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Resumo: No Brasil a pimenta-do-reino foi introduzida durante o periodo colonial, mais se tornou
importante comercialmente com a participacdo japonesa, apds a introducdo da cultivar Kuching. A
fusariose constitui a mais importante das doencas que resulta em danos a pipericultura, pois influencia
na produtividade nacional. Para auxiliar o programa de melhoramento genético dessa cultura no
CPATU, estratégias biotecnoldgicas, como a microenxertia, estdo sendo empregadas. A microenxertia
€ uma técnica eficiente para obtencdo de material propagativo livre de doencas e com elevada
qualidade genética. Esse trabalho teve como objetivo a obtencdo de um protocolo de microenxertia in
vitro para a pimenta-do-reino, utilizando distinta cultivares dessa espécie. Para confec¢do dos
microenxertos foram feitos combinacdes de porta enxerto e enxerto de cultivares de pimenta-do-reino,
as quais foram cultivadas em meio MS. Os microenxertos foram avaliados quanto a intensidade de
oxidacdo da regido do pegamento e a viabilidade dos mesmos apds seis dias de cultivo. O melhor
resultado foi obtido em meio suplementado com estreptomicina, e polivinilpirrolidona adicionando-se
B-mercaptoetanol nas regides dos cortes dos tecidos e esparadrapo tipo durex por um periodo de uma

semana em condicao de luz.
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Introducéo
No Brasil, a pimenta-do-reino (Piper nigrum) vem sendo cultivada desde o século XVII sendo
introduzida no pais pelos portugueses durante o periodo colonial, tornando-se mais atraente, sob o
ponto de vista comercial, a partir de 1933, quando imigrantes japoneses introduziram a cultivar
Kuching. Sua cultura é de grande relevancia, por ser um produto de exportacdo. Essa especiaria € uma

planta tropical, tipica de clima quente e umido, ficando suscetivel a certas doengas. A produtividade da
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planta depende do gendtipo e da qualidade da muda. Na tentativa de produzir plantas sadias, livres de
patdgenos, a micropropagacado associada a microenxertia, € a forma mais viavel de producéo.

A microenxertia € uma técnica biotecnolégica que permite a producdo de material vegetal com
qualidade fitossanitaria em mudas produzidas in vitro. Todavia, esta sendo aplicada em pimenta-do-
reino, no laboratorio de Biotecnologia da Embrapa CPATU, com as cultivares Balankota, Guajarina,
Cingapura, Alencar e Kotanadan, visando obter plantulas sadias e resistentes os patdgenos do solo. Por
esse motivo, a partir do estabelecimento de um protocolo inicial de microenxertia para essa espécie,
essa técnica serd usada juntamente com piperaceas nativas, resistentes ao Fusarium solani f. sp.
piperis, como porta enxerto de pimenta-do-reino. Para alcancar a meta de ter material livre de
patdgenos e viroses é necessario que haja preparacdo do porta enxerto; preparacdo do enxerto;
enxertia; desenvolvimento in vitro das plantas enxertadas, e transferéncia das plantas para o solo
(Navaro,1988). O sucesso da microenxertia depende dentre outros fatores, do pré-tratamento
(fitorreguladores), com o objetivo de acelerar a cicatrizacdo dos tecidos no ponto de enxertia,
resultando em maior sobrevivéncia dos mesmos. Essa pesquisa se concentrou no desenvolvimento de
estudo preliminares para a obtencdo de um protocolo de microenxertia para essa espécie vegetal, como
mais uma estratégia biotecnoldgica que poderd ser usada para dar suporte ao atual programa de
melhoramento genético da pimenteira-do-reino, visando reduzindo perdas provocadas por doengas que

afetam a produtividade da planta.

Material e Métodos

Frutos maduros foram coletados das variedades: Balankota, Cingapura, Guajarina, Alencar e
Kotanadan, no BAG de pimenta-do-reino da Embrapa Amazonia Oriental e de areas produtoras do
Municipio de Tomé-Acu, PA, para a montagem dos experimentos. Primeiramente, os frutos foram
tratados, visando reduzir contaminagdes antes da inoculagéo in vitro das sementes. Esse tratamento
consistiu de desinfestacdo, despolpamento dos frutos e assepsia das sementes.

As sementes foram inoculadas individualmente, em tubos de ensaio de 10x2 cm contendo 10 mL
de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) autoclavado, constituido de sais e vitaminas MS, 3% (p/v) de
sacarose, pH 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem, e solidificado com 0,8% (p/v) de &gar. Depois de serem
inoculadas, as sementes foram colocadas para germinar em ambientes controlados, durante um periodo
3 meses antes da utilizagdo das plantulas para a confeccdo dos microenxertos. Para esse estudo foram

feitos 6 combinagdes de enxerto e porta enxerto: Cingapura x Balankota, Balankota x Guajarina,
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Guajarina x Cingapura, Guajarina x Kotanadam, Alencar x Balankota e Balankota x Cingapura.

Nas plantulas germinadas das variedades acima, foram retiradas as partes foliares e radiculares.
As plantulas que serviram como porta enxerto sofreu um corte no sentido horizontal nos hipocdtilos, e
as que foram usadas como copa sofreu um corte em bisel. Depois de feitos os cortes, em ambas as
cultivares, adicionou-se, na regido dos cortes, gotas de antioxiadantes por 20 seg, previamente
autoclavados, visando reduzir as oxidacGes dos tecidos nessa regido. Depois de obtido os
microenxertos, colocaram-se ao redor da leséo fita adesiva para juntar as duas partes das plantulas. Em
seguida, introduziu-se 1 microenxerto por tubo de ensaio. Todos 0s microenxertos foram colocados em
sala de crescimento consistindo de fotoperiodo luminoso de 16 h e irradiancia de 50 umol.rn‘z.s‘1 sob
temperatura de 25 + 2°C. Os microenxertos foram avaliados, quanto a oxidacdo e viabilidade dos
mesmos, sendo os resultados apresentados em forma de porcentagens.

Para a obtencdo os estudos de obtencdo dos microenxertos, foram considerados os seguintes
tratamentos:

Tratamento 1 — cultivo dos microenxertos em meio MS, e adicdo de acidos ascoérbico e citrico,
150 mg.L™ cada, nas regides dos cortes dos tecidos vegetais. A regido de pegamento foi selada com
esparadrapo tipo durex por um periodo de 1 més em condi¢es de luz.

Tratamento 2 - cultivo dos microenxertos em meio MS contendo sulfato de estreptomicina 100
mg.L™, e adicdo de 4cidos ascérbico e citrico nas regido dos cortes, 150 mg.L™ cada. A regido de
pegamento foi selada com esparadrapo tipo durex por um periodo de 1 més em condigdes de luz.

Tratamento 3 - cultivo dos microenxertos em meio MS contendo estreptomicina 100 mg.L™,
polivinilpirrolidona 2 g.L™, e adicdo de p-mercaptoetanol 0,04% (v/v) nas regifes dos cortes dos
tecidos. A regido de pegamento foi selada com o esparadrapo do tipo durex por um periodo de uma

semana em condicdes de luz.

Resultados e Discusséo
Apos a inoculacdo de 10 microenxertos para cada tratamento, totalizando 30 microenxertos, 0s
resultados foram avaliados depois de seis dias de cultivo. No tratamento T1, ndo se obteve
microenxertos viaveis, devido a dificuldade na confeccdo dos microenxertos (Tabela 1). Em relacéo a
oxidacéo, foi observado que 100% dos microenxertos oxidaram na regido de pegamento, com adicéo
acido ascorbico e acido citrico. No tratamento T2, observaram-se os melhores resultados com relagéo a

viabilidade dos microenxertos, obtendo-se 50% de microenxertos viaveis e com oxidagdo de 70% de
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todos os microenxertos confeccionados (Tabela 1), sendo considerada alta a oxidacdo na regido do
pegamento com uso de &cidos ascorbico e citrico; enquanto o tratamento T3 obteve-se 40% de
viabilidade do microenxertos, e 70% de oxidacdo da regido de pegamento. Nesse ultimo tratamento,
foi observada oxidagdo moderada, provavelmente devido a adi¢do de PVP no meio MS e o uso de B-
mercaptoetanol nas regides dos cortes, ao inves das solucbes de acidos citrico e ascorbico, mostrando-

se como o melhor resultado até o momento.

Tabela 1 Efeito dos tratamentos no desenvolvimento da copa e oxidacdo da regido de pegamento dos microenxertos de
pimenta.

Tratamentos N° de microenxertos viaveis Oxidacéo da regido de
pegamento
T1 0% 100%
T2 50% 70%
T3 40% 70%

T1 (meio MS, uso de solugdes de éacidos ascorbico e citrico, nas regides dos cortes dos tecidos vegetais, e uso de
esparadrapo ou um periodo de 1 més).

T2 (meio MS contendo sulfato de estreptomicina, uso de solucfes de acidos ascorbico e citrico, nas regides dos cortes, e
uso de esparadrapo por um periodo de 1 més).

T3 (meio MS contendo estreptomicina e polivinilpirrolidona, uso de B-mercaptoetanol nas regides dos cortes dos tecidos, e
esparadrapo por um periodo de uma semana).

Concluséo
Os resultados mostraram a possibilidade de obtencdo de microenxertos para a pimenta-do-reino,
tornando mais uma opcdo biotecnoldgica para dar suporte ao programa de melhoramento genético
dessa espécie. Nesse trabalho, os melhores resultados foram obtidos em meio suplementado com
estreptomicina e polivinilpirrolidona, uso de B-mercaptoetanol nas regides dos cortes dos tecidos e

esparadrapo tipo durex por um periodo de uma semana em condicéo de luz.
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