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Resumo: O Brasil é o quarto maior produtor e exportador de pimenta-do-reino no mundo, sendo o
Pard o maior produtor nacional. A doenca fusariose resultou em perdas significativas a pipericultura
nacional, levando a realizagdo de muitos estudos na tentativa de minimizar o problema. A cultura de
tecidos tem sido considerada promissora, visto possibilitar a propagacao de plantas sadias para serem
inseridas em programas de melhoramento genético. Entretanto, existe a dificuldade de obtencdo de
plantulas dessa piperacea durante todo o ano, devidas o tempo necessario para floracao, frutificacdo e
amadurecimento dos frutos. Portanto, esse trabalho teve objetivo avaliar o efeito de fitorreguladores no
cultivo in vitro de embribes maduros de duas cultivares de pimenta-do-reino, Bragantina e Guajarina.
Apobs 82 dias de cultivo dos embrides em meio de cultura contendo BAP, AIA ou TDZ obteve-se
plantulas de pimenta enraizadas. Os melhores resultados foram obtidos com os explantes cultivados
em meio contendo BAP, enquanto que o cultivo em meio contendo TDZ resultou em plantas mal

formadas. Os maiores indices de oxidagao foram observados para os explantes de Bragantina.
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Introducéo

A pimenta-do-reino (Piper nigrum), originaria da india, vem sendo cultivada no Brasil por cerca
de 6000 anos. Foi introduzida no Brasil pelos portugueses durante o periodo colonial, desde o século
XVII. Supde-se que as primeiras cultivares introduzidas tenha sido clones das cultivares Balonkotta e
Kaluvally, cultivadas em pequena escala para consumo domeéstico. A cultura tornou-se mais atraente,
do ponto de vista comercial, a partir da introducdo da cultivar Kuching pelos imigrantes japoneses em
1933, recebendo o0 nome de Cingapura (Duarte e Albuquerque, 1999).

A fusariose constitui-se na mais importante das doengas, pois influéncia de forma significante

longevidade das plantas, reduzindo o ciclo produtivo e afetando diretamente a producédo (Poltronieri et
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al.,1999). Nesse sentido, a cultura de tecidos tem sido amplamente empregada por resultar na obtencéo
de plantas sadias, entretanto existe a limitacdo de trabalho devido ao periodo de fornecimento de
material vegetal da pimenteira para ser introduzido in vitro. Portanto, esse trabalho tem por objetivo
avaliar o desenvolvimento de embrides zigéticos, obtidos a parti das sementes maduras, em meios
suplementados com diferentes tipos de fitorreguladores, visando a obtencdo de plantulas de pimenta-

do-reino in vitro.

Material e Métodos

Para realizar esse estudo, embrides zigéticos foram isolados de sementes maduras de duas
cultivares de pimenta-do-reino, Bragantina e Guajarina, obtidas do BAG da Embrapa CPATU.
Primeiramente os frutos foram desinfetados com agua corrente, detergente e hipoclorito de sodio, e em
seguida foram despolpados com as méos. Com o objetivo de intensificar o processo de desinfestagao
das sementes, foram incubadas com hipoclorito sédio a 0,5% (v/v) a 37°c por 14h. Depois se procedeu
com a assepsia das sementes em camara de fluxo laminar, adicionando-se etanol 70% (v/v), por 1min,
seguido de hipoclorito s6dio comercial a 1,25% (v/v), contendo tween 20 a 0,1% (v/v), durante 15
min. Em seguida, a etapa de assepsia foi concluida com 5 lavagens das sementes em &gua destilada
autoclavada por 20 seg.

Para a montagem dos experimentos foram testados trés fitorreguladores: BAP (6
benzilaminopurina), TDZ (thidiazuron) ou AIA (4cido 3-indol acético) a 1mg.I"* em cada tratamento.
Esses fitorreguladores foram adicionados ao meio MS (Murashige e Skoog, 1962), contendo sacarose
a 3%, solidificado com 0,8% (p/v) de agar em pH acertado para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem.

Os embrides zigoticos, foram isolados da regido micropilar das sementes, com o auxilio do
bisturi, e inoculados em frascos de 250 ml contendo 30 ml do meio de cultivo suplementado com um
dos fitorreguladores. Esses explantes foram cultivados em sala de crescimento sob temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 16h e irradiancia de 50 pmol. m2.s™. O comportamento dos embrides foi
monitorado durante 82 dias, sendo avaliada quanto a oxidacao, germinacdo dos embrides, formacéo de
folhas e enraizamento das plantulas.

Os resultados foram avaliados por meio de um DIC, com quatro repeticdes. A analise de
variancia foi feita utilizando o programa ESTAT, seguida de teste de Turkey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Resultados e Discussao

Ap0s a inoculacdo dos embribes zigdticos nos frascos, os primeiros resultados foram obtidos
com 22 dias de cultivos. Apds 82 dias de cultivo, os embrifes colocados para germinar nos meios de
cultura com adicdo de BAP, resultaram na inducdo de calos na regido do tecido do endosperma,
seguido da germinacdo de 50% dos embrides.

Os explantes germinados em meio contendo AIA resultaram na inducdo de calos nos tecidos do
endosperma, seguido do surgimento das raizes e germinacdo de 18,75% dos embrides; enquanto 0s
embrides introduzidos nos meios contendo TDZ resultaram na inducdo de calos, seguido da
germinacdo de 48,75% dos embrides zigoticos. Entretanto, para o regulador TDZ foram observadas a
germinacdo dos embrides e a formacdo de plantulas mal formadas. Os resultados de germinacdo foram
feitos através da média do somatdrio dos embrides das duas cultivarem em estudos.

Os resultados estatisticos mostraram que ndo houve diferenca significativa nas médias do
surgimento de folhas entre os dois tratamentos TDZ e BAP, sendo estes tratamentos considerados

superiores em relacdo ao cultivo dos embrides zigdticos em meio suplementado com AlA (Tabela 1).

Tabela 1 Avaliagdo do surgimento de folhas em plantulas obtidas a partir dos embrides de pimenta-do-reino cultivados em
meio contendo diferentes fitorreguladores apds 82 dias de cultivo. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo
teste de Turkey a 5% de significancia.

Tratamentos Médias do N°. de folhas
TDZ 5,08 a
BAP 443a
AlA 0,91b

Devido a ma-formacdo nas folhas das plantulas em meio contendo o fitorregulador TDZ, esse
tratamento mostrou-se ineficaz para a obtencédo de plantulas, sendo o fitorregulador BAP considerado a
melhor condicdo para a obtencdo de plantulas para as duas cultivares em estudo. Observou-se o
enraizamento das plantulas ap6s a formacéo de folhas, com 13% para cultivar Bragantina e 10% para a
cultivar Guajarina, em meio contendo BAP, assim como 5% para a cultivar Bragantina e 25% para a
cultivar Guajarina nos meios contendo AlA; enquanto as plantulas cultivadas em TDZ resultou em 0%
e 18% de enraizamento para as cultivares Bragantina e Guajarina, respectivamente.

A andlise estatistica da média de formacéo de folhas entre as cultivares ndo mostrou diferenca
significativa para as duas cultivares, entretanto, a cultivar Bragantina apresentou maiores indices de

oxidag&o nos tecidos que a cultivar Guajarina (Tabela 2).
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Tabela 2 Avaliacdo das cultivares de pimenta-do-reino quanto a médias de oxidacdo dos embrides e o surgimento de folhas

apos 82 dias de cultivo. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Turkey a 5% de significancia.

Cultivares Oxidacdo Médias do N°. de folhas
Bragantina 33la 3,02a
Guajarina 0,47hb 3,93 a

Com relagdo a oxidacdo dos embrides ziglticos durante o periodo de cultivo, ndo houve
diferenca significativa entre as médias de oxidacdo dos mesmos entre as cultivares avaliada.
Entretanto, o regulador que resultou em maior média numérica de oxidacdo foi a AIA quando

comparado aos demais fitorreguladores (Tabela 3).

Tabela 3 Avaliacdo da oxidagdo dos embrides de pimenta-do-reino em meio contendo diferentes fitorreguladores apds 82
dias de cultivo. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Turkey a 5% de significancia.

Tratamentos Médias
TDZ 1,39 a
BAP 2,03a
AlA 2,18a

Concluséo

O trabalho mostrou a possibilidade de obtencdo de plantulas enraizadas a partir de embribes
zigoticos isolados de sementes maduras. Dentre os trés fitorreguladores utilizados nesse estudo o BAP
foi o que apresentou os melhores resultados para obtencao de plantulas para as cultivares Bragantina e
Guajarina. A cultivar Guajarina apresentou os melhores resultados para o surgimento de folhas e

enraizamento de plantulas quando cultivada em meio contendo AIA, em relacdo a Bragantina.
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