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Resumo: A pimenta-do-reino, originada da india (Piper nigrum), foi introduzida no Brasil pelos
portugueses, principalmente para consumo doméstico. Os primeiros plantios ocorreram em Tomé-
AGU/PA, com a participacdo dos japoneses, depois se expandindo para outras regides. Foi a parti dessa
regido que o Brasil tornou-se uns dos principais produtores dessa piperacea. Com o surgimento da
fusariose, ocorreram perdas na producao, devido a reducéo do ciclo produtivo. Para tentar solucionar o
problema, optou-se por utilizar a cultura de tecido como uma maneira de propagacdo de plantas sadias
in vitro, na qual faz parte do programa de melhoramento genético da espécie. Portanto, esse trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de fitorreguladores no cultivo in vitro de embrides zigdticos
imaturos de duas cultivares de pimenta-do-reino, Bragantina e Bento. Assim, embrides zigoticos
dessas cultivares foram isolados e cultivados em meio contendo BAP, TDZ e AIA durante 67 dias, e
avaliados quanto a oxidacdo e a emissdo de folhas. Os melhores resultados foram obtidos quando a
cultivar Bento foi cultivada em meio suplementado com AIA, enquanto que a cultivar Bragantina

apresentou melhor desempenho em meio contendo BAP.
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Introducao

A cultura da pimenta-do-reino foi introduzida no Brasil pelos portugueses durante o periodo
colonial. Inicialmente era cultivada na forma de pequenos pomares para o consumo doméstico. A
partir da década de 30, comecou a ter importancia comercial com a participacdo japonesa na regido de
Tomé-Agu no Pard. Atualmente, o Brasil ocupa o quarto lugar entre os principais produtores desta
piperacea com uma producdo anual que varia de 20 a 45 mil toneladas. (Duarte et al., 2005).

A fusariose ou podriddo das raizes é considerada a principal doenca da pimenteira no Brasil. Os
primeiros focos da doenca ocorreram em Tomé-Ac¢u na década de 60. Para tentar solucionar o

problema, varios estudos foram realizados. Entre eles, a cultura de tecidos tem sido usada como uma
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opcao ao programa de melhoramento genético dessa cultura, com o uso de apices caulinares, embrides
somaticos e mutageneses in vitro para obtencéo de plantulas de pimenta-do-reino.

Devido essa especiaria apresentar maturagdo muito tardia, tem-se dificuldade de obtencéo de
sementes durante todo o ano. Como as sementes da pimenta-do-reino sdo consideradas recalcitrantes,
ndo possuem potencial germinativo depois de ser armazenada, uma alternativa para obtencdo de
plantulas de pimenta-do-reino, livre de patdgeno, em outras épocas do ano, € realizar estudos com
explantes imaturos de pimenta-do-reino. Assim, esse trabalho tem como objetivo avaliar o
desenvolvimento de embriBes zigdticos imaturos de pimenta-do-reino em meio suplementado com
diferentes tipos de fitorreguladores, como alternativa para obtencdo de plantulas de pimenta-do-reino

in vitro durante os meses de pré-amadurecimento dos frutos.

Material e Métodos

Frutos verdes imaturos das cultivares Bragantina e Bento foram coletados do BAG de Pimenta-
do-reino da Embrapa Oriental. Primeiramente, eles foram tratados com &gua corrente, detergente e
hipoclorito de sédio, antes do despolpamento dos mesmos. Para a realizacdo desse processo, foi usado
cadinho e pistilo. Os frutos foram amassados com cuidado para que as sementes ndo quebrassem.
Visando o isolamento dos embriGes, as sementes foram incubadas com hipoclorito de sodio a 0,5%
(viv) a 37°C por 14 h, seguido de imersdo em etanol 70% (v/v), por 1 mim, e incubadas com
hipoclorito de sddio comercial a 1,25% (v/v) acrescido de tween 20 a 0,1% (v/v), durante 15 mim. A
etapa seguinte consistiu em cinco lavagens das sementes em agua destilada autoclavada.

Nesse experimento foram testados trés fitorreguladoes, BAP (6-benzilaminopurina), TDZ
(thidiazuron) ou AIA (4cido 3-indol-acético) (1 mg.L™ cada), com oito repeticbes para cada
tratamento. Esses foram adicionados ao meio MS (Murashige e Skoog, 1962), contendo sacarose a 3%,
solidificado com 0,8 % (p/v) de &gar, e pH acertado para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem.

EmbriBes zigdticos foram isolados e introduzidos em frascos de 250 ml contendo 30 ml de meio
MS e um dos fitorreguladores. Os embrides foram cultivados em sala de crescimento sob temperatura
de 25 £ 2 °C, fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 50 umol.m'z.s'l. Esses explantes foram monitorados
durante 67dias quanto a intensidade de oxidagéo, a formacéo de calos, e a formacéo de folhas, visto
esse ultimo ser o carater mais adequado para avaliar a germinagdo dos embriGes da pimenteira-do-
reino. Os resultados foram analisados considerando um DIC. A analise de variancia foi feita utilizando

0 programa ESTAT, seguido de teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussao

Ap0s a inoculacdo dos embribes zigoticos imaturos nos frascos, os primeiros resultados foram
obtidos com 22 dias de cultivo nas condicdes de luz. Aos 67 dias, os embrides colocados para
germinar nos meios suplementados com BAP resultaram na indugdo de calos na regido do tecido do
endosperma, seguido de germinacdo de 22% e 47% para as cultivares Bragantina e Bento,
respectivamente. Os explantes cultivados em meio suplementado com AlA, apresentaram 15% e 67%
de germinacdo para cultivar Bragantina e Bento, respectivamente. Enquanto que o0s embrides
introduzidos nos meios contendo TDZ, resultaram na germinagdo de 47% para cultivar Bragantina e
25% de germinacdo para a cultivar Bento. Para essa ultima condi¢6es foram observadas plantulas com
a anatomia diferenciadas, sendo consideradas plantas malformadas.

Entre as cultivares estudadas, houve diferenca significativa na média de oxidacdo dos embrides
zig6ticos inoculados. A cultivar Bragantina apresentou os maiores indices de oxidacdo comparada a
cultivar Bento. Analisando-se o nimero de folhas emitidas durante o periodo de cultivo das plantulas,
observou-se diferenca significativa entre as cultivares. A cultivar Bento obteve maiores medias de

surgimento de folhas, quando comparada a cultivar Bragantina, como mostrado na (Tabela 1).

Tabela 1 Avaliagdo das cultivares de pimenta-do-reino quanto as médias de oxidag&o e o surgimento de folhas apds 67 dias

e cultivo. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Turkey a 5% de significancia.

Cultivares Média Oxidagdo Meédia N°. de Folhas
Bragantina 447 a 3,27Db
Bento 1,77Db 5,94 a

A andlise comparativa entre os tratamentos para cada cultivar revelou ndo houve diferenca
significativa para a cultivar Bragantina; enquanto para a cultivar Bento, os melhores resultados
ocorreram quando os embrides foram cultivados em meio contendo AlA. O cultivo dos explantes em
meio contendo o fitorregulador AIA resultou em diferencga significativa entre as cultivares usadas
nesse estudo, com a cultivar Bento apresentando 0s maiores nimeros de surgimento de folhas, apés a
germinacdo dos embribes e obtengdo das plantulas. J& no meio suplementado com TDZ, ndo houve
diferencga significativa dentro desse tratamento, mas a cultivar Bragantina apresentou os maiores
numeros de surgimento de folhas. Entretanto, esse fitorregulador resultou em plantulas mal formadas
para as duas cultivares. Portanto, o melhor tratamento para cultivar Bragantina foi o cultivo dos

embrides imaturos em meio contendo o BAP, enquanto a cultivar Bento respondeu melhor meio
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contendo o fitorregulador AIA (Figura 1).
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Figura 1 Influéncia dos fitorregulatores na organogénese de embribes zig6ticos imaturos de pimenta-do-reino.
ComparacBes de médias entre os tratamentos sdo indicados por letra mindscula, enquanto que compara¢fes de médias
dentro de cada tratamento séo indicadas por letras maiusculas. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste
de Turkey a 5% de significancia.
Conclusao

Como a pimenteira-do-reino possui sementes recalcitrantes, o estudo mostrou a possibilidade
de obtencéo de plantulas de pimenta-do-reino a partir de embrides imaturos das cultivares estudada.
Entretanto, as mesmas diferiram entre si tanto quanto ao nivel de oxidacdo dos embrides zigoticos
como em relacdo ao numero médio de folhas obtidas ap6s a germinacdo dos mesmos. A cultivar Bento
apresentou os melhores resultados de germinacdo quando cultivada em meio contendo AIA, enquanto
a cultivar Bragantina apresentou os melhores resultados de germinacdo quando cultivada em meio

contendo BAP.
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