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Resumo: A pimenteira-do-reino (Piper nigrum) é propagada principalmente por estaquia que, além de
ser pouco eficiente, pode possibilitar a disseminac¢do de doenca como a fusariose. Dessa forma, testes
para verificar a eficiéncia da micropropagacao in vitro sao pertinentes. Neste trabalho testou-se dois
hibridos intraespecificos de pimenteira-do-reino com o uso de diferentes combinacdes dos reguladores
de crescimento BAP (0,0 ou 0,5 mg.L'l) e TDZ (0,0; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; ou 4,0 uM) adicionados ao
meio de cultura de Murashige Skoog (MS) acrescido de sacarose 3% e phytagel a 0,2% e pH ajustado
para 5,8. Apices caulinares foram inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL do meio de cultura e
mantidos em sala de crescimento em condicdes controladas de cultivo. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualisado, em esquema fatorial 2 x 11 utilizando-se 5 repeti¢des. A
proliferacao de brotos foi avaliada apds seis semanas de cultivo in vitro. Melhores resultados na
micropropagacao foram observados nos meios contendo BAP e/ou com baixa concentracdo de TDZ. A
utilizacdo da citocinina BAP na concentracdo de 0,5 mg.L'1 sem ou com a adicdo de 0,25uM de TDZ
proporcionam resultados satisfatérios para a proliferacio de brotos de pimenteira-do-reino, e ha
gendtipo-especificidade para os hibridos intraespecificos, indicando a necessidade de serem
desenvolvidos protocolos regenerativos especificos para cada gendtipo dessa espécie

Palavras-chave: micropropagacdo, regulador de crescimento

Introducao
A pimenta-do-reino (Piper nigrum) ¢ uma planta largamente utilizada como condimento na
culindria. O método de propagacao mais utilizado para essa espécie € a estaquia, e se nao praticada
corretamente, favorece a disseminacdo do fungo Fusarium solani f. sp. piperis, causador da doenca
fusariose (ALBUQUERQUE; DUARTE, 1977). A maioria das espécies apresenta potencialidade para
a regeneracdo in vitro, desde que as exigéncias nutricionais, hormonais e ambientais sejam

satisfatorias, tornando assim a micropropagacdo uma alternativa altamente promissora para tentar
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solucionar problemas relacionados ao cultivo e produtividade da pimenteira-do-reino, produzindo
plantas com caracteristicas agronOmicas superiores ¢ mudas em larga escala. Com o objetivo de
aprimorar técnicas de cultivo in vitro de pimenteira-do-reino para a proliferacdo de brotacdes,
testaram-se dois hibridos intraespecificos com o uso de diferentes combinacdes de reguladores de

crescimento BAP e TDZ.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos da Embrapa
Amazonia Oriental, Belém, Pard. Apices caulinares de dois hibridos intraespecificos de pimenteira-do-
reino, um proveniente do cruzamento entre Apra x Guajarina e o segundo do cruzamento entre Bento x
Guajarina, foram inoculados em condi¢des assépticas em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio
basico de cultura de Murashige e Skoog (MS) com sacarose a 3%, vitamina MS, phytagel a 0,2% e
suplementado com diferentes combinagdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) e Thidiazurun (TDZ).
Foram cultivados por seis semanas sob condicdes de fotoperiodo de 16 h.luz.dia”, com intensidade
luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25 + 3°C. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial de 2 x 11, sendo 2 hibridos e 11 combinacdes de
reguladores de crescimento (BAP x TDZ), num total de 22 interagdes (Tabela 1). Cada tratamento foi
composto de cinco repeticdes sendo cada repeticdo constituida de um tubo de ensaio contendo uma
gema apical. A avaliacdo foi quanto ao nimero de brotos por explante apds o cultivo in vitro por seis
semanas. Os dados foram submetidos a andlise estatistica de variincia e teste de comparagdo de média

de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 1. Tratamentos utilizados no processo de propagacio in vitro de dois hibridos intraespecificos' de pimenteira-do-
reino em meio bdsico de cultura MS considerando 11 combina¢des de BAP x TDZ.

Tratamento | BAP(mgL") | TDZuM)
Tl 0,0
T2 0,25
T3 0,50
T4 0.5 1.0
T5 2,0
T6 4,0
T7 0,25
T8 0,50
T9 0.0 1,0
T10 2,0
T11 4,0

'Hibridos: (Apra x Guajarina) e (Bento x Guajarina)
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Resultados e Discussao
A anélise de variancia para a avaliacdo do ndimero de brotos por explante da interacdo hibridos
versus tratamento, Tabela 1, revelou a existéncia de diferenca significativa na média do nimero de
brotos na interagdo analisada, uma vez que o valor de F calculado foi maior que o valor de F critico,

cujos valores sdo 2,065 e 0,035, respectivamente.

Tabela 1. ANOVA - Proliferacio de brotos por explante de dois hibridos de
pimenteira-do-reino em meio MS, suplementado com diferentes combinacdes de BAP

x TDZ.
Fonfe cle GL QM F calculado F critico
Variacao
Hibrido (C) 1 2,045 4,286 0,041
Tratamento (T) 10 2,247 4,709 0,000
Interagdo (CxT) 10 0,985 2,065 0,035
Residuos 88 0,477
Total 109

G.L - Grau de Liberdade; QM - quadrado médio.
Média geral = 2,154; Coeficiente de variagdo = 32,06.

Os tratamento com adi¢do de 0,5 mg.L"' de BAP ndo combinados com TDZ ou baixa
concentracdo (0,25uM) apresentaram maiores médias para a formagao de brotagdo por explante para
ambos os hibridos. Houve diferenca estatistica entre os tratamentos para o hibrido (Apra x Guajarina),
que apresentaram maiores médias de brotos/explante, 4,0 e 3,4 para os tratamentos T1 e T2,
respectivamente. Segundo Graga et al. (2001), o TDZ possui alta atividade de citocininas em cultivo in
vitro quando utilizados em pequenas concentragdes. Comparando-se os diferentes hibridos, foi
possivel observar diferenca significativa no tratamento onde ocorreu adicao apenas de BAP, em que o
hibrido Apra x Guajarina produziu em média nimero maior de brotos/explante (4,00), diferindo do
hibrido Bento x Guajarina que produziu em média 2,2 brotos/explante (Tabela 2). Esses resultados
sugerem a existéncia de gendtipo-especificidade na resposta de indugdo de brota¢des de pimenteira-do-
reino in vitro. Variagdes na taxa de regeneracdo atribuidas a diferentes gendtipos também sdo citadas

para outras espécies micropropagadas, como € o caso da bananeira (MENDES et al., 1996).
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Tabela 2. Comparagdo de médias da proliferacdo de brotos/explante de dois

hibridos intraespecifico de pimenteira-do-reino, suplementado com diferentes

combina¢des de BAP x TDZ.
(mg.L™) HIBRIDO
BAP TDZ Apra x Guajarina Bento x
Guajarina

0,5 0,00 4,0 a A 22 a B
0,5 0,25 34 ab A 28 a A
0,5 0,50 2,2 be A 1,8 a A
0,5 1,00 2,0 be A 1,6 a A
0,5 2,00 1,8 ¢ A 22 a A
0,5 4,00 2,2 be A 1,8 a A
0,0 0,25 2,0 be A 20 a A
0,0 0,50 2,2 be A 1,8 a A
0,0 1,00 2,0 be A 20 a A
0,0 2,00 16 ¢ A 22 a A
0,0 4,00 1,8 ¢ A 1,8 a A

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade

Comparacdo de médias entre os tratamentos sdo indicadas por letras mindsculas, enquanto que
as comparacdes de médias entre os hibridos sdo indicadas por letras maitdsculas.

Conclusao
A utilizacdo da citocinina BAP na concentracdo de 0,5 mg.L" sem ou com a adi¢do de 0,25uM
de TDZ proporcionam resultados satisfatorios para a proliferacdo de brotos de pimenteira-do-reino, e
ha gendtipo-especificidade para os hibridos intraespecificos, indicando a necessidade de serem

desenvolvidos protocolos regenerativos especificos para cada gendtipo dessa espécie.
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