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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso potencial da técnica de micropropaga¢gao como

ferramenta alternativa a producdo in vitro de propagulos de pimenta longa (Piper
hispidinervum). Para isso, a influéncia de meios de cultivo (MS e WPM) e concentracbes
de BAP (0, 1, 2 e 3 mg.L™") na multiplicacdo e desenvolvimento de microestacas foram
avaliados. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento a 25+2°C, fotoperiodo de

16 horas e intensidade luminosa de 30 pumol.m?s™,

onde a altura (cm), numero de
brotacdes, taxa de multiplicacdo, numero de folhas e vigor das plantulas foram avaliados
apds 60 dias. O delineamento foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes e cinco
microestacas por parcela. Maior altura média e vigor de brotagdes foram verificados em
meio desprovido de BAP, independentemente do meio de cultura utilizado, enquanto que
maior niimero de brotagdes foi obtido em meio WPM suplementado com 1 mg.L™" de BAP.
No entanto, o uso de BAP proporcionou desenvolvimento anormal de brotagdes sugerindo
que nas concentragbes testadas, este regulador é indesejavel para promover uma
eficiente multiplicagdo da pimenta longa in vitro.

Palavras-chave: Piper hispidinervum; regulador de crescimento; micropropagacao.

ABSTRACT - In vitro multiplication of long pepper

The objective of this work was to evaluate the potential use of the micropropagation
technique as alternative tool to the production in vitro of long pepper vegetative material
(Piper hispidinervum). The influence of culture medium (MS and WPM) and concentrations
of BAP (0, 1, 2 and 3 mg.L") in the multiplication and microcuttings development were
evaluated. The experiment was keep in a growth room at 25+2°C temperature, 16 hours
photoperiod and 30 mol.m®s” radiation, where the height (cm), shoots number,
multiplication rate, number of leaves and vigor of the shoots were evaluated by 8 weeks. A
completely randomized design was used with five replications with five explants each one.
Larger shoots height and vigor were verified in medium without BAP, independently of the
medium used, while larger shoots number was obtained in medium WPM with 1 mg.L™ of

BAP. However, BAP provided abnormal shoot development suggesting that in the
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concentrations tested, this regulator is undesirable to promote an efficient multiplication of
long pepper in vitro.
Keywords: Piper hispidinervum; plant growth regulator; micropropagation.

INTRODUCAO

A importancia da pimenta-longa (Piper hispidinervum C. DC.) deve-se, principalmente, a
presenga em suas folhas e ramos finos de elevado teor de safrol, importante metabdlito
secundario usado pela industria quimica para industrializacao de fragrancias e inseticidas
biodegradaveis (Wadt, 2001). No entanto, apesar de sua relevancia, poucos sao 0s
estudos acerca do uso de métodos biotecnoldgicos, haja vista que ainda se trata de uma
espécie em fase de domesticacao e praticamente desconhecida cientificamente (Sousa et
al., 2001). Nesse contexto, as técnicas de cultura de tecidos podem representar uma
alternativa a obtencado de material propagativo de alta qualidade genética e fitossanitaria
em curto periodo e qualquer época do ano. Para tanto, € necessario otimizar as
condi¢des de cultura, como as concentracdes dos fitorreguladores e sais do meio a ser
empregado (Pérez-Tornero et al., 2000). As pesquisas existentes se restringem a
calogénese, cultivo de células em meio liquido e aspectos anatémicos (Santiago, 1999;
Pescador et al., 2000; Valle, 2003; Costa et al., 2005), havendo, portanto, a necessidades
por mais estudos.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a possibilidade de uso da técnica de
micropropagacdo como ferramenta alternativa a producdo in vitro de propagulos de
pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.). Para tanto, a influéncia de meios de cultivo e

concentracées de BAP foram avaliados.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas da
Embrapa Acre, Rio Branco, AC. Como material vegetal, utilizou-se de microestacas de
pimenta longa com aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo uma gema axilar,
obtidas de plantulas germinadas in vitro em meio basico de MS (Murashige e Skoog,
1962). O pH do meio foi ajustado para 5,8 + 0,1 anteriormente a adicdo do agente
geleificante, sendo em seguida autoclavado a 121°C e 1,5 atm por 15 minutos para
esterilizacdo. Os tratamentos consistiram da influéncia do tipo de meio de cultura (MS e
WPM), associado a concentracdes de benzilaminopurina (BAP) (0, 1, 2 e 3 mg.L™"). O
delineamento estatistico empregado foi inteiramente casualizado, em fatorial 2x4, sendo

cada tratamento representado por cinco repeticbes com cinco microestacas por parcela.
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Utilizaram-se frascos com capacidade para 250 ml, contendo 30 ml de meio de cultura. As
condicdes de cultivo fornecidas foram: fotoperiodo de 16 horas, radiacdo luminosa de 30
umol.m?s” e temperatura de 25+2°C. Apds oito semanas de cultivo avaliaram-se as
seguintes variaveis respostas: altura (cm), numero de brotacdes, taxa de multiplicacéao,
nuamero de folhas e vigor das plantulas.

Os dados obtidos foram analisados com o emprego do programa estatistico SANEST e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados expressos em

percentagem (x) foram transformados segundo arco seno (x/100)%°

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microestacas cultivadas em meio desprovido de BAP apresentaram maior altura média e
vigor de brotacdes. Por outro lado, o acréscimo das concentracdes de BAP em ambos os
meios de cultivo reduziu significativamente estas varidaveis. Estes resultados sao
atribuidos a quebra da dominéncia apical e indugcdo de proliferacdo de gemas axilares
promovidos pelas citocininas (Grattaplaglia & Machado, 1990). Erig et al. (2002)
observaram que, de modo geral, com o aumento dos niveis de BAP, houve reducéo na
altura média das brotacdes, concordando com Leshem et al. (1988), que mencionam ser
toxico o uso de citocinina em niveis elevados, caracterizando-se principalmente, pelo
demasiado enrosetamento e falta de alongamento das culturas. Para a variavel nimero
de brotacdes, os melhores resultados foram observados no meio WPM suplementado de
1 mg.L™ de BAP. No entanto, o uso de BAP proporcionou desenvolvimento anormal de
brotagdes sugerindo que nas concentracoes testadas, este regulador é indesejavel para
promover uma eficiente multiplicacdo da pimenta longa in vitro, devendo-se realizar novos
testes para melhor adequar uma citocinina capaz de promover aumentos significativos de
material vegetal in vitro. De acordo com Gubbik & Pekmezci (2004), além da influéncia do
genodtipo a taxa de proliferacdo, a elongacao de brotos sdo afetados pelos tipos de
citocininas e suas concentracoes.

Tabela 1. Influéncia do meio de cultura (MS e WPM) e concentragdes de BAP (0, 1,2 e 3 mg.L™)

sobre a altura (cm) e niumero de brotagdes, taxa de multiplicagdo, numero de folhas e vigor das
plantulas formadas em pimenta longa, apoés oito semanas de cultivo.

Altura de brotacéo (cm) N°de brotacdes Taxa de multiplicacéo Vigor*
BAP
(mg.L") MS WPM Média MS WPM  Média MS WPM  Média MS WPM  Média
0,0 5,1 4,4 4,7a 1,1 1,7 1,4b 3,8 3,2 3,5a 1,2 1,1 1,1b
1,0 1,1 1,4 2,2b 2,6 3,3 2,9a 3,7 53 4,5a 2,8 2,7 2,7a
2,0 1,0 1,3 2,1b 2,3 2,1 2,2ab 3,9 4.8 4,3a 2, 29 2,8a
3,0 1,4 1,1 2,2b 1,3 3,4 2,3ab 3,5 4,0 3,7a 29 3,0 2,9a
Média 2,1A 2,0A 1,8B  2,6A 3,7A 43A 24A 2/4A

Letras distintas, maiusculas na horizontal e mindscula na vertical, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. * notas atribuidas: 1- bem desenvolvidos/vigorosos; 2- medianamente
desenvolvidos/vigorosos; 3- pouco desenvolvidos/vigorosos.
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