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Resumo

A cultura da pimenteira-do-reino tem
grande importancia econémica no
Brasil, mas ha restricdo de cultivo
devido a vulnerabilidade genética da
mesma a doenca fusariose causada
pelo fungo Fusarium solani f.
sp.piperis. A forma de propagacao
vegetativa € disseminadora da
doenca e métodos de controle da
doenca sd0 pouco  exitosos.
Programas de melhoramento em
execucdo visam gerar hibridos
resistentes a doenca em questéo,
além de agregar -caracteristicas
agrondmicas competitivas. Doencas
virbticas ocorrem em todas as
cultivares e ha necessidades de
limpeza clonal dessas cultivares via
cultura de tecidos. H& dificuldades
de obtencéao de explantes
assépticos devido a problemas de
bactérias e fungos endégenos. Este
trabalho teve por objetivo o
estabelecimento de meristema (<1,0
mm) in vitro para a limpeza clonal
via micropropagacdo. A partir de
plantas originadas de estacas,
meristemas (apicais e laterais)
foram excisados a partir segmentos
nodais e apicais, previamente
submetidos a diferentes tratamentos
de assepsia. Os meristemas foram
inoculados em meio basico de
cultura MS suplementado com BAP
0,5 mg.L* e AIA 0,2 mgL™ As
respostas dos meristemas das
diferentes cultivares foram avaliadas
guanto a oxidacao e contaminacao,

e o0s explantes verdes foram
transferidos para meios frescos
visando a diferenciacdo de brotos.
Dos meristemas de nove cultivares
utilizadas, apenas alguns das
cultivares IACARA e gendtipo 239
apresentaram desenvolvimento
satisfatério. As  demais nao
desenvolveram, oxidaram e/ ou
sofreram contaminacdo por fungos
e/ ou bactérias.

Palavras-chave: limpeza clonal,
Piper nigrum L.; micropropagacao .

Area do conhecimento: Ciéncias
Agrérias; Sub Area: Agronomia;
Linha de pesquisa: cultura de
tecidos.

Introducao

O Brasil é o quarto maior produtor e
exportador mundial de pimenta-do-
reino, com producdo estimada de
33.000 t em 2008, o que confere
grande importancia econémica da
cultura para o pais.

A fusariose, causada pelo fungo
Fusarium  solani, assola as
plantacbes de pimenta-do-reino
principalmente pela predisposicao
genética dos vegetais propagados
de forma vegetativa para os plantios
comerciais. Ademais, as doencgas
viréticas (PYMoV e CMV) estdo
colocando em riscos todas as
cultivares, uma vez que todas sao
susceptiveis.
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Assim, o melhoramento genético
vegetal, que tem como principal
objetivo desenvolver novas
cultivares resistentes as doencas e
com caracteristicas agronémicas
desejaveis pelos produtores tem
contemplado novas técnicas e
tecnologias para 0 avanco na
obtencdo de resultados, sendo
desenvolvidas e aplicadas a
pimenteira-do-reino. As técnicas de
cultura de tecidos tém sido
aplicadas para a clonagem de
plantas, desenvolvimento de
protocolos para regeneracdo de
plantas visando a transgenia, e 0
desenvolvimento de marcadores
moleculares do tipo microssatélites
para os estudos da diversidade
genética e auxilio aos programas de
melhoramento genético.
Considerando o0s avancos das
viroses em pimenteira-do-reino e
susceptibilidades ao PYMoV e
CMV, estudos de limpeza clonal
estdo sendo desenvolvidos em
laboratério para a clonagem e
limpeza de plantas das cultivares
via cultura de meristemas. O
objetivo deste trabalho foi definir as
condicbes adequadas para o0
estabelecimento da cultura in vitro
de meristemas a partir de gemas e
apices caulinares de plantas
originadas de estacas.

Materiais e Metodos

A pesquisa visou o desenvolvimento
de novas plantas a partir de
meristemas apicais e laterais.

O processo experimental foi
realizado no Laboratorio de
Biotecnologia da Empresa Brasileira
de Pesquisas Agropecuarias -—
Embrapa Amazénia Oriental, Belém,
Para.

Os meristemas utilizados foram
obtidos através de corte de gemas
laterais e apicais de Piper nigrum

com auxilio de bisturi cirdrgico,
todos  provenientes de  oito
cultivares: IACARA, APRA,
KOTANADAN, PERUNKOIDI,
BRAGANTINA, 239, GUAJARINA,
CINGAPURA e KUTHIRAVALLY. O
meio de cultura utilizado foi 0 meio
MS, BAP 0,5 mg.L" e AIA 0,2 mg.L’
! com adicdo de sulfato de
streptomicina 100 mg.L™, carvao
ativado 0,2% e phytagel 0,2%, e pH
ajustado para 5,8 previamente a
autoclavagem a 121 °C por 20
minutos..

Para evitar a contaminacdo do
material, algumas solucbes foram
necessérias na assepsia: fungicida
Derosal 0,1%, Cloreto de Mercurio
0,1%, sulfato de streptomicina 100
mg.L™" e Mercaptoetanol 50 mM.

A assepsia foi dividida em trés
partes:

Campo:
Corte da planta em casa de
vegetacao, em pequenos

segmentos nodais e apicais e
imersao em &cido citrico (50mM).
Laboratorio:

Lavagem em agua corrente e sabdo
neutro;

Imersdo em fungicida derosal 0,2%
por 20 minutos;

Cémara de Fluxo Laminar:

Os meristemas ficaram em alcool
70% por 1 min e em seguida foram
imersos em solucdo de Cloreto de
Mercurio 0,1% por mais 10 min;
Apos isto, foram aplicadas cinco
lavagens com agua destilada
autoclavada, imersos em solucao de
Sulfato de Streptomicina por mais
20 min.

Por fim, os meristemas foram
colocados em solucéo de
Mercaptoetanol 50 mM
(antioxidante).

A medida que os cortes foram
feitos, gotas de Mercaptoetanol e
Sulfato Streptomicina foram



aplicados nos tecidos. Os
meristema com auxilio de Ilupa
esteriomiscrépio foram excisados e
inoculados em meio de cultura de
estabelecimento e mantidos em sala
de cultivo, sob fotoperiodo de 16 h
luz. dia™, com intensidade de luz de
25 pmol. s*.cm? e temperatura de
251 3°C.

Resultados e Discurssao

Segundo (Kerbauy, 2008), o cultivo
de meristemas € uma das maneiras
mais eficientes para livrar plantas de
microorganismos patogénicos
enddgenos como virus,
micoplasmas, fungos e bactérias,
causadores da degenerescéncia
das cultivares. Diante desse
contexto, foram inoculados

meristemas de nove cultivares de
Piper nigrum L, todavia,
apresentaram elevadas taxas de
contaminacao, inicialmente
dominadas por fungos (Tabela 1).
Diante disto, temos que, Moino
Junior 2000, encontrou altas taxas
de contaminacdo por fungo na
cultura de abacaxizeiro, através de
micropropagacdo de tecidos Vvia
meristema.

Ap6s a primeira transferéncia, a
partir dos meristemas sobreviventes
da primeira etapa de
estabelecimento, as contaminagdes
por fungos intensificaram-se (Tabela
2). Contudo, alguns meristemas
observados com inicio de
contaminacao continuaram
desenvolvimento.

Tabela 01. Ocorréncia de contaminacéo e oxidagdo de meristemas cultivados em meio
MS, suplementado com BAP 0,5 mg.L™ e AIA 0,2mg.L" , apés duas semanas de

cultivo.
. N° de Meristemas Contaminagao Contaminagao | Meristemas
Cultivar . . L. .
meristemas | contaminados por fungos por bactérias oxidados
lagara 30 07 06 01 30
Bragantina 30 04 04 - 30
Apra 30 04 03 01 30
239 30 02 02 - 30
Kottanadan 30 09 08 01 30
Perunkéidi 20 03 03 - 20
Kuthiravally 20 09 08 03 20
Guajarina 20 - - - 20
Cingapura 20 03 03 - 20

Dentre os meristemas sobreviventes
foi observado o desenvolvimento
meristematico de meristemas de
duas cultivares, IACARA e 239,
apos dois meses de cultivo.
Ressalte-se que a presenca do
carvao ativado foi mantida no meio
de acultura até a segunda
transferéncia com o propoésito de
tornar mais efetiva a acgédo dos
reguladores de crescimento, BAP e
AlA, no desenvolvimento dos
meristemas. As novas tentativas de
cultivo de meristemas nao foram

exitosas devido a continua e alta
taxa de contaminacéo,
principalmente por bactérias, e em
poucos casos por fungos. Na
cultivar APRA, aparentemente, 0s
tratamentos de assepsia foram mais
efetivos, mas ocorreu alta indice de
oxidagdo, o que dificultou o
desenvolvimento do  meristema
(Tabela 3).

Apesar dos explantes apresentarem
oxidagdo, a mesma néo limitou o
desenvolvimento das plantulas,
guando ocorreu.



A cultivar 239 apresentou bom
desempenho na primeira avaliacéo,
por isso foi inoculada em maior
namero posteriormente. Contudo,
0S meristemas apresentaram tanto
contaminagcdo por bactérias quanto
por fungos. H& grande ocorréncia
de fungos e bactérias enddgenas
em tecidos de pimenteira-do-reino,
principalmente da primeira. Como o
desenvolvimento do fungo € mais
rapido, nos primeiros dias de cultivo,
observou-se baixa ocorréncia dos
dois agentes simultaneamente, mas

as bactérias foram mais dificeis de
serem controladas e portanto,
houve predominancia como agente
contaminante. A fim de evitar a
ocorréncia das bactérias, o0s
meristemas foram imersos em
solucdo de sulfato de streptomicina
por 20 minutos, o] que,
aparentemente, tem apresentado

eficacia no controle das
contaminagdes causadas por
bactérias.

Tabela 02. Comportamento de meristemas in vitro em meio de cultura MS,
suplementado com BAP 0,5 mg.L™ e AIA 0,2mg.L™, ap6s 30 a 45 dias de cultivo.

. N° de Meristemas Tipo de Meristemas
Cultivar ) . . .
meristemas contaminados contaminagao oxidados

lagara 07 04 Fungo 07

14 07 Fungo 14

Bragantina 08 01 Fungo 08

18 03 Fungo 18

Apra 06 01 Fungo 06

20 09 Fungo 20

239 10 - - 10

18 01 Fungo 18

Kottanadan 08 - - 08

13 01 Fungo 13

Perunkdidi 17 05 Fungo 17

Kuthiravally 11 05 Fungo 11

Guajarina 20 03 Fungo 20

Cingapura 17 05 Fungo 17

gura 1. Cultivo de meristema em meio basico MS, BAP (0,5 mg.L™) e AIA (0,5 mg.L’

1), carvdo ativado 0,2% sob ponte de papel: a) meristema oxidado; b) meristema
estabelecido e em desenvolvido; c) meristema em desenvolvimento e com a base
oxidada; e d) meristema com diferenciacéo de foliolos e com a base oxidado.



Tabela 3. As cultivares inoculadas de Piper nigrum e suas contaminac@es por tipo de

agente durante as atividades.

Contaminagao

Cultivar Meristemas Total Oxidagao
Bactéria Fungo Bactéria / Fungo

Kottanadan 20 15 13 2 0 20
lacara 20 14 14 0 0 20

Apra 20 9 7 1 1 20

239 30 30 14 13 3 30
Kuthiravally 20 19 3 14 3 20
Bragantina 10 10 0 2 10
Perunkoidi 20 20 16 0 4 20

Observagdes:

1. A contaminagdo por Fungos foi observada, em média, entre um e cinco dias

apos a inoculagao.

2. As contaminacdes por Bactérias ocorreram apés uma semana da inoculagéo.
3. A oxidacao ocorre, geralmente, no mesmo dia, mas também pode ocorrer apds

dois dias da inoculagéo.

Houve evidéncias de que é
necessario o uso de bacteriostatico
para o controle de bactérias e que
fungos puderam ser controlados
mais eficiente, mas houve tendéncia
de oxidacdo dos tecidos dos
explantes. Foi observado que se
controlado a contaminacdo e a
oxidagcdo for reduzida ha grandes

possibilidade de sucesso de
clonagem de plantas via
meristemas de plantas de
pimenteira-do-reino.
Concluséo

Com 0 controle da

contaminagcdo e a reducdo da
oxidagdo ha desenvolvimento dos
meristemas in vitro de pimenteira-
do-reino in vitro em meio basico MS
suplementado com AIA 0,2 e BAP a
0,5 mg.Lt. Os meristemas das
cultivares IACARA e 239 sdo mais
responsivos; e 0 uso de antibidtico,
sulfato de  estreptomicina e
fungicida do tipo derosal sao
promissores no controle de fungos e

bactérias no cultivo de meristema a
partir de plantas de propagacéo
vegetativa.
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