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ORGANOGENESE, EMBRIOGENESE SOMATICA E USO DE OLEO
MINERAL COMO ESTRATEGIAS DE PROPAGACAO E CONSERVACAO in
vitro DE Piper aduncum L. E Piper hispidinervum C. DC.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver a organogénese e embriogénese somatica
e avaliar o uso do 6leo mineral na propagacéo e conservacdo in vitro de Piper aduncum
e Piper hispidinervum, bem como avaliar a estabilidade gendomica dos acessos
regenerados. Plantas germinadas in vitro foram utilizadas como material vegetal.
Inicialmente, as sementes passaram por processo de desinfestacdo, antes da inoculacéo
em meio de crescimento. Para os testes de germinacdo foram utilizados os meios de
cultura de MS e WPM, com incubacdo nas temperaturas de 25 °C e 30 °C, nas
condicGes de luz e escuro. Foi avaliada a taxa de germinacdo (%), o tempo médio de
germinacdo e a velocidade de germinagdo. Os resultados sobre a germinacdo das
sementes cultivadas em meio de cultura de MS e WPM a 25 °C foram: taxa de
Germinagdo = 84% e 81% (P. aduncum MS/WPM), 100% e 100% (P. hispidinervum
MS/WPM); tempos médios de germinacdo = 253,429 e 240,593 horas (P. aduncum
MS/WPM), 202,320 e 190,320 horas (P. hispidinervum MS/WPM); velocidades médias
de germinacdo = 3,94 h™ e 4,14 h* (P. aduncum MS/WPM); 4,94 h* e 5,25 h™ (P.
hispidinervum MS/WPM). As médias de germinacédo ficaram com valores préximos em
ambos os meios de cultura testados. A germinacdo das sementes cultivadas em meio
WPM a 25 °C e 30 °C foram: taxa de Germinagdo = 81% e 74% (P. aduncum 25 °C / 30
°C), 100% e 96% (P. hispidinervum 25 °C / 30 °C), tempo médio de germinacdo =
240,593 e 333,081 horas (P. aduncum 25 °C / 30 °C); 190,320 e 215,250 horas (P.
hispidinervum 25 °C / 30 °C), velocidades médias de germinacdo = 4,14 h™e 3,00 h™* (P.
aduncum 25 °C / 30 °C); 5,25 h™ e 4,64 h' (P. hispidinervum 25 °C / 30 °C). A
temperatura de 25 °C proporcionou maior percentagem de germinagdo dentro do menor
espaco de tempo para ambas as espécies. Nos testes de micropropagacéo foi avaliado o
cultivo de microestacas em meios de cultura com diferentes concentracBes de sais de
MS e WPM (50, 70 e 100%), e em outra etapa, o cultivo em meio de MS adicionado de
diferentes concentragdes dos reguladores BAP (6-benzilaminopurina) e KIN (Cinetina)
(0,00; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg.L™). Na primeira etapa os dados apresentaram
diferencas significativas no que diz respeito ao nimero de formacdo de gemas e a altura
em ambas as espécies. P. aduncum apresentou melhores resultados, tanto no numero de
gemas quanto na altura, quando cultivada em meio com concentra¢des de 50% e 75%
de sais de MS e em 75% e 100% de sais de WPM, enguanto P. hispidinervum
apresentou melhor desempenho quando cultivada em meio de WPM nas concentragoes
de 75% e 100%. Com relacdo ao meio de cultura adicionado dos reguladores de
crescimento, P. aduncum apresentou melhores resultados nos tratamentos com 0,50
mg.L? de KIN e 0,05 mg.L" de BAP, com maior nimero de brotos; para P.
hispidinervum as concentracfes dos reguladores foram significativas apenas quando se
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utilizou 0 BAP, com melhores resultados obtidos na concentracéo de 1,0 mg.L™. Para se
determinar um protocolo visando a embriogénese somaética a partir de explantes foliares
de P. hispidinervum e P. aduncum foram realizados testes combinando diferentes
concentragfes de ANA (&cido a-naftalenoacético) e BAP adicionados ao meio de MS,
formando 5 tratamentos: T1 (5 mg.L™ de ANA + 0 mg.L™ de BAP), T2 (10 mg.L™ de
ANA + 0 mg.L™ de BAP,) T3 (0 mg.L™" de ANA + 2,5 mg.L™" de BAP), T4 (5 mg.L™ de
ANA + 25 mg.L™" de BAP) e T5 (10 mg.L™ de ANA + 2,5mg.L™ de BAP). Aos 60 dias
de cultivo, no escuro, o tratamento T4 proporcionou os melhores resultados para a
inducdo de calos primarios em P. aduncum com 80% de formacdo de calos. A
transferéncia dos calos primarios para 0 meio T5 (10 mg.L™ de ANA + 2,5mg.L™" de
BAP) ocasionou a formagdo de calos embriogénicos e surgimento de embribes
somaticos. De maneira geral, a regeneracdo dos embrides sométicos teve inicio 15 dias
apos a transferéncia para meio de crescimento de MS, sob condi¢des de luz. As plantas
regeneradas a partir dos embriGes de P. aduncum apresentaram crescimento mais lento,
portanto, apenas as plantas regeneradas a partir dos embrides de P. hispidinervum foram
pré-aclimatizadas e levadas para casa de vegetacdo. A citometria de fluxo foi utilizada
verificar a estabilidade gendmica das plantas de P. hispidinervum regeneradas, no que
diz respeito a quantidade de DNA. Os resultados revelaram que o contedo médio
estimado de DNA de P. hispidinervum provenientes de plantas da embriogénese
somatica e da casa de vegetacdo foi de 1,8329 + 0,02 pg e 1,8666 + 0,05 pg,
respectivamente, ndo havendo existéncia de instabilidade gendmica nas plantas
avaliadas. Para a conservacdo de germoplasma in vitro foi testada a estratégia de
conservacao por de imersdo em Oleo mineral (OM). Microestacas de P. aduncum e P.
hispidinervum foram inoculadas em tubos de ensaio e cobertas completamente com 6leo
mineral, sendo cultivadas durante 30 e 180 dias. Aos 30 dias de cultivo, as estacas de P.
aduncum e P. hispidinervum submersas em 6leo mineral (OM) apresentaram taxa de
100% e 80% de sobrevivéncia, respectivamente. As estacas vivas foram transferidas
para meio de crescimento e apds 120 dias de cultivo apenas as estacas de P. aduncum
apresentaram sobrevivéncia (30 %). Na etapa de 180 dias de cultivo, apenas as estacas
de P. aduncum sobreviveram, obtendo taxa sobrevivéncia 40%.

Palavras-chave: Piper spp., cultivo in vitro, calogénese, anatomia vegetal, citometria
de fluxo, conservacdo in vitro.



ORGANOGENESIS, SOMATIC EMBRYOGENESIS AND USE OF MINERAL
OIL AS in vitro PROPAGATION AND CONSERVATION STRATEGIES OF
Piper aduncum L. AND Piper hispidinervum C. DC.

ABSTRACT

This study aimed to develop the organogenesis, somatic embryogenesis and mineral oil
as in vitro propagation and conservation strategies of Piper aduncum and Piper
hispidinervum as well as assess the genomic stability of regenerated plants. Germinated
seeds passed through the process of disinfecting before inoculation into the growth
medium. In order for germination tests were used MS and WPM growing medium, with
incubation at 25 ° C and 30 ° C, under the conditions of light and dark. It was evaluated
the rate of germination (%), the germination mean time and the speed of germination.
The measures of seed germination grown on MS and WPM medium at 25 °C were: rate
of germination= 84% and 81% (P. aduncum MS/WPM), 100% and 100% (P.
hispidinervum MS/WPM); germination mean time= 253,429 and 240,593 hours (P.
aduncum MS/WPM), 202,320 and 190,320 hours (P. hispidinervum MS/WPM); speed
of germination= 3,94 h™ and 4,14 h™* (P. aduncum MS/WPM); 4,94 h* and 5,25 h™* (P.
hispidinervum MS/WPM). The measures germination have demonstrated similar values
in both growing medium. The measures of seed germination grown on WPM medium at
25 °C and 30 °C were: rate of germination= 81% and 74% (P. aduncum 25 °C / 30 °C),
100% and 96% (P. hispidinervum 25 °C / 30 °C); germination mean time= 240,593 and
333,081 hours (P. aduncum 25 °C / 30 °C); 190,320 and 215,250 hours (P.
hispidinervum 25 °C / 30 °C); speed of germination= 4,14 h™ and 3,00 h™* (P. aduncum
25 °C / 30 °C); 5,25 h™ and 4,64 h™ (P. hispidinervum 25 °C / 30 °C). The temperature
25 °C had proportioned higher percentage of germination into the shortest time in both
species. In the micropropagation tests were evaluated microshoots growing in MS and
WPM medium with different concentrations of salts (50, 70 and 100%), and in another
step, the culture in MS medium supplemented with different concentrations of BAP (6-
benzylaminopurine) and kinetin regulators. (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 and 2.0 mgL™). In
the first step the results showed significant differences regarding the number of bud
formation and height in both species. P. aduncum achieved better results, as numbers of
buds as height when grown in medium with 50%, 75%, 100% MS and 50%, 75% and
100% WPM salts concentrations, on the other hand, P. hispidinervum showed the best
performance when cultivated in 75% and 100% WPM medium concentrations.
Regarding to the culture medium supplemented with regulators, P. aduncum achieved
better results in the treatments with 0.50 mgL™ kinetin and 0.05 mgL™* BAP which
resulted in larger number of shoots, for P. hispidinervum concentrations of regulators
were significant only with the use of BAP, and the best results obtained in the
concentration of 1.0 mg.L™. In order to determine a protocol aiming the formation of
callus from leaf explants of P. hispidinervum and P. aduncum tests were conducted by
combining different concentrations of NAA (a-naphthaleneacetic acid) and BAP added
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to MS medium, forming 5 treatments: T1 (5 mg.L™* NAA + 0 mg.L* BAP), T2 (10
mgL™ NAA + 0 mg.L™ BAP) T3 (0 mg.L™ + NAA 2.5 mg.L™" BAP), T4 (5 mg.L-' +
NAA 2.5 mg.L-* BAP) and T5 (10 mg.L™ NAA + 2.5 mg.L™? BAP). Treatment T4
showed the best result in the primary callus induction after 60 days of culture in the dark
(P. aduncum with 80% and P. hispidinervum 32% of primary callus formation). The
transfer of calluses primary for the treatment T5 (10 mg.L™ de NAA + 2.5 mg.L™ de
BAP) resulted in the formation of embryogenic callus and somatic embryo emergence.
The regeneration of the embryos began 15 days after transfer to growth medium with
salts and nutrients of MS and cultivation under light conditions. Plants regenerated from
the embryos of P. aduncum grew slower, so only the plants regenerated from the
embryos of P. hispidinervum were pre-acclimatized and taken to a greenhouse. The
flow cytometry was used to verify the stability of the genome of P. hispidinervum plants
regenerated with regard to the amount of DNA. The results showed that the estimated
DNA contents of P. hispidinervum from somatic embryogenesis and greenhouse
(1.8329 + 1.8666 + 0.02 pg and 0.05 pg) with a coefficient of variation below 5% leads
to the conclusion about the absence of genomic instability in plants obtained by somatic
embryogenesis. For Germplasm in vitro conservation was tested conservation strategy
by immersion in mineral oil (MO). Microshoots from P. aduncum and P. hispidinervum
were inoculated into sampling tubes and completely covered with mineral oil and
cultured for 30 and 180 days. After 30 days of culture, the stakes of P. aduncum and P.
hispidinervum submerged in mineral oil (MO) had a survival rate of 100% and 80%
respectively. The live cuttings were transferred to growth medium and after 120 days of
cultivation only cuttings of P. aduncum showed a survival rate (30%). In the stage 180
days of cultivation, cuttings P. aduncum and P. hispidinervum submerged in mineral oil
(MO) had survival rates of 40% and 0% respectively.

Key words: Piper ssp., in vitro culture, plant anatomy, flow cytometry, in vitro
conservation.
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Figura 24. Aspecto das microestacas de P. aduncum e P. hispidinervum apos
30 dias de cultivo. A. explantes conservados por meio de imersdo em 0leo
mineral (OM), B. explantes conservados em &gua considerados vivos, C.
explantes conservados em agua considerados mortos, D. testemunhas vivas
em processo de desenvolvimento. Seta branca: P. hispidinervum.....................

Figura 25. Plantas de P. aduncum regeneradas provenientes do tratamento de
conservacdo em OM. A. testemunha, B. plantas regeneradas, C. planta
regenerada do tratamento de conservacdo em Oleo mineral (OM) em
condicdes de aClimatiZACA0. .......cccvcveieeie e e e

Figura 26: Taxa de sobrevivéncia (%) de microestacas de P. hispidinervum e
P. aduncum em ensaio de conservacdo em 6leo mineral (OM), agua e em
tratamento controle (MS), 180 dias apos a
TNOCUIAGAD. ...ttt bbbttt bbb

Figura 27. Aspecto das microestacas sobreviventes apos 180 dias de cultivo.
A. explantes de Piper aduncum em 6leo mineral (OM), B. Testemunhas de P.
aduncum, C. explante de P. hispidinervum conservado em
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LISTA DE ABREVIATURAS

uM — micromolar

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

2iP: 2- isopentenil-adenina

AB: Face abaxial

AD: Face adaxial

ABA: Acido abscisico

AlA: Acido indolilacético

AIB: Acido indol-3-butirico

ANA: o-Acido —naftalenoacético

AR: Apice radicular

BAP: 6-Benzilaminopurina

CIN: N°-furfurilaminopurina (cinetina)

CP: Calo primario

CV: Coeficiente de variacdo

ME: Mesofilo

MF: Meristema fundamental

MS: Meio de cultura formulado por Murashige e Skoog
OM: Oleo Mineral

PC: Procambio

PD: Protoderme

PICLORAM: Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
TDZ: Thidiazuron (N-fenil-N’-1,2,3-thiadiazol-5-feniluréia)

WPM: Woody Plant Medium
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o principal pais dentre os que possuem uma vasta biodiversidade,
detendo em seu territdrio entre 15% e 20% do namero total de espécies do planeta, bem
como alguns dos ecossistemas mais ricos em namero de espécies vegetais: a Amazonia,
a Mata Atlantica e o Cerrado. A Floresta Amazonica brasileira, com mais de 30 mil
espécies vegetais, compreende cerca de 26% das florestas tropicais remanescentes no
planeta. Grande numero de espécies é usado pelo ser humano como fonte de alimento,
como matéria-prima para construcdo, fabricacdo de medicamentos para cura de
enfermidades ou uso como aromatizantes (MMA, 2013).

Na regido Amazonica, espécies utilizadas pela populagdo humana sofrem uma
forte pressdo, devido ao extrativismo indiscriminado, sem a devida preocupacdo com a
conservacdo e a producdo sustentavel, levando varias espécies ao risco de extingdo
(Wadt, 2001). De acordo com Vieira et al. (2005) é urgente a tomada de iniciativas que
permitam um avanco rapido do conhecimento cientifico sobre a composicdo e a
ecologia das espécies amazonicas, antes de comecarem a desaparecer, antes mesmo de
terem sido catalogadas.

Duas espécies vegetais encontradas na regido amazonica vém tendo merecido
destaque por suas caracteristicas fitoquimicas: a pimenta de macaco (Piper aduncum L.)
e a pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC). Pertencentes a familia Piperaceae,
essas duas espécies apresentam porte arbustivo e formam um recurso natural de grande
valor comercial, devido aos respectivos compostos secundarios, dilapiol e safrol
encontrados como compostos majoritarios em seus 6leos essenciais. Apesar da
diferenca entre os compostos secundarios encontrados em P. aduncum e P.
hispidinervum, as espécies sdo morfologicamente bastante similares (Nunes et al.,
2007).

A pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.) é um arbusto com alto
rendimento em 6leo essencial rico em safrol. A demanda mundial por 6leos ricos em
safrol é bastante expressiva, tendo em vista que esse éter fenilico é um precursor de
piperona e butdxido de piperonila, 0s quais possuem grande apelo farmacéutico e
industrial (Bandone et al., 2008). J& a pimenta de macaco (Piper aduncum L.) é uma
planta aromatica, com 6leo essencial rico em dilapiol. O dilapiol & um éter fenilico que
vem sendo testado com éxito como fungicida, moluscicida, acaricida, bactericida e
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larvicida, com a vantagem de ser um produto biodegradavel (Silva, 2004). Neste
sentido, aumenta cada vez mais a perspectiva de implantacdo de um sistema agricola
baseado na exploragdo destes Oleos essenciais para producdo em grande escala
(Figueiredo et al., 2012).

Baseado no grande interesse econdmico despertado por parte de industrias
farmacéuticas, devido a presenca do éter fenilico dilapiol, tem se tido a necessidade de
se desenvolver sistemas de cultivo para a domesticacdo e melhoramento dessas espécies
no que diz respeito a producdo destes 6leos essenciais. Porém, o sistema de cultivo ou o
manejo destas espécies ainda ndo estd bem definido e sua domesticacao ainda estad em
fase de desenvolvimento, sendo que a Embrapa Acre tem realizado estudos para a
definicéo do sistema de cultivo (Wadt, 2001).

Informacdes sobre as diferencas genéticas entre individuos de uma populacéo e
0 estabelecimento de relacdes genéticas entre diferentes acessos de uma colecdo de
germoplasma sdo fundamentais para auxiliar o pesquisador na tomada de decisdes
durante o processo de melhoramento. A determinagdo da forma preferencial de
propagacdo também é essencial para a escolha do método de melhoramento mais
adequado, pois existem métodos especificos para os diferentes sistemas reprodutivos
(Dias & Kageyama, 1982).

A micropropagagdo € a técnica da cultura de tecidos vegetais mais utilizadas
para a producdo de mudas de plantas com algum potencial econémico. Esta técnica é
capaz de proporcionar a producdo de um elevado numero de plantas, em curto espaco de
tempo e de alta qualidade genética e fitossanitaria (Grattapaglia & Machado, 1998).
Além da producdo de mudas utilizando técnicas de cultura de tecidos, é possivel
também conservar recursos genéticos in vitro e produzir compostos secundarios por
meio da cultura de calos ou via suspens@es celulares (Rosal, 2004). Devido a erosdo
genética e diminuicdo da diversidade génica de espécies vegetais € crescente a
preocupacdo com a conservacdo dos Recursos Genéticos Vegetais (Vilela-Morales &
Valois, 2000). P. aduncum e P. hispidinervum estdo incluidas na lista de espécies
medicinais prioritarias para a conservacao (Vieira & Silva, 2002). De acordo com estes
autores, a conservagédo de sementes e a conservacgao in vitro sdo algumas das agdes que

devem ser tomadas para garantir a conservacao destas especies.



Assim sendo, torna-se imprescindivel, estudos a respeito da multiplicacdo in
vitro e de estratégias de conservacdo de germoplasma de P. aduncum e P.
hispidinervum, gerando subsidios para a cadeia produtiva da pimenta de macaco e
pimenta longa.

O objetivo deste trabalho é estabelecer um protocolo para conservacdo in vitro
de Piper aduncum e Piper hispidinervum, otimizar técnicas de multiplicacdo e
regeneracdo de plantas, bem como de avaliar a estabilidade gendmica dos materiais
obtidos e conservados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Piperaceae

A familia Piperaceae engloba cerca de 2.500 espécies distribuidas em cinco
géneros, sendo Piper L. e Peperomia Ruiz & Pav. os dois maiores. Possui distribuigéo
pantropical, com maior numero de espécies ocorrendo na regido neotropical. O principal
centro de diversidade da familia estd localizado nas Américas Central e do Sul
(Heywood 1979; Jaramillo & Manos 2001; Nee 2004).

No Brasil sdo encontradas aproximadamente 500 espéecies (Yuncker, 1972)
distribuidas em apenas trés géneros Piper, Peperomia e Sarcorhachis Trel. As espécies
estdo amplamente distribuidas no territorio nacional, sendo expressiva sua importancia
econbmica e medicinal (Tebbs 1989; Jaramillo & Manos 2001). O género Piper
apresenta um namero préximo a 700 espécies, distribuidas em todas as regides tropicais,
das quais mais de 170 ocorrem no Brasil (Yuncker, 1972). Conforme Silva & Machado
(1999), a maioria das espécies pertencente a este género possuem Gleos essenciais e
componentes secundarios de grande interesse para as industrias quimicas e

farmacéuticas, destacando-se também pelo seu uso na medicina popular.

2.2. Piper aduncum L.

Piper aduncum € um arbusto com 1,5 - 2,0 m de altura, ramos pubescentes e
folhas com peciolo de 0,2 a 0,4 cm de comprimento, sem bainha (Figura 1). As folhas
podem ser elipticas ou lanceoladas, com aproximadamente 20 cm de comprimento e 7,0
cm de largura. O apice é acuminado e a base foliar pode ser redonda ou cordulata. As
folhas sdo asperas na face ventral e pubescentes nas faces dorsal e ventral. As espigas
sdo regularmente curvadas, de tamanho semelhante ao das folhas com pedinculos
curtos, com bractéolas pedicelado-peltadas, com pelta provida de pélos. A espécie
apresenta quatro estames e trés estigmas sésseis (Silva & Oliveira, 2000).

A P. aduncum tem apresentado grande interesse comercial em funcéo do teor de
dilapiol presente no 0Oleo essencial extraido da parte aerea; por isto, a espécie tem sido
estudada e submetida a sele¢cdes de material para melhoramento genético (Negreiros et
al., 2013).



Inimeros testes ja foram realizados em relacdo ao controle de fitopatégenos que
prejudicam diferentes producdes agricolas, com resultados positivos que comprovam a
eficiéncia do dilapiol (Almeida et al. 2009). Além disso, estudos vém sendo conduzidos
nos ultimos trés anos, no que diz respeito ao beneficiamento da cadeia produtiva, com
indicadores que viabilizam a producdo, como: baixo custo envolvido, produtividade
elevada e nivel de agressdo ambiental reduzido (Figueiredo et al., 2010).

Diversas pesquisas também tém sido desenvolvidas para determinar a acéo
fungicida do 6leo essencial de P. aduncum. Lobato et al. (2007) revelaram que o 6leo
essencial de P. aduncum, na concentracdo de 0,5%, mostrou-se eficaz no controle de
fungos em sementes de Vigna unguiculata (feijdo caupi). Estes autores recomendam o
uso deste dleo essencial de forma econdmica e racional. Também mencionam o elevado
potencial do 6leo como agente inibidor de coldnias flngicas e, conseqiientemente, uma
forma biodegradavel de se combater fungos fitopatogénicos que contribuem para a
deterioracdo das sementes, morte de plantulas e possiveis prejuizos na producao,
mostrando uma nova possibilidade e perspectivas para o tratamento de sementes desta
especie.

Bastos & Albuquerque (2004) relatam que o éleo de P. aduncum, além de ser
um produto bioldgico natural, apresenta potencial de uso para o controle da podridao de
frutos de banana causada por Colletotrichum musae em p6s-colheita, com a vantagem
de minimizar o uso dos fungicidas convencionais, preservando assim, 0 meio ambiente
e protegendo a satde do consumidor.

Outras acdes reconhecidas de P. aduncum s&o a inseticida e sinergista. Fazolin et
al. (2005) concluiram que o Oleo rico em dilapiol, proveniente de plantas de P.
aduncum, apresentou toxicidade para adultos de Cerotoma tingomarianus Bechyné
(Coleoptera) em concentracBGes a partir de 0,04% por acdo de contato em superficie
contaminada e a partir de 4,1% por aplicacdo tdpica. Insetos submetidos as
concentracdes acima de 2,5% por aplicacéo topica apresentaram disturbios fisioldgicos.

Rafael et al. (2008), estudando o efeito do extrato aquoso das folhas de P.
aduncum sobre Aedes aegypti, 0 mosquito transmissor da dengue, observaram que
guando o extrato foi aplicado no estagio larval e de pupa do mosquito, houve alto indice

de mortalidade, demonstrando o efeito larvicida do extrato rico em dilapiol.



Segundo Scheffer et al. (1999), as plantas medicinais representam uma
importancia estratégica, especialmente no que diz respeito a assisténcia precéria do
sistema de saude oficial e a baixa renda da populacdo. Estes aspectos, quando
associados aos conhecimentos tradicionais acumulados pelas comunidades, fazem com
que grande parte da populacéo utilize as plantas medicinais como recurso terapéutico. Ja
quando usadas como bioinseticidas no controle de pragas, essas substancias apresentam
a vantagem de ndo causarem prejuizos a saude do aplicador e ao meio ambiente
(Oliveira & Vendramim, 1999). Além do mais, os inseticidas bioldgicos ndo causam
desequilibrios biologicos, ndo poluem recursos hidricos, e ndo deixam acumulos de
residuos tdxicos no meio ambiente, que podem afetar a satde do ser humano (Almeida
etal., 1999).

Figura 1. Planta adulta de P. aduncum em condig¢des de campo (Fonte: Silva, 2010).



2.3. Piper hispidinervum C. DC

De acordo com Silva & Oliveira (2000), a pimenta longa € um arbusto com 2,0 -
3,0 m de altura com ramos ndo pubescentes, com peciolo variando de 0,1 a 0,2 cm de
comprimento (Figura 2). As folhas sdo oblongo-lanceoladas ou oblonga-elipticas,
variando de 14,5 a 22 cm de comprimento e 4,7 cm de largura. O 4pice € acuminado e
levemente cuspidado. A base da folha é obliqua a inequilatera, com folhas levemente
asperas na face ventral. As espigas sao de tamanhos semelhantes aos das folhas, com
pedunculos curtos, proximos a 1 cm de comprimento, com bractéolas pedicelado-

peltadas. As flores apresentam quatro estames sem anteras e trés estigmas sésseis.

Figura 2: Planta adulta de P. hispidinervum em de campo (Fonte: Silva, 2010).

As plantas de pimenta longa apresentam caracteristicas ecoldgicas que as
definem como uma espécie pioneira antropica, tipica de ambiente aberto com incidéncia
direta de luz e adaptada a locais quentes (Almeida, 1999). As populacfes naturais de P.



hispidinervum sdo densas, com dominio dessa espécie sobre as demais (Santiago et al.,
2001; Wadt & Kageyama, 2004).

Esta espécie vegetal tem despertado o interesse de empresarios do ramo de
fitoquimicos, com potencial para uso em industrias de cosméticos e bioinseticidas. A
pimenta longa é um recurso natural, encontrado no estado do Acre, de grande valor
comercial devido ao alto teor de safrol em seu 6leo essencial (Almeida, 1999).

Rocha & Ming (1999) relatam que a pimenta longa apresenta altos niveis do éter
fenilico safrol (83-93%), podendo ser facilmente extraido por hidrodestilacdo das folhas
e ramos finos. Os principais subprodutos obtidos a partir do safrol séo a heliotropina,
amplamente utilizada como fragréncia, e o butoxido de piperonila (PBO), um
ingrediente essencial para inseticidas biodegradaveis.

Zacaroni et al. (2009) avaliaram o efeito fungitdxico do 6leo essencial de Piper
hispidinervum em fitopatdgenos. Estes autores concluiram que o dleo essencial de
pimenta longa, na concentragdo de 200 pg mL™, inibiu totalmente o crescimento de
Bipolaris sorokiniana enquanto que, para o Fusarium oxysporum e o Colletotrichum
gloeosporioides a inibicao ocorreu na concentracéo de 1000 pg mL™.

Estudos também comprovam a acdo inseticida do 6leo essencial da pimenta
longa. Fazolin et al. (2007) relatam que, a volatilidade apresentada pelo 6leo essencial
de P. hispidinervum pode ser a causa dos altos indices de mortalidade de Tenebrio
molitor (bicho da farinha) ao efeito conjunto contato e fumigacdo, promovendo
mortalidade acima de 80% das larvas.

Por meio de analise cromatografica, Lima et al. (2009) constataram o safrol
(82%) como constituinte majoritario do Oleo essencial de pimenta longa, e por
bioensaios demonstraram sua atividade inseticida em lagarta do milho (Spodoptera
frugiperda), causando mortalidade e reducdo alimentar pelo teste de ingestdo e
toxicidade aguda pelo teste de aplicacdo tdpica, sendo também observados sintomas de
neurotoxicidade.

Apesar do grande apelo comercial que a pimenta longa apresenta, esta ainda
encontra-se em fase de domesticagdo (Sousa et al., 2001), e é praticamente
desconhecida do ponto de vista cientifico (Sa & Pimentel, 2001). Pesquisas envolvendo
métodos mais eficientes de propagacdo e cultivo, que possibilitem avangos no
melhoramento vegetal ou que, ainda, favorecam mecanismos para a producao de safrol
em alta escala, sdo de maneira geral, escassas (Costa et al., 2008), uma vez que a
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produtividade depende da técnica de manejo adotada, como 0 numero de cortes
realizados por ano (geralmente um ou dois), do espacamento e da altura e da época de
corte (Miranda, 2002).

2.4. Conservacédo de Germoplasma in vitro

Os recursos genéticos vegetais devem ser conservados em sistemas vivos, isto €,
na forma de plantas, sementes ou tecidos com potencial para reproducdo. Nesse
contexto, sdo de grande importancia a implantacdo e manutencdo de colecdes e bancos
ativos de germoplasma (Barbieri, 2003). O germoplasma, que é o patriménio genético
de uma espécie, é composto pelos parentes silvestres das plantas cultivadas, por
variedades locais, também conhecidas como variedades crioulas ou landraces, por
variedades obsoletas ou antigas, por linhas avancadas de melhoramento e por variedades
elite atuais (Hoyt, 1992).

Um banco ativo de germoplasma é uma colecdo de acessos que é rotineiramente
usada para fins de pesquisa, conservacdo, caracterizacdo, avaliacdo e uso, Cujos
objetivos sdo reduzir a erosdo genética, conservar fontes de genes para uso futuro e
identificar e caracterizar gendtipos para utilizacdo em sistemas agricolas. Os acessos sao
multiplicados de acordo com a demanda e regenerados periodicamente (Barbieri, 2003).

Atualmente, a conservacdo dos recursos genéticos vegetais tem sido tratada
como prioritaria em varios paises, aléem de ser considerada como elemento principal de
qualquer estratégia que objetive assegurar o suprimento de alimentos e o
desenvolvimento do setor agricola, desde que associada a preservacdo de outros
recursos naturais (Withers & Engelmann, 1998).

Assim, a disponibilidade de variabilidade genética vegetal por meio dos diversos
modos de conservagdo constitui um requerimento basico a continuidade de programas
de melhoramento classicos e modernos, essenciais ao desenvolvimento de gen6tipos de
elevada importancia comercial.

Desde os anos de 1970, grande numero espécies primitivas e silvestres
cultivadas tem sido amostradas e conservadas em bancos ex situ, isto é, fora do seu
habitat natural (Panis & Lombardi, 2006). Entretanto, a manutengédo desses recursos em
condi¢Bes de campo, ou mesmo em viveiros, por meio de métodos convencionais de
conservacao, necessita normalmente de extensas areas e de méo de obra extensiva.
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Além disso, essas espécies estdo sob o risco iminente de desaparecimento, em razao de
fatores como: adversidades ambientais, ataque de pragas e dificuldade de multiplicacéo
(Nassar, 2003).

Em geral, qualquer tecnologia destinada a conservacdo de germoplasma tem
como principio béasico preservar 0 maximo possivel a diversidade genética de
determinado vegetal, tanto no nivel de espécies, quanto de variedades ou de individuos,
visando a seu uso atual e futuro como fonte de variabilidade (Razdan, 2003).

A conservacdo ex situ compreende a retirada dos recursos genéticos de seus
ambientes de ocorréncia natural e sua transferéncia para condi¢cdes de armazenamento
artificial, de modo adequado e por curto ou mesmo longo periodo de tempo. Além
disso, consiste no principal método para conservagdo dos recursos genéticos. Este
método pode ser constituido de materiais cultivados e selvagens, e requer para seu uso
conhecimento sobre a estrutura das populacfes, técnicas de amostragem, métodos de
regeneracdo e manutencdo de variabilidade genética, particularmente em plantas
homologas (Withers & Engelmann, 1998).

Em consequéncia das limitacdes inerentes aos métodos convencionais de
conservacao ex situ e in situ, tecnologias alternativas, como as de conservacao in vitro,
tém sido desenvolvidas e aprimoradas. Atualmente, tais alternativas sdo consideradas
estratégicas para a conservacao de recursos genéticos vegetais, sobretudo para aquelas
espécies multiplicadas assexuadamente (Razdan, 2003).

As técnicas in vitro também permitem os seguintes procedimentos: preservacao
da variacdo somaclonal nas culturas e nas linhagens de células de uso medicinal;
armazenamento de polen com vistas na melhoria de sua longevidade; conservacdo de
germoplasma raro e de espécies ameacadas de extin¢do, retardamento do processo de
envelhecimento de materiais vegetais, entre outras (Islam et al., 2003).

A conservagdo de germoplasma in vitro baseia-se na indugdo do crescimento
minimo por meio da redugdo do metabolismo celular da planta, aumentando a0 maximo
0 espaco de tempo entre cada subcultivo. Para tanto, estratégias de reducdo da
temperatura de crescimento e/ou adi¢do de reguladores quimicos e osmoticos ao meio
de cultura séo as mais utilizadas (Withers & Williams, 1998).

Silva & Scherwinski-Pereira (2011) concluiram que a manutencdo a
temperatura de 20 °C é efetiva para a conservacdo in vitro de brotos de P. aduncum e P.
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hispidinervum, pois as culturas in vitro, mantidas nessa temperatura em meio de MS
apresentaram 100% de sobrevivéncia com o crescimento lento dos brotos.

Goncalves & Romano (2007) desenvolveram um método para a conservagéo in
vitro de Drosophyllum lusitanicum. Neste estudo, as microestacas contendo duas gemas
laterais foram mantidas por 4, 8 e 12 meses a temperatura de 5 °C ou 25 °C. Os autores
concluiram que a espécie pode ser conservada por até oito meses a 5 °C, sem a
necessidade de subcultivos durante o periodo de conservagéo.

Em Asparagus officinalis, Bekheet (2000) relata que 90% das microestacas
conservadas por 12 meses a temperatura de 5 °C mantiveram-se viaveis apds este
periodo.

A suplementacdo do meio de cultura com reguladores de crescimento, tais como
0 ABA (&cido abscisico), o ancimidol, os aclcares alcoois e/ou a sacarose, bem como a
diminuicdo da intensidade de luz, ou mesmo a total auséncia dela em associacgéo a baixa
temperatura, podem efetivamente auxiliar na velocidade de redugdo da taxa de
crescimento (Islam et al., 2003). Assim, prolonga-se o intervalo entre os subcultivos e
reduz-se a necessidade de méo-de-obra e de reagentes e, desta forma, diminuem-se 0s

riscos de perdas por contaminacdo (Lemos et al., 2002).

2.5. Regeneracéo e Multiplicagéo

A cultura de tecidos de plantas € uma técnica que utiliza pequenos fragmentos de
tecido vivo (explante) isolados de uma planta, os quais sdo cultivados assepticamente
em um meio nutritivo previamente definido. O fundamento basico da cultura de tecidos
¢ a totipoténcia celular, segundo a qual, qualquer célula vegetal contém toda a
informacdo genética necessaria a regeneracdo de uma planta completa (Termignoni,
2005).

Os principais usos da cultura de tecidos séo a reproducdo de plantas in vitro
visando a producdo de mudas de alta qualidade, a recuperacdo de plantas livres de virus
(limpeza clonal), a conservacdo in vitro de recursos genéticos de plantas (conservagdo

de germoplasma), a producéo de hapldides e duplos (Torres et al., 1998).
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2.5.1. Micropropagacao

A primeira aplicacdo comercial da micropropagacéo foi feita por Morel (1960),
ao multiplicar orquideas mediante cultura de apices caulinares e regeneracdo de
protocormos, diminutas estruturas que se diferenciavam e davam origem a embrides. A
sucessiva divisdo desses protocormos acelerava a propagacdo de orquideas.

Atualmente, a atividade comercial de micropropagacdo concentra-se
principalmente na limpeza clonal e na multiplicacio de espécies de interesse
econdémico. Na década de 70, quando a micropropagacdo ganhou grande impulso,
Murashige (1974) apresentou 0 conceito de estagios de desenvolvimento no processo de
propagacdo in vitro, dividindo o esquema do sistema de micropropagacdo em trés
estagios: 1) selecdo de explantes, desinfestacdo e cultura em meios nutritivos sob
condicdes assépticas; 1) multiplicacdo dos propagulos mediante sucessivas subculturas
em meio proprio para multiplicacdo; I11) transferéncia das partes aéreas produzidas para
meio de enraizamento e subsequente transplantio das plantas obtidas para substrato ou
solo.

O sucesso de um sistema de micropropagacdo depende de diversos fatores que
podem determinar o desenvolvimento de um bom protocolo, seja ele comercial ou néo.
Estes fatores sdo: iniciacdo e estabelecimento das culturas onde é dada a selecdo dos
explantes, escolha da planta matriz, a selecdo e coleta dos explantes, a desinfestacdo, o
isolamento dos explantes, e no que diz respeito ao meio de cultura diversas formulac6es
tém sido utilizadas no inicio do cultivo. Ndo ha uma formulacdo padrdo, mas o meio de
MS (Murashige & Skoog, 1962), suas modificacGes e diluicdes de fitorreguladores tém
apresentado bons resultados para diversas espécies (Grattapaglia & Machado, 1998).

As técnicas de micropropagacao clonal in vitro também adequam-se a programas
de introducdo, armazenamento e intercdmbio de germoplasma, contribuindo para
prevenir perda de variabilidade genética. As técnicas de conservacao de material vegetal
in vitro incluem a criopreservacao e a preservagdo sob condicdes de crescimento lento

de explante (Torres et al., 1998).
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2.5.2. Embriogénese Somatica

A embriogénese somaética é definida como um processo no qual uma estrutura
bipolar, assemelhando-se um embrido zigotico, se desenvolve a partir de uma célula
ndo-zigotica sem conexdo vascular com o tecido original. Os embrifes somaticos sdo
usados para estudos de regulacdo do desenvolvimento embrionério, e também como
uma ferramenta para a propagacdo vegetativa em grande escala. A embriogénese
somatica € um processo de regeneracdo de multiplos passos, comecando com a
formacgdo de massas pro-embriogénicas, seguido de formacdo de embriGes somaticos,
maturacdo, dessecacao e regeneracao de plantas (Von Arnold et al., 2002).

A embriogénese somética é uma das técnicas de propagacdo clonal mais
promissora dos ultimos tempos. Esta técnica tem apresentado inUmeras vantagens sobre
as técnicas tradicionais de propagacdo, como a multiplicacdo em larga escala de
genotipos superiores, a obtencdo de um grande numero de propagulos (embrides
somaticos) em pequenos espacos fisicos, a sincronizacdo da producdo das mudas, a
possibilidade de armazenamento dos propagulos por um longo periodo de tempo via
criopreservacdo, a producdo de sementes sintéticas, eliminando assim, etapas do
processo, como a de aclimatizacdo, além da possibilidade de um alto grau de
automatizacao do processo (Titon et al., 2007).

A micropropagacdo via embriogénese somatica é uma técnica da cultura de
tecidos definida como o processo pelo qual células somaticas desenvolvem-se por meio
de diferentes estadios embriogénicos, formando uma estrutura bipolar, chamada
embrido somatico, que ao final do processo de diferenciacdo dara origem a uma planta,
sem que ocorra a fusdo de gametas (Pereira et al., 2007)

O desenvolvimento dos embriGes somaticos se da através dos mesmos estadios
embriogénicos observados na embriogénese zigética (globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar), diferindo apenas, pelo fato dos mesmos nédo se tornarem dormentes e néo
serem revestidos por tegumento e endosperma. Quanto a morfologia, os embrides
somaticos também se assemelham muito aos embrides zigo6ticos, embora geralmente
ndo tenham a caracteristica de formar o suspensor e apresentarem um sistema vascular
fechado, sem conexdo com o tecido de origem. Os embrides somaticos também s&o
bipolares e possuem 0Orgaos tipicamente embriogénicos, como a radicula, o hipocotilo e
o cotilédone (Moura et al., 2009).
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A inducdo da embriogénese somatica ¢ o desencadeamento de um processo
morfogenético pela exposi¢do do explante a um estimulo fisico, quimico ou bioldgico,
sendo a etapa mais critica para o estabelecimento das culturas embriogénicas in vitro
(Guerra & Nodari, 2006). Segundo Merkle et al. (1995), a inducdo da embriogénese
somatica esta relacionada a alteracdes no padrdo de expressao génica dos explantes,
com reprogramacdo das celulas que estardo envolvidas no processo embriogénico.
Entretanto, o potencial embriogénico ndo é somente determinado geneticamente, mas
também ¢é influenciado pelo meio de cultura e pela qualidade do explante (Loyola-
Vargas et al., 1999).

Culturas embriogénicas foram descritas pela primeira vez na literatura em 1958,
por Steward e Reinert, independentemente, a partir de calos e suspensdes celulares de
cenoura cultivados em meio de cultura contendo agua de coco (Jiménez, 2005).

Teoricamente, qualquer parte da planta em alguma fase do seu ciclo de vida
pode ser utilizada como fonte de explante para gerar uma nova planta completa, o que
deve-se ao fendmeno da totipoténcia celular. Contudo, existem varios fatores que
devem ser considerados para assegurar o sucesso das técnicas de cultura de tecidos,
incluindo tamanho e tipo do explante, facilidade de obtencdo de culturas assépticas,
estadio de desenvolvimento do tecido, condicdes fisiologicas e nutricionais do explante
e 0 gendtipo utilizado (Teixeira et al., 1993).

Yusuf et al. (2001) conseguiram induzir embriogénese somatica direta e
regeneracdo de plantas utilizando explantes foliares de Piper colubrinum. Dalponte et
al. (2009) também relatam em seu trabalho o uso de folhas de Piper hispidinervum na
producdo de massa celular, sem contudo terem diferenciado ou regenerado embrides

somaticos.

2.5.3. Variacao Somaclonal e Fidelidade Genética

As técnicas de micropropagacdo sdo muito importantes na clonagem e na
multiplicacdo répida de gendtipos de interesse comercial, produzindo plantas,
teoricamente, com a mesma identidade genética do material vegetal de origem, ou seja,
com a mesma fidelidade genética. Porém, em todas essas técnicas, existe o risco de
ocorrer variagdo genética nas células ou nas plantas regeneradas. Tal fendbmeno, na
literatura sobre cultura de tecidos, denomina-se variacdo somaclonal. O termo
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‘somaclone’ exprime a idéia de qualquer planta originada sob condic@es in vitro que
apresenta alguma anormalidade morfoldgica (visivel) ou genética (Larkin & Scowcroft,
1981). Dentre 0s mecanismos causadores da variagdo somaclonal destacam-se as
variacdes cromossdmicas, as recombinacdo mitotica, a ativacdo de transposons, as
mutagdes em um unico gene, as metilagdes do DNA, os sitios de instabilidade “hot
spots” no DNA gendmico, a poliploidia e as mutagdes nucleares e citoplasmaticas
(Santos, 2008; Konan et al., 2010; Ting et al., 2010).

Acredita-se que as variacfes somaclonais foram relatadas pela primeira vez por
Butenko et al. (1967), analisando culturas regeneradas de calos de fumo. Desde entdo
variantes somaclonais vém sendo relatadas em diversas espécies vegetais propagadas in
vitro, como no arroz, no tomate, na batata, além de algumas espécies de palmeiras,
como na pupunheira e na tamareira (Evans et al., 1984; Sugimoto et al., 1999;
Steinmacher et al., 2007; Nistor et al., 2009; Ahmed et al., 2009).

Durante muito tempo foi discutido se as variagdes genéticas observadas nas
plantas produzidas por meio da micropropagacdo resultavam da variabilidade genética
pré-existente nas células somaticas ou eram induzidas pelas condi¢cdes de cultivo in
vitro. Atualmente, acredita-se que este fenémeno é provocado por ambos os fatores.
Segundo Santos & Rodrigues (2004), as variagbes somaclonais podem surgir em
decorréncia de uma série de fatores, tais como: a fonte e o estado fisiolégico do
explante, o genOtipo da planta mae, a idade da cultura, o grau de organizagdo
meristematica, a presenca de reguladores de crescimento, as propriedades fisico-
quimicas do meio de cultura e o tempo de permanéncia in vitro.

No entanto, as variagdes somaclonais também sdo importantes em programas de
melhoramento genético vegetal, induzindo mutacGes genéticas utilizadas no
aprimoramento de caracteristicas morfoldgicas e agrondmicas das cultivares, como por
exemplo, no peso e no rendimento dos gréos e cachos, na altura, na coloragéo, no
perfilhamento e na floracdo das plantas e na resisténcia dos genétipos a doencas e
pragas. Deste modo, torna-se indispensdvel identificacdo e a caracterizacdo das
variantes somaclonais em plantas provenientes da micropropagacéo, garantindo assim, a
producdo de mudas de alta qualidade para a formacdo de plantios comerciais e a
utilizacdo da melhor forma possivel destas variantes em programas de melhoramento
genético (Araujo & Prabhu, 2001).
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2.6. Citometria de fluxo

A escolha do método de melhoramento depende do prévio conhecimento da
variabilidade genética existente dentro da espécie, que pode ser obtido pelo
sequenciamento de partes do DNA ou da seqiiéncia completa do genoma estrutural das
espécies envolvidas. Uma ferramenta muito Gtil ao sequenciamento de DNA é a
citometria de fluxo, que permite determinar a quantidade de DNA que existe para ser
sequenciada em um genoma (Ferreira, 2003), além de permitir posteriormente, a
diferenciacéo entre espécies afins e/ou seus hibridos.

A citometria de fluxo foi originalmente desenvolvida no fim dos anos 50 para a
contagem e andlise de células sanguineas. Estudos utilizando citometria de fluxo em
espécies vegetais ocorreram apenas no inicio da década de 80 e o nimero de aplicacdes
tem aumentado continuamente desde entdo. E uma técnica que envolve a analise das
propriedades opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem numa
suspensdo liquida e baseia-se, na intensidade de fluorescéncia relativa de nucleos
corados com um fluorocromo especifico para 0 DNA (Loureiro & Santos, 2002).

Além da estimativa do tamanho do genoma, a citometria de fluxo pode ser
aplicada para analises de ploidia (Madon et al., 2005), determinacdo do sexo em uma
fase prévia do crescimento, deteccdo de genotoxicidade, analises do ciclo celular e
alteracdes ocorridas no DNA durante as fases de cultura de tecidos (Srisawat et al.,
2005).

2.7. Estudos anatdmicos

O emprego das técnicas de analise anatdbmica permite o detalhamento de eventos
que ocorrem quando espécies vegetais sdo cultivadas in vitro. Estudos histoldgicos
podem ser realizados para a verificagdo e a confirmacgédo do desenvolvimento das gemas
adventicias (organogénese) ou de embrides somaticos (embriogénese somatica) e a
definicdo da origem direta ou indireta (Rodrigues et al., 2004).

Caracteres morfologicos e anatdbmicos tanto vegetativos quanto reprodutivos
estdo relacionados com determinadas condi¢cbes ambientais, embora a relacdo entre
esses caracteres adaptativos e as condi¢cbes ambientais, em muitos casos, seja dificil de
estabelecer (Ehrendorfer, 1973). No cultivo in vitro, as plantas podem apresentar
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caracteristicas peculiares como abundéancia de espacos intercelulares, sistema vascular
pouco desenvolvido, reduzida capacidade de sustentacdo (esclerénquima e colénquima)
e outros tipos de desordens (Campostrini & Otoni, 1996).

Na embriogénese somatica, a realizacdo de estudos histoldgicos possibilita a
observacdo dos tipos celulares a partir dos quais surgem os embrifes somaticos,
permitindo o aumento da manipulagéo das respostas embriogénicas (Barbosa, 2003).

O estudo do desenvolvimento de células ou grupos de células por técnicas
histologicas tem se mostrado util para o entendimento da embriogénese em varias
espéecies vegetais. Em Hevea brasiliensis, o tempo adequado de subcultivos foi
determinado por meio de andlises histologicas (Michaux-Férriere & Carron, 1996). Ao
se utilizar embrides zigéticos de Cocos nucifera como fonte de embriogénese somatica,
verificou-se que o processo tem origem principalmente na plumula (Chan et al., 1998),
e o0 cultivo desta estrutura vem potencializando os protocolos de embriogénese dessa

espécie (Pérez-Nufiez et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

- Desenvolver estratégias de conservagdo, multiplicacdo e regeneracao in vitro de P.
aduncum e P. hispidinervum, bem como avaliar a estabilidade genémica das plantas

regeneradas.
3.2. Objetivos especificos:

- Estabelecer e otimizar um protocolo para a embriogénese somatica e micropropagacgéo

em P. aduncum e P. hispidinvervum.

- Realizar caracterizacdo morfologica e anatémica dos calos embriogénicos e embrides

somaticos.

- Avaliar a estabilidade gendmica de mudas conservadas e regeneradas de P. aduncum

e P. hispidinervum por citometria de fluxo.

- Adequar condicbes ambientais e nutricionais que proporcione um crescimento minimo

durante a conservagdo in vitro de P. aduncum e P. hispidinervum.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de realizagéo dos experimentos

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Il (LCT I1) da
Embrapa Recursos Genético e Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia, DF.

4.2. Material vegetal

Os lotes de sementes utilizados para dar origem as plantas e realizacdo dos
experimentos foram provenientes do Banco de Germoplasma de Piper aduncum e P.
hispidinervum localizado na Embrapa Acre, Rio Branco, AC.

Todas as sementes passaram previamente por um processo de desinfestacdo que
consistiu em imersdao em alcool 70% por 4 minutos, seguido da imersdo de 20 minutos
em hipoclorito de sodio (NaOCI) numa concentracdo de 2,5% de cloro ativo e 5
lavagens com agua destilada esterilizada para remocdo do excesso dos agentes
desinfestantes. Para a secagem das sementes utilizou-se papel filtro autoclavado.

As sementes foram inoculadas em meio de cultura com sais e vitaminas de MS
(Murashige e Skoog, 1962) adicionado de 30 g.L™ de sacarose e o pH ajustado para 5,8
+ 0,1 antes da adicdo do agente geleificante Phytagel (2,5 g.L ™). A aliquota de 40 mL
de meio de cultura foi distribuida em frascos de 250 mL de capacidade. Em seguida 0s
frascos com o meio foram esterilizados a 121°C e 1,5 atm de pressdo, durante 20
minutos.

Todo processo de inoculacdo e manipulacdo das sementes foi realizado em
condicdes assépticas em camara de fluxo laminar e os utensilios, tais como, pincas,
bisturis e placas de Petri foram previamente esterilizados por autoclavagem. O material
inoculado in vitro foi acondicionado em sala de crescimento com temperatura de 25 °C
+ 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e radiagdo luminosa de 30 pmol.m?.s™ fornecidos por

lampadas fluorescentes brancas fria.
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4.3. Experimento | — Estudos de germinacdo de sementes de P. aduncum e P.

hispidinervum

Neste experimento foram testados diferentes meios de cultura, condi¢bes de
incubacdo e temperatura para avaliar a velocidade de germinacdo, taxa de germinacao e

tempo médio de germinacdo (Figura 3).

4.3.1. Etapa | — Efeito de meios de cultura e condicdes de cultivo na germinacéo de

sementes de P. aduncum e P. hispidinervum

As sementes foram inoculadas em meios de cultura contendo sais e vitaminas de
MS e WPM (Lloyd & McCown,1980), adicionados de 30 g.L™ de sacarose e o pH

I™ (2,5 g.L™"). Os meios de cultura

ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adicdo de Phytage
foram distribuidos em placas de Petri (15 x 90 mm) preenchidos com 30 mL de meio de
cultura cada.

O material inoculado foi acondicionado em estufas incubadoras BOD (demanda
bioquimica de oxigénio) com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas ou na
auséncia de luz. O experimento foi avaliado durante 25 dias, sendo as observagoes
relativas a germinacdo avaliadas diariamente. As medidas de germinacdo foram
calculadas com base nas equacdes de Ferreira & Borghetti (2004) para tempo médio de
germinacao e velocidade média de germinacdo:

O=>ni. ti/>nj e (V)=1/t=>n; dn;.ti
Onde: (f) é o tempo médio de germinagdo, n; € o nimero de sementes germinadas em
relacdo ao numero de sementes colocadas para germinar, ti é o intervalo de tempo e (V)
é a velocidade média de germinacéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 10
repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por 10 sementes, totalizando
100 sementes por tratamento e 400 sementes por espécie. Os tratamentos foram
dispostos em esquema fatorial 2 x 2 x 2, sendo dois meio de cultura, MS e WPM; duas

condic@es de cultivo, luz e escuro e duas espécies, P. aduncum e P. hispidinervum.
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4.3.2. Etapa Il — Efeito da temperatura na germinacéo in vitro de P. aduncum e P.

hispidinervum

Nesta etapa objetivou-se testar duas temperaturas (25 °C e 30 °C) na germinacgéo
de P. aduncum e P. hispidinervum. Baseado nos resultados do experimento anterior
optou-se utilizar apenas um meio de cultura. Para tanto, as sementes foram inoculadas
em meios de cultura com sais e vitaminas de WPM, adicionados de 30 g.L™ de sacarose
e o pH ajustado para 5,8 + 0,1, antes da adicdo do agente geleificante Phytagel™ (2,5
g.L™). Cerca de 30 mL de meio de cultura foram distribuidos em placas de Petri.

O material inoculado foi acondicionado em duas estufas incubadoras, sendo uma
com temperatura ajustada para 25 °C e outra, para 30 °C. Em ambas estufas, o
fotoperiodo foi programado para 16 horas. O experimento foi avaliado durante 30 dias,
sendo as observacdes relativas a germinacao avaliadas diariamente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 10
repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por 10 sementes, totalizando
100 sementes por tratamento e 200 sementes por espécie. Os tratamentos foram
dispostos em esquema fatorial 2 x 2, sendo duas temperaturas, 25 e 30 °C e duas

espécies, P. aduncum e P. hispidinervum.

4.4. Experimento Il — Efeito das concentracdes de sais dos meios de cultura MS e

WPM na micropropagacao de P. aduncum e P. hispidinervum

O neste experimento foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes salinas dos
meios de cultura, MS e WPM, na micropropagacdo de P. aduncum e P. hispidinervum.
Para tanto, microestacas de aproximadamente 1 cm de altura, com pelo menos uma
gema axilar, provenientes de plantas micropropagadas in vitro foram utilizadas como
explantes (Figura 3).

As estacas foram inoculadas em frascos de 250 mL, contendo cerca de 40 mL de
meio MS ou WPM, com concentrag¢des dos sais a 50, 75 e 100%. Aos meios de cultura
foi adicionado 30 g.L™* de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adicdo de
2,5 g.L" de agente geleificante (Phytagel). Os meios de cultura foram autoclavados a
121 °C e 1,5 atm, durante 20 minutos.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 5
repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por 5 explantes. Os tratamentos
foram dispostos em esquema fatorial 2 x 3, sendo dois meio de cultura, MS e WPM e
trés concentracdes de sais, 50, 75 e 100%.

Apobs 45 dias de cultivo avaliou-se 0 nimero de gemas e altura das plantas

regeneradas.

Figura 3: Microestacas de Piper aduncum inoculadas em meio de MS.
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4.5. Experimento 111 — Efeito de concentracdes de BAP e Cinetina na inducéo de

multibrotacdo em microestacas de P. aduncum e P. hispidinervum

Uma vez determinado o melhor meio de cultura, microestacas de P. aduncum e
P. hispidinervum contendo de uma a duas gemas axilares, com aproximadamente 1,0
cm de altura e provenientes de plantas germinadas in vitro, foram utilizadas como fonte
de material vegetal.

As microestacas foram inoculadas em meio de cultura WPM, adicionado de
diferentes concentracdes de BAP e Cinetina (0,0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™),
formando 14 tratamentos por espécie. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adicdo
de 2,5 g.L de Phytagel™. O meio de cultura foi distribuido em frascos de 250 mL, que
preenchidos com 40 mL e autoclavados a 121 °C e 1,5 atm de pressao, por 20 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 5
repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por 5 explantes. Os tratamentos
foram dispostos separadamente para cada espécie em esquema fatorial 2 x 7, sendo duas
citocininas, BAP e Cinetina e sete concentracdes, 0,0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg
L™

Ap6s 60 dias de cultivo avaliou-se 0o nimero de brotacfes formadas e altura.
Quanto a altura, as brotac@es foram classificadas em trés classes: C1 (brotos com até 1,5

cm), C2 (acima de 1,5 até 3 cm) e C3 (altura superior a 3 cm).

4.6. Experimento IV — Calogénese e embriogénese somética em P. aduncum e P.

hispidinervum
Para o protocolo embriogénese somatica em P. aduncum e P. hispidinervum,

inicialmente foram combinados reguladores de crescimento em diferentes

concentragoes.
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4.6.1. Etapa | — Inducéo de calos primarios em P. aduncum e P. hispidinervum

Nesta etapa, segmentos foliares de aproximadamente 0,5 cm?, provenientes de

plantas micropropagadas in vitro foram utilizados como explantes (Figura 4).

1cm

Figura 4: Explantes foliares de Piper hispidinervum inoculadas em meio de cultura de

MS adicionado de reguladores de crescimento.

Os explantes foram cultivados em placas de Petri (15 x 90 mm) contendo meio
de MS suplementado, inicialmente, com ANA (acido a-naftalenoacético) e BAP (6-
benzilaminopurina) formando seis tratamentos em diferentes combinacdes (Tabela 1).

Os segmentos foliares foram inoculados com a face abaxial em contato com o
meio de cultura e cultivados em estufas incubadoras com temperatura a 25 °C + 2 °C no
escuro durante 45 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 5
repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por 5 explantes. Os tratamentos
foram dispostos em esquema fatorial 6 x 2 x 2, sendo seis tratamentos, duas espécies e

dois tempos de incubagéo.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados para a inducdo de calos em segmentos foliares de P.
aduncum e P. hispidinervum.

Tratamentos ConcentracOes
TO 0 mg.L™" de ANA + 0 mg.L™" de BAP
T1 5mg.L™" de ANA + 0 mg.L™" de BAP
T2 10 mg.L* de ANA + 0 mg.L™ de BAP
T3 0 mg.L" de ANA + 2,5 mg.L™" de BAP
T4 5mg.L" de ANA + 2,5 mg.L™" de BAP
T5 10 mg.L* de ANA + 2,5mg.L™ de BAP
4.6.2. Etapa Il — Inducdo de calos embriogénicos e embrides somaticos em P.

aduncum e P. hispidinervum

Apos obtencédo de calos primarios, os mesmo foram retirados da cultura antiga e
inoculados em meio de MS adicionado de 5 mg.L™* de ANA + 2,5 mg.L' de BAP e

novamente incubados em temperatura a 25 £ 2 °C, na auséncia de luz, por 40 dias.

4.6.3. Etapa Ill — Caracterizacdo morfoldgica e diferenciacdo dos calos de P.
aduncum e P. hispidinervum

Todos os calos obtidos foram selecionados de acordo com as caracteristicas
morfolégicas e classificados como calo primério, embriogénico e formacdo de embrido
somatico. Esta caracterizacdo morfoldgica foi realizada por meio de observacdo do
material em estereoscOpio seguindo padrdes descritos em outros trabalhos (Sondahl et
al., 1979; Shoemaker et al., 1986; Chen et al., 1988).
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4.6.4. Etapa IV — Estudos anatdbmicos da calogénese e da embriogénese somatica

em P. aduncum e P. hispidinervum

A caracterizacdo anatbmica do processo de embriogénese somatica foi feita em
calos obtidos durante diferentes fases do processo de indugdo da embriogénese somatica
e dos embrides somaticos apos a sua formagao.

As amostras foram fixadas em Karnovsky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido
2,5% e tampdo cacodilato 0,2M pH 7,2) durante 24 horas no dissecador, sob vacuo e
estocadas em etanol 70%. Os explantes foram desidratados em série etilica e incluidos
em metacrilato (Historesin, Leica), preparado conforme instrucdo do fabricante. Os
blocos foram cortados longitudinalmente em sec¢des de 5 um de espessura em
micrétomo rotativo de avanco automético, com a utilizacdo de navalhas de aco
descartaveis. As sec¢Oes obtidas foram coradas com azul de toluidina em pH acido.

As observacdes e a documentacdo fotografica foram feitas em um microscopio
Olympus (AX70), equipado com camera Leica e software para captura de imagens. Esta
parte do trabalho foi conduzida no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento

de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

4.6.5. Etapa V - Regeneracdo dos embrifes sométicos de P. aduncum e P.

hispidinervum

Ap0s a caracterizacdo dos calos de P. aduncum e P. hispidinervum, aqueles que
se diferenciaram em embriGes somaticos foram retirados da cultura de inducdo onde
estavam sendo cultivados e inoculados em placas de Petri com meio de crescimento.
Foi utilizado o meio de cultura de MS, adicionado de 30 g.L™ de sacarose. O pH foi

I™. Os meios de cultura

ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adi¢do de 2,5 g.L™ de Phytage
foram autoclavados a 121 °C e 1,5 atm de presséo, por 20 minutos.

Os embrides somaticos foram individualizados e inoculados nestes meios, sendo
mantidos em sala de crescimento com temperatura a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16

horas, por 45 dias até o desenvolvimento da planta.
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4.6.6. Etapa VI — Aclimatizagéo das plantas regeneradas de P. hispidinervum

Devido ao desenvolvimento lento na regeneracdo dos embrides de P. aduncum,
apenas as plantas de P. hispidinervum foram aclimatizadas.

Ap0s a regeneracdo dos embrides somaticos e crescimento das plantas, foi feita
uma selecdo dos melhores exemplares para aclimatizagdo. Para tanto foi elaborado uma
mistura de substrato comercial (Bioplant) e vermiculita autoclavados, na proporcdo de
2:1, respectivamente. As plantas foram retiradas dos frascos e lavadas em agua corrente
para eliminacdo do meio de cultura. O plantio foi feito em copos plasticos de 500 mL
com a mistura de substrato cobrindo as raizes até parte do primeiro entrend. As plantas
foram acomodadas em bandejas, cobertas com fracos de vidro e levadas para estufa
incubadora por 10 dias, com temperatura a 25 °C e fotoperiodo de 16 horas, para
adaptacao as condicGes de temperatura e umidade pés cultivo in vitro.

ApoOs sete dias de aclimatizacdo em estufa incubadora, as plantas foram

transferidas para a casa de vegetacao.

4.6.7. Etapa VII — Analise da fidelidade genémica por citometria de fluxo em
plantas regeneradas de P. hispidinervum

O preparo das amostras e as analises foram realizados no Laboratério de Cultura
de Tecidos Il da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para isto, foram
utilizadas aproximadamente, 30-50 mg. de folhas provenientes de plantas jovens
regeneradas por embriogénese somatica, de plantas cultivadas em casa de vegetacdo e
do padrdo de referéncia externo — ervilha (Pisum sativum L.).

Para a obtencdo da suspensdo de nucleos, o material vegetal foi inicialmente
triturado em 1,0 mL de tampdo de extracdo Marie (Marie & Brown, 1993), ja
adicionado & placa de Petri na presenca de gelo. Em seguida, o tecido triturado em
suspensdo foi aspirado com auxilio de pipeta de Pasteur e filtrado em malha de 50 pum
(Millipore). Por fim, a suspensdo de nucleos foi corada com 25 pL de solucdo de 1
mg/1mL de iodeto de propideo.

Em cada amostra, pelo menos vinte mil ndcleos foram analisados quanto a

emissdo de fluorescéncia, para quantificacdo relativa do DNA nuclear. Os histogramas
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foram obtidos no citémetro Accuri C6 (Becton Dickinson) com o programa Cell Quest.
As quantidades de DNA, em pictogramas (pg), foram obtidas por meio da equacéo:
Quantidade de DNA (pg) = (posi¢do do pico G1 da amostra/posi¢do do pico G1 da

referéncia) x DNA de referéncia (Dolezel et al., 2007).

4.7. Experimento VI — Conservagao in vitro de P. aduncum e P. hispidinervum por

imersao em 6leo mineral (OM)

Para estes experimentos foram usadas microestacas contendo uma gema lateral
com aproximadamente 1,0 cm de altura, provenientes de plantas de P. aduncum e P.
hispidinervum cultivadas in vitro.

Primeiramente, inoculou-se uma estaca por tubo de ensaio (25 x 150 mm)
contendo cerca de 10 mL de meio MS.

Esta etapa foi constituida de trés tramentos: tubos com 6leo mineral (o 6leo
mineral, previamente autoclavado e resfriado, foi distribuido nos tubos por meio de
micropipeta até cobrir completamento o explante); tubos de ensaio com agua destilada
(dgua destilada cobrindo os explantes) e tubos de ensaio apenas com o meio de cultura
utilizados como controle.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 10
repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por 1 explantes. Os tratamentos
foram dispostos em esquema fatorial 3 x 2, sendo 3 tratamentos (testemunha, agua e
OM) e duas espécies, P. aduncum e P. hispidinervum.

O material foi mantido em sala de crescimento com temperatura a 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas. Apds 30 e 180 dias de cultivo foi realizada avaliacdo da

sobrevivéncia e tranferéncia dos explantes para meio de crescimento de MS.
4.8. Andlises estatisticas

Os dados observados foram submetidos & andlise de variancia, utilizando-se o
procedimento ANOVA (para dados balanceados) dos recursos do software estatistico

SIVAR 4.0 (Ferreira, 2000). As comparac¢des de médias foram efetuadas utilizando-se o
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento | — Estudo de germinacdo de Sementes de P. aduncum e P.

hispidinervum

5.1.1. Etapa | — Efeito de meios de cultura e condicGes de cultivo na germinacéo de
sementes de P. aduncum e P. hispidinervum
As sementes que apresentaram a emissao da radicula, conforme demonstrado na

Figura 5, foram consideradas como germinadas.
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Figura 5: Fase de emissdo de radicula na germinacao das sementes de Piper.

Aos 25 dias da incubacdo, com fotoperiodo de 16 horas, verificou-se que as
sementes de P. hispidinervum apresentaram 100% de germinagdo em ambos os meios
de cultura testados (MS e WPM). Entretanto, as sementes de P. aduncum apresentaram
84% de germinacdo em meio de MS e 81% de germinagdo quando inoculadas em meio
de cultura WPM (Figura 6).
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Figura 6: Germinacdo de sementes de P. hispidinervum e P. aduncum sob dois meios
de cultura (MS e WPM).

Os tempos meédios de germinacdo (média do tempo necessario para o conjunto de
sementes germinar) em P. aduncum e P. hispidinervum cultivadas em MS e WPM
foram de 253,429 e 240,593 horas e de 202,320 e 190,320 horas, respectivamente. As
velocidades médias de germinacdo foram de 3,94 h™ e 4,14 h™ em MS e WPM,
respectivamente em P. aduncum, e em P. hispidinervum as velocidades médias foram
de 4,94 h' e 525 h™ para MS e WPM, respectivamente. As sementes cultivadas na
auséncia de luz ndo germinaram, em ambas as espécies e nos dois meios de cultura
testados.

Os meios de cultura MS e WPM apresentaram resultados semelhantes na taxa
germinacdo de sementes de P. aduncum e P. hispidinervum, o que demonstra que ambos
podem ser utilizados em estudos de germinagéo in vitro, em condi¢des de 16 horas de
fotoperiodo.

A resposta ao estimulo luminoso recebe o nome de fotoblastia. As sementes que
germinam na presenca de luz séo classificadas como fotoblasticas positivas. As
fotoblasticas negativas sdo as espécies que apresentam melhor germinagdo na auséncia

de luz. As fotobléasticas neutras germinam independentemente do regime de luz (Klein
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& Felippe, 1991). No presente estudo, as sementes incubadas na auséncia de luz nédo
apresentaram sucesso na germinacao para as espécies estudas, independentemente do
meio de cultura utilizado, o que caracteriza as sementes de P. aduncum e P.

hispidinervum como fotoblasticas positivas.

5.1.2. Etapa Il — Efeito da temperatura na germinacgéo in vitro de P. aduncum e P.

hispidinervum

Os resultados da germinacdo nesta etapa demonstraram que as sementes de P.
hispidinervum incubadas a 25 °C e 30 °C apresentaram respectivamente, uma taxa de
germinacao de 100% e 96%, tempos médios de germinacdo de 190,320 e 215,250 horas
e velocidade de germinagdo de 5,25 h™ e 4,64 h™’. As sementes de P. aduncum
apresentaram uma taxa de germinacdo de 81% e 74% para 25 °C e 30 °C
respectivamente, tempo médio de germinacdo de 240,593 e 333,081 horas e velocidade
de germinagdo de 4,14 h'e 3,00 h™ (Figura 7).

120 -

1001 e

T A ettt
-

60 -

Germinacéo (%)

40 A
--------- PAWPM 25°C

------ PAWPM 30°C

20 ———-PHWPM25°C

PHWPM 30°C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Tempo (dias)

Figura 7: Germinacdo de sementes de Piper hispidinervum e Piper aduncum sob duas

condigdes de temperatura e meio de cultura WPM.
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Em seu trabalho Bergo et al. (2010) também verificaram o indice de velocidade
de germinacdo de sementes de P. aduncum e P. hispidinervum, sob diferentes de
temperatura, porém, usando como substrato papel filtro umedecido, constataram
velocidade de germinacdo maior em P. hispidinervum com relagdo a P. aduncum. Na
literatura ndo existe relatos de testes de germinacdo usando meios de cultura, para
comparagao de indice de velocidade.

De acordo com Mayer & Poljakoff-Mayer (1980) considera-se como temperatura
Otima, aquela na qual a mais alta percentagem de germinacdo é alcancada dentro do
menor espaco de tempo, 0 que ocorreu com as sementes incubadas a 25 °C em ambas as
espécies. A temperatura de 25 °C também favoreceu a germinacdo de sementes de P.
aduncum em estudo de Lobato et al. (2007).

A temperatura influencia a velocidade e a percentagem de germinacdo das
sementes, modificando a velocidade das reacGes quimicas que irdo acionar o
desdobramento, o transporte das reservas e a sintese de novas substancias para a
plantula (Bewley & Black, 1994). De maneira geral, temperaturas elevadas provocam
diminuicdo do suprimento de aminoacidos livres, da sintese proteica e das reacdes
anabdlicas, podendo desnaturar proteinas e alterar a permeabilidade das membranas
(Taiz & Zeiger, 2004). Ao contrério, temperaturas mais baixas, provocam atraso na
germinacao e no crescimento, devido a reducdo da atividade de enzimas envolvidas na

respiracdo e no metabolismo (Marcos Filho, 2005).

5.2. Experimento Il — Efeito das concentragdes de sais dos meios de cultura MS e
WPM na micropropagacéo de P. aduncum e P. hispidinervum

Apbs 45 dias de cultivo, verificou-se que a espécie P. aduncum apresentou
resultados superiores quanto ao nimero de gemas (3,8 gemas/brotacdo) e altura de
brotacdo (4,13 cm) comparando-se a P. hispidinervum que apresentou 2,3
gemas/brotagéo e altura de 1,86 cm.

Verificou-se também efeitos significativos nas microestacas de P. hispidinervum
quando estas foram cultivadas em meio de MS. Nestas condigOes, as brotagdes
desenvolvidas apresentaram menor percentagem de formacao de gemas e menor altura

quando comparadas aquelas cultivadas em meio WPM, assim como observado em
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relacdo as diferentes concentracbes dos sais testadas, uma vez que os melhores
resultados foram obtidos com concentracgdes salinas mais elevadas (Tabela 2).

O mesmo comportamento ocorreu com as microestacas de P. aduncum que
apresentaram diferencas relevantes em altura e nimero de gemas, com relacdo ao tipo

de meio de cultura e as concentracdes salinas (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito de diferentes meios de cultura e concentragdes salinas sobre o nimero
de gemas e altura de brotacbes de P. aduncum (PA) e P. hispidinervum (PH), ap06s 45

dias de cultivo

N° gemas Altura (cm)

Tratamentos PA PH PA PH
MS  50% sais 4,2 aA 1,4 cB 4,02 aA 1,04 bB
75% sais 4,0 aA 2,0 bB 4,54 aA 1,05 bB
100% sais 3,0 bA 2,2bB 3,16 bA 1,10 bB
WPM  50% sais 3,2 bA 2,2bB 3,52 bA 1,64 bB
75% sais 3,8aA 2,8aB 4,44 aA 2,76 aB
100% sais 4,6 aA 3,2aB 4,90 aA 3,46 aA
Média 3,8A 2,3B 413 A 1,86 B

Médias seguidas pela mesma letra (maitscula para comparacgao horizontal e mintscula para vertical), ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Ao testar os meios de cultura MS e WPM, Silva et al. (2011) também
verificaram que microestacas de P. hispidinervum, quando cultivadas em meio de MS,
apresentaram menor percentagem na formacdo de gemas e menor média de altura
quando comparadas aquelas cultivadas em meio WPM.

Uma das consequéncias da altera¢do na concentragédo de sais durante o processo
da micropropagacdo é a vitrificacdo. Tal fenbmeno pode ocorrer devido a maior
concentracdo salina, principalmente a de nitrato de aménia. Segundo Grattapaglia &
Machado (1998), a reducédo da concentracdo da fonte de nitrogénio na forma amoniacal
tem sido utilizada para reduzir a vitrificacdo. Contudo, em nenhuma das concentragdes
dos meios MS e WPM utilizadas neste estudo foi constatada esta anormalidade.

Plantas ou explantes cultivados in vitro tém exigéncias nutricionais especificas e
requerem meios nutritivos compostos por minerais, vitaminas, fontes de energia e
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reguladores de crescimento. A composi¢cdo do meio de cultura tem importante funcao
nas respostas de crescimento de células e tecidos, sendo que os meios de cultura podem
ser modificados de acordo com a necessidade de cada tipo de explante e a espécie com a

qual se esteja trabalhando (Villa et al., 2010).

5.3. Experimento 111 — Efeito de concentracdes de BAP e Cinetina na inducéo de

multibrotacdo em microestacas de P. aduncum e P. hispidinervum

Para P. aduncum as diferentes concentracdes dos reguladores BAP e Cinetina
foram significativas, tanto para nimero de brotacGes como para altura das brotacGes
(Tabela 3).

Os melhores resultados para numero de brotacdes nos tratamentos com BAP
foram observados naqueles com concentrages de 0,01; 0,05 e 0,1 mg.L™, que
apresentaram um elevado numero de multibrotacGes por explante. Quanto a altura dos
brotos desenvolvidos nestes tratamentos, a maior percentagem do total de brotos
formados ndo atingiram 1,5 cm, portanto classificados como C1 (Tabela 3).

Com o uso Cinetina, o0 melhor resultado para nimero de brotacdes foi obtido na
concentracdo de 0,50 mg.L™, que proporcionou cerca 12,7 brotacdes (Figura 8 D).
Nesta concentracdo, do nimero de brota¢des obtidas, 97% nao atingiram altura superior
a 1,5 cm (Tabela 3). Os brotos deste tratamento passaram por processo de alongamento
e meio de MS e encontram-se em processo de aclimatizacéo (Figuras 8 G, 8 He 8 1).

Para a espécie P. hispidinervum as diferencas nas concentracdes dos reguladores
para formacgéo de brotos e altura foram significativas apenas quando se utilizou BAP.
Porém, nao foi observado o desenvolvimento de elevado nimero de brotagdes em
nenhuma das concentracfes testadas. Os melhores resultados para formacédo de brotos,
com o uso de BAP foram obtidos quando as microestacas foram cultivadas na
concentracdo de 1,0 mg.L? (2,9 brotos) e 0,01 mg.L* (1,7 brotos). Nestas
concentragfes cerca de 80% brotos desenvolvidos atingiram alturas de até 1,5 cm
(Tabela 4). Na concentracdo de 0,5 mg.L™ ocorreu formagéo de calos nas microestacas
inoculadas (Figura 8 E)

Para P. hispidinervum, o uso de Cinetina ndo proporcionou multibrotacdes em
nenhuma das concentragdes testadas, porém, ocasionou maior ocorréncia de formagéo
de calos nas microestacas inoculadas, em menor ou maior intensidade. Os calos
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formados apresentaram aspecto mais compacto, vitrificado, com maior tamanho,
impedindo a formacdo de multibrotacbes (Figura 8 F). Com relacdo a altura a maioria
dos brotos desenvolvidos foi classificada como C1, ndo atingindo 1,5 cm de altura
(Figura 8 C).

Para as duas espécies, a auséncia de ambos os reguladores demonstraram
similaridade no desenvolvimento dos brotos e uma regularidade na altura, com 100%
dos brotos com altura superior a 3 cm (figura 8 A). Também observou-se que quanto
maior a concentracdo das citocininas menor foi a altura atingida pelos brotos
desenvolvidos (Tabelas 3 e 4).

Vaérios trabalhos relatam que o BAP favorece o aumento da taxa de
multiplicagdo, mas diminui o tamanho dos brotos obtidos. Chaves et al. (2005) relatam
que obtiveram maior taxa de multiplicacdo em microestacas de Physalis peruviana
quando cultivadas com 0,3 mg.L™ de BAP. Porém, estas brotacdes apresentaram menor
comprimento da parte aérea quando comparadas com brotacdes cultivadas em meio
isento desta citocinina. Os autores destacam que concentracOes elevadas de BAP
aumentam a taxa de proliferacdo, no entanto, o tamanho das brotacdes tende a diminuir.
Silva et al (2012), ao desenvolverem um protocolo para micropropagacdo de P.
aduncum e P. hispidinervum, constataram que o uso de BAP na concentragdo de 3,0
mg.L™?, ocasionou multibrotaces em ambas as espécies, porém, na grande maioria
vitirificadas. Pescador et al. (2000), trabalhando com P. hispidinervum, encontraram
resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho ao cultivarem segmentos nodais

em meio de cultura livre de regulador vegetal ou em meio contendo BAP.

35



O
o

WO ¢ & Jouadns eIme 1¢) 0 Wo ¢ 9 ¢°[ 9p BWOE 7D WD ¢°T 91k W00 $0101q 11D 4
-apepI[iqeqoid ap 94,6 ® JOUY-N09S 3P 9)59) o2d SjusurednsSne)ss WIS oru ‘([esnmA ered emosnumm 2 [eyuoziioy oederedmos ered emosnremn) end| ewsom e[od sepmdass SeIpop o

V61T  VOSI VIua VI V8 v qar \ 24! BIPON
€00 V200  Vq0°0 q00 Vq00 V400 B0l  VEBO00I VEOQ00I ¥l VEI'T VATl 00T
LE 94 V200 V40 q8s Vq0s  Vvq99 Q919  VEOQG6 VEBESS LX) | g0l Ve 6T 00°1
®0°0 V200  Vq0° BYIZ  VeSTK €900 BG'gL  €QILS  VEO00I vl VEI'T Vazl 05’0
LEY3 vqo'6l €900 q00 Vq00 V400 BG06  VEOIS  VEO00I ¥l VEOT  VAI1 or'o
e 9g VqeLT 9900 LY ¥4 @re VvVq9Is Q8¢9 VEE6L €AE8Y ¥l VEI'T V4€T s0'0
e 9°g VqeLT 9900 BG6LT  VEIVE VROIL qe'e9 d9E8F  VEBESGL LX) | \AXA Ve LT 10°0

0001 VEO00T VEO000I q00 Vq00 V400 20 V200 V200 q0°1 VEOT V401 000
BIPON NID avd BIPON NID avd BIPON NID avd BIPON NID avd
Iopemasy Iopem3sy Iopem3sy Iopem3sy (. T8u) opSenuoouo)
€ 501019 3P % 750j01q 3p % 1D S010Kq 3p % $0101q 3P (N

“BUNIOUL) @ JV{ 9P SS0SEIJUIOUO0D SOJUIIYIP WD wWnALsuiprdsty * g op SEOR)SSODTH 3P OANM)) P B[dqe]

WO ¢ B J0Uadns eIme 167 o wId € 9)8 ¢°T 5p BINIOR 17)) ‘WO C°] 918 W00 $0301q 11D 4
-opepI[iqeqoid ap 94,6 ® JOUY-N09S 3P 2)59) o2d SjusurednsSne)ss WIS oru ‘([esnmAa ered emosnunm 2 [eyuoziioy oederedmos ered emosnremn) eno| ewsom e[ad sepmadass SeIpop o

vVe6lLE  dI6l V¢$6 VTS q7'es VLWL VIY \ A& BIPON
P00 VP00 V900 20 V200  vq00 0001 VEO00I VE®O00I 2€T VST VATl 00T
P90 VP €1 V200 20 V200  vq00 BE66  VEY'86  VEO00I q5°e Va19 €901 001
P10 VPZ0 V900 1 VoLT V400 G866  VEOL6 VEO00I B QL VLTI  €4CT 050
2L81  VO¥LE €000 o¥'8 VESST €S Q9L 9987 VESE6 96 il | Ve 'y or'o
QeseE VQLG9 @00 98¢l VeSSl  Vq8 s¢6r WIYSI  VETES qQv'e w91 Ve €' $0°0
Q9%  VQ709 €99¥8C BI8C  VeO0E VERIOC PTST P16  VIETH 27T Vo ¥l Ve O'E 10°0
0001 VEO00T VEO00I 20 V200  vq00 20 V200 V200 201 V0T  VQO'I 000
BIPON NID avd BIPON NID avd BIPON NID avd BIPON NID avd
Iopemaay Iopem3ay Iopemndsy Iopem3ay (_13m) opdenusouo)
€ 5010193p % 7501019 3p % 1 501019 3p % S0101q 3P oN

“BUNIOUL) 9 JVH 9P SP0SBNUIOUOD SOJUIIIP WD Wnounpn “J 3p SESR)S20RM 3p 0ANM)) "€ L[3qe]



Figura 8. Desenvolvimento de microestacas de P. aduncum e P. hispidinervum em

diferentes concentragdes de citocininas e processo de alongamento dos brotos de P.
aduncum provenientes do tratamento com 0,50 mg.L™ de Cinetina. A. broto de P.
aduncum classificagdo C3 (superior a 3 cm), B. broto de P. aduncum classificagdo C2
(acima de 1,5 até 3 cm), C. broto de P. hispidinervum classificacdo C1 (até 1,5 cm), D.
multibrotacdes em P. aduncum em tratamento com 0,5 mg.L™* de Cinetina, E. aspecto de
calo desenvolvido nas estacas de P. hispidinervum nos tratamentos com 0,5 mg.L™ de
BAP, F. aspecto de calo desenvolvido nas microestacas de P. hispidinervum nos
tratamentos com Cinetina, G. brotos de P. aduncum em processo de alongamento, H.
plantas de P. aduncum em processo de transferéncia para aclimatizacdo, I. plantas de P.
aduncum em processo de aclimatizacéo.
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5.4. Experimento IV — Calogénese e embriogénese somatica em P. aduncum e P.

hispidinervum
5.4.1. Etapa | — Inducéo de calos primarios em P. aduncum e P. hispidinervum

Apos 60 dias de cultivo, verificou-se diferencas na formacao de calos primarios.
O tratamento T4 (5 mg.L™" de ANA + 2,5 mg.L™* de BAP) foi o que apresentou 0s
melhores resultados na inducdo de calos em P. aduncum, com 88% de formacdo de
calos. Para P. hispidinervum os melhores resultados foram obtidos nos tratamentos T3 e

T4, ambos com 32% de formacdo de calos (Tabela 5).

Tabela 5. Formacdo de calos, em relacdo ao tempo e aos tratamentos utilizados para
inducdo de calos em P. aduncum (PA) e P. hispidinervum (PH)

Tempo de incubacdo

Tratamento 30 dias 60 dias Média
PA PH PA PH
T0: 0 mg.L de ANA + 0 mg.L™" de BAP 0,0 bA 0,0 cA 00dA 00cA 0,0d
T1:5mg.L de ANA + 0 mg.L" de BAP 0,0 bA 0,0 cA 00dA 00cA 0,0d
T2:10 mg.L™ de ANA + 0 mg.L™ de BAP 0,0 bA 0,0 cA 00dA 00cA 0,0d
T3:0mg.L de ANA+25mg.L de BAP 0,0 bA 4,0 bA 60,0bA 32,0aB 24,0b
T4:5mg.L de ANA+25mg.L" de BAP  32,0aA 120aA  88,0aA 320aB 410a
T5:10 mg.L " de ANA + 25mg.L" de BAP 0,0 bA 120aA  240cA 12,0bA 120¢
Média (tem*esp) 53A 43 A 286 A 126B
Média (temp) 50B 20,6 A

* Médias seguidas pela mesma letra (maituscula para comparagdo horizontal e mintscula para vertical), ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Com relacdo ao uso de BAP e ANA observou-se que estes reguladores foram
eficazes na inducdo da calogénese priméaria nas duas espécies estudadas (Figuras9 Ae 9

B).
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Figura 9. Calos desenvolvidos apés 60 dias de cultivo no tratamento T4 (5 mg.L™ de
ANA + 2,5 mg.L™" de BAP). A. explante de P. aduncum (Barra 2 mm), B. explante de

P. hispidinervum.

Costa et al. (2008) ao testarem a influéncia de auxinas (ANA, AIA, AIB e 2,4-
D) na indugdo de calos primarios em explantes foliares e entrends de P. hispidinervum,
constataram que a adicdo de auxina ANA nas concentracdes de 2,5 e 5 mg.L™,
possibilitou maior inducdo de calos e que o tipo de explante usado (foliar) teve forte
influéncia sobre esta variavel.

Com a finalidade de produzir moléculas biologicamente ativas Pereira et al.
(2000) avaliaram a inducéo de calos em explantes foliares de P. aduncum, combinando
diferentes contracdes de ANA e BAP, obtendo um éxito de 100% de formagao de calos
na combinacdo de 4,4 uM de BAP + 5,4 uM de ANA.

Trabalhos realizados com outras espécies também mostram a eficicia dos
fitorreguladores ANA e BAP na inducdo de calos. Cerqueira (1999) obteve maior
inducdo de calo em segmentos foliares de erva-de-touro (Tridax procumbens Linn.)
utilizando 2,0 mg.L™ de ANA combinado com 2,0 mg.L™ de BAP, obtendo 100% da
area do explante coberta por calo, assim como, Landa et al. (1999) que ao estudarem a
inducdo de calos em segmentos foliares de plantas jovens de pequizeiro (Caryocar
brasiliense Camb.) obtiveram resultados que indicaram que o uso de 5,37mM ANA +
1,11mM BAP + 500 mg.L™ de extrato de malte proporcionou a maior média de peso de

matéria fresca de calos.
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5.4.2. Etapa Il — Inducdo de calos embriogénicos e embrides somaticos em P.

aduncum e P. hispidinervum

Os calos primarios obtidos em meio de inducéo T4 (5 mg.L™ de ANA + 2,5 mg.L’
! de BAP), foram transferidos para o meio de cultura T5 (10 mg.L™" de ANA + 2,5mg.L"
! de BAP). Apos 15 dias de incubagdo no escuro, verificou-se o inicio de oxidagdo dos
calos e, sobre eles, a formacdo de calos embriogénicos. Cerca de 30 dias apos o
surgimento dos calos embriogénicos, comecou a formacdo dos primeiros embrides
somaticos (Figuras 10 A e 10 B).

A partir deste ensaio pode-se verificar que o tratamento com 10 mg.L™" de ANA +
2,5mg.L" de BAP foi eficaz na diferenciacdo dos calos primarios em calos

embriogénicos e na formacdo de embrides somaticos.

Figura 10. Aspecto dos embriGes somaticos diferenciados sobre calos embriogénicos,
ap6s 45 dias da transferéncia do tratamento T4 (5 mg.L™ de ANA + 2,5 mg.L™ de BAP)
para 0 T5 (10 mg.L™" de ANA + 25mg.L™" de BAP). A. Piper aduncum, B. Piper
hispidinervum. Setas brancas apontam embrides somaticos, estrelas mostram regides de
calos embriogénicos.

Com relacdo a embriogénese somatica, especificamente em espécies do género
Piper, alguns autores relatam sucesso na obtencdo de embrides somaticos; porém,
utilizando-se outras auxinas para de inducdo da embriogénese. Joseph et al. (1996)
obtiveram sucesso na formacdo de calos embriogénicos em Piper nigrum por meio da
utilizagdo de diferentes concentracdo de 2,4-D. Em outro estudo, Yusuf et al. (2001)
conseguiram induzir a formacéo de calos embriogénicos em explantes foliares de Piper
colubrinum utilizando também 2,4-D. Nao existem relatos de éxito na inducéo de calos
embriogénicos e diferenciacdo de embribes somaticos em explantes P. aduncum e P.
hispidinervum.
40



5.4.3. Etapa Ill — Caracterizacdo morfoldgica e diferenciacdo dos calos de P.

aduncum e P. hispidinervum

Apbs 45 dias de cultivo dos explantes de P. aduncum e P. hispidinervum no
escuro em tratamento com 5 mg.L? de ANA + 25 mg.L? de BAP, iniciou-se a
formacdo dos calos priméarios nas regides dos cortes localizados na altura da nervura
central e ramificacdes vasculares (Figuras 11 A e 11 B). O calo primario caracteriza-se

pelo formato nodular desuniforme, apresentando aspecto friavel e coloracdo branca.

Figura 11. Formacao dos calos primarios apds 45 dias em meio de cultura contendo 5
mg.L ™ de ANA + 2,5 mg.L™ de BAP. A. Piper aduncum, B. Piper hispidinervum.

Os calos embriogénicos iniciaram suas formacgdes 15 dias ap0s a transferéncia dos
calos priméarios para o tratamento com 10 mg.L * de ANA + 2,5mg.L™ de BAP no
escuro. Estes calos possuiam aspecto variavel de translicido a hialino, com formatos

mais uniformes, podendo ser granulares ou em moérula (Figuras 12 A e 12 B).
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Figura 12. Aspecto da formagdo de calos embriogénicos em meio de cultura
suplementado com 10 mg.L * de ANA + 2,5mg.L™" de BAP. A. Piper aduncum, B.

Piper hispidinervum.

Apbs 30 dias de permanéncia do material no tratamento com 10 mg.L ™ de ANA +
2,5mg.L" de BAP, surgiram os primeiros embrides sométicos. Estes embrides
apresentaram desenvolvimento assincrénico com estadios variando de globular a
cotiledonar, de coloracdo branca e aspecto denso e opaco, podendo ou ndo desenvolver
tricomas (Figuras 13 A e 13 B).

Figura 13. Detalhes de embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento.
A. Piper aduncum, B. Piper hispidinervum. Seta indicando formagéo de tricomas na
base do embriéo.

A caracterizacdo morfolégica no processo da embriogénese somatica é de
fundamental importancia no que diz respeito a identificacdo e diferenciacdo das fases de
desenvolvimento celular compreendida da indugdo do calo primério até mesmo as fases
de desenvolvimento do embrido somético. Sondahl et al (1979) induziram a
diferenciacdo de calos priméarios e embriogénicos de Coffea arabica cv. Bourbon e por
meio de microscopia eletrénica de varredura caracterizaram os calos primarios como
constituidos de células alongadas e o tecido embriogénico formado por células esféricas
e pequenas. Shoemaker et al. (1986) ao caracterizarem a embriogénese somatica em
Gossypium hirsutum, descrevem o calo primario como uma massa de células friaveis e
sem atividade citoplasmatica, e o calo embriogénico como uma massa hialina compacta,
apresentando denso conteudo citoplasmatico. Ainda neste estudo identificaram os
estadios globular e cordiforme dos embrides somaticos. Chen et al. (1988), em estudo

de manutencéo de plantas de cana-de-agucar regeneradas de calos, caracterizam os calos
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primarios como massa mucilaginosa, os calos embriogénicos como células claras e

globulares com tricomas e o embrido somatico como projecdes tubulares.

Os embrides somaticos s puderam ser definidos como tais, ap6s a transferéncia
dos mesmos para 0s meios de cultura com sais e vitaminas de MS livre de reguladores
de crescimento e acrescentados de 30 g.L™* de sacarose, o que ocasionou na regeneracio
dos embrides soméaticos em plantas, primeiramente com o surgimento de uma raiz axial
apresentando regido de coifa e zona pilifera, seguida do desenvolvimento da parte aérea
(Figura 18 e 19).

5.4.4. Etapa IV - Estudos anatdbmicos da calogénese e da embriogénese somatica

em P. aduncum e P. hispidinervum

5.4.4.1. Explante foliar e calo primario

A figura 14 mostra os cortes anatdmicos em perspectiva transversal dos explantes
foliares de P. aduncum e P. hispidinervum, nas regides de interseccdo do calo primario
em estagio avancado de formacédo (cerca de 30 dias). Os explantes foliares em questéo
foram provenientes de folhas jovens inoculadas em meio de cultura com sais de MS
adicionado de 5 mg.L™ de ANA + 2,5 mg.L™" de BAP.

Esta analise permitiu verificar em ambas as espécies a presenca de epiderme
mdaltipla na face adaxial (Figuras 14 A e 14 B). O mesofilo € dorsiventral, apresentando
de uma a duas camadas de parénquima lacunoso e pali¢adico (Figuras 14 A e 14 B)

O calo priméario (Figuras 14 A e 14 B) aparece disposto sobre a face adaxial em
ambas as espécies, porém ndo ha como afirmar a origem da proliferacao celular.

Baseado na teoria de que o procambio é um tecido meristematico responsavel
pela formacdo de tecidos vasculares e do cambio, acredita-se que a formagéo de calo
esteja intimamente relacionada a este meristema. Porém, eventualmente, pode ocorrer
desdiferenciacdo parenquimética, embora a origem da maioria dos calos ocorra
predominantemente, a partir de células procambiais. (Appezzato-da-Gldria & Carmello-
Guerreiro, 2006).
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Figura 14. Corte transversal de folhas em regides de interseccdo de calos primarios. A.
P. hispidinervum, B. P. aduncum. AD= face adaxial, AB= face abaxial, ME= mesofilo,
CP= calo primério, Seta indicando estdmatos.

Nos cortes histoldgicos, foram observadas células parenquimaticas grandes, com
39 a 48 um de diametro, vacuoladas, algumas das quais estavam em processo de
desdiferenciacdo evidenciado por meio de indicios de mitose (Figura 15). Os espacos
intercelulares sdo reduzidos e a parede celular ¢ mais espessa do que nas células dos
demais tipos de calos, tendo cerca de 3,1 um de espessura nas paredes de duas células

contiguas. No bordo do calo primario, as células sdo menores, apresentam divisdo

celular, parede celular espessa, nlcleo evidente e citoplasma denso (Figuras 15 A e 15
B).

Figura 15. Corte histolégico de calos primérios. A. calos primarios originados em
folhas de Piper aduncum, B. Piper hispidinervum. Setas indicando os bordos dos calos.
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5.4.4.2. Calos embriogénicos

Nas seccOes anatdbmicas foram observadas regifes meristematicas com ceélulas
pequenas, com 15 a 25 ym de didmetro, isodiamétricas, com citoplasma denso, paredes
celulares mais estreitas, com aproximadamente 0,9 um e nucleo evidente. Varias células
apresentaram dois nacleos num mesmo citoplasma, evidenciando a citocinese ainda néo
concluida no processo de divisdo celular. Em algumas regides, constatou-se o inicio da
linearizacdo das células, o que sugere a organizacao celular envolvida no processo de
formacéo de embribes (Figuras 16 A e 16 B).

Caracteristicas semelhantes foram observadas por Padua et al. (2010), com calos
embriogénicos de Coffea arabica variedade ‘Catigua’ e por Nogueira et al. (2007) na
andlise ultra-estrutural de calos embriogénicos de Byrsonima intermedia. Tomes (1985),
utilizando ANA para a inducdo dos calos embriogénicos de Carya illinoinensi, também
verificou nestes calos uma morfologia celular isodiamétrica. Segundo Appezzato-da-
Gléria & Carmello-Guerreiro (2006), tal formato €é caracteristico de células

meristematicas.

Figura 16. Corte histologico de calos embriogénicos. A. calos embriogénicos
originados em folhas de P. aduncum, B. P. hispidinervum. Setas indicando processo de
linearizacdo de células.

5.4.4.3. Embrides sométicos

A Figura 17 ilustra anatomicamente embriGes somaticos no estadio cotiledonar
produzidos em processo assincronico com 0 mesmo periodo de tempo de cultivo dos
embrides somaticos citados anteriormente na caracterizacdo morfoldgica (30 dias).

Nas Figuras 17 A e 17 B, compondo a protoderme, foram identificadas células
externas, justapostas, com ndcleo evidente, apresentando formato tabular. Abaixo destas,
foram observadas algumas camadas de células com nucleo evidente e com didmetro maior,
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que caracterizam um meristema fundamental. No centro h4 uma regido vascular com células
alongadas e nucleo evidente, que compdem o procdmbio, algumas mais internas tém parede
mais espessas e constituem os elementos de vaso. Constituindo a camada basal dos
embrides, nota-se a formacdo do apice radicular, uma camada de células que se
mostram com nucleo evidente e formato isodiamétrico, sendo menores do que as células

do interior do embrido (Figuras 17 A e 17B).

Figura 17. Corte histoldgico de embriGes somaticos em estadio cotiledonar. A.

P.aduncum, B. P. hispidinervum. PD= protoderme, MF= meristema fundamental, PC=

procambio, AR= apice radicular.

5.4.5. Etapa V - Regeneracdo dos embrides somaticos de P. aduncum e P.

hispidinervum

Apds 15 dias de inoculacdo em meio de cultura com sais e vitaminas de MS
desprovido de reguladores, os embrides somaticos de P. aduncum e P. hispidinervum
comecaram a se desenvolver (Figuras 18 A e 19 A). Inicialmente ocorreu o0 surgimento
de uma raiz axial apresentando area de zona pilifera e coifa (Figura 18 B e 19 B),
seguido do desenvolvimento da parte aérea (Figura 19 C e 20 C).

Apos 45 dias de cultivo em meio de crescimento, as plantas ja apresentavam raiz e
partes aéreas bem desenvolvidas (Figura 18 D e 19 D). A partir deste estadio, as plantas
foram retiradas das placas de Petri e transferidas para frascos com capacidade de 250 ml
para melhor crescimento da planta. Algumas plantas de P. aduncum apresentaram
desenvolvimento de calo sobre os tecidos (Figura 18 D). Isto ocorreu provavelmente
devido a residuos de reguladores de crescimento acumulados sobre os tecidos do
embrido somatico durante a diferenciacao.
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Figura 18. Estadios de regeneragdo dos embrides de P. aduncum. A. embrido somatico
recém-inoculado, B. inicio da regeneracdo com surgimento do apice radicular e inicio
do desenvolvimento da parte aérea, C. desenvolvimento da parte aérea e surgimento da
zone pilifera, apds 15 dias de cultivo, D. planta completa apresentando raiz e parte aérea
bem desenvolvidas. Seta indicando area de formacéo de calo.
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Figura 19. Estadios da regeneracdo dos embrides somaticos de P. hispidinervum. A.
embrido somatico recém-inoculado, B. inicio da regeneracdo com surgimento do apice
radicular e inicio do desenvolvimento da parte aérea, C. desenvolvimento da parte aérea
e surgimento da zona pilifera apds, 15 dias de cultivo D. planta completa apresentando
raiz e parte aérea bem desenvolvidas.

5.4.6. Etapa VI — Aclimatizacao das plantas regeneradas de P. hispidinervum
Ap0s 50 dias (a contar do inicio da regeneragéo), as plantas de P. hispidinervum ja

apresentavam vigor e condi¢cOes adequadas, tais como, sistema radicular bem

desenvolvido e espessura do caule e desenvolvimento de gemas laterais ideais para fase
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de aclimatizacdo para adaptacéo as condicdes de umidade e temperatura pos-cultivo in

vitro (Figura 20).

Figura 20. Plantas regeneradas por embriogénese somatica de P.hispidinervum em fase
de aclimatizacdo em estufa incubadora.

As plantas transferidas para casa de vegetacdo, previamente aclimatizadas em

estufa incubadora, apresentaram uma taxa de 100% de sobrevivéncia e ainda continuam

em processo de acompanhamento do crescimento em casa de vegetagdo (Figura 21).

(-

Figura 21. Plantas de P. hispidinervum obtidas por embriogénese somatica, em

condigdes de casa de vegetagéo.
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5.5. Anélise da fidelidade genémica por citometria de fluxo em plantas regeneradas

de P. hispidinervum

A andlise de folhas jovens de P. hispidinervum resultou em picos G1 de DNA
afilados, o que indicam boa qualidade de dados e, como consequéncia, alta
confiabilidade dos resultados apresentados. Histogramas representativos das analises

podem ser visualizados na Figura 22.
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Figura 22. Histogramas relativos a anélise por citometria de fluxo da quantidade de
DNA em P. hispidinervum, O primeiro pico corresponde a Piper e o segundo pico
corresponde ao padrdo de referéncia ervilha. A. plantas regeneradas via embriogénese

somatica, B. plantas cultivadas em casa-de-vegetacao.

Em relagdo especificamente ao tamanho do genoma de plantas de P.
hispidinervum provenientes de embriogénese somatica e as de casa de vegetacao,
observou-se em média o conteudo estimado de, 1,8329 + 0,02 pg e 1,8666 + 0,05 pg
respectivamente. Os resultados indicaram que o tamanho do genoma entre as plantas
testadas ndo diferiram significativamente pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade (Tabela 6).

A quantificacdo de DNA para espécies de Piper ja havia sido realizada por
Samuel et al (1986). Os autores analisaram cinco espécies de Piper do velho mundo
(duas variedade de P. nigrum: 4x, 8x; P. longum: 4x; P. betle: 4x; P. silvestre: 4x; P.

argyrophyllum: 4x) e quatro do novo mundo (P. apiculatum: 2x; P. cernum: 2x; P.
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arboreum:2x; P. ornatum:4x) incluindo entre elas espécies cultivadas e silvestres. A
quantificacdo foi realizada por densitometria de Feulgen e a anélise dos nucleos foi em
G2 (4C). De acordo com o0s autores, as espécies silvestres tendem a ter maior
quantidade de DNA que as espécies cultivadas. Contudo, até o presente momento, ndo
héa relatos na literatura de quantificacdo de DNA nuclear em Piper por meio da técnica

de citometria de fluxo.

Tabela 6. Conteudo de DNA relativo (pg) entre plantas in vitro derivadas da
embriogénese somatica e plantas cultivadas em casa de vegetacdo de Piper

hispidinervum.

Plantas Média do pico Conteldo de DNA nuclear (pg/2C) Genoma 1C (Mph)  CV(%)
Emb. Somatica 126,19 1,8329 + 0,02 @’ 891,88° 4,7
Casa-de-vegetagao 123,32 1,8666 + 0,05 a 912,76 46

* Calculado a partir da média do pico GO/G1 de P. hispidinervum em relagdo ao padrdo de referéncia
externo Pisum sativum. ¥ Médias seguidas por mesma letra, pertencem ao mesmo grupo, pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. > Média do tamanho do genoma 1C, onde 1 pg DNA = 978 Mpb
(Dolezel et al., 2003). ¥ Média do coeficiente de variagdo do pico GO/G1

Atualmente, a citometria de fluxo tem sido utilizada para fazer distin¢do entre
regenerantes obtidos pelas diferentes técnicas de cultivo in vitro. Nenhuma variacdo no
conteddo de DNA foi encontrada em plantas de Olea sp., Passiflora spp. e Lathyrus
spp. regeneradas e propagadas in vitro (Brito et al., 2010; Silva et al., 2011; Ochatt et
al, 2013).

Porém, héa relatos de diferencas significativas na quantidade de DNA entre
plantas cultivadas em campo e de embriogénese somatica, como relatado por Acanda et
al (2013) que obtiveram coeficiente de variagdo de 5,6% na quantidade de DNA de
videira (Vitis vinifera L. cv. Mencia) obtidas de embriogénese somatica.

Varios autores tém demonstrado a importancia dos coeficientes de variacdo dos
picos G1 para boas estimativas da quantidade de DNA, em trabalhos com citometria de
fluxo. Marie & Brown (1993) propuseram coeficientes de variacdo de 1 a 2%, para
resultados de alta qualidade, e em torno de 3%, para resultados de rotina. Galbraith et
al. (2002) definiram o valor de 5% para os coeficientes de variacdo, como critério de

aceitacéo das estimativas de quantidade de DNA.
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Os coeficientes de variacdo observados neste trabalho ficaram inferiores a 5%
para as plantas obtidas por embriogénese somética. Esses resultados sdo importantes,
uma vez que gera confiabilidade nas estimativas de quantidade de DNA obtidas, o que
leva a concluséo sobre a ndo existéncia de instabilidade genémica nas plantas obtidas

por embriogénese somatica.

5.6. Experimento VI — Conservacao in vitro de P. aduncum e P. hispidinervum por

imersao em 6leo mineral (OM)

Apos 30 dias, as microestacas de P. aduncum submersas em dleo mineral (OM)
apresentaram 100% de sobrevivéncia e, aquelas que foram submersas em A&gua
alcancaram 50% de sobrevivéncia. Em P. hispidinervum, o tratamento com 6leo mineral
(OM) respondeu com uma taxa de 80% de sobrevivéncia das estacas e 30% no
tratamento com agua (Figura 23).

Em ambos os casos, foram consideradas como microestacas vivas, aquelas que
apresentaram 0s mesmos aspectos mantidos desde o momento da inoculacéo, tais como:
coloracgéo verde e auséncia de oxidagédo (Figuras 24 A e 24B). As estacas consideradas
mortas foram aquelas que perderam a coloragéo verde e oxidaram totalmente (Figura 25
C). Para ambas as espécies a tratamento testemunha (cultivo somente em meio de
cultura) respondeu com 100% de sobrevivéncia e desenvolvimento das estacas

inoculadas (Figura 24 D).
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Figura 23: Sobrevivéncia (%) de microestacas de Piper hispidinervum e Piper
aduncum em ensaio de conservacdo em Oleo mineral (OM), agua e em tratamento

controle (MS), 30 dias ap0s a inoculacéo.
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Figura 24. Aspecto das microestacas de P. aduncum e P. hispidinervum apdés 30 dias de
cultivo. A. explantes conservados por meio de imersdo em 6leo mineral (OM), B.
explantes conservados em agua considerados vivos, C. explantes conservados em agua
considerados mortos, D. testemunhas vivas em processo de desenvolvimento. Seta

branca: P. hispidinervum
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A fim de se verificar o desenvolvimento das microestacas sobreviventes na etapa
de 30 dias, foi realizada a transferéncia para meio de crescimento com sais e nutrientes
de MS. Apenas estacas de P. aduncum apresentaram sobrevivéncia e desenvolvimento
de parte aérea. As plantas sobreviventes do tratamento em OM (Figura 25 B) foram
retiradas da condicdo in vitro e aclimatizadas para posterior teste de sobrevivéncia em
campo (Figura 25 C). As estacas de P. hipidinervum ndo apresentaram desenvolvimento

no meio de crescimento.

Figura 25. Plantas de Piper aduncum regeneradas provenientes do tratamento de
conservacdo em OM. A. testemunha, B. plantas regeneradas apos tratamento de
conservacao em 6leo mineral (OM), C. planta regenerada do tratamento de conservagao

em 6leo mineral (OM) em condicdes de aclimatizacéo.

As taxas de sobrevivéncia ap6s 180 dias de cultivo apresentaram diferencas
significativas entre as duas espécies (Figura 26). As microestacas de P. aduncum
submersas em 6leo mineral (OM) tiveram 40% de sobrevivéncia (Figura 27 A), o que
ndo diferenciou significativamente com relacdo a testemunha (Figura 27 B). J& aquelas
que foram submersas em agua ndo sobreviveram. Em P. hispidinervum a taxa de
sobrevivéncia das estacas foi 0% para o tratamento com dleo mineral (OM) e agua
(Figura 27 C).
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Figura 26: Taxa de sobrevivéncia (%) de microestacas de Piper hispidinervum e Piper
aduncum em ensaio de conservacdo em Oleo mineral (OM), &4gua e em tratamento

controle (MS), 180 dias apds a inoculacao.
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Figura 27. Aspecto das microestacas sobreviventes apds 180 dias de cultivo. A.
explantes de Piper aduncum em 6leo mineral (OM), B. Testemunhas de Piper aduncum,
C. explante de Piper hispidinervum conservado em agua.
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Caplin (1959), pela primeira vez, e posteriomente Augereau et al. (1986)
relataram o armazenamento de tecidos vegetais em 6leo mineral (OM) como uma das
mais bem sucedidas técnicas alternativas ao armazenamento criogénico e com baixo
custo-beneficio para os laboratorios, e sem a necessidade de quaisquer equipamentos
sofisticados (Engelmann, 1997). Asssim varios métodos pelos quais o crescimento lento
pode ser induzido, a reducdo do nivel de oxigénio em culturas de (OM) tem sido
defendida por ser um método simples e de baixo custo especialmente para espécies
tropicais (Mannonen et al.1990).

Sharma et al. (2012) desenvolveram um protocolo de crescimento lento para
conservacao a medio prazo com imercdo em 6leo mineral (MO). Utilizando segmentos
nodais de Bacopa monnieri conseguiram manter o subcultivo neste tratamento de 6 a 24
meses e as plantas regeneradas nesse meio de conservacdo foram estabelecidas em
campo com Ssucesso.

Baseado nos resultados obtidos neste estudo foi possivel verificar que P.
aduncum é mais apta a conservacdo a medio prazo por imercdo em éleo mineral (MO)
que P. Hispidinervum. Porém sdo necessarios mais estudos a fim de se ajustar alguns
parametros, tais como, quantidade de dleo e tamanho da microestaca, para que se possa
prolongar o tempo de conservacdo do material vegetal.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram chegar as conclusdes

descritas a seguir:

As sementes de P. aduncum e P. hispidinervum apresentam taxas de germinacgéo

semelhantes quando inoculados em meios de cultura com sais de MS ou WPM;

A temperatura de 25 °C ¢ ideal para germinacdo de sementes de P. aduncum e P.
hispidinervum, pois € a que proporciona a mais alta percentagem de germinacgéo

dentro do menor espaco de tempo para ambas as espéecies de Piper estudadas;

As concentragdes dos sais nos meios de MS e WPM podem influenciar
diretamente no processo de micropropagacao de P. aduncum e P. hispidinervum

por microestaquia, no que diz respeito a altura e nUmero de gemas;

O uso das citocininas BAP (0,01; 0,05 e 0,1 mg.L™) e Cinetina (0,50 mg.L™) é
eficaz no processo de multibrotacGes, principalmente em P. aduncum,
auxiliando na obtencdo de nudmero elevado de mudas no processo de

micropropagacao;

A combinacdo de ANA e BAP nas respectivas concentracdes de 5 mg.L™ e 2,5
mg.L™ adicionados no meio de cultura, foi a melhor na inducdo de calos

primarios em explantes foliares de P. aduncum e P. hispidinervum;

A elevacdo da concentracdo de ANA de 5 mg.L™ para 10 mg.L™ durante a
manutencdo dos calos primario promove a diferenciacdo dos calos primarios em

calos embriogénicos e em embrides somaticos;

Morfologicamente os calos primarios de P. aduncum e P. hispidinervum
caracterizam-se pelo formato nodular desuniforme, apresentando aspecto fridvel
na cor branca. Os calos embriogénicos possuem aspecto que pode variar de
translucido a hialino, com formatos mais uniformes, podendo ser granulares ou
em morula. Os embrides somaticos apresentam desenvolvimento assincronico,
com estadios que podem variar de globular a cotiledonar com coloragéo branca e

aspecto denso e opaco, podendo ou ndo desenvolver tricomas;
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Anatomicamente os calos primarios de P. aduncum e P. hispidinervum
apresentam células parenquimaticas grandes, vacuoladas, espacos intercelulares
reduzidos e paredes celulares mais espessas. Os calos embriogénicos apresentam
regibes meristematicas com células pequenas, isodiamétricas, com citoplasma
denso, paredes celulares mais estreitas e ndcleo evidente. Os embrides somaticos
apresentam apenas um conjunto de células uniestratificadas compondo protoderme,
camadas celulares com nucleo evidente e didmetro maior formando o meristema

fundamental e células alongadas com nucleo evidente compondo o procambio;

Os embrides somaticos de P. aduncum e P. hispidinervum podem se regenerar
facilmente em meio de cultura com sais e vitaminas de MS, mas assim como
ocorre na germinacdo das sementes a regeneracdo s6 ocorre sobre condicGes de

luz;

As plantas regeneradas de Piper hispidinervum nédo apresentam dificuldades de
adaptacdo as condicdes de temperatura e umidade durante o processo de

aclimatizacao;

O conteudo médio estimado de DNA de P. hispidinervum provenientes de
embriogénese somatica e de casa de vegetacdo (1,8329 + 0,02 pg e 1,8666 +
0,05 pg) com coeficiente de variacdo abaixo de 5% leva a conclusédo sobre a néo
existéncia de instabilidade gendmica nas plantas obtidas por embriogénese

somatica;

A conservacdo em Oleo Mineral (MO) é uma técnica capaz de conservar
microestacas de P. aduncum e P. hispidinervum a médio prazo e, P. aduncum é

mais apta a este tipo de conservacéo.

E necessario a realizagio de mais testes de conservgio utilizando 6leo mineral
(OM) a fim de se ajustar alguns parametros, tais como, quantidade de oOleo e
tamanho da estaca, para que se possa prolongar o tempo de conservagdo do

material vegetal de P. aduncum e P. hispidinervum.
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