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GERMINACAO IN VITRO DE DIFERENTES CULTIVARES DE PIMENTA-
DO-REINO (Piper nigrum L.)
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Resumo

A pimenta-do-reino € um dos
principais produtos agricola de
exportacao do Estado do Para. Porém, a
ocorréncia de viroses e principalmente, a
fusariose tem dizimado grandes areas de
plantio e reduzido o ciclo da cultura.
Outro entrave € a caréncia de mudas
certificadas, levando os agricultores a
utilizarem mudas de ma qualidade.
Novas cultivares tém sido lancadas e
meétodos eficientes de propagacdo de
plantas estdo sendo otimizados. Este
trabalho teve por objetivo descrever a
germinacdo in vitro de sementes de
guatro cultivares de pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.). Os frutos das cultivares
Karimunda; Bragantina (frutos de quatro
plantas); Guajarina; e Apra foram
coletados e no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Amazbnia
Oriental foram submetidos a assepsia
para em seguida, as sementes serem
inoculadas em meio MS. As andlises
foram aos 30, 37, 50, 60, 67 e 80 dias de
cultivo. As cultivares estudadas s&o
vidveis para germinacdo in vitro com
destaque para Bragantina e Apra.

Palavras-chave: Germinacao in vitro,
cultivares de pimenta-do-reino.

Area do conhecimento: Area: Ciéncias
Bioldgicas; Sub Area: Botanica; Linha de
pesquisa: Reproducao Vegetal.

Introducao

A pimenta-do-reino € um dos
principais produtos agricola de
exportacdo do Estado do Para com mais
de 30 mil hectares de area plantada e
mais de 48 milhBes de pés, os quais
precisam ser renovados em média a
cada seis anos. Isto se deve basicamente
a ocorréncia de viroses e principalmente
da fusariose que tem dizimado grandes
areas de plantio e reduzido o ciclo da
cultura. Tem sido um desafio o controle
da doenca, pois o material genético
disponivel da espécie, Piper nigrum L.,
tem uma estreita variabilidade genética e
ndo apresenta genes que expressem
mecanismos de resisténcia a infeccédo do
agente patogénico Fusarium solani f. sp.
piperis (Duarte & Albuquerque, 1999),
tornando a doenca um fator de risco no
empreendimento da pipericultura no
Brasil.

A cultura da pimenta-do-reino
desde a sua introdugcdo no Brasil na
década de 1930 tem sido suporte
econdmico de pequenos e grandes
produtores da regido amazoénica. O Para
produz cerca de 94% da pimenta-do-
reino exportada pelo Brasil
(Producéo...2004) e nos primeiro seis
meses de 2004, o Brasil exportou 14.633
toneladas de graos de pimenta-do-reino,
gerando recursos de U$ 22.147.736,00
(ESTATISTICA...2004).

A falta de mudas certificadas tem
levado os agricultores a utilizarem mudas
de ma qualidade, com conseqiéncias
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preocupantes na formacdo de pimentais,
fadados a ter cada vez mais o ciclo
econdmico produtivo reduzido. Novas
cultivares tém sido lancadas e métodos
eficientes de propagacdo de plantas
estdo sendo otimizados para producao
de mudas vigorosas em grande
proporcdo, tecnologia esta, pronta para
ser adotada por produtores. Ha
necessidade de métodos eficientes de
propagacdo de plantas vigorosas e
sadias das cultivares recomendadas para
cultivo visando a revitalizacdo das
plantas matrizes.

Com base nas consideracdes
precedentes, este trabalho teve por
objetivo descrever a germinagao in vitro
de sementes de quatro cultivares de
pimenta-do-reino  (Piper nigrum L.)
visando o aproveitamento dessas plantas
para a multiplicagdo in vitro e avaliagdo
das progénies geradas dentro do
programa de melhoramento genético.

Material e Métodos

Os frutos de pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.), provenientes do
municipio de Baido/Para, das cultivares
Karimunda; Bragantina (frutos de quatro
plantas); Guajarina; e Apra foram
coletados e no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Amazbnia
Oriental — Belém/ Para, as sementes
foram introduzidas in vitro para producao
de plantulas.

Para isso, inicialmente os frutos no
estadio maduro de coloracdo amarelo e
vermelho, foram coletados e submetidos
a pré-assepsia a qual constou de:
despolpamento das sementes, lavagem
em agua corrente com detergente liquido,
imerssdo em solugdo de hipoclorito de
sédio (NaClO) a 1,5% durante a noite por
cerca de 12 horas em estufa a 40°C.

Na sequéncia, as sementes de
cada cultivar foram imersas em solucao
de derosal a 0,2% e sob camara de fluxo
laminar asséptica submetidas a solugao
de alcool a 70% (v/v) por um minuto e em

solucdo de NaClO a 1,5% (v/v) por 15
minutos, lavagens por cinco vezes em
agua destilada autoclavada, e imersao
em solugéo de sulfato de streptomicina
500 mg.L? por cinco minutos. As
sementes foram transferidas para placas
de Petri esterilizadas, e em seguida
inoculadas em frascos contendo meio de
cultura basico MS (Murashige & Skoog,
1962), com 0,17 g.L™* de NH,PO,4, 3% de
sacarose, vitaminas, e 0,2 % de phytagel.
A incubacao foi realizada nas condigbes
de 25 + 3° C de temperatura, sob
fotoperiodo de 16 h.uz.dia-', com
intensidade de luz de cerca de 3.000 lux
proporcionada por trés |ampadas
fluorescentes brancas de 20 w.

Os dados tomados aos 30, 37, 50,
60, 67 e 80 dias de cultivo foram quanto
as sementes intumescidas em nivel do
embrido (INE), emissdo de radicula
(ERD), emissao da raiz principal (ERP),
emissao do hipocétilo (EHP), emissao de
cotilédones (EC) e plantula formada (PF),
respectivamente. Os dados foram
analisados quanto a percentagem de
respostas das sementes das diferentes
cultivares de Piper nigrum L. em relacao
a cada variavel citada anteriormente a
partr do numero de sementes
inoculadas.

Resultados e Discusséo

O primeiro passo no processo de
germinacao de sementes de pimenteira-
do-reino € o intumescimento do embrido
para em seguida desencadear todo o
processo de diferenciacdo até a
formacéo da plantula. De acordo com as
variaveis analisadas e expressas na
Tabela 1 e Figura 1, aos 30 dias ap6s a
inoculacdo das sementes  foram
observadas em todas as cultivares
intumescimento em nivel do embrido.
Houve desenvolvimento inicial,
destacando-se a cultivar Bragantina
(planta 1lI) com 79% seguida da cultivar
Apra com 77% das sementes
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intumescidas indicando o0 inicio do
processo de germinacao.

Uma semana apdés a primeira
observacdo analisou-se a emissao de
radicula, sendo observado que 58% das
sementes da cultivar Apra apresentavam
essa resposta e 47% das sementes da
cultivar Bragantina (planta V),
evidenciando que ha diferenca na
diferenciacao dos estadios de
germinacao entre as cultivares e mesmo
dentro da cultivar Bragantina. Entretanto,
houve uma tendéncia de manter a
mesma performance nos estadios
subseqientes de germinacdo para as
cultivares que entraram primeiro no
processo de germinacao.

A emissdo do hipocotilo foi
observa aos 60 dias apoOs inoculacao.
Nesta, as cultivares Apra e Bragantina
(planta 1ll) apresentaram a mesma
porcentagem em relacdo ao parametro
analisado, ou seja, trinta e sete por cento
de resposta. Nesta fase, ja se observava
0 inicio do surgimento de cotilédones em
poucas plantulas, porém estes s6 foram
analisados aos 67 dias mostrando que a

cultivar Bragantina (planta Ill) apresentou
36% de plantulas com cotilédones.

Durante as avaliacGes, observou-
se que houve uma queda nos resultados
de alguns itens analisados. Isto pode ser
notado quando as cultivares que se
mostraram com maior porcentagem de
desenvolvimento durante a primeira
avaliacdo, ou seja, nas cultivares
Bragantina (planta Ill) e Apra, que aos 30
dias apresentaram 79 e 77%
respectivamente, de sementes
intumescidas, aos 37 e 50 dias a cultivar
Bragantina (planta 1ll) ndo apresentou os
melhores resultados, o0 mesmo ocorreu
com Apra aos 67 dias. Dessa forma,
pode-se dizer que o desenvolvimento nos
estadios intermediarios de formacédo de
plantula ndo ocorreu de maneira
gradativa para as cultivares analisadas.
Porém, as duas cultivares que
apresentaram mais sementes
intumescidas aos 30 dias foram as que
tiveram as maiores percentagens aos 80
dias, 52% Apra e 51% Bragantina (planta
[Il) de formagé&o de plantulas.

Tabela 1. Percentagem de respostas de sementes de plantas de quatro cultivares de
pimenta-do-reino a diferentes estadios na germinacao in vitro apés 30 a 80

dias da semeadura, 2009.

INE ERD ERP EHP EC PF
CULTIVARES ) . ) . ) .
30dias 37dias 50dias 60dias 67 dias 80dias

Karimunda 60 43 30 32 25 33

Guajarina 46 39 31 25 25 24

Apra 77 58 48 37 31 52

Bragantina (planta I) 55 35 32 22 20 40

Bragantina (planta II) 64 45 33 35 35 38

Bragantina (planta IIl) 79 33 41 37 36 51

Bragantina (planta V) 67 47 40 27 25 33
INE -  sementes intumescidas em nivel do embrido

ERD - emisséo de radicula
ERP - emissao da raiz principal
EHP - emisséo do hipocétilo
EC - emissao de cotilédones
PF - plantula formada

MOURA et al (2008), estudando
concentracbes de citocinina e carvao
ativado na micropropagacao de pimenta-

do-reino, somente apos trés meses da
germinacdo in vitro das sementes de
obteve plantulas doadores de apices
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caulinares, os quais foram retirados e
inoculados em meio contendo sais e
vitaminas de MS para regeneracao.

Isso nos mostra que o0 processo de
germinacdo  continua ocorrendo e
plantulas podem ser desenvolvidas com
mais de 90 dias apds a semeadura, pois
aos 80 dias, apenas duas -cultivares

(Apra e Bragantina) desenvolveram
plantulas acima de 50% das sementes
inoculadas, as outras ndo chegaram a
atingir 50% (Guajarina e Karimunda)
indicando que as mesmas tem processo
completo de germinacdo tardio, pois
entraram em processo inicial de
germinacao.

Germinacéo in vitro de Sementes de Pimenta-do-Reino

90

—e— Karimunda

80
RN

—=— Bragantina (Planta I)

60 N

X Guajarina

N N\

%

/ Bragantina (planta If)
»

—— Apra

20 > ———" W

—e— Bragantina (planta IV)

20 \l\

—— Bragantina (planta Ill)

10

30 dias | 37 dias | 50 dias | 60 dias | 67 dias | 80 dias

INE ERD ERP EHP

EC PF

Figura 1. Formacdo de plantulas a partir de sementes de sete plantas de quatro
cultivares provenientes de Baido - Pard avaliadas até 80 dias ap6s a

inoculacao, 2009.

Considerando Nambiar et al.
(1978), a propagacdo por sementes é
adotada basicamente em programas de
melhoramento. A viabilidade da semente
€ perdida rapidamente e a germinacéo
ocorre desde os 15 aos 90 dias ap0s
semeadura dependendo de cultivares e
condi¢Bes de cultivo.

Dessa forma, é possivel que
algumas sementes tenham perdido sua
viabilidade, justificando ainda a

percentagem alcancada aos 80 dias.
Porém, mesmo ap6s 90 dias apds a
semeadura, as sementes ainda podem
apresentar respostas em relacdo a
germinacdo, aumentando desta forma o
namero final de plantulas formadas.

A Figura 2 mostra as fases de
germinacao de sementes de pimenta-do-
reino que foram analisadas durante o
estudo.
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Conclusodes

As cultivares mostram viabilidades
variaveis no processo de germinagdo in
vitro, mesmo entre cultivares e dentro de
plantas da mesma cultivar. As cultivares
Bragantina (planta 1lI) e Apra formam
plantulas acima de 50% apds 80 dias.

As andlises devem ser estendidas a
fim de se obterem respostas sobre a real
viabilidade de germinacdo das sementes.
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