XLVI Congresso Brasileiro de Olericultura

Fitorreguladores e fonte de explantes na organogénese in vitro de

pimenta longa.

Rodrigo da Silva Guedes'; Jonny Everson Scherwinski Pereira®

'Mestrando do curso de Pés-Graduacdo em Produgdo Vegetal, UFAC, Rio Branco, AC; 'Embrapa Acre,
C.P. 321, 69.908-970, Rio Branco, AC. E-mail: jonny@cpafac.embrapa.br

RESUMO

Na propagacao in vitro, os reguladores de crescimento constituem uma etapa basica a ser
abordada, visto que a resposta das plantas a organogénese € dependente da interacao
auxinas:citocininas e do tipo de tecido utilizado. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
capacidade organogénica de segmentos internodais e foliares de pimenta longa (Piper
hispidinervum), empregando-se as citocininas BAP e cinetina (KIN). Segmentos
internodais (0,5 cm) e foliares (0,5 cm?) foram excisados de plantas mantidas in vitro e
cultivados em meio de MS com diferentes concentragées de BAP e KIN (0, 7, 14, 21 e 28
uM), acrescido de 0,05 mg.L" de ANA. Aos 30 e 70 dias, avaliaram-se o percentual de
explantes responsivos e o numero de explante regenerados. Observou-se que explantes
internodais responderam mais eficientemente ao processo organogénico quando
comparados aos explantes foliares, que apresentaram altas taxas de oxidacdo. Quando
se avaliou a resposta dos fitorreguladores utilizados, notou-se que em meio com BAP, as
respostas regenerativas (formacdo de gemas) alcancaram percentagens superiores a
95% dos explantes na concentracdo de 28 uM. No entanto, o numero de explantes
apresentando brotos regenerados, maiores que 0,3mm, nado alcancaram valores
superiores a 6%. Isso indica que apesar de proporcionar a formacdo de gemas
potencialmente regenerativas ja aos 30 dias de cultivo, a conversdo destas gemas em
brotagdes ainda é baixo, numa clara evidencia de que apés a inducédo, novos meios e
fatores do meio devam ser testados visando aumentar essa eficiéncia de conversao de
gemas em brotacdes.
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ABSTRACT - Phytoregulators and explants types in the organogenesis of long
Pepper in vitro.

In the in vitro propagation, the growth regulators constitute a basic stage to be
approached, because the answer of the plants to organogenesis is dependent of the
auxine:cytokinine interactions and of the type of tissue utilized. This work objectived to
evaluate the organogenic capacity of internoidal and foliar segments of long pepper (Piper
hispidinervum), when cultivated with BAP and KIN cytokinins. Internodal and foliar
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segments (0,5 cm and 0,5 cm?) were excised of plants maintained in vitro and cultivated
on MS medium with different concentrations of BAP and KIN (0, 7, 14, 21 and 28 uM),
added of 0,05 mg.L™" of NAA. After 30 and 70 days, the percentage of responsive explants
and number of regenerate explants were evaluated. It was observed that internodal
explants answered more efficiently to the organogenic process when compared to foliar
explants, which presented high oxidation rates. When the answer of the cytocinins was
evaluated, it was observed that medium with BAP, the regenerative answers (formation of
buds) reached 95% of the explantes in the concentration of 28 uM. However, the number
of explants presenting regenerate shoots, larger than 0,3mm, did not reach superior
values that 6%. This indicates that in spite of providing the formation of potentially
regenerative buds already to the 30 days of cultivation, the conversion of these buds in
shoots is still low, in a evidence that after the induction, new treatments and factors should
be tested to increase the efficiency of conversion of buds in shoots.

Keywords: Piper hispidinervum C. DC.; cytokinins; in vitro propagation.

INTRODUCAO

Dentre as mais de 1.200 espécies do género Piper, destaca-se a pimenta longa (Piper
hispidinervum C. DC.), um recurso natural encontrado no estado do Acre, que tem
despertado o interesse da industria quimica em virtude do alto teor de safrol em seu 6leo
essencial. No entanto, o sistema de cultivo ou manejo desta espécie ainda nao esta bem
definido e, devido ao grande interesse econémico, percebe-se a importancia de estudos
basicos para domesticagcdo e manejo racional dessa espécie (Wadt, 2001). Além disso,
pesquisas em nivel celular, tanto para multiplicacao e diferenciacdo de células e tecidos,
ainda sdo escassas € nao conclusivas (Santiago, 2003).

Na propagacao in vitro, os reguladores de crescimento constituem uma etapa basica a ser
abordada, visto que a resposta das plantas a organogénese € dependente da interacao
auxinas:citocininas e do tipo de tecido utilizado (Pierik, 1997). Além disso, fatores como o
genotipo utilizado, tipos e concentragbes de reguladores vegetais, tipos e tamanhos de
explantes, meios de cultura e condi¢des de cultivo podem influenciar decisivamente no
potencial regenerativo de determinada espécie (Bered et al., 1998).

Neste contexto e devido a falta de estudos basicos com a pimenta longa, objetivou-se
com este trabalho avaliar a capacidade organogénica de segmentos internodais e foliares
de pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.), empregando-se para isso as citocininas N°

®benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN).
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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 segmentos foliares e
internodais de plantulas de pimenta longa estabelecidas in vitro. Plantas axénicas de
pimenta longa foram obtidas a partir da desinfestagdo de sementes em alcool etilico 70%
(v/v), durante 1 min, seguido de solucao de hipoclorito de soédio (50% da solucao
comercial) por 20 min. Posteriormente, as sementes foram lavadas trés vezes em agua
destilada e esterilizada e, entao transferidas para meio basico de MS, tendo permanecido
neste por aproximadamente 30 dias. De posse das plantas, segmentos internodais
(aproximadamente 0,5 cm) e foliares (aproximadamente 0,5 cm?) foram excisados e
utilizados como explantes. Os tratamentos consistiram de diferentes concentragdes de
BAP e KIN (0, 7, 14, 21 e 28 yM) associados a dois tipos de explantes (internodais e
foliares), acrescido de 0,05 mg.L"' de ANA. Explantes internodais foram dispostos na
posigao horizontal, enquanto que os foliares tiveram a superficie da face abaxial em
contato com o meio de cultura.

O delineamento estatistico empregado foi inteiramente casualizado, com cinco repeticoes
e seis explantes por parcela. Para o cultivo, utilizaram-se frascos com capacidade para
250 ml, contendo 30 ml de meio de cultura. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e radiacéo luminosa de
30 umol.m?.s™". Aos 30 e 70 dias, avaliaram-se o percentual de explantes responsivos e o
namero de explante regenerados. 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

De modo geral, neste trabalho as respostas organogénicas dos explantes internodais
foram superiores quando comparados aos explantes foliares (Figura 1). Para este ultimo,
as taxas de oxidacdo foram elevadas, tanto na presenca de BAP ou KIN. Em meio
desprovido de BAP ou KIN, ndo se observou desenvolvimento organogénico dos
explantes, sugerindo que a suplementagédo do meio de cultura com estas substancias se
faz necessaria para a obtencéo de respostas regenerativas em pimenta longa. Quando se
avaliou a resposta dos fitorreguladores utilizados, notou-se nitida superioridade do BAP,
no qual respostas regenerativas (formacdo de gemas) alcangaram percentagens
superiores a 95% dos explantes na concentracao de 28 pM.
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Mas apesar desta alta resposta, numero de explantes apresentando brotos regenerados,
maiores que 0,3mm ndo alcancaram valores superiores a 6%. Isso indica que apesar de
proporcionar a formacdo de gemas potencialmente regenerativas ja aos 30 dias de
cultivo, a conversao destas gemas em brotagdes ainda é baixo, numa clara evidencia de
qgue apos a indugao, novos meios e fatores do meio devam ser testados visando aumentar

Figura 1: Aspecto geral dos explantes foliares e internodais de pimenta longa cultivados com BAP
e KIN: explantes internoidais regenerados na presenca de BAP aos 30 dias (A, B); intensa
formacao de gemas regenerativas em entrends aos 70 dias de cultivo com BAP (C); oxidagao de
explantes foliares aos 70 dias com BAP e KIN (D, G); calogénese regenerativa aos 30 dias na
presenca de BAP em explantes internoidais (E); regeneracao de explantes internoidais na
presencga de KIN aos 70 dias (F); enraizamento de explantes internoidais em meio desprovido de
BAP e KIN (I); explantes internoidais com respostas regenerativas na presenga de KIN (H, J).
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