos:

Ortotropicos - - 2-13 4,78+2,18

Plagiotropicos - - 12-366 206,14+99,41

*Menor e maior valor registrado em cada ano para o parametro avaliado
2 - . ~ s
Apo6s a secagem ao sol (pimenta preta) ou estufa (100 sementes) em relagdo ao peso Umido

A floragdo das plantas 4 deu-se também logo apdés o inicio das chuvas que
ocorreram em meados de dezembro. Observou-se que 89,90% das plantas
apresentavam florescimento um més apo6s o inicio do periodo chuvoso e, depois de

guatro meses, todas as plantas estavam com flores e iniciando o desenvolvimento de
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frutos. Os frutos ficaram aptos a serem colhidos a partir de seis meses do inicio do
florescimento, sendo que em agosto a colheita foi realizada totalmente. Este
comportamento foi semelhante ao observado com as plantas da cultivar Cingapura
utilizada pelos produtores rurais. Portanto, quanto aos aspectos fisiologicos e
morfolégicos, as plantas \4 se apresentaram idénticas & plantas da cultivar original
(Cingapura).

A mutagénese através da radiacdo gama visando o melhoramento genético
da pimenta-do-reino contra a doenca fusariose parece ser uma alternativa mais viavel,
quando associada atecnologia in vitro, tais como selecéo in vitro, avanco de geragéo
através do processo de micropropagacédo, avaliacao genético-molecular para deteccéo
das novas formas alélicas e aos métodos adequados de selecdo artificial e natural
contra o fungo. Todos esses fatores integrados suportardo a manipulacdo de grandes
populacdes a tratamento mutagénico, reduzirdo o tempo de estabilizacdo das
guimeras, e permitirdo um “screening” in vitro de materiais com potencial para
resisténcia adoenca, cuja variacdo genética podera ser detectada atraves de andlise
genético-molecular e confirmada a expressao do carater por métodos apropriados de
selecédo tanto em casa-de-vegetacdo quanto em campo. Por conseguinte, uma vez
obtido um mutante com resisténcia e potencial produtivo, este podera ser clonado in
vitro em menor tempo e maior quantidade, e langado como uma nova cultivar e/ou
incorporado aos programas de melhoramento genético da cultura. Portanto, essas
tecnologias geradas e integradas serdo instrumentos poderosos, principalmente para

reducédo de tempo e custos na obteng&do de uma nova cultivar.



5 CONCLUSOES

O uso da inducdo de mutacdo através da radiagdo gama associada a
tecnologia in vitro é a alternativa mais viavel para o melhoramento genético da
pimenta-do-reino, visando a obtencdo de gendtipos resistentes e/ou tolerantes a
doenca fusariose, uma vez que nao se encontra, dentro da espécie, fonte de
resisténcia genética. A tecnologia in vitro é suportada pelo processo de
micropropagacdo, mutagénese e selecdo in vitro de variantes tolerantes aos
metabodlitos do fungo, que deve estar associada & estratégias adequadas de selecéo
artificial com suspensao de esporos do fungo e selecéo natural em area de ocorréncia
da doenca, e avaliacdo dos materiais selecionados quanto aos caracteres de
producao.

Este trabalho permite as seguintes conclusdes:

- O processo de micropropagacdo € viavel através da obtencdo de plantas
fornecedoras de explantes, obtidas a partir de estacas em casa-de-vegetagéo, de
sementes em meio basico de cultura MS com 0,17g.L'l de NaH,PO, e de embrides
zigbticos em meio basico M5 com O,l7g.L'1 de NaH,PO, e carvao ativado a 0,2%,
crescidas em sala de luz; proliferacdo de gemas em meio basico MS com BAP 0,5 e
IAA 0,2 mg.L™; enraizamento de brotos acima de 2,0 cm em meio de cultura com NAA
0,1 mg.L™ ou producéo de “plantlets” a partir de gemas em meio com ¥MS e IBA a 0,2
mg.L" ou mesmo em meio de multiplicacdo de gemas com carvéo ativado a 0,2%;
aclimatacao em condi¢cdes de umidade saturada por uma semana em substrato do tipo
vermiculita e formacdo de mudas em sacos plasticos pretos com solo e substrato
comercial “Plantmax”;

- A inducéo de calos é satisfatoria em meio béasico de cultura SH suplementado com
2,0 mg.L™" de dicamba e 0,2mg.L" de BAP, tanto para segmentos de entrends e folhas
guanto para embrides zigoticos;
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- A dose de 20 Gy da radiacdo gama € mais apropriada para mutagénese em gemas
cultivadas in vitro;
- A selecdo in vitro de variantes contra a doenca fusariose € possivel através da
concentracdo de 55% do filtrado da cultura do fungo Fusarium solani f. sp. piperis,
cultivado durante 28 dias em meio Czapek-Dox;
- E adequada a concentracdo de 2x10° esporos do fungo por ml em suspenséo para
selecdo artificial contra a doenca fusariose em casa-de-vegetacao; e
- As plantas Vs e V; selecionadas a partir das estacas irradiadas com raios-gama
apresentam maior longevidade em area de ocorréncia da fusariose, maior producéo e
pouco sdo afetadas quanto a comprimento, peso e numero de frutos por espiga, e peso
de 100 sementes, mas séo divergentes geneticamente da cultivar original.

Além disso, o desenvolvimento de técnicas de marcadores moleculares &
fundamental para avaliar e selecionar os mutantes desejaveis, pois toda essa
tecnologia gerada reduzirq, ainda mais, o tempo de melhoramento genético e

langcamento de novas cultivares de pimenta-do-reino.



ANEXOS



ANEXO A - Situacdo da cultura da pimenta-do-reino no Brasil no periodo de 1991-2000 quanto aproducéo, area, rendimento,
principais Estados produtores brasileiros e principais paises importadores.

Caracteristica 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000
Producéo (1.000 t) 83,7 32,9 41,4 34,7 33,7 34,5 21,9 23,1 27,8 45,5
Area colhida (1.000 ha) 36,8 29,0 23,3 20,8 18,6 18,2 11,8 11,2 13,2 15,9
Rendimento (kg/ha) 2.277,0 1.132,0 1.776,0 1668 1.8150 1.890, 1.853,0 2.071,0 2.099,0 2.868,0
Exportagdes (1.000 t) 48,2 26,4 26,9 22,3 22,2 24,2 14,0 17,2 19,6 20,449

Principais Produtores (1.000 t)

Para 75,3 25,3 33,8 27,8 27,8 28,6 16,6 17,96 29,4 40,4
Espirito Santo 5,5 4,7 4,5 3,6 2,8 2,9 2,6 2,5 2,6 3,2
Bahia 1,7 2,0 2,1 2,3 2,3 2,4 1,9 2,3 1,4 15

Principais Importadores (1.000 t)

Estados Unidos 15,3 6,1 4,6 8,1 3,0 4,8 4,6 5,7 8,1 7,999
Alemanha 5,7 4,0 7,3 4,0 4,3 4,7 2,4 2,4 4,0 2,532
Paises Baixos 4,8 11 2,0 1,8 2,1 4,0 2,1 3,1 3,4 2,231
Argentina 1,8 0,8 1,0 1,3 11 1,3 11 1,4 0,8 0,925

Fonte: Fundag&o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2001)
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ANEXO B - Principais paises produtores e exportadores mundiais de pimenta-do-reino no periodo de 1992 — 1996.

Paises Fator 1992 1993 1994 1995 1996 Média
Brasil Prod.(t) 27.500 25.000 23.000 20.000 19.500 23.000,0
Exp. (t) 25.702 24.119 21.103 21.250 15.300 21.494,8
US$1.000 22.349 28.242 40.852 50.297 36.564 35.660,8
india Prod.(t) 60.000 55.000 50.000 55.000 60.000 56.000,0
Exp. (t) 19.399 47.228 34.111 24.541 35.075 32.070,8
US$1.000 22.405 54.801 60.644 53.636 77.420 53.781,2
Indonésia Prod.(t) 62.000 23.500 42.500 59.000 39.200 45.240,0
Exp. () 61.438 25.801 35.134 56.129 34.000 42.500,4
US$1.000 61.385 43.634 76.470 150.561 98.988 86.207,6
malésia Prod.(t) 26.000 17.600 16.000 13.000 12.000 16.920,0
Exp. (t) 21.932 15.727 22.269 13.975 14.800 17.740,6
US$1.000 19.359 21.777 46.516 42.432 39.271 33.871,0
Sri Lanka Prod.(t) 3.255 5.000 5.000 3.725 4,312 4.258,4
Exp. (t) 2.127 7.779 3.411 2.396 2.100 3.562,6
US$1.000 2.477 7.812 6.170 5.344 5.032 5.367,0
Vietnam Prod.(t) 7.830 18.500 20.000 20.000 20.000 17266,0
Exp. () 22.358 14.801 15.000 15.000 15.000 82.159,0
US$1.000 15.290 17.169 27.600 37.020 33.180 26.051,8
China Prod.(t) 12.321 10.461 12.409 8.279 11.754 11.044.8
Exp. (t) 181 2.441 7.761 5.000 5.000 4.076,6
US$1.000 241 4.345 19.405 3.184 1.561 5.747,2

Fonte: International Pepper Community - IPC (1997)

ol
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ANEXO C - Consumo de pimenta-do-reino nos principais paises produtores no periodo
de 1993 a 1997.

Consumo

B Brasil dindia OIndonésia M malasia [0 Sri Lanka O Vietnam H China
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Fonte: IPC (1997)

ANEXO D - Preco da pimenta-do-reino no periodo de 1993 a 1997

Preco da pimenta brasileira
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ANEXO E - Composicdo de meios béasicos de cultura de Schenk & Hildebrandt (1972)
e de Murashige & Skoog (1962).

Composto SH (mg.L'l) MS (mg.L'l)
Macronutrientes

- KNO3 2.500 1.900
- NH4NO3 - 1.650
- NHzH,PO, 300 -

- MgS0,4.7H,0 400 370
- CaCl,.2H,0 200 440
- - KH,PO, - 170
Micronutrientes

- MnS0O,4.H,O 10,0

- MnS0O,4.4H,0 - 22,3
- Kl 1,0 0,83
- H;BO; 5,0 6,2
- ZnS04.7H,0 1,0 8.6
- CuSQ, 0,2 -

- CuSQ,4.5H,0 - 0,025
- Na;M004.2H,0 0,1 0,25
- CoCl,.6H,0 0,1 0,025
Fe-EDTA

- FeS0,4.7H,0 15,0 27,8
- NaEDTA 20,0 37,3
Outros

Cisteina — HCI 40,0 -
Sacarose 40.000,0 30.000,0
pH 5,8 5,8

ANEXO F - Composicédo de vitaminas de Staba e de Murashige & Skoog (1962).

Composto SH (mg.L'l) MS (mg.L'l)
- Tiamina - HCI 2 0,1
- Acido nicotinico 2 0,5
- Piridoxina — HCI 2 0,5
- Pantotenato de célcio 1 -
- Acido Para-aminobenzoico 0,5

- Cianocobalamina 1,5

- Riboflavina 0,5

- Colina Cloride 1.0

- Acido félico 0,5

- Biotina 1,0

- Glicina - 2,0

- Mio-inositol - 100,0
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ANEXO G - Meios de Czapek Dox e batata-sacarose-agar para cultivo de fungo.

Composto Czapek Dox(g.L™") BSA(g.L™")
- NaNO3 3,0
- MgSO47H20 0,5
- KH,PO, 1,0
- KCI.2H,0 0,5
- FeS04.7H,0 0,01
- Sacarose 30,0 10,0
- Fe-EDTA 2,5ml
(Fe-EDTA 20x MS)
- Disco de batata sem pele 200,0
- Agar 20,0

ANEXO H - Peso molecular (P. M.) e quantidade do produto em mg.L™ para obtenc&o
de uma solucédo a 1nM.

Composto P. M. 1nM=mg.L"
2,4D 2210 0,221
AgNO3 169,87 0,16987
BAP (BA) 225,3 0,2253
Dicamba (Dic) 221,0 0,221
GA; 346,4 0,3464
IAA 197,2 0,1972
IBA 203,2 0,2032
NAA 186,2 0,1862
Tidiazuron (TDZ) 220,2 0,2202
Zeatina (ZEA) 219,2 0,2192
ABA 264,3 0,2643
Cinetina (CIN) 215,2 0,2152

2ip 203,2 0,2032
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