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Resumo

A pimenta longa (Piper hispidinervum) € rica em safrol, 6leo essencial importante economicamente,
como fixador de fragrancias, inseticidas naturais. O cultivo in vitro fornece plantas de forma massal e o
uso do sistema dupla fase pode aumentar a produtividade, bem como, reduzir custos de producdo de
mudas. Este trabalho teve como objetivo testar a eficiéncia do cultivo dupla fase nesta espécie. Foram
coletadas sementes de plantas adultas localizadas no BAG da Embrapa Acre, estas foram submetidas a
desinfestagdo e posteriormente foram inoculadas em frascos, contendo meio de cultura WPM e mantidas
em sala de crescimento. Apds 60 dias foram retirados segmentos nodais dessas plantulas e inoculados em
formulagio salina WPM 50% em meio solido contendo 6 gL' de Agar, 30 gL' de sacarose e
suplementado com 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg.L'1 de 6-benzilaminopurina (BAP); apés 30 dias foram
adicionados 10 mL de meio liquido WPM 50% isento de reguladores. O sistema semi-solido
(convencional) foi organizado com as mesmas concentracdes, porém ndo recebeu acréscimo de meio
liquido. Apds 60 dias, os maiores percentuais de crescimento foram observados no sistema semi-solido,
com 0,62 cm de parte aérea no tratamento com 0,0 mg.L"' de BAP, o numero de nés por broto também foi
superior com 1,54 nos por broto. Pelos resultados apresentados verificamos que o sistema dupla fase nao
foi superior ao convencional. O uso de regulador de crescimento induziu a formacdo de calos e gerou
baixo desenvolvimento em todas as caracteristicas analisadas.

Palavras-chave: Sistema semi-sélido; in vitro regeneracao; regulador de crescimento

Abstract

Long pepper (Piper hispidinervum) is rich in the essential oil, safrole, which is economically-important as
fixer of fragrances and natural insecticides. In vitro culture can mass-produce plants and the use of a
'double-phase' system can increase the productivity, as well as reduce costs of seedling production. The
aim of this work is to test the efficiency the 'double-phase’ culture system in this species. Seeds of adult
plants located in the BAG of Embrapa Acre were collected, disinfected, and inoculated in an assay tube
with a WPM medium, and kept in a grow room. After 60 days the nodal segments of these plantlets were
removed and inoculated in a semisolid WPM medium with a 50% saline formularization with 6 g.L" of
Agar, 30 gL of sucrose and supplemented with 0.0; 0.5; 1.0 and 2.0 mg. L of 6-benzilaminopurina
(BAP). After 30 days, 10 mL of liquid WPM medium, 50% free of regulators, was added. The semisolid
system (conventional) was organized with the same concentrations, but did not receive the additional
liquid medium. After 60 days, the highest growth percentiles were observed in the semisolid system, with
0.62 cm of the aerial part in a treatment with 0.0 mg. L™ of BAP, the number of nodes per shoot was also
superior with 1.54 nodes per shoot. Through these results, we verified that 'double-phase' system was not
superior to the conventional system. The use of growth regulator induced the formation of callus and
generated low development in all analyzed characteristics.

Keywords: semisolid system; in vitro regeneration; growth regulator

Introducio
A Floresta Amazonica € considerada a ultima grande 4rea de floresta tropical imida relativamente
intacta do mundo, quando comparada com o grau de degradacdo e fragmentacdo das florestas tropicais
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umidas asiaticas e africanas (WHITMORE, 1997). Entretanto, o tipo de ocupagdo que atualmente se
desenvolve na Amazodnia ndo indica um futuro promissor em termos de conservagdo da biodiversidade.

A crescente demanda por produtos naturais, assim como sua importdncia no contexto
econdmico, tem despertado grande interesse de pesquisadores e produtores, dentre as quais se destacam
as plantas medicinais e as aromaticas. A utiliza¢dao de 6leos essenciais de plantas tropicais como matéria-
prima para a indlstria abre perspectivas de crescimento, tanto no mercado nacional quanto no
internacional, possibilitando, assim, o aproveitamento destes produtos em prol do desenvolvimento da
regido (SILVA, 2000). A pimenta longa (Piper hispidinervum), dentre esses produtos, tem uma grande
importancia estratégica e econdmica, devido a presenca do 6leo essencial rico em safrol. Esta pode ser
explorada de forma nao-destrutiva, haja vista que o 6leo concentra-se nas folhas. Esta espécie pode ser
uma alternativa para o aproveitamento de areas desmatadas ou antropizadas, devido sua rusticidade e
facilidade do manejo cultural. Possui alta capacidade de rebrota apos os cortes, fazendo do seu cultivo
uma atividade perene e ecologicamente correta, tendo a vantagem em relagdo as outras culturas de
dispensar a necessidade de novos plantios a cada ano (FIGUEIREDO et al, 2004a; BERGO et al., 2005).

A pimenta longa ¢ uma espécie nativa da Amazonia Ocidental brasileira encontrada somente no
Vale do rio Acre (LOPES et al., 2001). Esta espécie apresenta altos teores de safrol contido no 6leo
essencial, (cerca de 85 a 97%), com rendimento de 6leo na biomassa seca de 3 a 4%, em média. No
Estado do Acre, esta espécie surgiu como alternativa promissora para as comunidades tradicionais, no que
se refere & melhoria de renda, qualidade de vida e conservagdo do ambiente, através da diminui¢cdo da
pressao sobre as areas de floresta.

Diversos estudos coordenados pela Embrapa Acre foram realizados na década de 90 com a
pimenta longa, por ser uma espécie nativa nao domesticada. Entre os resultados obtidos, esta a defini¢ao
de um sistema de produgdo para esta cultura, o qual vem sendo empregado com algumas adaptacdes até
os dias atuais, porém por um nimero muito reduzido de produtores que a cultivam.

A érea atual com o cultivo da pimenta longa no Estado do Acre estd em torno de 20 hectares,
distribuidos nos municipios de Rio Branco, Senador Guiomard e Brasiléia. Mas a crescente demanda e
procura por informagdes, sementes de qualidade, assisténcia técnica e outras questdes relacionadas com o
cultivo da pimenta longa, junto a Embrapa Acre nos dias atuais, demonstram que essa cultura pode
alcancar lugar de destaque no cendrio agricola do Estado. Entretanto, como ¢ uma planta em fase de
domesticacao, torna-se necessario o aperfeigcoamento do sistema de producao desta cultura.

Dentro do contexto do sistema de producdo da pimenta longa, o corte da biomassa, a producao
de mudas por propagagdo vegetativa e o consorcio com outras culturas ndo estdo bem definidos. A
propagacao por sementes, devido a polinizacao cruzada e a falta de variedades melhoradas desta espécie,
causa uma grande segregacdo entre as plantas, ocasionando a formacdo de plantios heterogéneos, com
plantas excelentes, entremeadas por aquelas de baixa produtividade e improdutivas. A propagacao
vegetativa apresenta vantagens na manutencdo de material com boas caracteristicas agronomicas,
favorecendo a multiplicacdo de plantas produtivas e tolerantes a pragas e a doencgas, podendo haver uma
constancia também de producdo de 6leo no caso da pimenta longa.

As técnicas da propagacgdo in vitro, ou micropropagacdo, permitem a producdo massal de
individuos com caracteristicas genéticas desejaveis, com alto padrao de sanidade das mudas (GEORGE,
1993). Segundo Merkle & Nairn (2005), a biotecnologia florestal empregada para espécies tropicais
poderd aumentar a disponibilidade de biomassa nas 4reas manejadas, reduzindo a pressdo de degradacao
nas florestas nativas.

O sistema de multiplicacdo dupla-fase ainda ¢ pouco utilizado, mas ja apresentou aumento na
eficiéncia da multiplicagdo de pereira japonesa ‘Hosui’, promovendo maior nimero de brota¢des por
explante e maior massa fresca das brotagdes que o cultivo em meio semi-solido (KADOTA et al., 2001).
Em estudos com porta-enxerto de pereira, Moraes et al. (2004) obtiveram elevadas taxas de multiplicagao
de brotos (16,8 brotos/explantes) em sistema dupla-fase com meio MS suplementado com BAP (6,7uM) e
AIB (0,5uM). De modo semelhante, Machado et al. (2004) estudando a multiplicacao in vitro de porta-
enxerto de macieira obtiveram melhores resultados em meio dupla-fase do que em meio semi-solido.

Os estudos sobre micropropagacao de pimenta longa ainda sdo incipientes, ¢ o uso de diferentes
sistemas de cultivo in vitro pode aumentar a produtividade, bem como, reduzir custos de producio de
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mudas. Este trabalho teve como objetivo principal testar o sistema dupla-fase na propagacao in vitro de
Piper hispidinervum C. DC.

Material e Métodos

Foram utilizadas para esse experimento sementes de plantas adultas de Piper hispidinervum
C.DC. localizadas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Acre, Rio Branco, Acre. Estas
foram armazenadas em refrigerador em frascos vedados apds a coleta. Os experimentos foram
desenvolvidos no Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular (LABMOL) da Embrapa Acre.

Para assepsia das sementes, estas foram lavadas com detergente e agua corrente. Posteriormente,
foram submersas por um minuto em &alcool 70% e desinfestadas em cdmara de fluxo laminar com
hipoclorito de sédio (2,5%) por 30 minutos. Apds a desinfestagdo realizou-se a triplice lavagem em agua
destilada e autoclavada. Em seguida, as mesmas foram inoculadas em frascos de 250 mL, contendo 30
mL de meio de cultura Wood Plant Medium — WPM (LLOYD e MCCOWN, 1981), submetidas a
concentragdo salinas de 50%.

As sementes desinfectadas foram para a germinacdo e crescimento inicial in vitro. Os
experimentos de multiplicagdo de brotos em sistema dupla-fase (liquido - geleificado) foram realizados
com segmentos nodais oriundos destas de plantulas germinadas.

Para o sistema dupla-fase, os segmentos nodais foram cultivados por 30 dias em meio de cultura
solido com formulagio salina de WPM (LLOYD e MCCOWN, 1981), com 30 g.L"' de sacarose, 6 g.L™!
de Agar, suplementado com 0; 0,5; 1,0; e 2,0 mg.L"' de 6-benzilaminopurina (BAP). Apés 30 dias em
cultivo so6lido, os mesmos tratamentos receberam adicdo de 10 mL de meio de cultura liquido WPM
isento de regulador de crescimento. O sistema semi-sélido (convencional) foi organizado com o uso de
meio de cultura WPM (LLOYD e MCCOWN, 1981) em meio solido, com 30 g.L" de sacarose, 6 g.L"' de
Agar, suplementado com 0; 0,5; 1,0 ¢ 2,0 mg.L'1 de BAP, sendo que este ndo recebeu acréscimo de meio
de cultura liquido.

Para cada tratamento foram utilizadas seis repeti¢des, sendo cada repeticdo composta por um
frasco contendo cinco explantes. As avaliagdes foram realizadas aos 60 dias, consistindo nos seguintes
dados: ntimero de brotos regenerados (NB), nimero de nds por broto (NN) e comprimento da parte aérea
(CPA).

O meio de cultura WPM utilizado nos experimentos foi preparado no laboratério e suplementado
com 4gar (6 gL™) e sacarose (30 gL"'), com uso de reguladores de crescimento em diferentes
concentragdes. Os reguladores de crescimento foram dissolvidos em NaOH 0,1M e solubilizados em agua
destilada. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, pela adi¢ado de NaOH 0,1M ou HCI
0,1M.

Apo6s serem preparados, os meios de cultura foram distribuidos em frascos de 250 mL, fechados
com tampa de polipropileno e autoclavados por 15 minutos a 1,1Kgf/cm?, em temperatura de 120 °C.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura controlada de 25+2° C,
dispondo de lampadas fluorescentes Philips TDL (38umol.m™.s™) expostas ao fotoperiodo de 16h de luz.

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado, em esquemas
fatoriais e avaliados utilizando-se a Analise de Variancia (ANOVA), com a separacdo de médias pelo
teste SNK com p<0,05 (SOKAL e ROHLF, 1995) utilizando-se o programa computacional SISVAR.

Resultados e Discussao

Os experimentos de multiplicagdo de brotos em sistema dupla-fase (liquido-geleificado) foram
realizados com segmentos nodais de plantulas germinadas in vitro. A multiplicacdo de brotos ocorreu em
ambos os tratamentos avaliados (dupla-fase e semi-s6lido). Os resultados para o estabelecimento in vitro
sao apresentados na Tabela 01. Verificou-se que para todos os parametros fitotécnicos avaliados os
melhores valores foram observados na auséncia de BAP. Além disso, o uso do regulador ocasionou a
formacio de deformacio nos explantes (Figuras 1) quando comparado ao tratamento com 0,0 mg.L™" de
BAP (Figura 2).
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Figuras 1 e 2: Cultivo in vitro de Piper hispidinervum C.DC. 1. Segmentos nodais cultivados em sistema
semi-solido com 1,0 mg.L™" de BAP, note a formagio de plantulas anormais com a presenca de calos e
folhas reduzidas. 2. Segmentos nodais cultivados em sistema semi-solido com 0,0 mg.L™" de BAP.

Moraes et al. (2004) em seu estudo com porta-enxerto de pereira (Pyrus calleryana) em sistema
de cultivo dupla-fase afirmam que ndo ocorre proliferacdo das gemas axilares desta espécie em meio de
cultura isento de reguladores de crescimento (BAP, AIB e AG?), indicando portanto, a necessidade destes
reguladores para a multiplicagdo in vitro nesta espécie. Estes autores verificaram ainda que os tratamentos
acrescidos somente de BAP foram inferiores a combinacdo de BAP ¢ AIB, em relagdo ao niumero de
brotos.

Lima (2009), em sua dissertagao de mestrado, verificou que a suplementacao do meio de cultura
dupla-fase com BAP foi necessaria para a inducdo de multiplas brotagdes in vitro das variedades de
abacaxizeiro testadas.

Segundo Pereira e Fortes (2003), Giatti e Lima (2007) e Mendes et al. (1996), diferentes efeitos
de reguladores de crescimento podem ocorrer para diferentes espécies, inclusive variacdes entre as
cultivares dentro de uma mesma espécie. Assim, o cultivo dupla-fase em pimenta longa deve ainda ser
estudado com diferentes reguladores de crescimento, incluindo sua combinacdo, em diferentes
concentracoes.

Observando a concentragao que melhor apresentou desenvolvimento dos explantes (BAP 0,0
mg.L") verifica-se que o numero de brotos regenerados e o comprimento da parte aérea ndo apresentou
diferengas estatisticas entre os sistemas de cultivo testados. O parametro nimero de nos por broto, nesta
mesma concentracdo apresentou diferenca estatistica, sendo que o melhor cultivo foi o semi-solido
(convencional), o que ndo corrobora com os estudos realizados por Moraes et al. (2004) e Lima (2009),
que verificaram que a utilizagdo da metodologia dupla-fase (liquido-geleificado) aumentou
significativamente o nimero de brotos e o comprimento das brotagdes.

Tabela 1. Multiplicacdo in vitro de brotos de Piper hispidinervum C.DC. em sistema de meio semi-sélido
(convencional) e dupla-fase.

Numero de Brotos Numero de nds/broto Comprimento da parte aérea
CR SS DF SS DF SS DF
0 1,71 aA 1,75aA 1,54 aA 0,83 aB 0,62 aA 0,42 aA
0,5 0,70 dA 0,71 bA 0dA 0 bA 0,14 dB 0,22 bA
1,0 0,90 bA 0,38 dB 0,04 cA 0bB 0,21 bA 0,13dB
2,0 0,83 cA 0,67 cA 0,17 bA 0bB 0,16 cA 0,21cA
Média 1,04 0,88 0,44 0,21 0,28 0,25

CR= Concentragdes de BAP (mg.L™"); SS= sistema semi-solido; DF= sistema dupla-fase.
Nota: Letras mintsculas diferentes comparadas na vertical e letras maitisculas comparadas na horizontal para cada pardmetro
fitotécnico indicam diferencgas estatisticamente significativas pelo teste de SNK ao nivel de 5% de significancia.

Comparando-se os dois sistemas de cultivo in vitro, observou-se que o sistema dupla-fase
apresentou eficiéncia semelhante ao sistema semi-solido para a multiplicagdo in vitro de Piper
hispidinervum. Segundo De la Vida et al. (2001), assim como em meio liquido, o sistema dupla-fase
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disponibiliza maior quantidade de nutrientes prontamente utilizavel pelos explantes em cultivo, pois
nestes sistemas ndo existe barreira fisica no meio, o que facilita o contato dos explantes com os nutrientes.
Portanto, nos meios de consisténcia liquida a taxa de multiplicacdo tende a aumentar em comparagdo aos
sistemas que utilizam meios de consisténcia semi-solida pela maior facilidade com que nutrientes e
reguladores sdo absorvidos pelas plantas (PEREIRA e FORTES, 2003), o que ndo pode ser observado
neste trabalho.

De acordo com Kozomara et al. (2008) a utilizagao do sistema dupla-fase de cultivo in vitro
consiste numa das estratégias para o aumento das taxas de multiplicagdo de brotos para espécies lenhosas.
Alguns trabalhos destacam o aumento da multiplicacdo de brotos em sistema dupla-fase para espécies
lenhosas arbustivas.

Nesse sentido, as investigagcdes realizadas por Kadota et al. (2001) em Pyrus pyrifolia com o
sistema dupla-fase demonstraram ainda aumento na fitomassa em relagao ao sistema convencional. O uso
do sistema dupla-fase também se mostrou mais eficiente na multiplicagdo in vitro de macieira (Malus
prunifolia), com aumento no nimero de brotagdes, no comprimento delas e na massa fresca (MACHADO
et al., 2004). Resultados positivos no aumento da taxa de multiplicacdo in vitro de brotagcdes em sistema
dupla-fase também foram relatados por Kozomara et al. (2008) estudando Chimonantus praecox L.,
espécie lenhosa arbustiva. Ao contrario do que se esperava, o referido sistema ndo demonstrou
superioridade no cultivo in vitro de P. hispidinervum.

Conclusoes

1. A desinfesta¢do com alcool 70% e hipoclorito de sodio (2,5%) seguida de triplice lavagem
em agua destilada e autoclavada foi suficiente para manter a sanidade dos explantes;

2. O uso do regulador de crescimento 6-Benzilaminopurina (BAP) ndo apresentou
superioridade, causando deformagao nos explantes;

3. O sistema de cultivo dupla-fase ndo foi superior ao sistema convencional para a

multiplicagdo in vitro de brotos de P. hispidinervum.
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