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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi avaliar a ontogénese, a multiplicagdo, o
enraizamento in vitro € a aclimatizagdo de quatro cultivares de pimenteira-do-reino (Piper
nigrum L.) pela aplicago das técnicas de cultura de tecidos. Avaliou-se a germinagao in vitro
das cultivares Bento, Cingapura, Guajarina e Kuthiravally de pimenteira-do-reino submetidas
as concentragdes de 0,0; 0,10; 0,17 e 0,25 g L! de NaH,PO4; em meio com metade das
concentragdes de sais de Murashige e Skoog (MS) e 0,0 g L' de NaH,PO, em meio MS.
Obtive-se os percentuais dos estadios de desenvolvimento de sementes sem respostas (SSR),
intumescidas ao nivel do embrido (INE), emissdo de radicula (ERD), emissdo de cauliculo
(ECL), emissio do hipocdtilo (EHP), emissdo de cotilédones (ECT) e plantula formada a
partir da emissdo do epicotilo (EEP). Na multiplicagio in vitro, o delineamento foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 5, quatro cultivares e cinco combinagdes de
thidiazuron (TDZ) x 6-benzilaminopurina (BAP) [T1 (0,05 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L™
BAP); T2 (0,05 mg L™ de TDZ x 1,0 mg L BAP); T3 (0,05 mg L” de TDZ x 2,0 mg L
BAP); T4 (0,0 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L™ BAP) ¢ T5 (0,0 mg L de TDZ x 1,0 mg L™
BAP)]. Realizou-se a andlise de varidncia (ANOVA) e teste Tukey para comparagdo das
médias quanto ao nimero de brotos e numero de gemas da interacdio cultivar versus
tratamento. No enraizamento in vitro, testaram-se quatro doses de sacarose (15; 30; 45 ¢ 60 g
L™ + controle sem sacarose) em meio % MS. O niimero de raizes/broto, comprimento médio
das raizes/broto, comprimento de brotos e mimero de folhas/broto foram submetidos a
ANOVA e ao teste Tukey para comparagdo das médias. Na aclimatizagfio, avaliou-se a
influéncia das doses de sacarose no enraizamento in vitro sobre a taxa de sobrevivéncia. Para
todas as cultivares utilizadas, a germinagdo da pimenteira-do-reino ¢ epigea e
fanerocotiledonares, com inicio da germinagdo no 20° dia e término no 90° dia apds o semeio.
Diferentes concentragdes de NaH,PO, influenciam na ontogénese com diferentes periodos
para os estadio da germinag@o, sendo a concentragdo de 0,10 g L" em meio % MS indicada
para germinag3o in vitro. Tratamentos com TDZ x BAP induzem o superbrotamento, porém
com qualidade comprometida. A presenca apenas de BAP no meio de cultura é mais eficiente
para obtengfo de maior nimero de gemas. A concentragdo de sacarose recomendada para o
enraizamento in vitro é 30 g L™. Nesta, ha a formagfio de raizes com aspectos desejéveis para
aclimatiza¢do. Maiores taxas de sobrevivéncia durante a aclimatiza¢@o séo obtidas com brotos

provenientes do enraizamento in vitro em meio de cultura com 30 g L de sacarose.

Palavras chave: germinagio, micropropagac#o, sacarose, taxa de sobrevivéncia



ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the ontogeny, multiplication,
rooting and acclimatization of in vitro cultivars of black pepper (Piper nigrum L.) by
application of tissue culture techniques. Evaluated the in vitro germination of cultivars Bento,
Cingapura, Guajarina e Kuthiravally of black pepper when exposed to concentrations of 0.0,
0.10, 0.17 and 0.25 g L™ of NaH,PO, in % MS medium and 0.0 g L NaH,PO4 in MS
medium. Obtained the percentage of each phase of development of seedling during
germination. In vitro multiplication, the design was completely randomized in factorial
scheme 4 x 5, four cultivars and five combinations of TDZ x BAP [T1 (0,05 mg L™ de TDZ
x 0,5 mg L™ BAP); T2 (0,05 mg L de TDZ x 1,0 mg L™ BAP); T3 (0,05 mg L™ de TDZ x
2,0 mg L BAP); T4 (0,0 mg L de TDZ x 0,5 mg L BAP) e T5 (0,0 mg L™ de TDZ x 1,0
mg L' BAP)]. We carried out the analysis of variance (ANOVA) and Tukey test for
comparison of means for the number of buds and bud number of cultivar interaction
treatment. Rooting in vitro, was tested four concentrations of sucrose (15, 30, 45 and 60 g L™
+ control without sucrose) in 2 MS medium. The number of roots/shoot, length root/shoot,
length of shoot and number of leaves/shoot were submitted to ANOVA and Tukey for
comparison of means. In acclimatization, evaluated the influence of doses of sucrose used in
rooting on the survival rate during acclimatization. For all cultivars, germination of black
pepper is epigeal and fanerocotylar beginning of germination on 20™ day and ending on the
90" day after sowing. Different concentrations of NaH,PO, influence the ontogenesis with
different periods for the stage of germination, the concentration of 0.10 g L-1 in % MS
suitable for germination in vitro. Treatment with TDZ x BAP induce witches, but with
compromised quality. The presence of BAP only in the culture medium is most efficient for
achieving greater number of buds. The sucrose concentration recommended for rooting in
vitro is 30 g L™'. In this, there is the formation of roots to desirable aspects for acclimatization.
Highest survival rates during acclimatization are obtained from the shoots rooting in vitro in

culture medium with 30 g L™ sucrose.

Keywords: germination, micropropagation, sucrose, survival
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1 CONTEXTUALIZACAO

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma cultura de exportagdo com grande
importancia para a economia da AmazoOnia brasileira. Entre os principais aspectos que
justificam a valorizagdo da espécie para a regido estd no fato de gerar divisas de mais de 50
milhdes de ddlares ao ano e empregar em torno de 80 mil pessoas, no periodo da safra
(BASTOS et al, 2008), possuindo assim importincia social € econdmica no cenario
brasileiro, especialmente, em virtude de se tratar de um cultivo gerador de renda caracterizado
por ser fixador de méo de obra no campo e se adequar como cultura alternativa para pequenos
produtores (HOMMA, 2004).

No Estado do Pard, as condigdes edafoclimaticas favoraveis ao desenvolvimento da
pipericultura tornaram-na uma das principais atividades econdmicas da agricultura paraense
(BARBOSA, 2002), fazendo com que o Estado contribua, atualmente, de acordo com dados
do IBGE (2012), com quase 80% da produgdo total do Brasil. Entretanto, as condigdes que
favorecem esta atividade agricola sdo as mesmas que beneficiam o aparecimento de doengas,
como a furariose causada pelo fungo Fusarium solani f. spp piperis, nos pdlos produtores
(Nordeste paraense, regido da Transamazonica e regido do baixo Amazonas) devido a alta
temperatura, a alta umidade relativa do ar e, em algumas regides, chuvas bem distribuidas
durante o ano.

Devido a expansdo da pipericultura no Para, outros aspectos além dos climéticos vem
contribuindo para os problemas fitossanitarios, como plantios homogéneos em larga escala e
em monocultivos, que além da fusariose, contribuem para o aparecimento de outras doengas,
como as viroses, as quais afetam diretamente a produtividade da cultura comprometendo os
volumes nas exportacdes brasileiras e de acordo com Silva et al. (2011), nos ultimos anos a
vida tutil da lavoura tem sido reduzida entorno de 12 a 15 anos, para 4 a 6 anos.

Através do melhoramento genético de plantas torna-se possivel a o desenvolvimento
de cultivares resistentes ou tolerante a pragas e doengas, permite-se o desenvolvimento de
sistemas produtivos eficientes, além desta ciéncia ser a forma mais eficiente de levar
descobertas dos laboratérios de pesquisa para o agricultor, consumidor ¢ demais integrantes
dos arranjos produtivos por meio da comercializagio de mudas melhoradas (BOREM;
MIRAMDA, 2009).

O germoplasma da pimenteira-do-reino, responsavel pela ampliagdo dos cultivos,

caracteriza-se por estreita variabilidade genética (devido ao reduzido material boténico
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introduzido no Brasil e a propagagio assexuada através de estacas), sendo este um dos
aspectos que tém contribuido para dificultar as pesquisas de melhoramento genético
convencional.

Segundo Lameira et al. (1996), pela via de propagagdo vegetativa, somente se torna
possivel a producdo de até 50 estacas enraizadas de pimenteira-do-reino por ano a partir de
uma planta com 2 anos de idade. Para um programa de melhoramento, essa quantidade &
insuficiente para a multiplicagdo rapida do material com potencial genético que atenda aos
objetivos dos fitomelhoristas. Através da micropropagagio, ou multiplicagio de plantas in
vitro ¢ possivel a produgdo de até 15 mil plantas por ano a partir de um explante, tornando-a
uma técnica vidvel para aumentar o nimero de plantas de alta qualidade propagadas.

A Embrapa Amazdnia Oriental tem investido em estudos de micropropagagdo, de
cultura de embridio e regeneragdo de plantas in vitro de pimenteira-do-reino, desde 1997. A
partic de 1999, essa instituicdo tem adotado métodos de melhoramento genético para a
pimenteira-do-reino nos quais estdo incluidas estudos de pré-melhoramento envolvendo as
fases em que as técnicas de cultura dé tecidos como: germinagdio in vitro, clonagem e
manuten¢do de plantas in vitro sdo utilizadas em alguma fase do melhoramento
(POLTRONIERI et al., 1999; BARBOSA, 2002).

As técnicas de cultura de tecidos tém permitido a multiplicagfo répida de plantas com
qualidade superiores tanto nos aspectos fitossanitérios quanto vegetativo. Desse modo, a
produgéo de mudas por reprodugdo sexuada, via germinagdo in vitro, é uma das alternativas
para gerar variabilidade genética a partir das cultivares de pimenteira-do-reino e também, para
serem utilizadas como fonte de explantes para a micropropagdo.

Neste sentido, para obter um protocolo de multiplicagdo in vitro de pimenteira-do-
reino s30 necessarios os avangos nas pesquisas com intuito de alcangar a metodologia
adequada para as seguintes hipéteses: héa diferenga na ontogénese de cultivares de pimenteira-
do-reino observada durante a germinagio in vitro em meio de cultura de Murashige e Skoog
(MS) na presenga ou ndo de diferentes concentragdes NaH,POy; existe influéncia do tipo e da
concentragdo do regulador de crescimento na multiplicagdo in vitro de cultivares da espécie
em estudo; cultivares de pimenteira-do-reino respondem de formas distintas durante a fase de
enraizamento in vitro quando submetidas a diferentes concentragdes de sacarose; e a taxa de
sobrevivéncia € diferente durante a aclimatizagfio das diferentes cultivares.

A vista desse conhecimento, este trabalho teve como objetivo avaliar a ontogénese, a
multiplicagdo, o enraizamento in vitro ¢ a aclimatizagio de cultivares de pimenteira-do-reino

(P. nigrum L.) durante o processo de micropropagagio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura da pimenteira-do-reino

A histéria das especiarias ¢ muito bem entrelagada com a histéria da humanidade,
sendo que dentre todas as familias das espécies utilizadas como condimentos, a pimenteira-
do-reino, conhecida botanicamente como Piper nigrum L., é predominante. Ela também ¢
chamada de “rei” das especiarias ¢ ¢ uma das mais antigas conhecidas pela humanidade
(NAIR, 2011).

A planta pimenteira-do-reino, como geralmente ¢ conhecida no Brasil, também pode
ser chamada por pimenta-preta ou pimenta-redonda. E utilizada em larga escala como
condimento, em forma de grios inteiros, secos e moidos ou misturados a outros condimentos.
Geralmente usada na culinaria de diversos paises como aditivo para incrementar o sabor aos
alimentos em diferentes preparagdes, pois possui um o6leo volatil que proporciona sabor forte
e levemente picante, proveniente de um composto quimico, o alcaloide piperina o qual ¢
responsavel pelo seu aroma intenso (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005).

A planta é autdgama cuja floragdo nas condi¢des climaticas da Amazdnia ocorre de
novembro a abril, na estagdo de maior ocorréncia de chuvas. Sua inflorescéncia caracteriza-se
como uma espiga pendulosa de 5 a 20 cm de comprimento com 70 a 100 floretas
hermafroditas, ou seja, ¢ uma planta dioica com dois estames dispostos lateralmente ao ovério
e ao estigma (POLTRONIERI et al, 1999). Predominantemente sdo autopolinizadas € a
dispersdo de polen ¢ auxiliado por gotas de chuva ou orvalho e também por geitonogamia,
ocasionando a formagdo do fruto apds seis meses de polinizagdo. Mecanismos de dispersdo
ativos e eficientes de polen e sementes servem para garantir o fluxo génico dentro e entre os
segmentos populacionais que levam ao estabelecimento de populagdes (NAIR, 2004).

Pertence ao género Piper, o maior da familia Piperaceae, o qual agrega cerca de 2000
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, incluindo 300 na regido Amazonica
e 150 na regido sudeste do Brasil (JARAMILLO; MANOS, 2001; QUIJANO-ABRIL et al.,
2006). Dentre essas espécies, a P. nigrum L. é a mais importante comercialmente,
apresentando tanto variedades selvagens quanto cultivadas. E uma planta trepadeira, perene,

semilenhosa e, para seu bom desenvolvimento exige o uso de tutores para sua sustentag@o.
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O caule ¢ formado por duas partes distintas: a haste central ou ramo ortotrépico
responsavel pelo crescimento em altura das plantas. Estes possuem raizes adventicias do tipo
grampiformes que se originam nos nds e se aderem livremente ao suporte de madeira. As
hastes laterais sdo desprovidas de raizes aderentes cujas gemas originam as flores e os frutos,
estes sdo chamados de ramos de frutificagdo ou plagiotrépicos. As folhas da pimenteira-do-
reino sdo pecioladas e se localizam a altura dos nds existentes nos ramos. O fruto é uma drupa
séssil, proveniente de um tnico 6vulo. Quando maduro, o fruto possui de 4 a 6 mm de
didmetro e sua casca adquire coloragio avermelhada. A semente apresenta o endosperma
esbranquigado. No Par4, a maturago ocorre no periodo de junho a setembro e no sul da Bahia
e Espirito Santo hd dois periodos de maturagiio, margo a abril e outubro e novembro. O
intervalo entre floragdo e maturagéo é de seis meses (PROJETO PAS CAMPO, 2004).

Em diversos tipos de solo a pimenteira-do-reino se adapta. Os solos amazdnicos
prestam-se ao seu cultivo com obtengio de bons resultados, tendo em vista que, sem
considerar os aspectos nutricionais da planta, a sua maior exigéncia é quanto s propriedades
fisicas, consideradas como boas na maioria destes. O plantio é feito em terrenos de terra
firme, ndo sendo utilizados os solos de varzeas, devido a sua condi¢io de encharcamento e
excesso de umidade, fatores estes que os tornam impréprios para o cultivo, pela deficiéncia de
oxigénio que prejudica o desenvolvimento do sistema radicular da planta, e
consequentemente, o aparecimento de fungos patogénicos (BAENA; RODRIGUES, 2005).
Devem ser evitados solos arenosos ou pedregosos, topografias excessivamente onduladas. As
condicbes de fertilidade do solo ndo sdo consideradas limitantes, visto que podem ser
corrigidos com uso racional de fertilizantes (PROJETO PAS CAMPO, 2004).

De acordo com Albuquerque e Conduru (1971) a cultura da pimenteira-do-reino foi
introduzida no Brasil no século XVII, pelo Estado da Bahia, difundindo-se para os Estados da
Paraiba, Maranhéo e Par4, a principio com produgdo insignificante. Esta cultura s comegou a
ser utilizada comercialmente no século XX, desde 1933 quando imigrantes japoneses
trouxeram 20 mudas da cultivar “Cingapura” (Kuching) e introduziram no Municipio de
Tomeé-Agu, no Estado do Pard. Apenas trés mudas sobreviveram e a partir dessa base genética
comum ocorreu & expansdo comercial devido & intensificagdo da producio de pimenta-do-
reino, no Para, a partir da propagacio vegetativa desse material botanico passando a ser
produzida em escala comercial (CASTRO, 1979; DUARTE, 1999; BARBOSA, 2002).

Segundo Albuquerque et al. (1989), a cultura se desenvolve muito bem em clima
quente e imido, com precipitagdo pluviométrica média de 2500 mm/ano, com umidade acima

de 80% e temperatura média em torno de 23°C a 28°C € em solos com boa drenagem. Desse
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modo, entende-se que a regifio norte do Brasil oferece todas as condi¢Oes necessarias para seu
bom desenvolvimento.

As duas principais regides produtoras do pais tém suas particularidades. No Estado do
Para, regido Norte da Amazonia, plantagSes de pimenteira-do-reino estio localizados em
areas com precipitagdo pluviométricas de cerca de 2.000 mm/ano e temperaturas médias entre
26°C e 28°C. Enquanto que no Estado do Espirito Santo, regido Sudeste da Mata Atlantica, a
pimenteira € cultivada em 4reas com precipitagio de 1.200 mm/ano e temperatura média de
23°C (PARTELLLI, 2009).

Em geral, o Estado do Espirito Santo adota mais tecnologia para o favorecimento das
condicbes ideais de cultivo quando comparado com o Estado do Para, obtendo como
consequéncia do investimento em tecnologias o aumento da produtividade (cerca de 3.000
kg/ha). Observa-se naquele Estado uma melhor utilizagdo dos fertilizantes, pois dentre as

tecnologias adotadas inclui-se a fertilizagio por irrigagio (SERRANO et al., 2006).

2.2 Importincia socioecondmica da cultura

A India é o mais importante produtor de pimenteira-do-reino no mundo. Discussdes
sobre a economia de pimenta e padrdes de comercializagdo no pais sdo sempre relevantes.
Atualmente, a India responde por 49,5% da éarea total no mundo, mas em 1951 foi de 70%.
Embora o pais detenha a maior 4rea plantada de pimenteira no mundo, com 191.426 ha e
produg@o de 56.200 toneladas, contribui apenas com 29,8% da produgdo mundial, ou seja, sua
produtividade de 294 kg ha™ é extremamente baixa. Na verdade, a contribuigfo total da India
para a produgdo mundial caiu de 66% em 1951 para 29,8% em 2011. Enquanto isso, a
Taildndia com uma érea total de apenas 2.808 ha encabega a lista com produtividade de 3.594
kg ha” (NAIR, 2011).

O International Trade Centre (ITC), em Genebra, estima que o comércio de
especiarias seja em torno de 400.000 a 450.000 toneladas com um valor total de US$ 1,5a2
bilhdes anuais, apresentando uma taxa de crescimento anual de 3,6% em quantidade e 8,4%
em valor de especiarias. A pimenta-do-reino contribui com 34% do comércio total em
especiarias. Tratando-se de mercado consumidor, a Dinamarca estd no topo da lista no
consumo de pimenta, seguida pela Alemanha e Bélgica. Os EUA sio consumidores

considerdveis, enquanto o Canad4 e a Suiga estdo na cauda da lista (NAIR, 2011).
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Segundo a International Pepper Community — IPC (2011), a qual apresenta dados das
exportagdes dos paises produtores de pimenta-do-reino nos anos de 2001 a 2010 (Anexo A),
neste periodo houve um declinio de 5.099 t nas exportagdes brasileiras, ou seja, em 2001 o
pais exportou 33.885 t de pimenta contra 28.786 t em 2010, participando assim com 12,89%
na exportagio mundial neste ano. Desse modo, em termos mundiais, a posigdo do Brasil na
lista de paises exportadores foi de terceiro lugar no ano de 2010 seguido da India que no
mesmo periodo exportou 15.464 t. O Vietnd e a Indonésia apresentaram exportagdes de
96.860 t e 49.146 t ocupando assim, respectivamente, a primeira e segunda posi¢do no
ranking de exportagdes mundiais. Em termos de produgdo (Anexo B), o Brasil, em 2010,
ocupou o quarto lugar como maior produtor de pimenta-do-reino com produgio de 34.000 t,
sendo o maior destaque para o Vietnd com 110.000 t, seguidos da Indonésia (59.000 t) e da
India (50.000 t).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2012) a
produgdo brasileira de pimenta-do-reino, em 2011 atingiu 43.869 t ¢ este ano de 2012 pode
chegar a 51.191 toneladas, ou seja, hd previsdo de 16,69% de aumento na produgdo. Desse

modo, o Brasil mantém-se no ranking dos paises mais produtores dessa especiaria (Tabela 1).

Tabela 1. Area plantada, drea colhida, produgdo e rendimento médio de pimenteira-do-reino
no ano de 2011 e estimativa para o ano de 2012 no Brasil.

Ano Area plantada (ha) Area colhida (ha) Producio (t) Rendintents Mcdio

(kg ha™)
2011 21.380 20.886 43 869 2.100
2012 22.371 22.225 51.191 2.303

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados extraidos das tabelas que compdem o acervo do Levantamento
Sistematico da Produgio Agricola (LSPA) (més junho 2012), e representam uma pequena amostra dos dados
disponiveis do IBGE (2012) no SIDRA (2012) em http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/prevsaf/default.asp.

Desse modo, o Brasil produz em média 39.770 t de pimenta-do-reino por ano e devido
as condigdes edafocliméticas favoraveis ao desenvolvimento da pipericultura no Para, seu
cultivo tornou-se uma das principais atividades econdmicas da agricultura paraense, pois
quase 80% da produgdo nacional sdo provém desse Estado, com grande concentragdo nos
municipios de Tomé-Agu, Castanhal e Baifio. O restante da produgéo sai do Espirito Santo e
da Bahia (Tabela 2), sendo o consumo interno de cinco a seis mil toneladas por ano, com a
maior parte da producgio destinada & exportagdo, uma vez que, por questoes culturais, o

brasileiro consome pouca pimenta-do-reino (IBGE, 2012).
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Tabela 2. Produgdo de pimenta-do-reino no ano de 2011 e estimativa para o ano de
2012 nos Estados brasileiros produtores.

Producdo (t) / ano
Estados Produtores 2011 2012
Para 33.349 40.088
Espirito Santo 6.371 6.696
Bahia 4.011 4.260
Paraiba 99 108
Maranhio 39 39

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados extraidos das tabelas que compdem o acervo do
Levantamento Sistemdtico da Produgdo Agricola (LSPA) (més junho 2012), e representam uma pequena
amostra dos  dados  disponiveis do IBGE (2012) no SIDRA (2012) em
http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/prevsaf/default.asp.

A pimenta-do-reino é o primeiro produto agricola na pauta de exportagdo do Para.
Somente o comércio de minério de ferro e de madeira se equipara ao desta iguaria na regido.
Embora o Estado tenha a maior 4rea colhida (17.825 ha) dentre os Estados produtores sua
produtividade atual € baixa por fatores os quais se destaca a doenga fusariose. A
vulnerabilidade das cultivares ao ataque do patégeno causador desta doenga e a rapida
disseminagdo em plantas provenientes da mesma base genética tém contribuido para o
agravamento do quadro produtivo, que de acordo com Lemos (2003), torna-se mais curto,
com uma média de cinco a seis anos de sobrevivéncia em area de ocorréncia da doenga.

Além da importincia econdmica, a pipericultura tem importancia social no cenario
brasileiro, por se tratar de um cultivo gerador de renda, genuinamente de exportacgo e atrativo
de méo de obra para o campo, diminuindo o éxodo rural para os grandes centros urbanos.
Devido o cultivo gerar renda de mais de 50 milhes de dblares por ano e cerca de 70 a 80 mil
empregos no periodo da safra (LEMOS et al., 2011), este proporciona a oportunidade de cada
tonelada de pimenta colhida corresponder a um trabalhador no campo. Sendo assim, a
pipericultura se adéqua como cultura alternativa para pequenos produtores, pois se trata de um
produto de exportagdo que alcanga bons precos no mercado internacional, possibilitando ao
agricultor aumentar sua renda, atribuindo importancia a atividade para o desenvolvimento

socioeconémico da regido.

2.3 Cultivares de pimenteira-do-reino

Cultivar € um grupo de individuo de qualquer género ou espécie vegetal superior que

seja claramente distinguivel de outros por uma margem minima de descritores (ciclo, cor das
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sementes, caracteristicas morfoldgicas, reagdo a doencas, producdo e padrdes isoenzimaticos
ou de 4cidos nucleicos) que possua denominagdo propria, homogeneidade e estabilidade
quanto aos descritores em sucessivas geracdes (BOREM; MIRANDA, 2009).

As cultivares de pimenteira-do-reino podem ter sido originadas a partir de espécies
selvagens por meio do processo de domesticagdo e sele¢do. Mais de cem cultivares sdo
conhecidas, porém a maioria pode ter desaparecido devido ao aparecimento de doengas
devastadoras ou também substituicdo por hibridos. A migragdo humana tem contribuido para
a propagacao das cultivares (NAIR, 2011).

Segundo Lemos et al. (2011), como resultado da introdugdo e avaliagdo de material
genético de P. nigrum L. nas condigdes edafoclimaticas do Estado do Par4, atualmente, o
sistema de produgdo conta com sete cultivares, dentre as quais estfo:

Cingapura: Introduzida no Brasil em 1933 por imigrantes japoneses. O material
original tinha o nome de Kuching, em alus&o ao local de origem. No Estado do Pard também é
conhecida como pretinha. As plantas tem formato cilindrico, folhas pequenas e estreitas,
espigas curtas com comprimento médio em torno de 7,0 cm e frutos de tamanho médio
(Figura 1-a). Ndo apresenta resisténcia as principais doengas (fusariose, podriddo do pé e
viroses), porém apresenta resisténcia & murcha amarela. A colheita das espigas ocorre no
periodo de agosto a outubro. E recomendada para pequenos, médios e grandes produtores,
para condigdes de solos de textura média com boa drenagem.

Guajarina: Descende da cultivar Arkulam Munda, foi introduzida da India por volta
de 1970. A planta apresenta formato cilindrico quando adulta, com folhas alongadas e de
tamanho médio; espigas longas, com comprimento médio de 12,0 cm, com mais de 90% de
flores hermafroditas; os frutos apresentam bom enchimento nas espigas, sendo esféricos e
gratidos (Figura 1-b). E suscetivel a fusariose, podriddo do pé, murcha amarela e viroses. A
colheita ocorre de agosto a outubro. E recomendada para ambientes com periodo de estiagem
definidos e solos bem drenados, em dreas sem ocorréncia de murcha amarela.

Kuthiravally: Proveniente de Kerala, sul da india e foi introduzida no Brasil na
década de 80. Apresenta folhas largas com em média de 10,12 cm e comprimento médio de
15,75 cm; espigas longas com comprimento médio de 12,04 cm e extremidade recurvada
repleta de frutos graidos (0,49 cm de didmetro) de maturagio mais tardia (Figura 1-c). E
resistente & murcha amarela causada por F. oxysporum, mas suscetivel 4 podriddo das raizes e
secamento dos ramos (F. solani f.sp. piperis). Sua colheita ¢ tardia e ocorre no periodo de
setembro a novembro. Os solos para o cultivo devem ser de textura média e bem drenados

podendo ser consorciada principalmente com espécies arbdrea e algumas esséncias florestais.
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Bento: Provém de uma selegfio feita pelo produtor no municipio de Santa Izabel da
Pard. Provavelmente trata-se de um material segregante da cultivar Guajarina devido a
semelhanca de alguns caracteres morfologicos. Apresenta folhas largas de aproximadamente
8.5 cm com comprimento médio de 17,44 cm; espigas longas com comprimento médio de
13,36 cm; os fruto sdo gratdos (Figura 1-d). E suscetivel a fusariose, podriddo do pé, e
apresenta pouca tolerdncia & murcha amarela e viroses. A colheita ocorre de julho a setembro
(POLTRONIERI, midia digita, 2012).

Figura 1. Principais cultivares de pimenteira-do-reino. a. Cingapura; b. Guajarina; c; e.
Kuthiravally.

Fotos: a, b, ¢ - Oriel Filgueira deLos s d— Lana Roberta Reis dos Santos
Fonte: LEMOS et al., 2011.

E importante ressaltar que, embora as cultivares nio apresentem resisténcia a
fusariose, principal doenca da pimenteira-do-reino, é notério a utilizacio dessas no sentido de
diversificar o material de cultivo predominantemente de Cingapura, evitando assim a
uniformidade genética, através da utilizacio de uma tnica cultivar. Um ciclo de produtividade
elevada mais precoce torna-se muito vantajoso sob o ponto de vista econdmico, possibilitando

melhor convivéncia com doenga importante como a fusariose (POLTRONIERI et al., 2005).

2.4 Principais doencas da pimenteira-do-reino

2.4.1 Fusariose e viroses

Os problemas fitossanitirios observados na pipericultura ao longo dos anos foram

muitos, dentre os quais, destaca-se a fusariose que leva a morte das plantas, reduz a vida util
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da lavoura e causa sérios prejuizos ao agricultor devido ao alto investimento na implantagio
da lavoura (DUARTE; ALBUQUERQUE, 1997; SILVA et al., 2011).

Dentre as estratégias de controle da fusariose, a aplicagdo de fungicidas tem sido
tradicionalmente recomendada. Porém, a eficiéncia bioldgica e econdmica do controle
quimico € limitada, podendo causar, ainda, prejuizos ao ambiente. A aplicagio de materiais
orgénicos no solo pode ser considerada como uma alternativa de controle dessa doenca
(BENCHIMOL et al., 2006).

Segundo Van Bellen (2005) utilizando os recursos naturais de forma inteligente, pode-
se garantir qualidade de vida para as futuras geragdes. Por meio destas diretrizes, a pode-se
buscar o desenvolvimento sustentivel sem degradar o meio ambiente. E neste sentido que,
apesar das dificuldades, estudos tém sido direcionados na tentativa de controlar a fusariose.
Um dos mais recentes € a metodologia para o controle alternativo ainda na fase de producio
de mudas, a partir da utilizagio de folhas de nim indiano (4zadirachta indica A. Juss.)
incorporadas ao solo onde as mudas crescem e permite que estas sejam transplantadas para o
campo totalmente livres da doenga (TREMACOLDI, 2011).

Outras causas possiveis de serem mencionada como motivo de reducgiio da producio e
exportagdo brasileira, principalmente a paraense, s3o as doengas causadas pelos virus como o
Piper yellow mottle virus (PYMoV) e o Cucumber mosaic virus (CMV). Ha poucos estudos
voltados para estas viroses que afetam a pimenteira-do-reino. No Brasil, o CMV foi relatado
pela primeira vez em lavouras de pimenteira-do-reino no municipio de Tomé-Agu, no Para
(COSTA et al, 1970), e em 1990 apresentou-se efn outros Estados como Minas Gerais €
Espirito Santo.

Os sintomas de mosaico causados pelo ataque do virus CMV sdo folhas com areas
clordticas dispersas pelo tecido verde das folhas formando um mosqueado tipico e
malformag@o foliar, espigas curtas e falhadas. Porém, dependendo da cultivar infectada, os
sintomas podem se apresentar de diferentes maneira (DUARTE; ALBUQUERQUE, 2004). A
doenga mosqueado-amarelo, causada pelo PYMoV, afeta folhas jovens e se caracteriza pelo
aparecimento de pontos clordticos brilhantes e dispersos na folha ou entre as nervuras. As
folhas sdo deformadas com bordas onduladas. Também ocorre folhagem raleada e,

consequentemente, redugdio no tamanho e nimero de frutos por espiga (BOARI, 2008).
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2.5 Ontogénese

Ontogenia ou ontogénese ¢ o estudo das origens e desenvolvimento de um organismo
desde o embrido (ovo fertilizado), dos diferentes estadios até sua plena forma desenvolvida. A
ontogenia € estudada em biologia do desenvolvimento. Em termos gerais, ontogenia €
definida como a histéria das mudangas estruturais de uma determinada unidade, que pode ser
uma c€lula, um organismo ou uma sociedade de organismos, sem que haja perda da
organiza¢do que permite aquela unidade existir (MATURANA; VARELA, 1992). Mais
recentemente, o termo ontogenia tem sido usado na biologia celular para descrever o
desenvolvimento de vérios tipos celulares num organismo determinado.

Um vegetal de interesse econdmico, como uma planta de cultivo anual em
crescimento, apresenta diferentes fases. No inicio, como depende de reservas contidas nas
sementes, o crescimento € lento; posteriormente, ap6s o desenvolvimento do sistema radicular
e emergéncia das folhas, hd um rapido crescimento por meio da retirada de agua e nutrientes
do substrato onde encontra-se e a partir de sua atividade fotossintética. Apoés atingir o
tamanho definitivo, entra para a fase de senescéncia, que resulta em um decréscimo no
acumulo de matéria seca. Uma cultura anual, em condi¢des ecoldgicas adequadas, ocupa, no
periodo total de crescimento, em termos de porcentagem, 10% para germinar, 6% para
emergir, 51% no grande periodo de crescimento, 15% para reprodugdo, 8% na maturagio e
10% até a colheita (LUCCHESI, 1984).

A fisiologia do crescimento e do desenvolvimento permite acompanhar o ciclo
biolégico de um vegetal, fase por fase, desde a formag@o do zigoto até ao estado adulto, isto é,
0 seu desenvolvimento ontogenético. E 6bvio que, para apreender-se claramente o
comportamento ontogenético de um organismo, é necessdrio analisar a sequencia dos
fen6menos que nele se sucedem (ACCORSI et al., 1966).

Varios estudos utilizando a ontogénese para o melhor conhecimento do crescimento e
desenvolvimento de organismos vegetais tém sido aplicado para as mais diferentes situagdes
com intuito de obter respostas quanto ao comportamento de tais organismos quando
submetidos a diferentes situages. Isto pode ser visto nos estudos de Sampaio (2005)
analisando a ontogénese floral, esporo e gametogénese em anteras de Aeschynomene falcata
(Poir) DC. e Aeschynomene sensitiva Sw. (Papilionoideae — Leguminosae) obtendo

evidéncias morfoldgicas e anatémicas de importancia relevante para a taxonomia do grupo.
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Polovnikova e Voskresenskaya (2008) analisaram as atividades de componentes
antioxidantes e de polifenol oxidase na ontogenia de drgios vegetativos de trevo violeta
(Trifolium pratense L.) e prado festuca (Festuca pratensis Huds.) crescendo em condigdes de
cidade. Observaram que em todas as fases de desenvolvimento, a espécie prado festuca
mostrou-se mais tolerantes e foi caracterizada pelo menor teor dos compostos estudados do
que o trevo violeta, que mostrou-se mais sensiveis ao habitarem em territdrios de cidade
caracterizada pela influéncia da polui¢do industrial. Portanto, um dos fatores determinantes de
sobrevivéncia das plantas na megapolis é sua tolerdncia aos compostos fitotdxicos
contaminantes do solo e do ar. _

Em ontogénese de pimenteira-do-reino, Lemos et al. (2010a) realizaram trabalhos para
avaliar a germinagdo ex situ de sementes de pimenteira-do-reino de diferentes cultivares até a
formagéo da plantula. Em outra pesquisa, Lemos et al. (2010b) analisaram ontogenia in vitro
de quatro cultivares de pimenteira-do-reino. Nestes estudos, obtiveram resultados quanto aos
estadios de desenvolvimento germinativo (sementes intumescidas em nivel do embrido;
emisséo e alongamento da radicula; emissdo de cauliculo; emissio de hipocétilo; emissdo de

cotilédones; emissdo de epicotilo e plantulas formadas) de diferentes genotipos.

2.6 Métodos de propagacio

Do ponto de vista biolégico, os organismos vivos reproduzem-se sexual e/ou
assexuadamente. No primeiro caso, a variabilidade genética e a evolugdo sdo favorecidas; no
segundo, isso ndo acontece. Do ponto de vista comercial, ¢ interessante que cultivares de
importéncia agronémica sejam propagadas assexuadamente, pois esse tipo de propagagio
resulta em plantas uniformes quanto ao seu fen6tipo, ou seja, crescimento, floragdo,
frutificagéo etc (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010a).

O processo de propagacdo da pimenteira-do-reino mais utilizado para implantaggo de
plantios comerciais ¢ a propagagio vegetativa, ou também chamada de reprodugdo clonal,
que consiste no enraizamento de estacas, que se inicia pelo pré-enraizamento em canteiros,
promovendo um crescimento rapido, precoce e uniforme. Além de menos trabalhoso, esse

método traz ainda outras vantagens como a facilidade no desenvolvimento de raizes e a
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conservagdo de todas as caracteristicas da planta matriz, como vigor e produtividade
(PROJETO PAS CAMPO, 2004).

Contudo, a vulnerabilidade das cultivares ao ataque do patégeno é favorecida pela
forma de propagaciio assexuada utilizada que beneficia a disseminagdo da doenga devido a
propagacio por estacas provenientes de material original de ma qualidade e das cultivares
comerciais serem susceptiveis a doengas (LEMOS et al,, 2011).

Néo se recomenda propagar a pimenteira-do-reino por sementes, pois a propagacgio
sexuada apresenta desenvolvimento muito lento, frutificagdo irregular e tardia e rendimento
muito baixo (COSTA et al, 2005). Entretanto, devido a propagagdo sexuada ter como
vantagem a geragdo de variabilidade genética nos individuos, a propagacdo por sementes de
pimenteira-do-reino ¢ adotada basicamente em programas de melhoramento genético.
Ressalta-se que a viabilidade das sementes é perdida rapidamente apés 40-50 dias de
armazenamento € a germinagdo ocorre aos 15 a 90 dias ap6s a semeadura, dependendo da

cultivar e das condi¢des de cultivo (NAMBIAR et al., 1978; LEMOS, 2003).

2.7 Biotecnologia: cultura de tecidos e micropropagacio

A moderna biotecnologia utiliza, dentre outras, tecnologias avangadas de genética, a
biologia molecular, a cultura de células e tecidos, a engenharia genética e a clonagem, sendo
vasta sua aplicagdo também no setor agropecuério. Sua utilizagdo na pesquisa agronémica é
importante entre outras vantagens, pelo aumento da velocidade de geracdo de novas
tecnologias, o que ¢ um dos empecilhos com que se debatem as atuais técnicas do
melhoramento classico (BARBOSA, 2002).

A cultura de tecidos de plantas ¢ um termo que exprime o conceito de que uma ampla
gama de tipos de tecidos e 6rgfos vegetais da planta podem ser cultivados sob condigdes
assépticas e in vitro, visando a micropropagago, ou a multiplicagio in vitro, auxiliar o
melhoramento genético, a conservagio e a limpeza clonal (BARRUETO CID; TEIXEIRA,
2010a) podendo também ser utilizada para intercimbio e avaliagdo de germoplasma
(ANDRADE, 2002).

Desse modo, a propagagdo in vitro de plantas, também chamada de micropropagagao,

¢ uma técnica para propagar plantas dentro de tubos de ensaios ou similares de vidro sob
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adequadas condigdes de assepsia, nutri¢do e fatores ambientais como luz, temperatura, 0, e
CO,. E uma parte importante de biotecnologia, conjuntamente com outras duas dreas: DNA
recombinante e fermentagdo (BARRUETO CID, 2001).

Teoricamente, considera-se que todas as células vegetais sdo capazes de expressar sua
totipoténcia. No entanto, os explantes (qualquer parte da planta destinada ao uso in Vitro) sdo
uma mistura de células em variados estados fisiolégicos, bioquimicos e de desenvolvimento.
Nesse sentido, espera-se que a exposicdo desses explantes a um ambiente in vitro estimule
reagOes diversificadas nos diferentes tipos celulares (ANDRADE, 2002).

Entretanto, nem todos os explantes reagem da mesma forma a uma determinada
condigdo in vitro (DHAR; JOSHI, 2005). Os requerimentos nutricionais e hormonais também
poderdo variar conforme o explante, ou seja, o nivel morfoldgico deste podera influir no
processo havendo a necessidade de adicionar alguns ingredientes e ou reduzir outros
(BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010a).

Para Zhang et al. (2003), os meios nutritivos e a sua composi¢do operam o “milagre”
da vida, ou seja, a conversdo dos explantes em plantulas e das plintulas em mudas, as quais
tém o caréter clonal embutido em sua natureza e, por isso, possuem carater de gen6tipo
superior. S&o muitos os fatores que estdo envolvidos em um protocolo eficiente de
regeneragdo: a condido da cultura (meio de cultura, reguladores de crescimento,
concentragdo de sacarose, luz, temperatura, recipientes), a fonte de explante (folha, raiz,
caule, meristema etc) e o genétipo (espécie, cultivar ou variedade que esta sendo utilizada).

Visto isso, a micropropagagio constitui uma ferramenta importante para a
multiplicacdo de genotipos desejaveis bem como para a conservagdo in vitro, para o
intercdmbio de germoplasma e para produgio padronizada de mudas originando plantas com
desenvolvimento homogéneo (LIMA et al., 2003).

A tecnologia de micropropagagdo, apesar de proporcionar a obten¢do de um maior
numero de plantas com alta qualidade fitossanitaria em um menor periodo de tempo, ainda
apresenta um custo elevado quando comparada aos métodos convencionais de propagacdo
(JUNGHANS et al., 2009).

Para Oliveira (2010) sdo muitas as vantagens da micropropagaco, ou seja, além da
produgdo de mudas em grande escala em qualquer época do ano e com economia de tempo e
espago pode-se incluir: a) rdpida disponibilizagio de um grande nimero de mudas de
materiais selecionados; b) homogeneidade no desenvolvimento das mudas, que permite a

uniformizagdo do plantio facilitando o planejamento das praticas culturais € 0 manejo, pois as
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mudas manterdo o mesmo padrio de desenvolvimento; e c) obtengio de plantas com
caracteristicas genéticas idénticas & matriz.

Segundo Castro et al. (2009), basicamente todos os protocolos de micropropagagio
envolvem as seguintes etapas: selegio de plantas matrizes e dos explantes, limpeza e assepsia
do material vegetal, estabelecimento da cultura in vitro, multiplicagdo in vitro, enraizamento
in vitro € aclimatiza¢go das plantas.

A propagagdo in vitro de plantas tem despertado grande interesse, seja pela produgio
de plantas livres de patégenos e de material elite, ou pela produgdo de mudas em grande
escala em curto tempo (LEMOS, 2003). E neste sentido que a Embrapa Amazonia Oriental
tem pesquisado a micropropagacio, a cultura de embrido e a regeneracdo de plantas in vitro
de pimenteira-do-reino, desde 1997. A partir de 1999, essa instituigio de pesquisa tem
adotado os seguintes métodos de melhoramento para a pimenteira-do-reino: hibridagdo
intraespecifica; hibridagdo interespecifica; e indu¢do de mutagdes através de radiagio gama de
fonte *°Co. Nos trés métodos estdo incluidas as fases em que as técnicas da moderna
biotecnologia, ou seja, germinago in vitro, micropropagag¢do e manutengio in vifro sio
utilizadas (POLTRONIERI et al., 1999; BARBOSA, 2002).

Estudos desenvolvidos por Lemos (2003) com pimenteira-do-reino utilizando
estratégias apropriadas para aplicacio de mutagénese associada as técnicas in vitro, fez-se
necessario a defini¢dio de protocolo de micropropagagdo entre outras técnicas. Moura et al.
(2008) utilizaram a micropropagacio para avaliar diferentes concentragdes de citocinina e
carvdo ativado na micropropagagio de pimenteira-do-reino.

De maneira geral, para pimenteira-do-reino, a metodologia utilizada nestes e outros
estudos passa pela selecio do material a ser utilizado (cultivar); coleta de frutos maduros para
obtengéio das sementes, ou coleta de estacas de ramos ortotropicos com dois ou trés nés para
formagdio de mudas para utilizagdo de gemas e apices caulinares; assepsia do material (em
camara de fluxo laminar, com é&lcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio (NaOCI) a 2%
por 15 minutos em agitagdo, e lavagens em agua destilada autoclavada por cinco vezes);
germinagdo in vitro em meio de cultura com a metade dos sais de MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), acrescido de vitaminas, sacarose a 3% e agar a 0,65% para solidificagdo,
adicdo ou ndo de carvdo ativado, combinado ou nio com NaH,PO,; estabelecimento da
cultura [meio MS suplementando com concentragdes da auxina (4cido indolacético - AIA)
e/ou citocinina (6-benzilaminopurina - BAP) combinado ou nfio com carvio ativado];

proliferagdio de brotos (meio MS com concentragdes de AIA e/ou BAP); enraizamento de
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brotos (metade da concentraciio dos sais de MS suplementado com 0,1 mg L™ de 4cido
naftalenoacético - NAA); aclimatizagio e formago de mudas.

De modo mais especifico, a cultura de tecidos tem-se mostrado uma alternativa para
manipular plantas cultivadas, como é o caso da pimenteira-do-reino. Para tanto, o
conhecimento dos mecanismos de regeneragdo de plantas ¢ crucial, pois esta é a maior

limitagdo na aplicagio da moderna biotecnologia para o melhoramento vegetal (BARBOSA,
2002).
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3 ONTOGENESE, MULTIPLICACAO, ENRAIZAMENTO IN VITRO E
ACLIMATIZACAO DE CULTIVARES DE PIMENTEIRA-DO-REINO (Piper nigrum
L.

3.1 INTRODUCAO

O género Piper é o maior da familia Piperaceae e inclui a espécie pimenteira-do-reino
(Piper nigrum L.), planta trepadeira perene que cresce aderida a tutores de madeira ou troncos
de arvores podendo atingir até cinco metros de altura, produzindo frutos pequenos e globoso
do tipo baga com uma sé semente os quais sdo amplamente comercializados como
condimentos alimentares. Sua cultura é milenar tendo a exploragdo e o comércio iniciados na
India, de onde se espalhou para Oriente Médio e a Europa (SILVA; SOUZA, 2009).

A pimenta-do-reino se destaca no comércio mundial como uma das especiarias mais
comercializadas e utilizadas pelo homem, ocorrendo desde a antiguidade (NEPOMUCENO,
2005). Isso porque a planta gera vérios produtos que sdo utilizados em escala doméstica ou
em escala industrial de processamento de alimentos (BASTOS et al , 2008).

Segundo dados do International Pepper Community — IPC (2011), em 2010, a &rea
total cultivada foi de 476,5 mil hectares, sendo 38,19% na india, seguida da Indonésia
(30,43%), Vietna (10,49%), Sri Lanka (6,45%), China (5,04%). O Brasil ocupou o sexto lugar
com 20.000 hectares, participando com 4,20% do total (ANEXO C). Esse quadro reflete
diretamente na produgfo brasileira que em 2010 o Brasil ocupou o quarto lugar (34.000 t),
porém em 2003 este volume foi de 50.000 t, ou seja, houve um declinio na producio de
16.000 t e isto ocorreu gradativamente ao longo desses anos.

O quadro brasileiro em termos de 4rea cultivada, 4rea colhida e produgdo de
pimenteira-do-reino € apenas um reflexo dos dados apresentados pelo Estado do Pard que
contribui com quase 80% da produgio nacional, seguido do Estado do Espirito Santo
(15,28%), Bahia (9,62%), Paraiba (2,37%) e Maranhio (0,94%).

Apesar da importéncia econdmica da cultura para o Brasil e para o Pard, o quadro
produtivo do Estado sofre muitas oscilagdes provocadas por vérios fatores, como a baixa
cotagdo em alguns anos do produto no mercado interno e, mais acentuadamente, por
problemas fitossanitarios (BASTOS et al, 2008). A Amazonia, de clima quente e \imido,

possui condigdes favoraveis a produgio agricola, apresenta alta diversidade bioldgica cujas
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espécies podem tornar-se pragas e doengas dos cultivos de interesse econdmico como & o caso
da pimenteira-do-reino. Tal fato pode levar & redugfio da produtividade e, consequentemente,
a perda de competitividade do agronegécio (LUNZ et al., 2007).

A inclusio das técnicas da moderna biotecnologia abrem perspectivas para melhores
possibilidades de avangos em pesquisas agronOmicas e estudos de diversas culturas de
importincia econdmica (BARBOSA, 2002), como € o caso da pimenteira-do-reino. Uma das
técnicas para auxiliar um programa de melhoramento genético é utilizar-se da cultura de
tecidos como ferramenta, sendo a micropropagagdo uma dessas vias. Para a micropropagacio
€ necessario que se tenham plantas de qualidade para serem doadoras de explante. Sendo
assim, uma das formas para obten¢do de plantas sadias para servirem de doadoras de
explantes por meio da germinagéo in vitro.

A aplicagdo das técnicas de cultura de tecidos em pimenteira-do-reino vem sendo
realizada desde a década de 80 quando Mathews e Rao (1984) verificaram a formagdo de
calos na maioria dos explantes usados no estudo (segmentos de hipocétilo, gemas axilares,
apice caulinar), em meio de cultura contendo uma larga combinagio de auxina-citocinina,
com exce¢do de segmentos de folha e tecido de antera. Além disso, observaram que 4pices
caulinares provenientes de plantulas in vitro diferenciaram em multiplas brotagdes quando
cultivado em meio MS contendo os reguladores de crescimento: 4cido indolacético (IAA) e 6-
benziladenina (BA), 1 mg L de cada, e posteriormente enraizados em meio contendo a
metade da concentragdo dos sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 0,2
mg L™ de 4cido naftalenoacético (NAA).

Desde entdo, outros estudos vem sendo desenvolvidos sobre a micropropagio de
pimenteira-do-reino. Lemos (2003), em seu trabalho sobre mutagénese de pimenteira-do-
reino, precisou definir um processo de micropropagagdo. Este utilizou 4pices caulinares e
gemas axilares em meio MS suplementados com diferentes combinagdes dos reguladores de
crescimento (BAP x IAA) visando a proliferagdo de brotos.

Moura et al. (2008), também realizou estudos objetivando testar o efeito de
concentragdes de BAP (6-benzilaminopurina), porém com adi¢io de carvio ativado em
alguns caracteres avaliados nas fases de estabelecimento e proliferagio de brotos da
pimenteira—do-reino via &pices caulinares a fim de contribuir para o estabelecimento de um
protocolo de micropropagacio da espécie.

Visto isso, € possivel observar a importidncia da utilizagio dos reguladores de
crescimento no processo de micropropagagdo, uma vez que estes induzem respostas

fisiologicas na planta, tais como indugfio de raizes, indugio de brotagdes, alongamento de
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entrends etc. Para Taiz e Zeiger (2009), as citocininas atuam regulando muitos processos
celulares, controle da divisdo celular ¢ o processo central no crescimento € no
desenvolvimento vegetal.

A producio de mudas via cultura de tecido sdo de custos elevados, por isso, deve-se
investir também em pesquisas envolvendo as fases finais do processo de micropropagagéo,
enraizamentos para posterior aclimatizacio com elevadas taxas de sobrevivéncia. Para Arigita
et al. (2002), a baixa eficiéncia de aclimatizagdo pode ser devido a heterotrofia dos tecidos
cultivados, resultantes do ambiente imposto pelas condigbes de cultivo in vitro. Entre os
fatores relacionados a condig@o heterotréfica das plantas in vitro, destaca-se a adigdo de fonte
de carboidrato ao meio de cultura (DIGNART et al., 2009). Essa condi¢éo de cultivo pode
resultar em alteragdes morfoldgicas e fisiologicas que sdo responsaveis por grande parte das
perdas de plantulas durante a aclimatizacéo.

A vista desse conhecimento, este trabalho teve como objetivo avaliar a ontogénese, a
multiplicagdo, o enraizamento in vitro e a aclimatizag@o de cultivares de pimenteira-do-reino

(P. nigrum L.) pela aplicag@o das técnicas de cultura de tecidos.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Recursos
Genéticos da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Par. As cultivares de pimenteira-do-reino
estudadas foram: Bento, Cingapura, Guajarina e Kuthiravally. O trabalho constou das
seguintes etapas: germinagdo, multiplicagdo, enraizamento in vitro e aclimatizagdo ex vitro,

sendo esta ultima etapa instalada em casa de vegetagdo (Figura 2).

Figura 2. Sequéncia das etapas desenvolvidas desde a coleta dos frutos para germinagéo das
sementes in vitro e acompanhamento da ontogenia, passando pela multiplicagio,

enraizamento in vitro até a aclimatizagdo ex vitro de cultivares de pimenteira-do-reino.
Belém, PA. 2012.

3.2.1 Coleta dos frutos e assepsia das sementes

Para producdo de plantulas, frutos de pimenteira-do-reino (P. nigrum L.) das cultivares
descritas foram coletados de plantas cultivadas no banco ativo de germoplasma (BAG) de
pimenteira-do-reino, localizado na Embrapa Amazonia Oriental — Belém/Par4, em estadio
maduro de coloragdo amarelo a vermelho (Figura 3-a), os quais foram conduzidas ao

laboratério e submetidos & pré-assepsia que constou de despolpamento manual das sementes,
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lavagem em 4gua corrente com detergente liquido, imersdo em solucio de fungicida derosal a
0,2% durante 20 minutos e imersfio em a hipoclorito de sédio (NaClO) a 1,5% por cerca de 12
horas em estufa a 37 °C (Figura 3-b).

Figura 3: Em “a”, frutos maduros de pimenteira-do-reino selecionados para
submissdo ao processo de assepsia. Em “b”, sementes imersas em solucdo de
NaClO e mantidas em estufa a 37 °C. Embrapa Amaz6nia Oriental — Belém/PA,
2012.

Em cémara de fluxo laminar, as sementes de cada cultivar foram submetidas a
solucdo de 4lcool 70% (v/v) por um minuto e a solugio de NaClO a 1,5% (v/v) por 15
minutos. Em seguida estas foram lavadas por cinco vezes em 4gua destilada autoclavada e

transferidas para placas de Petri esterilizadas para posterior semeio in vitro.

3.2.2 Ontogénese: germinacio in vitro e formacio de plintulas

Sob cimara de fluxo laminar, as sementes assépticas das cultivares de pimenteira-do-
reino foram semeadas (Figura 4-a) em frascos cilindricos de 300 mL contendo 40 mL de
meio de cultura basico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), contendo a concentracio
completa ou com metade (%2 MS) da concentragio dos sais, 3% de sacarose, vitamina de MS,
0,2 % de phytagel para solidificacio do meio de cultura, adicio ou nio de fosfato de sodio
monobasico (NaH;POy,), variando suas concentracdes, ¢ pH ajustado para 5,8 antes da

autoclavagem a 121 °C por 20 minutos sob pressio de 1,5 atm. O ensaio foi constituido de
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cinco tratamentos distribuidos de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Tratamentos usados para germinacfo in vitro de
sementes das quatro cultivares de pimenteira-do-reino.

Concentracgio
Tratamentos
NaH,PO, (gL™) Sais de MS

T1 (testemunha) 0 1% MS
T2 0,10 . MS
T3 0,17 . MS
T4 0,25 15 MS
TS 0 MS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com trés repeti¢des
para cada tratamento representadas por um frasco com cinco sementes. A incubacio foi em
sala de crescimento sob condi¢Ses controlada de iluminagio e temperatura com fotoperiodo
de 16 h luz.dia™, com intensidade de luz de cerca de 3.000 lux, proporcionada por trés
lampadas fluorescentes brancas de 20 w e temperatura ambiente de 25 + 3 °C (Figura 4-b).

Figura 4. Em “a™ inoculacdo, em meio de cultura, de sementes de pimenteira-do-reino;
em “b”: cultivo das sementes em sala de crescimento em meio de cultura. Embrapa
Amaz6nia Oriental, Belém-PA.

vt

Os dados tomados aos 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 dias de cultivo referem-se aos
estadios de desenvolvimento observados quanto as sementes sem respostas (SSR),
intumescidas ao nivel do embrido (INE), emissdo de radicula (ERD), emissio de cauliculo
(ECL), emissdo do hipocétilo (EHP), emissdo de cotilédones (ECT) e plantula formada a
partir da emissdio do epicétilo (EEP). A Avaliacio do experimento foi realizada quanto a

percentagem de respostas para cada estadio de desenvolvimento durante a germinacio in vitro
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das diferentes cultivares de pimenteira-do-reino considerando cada tratamento as quais foram

submetidas.

3.2.3 Estabelecimento e multiplicaciio in vitro de brotos e gemas

As plantulas das cultivares de pimenteira-do-reino doadoras de explantes germinadas
in vitro estavam com 130 dias de cultivo. Estas foram incisadas e os explantes assépticos
obtidos, dpices caulinares e gemas axilares, (Figura 5) foram submetidos ao estabelecimento
in vitro em meio de cultura MS, com sacarose a 3% e phytagel a 0,2%, suplementados com
diferentes combinagdes dos reguladores de crescimentos thidiazuron (TDZ) e/ou 6-
benzilaminopurina (BAP). As combinagdes utilizadas de fitorreguladores constituiram de
TDZ (0,0 ou 0,05 mg L) e BAP (0,5; 1,0 ou 2,0 mg L™). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 sendo em seguida distribuidos em tubos de ensaio (25 x 170 mm) com 20 ml
de meio de cultura, vedados com papel aluminio e filme de PVC resinite e submetidos a
autoclavagem a 120 °C por 20 minutos sob pressdo de 1,5 atm. As condigdes laboratoriais de
cultivo foram de fotoperiodo de 16 h luz dia”, com intensidade de luminosa de 3.000 lux
proporcionada por trés limpadas fluorescentes brancas por prateleira e temperatura de 25 £+ 3
g 44

Visando a proliferagio de brotos e de gemas apicais e axilares, apos a fase de
estabelecimento, os brotos gerados incisados para obtengdo de explantes de apices caulinares
¢ gemas axilares, os quais foram cultivados nas mesmas condi¢des de cultivo impostas
durante o estabelecimento, tanto para os meios de cultivo como para as condi¢des
laboratoriais. Os recipientes utilizados eram frascos cilindricos de 300 mL contendo 40 mL de
meio de cultura bésico. Houve realizados cinco subcultivos, cada um com duraggo de seis
semanas. As avaliagGes feitas a cada subcultivo foram quanto ao nimero de gemas por
explante € o nimero de brotos por explante.

O delincamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 5, ou seja, quatro cultivares e cinco combinagdes dos fitoreguladores (TDZ x
BAP) (Quadro 1), totalizando 20 interagSes, cada uma variando o nimero de repeti¢oes a
cada subcultivo. Cada repeti¢do foi representada por um frasco contendo de 4 a 5 explante. Os

dados, nimero de brotos e mimero de gemas, foram submetidos a analise de varidncia e as
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médias da interacio entre cultivar e tratamento foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade, caso houvesse diferenca entre elas.

Quadro 1. Tratamentos usados na multiplica¢fio in vifro de cultivares de pimenteira-do-

reino.
Cultivares TDZ (mg L") BAP (mgL™) Tratamentos
00 T -E
C‘ ) )
BT 2,0 3
N 0.5 T4
Kuthiravally 0,05 1:0 T5

Figura S. Plantula de pimenteira-do-reino aos 130 dias ap6és o semeio in
vitro. Detalhes dos locais de excisdo para obtengfio dos explantes a serem
submetidos & multiplicacdo in vitro.

Apice caulinar

~ Gemas axilares

3.2.4 Enraizamento in vitro

Apbs o quinto subcultivo os brotos das cultivares foram inoculados em frascos de
vidro cilindricos de 300 mL contendo 40 mL de meio basico de cultura para inducsio do
enraizamento. O meio de cultura foi constituido da % MS, suplementado com 0,1 mg L' de

acido naftalenoacético (NAA) e phytagel a 0,2%. As concentracdes de sacarose testadas



35

foram de 15; 30; 45; 60 g ™' e sua auséncia no meio de cultura (controle). Apés o preparo dos
meios de cultura, todos os tratamentos tiveram o pH do meio ajustado para 5,8 e em seguida
distribuidos em frascos cilindricos de 300 mL contendo 40 mL de meio de cultura basico
sendo submetidos & autoclavagem a 120 °C por 20 minutos sob pressdo de 1,5 atm. As
condicGes laboratoriais de cultivo em sala de crescimento foram de fotoperiodo de 16 h luz
dia”, com intensidade de luminosa de 3.000 lux proporcionada por trés lampadas
fluorescentes brancas por prateleira e temperatura de 25 + 3 °C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 5, ou seja, quatro cultivares e cinco concentracdes de sacarose, totalizando 20
tratamentos, cada um com numero variado de repeti¢des, de 8 a 11, e com niimero de brotos
de 7 a 10 por repeticio.

O cultivo foi mantido por seis semanas em sala de crescimento nas condicdes
laboratoriais citadas anteriormente. Apds este periodo, as avaliacdes realizadas foram quanto
a inducfo de raizes, sendo observado o numero de raizes por broto, 0 comprimento médio das
raizes por broto, o comprimento dos brotos e o nimero de folhas por broto (Figura 6). Os
dados foram submetidos & andlise de varidncia e teste de comparagio de médias pelo teste

Tukey a nivel de 5% de probabilidade, caso houvesse diferenca entre elas.

Figura 6. Broto de pimenteira-do-reino enraizado in vitro mostrando as

varigveis _ avaliadas _ antes  d processo _de _aclimatizacéo.
N* de folhas
Comprimento
de breto
N® de raizes Cumpri{nenta
de raizes
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3.2.5 Aclimatizacio

Os brotos enraizados in vitro, também chamados “plantlets”, das cultivares Bento,
Cingapura, Guajarina e Kuthiravally de pimenteira-do-reino foram os provenientes do
experimento de enraizamento que utilizou o meio de cultura % MS e 0,1 mg L™ de NAA e
quatro concentracdes de sacarose (15, 30,45e60 g L™) sendo o cultivo mantido em sala de
crescimento em condigSes laboratoriais de fotoperiodo de 16 h luz dia™, com intensidade de
luminosa de 3.000 lux proporcionada por trés ldmpadas fluorescentes brancas por prateleira e
temperatura de 25 + 3 °C pelo periodo de seis semanas.

As pléntulas in vifro foram encaminhadas a sala de lavagem para serem retiradas dos
frascos e as raizes lavadas em 4gua destilada para retirada do residuo de meio de cultura, antes
de serem transferidas para bandejas plasticas de polipropileno com 24 células, com duas
pléntulas por célula, utilizando o substrato vermiculita para aclimatizacio (Figura 7). Em casa
de vegetacfio na Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém-PA as bandejas foram mantidas com
irrigacio intermitente por duas vezes ao dia até que a umidade do substrato nas células das
bandejas fosse & desejada. Quinzenalmente, estas foram nutridas com solucfio de %2 MS com
10 mL em cada célula. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, variando
de 4 a 7 o numero de repeticdes. Os dados tomados a cada semana, durante quatro semanas,

foram quanto ao percentual de sobrevivéncia das plantas durante a fase de aclimatizagfo.

Figura 7. Plantulas das cultivares de pimenteira-do-
reino, provenientes do enraizamento in Vvitro,
submetidas a aclimatizacio ex vifro em casa de
vegetacdo. Embrapa Amazo6nia Oriental. Belém/PA.
e 7 ’-‘hi > 3 P 7R 1 ‘?.,‘ :

§ = e %
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Ontogénese: germinagio ir vitro e formacio de plantulas

A caracterizagdo morfologica identificada nas cultivares estudadas como as primeiras
manifestagdes de germinagfo iniciam-se entre o 20° e 30° dia apos a semeadura com o
intumescimento da micrépila ao nivel do embridio (INE) (Figura 8-b) em todas as cultivares
testadas. Em seguida, a radicula rompe o tegumento, dando inicio a germinagdo ao 30° dia de
cultivo, porém esta protrusiio de emissio de radicula (ERD) ocorre em maior propor¢do aos
40 dias ap0s o semeio. A radicula, que possui coloragdo esbranquigada ¢ glabra, alonga-se
formando uma curva para baixo empurrando o tegumento que contém os cotilédones para
cima (Figura 8-c).

Aos 50 dias, a raiz comega a apresentar escurecimento em sua coloragdo, ganhando
tonalidade levemente amarronzada. As raizes secundarias comegam a surgir e pélos
translicidos passam a ser percebidos. O é4pice para emissdo do cauliculo (ECL) (Figura 8-d)
ocorre neste periodo ¢ perdura por pouco tempo, no maximo dois dias, pois logo hd o
surgimento do hipocétilo (EHP) (Figura 8-¢), que aos 60 dias apos semeadura apresentou-se
em maior nimero nas plantulas observadas das quatro cultivares. O cauliculo distingui-se do
hipocétilo porque esse se apresenta curvado e com coloragdo verde-clara, enquanto que o
hipocétilo € epigeo, cilindrico e longo em relagdo ao epicdtilo, também diferindo em sua
coloragfio a qual ¢ verde-escura.

A fase subsequente tem culminincia aos 70 dias de cultivo com a emissio dos
cotilédones (ECT) (Figura 8-f) caracterizados por serem opostos, livres, sésseis e
apresentando coloragdo verde-escuro. O epicétilo (EEP) (Figura 8-g) comeca a surgir
discretamente entre os cotilédones aos 70 dias apos o semeio, porém seu apice foi percebido
no 90° dia de cultivo, pois primeiramente surge a primeira folha permanente para depois o
epicdtilo alongar-se.

De acordo com a classificagio de Duke e Polhill (1981) a espécie apresenta
germinagdo epigea, devido os cotilédones se elevarem acima do substrato, e
fanerocotiledonar, pelo motivo dos cotilédones sairem por completo do tegumento.

Estudos que visam o conhecimento da morfologia de plantulas sdo ainda escassos na

literatura (MELO et al., 2004). Entretanto, na botinica sistematica somente os caracteres de
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planta adulta sfio frequentemente utilizados, enquanto as caracteristicas das plantulas sio
pouco adotadas, talvez pela limitaco de dados e falta de tradicdo. A observacio do
desenvolvimento da plantula permite diferenciar grupos taxonémicos muito semelhantes entre
si, bem como auxiliar nos estudos de regeneragio e nos trabalhos de melhoramento genético,
além do reconhecimento das espécies em viveiros de produgiio € em campo (SILVA et al.,
2008).

Figura 8. Estadios de desenvolvimento ao longo de 90 dias ap6s semeio de pimenteira-do-
reino. Embrapa Amazo6nia Oriental- Belém/PA, 2011.

~
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Legenda: a — SSR (sementes sem respostas, b- INE (intumescidas ao nivel do embrido), c — ERD (emissdo
de radicula), d — ECL (emissdo de cauliculo), e — EHP (emissdo do hipocétilo), f — ECT (emissio de
cotilédones), g —EEP (emissdo do epicétilo).

Em ralaco aos tratamentos, independentes das cultivares estudadas, uma vez que
estas apresentaram a mesma performance no decorrer das observagdes, estes influenciaram
nos aspectos morfolégicos no processo de germinacfio in vifro apresentando periodos de
culminéncia durante os estadios de desenvolvimentos. De maneira geral, observou-se que 0s
estadios iniciais da germinac¢fo, intumescimento ao nivel do embriio (INE) e emissdo de
radicula (ERD), apresentaram percentuais maiores aos 30 e 40 dias apés inoculacio no
tratamento testemunha (T1), respectivamente.

Ao maiores percentuais para o estadio de sementes intumescidas ao nivel do embridio
(Figura 9), 2o 30° dia, ocorreram no T1 (% MS + 0 g L™ NaH,PO,), estes foram de 60,0%
para as cultivares Bento e Guajarina e 53,3% para Cingapura e 60% para Kuthiravally no T3
(aMS+0,17¢ L? NaH,PO,). Para o estadio de emissdo de radicula (Figura 10), ao 40° dia,
apresentaram percentuais de 53,3% para Bento, 46,7% para Cingapura e Kuthiravally, porém
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o maior valor neste estadio para a cultivar Guajarina foi obtido em T4 (%2 MS + 0,25 g L™ de

NaH,P04) com 46,7% no mesmo periodo.

Figura 9. Percentual de sementes das cultivares de pimenteira-do-reino intumescidas ao nivel
do embrido a partir do 30° dia até o 50° dia apds semeio ir vitro.
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Figura 10. Percentual das cultivares de pimenteira-do-reino que emitiram radicula a partir do

30° dia até o 60° dia apos semeio in vitro.
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Os tratamentos, T1 (% MS + 0 g L™ NaH,P0,) e T2 (% MS + 0,10 g L™ de NaH,PO,),
apresentaram concomitantemente as maiores taxas percentuais aos 50 dias apds o semeio no
estadio de emissdo de cauliculo (ECL). Para o tratamento T1 estas taxas foram de 46,7% e
53,3%, respectivamente para Cingapura e Guajarina, enquanto que em T2 obteve-se 60,0%

para as cultivares, Bento e Kuthiravally (Figura 11).

Figura 11. Percentual de cultivares de pimenteira-do-reino que responderam com emissio de
cauliculo a partir do 40° dia até o 70° dia apds semeio in vitro.
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Nos estadios de emissdio do hipocétilo (EHP) e emissdo de cotilédones (ECT),
simultaneamente os maiores percentuais foram alcancados aos 60 e 70 dias apds o inicio do
cultivo. Para fase de emisséo do hipocétilo (Figura 12), as cultivares Guajarina e Kuthiravally
atingiram, respectivamente, 53,3% e 46,7% quando germinadas nas condi¢des do tratamento
T2, Cingapura em T1 alcancou 46,7%, enquanto Bento obteve 53,3% de emissio do
hipocétilo em T4. Na avaliacdo da emissdo de cotilédones, a cultivar Bento quando submetida
ao tratamento TS (MS +0 g L? de NaH,POy) respondeu melhor aos 70 dias de cultivo com
percentual de 53,3% para este estddio. Os maiores percentuais de emissio de cotilédones
foram de 46,7% para Cingapura, 60,0% para Guajarina e¢ 53,3% para Kuthiravally, todos
obtidos no tratamento T2 (Figura 13).
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Figura 12. Percentual das cultivares de pimenteira-do-reino com emiss3o de hipocétilo a partir do 40° dia até o 90° dia apos semeio in vitro.
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Figura 13. Percentual das cultivares de pimenteira-do-reino com emiss#o de cotilédone a partir do 50° dia até o 90° dia apds semeio in vitro.
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Na fase final do processo de germinacfio caracterizado pela emissgo do epicétilo com a
total formacio da plantula, o tratamento T2 poséibilitou maiores percentuais de germinacio
para todas as cultivares com 80,0% para Bento e Guajarina, 60,0% para Cingapura e 73,3%
para Kuthiravally (Figura 14).

Figura 14. Percentual de pléntulas formadas de cultivares de pimenteira-do-reino com
emissdo de epicétilo a partir do 70° dia até o 90° dia apds semeio in vitro.
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Aos 50 dias de cultivo in vitro ocorreu a avaliacio final para sementes sem respostas
SSR (Figura 15), ou seja, aquelas que ndo entraram em processo de germinacio. A cultivar
Bento nfio apresentou sementes sem respostas quando submetidas ao tratamento T2,
igualmente ocorreu com a cultivar Kuthiravally no tratamento T1, assim pode-se dizer que
100% das sementes cultivadas nestes tratamentos germinaram. Quanto as cultivares
Cingapura e Guajarina, estas apresentaram menores percentuais de sementes que nio
responderam ao processo germinativo ao serem cultivadas nos tratamentos T1 e T2. Nestes
dois tratamentos o percentual foi de 6,7%, isso significa que 93,3% das sementes estavam em
processo de germinac¢io aos 50 de apds o semeio.

Noventa dias depois da germinacio in vitro as plantulas formadas continuaram
crescendo in vitro até os 130 dias de cultivo, e desta forma fossem utilizadas como fonte de

explante em processo de multiplicacdo in vitro.



Figura 15. Percentual de sementes das cultivares de pimenteira-do-reino que no iniciram o
precesso de germinacéo in vitro até o 50° dia apds semeio.
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Segundo Pasqual (2001) o meio de cultura deve suprir a necessidade de tecidos e
orgéos cultivados in vifro com nutrientes necessarios ao crescimento. Os macronutrientes sdo
fornecidos ao meio de cultura na forma de sais. Calcio, magnésio e potassio sdo absorvidos
pelas células vegetais como cations (Ca*%, Mg™ e K*); nitrogénio na forma de aménio (NH4")
ou nitrato (NO’3); fésforo como ions fosfato (HPO,) e (HoPO;). Os sais usados para fornecer
macronutrientes também podem fornecer ions dos elementos s6dio (Na*) e cloro (CI), sendo
que as células vegetais toleram bem altas concentracdes dos mesmos.

Entretanto, altas concentracdes de fosfato de sédio diminuiram o crescimento dos
explantes (segmentos nodais) de amoreira-preta micropropagados, possivelmente porque o
sodio e alguns microelementos sio precipitados da solucdo ou sua absorcéo é reduzida. A taxa
de incorporacio de ions fosfato depende do gendtipo, que € usualmente constante e
proporcional & taxa de crescimento da cultura (VILLA et al., 2008)

O fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO4H>0) é um componente do meio White
(1963) e BS (GAMBORG et al., 1968). O meio MS possui baixas concentracoes de sédio,
porém, estudos com a micropropagaciio de orquideas demonstraram a necessidade de se
adicionar ao meio concentracdes maiores desse sal. Em estudos com orquideas Phalaenopsis
nebula, verificou-se regeneracio de plantas a partir de cultura de calos, em meio MS, com a
adicdo de 170 mg L™ de fosfato de sédio (CHEN et al., 2000).
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Lemos (2003) desenvolveu trabalhos em que uma das etapas constava de germinagdo
in vitro de pimenteira-do-reino. Este obteve plantulas formadas aos 69 dias apos a inoculagéo
das sementes utilizando meio de cultura MS com adigdo de 0,17 g L™ de NaH,PO,. Todavia,
de acordo com nossos resultados, a adigdo de 0,17 g.L”! de NaH,PO, nio apresentou maiores
taxas em nenhuma das fases de desenvolvimento ontogenetico, deixando claro que para as
cultivares Bento, Cingapura, Guajaria e Kuthiravally pode-se usar a concentragédo de 0,10 g L~
' de NaH,PO, adicionada a % MS, uma vez que a concentragdo completa de MS (T5) ndo
apresentou valores elevados em nenhum dos estadios, exceto para cultivar Bento na fase de
emissdo de cotilédones, deferentemente dos resultados apresentados por Lemos (2003).

Moura et al. (2008) testaram diferentes concentragdes de citocinina e carvio ativado
na micropropagago de pimenteira-do-reino. Para obtencfio das plantulas fonte de explantes,
sementes de pimenteira-do-reino foram germinadas in vitro utilizando o meio basico de
cultura MS (completa concentragfio dos sais) sem a adicdo de NaH,PO,, ou seja, semelhante
ao tratamento TS o qual ndo apresentou os maiores percentuais de plantulas formadas no final

do processo de germinag&o in vitro, com excegio para cultivar Cingapura.

3.3.2 Estabelecimento e multiplica¢do in vitro de brotos e gemas

Os explantes das cultivares Bento, Cingapura, Guajarina e Kuthiravally fornecidos por
brotos pré-estabelecidos em meio de cultura MS suplementado com as combinagdes de
thidiazuron (TDZ) nas concentragdes de 0,0 e 0,05 mg L™ e de 6-benzilaminopurina (BAP) a
0,5;1,0 € 2,0 mg L! apresentavam aspecto verde e com a presenca, em alguns brotos, de calo
na base incisada em contado com o meio de cultura, principalmente nos tratamentos com
combinagdes de 0,05 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L BAP (T1) e 0,05 mg L™ de TDZ x 1,0 mg
L" BAP (T2).

Isto deve ter sido provavelmente ocasionado pelas combinagdes das concentragdes dos
reguladores de crescimento envolvidos, pois se sabe que BAP ¢ uma citocinina e, segundo
Barrueto Cid (2010a), em geral na cultura de tecidos, estas sdo usadas para promover a
indugio de brotos adventicios a partir de calos ou para induzir multibrota¢des a partir de
gemas axilares ou apicais, enquanto o TZD tem uma posigio ambigua, pois atua como auxina

ou como citicinina. O TDZ pode ser substituido in vitro por auxinas ou pelas combinagdes de
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auxinas e citocininas (SINGH et al., 2003). Ele possui alta atividade de citocinina em cultivos
in vitro, quando utilizado em pequenas concentragdes (GRACA et al., 2001).

Visto isso, pode-se dizer que ndo é apenas a quantidade de reguladores de crescimento
que importa para o processo morfogenético, o qual se buscou neste estudo, sendio o tipo € o
balango dos fitorreguladores utilizados, pois este balango influéncia diretamente na resposta
in vitro da cultura.

A fase de estabelecimento permitiu a obtengdo de brotos a partir do uso de cinco
combinagbes dos reguladores de crescimento TDZ x BAP, a qual foi denominada de

tratamentos, versus as cultivares envolvidas, visando a identificagio da melhor interagdo.

Anélise de Varidncia — Numero de brotos para interago entre cultivares e tratamentos no

primeiro e segundo subcultivo

A Tabela 4 apresenta as analises de varidncias para a avaliagio do nimero de brotos da
interagdo cultivar (Cingapura, Bento, Guajarina e Kuthiravally) versus tratamentos (T1, T2,
T3, T4 e T5), considerando o primeiro e o segundo subcultivos. Nelas, as hipéteses testadas
foram HO: as médias dos numeros de brotos sdo iguais para os diferentes tipos de interagdes
versus HI: pelo menos uma das médias do nimero de brotos é diferente das demais
interagdes. Assim, como 2,28 ¢ maior que 0,79, no primeiro subcultivo e 2,28 e maior que
0,73, no segundo subcultivo, isto é, o valor critico de F é maior que F calculado, tanto no
primeiro quanto no segundo subcultivo, concomitantemente, ndo rejeita-se a hipétese de que
as meédias dos niimeros de brotos s3o iguais para as diferentes interagdes. Ou seja, pode-se
concluir, ao nivel de 5%, que os brotos tém, em média, 0 mesmo numero para as diferentes

interacdes entre cultivar versus tratamento.

Tabela 4. Andlise de varidncia — Interagdo cultivar versus tratamento para o niimero de
brotos no 1° subcultivo e 2° subcultivo.

I G.L QM Fcalculado Fcritico
Foute de Vadagly —y i i i I Tell
Cultivar (C) 3 1,667 3,405 3,98 0,96 3,10
Tratamentos (T) 4 0,331 14,430 0,79 4,09 2,87
Interagdo (C x T) 12 0,331 2,583 0,79 0,73 2,28
Residuos 20 0,42 3,53
Total 39

Legenda: G.L - Grau de liberdade; QM — Quadrado médio; I: Primeiro subcultivo; IT: Segundo subcultivo.
Primeiro subcultivo: média geral = 1,858; desvio padrdo = 0,692; coeficiente de variagio = 37,25.
Segundo subcultivo: média geral = 3,937; desvio padrdio = 1,565; coeficiente de variagio = 39,75.



47

Analise de Varidncia — Numeros de brotos e niimero de gemas para interagdo entre cultivares

¢ tratamentos no terceiro subcultivo

A Tabela 5 apresenta as andlises de varidncias para os nimeros de brotos e numero de
gemas da interacdo cultivar (Cingapura, Bento, Guajarina e Kuthiravally) versus tratamentos
(T1, T2, T3, T4 e T5) para o terceiro subcultivo. Nela, as hipoteses testadas foram HO: as
médias dos nimeros de brotos e/ou numero de gemas sdo iguais para os diferentes tipos de
interagdes versus H1: pelo menos uma das médias dos nimeros de brotos e/ou nimero de
gemas sdo diferentes das demais interacdes. Assim, como 6,06 ¢ maior que 2,14, para o
numero de brotos e 9,23 ¢ maior que 2,14, para o nimero de gemas, isto é, o valor critico de F
€ menor que F calculado, tanto para o nimero de brotos como para o nimero de gemas,
rejeita-se a hipotese de que as médias de nimero de brotos e/ou niumero de gemas sdo iguais
em todas as intera¢des. Ou seja, pode-se concluir, ao nivel de 5%, que os brotos e/ou as gemas
ndo tém, em média, o mesmo numero para as diferentes interagSes cultivar versus

tratamentos.

Tabela 5. Anélise de varidncia — Interag@o cultivar versus tratamento para o nimero de
brotos e numero de gemas no 3° subcultivo.

_— G.L QM Fcalculado Fcritico
Fonte de Variacéio BeG B G B G BeG
Interagdo (C x T) 19 0,849 4,054 6,06 9,23 2,14
Residuos 20 0,140 0,439
Total 39

Legenda: G.L - Grau de liberdade; QM — Quadrado médio; C: cultivar; T: tratamento; B: broto; G: gema; B e G:
broto e gema.

Brotos: média geral = 2,666; desvio padrio = 0,697; coeficiente de variagio = 26,14.

Gemas: média geral = 4,904; desvio padrdo = 1,483; coeficiente de variagdo = 30,25.

Teste Estatistico — Terceiro subcultivo

Como a andlise de varidncia na multiplicagdo in vitro para o numero de brotos e
numero de gemas, a partir do terceiro subcultivo, mostra que as médias da interagdo cultivar
versus tratamentos ndo sdo estatisticamente iguais, utilizou-se o Teste Tukey para comparagéo

das médias obtidas. As Figuras 16 ¢ 17 mostram as representacdes graficas para comparar as
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meédias do numero de broto e do nimero de gemas, respectivamente para a interagdo
analisada.

Na Figura 16, observar-se que houve a formagdo de cinco grupos quando se comparou
as médias dos nimeros de brotos, ou seja, A, B, C, D e E. O grupo E ¢ formado pelos
maiores valores médios da interagdo cultivar vesus tratamentos para o mimero de brotos.
Neste grupo observa-se que a combinagio de reguladores de crescimento 0,05 mg L™ de TDZ
x 1,0 mg L™ BAP (T2) apresenta as médias de 2,90 quando o tratamento T2 interage com a
cultivar Kuthiravally, 3,44 na interagdo com Cingapura e 4,25 na interagdo deste tratamento
com a cultivar Bento. Ou seja, das seis medias deste grupo, trés correspondem ao tratamento
T2. A cultivar Kuthiravally aparece em outras duas intera¢cdes com médias de numero de
brotos de 3,23 quando interage com o tratamento T1 (0,05 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L™ BAP)
e de 4,00 ao interagir com o tratamento T3 (0,05 mg L™ de TDZ x 2,0 mg L™ BAP).

Ao comparar as médias do numero de gemas neste terceiro subcultivo, houve a
formacgdo de sete grupos (Figura 17), ou seja, A, B, C, D, E, F e G. O grupo com os maiores
valores médios para o nimero de gemas foi o grupo G. Neste, os tratamentos com as duas
menores concentragdes de BAP sem o fitorregulador TDZ, isto ¢, 0 T4 (0,0 mg L™ de TDZ x
0,5 mg L™ BAP) e T5 (0,0 mg L de TDZ x 1,0 mg L™ BAP) foram os que se apresentaram
com maior frequéncia dentro do grupo na interagdo com as quatro cultivares estudadas. As
médias obtidas com o tratamento T4 foram, 5,51 na interagdo com Kuthiravally, 5,75 quando
o tratamento interage com Bento, 6,09 com Guajarina ¢ 6,72 na intera¢do com a cultivar
Cingapura. Quanto as médias do grupo G relacionadas ao T5, estas foram 4,68 quando T5
interage com Kuthiravally, 4,88 na interagdo com Guajarina, 5,60 com Bento e 6,42 com a

cultivar Cingapura.
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Tabela 6. Anélise de varidncia — Interagdo cultivar versus tratamento para o nimero de
brotos e nimero de gemas no 4° subcultivo.

Fonte de G.L QM Fcalculado Fcritico
Variacio BeG B G B G BeG
Interagdo (C x T) 19 4,237 4,74 5,10 3,75 1,67
Residuos 120 0,831 1,26

Total 139

Legenda: G.L - Grau de liberdade; QM — Quadrado médio; C: cultivar; T: tratamento; B: broto; G: gema;
B e G: broto e gema.

Brotos: média geral = 3,581; desvio padriio = 1,139; coeficiente de variac¢do = 31,80.

Gemas: média geral = 6,116; desvio padrdo = 1,318; coeficiente de variagdo = 21,56.

Teste Estatistico — Quarto subcultivo

De acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade para comparagio das médias do
numero de brotos, houve a formagdo de trés grupos no quarto subcultivo (Figura 18), sendo
estes A, B e C. Os valores das médias do grupo C foram os maiores e estio relacionados ao
tratamento T3 (0,05 mg L' de TDZ x 2,0 mg L™ BAP). As médias obtidas neste grupo foram
de 4,43 quando o tratamento T3 atua com a cultivar Bento e 6,00 na intera¢do com a cultivar
Kuthiravally. E valido ressaltar que a meédia de 4,43 obtida no grupo C ndo diferiu
estatisticamente das médias obtidas pelo grupo B.

Para o namero de gemas, obteve-se cinco grupos formados sem diferenga estatistica
entre as médias contidas neles. Estes sdo: A, B, C,D e E, sendo o E o que contem 0S maiores
valores médios (Figura 19). Os mesmos tratamentos, T4 ¢ T5, que apresentaram os maiores
valores médios de numero de gemas no subcultivo anterior foram os mesmo que
proporcionaram neste subcultivo. Nas condigdes do tratamento T4, as cultivares Kuthiravally,
Bento e Guajarina apresentaram as médias 5,98; 6,33 e 6,41, respectivamente. Enquanto que
no tratamento TS, com os gendtipos de Bento, Cingapura e Guajarina obteve-se as médias de

6,43; 6,51 e 6,54, respectivamente.
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Figura 18. Resultado grafico dos grupos formados a partir da ANOVA - Interagdo tratamento
versus cultivar para o nimero de brotos - 4° Subcultivo.
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Legenda: T1B — T1 x Bento; T1C — T1 x Cingapura; T1G — T1 x Guajarina; TIK — T1 x Kuthiravally; T2B —
T2 x Bento; T2C — T2 x Cingapura; T2G — T2 x Guajarina; T2K — T2 x Kuthiravally; T3B — T3 x Bento; T3C —
T3 x Cingapura; T3G — T3 x Guajarina; T3K — T3 x Kuthiravally; T4B — T4 x Bento; T4C — T4 x Cingapura;
T4G — T4 x Guajarina; T4K — T4 x Kuthiravally; T5B — T5 x Bento; T5C — T5 x Cingapura; T5G — T5 x
Guajarina; TSK — T5 x Kuthiravally. T1 (0,05 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L™ BAP); T2 (0,05 mg L™ de TDZ x 1,0
mg L' BAP); T3 (0,05 mg L de TDZ x 2,0 mg L BAP); T4 (0,0 mg L' de TDZ x 0.5 mg L' BAP); T5 (0,0
mgL" de TDZ x 1,0 mg L™ BAP). As médias dentro de cada grupo néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 19. Resultado gréafico dos grupos formados a partir da ANOVA - Interaggo tratamento
versus cultivar para o nimero de gemas - 4° Subcultivo.
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Legenda: T1B — T1 x Bento; T1C — T1 x Cingapura; T1G — T1 x Guajarina; TIK — T1 x Kuthiravally; T2B —
T2 x Bento; T2C — T2 x Cingapura; T2G — T2 x Guajarina; T2K — T2 x Kuthiravally; T3B — T3 x Bento; T3C —
T3 x Cingapura; T3G — T3 x Guajarina; T3K — T3 x Kuthiravally; T4B — T4 x Bento; T4C — T4 x Cingapura;
T4G — T4 x Guajarina; T4K — T4 x Kuthiravally; T5B T5 x Bento; TSC TS5 x Cmgapura T5G - TS x
GuaJarma TSK —T5 x Kuthlravally T1 (0,05 mg L de TDZ x 0,5 mg L™ BAP), T2 (0,05 mg L de TDZ x 1,0
mg L' BAP); T3 (0,05 mgL de TDZ x 2,0 mg L' BAP); T4 (0,0 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L' BAP); T5 (0,0
mg L' de TDZ x 1,0 mg L' BAP). As médias dentro de cada grupo ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Anélise de Varidncia — Numeros de brotos e nimero de gemas para interagdo entre cultivares

e tratamentos no quinto subcultivo

A Tabela 7 mostra as andlises de varidncias para os nimeros de brotos e niimero de
gemas da interagfo entre as cultivar estudadas versus os tratamentos para o quinto subcultivo.
Nela, as hipoteses testadas foram as mesmas dos subcultivos anteriores. Observando os
valores de F, estes demonstram que: 6,28 ¢ maior que 1,65, para o nimero de brotos e 6,29 e
maior que 1,65, para o nimero de gemas, isto €, o valor critico de F € menor que F calculado,
tanto para o nimero de brotos como para o niimero de gemas. Assim, rejeita-se a hipotese de
que as médias do niimero de brotos e/ou nimero de gemas sdo iguais em todas as interagoes.
Ou seja, pode-se concluir, ao nivel de 5%, que os brotos e/ou as gemas nfo t€ém a mesma

média para as diferentes interagdes de cultivar versus tratamentos.
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Tabela 7. Anélise de varidncia — Interagdo cultivar versus tratamento para o mimero de
brotos e numero de gemas no 5° subcultivo.

Fonte de G.L oM Fcalculado Fcritico
Variacido BeG B G B G BeG
Interacdo (C x T) 19 4,034 5,648 6,28 6,29 1,65
Residuos 160 0,643 0,898

Total 179

Legenda: G.L - Grau de liberdade; QM — Quadrado médio; C: cultivar; T: tratamento; B: broto; G: gema;
B e G: broto € gema.

Brotos: média geral = 3,004; desvio padrdo = 1,001; coeficiente de variagdo = 33,33.

Gemas: média geral = 5,778; desvio padrio = 1,184; coeficiente de variagio = 20,49.

Teste Estatistico — Quinto subcultivo

Neste subcultivo, a interagdo das cultivares versus tratamentos formou sete grupos, A,
B, C, D, E, F e G, pelo teste de Tukey (Figura 20). Dentro de cada um deste ndo hé diferenca
significativa entre suas médias. O grupo G apresentou os maiores valores médios para o
mimero de brotos. O tratamento T3 é o que aparece com maior frequéncia dentro deste grupo
apresentando as médias 3,33; 3,86; 4,00 ¢ 4,11 resultante do cultivo das cultivares Bento,
Cingapura, Kuthiravally e Guajarina, respectivamente. Ao observar as cultivares que mais
aparecem no grupo G, estas se apresentam com frequéncias equivalentes, ou seja, as
cultivares sdo influenciadas pelos tratamentos a qual estdo submetidas néo sobressaindo um
genotipo em reagio ao outro.

A Figura 21 demonstra os seis grupos formados pelo teste estatistico realizado para
comparagio de médias do nimero de gemas. Dentre os grupos A, B, C, D, E ¢ F, este tltimo
apresenta os maiores valores médios sem que estes sejam diferentes entre si. Das oito médias
contidas no grupo F, quatro destas estdo relacionadas ao tratamento T4 no cultivo dos

gendtipos Kuthiravally (6,36), Cingapura (6,45), Bento (7,21) e Guajarina (7,42).
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Figura 20. Resultado grafico dos grupos formados a partir da ANOVA - Interac8o tratamento
versus cultivar para o nimero de brotos - 5° Subcultivo.
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Legenda: T1B — T1 x Bento; T1C — T1 x Cingapura; T1G — T1 x Guajarina; T1K — T1 x Kuthiravally; T2B —
T2 x Bento; T2C — T2 x Cingapura; T2G — T2 x Guajarina; T2K — T2 x Kuthiravally; T3B — T3 x Bento; T3C —
T3 x Cingapura; T3G — T3 x Guajarina; T3K — T3 x Kuthiravally; T4B — T4 x Bento; T4C — T4 x Cingapura;
T4G — T4 x Guajarina; T4K — T4 x Kuthiravally; T5B — TS5 x Bento; T5C — T5 x Cingapura; T5G — T5 x
Guajarina; T5SK — T5 x Kuthiravally. T1 (0,05 mg L de TDZ x 0,5 mg L BAP); T2 (0,05 mg L' de TDZ x 1,0
mg L BAP); T3 (0,05 mg L de TDZ x 2,0 mg L™ BAP); T4 (0,0 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L' BAP); T5 (0,0
mg L de TDZ x 1,0 mg L' BAP). As médias dentro de cada grupo nio diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 21. Resultado grafico dos grupos formados a partir da ANOVA - Interagio tratamento
versus cultivar para o nimero de gemas - 5° Subcultivo.
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Legenda: T1B — T1 x Bento; TIC — T1 x Cingapura; T1G — T1 x Guajarina; T1K — T1 x Kuthiravally; T2B —
T2 x Bento; T2C — T2 x Cingapura; T2G — T2 x Guajarina; T2K — T2 x Kuthiravally; T3B — T3 x Bento; T3C —
T3 x Cingapura; T3G — T3 x Guajarina; T3K — T3 x Kuthiravally; T4B — T4 x Bento; T4C — T4 x Cingapura;
T4G — T4 x Guajarina; T4K — T4 x Kuthiravally; TSB T5 x Bento; TSC TS5 x Cmgapura T5G - TS5 x
Gua_]arma T5K-T5 x Kuthlravally T1 (0,05 mgL" de TDZ x 0,5 mg L™ BAP) T2 (0,05 mg L de TDZ x 1,0
mg L' BAP); T3 (0,05 mgL de TDZ x 2,0 mg L' BAP); T4 (0,0 mg L' de TDZ x 0,5 mg L' BAP); T5 (0,0
mg L' de TDZ x 1,0 mg L' BAP). As médias dentro de cada grupo ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ao considerar apenas a performance dos tratamentos ao longo dos subcultivos para o
numero de brotos, percebemos que no quarto e quinto subcultivos, a combinagdo de 0,05 mg
L' de TDZ x 2,0 mg L BAP referente ao tratamento T3 foi a melhor para obtencdo dos
maiores nimero de brotos, ou seja, esta combinagfo favoreceu a proliferagio de novas
brotagGes. Porém, alguns fatores ndo desejaveis foram observados neste e nos outros
tratamentos cuja adigdo de TDZ e BAP ao meio de cultura MS foi realizada (Figura 22-a,b,c).

Quanto ao numero de gemas, o tratamento T4 (0,0 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L' BAP),
foi 0 que apresentou os melhores resultados tanto analisado estatisticamente quanto a partir
das observagdes morfoldgicas realizadas no decorrer do cultivo. Neste tratamento, os brotos
apresentavam-se alongados e com a colorag@o das folhas verde-escura, e sem a presenga de
calos na base (Figura 22-d). O tratamento T35, com adi¢do de 1,0 mg L"' de BAP ao meio,
também apresentou aspectos desejaveis (Figura 22-¢), porém o comprimento dos brotos ndo
foram tdo satisfatorios para obteng@o do nimero de gemas quando comparados com os brotos

obtidos no T4. O tratamento T4, desde o terceiro até o quinto subcultivo, apresentou a mesma
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performance tanto estatisticamente quanto em seus aspectos morfoldgicos, enquanto que o
tratamento TS5 manteve-se no melhor grupo apresentando as maiores médias apenas no
tereceiro e quarto subcultivos.

Estudos vem sendo desenvolvidos para a proliferagio de brotos in vitro utilizando
TDZ, BAP ou ainda outras citocininas, porém a combinagio de TDZ x BAP ndo tem sido
explorado. O TDZ vem sendo utilizado como uma alternativa para substitui¢io das citocinina
sintéticas mais frequentemente utilizadas, como a cinetina (CIN) e a BAP. Akasaka et al.
(2000) em estudos de micropropagagio de amendoim, .veriﬁcaram que ao utilizar TDZ ou
BAP como citocininas, o TDZ estimulou maior multiplicagdo de brotos, em concentragdes
bem inferiores as do BAP e em tempo inferior ao tempo requerido ao se utilizar o BAP.

Segundo Graga et al. (2001) o TDZ possui alta atividade de citocinina em cultivos in
vitro, quando utilizado em pequenas concentragdes. Isto se deve, por este ser mais potente que
outras citocininas, as concentragdes requeridas em meio de cultura sio menores que das
demais citocininas para se obter resultados similares de multiplicagdo. Assim, esse regulador
de crescimento costuma ser utilizado em baixas concentragdes, sendo altamente eficiente em
promover a multiplicagdo de brotagdes, sendo necessarias altas concentracdes de outras
citocininas como benziladenina, benzilaminopurina e zeatina para produzir efeito similar
dependo da espécie.

Ao analisar o efeito das citocininas BAP e TDZ, na multiplicagio in vitro de brotagdes
de Eucalyptus dunnii MAID., Graga et al. (2001) verificaram que o niimero de brotagdes foi
significativamente maior com o uso de BAP comparado ao uso de TDZ suplementados ao
meio de cultura. As brotagdes subcultivadas em TDZ se apresentaram amareladas, pouco
desenvolvidas e com formagdo excessiva de calos na base.

Observagdes semelhantes foram visualizadas neste estudo com pimenteira-do-reino
em todos os tratamentos que combinaram TDZ ¢ BAP, ou seja, T1, T2 e T3 no cultivo das
cultivares de pimentera-do-reino. A presenga de calo na base se mateve constante desde a fase
de estabelecimento até o ltimo subcultivo, principalmente na combinagio de 0,05 mg L™ de
TDZ com 0,5 mg L™ BAP. Estes calos cresciam no decorrer do cultivo causando oxidagdo da
massa calosa e escurecimento do meio de cultura (Figura 22 - b e 23). A coloragio das folhas
eram verde-clara, enroladas, vidrificadas e, as vezes, apresentavam deformagdes, as brotagdes
eram pouco desenvolvidas percebendo-se a formagdo de rosetas com maior frequéncia na
cultivar Kuthiravally (Figura 22-a,b,c).

De acordo com Kevers et al. (2004), a vitrificagdo ¢ uma desordem fisiologica e

morfoldgica. N&o € um fenémeno frequente ¢ depende das condigdes in vitro para que ocorra
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e se expresse em diferentes graus (PEREZ et al., 2001). A planta vitrificada apresenta
desenvolvimento insuficiente, folhas quebradicas e translicidas, pouco desenvolvimento e
primordios foliares alongados, entre outras caracteristicas (BARRUETO CID; TEIXEIRA,
2010b).

Figura 22. Aspectos visuais observados no decorrer do cultivo in vitro durante a fase de
multiplicag@io de brotos de pimenteira-do-reino ao serem submetidos a diferentes tratamentos
com combinag¢des de TDZ e BAP.
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Legenda: a - broto curto (T1 - 0,05 mg L™ de TDZ x 0,5 mg L™ BAP); b - folha deformada, meio de cultura
escurecido devido a oxidagiio da massa calosa (T2 - 0,05 mg L™ de TDZ x 1,0 mg L™ BAP); ¢ - formagso de
rosetas (T3 - 0,05 mg L de TDZ x 2,0 mg L™ BAP); d - brotos com aspectos desejaveis (T4 - 0,0 mg L de
TDZ x 0,5 mg L' BAP); e - brotos com aspectos desejaveis, porém mais curtos (T5 - 0,0 mg L' de TDZ x 1,0
mg L BAP)

A oxidacdo fenolica, responsavel pela cor marrom dos explantes, ¢ um fendmeno
frequente principalmente em plantas perenes, como € o caso da pimenteira-do-reino. Sabe-se

que tal reagdo ¢ desencadeada no processo de senescéncia ou por injuria dos tecidos
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(BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010b). No caso exposto da oxidagdo da calosidade formada
na base dos brotos da pimenteira-do-reino in vitro, acredita-se que este processo esteja
vinculado a razdes internas, como por exemplo, um processo de apoptose destes calos.
Descarta-se as razdes externas, pois a oxidag&o nfo ocorreu logo no inicio de cada subcultivo

apo6s o tecido do explante ter sido injuriado pelo bisturi.

Figura 23. Formacdo de calos na base dos brotos cultivados em meio de cultura MS com

A TR

B _ etV
Legenda: a, b - massa calosa, b — crescimento da massa calosa, da esquerda para a direita, comeg¢ando a oxidar.

A adicdo exdgena de reguladores de crescimento ao meio de cultura desencadeia uma
alterac@o do balanco hormonal end6geno dos tecidos dos explantes. A presenca constante ou
excessiva de citocininas no meio de indugfio ou multiplicagdo de brotos pode desequilibrar
exageradamente o balanco hormonal endégeno dos explantes, além de inibir as respostas
desejadas (LEMOS, 2010). A inducdo de brotos em explantes nodais de Pterocarpus
marsupium, uma espécie de leguminosa arbdrea, somente foi possivel por meio da utilizagdo
de meio de cultura com 0,4 uM TDZ. Todavia, a presenga continua de TDZ, apos a induggo,
de brotagfo inibiu o alongamento dos brotos, sendo necessario a transferéncia dos explantes
para outro meio com 5 pM BA (HUSAIN et al., 2007).

Souza et al. (2003) verificaram em ensaios com Lychnophora pinaster Mart que tanto
0 nimero quanto o comprimento dos brotos foram influenciados tanto pelas citocininas
empregadas como pelas suas concentragdes. A medida que se aumentou a concentragdo de
BAP no meio de cultura, houve diminui¢do no nimero de brotos. No meio contendo 1,0 mg
L' de BAP, além do ntimero e tamanho de brotos terem sido menores, esses apresentaram

brotos malformados e vitrificados.
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Resultados semelhantes ocorreram neste estudo com pimenteira-do-reino com as
quatro cultivares utilizadas, porém nos tratamentos os quais se utilizou TDZ. Algumas
brotagdes mostraram-se vitrificadas com desenvolvimento anormal e ma formagdo,

semelhante aos sintomas caracteristicos de altas concentra¢Ges de citocininas.

3.3.3 Enraizamento in vitro

O enraizamento foi realizado a partir de brotos obtidos apds o quinto subcultivo das
cultivares Bento, Cingapura, Guajarina € Kuthiravally de pimenteira-do-reino. De acordo com
as observagdes realizadas, percebeu-se que o inicio dos primdrdios radiculares na base dos
brotos comegaram a surgir a partir do 10° dia, quando submetidos ao meio de enraizamento
com sacarose a 15 e 30 g L™ ¢ a partir do 15° dia para os brotos em meios de cultura com as
concentragdes de 45 ou 60 g L. O inicio do desenvolvimento de novas gemas também
obedeceu esta mesma ordem entre as concentra¢des de sacarose.

O tratamento controle, sem a adigio de sacarose, ndo respondeu tanto a formagédo de
novas gemas como para o desenvolvimento de raizes durante as seis semanas de cultivo em
meio de enraizamento para 44% dos brotos inoculados. Estes permaneceram durante o
periodo de cultivo sem aparente respostas visiveis. Houve a oxidagdo de 56% dos brotos
restante do tratamento controle, os quais definharam e morreram. Devido a auséncia de
qualquer tipo de respostas desejaveis, o tratamento controle ndo foi avaliado quanto as
varidveis analisadas nos demais tratamentos, ou seja, numero de raizes/broto, comprimento
das raizes/broto, comprimento de brotos ¢ nmimero de folhas/broto a fim de que os dados
fossem submetidos a andlise de varidncia.

Tem-se constatado que na auséncia de sacarose ocorre uma dréstica redugdo no
nimero de segmentos nodais de mamoeiro enraizados in vitro podendo até mesmo ampliar o
tempo de enraizamento comegando apds 1 a 2 meses de cultivo (FITCH et al., 2003).

Calvete et al. (2002) observaram que na auséncia de sacarose, na fase de enraizamento
in vitro em morangueiro, ndo houve desenvolvimento de raizes, sendo que plantas produzidas
na concentracio de 45 g L™ apresentaram maior enraizamento.

A presenga de sacarose no meio de cultura € essencial para o crescimento das plantas,
visto que a fotossintese da planta, ou do explante, ¢ limitada. A concentra¢do mais usual deste

carboidrato em meio nutritivo varia de 2% a 3%, no entanto, ocasionalmente, ela pode ser
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usada em concentragdes maiores de até 6%. O tipo e a concentragdo dos carboidratos no meio
de cultura tém influenciado a morfogénese de tecidos vegetais (BARRUETO CID;
TEIXEIRA, 2010a).

Para os tratamentos com concentragdes de 15; 30; 45 € 60 g L de sacarose, os quais
foram possiveis & obtengdio de dados para cada cultivar, estes foram submetidos a andlise de
varidncia. Observando os valores de F (Tabela 8 € 9), para interagdo cultivares versus
concentragdes de sacarose, conclui-se que ndo houve diferenga significativa entre as médias
obtidas para todas as varidveis analisadas (nimero de raizes/broto, comprimento de
raizes/broto, comprimento de brotos e mimero de folhas), pois os valores de F calculado
foram menores que os valores do F critico.

As Tabelas 8 ¢ 9 demonstram que os tratamentos com diferentes concentragdes de
sacarose apresentam os valores de F calculado para as variaveis nimero de raizes/broto
(6,77), comprimento das raizes/ broto (10,46) e mimero de folhas (5,23), maiores que 0s
valores do Feritico (2,66). Portanto conclui-se que ha diferenca significativa entre os
tratamentos. Para estas variaveis as médias foram submetidas ao teste Tukey para comparagao

das médias a 5% de probabilidade.

Tabela 8. Analise de varidncia — Interagio cultivar versus concentragdes de sacarose para
o ntimero de raizes/broto e comprimento das raizes/ broto.

Fonte de G.L oM Fcalculado Fcritico
Variag¢ao NR e CR NR CR NR CR NR e CR
Cultivar (C) 3 32,214 1,113 5,74 2,31 2,66
Sacarose (S) 3 38,009 5,042 6,77 10,46 2,66
Interagdo (C x S) 9 8,014 0,847 1,43 1,76 1,94
Residuos 160 5,612 0,482

Total 175

Legenda: G.L - Grau de liberdade; QM — Quadrado médio; NR: numero de raizes/ broto; CR: comprimento
de raizes/broto.

Némero de raizes/broto: média geral = 5,805; desvio padréo = 2,627; coeficiente de variagdo = 45,25.
Comprimento de raizes/broto: média geral = 1,689; desvio padréo = 0,773; coeficiente de variagdo = 45,78.
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Tabela 9. Analise de variancia — Interagdo cultivar versus concentragdes de sacarose para
o comprimento de brotos e niimero de folhas.

Fonte de G.L QM Fcalculado Fcritico
Variacio CB e NF CB NF CB NF CB e NF
Cultivar (C) 3 0,457 2,363 2,13 3,65 2,66
Sacarose (S) 3 0,292 3,391 1,36 5,23 2,66
Interagéo (C x S) 9 0,212 1,095 0,99 1,69 1,94
Residuos 160 0,214 0,648

Total 175

Legenda: G.L - Grau de liberdade; QM — Quadrado médio; CB: comprimento de brotos; NF: numero de folhas
Comprimento de brotos: média geral = 1,124; desvio padrio = 0,489; coeficiente de variagdo = 43,55.
Numero de folhas: média geral = 2,006; desvio padréo = 0,908; coeficiente de variagdo = 45,28.

As médias obtidas do numero de raizes/broto de pimenteira-do-reino quando

submetidos ao meio de enraizamento in vitro contendo diferentes concentragdes de sacarose,

ao serem comparadas pelo teste Tukey formaram um grupo com as concentragdes de 15, 30 e

45 g L™ no qual as médias contidas neste grupo foram de 4,83; 5,42 e 5,42, respectivamente.

Estas médias ndo diferiram estatisticamente entre si, porém a concentragdo de 60 g L

resultou na maior média (7,11) para a variavel analisada (Figura 24).

Figura 24. Resultado grafico do teste de Tukey para compara¢do das médias do niimero de
raizes/broto obtidas a partir de tratamentos com diferentes concentragdes de sacarose.
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Legenda: As médias dentro do grupo nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Resultados semelhantes foram obtidos por Skrebsky et al. (2004) com ginseng

brasileiro (Pfaffia glomerata Spreng. Pedersen) enraizados in vitro, pois obtiveram maior
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numero de raizes com a utilizagdo de concentragdes de sacarose entre 45 e 60 g L™ aos 15
dias apds a inoculagio in vitro.

Schmildt et al., (2007) obtiveram resultados diferentes, obtendo menores percentuais
de enraizamento com doses mais elevadas de sacarose no enraizamento i vitro de mamoeiro.
Para os autores, a concentragdo de sacarose que promoveu 0 maximo enraizamento de
segmentos nodais foi de 25,45 g L™, proporcionando um percentual de enraizamento de
44,7%. Nas concentragdes de 45 e 60 g L' os percentuais de enraizamento foram de
aproximadamente 19 e 6%, respectivamente, enquanto que na auséncia de sacarose, o
percentual de enraizamento foi de 23%. Porém ndo sdo mencionados os aspectos visuais das
raizes obtidas nas diferentes concentracdes.

Para pimenteira-do-reino, observou-se que, apesar da dosagem de 60 g L™ apresentar a
maior média para o numero de raizes/broto, diferindo estatisticamente das demais,
visualmente as raizes obtidas nesta concentragio eram curtas e espessas. Ou seja, 3 medida
que se aumentou a dosagem de sacarose houve a indug@o dos primérdios radiculares, porém
com inibi¢&o em seu crescimento (Figura 27-f).

A Figura 25 mostra que ao comparar estatisticamente as médias do comprimento das
raizes/ broto em meio de enraizamento, houve a formagdo de um grupo com as concentragdes
de 15 ¢ 45 g L', com médias de 1,53 e 1,70, respectivamente. Porém, para esta variavel
analisada a maior média (2,21) é representada pela concentragio de 30 g L™ ¢ a menor média
(1,35) obteve-se com a dosagem de 60 g L™

Visualmente, as raizes formadas em meio de cultura contendo a dosagem de 30 g L™
de sacarose eram mais finas e alongadas e nfio apresentavam pilosidade (Figura 27-d). O
comprimento dos brotos, apesar de ndo ter diferenga estatistica entre suas médias, estes eram
mais longos e com maior nimero de folhas, estatisticamente igual ao nimero de folhas dos

brotos submetidos a dosagem de 15 g L™
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Figura 25: Resultado gréfico do teste de Tukey para comparagio das médias do comprimento
das raizes/broto obtidas em tratamentos com diferentes concentragdes de sacarose.
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Legenda: As médias dentro do grupo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para Schmildt et al. (2007), as concentragdes de sacarose que corresponderam ao
maximo crescimento de segmentos nodais e de folhas em mamoeiro foram de 28,9 g L e
29,4 g L' respectivamente. O comprimento médio das raizes também seguiu essa tendéncia,
promovendo o crescimento das raizes, com comprimentos médios em torno de 1 cm, nas
concentragdes de 15 e 30 g L, enquanto que nos niveis de 0, 45 e 60 g L' o comprimento
médio das raizes foi proximo de 0,4; 0,7 ¢ 0,6 cm, respectivamente.

O teste estatistico realizado para comparagio das médias obtidas da varidvel miimero
de folhas/broto formou dois grupos, A e B, ndo havendo diferenca significativa entre as
médias contidas dentro de cada um destes. O grupo B foi o que apresentou os maiores valores
médios de 2,01 e 2,20 para as dosagens de sacarose de 30 e 15 g L™, respectivamente (Figura
26).

Usando concentragdes del5 e 30 g L™ de sacarose, Dignart et al. (2009) analisando o
cultivo in vitro de Cattleya walkeriana, obtiveram resultados similares para niimero de folhas
e comprimento de parte aérea das plantulas nestas concentragdes. Com base nesse resultado
pode-se afirmar que, no cultivo in vitro de C. walkeriana, é possivel utilizar tanto a
concentragdo convencional de sacarose (30 g L") como a metade desta.

Resultados relatados por Nicoloso et al. (2001) mostraram que brotos de P. glomerata

cultivadas in vitro em meio de cultura MS suplementado com 30g L™ de sacarose, dentro de
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um periodo de 35 + 5 dias ap6s a inoculagdo, apresentaram excelente desenvolvimento do
sistema radicular, bem como da parte aérea.

Durante a rizogénese, o crescimento acelerado das raizes pode retardar o
desenvolvimento da parte aérea, porque crescimento ativo do sistema radicular necessita de
substincias orgénicas translocadas da parte aérea para a base, o que compromete 0
desenvolvimento do caule e das folhas (BARCELO et al., 2001).

De maneira geral, para pimenteira-do-reino observou-se que o tratamento com dose de
15 g L™ de sacarose durante o enraizamento i vitro, provocou o aparecimento de calo na base
de alguns brotos, os quais desapareceram a partir do desenvolvimento dos primoérdios
radiculares (Figura 27-a,b). Em termos de caracteristicas visuais, observou-se poucas raizes,
pequenas e finas, com bom desenvolvimento da parte aérea (Figura 27-c). O numero de
folhas/broto nos tratamentos com 45 e 60 g L™ de sacarose apresentaram-se reduzidos, além

destas serem curvadas e com aspecto de vitrificagdo (Figura 27-e,1).

Figura 26. Resultado grafico do teste de Tukey para comparagdo das médias do numero de
folhas/broto entre quatro concentragdes de sacarose.

2,40 - _g_..,
Q ’a“" \J
® 2,20 - o © 2,207
- A g »”
o0 P -
~ 2,00 - m———Teme o © 2,01 P
“ ¢‘/ ’ '—ﬂ'”
g - © 1,87 4 T===T
r 1,80 - e R
T8 s < 1,71 -
g 1’60 i \'.————-“‘—’
21,40 -
£
3 1,20 -
4

1,00 g : ;

60 45 30 15

Sacarose (g L)

Legenda: As médias dentro de cada grupo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 27. Aspectos visuais de brotos de pimenteira-do-reino submetidos a enraizamento in
vitro com diferentes concentra¢des de sacarose adicionadas ao meio % MS.

Legenda: a - massa calosa na base do broto (MS+15 g L' de sacarose); b - inicio do desvolveo de raizes
(% MS + 15 g L de sacarose); c— %4 MS + 15 g L de sacarose na sexta semana de cultivo; d- % MS + 30 gL
Le-hMS+45gL " f-%MS+60gL".

Baseado nestes resultados pode-se dizer que o aumento da concentracdo de sacarose,
de modo geral, estimula o crescimento e a formacéo de raizes de algumas espécies, enquanto
que em outras, a reducdo da concentragdo de sacarose no meio de cultura vem sendo citado
como benéfico na melhoria da qualidade do sistema radicular, bem como na sobrevivéncia

das plantulas transplantadas apds fase de micropropagacéo.

3.3.4 Aclimatizacéo

Observando a Figura 28 referente a 12, 2%, 3* e 4* semana de aclimatiza¢fio, a, b, c e d,
respectivamente, é possivel perceber que os tratamentos com diferentes concentragdes de
sacarose, cujas cultivares foram submetidas durante o processo de enraizamento in vifro,
influenciaram sobre as taxa de sobrevivéncia das plantulas.

De maneira geral, durante as quatro semanas, todas as cultivares apresentaram maiores
percentuais de sobrevivéncia quando estas eram provenientes do enraizamento in vitro com

30 g L de sacarose, e dentre as cultivares, a Cingapura foi a que apresentou as maiores taxas
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semanais de sobrevivéncia 93,55%; 87,63%; 84,95% e 83,87%, para a 1%, 2%, 3* e 4* semanas,
respectivamente.

Os menores percentuais de sobrevivéncia foram obtidos das plantulas que vieram do
enraizamento in vitro em meio de cultura com dosagem de 45 g L™ de sacarose e mantiveram-
se constantes na 1* e 2* semana para todas as cultivares, exceto para Cingapura que teve seus
menores valores relacionados ao tratamento com 60 g L™ para 1* e 2° semana com 81,38% e
73,10%, respectivamente. Entretanto, na ultima semana, todas as cultivares apresentaram
percentuais menores de sobrevivéncia para as plantulas derivadas do tratamento com 15 g L!
de sacarose, exceto a cultivar Bento com 63,98% para este tratamento ¢ 57,89% para o de 45
g L de sacarose.

As taxas de sobrevivéncia foram declinando no decorrer das semanas de aclimatizagdo,
porém na 4* semana estas taxas apresentavam-se praticamente estdveis para plintulas
aclimatizadas provenientes das dosagens com 30, 45 ¢ 60 g L de sacarose. Maiores taxas de
mortalidades estfio relacionadas as cultivares que foram submetidas a concentragdo de 15 g L
! de sacarose durante a fase de enraizamento in vitro, com 5,91; 9,40; 7,74 e 6,21% para
Bento, Cingapura, Guajarina e Kuthiravally, respectivamente. Para as demais concentragdes
de sacarose, a maior taxa de mortalidade ndo chegou a 2%.

Para Schmildt et al. (2007), uma das etapas mais delicadas da micropropagacdo € a
transferéncia das mudas para condigdes ex vitro. Pois, para se obter sucesso durante a
aclimatizag3o, faz-se necessario otimizar a fase de enraizamento.

Entre as possiveis causas da baixa taxa de sobrevivéncia em plantas aclimatizadas ex
vitro, encontra-se o estresse hidrico provocado pela mudanca de ambiente e a baixa
capacidade fotossintética. Maior teor em sacarose no tecido foliar estd relacionado com
menor taxa de fotossintese. Entretanto, as mudas obtidas in vitro nas concentragdes mais
elevadas de sacarose (45 e 60 g L") mostraram maior taxa de sobrevivéncia ex vitro quando

comparada com doses de 15¢e 30 g L™ para plantas de morangueiro durante a aclimatizagdo

(CALVETE et al., 2000).
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Figura 28. Taxa de sobrevivéncia na 1% 22, 3% e 4* semana de aclimatizacdo de cultivares de
pimenteira-do-reino em a, b, ¢ e d, respectivamente.
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Os resultados de taxas de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo também estfo
diretamente relacionados a qualidade das raizes formadas durante a fase de enraizamento in
vitro, ou seja, os tratamentos com 45 e 60 g L™ de sacarose produziram raizes grossas e
curtas, o que as torna indesejaveis para o posterior processo de aclimatizagdo devido a
inefici€éncia para absor¢cdo de agua e nutrientes. Por outro lado, explantes submetidos ao
enraizamento iz vitro em meio contendo 30 g L de sacarose produziram raizes finas com
caracteristicas desejaveis a serem submetidas a aclimatizag@o.

Skrebsky et al. (2004), para aclimatizacdo de ginseng brasileiro, obtiveram
porcentagem de sobrevivéncia das plantas cultivadas ex vitro, as quais foram retiradas do
cultivo in vitro na presenca de 15 ¢ 75 g L de sacarose foram as que apresentaram as
menores percentagens de sobrevivéncia. Para as plantas desenvolvidas na presenca de 30, 45 ¢
60 g L' de sacarose obtiveram 100% de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizagio.

Segundo Calvete et al. (2000), plantas desenvolvidas por micropropagagéo sio
expostas a um meio de cultivo asséptico, com carboidratos e reguladores de crescimento,

elevada umidade relativa do ar, baixa irradiagfo, limitados potenciais osmético e baixa troca
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de COs. Estes fatores contribuem para uma alta taxa de multiplicagio, mas também induzem
ao aparecimento de anormalidades anatomicas, morfologicas e fisioldgicas, as quais

interferem no estégio de transplante e aclimatizagdo, causando baixa taxa de sobrevivéncia ex

vitro.
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3.4 CONCLUSOES

A germinagdo da pimenteira-do-reino, para todas as cultivares estudadas, € epigea e as
plantulas sdo fanerocotiledonares, com inicio do processo de germinagdo no 20° dia e término
aos 90 dia apés a semeadura. E importante o conhecimento das vérias fases do
desenvolvimento da espécie para posteriores aplicagdes em programas de melhoramento
genético.

Diferentes concentragdes de NaH,P04 influenciam na ontogénese da pimenteira-do-
reino resultando em diferentes periodos de culmindncia para cada estddio na germinagdo in
vitro. A concentragdo de 0,10 g L' de NaH,PO, adicionada ao meio % MS é indicada para
germinagdo in vitro de pimenteira-do-reino das cultivares estudadas.

Em todas as cultivares utilizadas, a associagio de TDZ x BAP precisa ser otimizada
para multiplicagdo de brotos, pois a combinagbes das concentragdes testadas neste trabalho
apresentaram aspectos indesejaveis nos brotos formados. A auséncia de TDZ e presenca de
BAP no meio de cultura apresentaram respostas mais eficientes para obtengdo de gemas.

Independente do genotipo de pimenteira-do-reino, para o enraizamento in vitro, a
presenca de sacarose como fonte de energia mostrou-se fundamental para o desenvolvimento
das raizes in vitro, tendo em vista que, na sua auséncia ndo houve enraizamento. A
concentragdo recomendada para adigio em meio de enraizamento é de 30 g L. Nesta
concentragdo tem-se a formagio de raizes com aspectos desejaveis para serem submetidas a
aclimatizagéo ex vitro.

Plantas aclimatizadas das quatro cultivares estudadas, apresentam maiores taxas de
sobrevivéncia quando provenientes do enraizamento in vitro em meio de cultura contendo 30
g L de sacarose. Plantas com raizes grossas e curtas sdo ineficientes para a sobrevivéncia no

processo de aclimatizago.
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Anexo A. Exportagdo total em toneladas de pimenta-do-reino dos
principais paises produtores no periodo de 2001 e 2010.

PAIS 2001 2010
Brasil 33,885 28,786
India 22,740 15,464
Indonésia 23,684 49,146
Malasia 23,220 11,189
Sri Lanka 3,161 12,219
Vietni 54,000 96,860
Thailandia 437 1,200
Madagascar 811 1,400
Outros 466 7,000
TOTAL 162,404 223,264

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados extraidos da International Pepper
Community — IPC (2011), e representa uma pequena amostra dos dados disponiveis em
http://www.ipcnet.org/n/statpdf/index.php?p=toc.

Anexo B. Produg@o total em toneladas e area cultivada em hectares de
pimenteira-do-reino nos paises produtores, no ano de 2010.

, 2010
— Produciio (t) Area Cultivada (ha)

Brasil 34,000 20,000
india 50,000 182,000
Indonésia 59,000 145,000
Malasia 23,500 15,500
Sri Lanka 16,730 30,714
Vietna 110,000 50,000
China, PR. 24,800 24,000
Thailandia 9,750 4,000
Madagascar 2,800 2,800
Outros 7,800 3,000
TOTAL 338,380 476,514

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados extraidos da International Pepper
Community — IPC (2011), e representa uma pequena amostra dos dados disponiveis
em http://www.ipcnet.org/n/statpdf/index.php?p=toc.



Anexo D. Composi¢do do meio basico de cultura de Murashige & Skoog (1962).

Composto mg.L"
Macronutrientes

KHO, 1.900
NH;NO; 1.650
MgS0,.7H,0 370
CaCl2.2H20 440
KH,PO,4 170
Micronutrientes

MnS0,;.4H,0 22,3
KI 0,83
H;BO; 6,2
ZnS0,.7H,0 8,6
CuS0,.5H,0 0,025
Na,Mo00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
Fe-EDTA

FeS0O,.7H,0O 27,8
NaEDTA 37,3
Vitaminas

Tiamina — HCI 0,1
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5
Glicina 2,0
Mio-inositol 100,0
Outros

Sacarose 30.000,0

pH 5,8




