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Concentracgdes de citocinina e carvao ativado na micropropagacao de pimenta-do-reino

Cytokynin concentrations and activated charcoal on black pepper micropropagation

Elisa Ferreira Moura' llmarina Campos de Menezes"
Oriel Filgueira de Lemos"

RESUMO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum) tem grande
importancia para a economia do Norte do Brasil. A pimenta-
do-reino é propagada principalmente por estaquia que, além
de ser pouco eficiente, pode possibilitar a propagagdo da
doenca fusariose. Dessa forma, testes para verificar a eficiéncia
da micropropagacdo sdo pertinentes. O objetivo do trabalho
foi testar concentragdes de BAP - 6-benzilaminopurina (0,5,
1,5, 3,0 e 45mg L) e a adicdo de carvdo ativado a 0,2% ao
meio de cultura na micropropagacdo de pimenta-do-reino. O
meio de cultura foi composto de sais e vitaminas de Murashige
& Skoog, 3% de sacarose e 8g L* de &gar. Foram utilizados
como explantes &pices caulinares de plantulas da cultivar
“Bragantina” germinadas in vitro. Os tratamentos foram
avaliados em esquema fatorial 4x2, em delineamento
inteiramente casualizado. Apds 45 dias no estabelecimento,
foi avaliado o numero de brotos, mas néo foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos, considerando-se
os dois fatores e a interagdo entre eles. Apos 45 dias no primeiro
subcultivo, foram avaliados o nimero de brotos e de explantes
(segmentos nodais). A interacdo entre BAP e carvéo ativado
teve efeito significativo para nimero de brotos e de explantes,
sendo que o carvao influenciou o efeito das concentragbes de
BAP. A concentragdo de 0,5mg L* de BAP na auséncia de
carvdo ativado gerou maior nimero de brotos e de explantes.
O carvao ativado ndo é necessario na fase de proliferacdo de
gemas de pimenta-do-reino da cultivar “Bragantina”.

Palavras-chave: cultura de tecidos vegetais, Piper nigrum,
planta aromatica.

ABSTRACT

Black pepper (Piper nigrum) has great importance
for the Northern Brazil’s economy. Black pepper is mainly
propagated by mass propagation, which is not very efficient
and may spread fusariosis. Thus, micropropagation efficiency
tests are pertinent. The objective of this research paper was to

test BAP - 6-benzilaminopurine concentrations (0.5, 1.5, 3.0
and 4.5mg L) and activated charcoal at 0.2% addition to the
culture medium for black pepper’s micropropagation. Culture
medium was composed of Murashige & Skoog’s salts and
vitamins, 3% sucrose and 8g L agar. Shoot tips from
Bragantina black pepper seedlings germinated in vitro were
used as explants. Treatments were evaluated in a 4x2 factorial
scheme in a fully randomized design. Forty-five days after
establishment, the number of shoots were evaluated, but there
was no significative difference between treatments, considering
the two factors and the interaction between them. Forty-five
days after the first subculture, the number of shoot and explants
(nodal segments) were evaluated. Interaction between BAP
and activated charcoal had a significative effect on the number
of shoots and explants, however, activated charcoal had an
influence on BAP concentrations. The concentration of 0.5mg
L generated the highest number of shoots and explants.
Activated charcoal is not necessary during the Bragantina black
pepper shoot bud proliferation phase.

Key words: plant cell culture, Piper nigrum, aromatic plant.

INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum) é uma
planta largamente utilizada como condimento na
culinaria. Em 2005, o Brasil produziu aproximadamente
65 mil toneladas de pimenta-do-reino (FAO, 2007), e
boa parte dessa produgdo provém da regido Norte do
pais. O método de propagacdo de pimenta-do-reino
mais utilizado € o de estaquia, que, se ndo praticado
corretamente, favorece a disseminacdo do fungo
Fusarium solani f. sp. piperis, causador da fusariose
(ALBUQUERQUE & DUARTE, 1977). Além disso, a
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estaquia permite a propagagdo de apenas 50 plantas
em um ano e apenas a partir de plantas com dois anos
de idade (MILANEZ et al., 1987).

As técnicas de cultura de tecidos surgem
como uma alternativa altamente viavel para tentar
solucionar os problemas relacionados ao cultivo e
produtividade da pimenta—do-reino, possibilitando a
rapida propagacdo de plantas com caracteristicas
agrondmicas superiores, assim como a produgdo de
mudas em larga escala.

Entre as técnicas de cultura de tecidos, a
micropropagacao é aquela com maior impacto comercial,
pois possibilita a producdo de um grande ndmero de
plantas assépticas em um curto espago de tempo
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990). O processo
de um protocolo de micropropagacdo depende do
controle de inUmeras variaveis, que vao desde a
assepsia do material coletado do campo até a
aclimatacdo do material produzido in vitro, passando
pelos reguladores de crescimento e tipos de explantes
utilizados. Para isso, devem ser testadas varias dessas
variaveis, a fim de se encontrar um protocolo que una
eficiéncia, praticidade e custo compativel.

Uma das principais etapas em um processo
de micropropagacgdo é a multiplicacdo dos brotos ou
geracdo de propagulos. Para este fim, geralmente séo
testados tipos e concentracdes de citocininas,
reguladores de crescimento que comumente estdo
associados a quebra de dominancia apical em gemas
axilares e apices caulinares, com consequiente inducao
de brotagdes (BHOJWANI & RAZDAN, 1996). Entre
as citocininas utilizadas, o BAP (6-benzilaminopurina)
é o regulador mais comumente empregado. Além dos
reguladores de crescimento, outros fatores sdo
adicionados ao meio de cultura para obteng&o de maior
numero de brotagdes ou melhor regeneragdo das
plantulas. Entre esses fatores, o carvédo ativado tem
diversas fungbes, como absorgcdo de compostos
fendlicos. O carvao ativado ja foi utilizado em protocolos
de regeneragdo de espécies de Piper, com a fungéo de
diminuir as taxas de oxidacdo dos explantes
(MADHUSUDHANAN & RAHIMAN, 2000).

Protocolos de regeneracéo in vitro para a
pimenta-do-reino j& foram descritos, (PHILIP etal., 1992;
BHAT etal., 1995), porém utilizando cultivares indianas.
N&o sdo conhecidos trabalhos de multiplicagdo in vitro
envolvendo cultivares brasileiras ou adaptadas ao
Brasil.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é
testar o efeito de concentracdes de BAP (6-
benzilaminopurina) e da adicédo de carvao ativado em
alguns caracteres avaliados nas fases de
estabelecimento e proliferagdo de brotos da pimenta—

do-reino via &pices caulinares e assim contribuir para
0 estabelecimento de um protocolo de
micropropagacao da espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas sementes de plantas da
cultivar “Bragantina” do banco de germoplasma da
Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, PA. Essas
sementes foram despolpadas, lavadas em agua corrente
e submetidas a pré—assepsia em hipoclorito de sodio a
0,5%, a 38°C em estufa, por 8 horas.

A seguir, as sementes foram tratadas, em
camara de fluxo laminar, com &lcool 70% por 1 minuto e
hiploclorito de s6dio (NaOCI) a 2% por 15 minutos em
agitacdo, e lavadas em agua destilada autoclavada por
cinco vezes. Por fim, as sementes foram inoculadas em
tubos de ensaio com 10ml de meio contendo metade
dos sais de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
acrescido de vitaminas, sacarose como fonte de
carbono a 3% e 4gar a 0,65% para solidificacao.

Apos trés meses da germinagdo in vitro das
plantulas de pimenta—do-reino, foram retirados os
apices caulinares em camara de fluxo laminar com auxilio
de pingas e bisturis. Esses apices foram inoculados em
tubos de ensaio com 10ml de meio contendo sais e
vitaminas de MS, acrescido de sacarose a 3%,
solidificado com agar a 0,65% e suplementado com BAP
nas concentracdes de 0,5; 1,5; 3,0 e 4,5mg L?,
combinados ou ndo com carvao ativado a 0,2%, para
constituir a primeira fase de estabelecimento. Os oito
tratamentos apresentaram trés repeticdes cada. Os
tubos foram mantidos nas condi¢des de 26+1°C,
fotoperiodo de 16h luz e 52umol m2s? de intensidade
de luz. Apo6s 45 dias, foi avaliado o nimero de brotos.
Os brotos foram individualizados e inoculados em meio
com a mesma constitui¢do, em tubos contendo 10ml de
meio, para constituir o primeiro subcultivo. Os tubos
foram mantidos nas mesmas condi¢des do
estabelecimento. Ap6s novo periodo de 45 dias, foram
avaliados o nimero de brotos e 0 niimero de explantes
(segmentos nodais) gerados. O pH dos meios de cultura
foi aferido para 5,8+0,02 e os meios foram autoclavados
a121°C e 1,5atm, por 15 minutos.

Os dados foram avaliados segundo analise
de varidncia com delineamento inteiramente
casualizado, formando um esquema fatorial de 4x2 para
concentracOes de BAP e presenca ou ndo de carvao
ativado, utilizando-se o programa GENES (CRUZ, 2001),
considerando-se os fatores com efeito fixo. Foi utilizado
o teste de Tukey para comparagdo multipla de médias.
A analise de regressdo das varidveis considerando as
concentragdes de BAP em fungdo de presenca ou
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auséncia de carvéo ativado foi realizada no programa
SAEG

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a regeneracéo in vitro de plantulas de
pimenta-do-reino, os apices caulinares utilizados como
explantes foram eficientes. PHILIP et al. (1992) também
obtiveram a multiplicaco in vitro de pimenta-do-reino
a partir de apices caulinares de plantas adultas. Um
dos problemas em obterem-se protocolos de
regeneracdo in vitro a partir de plantas adultas é o
controle das taxas de contaminagéo vindas do campo.

No estabelecimento, os efeitos de
concentracOes de BAP, do carvdo ativado e da interagéo
entre os fatores ndo mostraram diferengas significativas
entre as médias, ou seja, 0s tratamentos influenciaram
semelhantemente na inducdo de brotagdes (Tabela 1).
O estabelecimento é conhecido como uma fase em que
os explantes ainda estéo se adaptando ao meio in vitro,
e este pode ter sido o motivo pela ndo observagdo de
diferencas significativas entre os tratamentos.

Jé para o primeiro subcultivo, houve efeito
significativo da interacdo entre concentracfes de BAP
e presenga de carvdo ativado na inducédo de brotos e
no numero de explantes (segmentos nodais). Para o
nimero de brotos, a regressdo demonstrou ajuste de
modelo linear quadratico para as concentracdes de BAP
na auséncia de carvao ativado (Figura 1). Isso significa
que, entre as concentragdes utilizadas, aquelas mais
altas geraram menos brotacdes nos explantes de
pimenta-do-reino, indicando efeito inibitério do
regulador. Ja na presenca de 0,2% de carvao ativado,
praticamente ndo houve diferenca na inducéo de brotos
com as concentraces de BAP utilizadas, indicando
que o carvéo ativado a 0,2% reduz o efeito de BAP. De
acordo com EBERT & TAYLOR (1990), o carvao ativado
tem um alto efeito de adsorcdo de reguladores de
crescimento presentes no meio de cultura.

Segmentos nodais funcionaram como o0s
melhores explantes para a regeneracao de pimenta-do-
reino, segundo BHAT et al. (1995), que verificaram que
cada segmento poderia gerar uma nova planta e,
também, brotagdes. Dessa forma, foi contabilizado o
nimero de segmentos nodais gerados por tratamento.
Para o nimero de explantes, também houve ajuste de
modelo linear quadratico para as concentracdes de BAP
na auséncia de carvdo ativado (Figura 2), e a
concentracéo de 0,5mg L* gerou o maior nimero de
explantes (3,67). Apesar de ter sido observado um
modelo quadratico positivo, entende-se que
praticamente ndo ha diferenca entre as médias geradas
pelas concentrag6es de 3,0 e 4,5mg L*. Na presenca de
0,2% de carvéo ativado, a concentracéo de 1,5mg L*
gerou um significativo nimero de explantes (3,0), mas
o0 carvao ativado ndo foi suficiente para minimizar os
efeitos do BAP nas concentragdes maiores, ja que suas
médias também sdo menores que as médias das
concentragOes mais baixas (Tabela 1). Sabe-se que o
carvdo ativado tem alta capacidade de absorcdo de
reguladores de crescimento, dentre eles 0o BAP (PAN
& Van STADEN, 1998). Assim, explica-se o porqué das
diferencas entre as médias de nimero de brotos e
explantes nas mesmas concentrages de BAP com e
sem carvao (Tabela 1). O carvao ativado pode ser
utilizado como forma de reduc&o das taxas de oxidag¢éo
dos tecidos. MADHUSUDHANAN & RAHIMAN
(2000) utilizaram diferentes concentragdes de carvdo
ativado para controlar as taxas de oxidagdo nos
explantes de diferentes espécies de Piper, mas para
Piper nigrum ndo houve muita eficiéncia da adi¢éo de
carvdo ativado. No presente trabalho, apesar de ter
sido observada oxidacdo leve dos tecidos nos
tratamentos sem carvao ativado, isso ndo foi suficiente
para inibir a formacéao de brotos de pimenta-do-reino.
Ao contrario de MADHUSUDHANAN & RAHIMAN
(2000), que utilizaram explantes de plantas adultas, no
presente trabalho, foram utilizados explantes de plantas

Tabela 1 - Comparagdes entre as médias de nimero de brotos e explantes gerados nas diferentes concentrages de BAP na presenga ou

auséncia de carvdo ativado.

NUmero de brotos

NUmero de explantes

Concentragdo de BAP

Sem carvéo Com carvéo Sem carvéo Com carvéo
0,5 20a 0,67b 3,67A 0,67B
15 0,67 a 10a 1,0A 30A
3,0 0,33a 0,67 a 0,33A 167A
0,5 0,33a 1,33a 0,67A 1,67 A

Meédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas ou maitsculas na horizontal nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 1 - NUmero de brotos de pimenta-do-reino no primeiro subcultivo em fungéo das concentra¢des
de BAP, com e sem carvao ativado.

jovens, o que pode ter contribuido para a incidéncia sua adicdo poderia ser utilizada na fase final do
menor de oxidag&o dos tecidos. Como a presenca de processo de micropropagacdo, para obtencdo de
carvdo ativado na concentracdo de 0,2% gerou brotos plantulas com maior vigor para o processo de
mais bem formados e com menor incidéncia de oxidac&o, enraizamento e aclimatacéo.
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Figura 2 - NUumero de explantes de pimenta-do-reino no primeiro subcultivo em fungdo das
concentragdes de BAP, com e sem carvao ativado.
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Pdde-se verificar que a concentragdo menor
de BAP (0,5mg L*) foi mais eficiente na inducéo de
brotagdes e formacao de explantes para a pimenta-do-
reino cv. “Bragantina”. Com o carvdo ativado, a
concentracdo de 1,5mg L foi mais eficiente, e, jaAque 0
carvdo absorve boa parte do regulador de crescimento,
entende-se que a concentragdo de BAP real no meio
de cultivo foi abaixo de 1,5mg L. Isso confirma que
concentracGes menores de BAP sdo mais eficientes na
inducgdo de brotagdes e formagdo de explantes para
“Bragantina”. Entretanto, isso parece ser variavel entre
0s genotipos de pimenta-do-reino, ja que PHILIP et al.
(1992) verificaram que a concentracédo de 1,5mg L foi
mais eficiente que concentra¢des mais baixas de BAP
na indugdo de brotos de pimenta-do-reino de uma
variedade indiana.

O trabalho contribui para o desenvolvimento
de protocolos de micropropagagéo envolvendo partes
vegetativas de pimenta-do-reino da cultivar
“Bragantina”, uma cultivar adaptada ao clima do Norte
do Brasil. Trabalhos envolvendo partes vegetativas
jovens podem ter importancia para a conservagao in
vitro, ou como contribuicdo para trabalhos futuros.
Entretanto, faz-se necessério investir em trabalhos
envolvendo a multiplicacéo a partir de plantas adultas,
que, além de possibilitarem a propagacédo do gendtipo
superior, ttm maior idade fisioldgica, gerando plantas
com producdo mais precoce.

CONCLUSOES

Os apices caulinares da pimenta-do-reino
cv. “Bragantina” respondem melhor a concentragéo
mais baixa de BAP utilizada (0,5mg L?), tanto na
formacdo de brotos, quanto na obtengdo de explantes.
O uso de carvdo ativado ndo é necessario na fase de
proliferacéo in vitro de brotos e explantes de pimenta-
do-reino, ao se usarem tecidos jovens como fonte inicial
do cultivo, podendo ser utilizado nas fases finais do
processo de propagacdo vegetativa in vitro.
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