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1. CONTEXTUALIZAÇÃO

O Brasil figura entre os maiores produtores de pimenta-do-reino com uma

produção de 41.958 toneladas/ano. No Brasil os principais estados produtores são Pará,

Espirito Santo, Bahia e Paraíba (IBGE, 2014). Mais de 70% da pimenta-do-reino

brasileira é originária do estado do Pará, que ocupa quase 100% da produção da região

norte, o que indica forte participação do estado na movimentação comercial desse

produto (LOURINHO, 2014).

Na pipericultura no período referente a 1990-2011, a produção brasileira

apresentou queda de 42,92% segundo dados da FAO (2014), um dos fatores que

contribuiram foi a ocorrência de doenças como a fusariose, causado pelo fungo

Fusarium solani f. sp. piperis, principal doença da cultura; murcha amarela

causada pelo Fusarium oxysporum e as provocadas pelos vírus Cucumber mosaic virus

(CMV) e Piper yellow mottle virus (PYMoV), que ocorrem em vários acessos e

cultivares de pimenteira-do-reino afetando a produção (ALBUQUERQUE et al., 1999)

da espécie.

No Brasil a expansão da cultura da pimenteira-do-reino vem sendo limitada,

pois, embora haja disponibilidade de materiais de diferentes origens no Banco de

Germoplasma de pimenta-do-reino da Embrapa Amazônia Oriental, Belém, PA, a

variabilidade genética entre esses materiais é muito estreita e todos os acessos têm

apresentado susceptibilidade à doença fusariose. A dificuldade de introduzir material

genético do centro de origem dessa cultura dificulta a obtenção de fontes de resistência,

além de ainda não ter sido documentada a doença no centro de origem da cultura

(LEMOS 2011).

Considera-se que a solução é a obtenção de novas cultivares que sejam

resistentes e/ou tolerantes às doenças, além de serem produtivas, para que o Brasil

continue a concorrer no mercado internacional (ALBUQUERQUE E FERRAZ, 1976;

ALBUQUERQUE e DUARTE, 1991).

Atualmente, o programa de melhoramento da Embrapa Amazônia Oriental tem

por fim, à obtenção de híbridos intraespecíficos provenientes de polinizações

controladas, entre genótipos da espécie P. nigrum, para obtenção de combinações que

expressem caracteres produtivos superiores aos pais (vigor híbrido) e cultivares

resistente a murcha amarela, tolerância à seca e adaptação ao cultivo em tutor vivo. As
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cultivares de P. nigrum utilizadas nesse processo são Cingapura, Guajarina, Bragantina,

Apra, Kuthiravally, Kottanadan e Iaçará (LEMOS, 2011).

Também estão sendo realizados trabalhos visando à obtenção de híbridos

interespecíficos, considerando que algumas espécies de Piper nativas apresentam

resistência ao fungo causador da fusariose (POLTRONIERI et al., 2000). O programa

está testando as combinações de cultivares de Piper nigrum com espécies de Piper sp

nativas para avaliar a compatibilidade e a viabilidade de produção de híbridos férteis

com características de produção de P. nigrum e apresentando resistência ao Fusarium

como algumas Piper sp nativas (LEMOS, 2011).

Para a propagação em escala comercial da cultura é largamente utilizado o

método de propagação vegetativa por estacas, no entanto quando não realizado

adequadamente favorece a disseminação de doenças, além de estar associada à

vulnerabilidade genética, por se tratar de homogeneidade genética a partir de um único

clone, e permitir a produção de apenas de 20 a 40 estacas enraizadas por planta/ano

(MILANEZ et al., 1987).

É possível também a propagação via sementes, mas esta é adotada basicamente

em programas de melhoramento, pois a viabilidade da semente é perdida rapidamente

após 40-50 dias de armazenamento (NAMBIAR et al., 1978), além da frutificação ser

irregular e tardia (COSTA et al., 2005).

Além desses métodos de propagação, o método via micropropagação é uma

alternativa viável, pois permite aperfeiçoar a interação entre fatores nutricionais,

luminosos, de temperatura e hormonais, e clonagem rápida de plantas geneticamente

superiores selecionadas, com qualidade fitossanitária, , sadias, vigorosas e, que podem

ser multiplicadas massivamente em diferentes períodos do ano e em curto prazo (

ALTMAN, 2007; OLIVEIRA, 2010; DAGLA, 2012).

Em pimenta-do-reino, a micropropagação vem sendo alvo de estudos, na década

de 80 a técnica foi aplicada e observou-se que ápices caulinares provenientes de

plântulas in vitro diferenciarem múltiplas brotações e enraizarem (MATHEWS E RAO,

1984; KHOON E TALIB, 1985).

Philip et al. (1992) trabalhando com propagação in vitro de pimenteira do reino

estimou uma produção de 15.000 plantas a partir de um explante por ano, uma

superprodução quando comparada com a propagação vegetativa via estaca.

De acordo com Lemos (2003), em estudo de mutagênese e tecnologia in vitro no

melhoramento genético da pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), o processo de

15



micropropagação é viável através da obtenção de plantas fornecedoras de explantes,

obtidas a partir de estacas em casa-de-vegetação,

Segundo Moura et al. (2008) trabalhando com ápices caulinares da pimenteira-

do-reino cv. “Bragantina” houve respostas à baixa concentração de BAP, para promover

tanto a formação de brotos, quanto na obtenção de explantes no cultivo in vitro.

Estudos realizados por Santos (2012) ao avaliar a ontogênese, a multiplicação, o

enraizamento in vitro e a aclimatização de cultivares de pimenteira-do-reino (Piper

nigrum L.) pela aplicação das técnicas de cultura de tecidos, notou que adição de BAP

no meio de cultura apresentou respostas eficientes para obtenção de gemas e promoveu

o enraizamento in vitro com aspectos desejáveis para aclimatização em meio 2 MS.

Entretanto, é possível ocorrer especificidade genotípica no comportamento in

vitro, dai faz-se necessário determinar as condições ideais de multiplicação para cada

genótipo, neste contexto, os reguladores de crescimento são fundamentais para o

sucesso da micropropagação.

Variações na taxa de regeneração atribuídas a diferentes genótipos são citadas

para várias espécies micropropagadas, como é o caso da bananeira (MENDES et al,,

1996). Muitos trabalhos têm sido realizados na etapa de enraizamento in vitro

mostrando que fatores genéticos estão ligados direta ou indiretamente à capacidade de

determinadas espécies formarem ou não raízes adventícias (ASSIS E TEIXEIRA, 1998;

SYROS et al., 2004).
De acordo com o exposto, será testada as seguintes hipóteses: 1- Há diferença na

taxa de multiplicação in vitro de diferentes híbridos de pimenta do reino em resposta ao

meio de cultura de Murashige e Skoog (MS) com adição de diferentes citocininas em

cinco subcultivos; 2- Existe influência do tipo e da concentração de auxinas

adicionadas em meio contendo a metade da concentração de sais de MS na

diferenciação e desenvolvimento de raízes in vitro para os híbridos em estudos; 3- À

composição do meio de enraizamento e os diversos híbridos interferem na taxa de

sobrevivência na etapa de aclimatização e formação de mudas de diferentes híbridos de

pimenteira-do-reino em estudo.

O objetivo do trabalho é estudar a micropopagação para promover a

regeneração de plantas de diferentes híbridos de pimenteira-do reino.
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2. MULTIPLICAÇÃO IN VITRO DE HÍBRIDOS DE Piper nigrum L.
SUBMETIDOS A DIFERENTES FONTES DE CITOCININAS

RESUMO

A pimenteira-do-reino, denominada Piper nigrum L., produz fruto de grande

valor econômico mundial no ramo das especiarias. A forma de propagação comercial é

vegetativa via estacas com baixa produção de mudas por planta/ano, mas através da

micropropagação é possível obter um grande número de mudas de qualidade e em curto

prazo. Neste processo, entre os fatores que promovem a morfogênese in vitro, as

citocininas merecem destaque, pois influenciam na diferenciação de gemas e no

crescimento das brotações. Portanto, neste trabalho, o objetivo foi estudar os efeitos de

diferentes combinações de citocininas (6-benzilaminopurina e Thidiazuron) no meio de

cultura sobre a multiplicação in vitro de híbridos intra e interespecíficos de pimenteira-

do-reino e a interação citocinina x híbridos, em cinco subcultivos. O meio básico de

cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) foi utilizado, com 30 gl de sacarose,

solidificado com 2 g.L'' de phytagel e suplementado com combinações de 0,5 meg.L”

BAP e 0,0 e 0,25 uM TDZ. O cultivo foi realizado em condições controladas de sala de

crescimento por seis semanas para cada subcultivo e avaliados quanto ao número de

gemas e brotos por explante e comprimento de brotos, cujos dados foram analisados

estatisticamente. Na ausência de TDZ, o BAP induziu maior número de gemas e

brotações por explante, na maioria dos subcultivos, tendo promovido a formação de

brotos de maior comprimento e em geral com características morfofisiológicas normais.

Os híbridos apresentaram diferentes respostas na diferenciação de brotos in vitro, o que

sugere influência genotípica. Os subcultivos sucessivos diminuíram a capacidade de

multiplicação dos genótipos. O meio de cultura 1/2 MS com apenas o uso de BAP a 0,5

mg.L' é favorável à diferenciação e multiplicação de brotos em pimenteira-do-reino e

há resposta diferenciada entre genótipos.

Termos para indexação: pimenta-do-reino, micropropagação, subcultivos.
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ABSTRACT

The black pepper plant (Piper nigrum L.) produces a fruit of great worldwide value in
the field of spices. The commercial propagation method is by cuttings, with low
seedling production of plant/year. However, it is possible to have a great number of
quality seedlings in a short period through micropropagation. In this process, among the
factors that affect the in vitro morphogenesis, the cytokinins must be highlighted
because of their influence on bud differentiation and on bud growth. Therefore, the aim
of this work was to study the effect of different cytokinins combinations ( 6-
benzylaminopurine and thiadizuron) in the culture medium over the in vitro
multiplication of intra- and interspecific black pepper hybrids, and the interaction
cytokinin x hybrids, in five subculturings. The basal MS medium (MURASHIGE E
SKOOG, 1962) was applied, with 30 g.L' sucrose, solidified with 2 g.L' Phytagel and
supplemented with combinations of 0.5 mg.L' BAP and 0.0 or 0.25 uM TDZ. The
culturing was conducted under controlled conditions of the growth room, for six weeks
per subculture, and each of them was evaluated by the number of buds and shoots per
explant, and by the shoots length. Data were statistically analyzed. The results showed
that in the absence of TDZ, BAP induced a greater number of buds and shoots per
explant in the majority of subcultures, having promoted the shoot formation of greater
length and generally with normal morpho-physiological characteristics. The hybrids
presented different responses in in vitro shoot differentiation, suggesting a genotypic
influence. The successive subcultures reduced the multiplication capacity of the
genotypes. The 12 MS medium containing only 0.5 mg.L' BAP is favorable to the
differentiation and multiplication of black pepper shoots and there is varied response
between genotypes.

Index terms: black pepper, micropropagation, subcultures.
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2.1 INTRODUÇÃO

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta originária da Índia,

pertence à família Piperaceae e ao gênero Piper, o qual apresenta várias espécies.

Dentre essas espécies, a espécie Piper nigrum é a mais importante comercialmente uma

vez que seu fruto é largamente utilizado como condimento na culinária em todo o

mundo além de empregados nas indústrias cosméticas e farmacêuticas (SZ/ALLASI,

2005 ;RODRIGUES E SILVA, 2010; PRABHAKARAN NAIR, 2011;). - Segundo

IBGE 2014, o Brasil é o quarto maior produtor de pimenta-do-reino, sendo o estado do

Pará o primeiro no ranque nacional.

O método de propagação comercial de pimenteira-do-reino mais utilizado é

vegetativa por estaquia, que se não praticado corretamente favorece a disseminação de

doenças como fusariose, murcha amarela e viroses, sendo a fusariose a principal doença

da cultura, capaz de reduzir o ciclo produtivo da cultura de 15 a 20 anos para menos de

8 anos (LEMOS et al., 2011). Além disso, a estaquia permite a propagação de apenas 50

plantas em um ano e apenas a partir de plantas com dois anos de idade (MILANEZ et

al., 1987).

A técnica de micropropagação tem um forte impacto sobre a produção de plantas

com qualidade fitossanitária e em larga escala, e protocolos foram estabelecidos visando

à produção comercial de mudas para varias espécies vegetais (FLORES, 2006;

MARTINS, 2011; CARVALHO, 2013), pois possui a capacidade de regenerar

organismos inteiros, idênticos à matriz doadora, desde que as exigências nutricionais,

hormonais e ambientais sejam satisfatórias, por isso vem se mostrando uma alternativa

viável como método de propagação.

Uma das fundamentais etapas que constituem o processo de micropropagação é

a multiplicação de brotos que tem por objetivo a maximização da multiplicação de

gemas e brotos que em geral é otimizado com a adição de diferentes citocininas,

isoladas ou associadas a auxinas, ao meio de cultura (ROGALSKI et al., 2003).

As citocininas são essenciais à citocinese, atuando na divisão celular, estão

ligadas à diferenciação das células, sobretudo no processo de formação de gemas

caulinares uma vez que tendem a promover a quebra da dominância apical (OLIVEIRA

et al., 2007; KERBAUY, 2008).

O 6-benzilaminopurina (BAP) é a citocinina que proporciona, em geral, os

melhores resultados na multiplicação in vitro de diversas espécies (SANTOS et al,
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2006, SOARES et al., 2011) dentre as quais, a pimenteira-do-reino (MOURA et al

2008; SANTOS, 2012). Há uso também do Thidiazuron (TDZ) que surgiu como um

regulador altamente eficaz em culturas de tecidos para um conjunto diversificado de

espécies, que se estende desde gramíneas e herbáceas até espécies lenhosas, segundo

Curti (2011).

Estudos adicionam as auxinas em conjunto com citocininas ao meio de cultura

com o intuito de promover o aumento do comprimento dos brotos, devido ao estimulo

da divisão e alongamento das células (ROCHA et al., 2009)

De acordo com Peres (2002), o efeito diferencial dos vários tipos de reguladores

de crescimento, quando aplicados ao meio de cultura, pode estar relacionado ao fato de

cada um interferir de modo particular no metabolismo hormonal endógeno e à

especificidade genotípica da cultura em estudo.

Diante do exposto, esse trabalho objetivou avaliar os efeitos de diferentes

combinações das citocininas BAP e TDZ ao meio de cultura sobre a multiplicação in

vitro de híbridos intra e interespecíficos de pimenteira-do-reino e a interação das

combinações de citocinina e híbridos em cinco subcultivos.
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia e Recursos

Genéticos da Embrapa Amazônia Oriental, Belém, Pará. Foram avaliadas as condições

de cultivo in vitro na multiplicação de híbridos intra e interespecíficos de Piper nigrum

L. (Figural).

ESTABILIDADE
FISIOLOGICA DE

MULTIPLICAÇÃO

Isubcultivo TI Subcultivo II Subcultivo IV Subcultivo V Subceultivo

Figura 1. Etapas desenvolvidas para o estabelecimento das melhores condições de cultivo in vitro de
híbridos de pimenteira do reino.

2.2.1 Material Vegetal

Para a realização do experimento, utilizou-se como fonte de explantes plântulas

de híbridos intra e interespecífico de Piper nigrum L, germinadas in vitro em meio de

cultura é MS com 0,17 gl de NH;5PO, por cinco semanas,

Os híbridos foram obtidos a partir de sementes provenientes de polinização

controlada de cruzamentos intraespecífico entre as cultivares de Piper ningrum

(Guajarina, Bento e Apra) e cruzamentos interespecífico entre as espécies Piper

ningrum e Piper arboreum de pimenteira-do-reino, os quais promoveram a formação de

diferentes híbridos designados Lote, como descrito na Tabela 1. Todo material utilizado

pertence ao Banco Ativo de Germoplasma —- BAG da Embrapa Amazônia Oriental,

Belém, Pará.
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Tabela 1. Híbridos provenientes dos cruzamentos intraespecíficos e interespecíficos de pimenteira do
reino.

Cruzamentos Híbridos

Bento x Guajarina Intraespecíficos Lote 7

Apra x Guajarina Intraespecíficos Lote 15

Bento x Guajarina Intraespecíficos Lote 21

Guajarina x Piper arboreum Interespecíficos Lote 9

2.2.2 Estabilidade fisiológica dos explantes

Brotos de híbridos intra e interespecífico foram estabilizados fisiologicamente a

partir de explantes de segmentos nodais de aproximadamente 1,5 cm provenientes de

brotos já estabelecidos in vitro, que em câmera de fluxo laminar foram inoculados em

frascos de vidro cilíndricos com capacidade de 300 ml, contendo 40 ml de meio de

cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), adicionados de 30 g.L' de sacarose,

solidificado com 2 gL' de phytagel e suplementado com 0,5 mg.L' de 6-

benzilaminopurina (BAP) e 0,2 mg L'! de ácido indolacético (IAA) e pH ajustado para

5,8.

O cultivo foi realizado por quatro semanas em condições de fotoperíodo de

16h.luz.dia-', intensidade luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25+3 C.

Esta etapa foi realizada com o intuito de uniformizar o material vegetal nas

mesmas condições de cultivo e no mesmo estádio de desenvolvimento vegetativo.

2.2.3 Experimento preliminar

A partir de brotos estabilizados fisiologicamente (Figura 2a) foram excisados

explantes, ápices caulinares contendo uma folha (Figura 2b), e inoculados em condições

assépticas em tubos de ensaio de vidro de 25 x 150 mm, contendo 15 ml de meio de

cultura básico MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) suplementados com 30 gl! de

sacarose, solidificado com 2 g.L' de phytagel e complementado com diferentes

combinações de reguladores de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron

(TDZ) (Tabela 2). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada

por 20 minutos a 121 ºC e 1,5 atm de pressão. Os explantes foram mantidos sob
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condições de fotoperíodo de 1l6h.luz.dia-, intensidade luminosa de 3.000 lux e

temperatura de 25+3 C

Foram testados quatro híbridos e onze combinações de reguladores de

crescimento (Tabela 2) em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial

4 X 11, totalizando 44 interações, sendo cada tratamento composto de 5 repetições, e

cada repetição constituída por um tubo de ensaio com um explante.

Após seis semanas de cultivo foram feitas avaliações qualitativas quanto a

diferenciação e desenvolvimento de brotos de híbridos de pimenteira-do-reino com o

intuito de selecionar os tratamentos que melhor regeneraram brotos para a partir de

então dar inicio aos subcultivos.

26



Tabela 2 . Combinações utilizadas no experimento preliminar para a diferenciação de gemas e brotos de
híbridos de pimenta do reino, em meio básico MS com diferentes combinações de BAP e TDZ.

COMBINAÇÕES DE CITOCININAS

BAP (mg.L ) TDZ (uM)

0,5 0,00
0,5 0,25
0,5 0,50
0,5 1,00
0,5 2,00
0,5 4,00
o 0,25
0 0,50
0 1,00
0 2,00
0 4,00

2.2.4 Multiplicação tn vitro

O meio de cultura de multiplicação utilizado nessa etapa de proliferação e

multiplicação de brotos para a realização dos subcultivos de acordo com os estudos

preliminares foi oMS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), suplementado com 30 g.1L' de

sacarose, solidificado com 2 g.L”' de phytagel e complementado com combinações de 6-

benzilaminopurina na concentração de 0,5 mg.L'' e Tidiazuron nas concentrações de

0,0 e 0,25 uM (Tabela 3). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem,

realizada por 20 minutos a 121 ºC e 1,5 atm de pressão As condições de cultivo foi

fotoperiodo de 16h.luz.dia'', intensidade luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25+3
o

G;
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Tabela 3. Combinações de citocininas empregados na etapa de multiplicação in vitro de híbridos de
pimenteira-do-reino ao meio de cultura MS suplementado com 30 g.L* de sacarose, solidificado com 2
eg. L de phytagel

BAP(mg. L') TDZ(uM) Combinação
citocinina

0 0,0 C1

9,5 0,25 c2

Para a realização do primeiro subcultivo foi considerado o cultivo dos brotos do

experimento preliminar dos tratamentos selecionados (Tabela 3), onde ápices caulinares

com uma folha foram inoculados em tubos de ensaio de vidro contendo 15 ml do meio

de cultura de multiplicação (Figura 3a). Para os subcultivos posteriores, os explantes

foram inoculados em frasco cilíndrico com capacidade de 300 ml contendo 40 ml de

meio de multiplicação, contendo de dois a cinco explantes cada (Figura 3b).

Após seis semanas de cultivo in vitro no meio de multiplicação, realizou-se o

primeiro subcultivo onde os brotos foram seccionados em condições assépticas em

câmera de fluxo laminar com o auxilio de pinças e bisturi para a separação dos

segmentos nodais apicais e axilares para gerar os subcultivos subsequentes

Figura 3. Explante em meio de multiplicação para o primeiro subcultivo (a), micropropagação
de segmentos nodais de hibridos de pimenta do reino (b).
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No total foram realizados cinco subcultivos todos em intervalos de seis semanas,

inoculando os explantes caulinares no mesmo meio de cultura anterior.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema

fatorial 4 x 2, num total de 8 tratamentos, com quatro híbridos e duas combinações de

citocininas ( BAP e TDZ), sendo cada tratamento composto de cinco repetições e cada

repetição representada por um tubo de ensaio contendo uma gema apical no primeiro

subcultivo e nos subcultivos subsequentes, cada repetição constituída de um frasco

cilíndrico contendo de 2 a 5 explantes. Os dados foram submetidos à análise da

variância com o auxílio do programa estatístico ASSISTAT (SILVA E AZEVEDO,

2009), e quando possível, as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p<0,05).

Realizou-se regressão polinomial das variáveis gemas e brotos por explante para o fator

subcultivos.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 EXPERIMENTO PRELIMINAR

A avaliação qualitativa da diferenciação e desenvolvimento de brotos de

híbridos intra e interespecífico de pimenteira-do-reino, cultivados em meio de cultura

MS suplementado com as combinações de thidiazuron (TDZ) nas concentrações de O;

0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM e de 6-benzilaminopurina (BAP) a O e 0,5 mg 1º após

seis semanas de cultivo in vitro, revelou que a maioria das combinações das citocininas

utilizadas gerou brotações com características morfológicas indesejáveis, destacando-se

os meios em que se adicionou 0,5 mg L"" BAP + 0,50 uM TDZ; 0,5 mg L' BAP + 1,00

uM TDZ; 0,5 mg L' BAP + 2,00 uM TDZ; 0,5 mg L' BAP + 4,00 uM TDZ; 0,25 uM
TDZ; 0,50 uM TDZ; 1,00 uM TDZ; 2,00 uM TDZ e 4,00 uM TDZ. Nessas

combinações exibiam presença intensa de calo na região da base cortada (Figura 4 a e

b) e nas regiões que se localizavam as gemas (Figura 4b), desenvolveram pouco ou

nenhuma formação da parte aérea e quando esta se desenvolveu apresentava folhas

grandes (Figura 4 c) ou mal formada (Figura 4 d ; e) e aspectos de vitrificação (Figura

4 e).
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As características indesejáveis provenientes do meio de cultura adicionados com

as combinações de citocininas supracitadas inviabilizaram a multiplicação in vitro de

brotos, revelando que tais meios não são recomendados para ser utilizados nesta fase.

Porém com os resultados qualitativos obtidos no experimento preliminar

observou-se que nas concentrações de 0,5 mg.L” de BAP e 0,5 mg.L” de BAP +

0,25uM de TDZ, os brotos exibiram adequada formação da parte aérea com formação

de novas gemas e lançamentos de folhas novas.

2.3.2 MULTPLICAÇÃO

A analise de variância para número de gemas e brotos por explante e

comprimento médio do broto, para interação entre híbridos e combinações de

citocininas no primeiro subcultivo de híbridos intra e interespecíficos de pimenteira-do-

reino, revelaram para a variável gema diferenças estatísticas apenas para o fator

combinações de citocininas (F2) ao nível de 5% de probabilidade; para as variáveis

broto e comprimento do broto houveram diferenças estatísticas significativas apenas

30



para o fator Híbridos (F1) sendo essas diferenças ao nível de 1% de probabilidade

(Tabela 4) .

Tabela 4. Análise de variância do delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4 X 2 (Híbridos x
Combinações de citocininas) quanto a proliferação de gemas e brotos por explante e comprimento de
broto(cm) do primeiro subcultivo de híbridos de pimenta do reino, após seis semanas de cultivo in vitro

QM. F
O SL I "o m | I ja mM

Hibrido(F1) 3 0.9666 23395 07249 26667ns  81377** 73224**
Comb. Citoc.(F2) — 1 2.5000  0.7562 0.0002 68966*  26304ns —0.91l6mns
FI XF2 3 20.3000 02895  0.1049  0.8276ns —1.0072ns — 1.0598ms

Tratamento 7 09000 12348  0.3685
Resíduo 32 03625 02875 —0.0990
I - Gema; MG = 2.55000; CV% = 23.61
UI Broto; MG = 1.81250; CV% = 29.58
III - Comprimento do broto; MG = 1.56750; CV% = 20.07
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nível de 5% de
probabilidade (.01 =< p <0.05) ns não significativo (p >=0.05)

Considerando a variância no primeiro subcultivo significativa para combinações

de citocininas na indução de gemas e hibrido para diferenciação de brotos e

comprimento de broto realizou-se a comparação das médias pelo Teste Tukey.

Quando se avaliou o número de brotações entre híbridos, o lote 15 mostrou-se

superior com média de 2,500 quando comparado com os demais híbridos, quanto as

combinações de citocininas as médias não diferiram estatisticamente entre si (Tabela 5).

Diferenças estatísticas para a variável comprimento do broto foram observadas

apenas entre híbridos, no qual o lote 15 novamente se destacou apresentando maior

média de comprimento de broto (1,900) que não diferiu do lote 21 (1,670) (Tabela 5).
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A análise de variância do segundo subcultivo revelou que houve efeito de

genótipos para as variáveis broto e comprimento do broto e que houve interação entre

híbridos e citocininas para as variáveis gema e brotos (Tabela 6).

Tabela 6. Análise da variância do delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4 X 2 (Híbridos x
Combinações de citocininas) quanto a proliferação de gemas e brotos por explante e comprimento de
broto(cm) do segundo subcultivo de híbridos de pimenta do reino, após seis semanas de cultivo in vitro.

Q.M. F
EV Gr I nl m | I o mM

Hibrido(F1) 3 0.69358 0.81667 1.12967  2.6210mns 3.3097 * 5.5512 **
Comb. Citoc.(F2) 1  0.04225 0.06400 0.14400 0.15907ns  02594ns — 0.7076ms
FI XF2 3 113558 0.88867 0.18867 —42913* 3.6015 * 0.9271 ns

Tratamento 7 0.78996 074000 0.58557
Resíduo 32  0.26463 0.24675 0.20350
I - Gema; MG = 3.15750; CV% = 16.29
UI Broto; MG = 2.41000; CV% = 20.61
II - Comprimento do broto; MG = 1.73500; CV% = 26.00
** sionificativo ao nível de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nível de 5% de
probabilidade (.01 =< p <0.05) ns não significativo (p >=0.05

No segundo subcultivo, a média da quantidade de gemas acumulados por

explante dos híbridos em estudo não se mostrou desigual estatisticamente para os

fatores Híbridos e Combinação de citocininas. Diferenças significativas foram

observadas apenas na interação (F1 X F2), cujo no lote 9 a combinação com 0,5mg.L '

BAP + 0,00 uM TDZ (Cl) mostrou-se superior e diferente estatisticamente da

combinação C2 com média 3,440 e 2,600 respectivamente, e dentro da combinação C1

o lote 15 apresentou maior média de gemas por explante e não diferiu estatisticamente

dos lotes 7 e 9, mas diferiu do lote 21(Tabela 7).

Para a formação de brotos ocorreram diferenças estatísticas significaticvas para

o fator hibrido sendo a maior média pertencente ao lote 15 (2,830) que não diferiu dos

lotes 21 e 7 e diferiu do lote 9 que apresentou média de 2,190, para a interação (FILXF2)

o meio com de adição de 0,5Smg.L'" BAP + 0,00 uM TDZ apresentou diferenças

significativas entre híbridos destacando-se o lote 15, com média de 3,200

brotos/explante. O mesmo lote apresentou diferenças significativas entre combinações

de citocininas cuja a maior média foi 3,200 brotos/explante obtida no meio com

0,5mg.L"' BAP + 0,00 uM TDZ (Tabela7).
O lote 15 apresentou maior comprimento do broto com média de 2,230 em. E as

combinações de citocininas respodem semelhantemente entre si. (Tabela 7).
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A análise de variância do terceiro subcultivo mostrou diferenças significativas

na proliferação de gemas para o fator hibrido. Para a variável broto por explante apenas

o efeito da interação hibrido X combinação de citocinina mostrou-se semelhante

enquanto o comprimento do broto para o fator hibrido, combinação de citocinina e a

interação entre os fatores apresentaram diferenças significativas (Tabela 8).

Tabela 8. Análise da variância do delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4 X 2 (Híbridos x
Combinações de citocininas) quanto a proliferação de gemas e brotos por explante e comprimento de
broto(cm) do terceiro subcultivo de híbridos de pimenta do reino, após seis semanas de cultivo in vitro.

Q.M. F
e uL I jo m | I a ml

Hibrido(F]1) 3 2.90625 412198 0.64706 7.9487*t 1118/13** —5.8795**
Comb. Citoc.(F2) — 1 /0.60025 5.73806 111556 16417ns 15.5651** 10.1366**
FI XF2 3 0.55025 011168 042531 15050ns — 0.3029mns 3.8646 *

Tratamento 7 1.56711 2.63415 0.61895

Resíduo 32  0.36562 0.36865 0.11005
1 - Gema; MG = 3.09750; CV% = 19.52
UI Broto; MG = 2.40875;
III - Comprimento do broto; MG = 1.78750; CV% = 18.56
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nível de 5% de
probabilidade (.01 =< p <0.05) ns não significativo (p >=0.05)

No terceiro subcultivo a média da diferenciação de novas gemas por explante

apresentou significativas diferenças apenas para o fator híbrido, sendo o lote 15 com

média de 3,840 mostrando-se mais promissor e diferente estatisticamente dos demais

lotes (Tabela 9).

Quanto à formação de brotos/explante houve diferença significativa entro o fator

combinações de citocininas sendo o meio com 0,5mg.L' BAP + 0,00 uM TDZ(CI1)

com média 2,789 superior a combinação com 0,5mg.L”' BAP + 0,25 uM TDZ (C2)

com média de 3,284 e dentre os híbridos a maior proliferaão de brotos pertence ao lote

15 que difere estatisticamente dos demais (Tabela 9).

O comprimento médio do broto foi superior e diferente estatisticamente em meio

com 0,5mg.L' BAP + 0,00 uM TDZ (C1) que apresentou média de 1,954 cem. O lote 15

foi mais responsivo com maior média de comprimento de broto (2,099) diferindo

estatisticamente apenas do lote 9. Ocorreram também diferenças entre médias na

interações (F1 XF2), onde o lote 15 apresentou maior comprimento de broto (2,099), o

lote 21 e a combinação com 0,5mg.L'"' BAP + 0,00 uM TDZ (C1) foi melhor com

média de 2,200 brotos explantes (Tabela 9).
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A análise de variância do quarto subcultivo mostrou que não houve efeitos das

diferentes combinações de citocininas e nem da interação para a diferenciação de novas

gemas. Para variável broto/explante apenas o fator combinação de citocinina

apresentou diferenças significativas e para o comprimento médio do broto não houve

efeito da interação (Tabela 10).

Tabela 10. Análise da variância do delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4 X 2 (Híbridos x
Combinações de citocininas) quanto a proliferação de gemas e brotos por explante e comprimento de
broto(cm) do quarto subcultivo de híbridos de pimenta do reino, após seis semanas de cultivo in vitro.

Q.M. F
EV SL I jo m | I jo mm

Hibrido(F1) 3 209614 041502 3.55449 5.1709** —1.63907ns — 20.2512**
Comb. Citoc.(F2) — 1 0.82944 6.50442 712336 2.0461ns  25.6986** 40.5843**
FI XF2 3 —0.26408 0.17226 0.50000 0.65l4ns —0.6806ns — 2.8538mns

Tratamento 7 113002 118089 2.75565
Resíduo 32 040538 0.25310 0.17552
1 - Gema; MG = 3.36750; CV% = 18.91
UI Broto; MG = 2.39175; CV% = 21.03
III - Comprimento do broto; MG = 2.08600; CV% = 20.08
** sionificativo ao nível de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nível de 5% de
probabilidade (.01 =< p <0.05) ns não significativo (p >=0.05)

No quarto subcultivo, os híbridos lote 15 e lote 21 permitiram maior

diferenciação de novas gemas com médias de 4,100 e 3,060 respectivamente. As

combinação de citocininas testadas não apresentaram diferenças estatísticas entre si. No

entanto, para a proliferação de brotos, o fator híbrido não apresentou diferenças

estatísticas, mas o fator combinação de citocininas sim, cuja comparação de médias

mostrou diferença significativa e superior na combinação C1 (0,5mg.L' BAP + 0,00

uM TDZ) com média de 2,795 brotos/explante (Tabela 10).

Para o comprimento do broto a combinação C1(com 0,5meg.L”' BAP + 0,00 uM

TDZ) promoveu maior média (2,508), dentre os hibridos o lote 15 apresentou o maior

comprimento de brotos com média de 2,802 (Tabela 10).
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A analise de variância do quinto subcultivo o fator combinação de citocinina

influenciou efetivamente todos os parâmetros avaliados, e o fator hibrido teve efeito

para a variável broto/explante (Tabela 11).

Tabela 12. Análise da variância do delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4 X 2 (Híbridos x
Combinações de citocininas) quanto a proliferação de gemas e brotos por explante e comprimento de
broto(cm) do quinto subcultivo de híbridos de pimenta do reino, após seis semanas de cultivo in vitro.

Q.M. F
ba el I a m | I a mm

Hibrido(F1) 3 —1.09768 2.08460 0.08176 1.7785ns  6.0651** 02173ms
Comb. Citoc.(F2) — 1  5.07656 5.03390 3.82542 82254**  14.66461** 10.1693**
FI XF2 3 0.09044 0.25573 0.20969 O01465ns 0.7440ns — 0.5574mns

Tratamento 7 1.23442 1.72213 0.67139
Resíduo 32 061718 034370 037617
I- Gema; MG =3.18525; CV% = 24.66
UI - Broto; MG = 2.43575; CV% = 24.07
III - Comprimento do broto; MG = 1.83925; CV% = 33.35
** sionificativo ao nível de 1% de probabilidade (p <0.01); * significativo ao nível de 5% de
probabilidade (.01 =< p <0.05) ns não significativo (p >=0.05)

No quinto subcultivo combinação de 0,5mg.L' BAP + 0,00 uM TDZ (Cl)

proporcionou maior número de gemas /explante com média de 3,541 e entre híbridos

não houveram diferenças estatísticas (Tabelal3).

Quanto à formação de brotações as maiores médias encontram-se no meio com

0,5mg.L BAP + 0,00 uM TDZ (C1) com média de 2,790, entre o fator híbridos o lote

15 apresentou maior média de brotos/explante (3,106) (Tabela13).

O meio com 0,5mg.L"" BAP + 0,00 uM TDZ (Cl) promoveu a maior média de

comprimento de broto (2,148) e sem diferenças entre híbridos (Tabela 13).
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À medida que os subcultivos eram realizados foram observadas características

indesejadas nos brotos estabelecidos, essas distinções foram notadas nos brotos

provenientes do meio de multiplicação contendo BAP em conjunto com 0,25 uM TDZ,

os brotos apresentaram entre nó curto resultando em brotos com comprimentos menores

aos obtidos no meio com apenas 0,5 mg.L"BAP, além disto, resultou em algumas

folhas malformadas, retorcidas, grandes e com calos na superfície abaxial (Figura 5).

Figura 5. Anormalidades em brotos provenientes de meio de cultura com adição de BAP+
TDZ, folhas grandes e retorcidas(a), calos na superfície abaxial da folha(b), e entre nó curto(c).

A regressão entre subcultivos considerando a taxa de gemas por explante nos

meios com diferentes combinações de citocininas como mostra a Figura 6, revela que

para os hibridos lote 15 e 21, independente das combinações de citocininas utilizadas, e

para o lote 7 na combinação O0,5mg.L' BAP + 0,25 uM TDZ (C2) houve tendência

crescente de proliferação de gemas/explante até o terceiro subcultivo (Figura 6 a, c e

d).

Para o lote 9, em ambas as combinações e lote 7 na combinação 0,5mg.L” BAP

+ 0,00 uM TDZ, a média do número de gemas tem uma tendência linear crescente em

relação aos subcultivos (Figura 6 a e b).

41



à h
à FS

E Ro AAA AEEE y= 0081424 0,05000+2,554 a 200083 00H6Ae 207)
À a RE=0,3600 CET R=07363 SE
go ”
2 E
ss eme 1 sm.

os DM os : o

| E Í 1 À f j f
0 " t 3 E í 6 sie

: VOS
Subeultivos

e d
ass 4 |

ES MAS e 3. $ Fa a+ go SsFE. É ? 2 VA |É / : e E S o [gg //”E / 42 O,083TA + 0,5651x+ 2,7604 F r
EN dd Be03204 al gg FIBRA
gor, AN EN EIa 2232: EUÊ Feà '

+ BAD TDI ds SAP
os BA e tina fi is
0 paia o 0 4 2 3 4 53 &

O 4 2 3 à 5 6 subeulivos
Subeuitivos
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Os graficos de regressão que constituem a Figura 7 mostram que para os

diferentes hibridos analizados e as diferentes combinações dos reguladores de

crescimento, houve um aumento do número de brotos/explante a medida que se

aumenta os subcultivos esse acréscimo ocorre até o terceiro subcultivo nos lotes 7 e 15

(Figura 7 a e c) e até o quarto subcultivo nos lotes 9 e 21 (Figura 7 be d) , com

tendência em diminuir a capacidade de multiplicação de brotos até o quinto subcultivos.
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Figura 7. Número de brotos por explante de diferentes híbridos de pimenta do reino em meio de cultura
com combinações de 0,5mg.L" BAP + 0 ,25uM TDZ e 0,5mg.L BAP em cinco subcultivos com
intervalos de 42 dias cada. Lote 7- (a); Lote 9 —(b); Lotel5 — (c); Lote21- (d).
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Ao avaliar o número de gemas, a combinação de 0,5mg.L' BAP+ 0,00 uM TDZ

(Cl) foi o que apresentou os melhores resultados, embora a combinação 0,5mg.L”'

BAP+ 0,25 uM TDZ(C2) apresentou semelhanças estatísticas quanto ao proliferação

de gemas da combinação C1 no segundo, terceiro e quarto subcultivo (Tabela 7, 9 e 11),

fatores indesejaveis foram observados no meio com a combinação C2 (Figura 5).

Ao considerar apenas o desempenho das combinações de citocininas ao longo

dos subcultivos para o número de brotos, percebemos que no terceiro, quarto e quinto

subcultivos, a combinação de 0,05 mg L-1 BAP + 0,00 uM TDZ (C1) foi a melhor para

promover a proliferações de brotos,

Para o comprimento de broto a adição de 0,5mg.L' BAP+ 0,00 uM TDZ (CL)

ao meio de cultura MS promoveu maior alongamento dos brotos no primeiro, terceiro,

quarto e quinto subcultivos (Tabelas 5, 9, 11 e 13).

Dentre os híbridos em estudo e ao considerar ambas as combinações de

citocininas testadas nos cinco subcultivos, o lote 15 teve grande destaque uma vez que

apresentou média superior na maioria das analises realizadas para todas as variáveis

avaliadas (Tabela 5, 7,9, 11 e 13).
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2.4 DISCUSSÃO

As citocininas assim chamadas porque estimulam a divisão celular (citocinese)

são largamente utilizadas em cultura de tecidos de diversas espécies, atuando desta

forma na morfogênese (GEORGE, 1996). É de grande relevância a concentração e o

tipo de citocinina, para a melhor proliferação de brotações através da quebra da

dominância apical (DZAZIO «et al., 2002); contudo, concentrações muito elevadas

podem ser prejudiciais, causando a formação de brotações anormais e hiper-hídricas

(VASCONCELOS et al., 2012).

O Thidiazuron (TDZ) é uma feniluréia que mostra uma atividade citocinínica,

atuando intensamente na divisão celular. Em concentrações altas provoca o

desequilíbrio hormonal e tem efeito .toxico ou desordenada divisão celular promovendo

a formação de calos (FLORES et al., 2007, ALVARENGA,, 2013).

De acordo com experimento preliminar, uma vez que as citocininas agem na

quebra da dominância apical, é possível que a alta ativitade citonínica do TDZ tenha

sido a causadora de entre nós curtos, brotações relativamente pequenas ou até mesmo

nenhum desenvolvimento da parte aérea dos híbridos de pimenteira do reino cultivados

em meio com adição ou não de BAP adicionados com concentrações acimas de 0,25

uM de TDZ

Furtado et al. (2007), estudando o TDZ na regeneração in vitro de amendoim

(Arachis hipogaea), utilizando diferentes citocininas notou que o TDZ inibiu o

crescimento dos brotos e aumentou o tamanho das folhas em explantes de gema

cotiledonar, em explantes de hipocótilo respondeu apenas em formação de calos

(aglomerados de células) de onde se esperava o surgimento de alguns brotos.

O TDZ promove a emissão de múltiplas brotações, perda da dominância apical,

regeneração devido a intensa divisão celular (FLORES, et al. 2007; SILVA «et al.

2003), podendo também ser usado para a formação e manutenção de calos

(KOKOTKIEWICZ et al., 2012; MAHESHWARI E KOVALCHUK, 2011).

Neste trabalho foram observadas folhas mal formadas com calos na superfície

abaxial, o que não é objetivo, pois espera-se a organogênese direta onde o orgão vegetal

é induzido e se desenvolve a partir de um explante, isto é sem passar pela fase inicial de

calo (massa de células com crescimento desordenado e indiferenciado). Observações

semelhantes de várias anormalidades morfo-fisiologicas associadas ao uso de TDZ

foram feitas por KIM et al., 1997 e SOARES et al., 2011.
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Na etapa de multiplicação, as combinações dos reguladores de crescimento

vegetal (TDZ e BAP) foram suficientes para promover a proliferação de gemas e brotos

a partir de segmentos nodais de híbridos de pimenta do reino.

As respostas observadas nos híbridos em virtude das combinações de citocininas

ao decorrer dos subcultivos pode ser atribuído às características que os reguladores de

crescimento vegetal possuem de inibir, promover ou modificar as diferentes respostas

fisiológicas, através das quais controlam o crescimento e desenvolvimento da planta

(VIEIRA et al. 2010., TAIZ E ZEIGER, 2012).

Os efeitos dos hormônios dependem da concentração, do estádio de

desenvolvimento, da interação com outros hormônios e do tipo de órgão ou tecido

vegetal (KERBAUY 2008, TAIZ E ZEIGER 2012, JESUS E PERES 2013).

As citocininas controlam a divisão celular, estando intimamente ligadas à

diferenciação das células e, sobretudo na formação de gemas caulinares (KERBAUY

2008) e a alta atividade de citocinina pertencente ao TDZ (RIBEIRO et al., 2010) pode

provocar um desequilíbrio no balanço hormonal.

De acordo com Peres (2002), os componentes mais críticos adicionados ao meio

de cultura são os reguladores de crescimento vegetal. Dessa forma, o balanço hormonal

de citocininas é um fator de suma importância para o suceso em sistemas de

micropropagação, nos quais se objetivam altas taxas de multiplicação.

No primeiro subcultivo, a combinação de BAP (0,5mg.L a) + TDZ (0,25uM) se

mostrou satisfatório para a indução de gemas em híbridos de pimenta do reino, visto

que a maior média de número de gemas pertence a esse tratamento.

Recentemente, o TDZ vem sendo utilizado como uma alternativa para

substituição das citocinina sintéticas como cinetina e benzilaminopurina, pois possui

alta atividade de citocinina em cultivos in vitro, quando utilizado em pequenas

concentrações (GRAÇA et al. 2001; RIBEIRO et al. 2010).

Espécies lenhosas como Rauvolfia tetraphylla L. e Leucaena leucocephala

(Lam.) apresentaram um alto número de gemas e brotos com a utilização de 0,23 uM

(6,98 brotos/explante) de TDZ, adicionado ao meio de cultura (FAISAL et al. 2005;

SHAIK et al. 2009).

No entanto, a utilização do TDZ, mesmo em baixa concentração em conjunto

com o BAP, neste trabaho não foi eficiente na multiplicação in vitro de híbridos de

pimenta do reino quando utilizados em subcultivos subsequentes, uma vez que pode se

observar que a combinação de 0,5mg.L "BAP + 0,00uM TDZ (Cl) apresentou
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semelhanças estatísticas quanto a proliferação de gemas da combinação 0,5mg.L”'

BAP+ 0,25 uM TDZ (C2) no segundo, terceiro e quarto subcultivo e superior no quinto

subcultivo, e para a diferenciação de brotos a C1 mostrou-se superior no terceiro, quarto

e quinto subcultivos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Moura et al (2008) trabalhando

com a cv. Bragantina de pimenteira —do-reino que obteve melhores resultados para a

proliferação de gemas e brotos por explante em meio contendo BAP a 0,5 mgL'.

Segundo Santos (2012) em estudo com diferentes cultivares de pimenta do reino,

a ausência de TDZ e a presença de BAP no meio de cultura apresentaram respostas mais

eficientes para obtenção de gemas.

Moura et al. (2012) observaram uma tendência crescente do número de gemas

axilares por explante à medida que se aumentou a concentração do regulador de

crescimento BAP, e a concentração de 0,ó mg.L' foi mais responsiva para a

multiplicação de Plathymenia reticulata.

Outro fator que tornou a utilização de BAP em conjunto com TDZ ineficiente

para a multiplicação in vitro de híbridos ao longo dos subcultivos é o desenvolvimento

de brotos mal formados, com entre nó curto e folhas atípicas (retorcidas, grandes),

formação de calosidade nos explantes. Observações semelhantes de várias

anormalidades morfo-fisiologicas associadas ao uso de TDZ foram feitas por

GRIBAUDO E FRONDA 1991; KIM et al., 1997; SOARES et al/., 2011; DELPONTE

etal., 2001 e SANTOS 2012.

Segundo Ribeiro et al. (2010), o TDZ é mais ativo que outras citocininas por

causa do aumento da atividade da fosfatase ácida. Essa enzima promove a

interconversão nucleotídeo nucleosídeo da estrutura de citocininas endógenas, tornando-

as biologicamente mais ativas, podendo manifestar-se como inibidor do crescimento e

desenvolver gemas curtas e não alongadas (KIM et al., 1997). Tais características

podem explicar os piores resultados do comprimento médio de broto para todos os

híbridos no meio em que foi adicionado 0,5mg.L BAP + 0,25 uM TDZ.

O alongamento dos brotos tem certa importância para o processo de

multiplicação in vitro, pois a individualização das gemas para formação de novos brotos

(multiplicação) só é possível se os entre-nóS não forem muito curtos.

De acordo com MORAIS «et al. 2014) e ASMAR «et al. (2011) maiores

comprimentos de brotos foram obtidos em meio de cultura sem suplementação com

47



reguladores vegetais, por sua vez, os comprimentos de brotos alcançados neste trabalho

mostrou-se satisfatório em meio de multiplicação contendo BAFP.

A taxa de proliferação de gemas e brotos varia de acordo com os subcultivos,

apresentando tendência de aumento inicial e posterior diminuição na capacidade de

multiplicação de brotos e gemas á medida que se aumentam os subcultivos, o que pode

estar relacionado com o uso constane de citocininas

A presença constante ou excessiva de citocininas no meio de indução ou

multiplicação de brotos pode desequilibrar exageradamente o balanço hormonal

endógeno dos explantes, além de inibir as respostas desejadas (LEMOS, 2010).

Segundo relato em vários estudos de micropropagação de diversas espécies, o

excesso de citocinina, pode ser toxico (GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998;

LESHEM et al. (1988); VILLA et al 2006 ).

Nos cinco subcultivos verificaram-se diferenças também nas respostas quanto as

taxas no número de gemas, brotos por explante, comprimento do broto em função das

diferentes combinações de citocininas ao meio de cultura para os diferentes híbridos

sobressaindo-se o lote 15 que apresentou melhor performace, sugerindo a existência de

diferenças genotípicas na resposta à indução morfogenética in vitro. À implicação disto

para estudos de micropropagação relaciona-se com a necessidade de serem

desenvolvidos protocolos regenerativos específicos para cada genótipo.

Variações na taxa de regeneração atribuídas a diferentes genótipos também

foram citadas para outras espécies micropropagadas, como é o caso da bananeira

(MENDES et al., 1996).

De acordo com GUERRA et al. (1999) a taxa de regeneração in vitro de

brotações axilares é variável de acordo com o genótipo em estudo.
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2.5 CONCLUSÃO

Este trabalho permite as seguintes conclusões:

- A multiplicação in vitro de híbridos de pimenteira-do-reino é mais adequada

em meio de cultura MS, suplementado com 0,5 mg L' de BAP,.

- A regeneração in vitro é variável com o genótipo, sendo o lote 15 mais

responsivo na etapa de multplicação.

- A taxa de multiplicação é variável nos subcultivos, com tendência de maior

indução de brotos no início e redução ao longo dos subcultivos para os híbridos de

pimenteira-do-reino.
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3. ENRAIZAMENTO IN VITRO DE BROTOS COM AUXINAS,
ACLIMATIZAÇÃO E FORMAÇÃO DE MUDAS DE HÍBRIDOS INTRA
E INTERESPECÍFICOS DE Piper nigrum L.

Resumo

O processo de enraizamento adventício de plantas cultivadas in vitro é uma técnica que

vem sendo empregada na propagação vegetativa de diversas espécies. Muitos fatores

estão relacionados com a fase de enraizamento, influenciando positiva e/ou

negativamente no estabelecimento de protocolos de micropropagação, e estão

diretamente ligados ao sucesso das etapas de aclimatização e formação de mudas. O

objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de híbridos intra e interespecífico de

pimenteira-do-reino quanto à indução do enraizamento in vitro pela adição das auxinas

(AIA, AIB e ANA) ao meio de cultura /º MS e avaliar a taxa de sobrevivência dos brotos

enraizados nas etapas de aclimatização e formação de mudas. Na etapa de enraizamento

foram adicionados ao meio de cultura acido indolacetico (AIA), ácido naftaleno ácetico

(ANA) e ácido indolbutírico (AIB) nas concentração de 1,0; 1,5; 2,5 uM e sem

auxinas(controle). A aclimatização foi realizada em casa de vegetação em bandejas

plásticas contendo vermiculita e adição de 10 ml de solução nutritiva por planta

quinzenalmente, e após 28 dias foram transferidas para sacos plásticos contendo

substrato para a formação de mudas. Após 28 dias em meio de enraizamento, os maiores

percentuais de enraizamento foram obtidos com 1,5uM de AIA, 100% para todos os

híbridos. A aclimatização por 28 dias em substrato vermiculita proporcionou maiores

taxas de sobrevivência das plantas provenientes do meio /2 MS com adição de AJA. Na

fase de formação de mudas com substrato terra preta, as plantas apresentaram 100% de

sobrevivência. Então, para maior taxa de sobrevivência e formação de mudas

recomenda-se o enraizamento de brotos em meio básico de cultura com 7/2 MS e adição

1,5 uM de AJA.

Termos para indexação: Cultivo ex vitro; Piper nigrum L; Fitoreguladores.
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Abstract

The process of adventitious rooting of in vitro cultivated plants is a technique that has
been applied in the vegetative propagation of several species. Many factors are related
to rooting phase, having a positive and/or negative influence on the micropropagation
establishing protocols, and are directly related to the steps of acclimatization and
formation of seedlings. The aim of this work was to evaluate the response of intra- and
interspecific black pepper hybrids as for the induction of in vitro rooting by added
auxins (IAA, IBA and NAA) to the 14 MS culture medium, and to evaluate the survival
rate of rooted shoots in the steps of acclimatization and seedling formation. At the
rooting phase, indoleacetic acid (IAA), naphthaleneacetic acid (NAA) and indolebutyric
acid (IBA) were added to the culture medium at concentrations of 1.0; 1.5; 2.5 uM and
zero auxin (control). Acclimatization was conducted in a plant nursery, with plastic
trays containing vermiculite and being added 10 ml of nutritive solution per plant at
every l15-day period. After 28 days, the plants were transferred to plastic bags
containing a seedling formation substrate. After 28 days in the rooting substrate, the
higher rooting percentages were obtained at 1.5uM IAA, being 100% for all hybrids.
The acclimatization for 28 days with the vermiculite substrate yielded higher survival
rates for plants that came from the 5 MS medium with IAA. At the formation phase of
seedlings with soil as substrate, the plants presented 100% survival. Therefore, for the
higher survival rate and formation of seedlings, it is recommended the rooting of shoots
in basal medium of 1º MS and the adding of 1.54J,MIAA.

Index terms: black pepper, rooting, acclimatization, seedling formation.
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3.1 Introdução

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta trepadeira originária da

Índia, pertencente à família Piperaceae e ao gênero Piper, o qual apresenta várias

espécies, dentre as quais a Piper nigrum L., cujo fruto possui grande valor econômico

mundial no ramo de especiarias.

O Brasil está entre os países de maior produção e exportação, dois Estados

brasileiros vêm se destacando na produção de pimenta-do-reino: Pará, com 79 %, e

Espírito Santo, com 13 % da produção nacional (IBGE, 2014).

Porém, a incidência de doenças na cultura como a fusariose, murcha amarela, e

viroses como o PYMoV eCMV, vem ocasionando a redução no ciclo de vida da planta

e significativas perdas de produção. À micropropagação constitui uma alternativa para

conter a limitação da expansão da cultura da pimenteira-do-reino através da propagação

de mudas em tempo e espaço físico reduzidos, com alta fidelidade genética e com

qualidade fitossanitária (GEORGE 2008).

O sucesso do cultivo in vitro de espécies vegetais depende da eficácia nas

etapas do processo de micropropagação, e o enraizamento, aclimatização e formação de

mudas, sendo cada uma destas, importantes para otimizar a propagação clonal de

plantas.

Nesse escopo, diversos reguladores vegetais da classe das auxinas têm sido

empregadas no enraizamento in vitro para estimular processos moleculares e

bioquímicos ( DE KLERK et al. 1999) com o intuito de promover divisão, alongamento

e diferenciação celular, além de serem responsáveis pela dominância apical (ROCHA et

al., 2009; TAIZ & ZEIGER, 2012) por este motivo são largamente utilizadas na

indução de raízes adventícias (LUND et al., 2008).

Para induzir e promover o enraizamento de brotos em meio de cultura as auxinas

mais usadas são o ácido alfa-naftaleno acético (NAA), seguido do ácido indol-3-butirico

(IBA) e ácido 3- indolilacetico (IAA).

A diferenciação de raízes adventícias é indispensável para a aclimatização e o

insucesso do enraizamento torna a taxa de sobrevivência de plantas aclimatizadas baixa

e/ou nulas (SANTOS 2012).

Fatores abióticos, como luz, temperatura e umidade relativa também

desempenham papel relevante na aclimatização, pois influenciam no metabolismo em

geral da planta (CORREA E FETT-NETO, 2004; CORREA et al., 2005).
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Segundo CHANDRA et al. (2010) um número expressivo de espécies vegetais

micropropagadas não consegue sobreviver na etapa de aclimatização devido à

transferência brusca do ambiente in vitro para ex vitro.

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo estudar a etapa de

enraizamento in vitro, aclimatização e formação de mudas ex vitro de híbridos

intraespecíficos e interespecíficos de pimenteira-do-reino testando três tipos de auxinas

em diferentes concentrações no meio de cultura para o enraizamento e avaliar a taxa de

sobrevivência nas etapas de aclimatização e formação de mudas.
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3.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratório de Biotecnologia e Recursos

Genéticos da Embrapa Amazônia Oriental, Belém, Pará. Foram investigadas as

melhores condições de cultivo in vitro na etapa de enraizamento e no cultivo ex vitro

visando o estudo nas etapas de aclimatização e formação de mudas de híbridos

intraespecíficos e interespecíficos de Piper nigrum L. (Figura 8).

siso,

Enraizamento | o Etapa in vitro

4 —
| Arclimatização

3 quo | Etapasexvitro

Formação de mudas

Figura 8. Etapas desenvolvidas para o estabelecimento das melhores condições
de cultivo de híbridos de pimenteira do reino.

3.2.1 Enraizamento in vitro de híbridos de Piper nigrum L.

Para a realização dos experimentos, utilizou-se como fonte de material vegetal

brotos provenientes do 5º subcultivo in vitro de híbridos intra e interespecífico de Piper

nigrum L.

Os híbridos foram obtidos a partir de sementes provenientes de polinização

controlada de cruzamentos intraespecífico entre as cultivares de Piper nigrum

Guajarina, Bento e Apra e cruzamentos interespecífico entre as espécies Piper nigrum e

Piper arboreum de pimenteira do reino, os quais promoveram a formação de diferentes
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híbridos designados Lote, como descrito na Tabela 14. Todo material utilizado pertence

ao Banco Ativo de Germoplasma — BAG da Embrapa Amazônia Oriental, Belém, Pará.

Tabela 14. Híbridos provenientes dos cruzamentos intraespecífico e interespecífico de pimenteira do

reino.

Cruzamentos Híbridos

Bento x Guajarina Intraespecíficos Lote 7

Apra x Guajarina Intraespecíficos Lote 15

Bento x Guajarina Intraespecíficos Lote 21

Guajarina x Piper arboreum Interespecíficos Lote 9

Inicialmente, brotos provenientes do quinto subcultivo do processo de

multiplicação in vitro foram transferidos para frascos cilíndricos de vidro contendo 30

mL de meio de cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) suplementado com 30 gL'

de sacarose, solidificado com 2 g.L' de phytagel, os brotos permaneceram neste meio

por um período de 15 dias em condições controladas de cultivo, para que possíveis

resíduos de reguladores de crescimento não influenciassem na etapa de enraizamento.

Posteriormente, os brotos foram seccionados de forma asséptica para a formação

de explantes de segmentos caulinares contendo duas gemas e uma folha e inoculados

em frascos cilíndricos de vidro com capacidade de 300 mL contendo 40 mL de meio de

cultura de enraizamento.

O meio de cultura básico utilizado na etapa de enraizamento de brotos foi o 2

MS, suplementado com 30 g.L ' de sacarose, solidificado com 2 g.1' de phytagel. O pH

foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada por 20 minutos a 121 ºC e 1,3

atm de pressão. Os tratamentos consistiram da adição de ácido indolacetico (AIA),

ácido naftaleno ácetico (ANA) e ácido indolbutírico (AIB), todos na concentração de

1,0; 1,5; 2,5 uM. Como controle, utilizou-se o tratamento sem adição de auxinas

(Tabela 15). Os explantes foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperíodo de

16h.luz.dia-', intensidade luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25+3 C.
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Tabela 15. Tratamentos empregados na etapa de enraizamento in vitro de quatro híbridos de pimenteira-
do-reino.

Auxinas Concentrações (uM) Tratamentos

- Sem regulador TI

AIB 1,0 T2

AIB 1,5 T3

AIB 2,5 T4

AIA 1,0 T5

AJA 1,5 T6

AIA 2,5 T7

ANA 1,0 T8

ANA 1,5 T9

ANA 2,5 TIO

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema

fatorial 4 x 10 com num total de 40 interações, sendo cada tratamento composto de

quatro repetições e cada repetição constituída de um frasco cilíndrico contendo 5

explantes.

Os dados foram submetidos à análise da variância com o auxílio do programa

estatístico ASSISTAT (SILVA E AZEVEDO, 2009), e quando possível às médias

foram comparadas pelo teste Tukey (p<0,05), considerando a média por frasco em cada

tratamento.

Aos 28 dias de cultivo in vitro, foi avaliada a resposta da diferenciação de raízes

dos diferentes genótipos em relação aos tratamentos testados na etapa de enraizamento,

por meio da coleta dos dados de porcentagem de brotos enraizados, média do número de

raizes/explante, média do número de Dbrotos/explante, comprimento da maior

raiz/explante (mm). As medições foram realizadas com o auxilio de um paquímetro

digital.

3.2.2 Aclimatização de brotos de híbridos de Piper nigrum L.

Os brotos enraizadas in vitro foram retirados dos frascos e lavados em água

corrente para eliminar resíduos do meio de cultura aderido nas raízes. Em seguida, as

plântulas foram acondicionadas em bandejas plásticas constituídas de 24 células (6,5 cm

de diâmetro) preenchidas com vermiculita, sendo marcada a procedência dos

tratamentos do enraizamento, foram distribuídos duas plântulas por célula.
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As bandejas contendo as plântulas permaneceram por uma semana em local com

baixa intensidade luminosa e protegida de chuva, Após este período, foram transferidas

para casa de vegetação em condições ambientais por quatro semanas para crescimento e

formação de mudas, a nutrição foi realizada quinzenalmente através da utilização de 10

ml/célula de solução nutritiva composta do meio MS com metade da concentração de

sais. Quando necessário foram realizada pequenas irrigações com o auxilio de um

regador para manter a umidade do substrato.

Foram avaliados a porcentagem de sobrevivência dos brotos enraizados de

híbridos de pimenteira-do-reino provenientes de diferentes meios de enraizamento

utilizados na etapa anterior.

3.2.3 Formação de mudas de híbrido de Piper nigrum L

Posteriormente aos 28 dias da aclimatização foi realizado o transplantio das

plantas aclimatizadas em bandejas em casa de vegetação para sacos plásticos de

polietileno preto (16x12cm) contendo terra preta e matéria organica como substrato e

alocados em casa de vegetação

Após 60 dias foi avaliado a porcentagem de sobrevivência de mudas de

diferentes híbridos de pimenteira-do-reino.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Enraizamento in vitro de híbridos de Piper nigrum L..

À auxina, AJA, como regulador de crescimento em meio de cultura 1º MS para a

diferenciação de raízes em brotos de híbridos de pimenteira-do-reino, foi mais eficiente

que as auxinas, AIB e ANA, nas concentrações de 1,0; 1,5; e 2,5 uM, pois promoveu

100% de indução de raízes para os lotes 7, 15 e 21, e para o lote 9 somente na

concentração de 1,5 uM ocorreu 100%, nas demais, 1,0 uM AIA (T5) e 2,5 uM AIA

(T7) foram 90 e 95%, respectivamente, ou seja, o meio 4º MS e 1,5 uM (T6)

proporcionou 100% de brotos enraizados, independente do híbrido (Figura 10).

Figura 9. brotos de hibridos de pimenta do reino enraizados em meio MS
com adição da auxina ANA.

Ressalte-se que seguido os meios com AJA, os meios com AIB promoveram

maior taxa de enraizamento de brotos que os meios com adição de ANA e sem auxinas.

A adição de ANA promoveu a diferenciação de raízes grossas e curtas (figura

9).
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A análise de variância para número de raízes, comprimento de raízes, e

comprimento do broto revelaram diferenças significativas entre as auxinas (F1) e a

interação Híbrido x Auxinas, mas o genótipo Híbrido (F2) não influenciou

significativamente no comprimento do broto. Ressalte-se que o fator Hibrido para a

variável comprimento de raízes e a interação Híbrido x Auxinas para a variável

comprimento de brotos, o nível de significância foi a 5% de probabilidade (.01 =< p <

.05) e as demais diferenças foram significativas ao nível de 1% de probabilidade (p <

.01)(Tabela 16).

Tabela 16. Falores de F segundo análises de variância das médias de número de raiz, comprimento de

raiz e comprimento do brotode híbridos de pimenteira-do-reino após enraizamento in vitro com diferentes

concentrações de auxinas adicionada ao meio de cultura MS.

Fontes de varição T = TE

Auxinas (F1) 17.273] ** 39.3750 ** 33.6652 **

Híbrido (F2) 4,8963 ** 3.5156 * 1.8567 ns

Híbrido x Auxinas 6.5680 ** 94262 ** 1.6839 *

T nº raiz; * comprimento raiz; "comprimento do broto
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =<p < .05)
ns - não significativo (p >= .05)

Verificou-se que a adição da auxina AIB nas concentrações de 1,0 e 1,5 uM, da

auxina AIA na concentração de 1,5 uM e da auxina ANA na concentração 1,0 e 2,5 uM

promoveram maiores médias de número de raízes. Entre os híbridos, os lotes 7, lote 9 e

lote 15 responderam semelhantemente entre si e apresentaram maiores número de

raízes, 4.44250, 4.94500, 4.47500, respectivamente, diferindo do lote 21 com média de

3.94750 (Tabela 17).

Quanto a variável comprimento da raiz (mm), a concentração de 1,5 uM de AIA

apresentou maior comprimento de raiz (32,74562 mm) . Os lotes 9 e 21 apresentaram

maiores médias de comprimento de raiz, respectivamente 19.15625 mm e 21.22375 mm

(Tabela 17).
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Para o fator comprimento do broto, os maiores valores para o comprimento

foram provenientes dos tratamentos com 1,0 e 1,5 uM de AIA com as respectivas

médias 26.30500 e 24.64812 mm.

Os híbridos responderam de maneira semelhante quanto ao desenvolvimento do

comprimento dos brotos apresentando comprimento de brotos de 17.89700 (lote 7),

19.34000 (lote 9), 18.16900 (lote 15) 2 18.75800 mm (lote 21), (Tabela 18).

Tabela 18. Teste de comparação de média quanto ao comprimento da plântula em meio básico MS

suplementado com diferentes concentrações de auxinas AIB, AIA e ANA após 28 dias de cultivo.

COMPRIMENTO DO PLANTULAAUXINAS
pa 7 9 15 21 | MÉDIA
AIB
1,0 17.2575cdA —19.9225bcA 17,1425bcdA 18.3700bcA  18.3231bc
15 12.8275cdA 164300cdA 123425deA — 16.2900cA — 14.4725 de
2,5 19.5350bcA —18.1225bcA 19.8275abeA 17.9575cA —18.8606bc
AIA
1,0 26.9425aAB 28.8075aA  22.5200abB —26.9500aAB 26.3050a
15 24.2150aAbA 24.0175abA 25.2350aA — 25.1250abA 24.6481a
2,5 18.2525bcdA 22.9300abcA 21.6450abeA 17.8450cA —20.1681b

ANA
1,0 14.8775cdA —16.3375cdA 18.0000bcdA 13.8925cA — 15.7768 cd
1,5 16.2825cdA —194325bcA 15.5075cdeA 17.2350cA —17.1143bcd
2,5 17.0000 cdA —17.4875bcA 18.7650abcdA 17.1450cA — 17.5993bcd

Controle
O 11.7800dAB 9.9125dB — 10.1050eB 16.7700cA —12.14188e

MÉDIA  17.89700A 1934000A 18.169000A 18./5800A
MG = 18.54100
CV%= 16.09

Ao considerar o desempenho das concentrações de auxinas adicionadas ao meio

de cultura 14 MS na etapa de enraizamento in vitro a concentração de 1,5 uM de AIA

mostrou-se eficiente para o desenvolvimento de raízes com características desejáveis

finas e compridas além de promover maiores médias para a variável número de raízes,

comprimento de raízes e comprimento de plântulas (Figura 10; Tabela 17 e 18). Entre

os híbridos o lote 9 apresentou melhor performance na diferenciação de raízes.

3.3.2 Aclimatização de brotos enraizados de híbridos de Piper nigrum L.

As taxas de sobrevivência durante a aclimatização estão interligadas à

porcentagem de enraizamento, número e qualidade das raízes provenientes da fase de

enraizamento in vitro (Figura 12).
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As maiores taxas de sobrevivência ocorreram nos tratamentos com AIA,
seguido dos tratamentos com AIB e sem auxinas, ambos apresentaram no enraizamento
raízes longas e relativamente finas, sendo os tratamentos com ANA os que
apresentaram raízes curtas e grossas e que tiveram menores taxas de sobrevivência de
brotos enraizados na aclimatização.

Independente dos híbridos estudados, os tratamentos com AJA apresentaram
taxas de sobrevivências superiores às demais concentrações de auxinas (Figura 13).

O substrato vermiculita, as condições de cultivo em casa de vegetação para os
híbridos dos lotes 9, lote 15 e lote 21 provenientes do meio 4 MS com adição de 1,5
uM de AJA tiveram maiores percentuais de sobrevivências com os respectivos valores
93%, 99% e 97%, já para o lote 7 a concentração de 2,5 uM de AIA adicionados ao
meio 1/2 MS apesentou percentagem de sobrevivência de plantas superior aos demais
tratamentos (95%). (Figural3)

Si ves ARE: conse bee:

FIGURA 12. Aclimatização de brotos enraizados de híbridos de pimenteira do reino.
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3.3.3 Formação de mudas de híbrido de Piper nigrum L

A taxa de sobrevivência obtidas após 60 dias da etapa de formação de mudas foi

de 100% de plantas vivas para todos os híbridos de pimenta do reino em estudo (Figura

14). Este fato evidencia que as plantas que sobreviveram a etapa de aclimatização

apresentavam desenvolvimento favorável para a formação de mudas além das condições

de cultivo e a utilização de terra preta e matéria orgânica como substrato.
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3.4 Discussão

Os resultados obtidos durante a fase de enraizamento in vitro evidenciam a

importância das auxinas no meio 1º MS para o enraizamento de brotos de híbridos de

pimenteira-do-reino. No entanto, o tratamento controle sem a adição de auxinas

exógena proporcionou de enraizamento sinalizando a síntese endógeno de auxina.

Segundo Schwertner et al. (2008) houve enraizamento de caapeba [Pothomorphe

peltata (L.) Miq], uma piperacea, em meio MS isento de reguladores vegetais.

Embora neste trabalho tenha ocorrido a formação de raízes em meio 2º MS sem

auxinas, a porcentagem foi inferior quando comparado com os tratamentos com adição

de auxinas AIA, AIB e ANA. Estes resultados estão de acordo com trabalhos

encontrados na literatura, que apontam a necessidade da inclusão de uma auxina nos

meios de cultura para aperfeiçoar o enraizamento de espécies frutíferas, como ameixeira

(MAGALHÃES e PETERS, 1991; LEITE et al., 1994) e macieira (CENTELLAS et al.

1999).

As auxinas são substâncias essenciais no cultivo de plantas, pois promovem

modificações plásticas na parede celular vegetal durante o processo de divisão celular,

permitindo a extensibilidade da célula (LASKOWSKI et al., 2008). Podem também

estimular várias respostas fisiológicas quando utilizadas na indução de raízes, folhas,

gemas axilares ou apicais, embriões e calos (RODRIGUES E LEITE, 2004; CID, 2010;

MERCIER, 2012) e tais respostas podem ser positivas ou negativas no que diz respeito

ao enraizamento in vitro.

O uso da formulaçaô 4 MS suplementados com auxinas para a diferenciação de

raízes pode ter favorecido o enraizamento in vitro de híbridos de pimenteira-do-reino.

Estudos mostram que uma concentração elevada de sais do MS pode prejudicar o

enraizamento de brotos em algumas espécies, o que tem levado alguns pesquisadores a

trabalhar com diluições das formulações básicas deste meio (ERIG et al. 2004;

RIBEIRO et al., 2008; OLIVEIRA «et al., 2010).

Houve diferenças nas respostas entre as concentrações e auxinas, saliente-se que

as auxinas mais comuns empregadas nos meios de cultura para o enraizamento in vitro

são o ANA, AIB e AIA. A diferença entre s1, além da parte estrutural da molécula, é a

estabilidade que decresce respectivamente.
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Os efeitos dos hormônios dependem da concentração, do estágio de

desenvolvimento, da interação com outros hormônios e do tipo de órgão ou tecido

vegetal (KERBAUY 2008, TAIZ E ZEIGER 2012, JESUS E PERES 2013).

O processo de formação de raiz adventícia ocorre de uma a três semanas e pode

ser dividido em três fases: indução, iniciação e elongação. As fases de indução e

iniciação, geralmente são dependentes de auxina, mas o crescimento (elongação) das

raízes pode ser inibido pela presença dessa classe de substâncias (MCCOWN, 1988;

GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998; LIMA, 2010). Este fato adicionado a

estabilidade do ANA, pode estar relacionado com os resultados obtidos nos tratamentos

que continham esta auxina onde as raízes obtidas foram curtas e grossas.

As auxinas estão envolvidas na regulação do crescimento e desenvolvimento,

principalmente nos processos que determinam a arquitetura das raízes (BIELACH et al.,

2012).

No presente estudo, o desempenho do AIA promoveu as maiores porcentagens

de brotos enraizados, e a maioria dos tratamentos proporcionou 100% de enraizamento,

com destaque o tratamento com 1,5 uM de AIA que induziu 100% de enraizamento

para todos os híbridos. Segundo vários autores, o AIA endógeno age como um ativador

de genes alavancando a formação precoce do primórdio radicular e a aplicação de

auxinas sintéticas favorecem a conjugação entre o AIA endógeno e aminoácidos que

promovem a síntese de proteínas específicas necessárias para a formação de raízes

iniciais (GASPAR E HOFINGER, 1988; ONO E RODRIGUES, 1996; ASSIS E

TEIXEIRA, 1998; ALOUFA, 2003).

Além de diferenças na resposta do enraizamento em relação às diferentes

concentrações de auxinas, houve diferenças também entre híbridos, onde o lote 9

apresentou melhor desempenho no processo de diferenciação de raízes quanto as

variáveis número de raízes, comprimento de raízes, e não diferiu estatisticamente dos

demais híbridos quanto a variável comprimento da plântula. Segundo Zanol et al.

(1997), existem diferenças entre genótipos e sensibilidade para com a auxina no

enraizamento de plantas frutíferas.

Lima (2010), em estudo de cana-de açúcar (Saccharum officinarum) observou

diferenças genotípicas entre a variedade RB 872552 que apresentou maior percentual de

enraizamento (82,5%) quando cultivada em meio MS com a concentração de 1,5 uM de

AIA.
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Souza e Pereira (2007) notaram diferenças no potencial de enraizamento

condicionado pelos genótipos de uma mesma espécie, em função tanto da auxina como
da dose utilizada.

As plantas com maior altura foram resultantes dos tratamentos em que foi

adicionado 1,0 e 1,5 uM de AIA, evidenciando a favorável ação no crescimento dos
híbridos intra e interespecífico de pimenteira-do-reino. Segundo Mercier (2008) há

participação da auxina no processo de expansão e alongamento celular, resultando em

maior altura de plantas.

As diferenças nas respostas de crescimento podem estar, segundo Souto et al.

(2010), relacionadas com o estádio fisiológico da espécie que responde diferentemente

às concentrações utilizadas de auxinas e da aptidão dos tecidos ou células a receberem

este estímulo. De acordo com Rahman (2013), as auxinas desempenham papel central e

interagem com vários hormônios na regulação, crescimento e desenvolvimento das
plantas.

Na etapa de aclimatização, os brotos enraizados provenientes dos meios de

enraizamento 7º MS com as auxinas AIA, AIB e sem auxinas respectivamente,

apresentaram características desejáveis das raízes, sendo estas finas e longas permitindo

assim as maiores taxas de sobrevivência na aclimatização.

A qualidade, número e comprimento de raízes e desenvolvimento da parte aérea

são fatores decisivos para a sobrevivência das plantas na aclimatização.

Plantas com maior número de raízes e maior comprimento de parte aérea

respondem melhor ao processo de aclimatização ex vitro, já que a formação de maior

quantidade de raízes possibilitaria aumento da absorção de nutrientes e água,

compensando a perda de água devido à pequena espessura da cutícula no inicio do

processo de aclimatização (DEWIR et al., 2005). As raízes são também responsáveis

pela fixação das plantas nos substratos e na maioria das espécies são órgãos

armazenadores de água, quanto maiores e mais desenvolvidas maior a chance de

sobrevivência das plantas ex vitro nas fases de aclimatização e formação de mudas.

Silveira (2010) sugerem que uma vez iniciada a rizogênese in vitro, pode ocorrer

o favorecimento do crescimento das plantas na fase de aclimatização, pela renovação

desse sistema radicular.

As condições de cultivo oferecidas na aclimatização dos brotos enraizados
mostrou-se favorável, pois variações extremas são desfavoráveis às culturas

(VASQUÉÊZ et al., 2005), como a redução da radiação solar incidente (BURIOL et al.,
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2005), velocidade do vento (CHAVARRIA «et al., 2008), alteração da temperatura do ar,

do substrato e da umidade relativa do ar (REIS et al., 2009) promovendo intensa

diminuição na taxa de sobrevivência.

O substrato vermiculita também pode estar relacionado as altas taxas de

sobrevivências obtidas na aclimatização. O substrato apresenta como característica:

elevada capacidade de retenção de água, tornando-a facilmente disponível; distribuição

das partículas de tal modo que, ao mesmo tempo que retenham água, mantenham a

aeração para que as raízes não sejam submetidas a baixos níveis de oxigênio, o que

compromete o desenvolvimento da cultura (EMBRAPA UVA E VINHO, 2006).
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3.5 CONCLUSÕES

Este trabalho permite as seguintes conclusões:

- As auxinas aumentam o percentual de enraizamento in vitro de híbridos intra e

interespecífico de pimenteira-do-reino.

- O AJA a 1,5uM induz 100% de enraizamento de brotos de quaisquer híbridos

em meio /º MS .

- Os brotos enraizados em meio de cultura 1º MS com 1,5uM e 2,5 uM de AIA

proporcionam elevadas taxas de sobrevivência das plantas de híbridos intra e

interespecíficos de pimenteira-do-reino na fase de aclimatização.

- Todas plantas dos híbridos de pimenteira-do-reino em estudo que são

aclimatizadas em vermiculita se desenvolvem em mudas em substrato de terra preta e

matéria orgânica.
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