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“Nunca se esqueca de quem vocé €, porque € certo que o mundo néo se lembrara. Faca disso
sua forca. Assim ndo podera ser nunca a sua fraqueza. Arme-se com esta lembranca, e ela
nunca podera ser usada para magoa-lo.”

George R. R. Martin
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1 INTRODUCAO

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae e possui cinco espécies
domesticadas Capsicum annuun L., Capsicum baccatum L., Capsicum chinense Jacq.,
Capsicum pubescens e Capsicum frutescens L. (LINS et al., 2001) que sdo mundialmente
apreciadas. Estas espécies possuem importancia econdémica na industria alimenticia por
possuir caracteristicas sensoriais que agradam ao homem, além de fornecerem principios
ativos para a inddstria farmacéutica e cosmética (MAPELI et al., 2011). As plantas sdo
também utilizadas como ornamentais devido ao porte pequeno e diferentes cores dos frutos no
processo de maturacdo (CARVALHO et al., 2003).

A presenca de dois capsaicinodides (capsaicina e diidrocapsaicina) agrega as pimentas a
pungéncia ou picancia. Os frutos sdo também ricos em vitaminas e carboidratos, além de
possuir varios antioxidantes que ajudam a prevenir doencas como cancer e mal de Parkinson
(REIFSCHNEIDER, 2000).

A Capsicum baccatum é extremamente difundida na América do Sul, possui
variedades domesticadas e ndo domesticadas. As pimentas dedo-de-moca e cambuci
pertencem a espécie C. baccatum var. pendulum, espécie domesticada. S&o muito apreciadas
na culinaria, sendo a cambuci uma pimenta cujos frutos sdo campanulados de coloracéo
vermelha ou amarela quando maduros com pungéncia doce e a dedo-de-mocga que possui
frutos alongados e vermelhos quando maduros de pungéncia picante (REIFSCHNEIDER,
2000; LOPES et al., 2007).

No Brasil o cultivo de pimenta é muito importante tanto economicamente quanto
socialmente, uma vez que 0 mesmo necessita de um elevado nimero de mao-de-obra além de
garantir a permanéncia dos pequenos produtores no campo (REIFSCHNEIDER, 2000).

Entretanto como todo organismo vivo, sofrem acdes de agentes enddgenos e do
ambiente (fatores bidticos e abidticos) (MAPELI et al., 2011). As pimentas sdo plantas
extremamente suscetiveis a ataques de pragas e doencas causadas por fungos, nematoides e
virus, existe entdo um crescente nimero de pesquisas de transformacdo genética realizadas
com o intuito de se obter plantas resistentes a tais ataques.

O aperfeicoamento do cultivo in vitro destas espécies é de suma importancia para que
essa transformacdo ocorra uma vez que uma das principais dificuldades € regenerar uma
planta de qualidade e livre de contaminagfes apos a transformacéo. Desta forma, este trabalho
foi desenvolvido com o objetivo de otimizar as condigdes para cultivar e multiplicar in vitro

tecidos e células de Capsicum baccatum var. pendulum tipos cambuci e dedo-de-mocga.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PIMENTAS

A familia Solanaceae compreende aproximadamente 90 géneros e cerca 3000 espécies
catalogadas. Sdo plantas cosmopolitas, ou seja, cultivadas em vérias partes do mundo e se
adaptam bem a climas tropicais e temperados (BARROSO, 1991). Algumas das espécies
presentes nesta familia utilizadas na alimentacdo humana séo: a batata (Solanum tuberosum
L.), o tomate (S. lycopersicum L.) e as pimentas e pimentdes (Capsicum) (GIACOMIN, 2010).

As espécies que pertencem ao género Capsicum compreendem uma grande variedade
de pimentas e pimentdes, desde as pimentas doces até as com elevado grau de pungéncia. Sdo
originarias das Ameéricas, porém sdo produzidas por diversos paises. No Brasil a Unica espécie
que ndo é produzida é a C. pubescens e as espécies mais consumidas sdo a C. baccatum e a C.
chinense que se adaptam bem ao clima equatorial e tropical (MAPELI et al., 2011).

Além de estimularem o apetite e ajudarem na digestao, estes frutos possuem alto valor
nutricional sendo fonte de: vitaminas, proteinas, lipidios, glicidios, minerais, celulose, 4gua e
fibras. Um importante componente sdo os antioxidantes, sendo os principais as vitaminas C, E
e os carotendides que existem evidéncias de prevenirem doencas como: mal de Alzheimer,
mal de Parkinson, doencas cardiovasculares, cataratas e cancer (REIFSCHNEIDER, 2000).

A Capsicum baccatum é extremamente difundida na América do Sul, segundo relatos
historicos ela € cultivada desde cerca de 2500 a.C. e sua origem é da regido da Bolivia e Peru
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Capsicum baccatum var. pendulum é a variedade mais consumida no sul e sudeste do
Brasil, sendo os tipos dedo-de-moca e cambuci 0s mais comuns. A pimenta dedo-de-moca €
caracterizada por possuir frutos alongados e pendentes que sdo verdes quando imaturos e
vermelhos quando maduros, sua pungéncia é de um picante baixo e é geralmente utilizada em
molhos, conservas e na calabresa. Por outro lado a pimenta cambuci (também conhecida
como “Chapéu-de-Frade”) possui frutos campanulados e pendentes com coloragdo verde
qguando imaturos e vermelhos ou amarelos quando maduros, sua pungéncia é doce e €
utilizada geralmente em saladas e cozidos (LOPES et al., 2007).

Atualmente as pimentas possuem uma importante posi¢do econémica, uma vez que a
China e a india sdo grandes produtores com um milh3o de hectares cultivados com Capsicum.

O Brasil também tem importante papel nesta produgdo uma vez que possui uma area cultivada



anualmente de aproximadamente dois mil hectares, sendo que Minas Gerais, Goiés, S0
Paulo, Ceara e Rio Grande do Sul sdo os principais produtores. A producdo média varia de
espécie para espécie entre 10 e 30 t/ha (LOPES et al., 2007).

Um dos principais problemas referente ao cultivo da pimenta € que é uma planta
suscetivel a doengas causadas por fungos nematoides e virus, bem como ao ataque de pragas.
Devido a isso a pesquisa com melhoramento para obter cultivares resistentes a estes ataques
tem se tornado cada vez mais frequente (BLAT, 2004; CARVALHO et al., 2009; PEREIRA
etal., 2011; SOUZA et al., 2011).

2.2 CULTIVO IN VITRO

O cultivo in vitro consiste em estabelecer o cultivo de células e tecidos vegetais sob
condigdes controladas, como assepsia, luz, temperatura, aeracdo, CO, e a composi¢cdo do meio
de cultura que deve apresentar todos os nutrientes que a planta necessita (QUISEN et al.,
2008), bem como reguladores de crescimento que podem acelerar e melhorar este processo.

Embora haja trabalhos com sucesso relativo em relacdo a morfogénese no género
Capsicum (OCHOA-ALEJA & IRETA-MORENO, 1990; RAMIREZ-MALAGON &
OCHOA-ALEJA, 1992; HUSAIN et al.,1999; MASIEIRO et al., 2012.), estabelecimento de
um cultivo in vitro para a pimenta tem sido problematico, uma vez que as pimentas
apresentam severa recalcitrancia (REGO et al., 2011). Outro fator que limita este cultivo €é a
dependéncia do gendtipo que influencia a organogénese, pois 0 género Capsicum apresenta
forte especificidade genotipica em sua capacidade de regeneracdo das diferentes cultivares
guando sdo submetidas a cultura de tecidos, dificultando assim o estabelecimento de um
protocolo modelo (JOSHI et al., 2007).

2.2.1 Meios Nutritivos

Os meios nutritivos sdo essenciais para o cultivo de tecido, uma vez que fornecem
todos os nutrientes, minerais e compostos organicos que a planta precisa para realizar seus
processos metabdlicos, energéticos e estruturais. White, em 1945, definiu os principais

nutrientes utilizados até hoje nos meios nutritivos e em 1962 Murashige e Skoog a partir de



suplementacdo do meio White criaram 0 meio de cultivo MS cuja composi¢éo € utilizada até
hoje (CALDAS et al., 1998).

Os meios nutritivos de maneira geral tem a seguinte composicdo: agua,
macronutrientes, micronutrientes, carboidratos, vitaminas, mio Inositol, horménios, misturas
complexas, outros aditivos e agar ou semelhantes.

Além da composi¢do outras caracteristicas sdo importantes como o pH, por exemplo,
que deve estar ligeiramente acido entre 5 e 6. O pH pode ter efeitos diretos e indiretos sobre o
cultivo de celulas uma vez que este pode influenciar na absorcdo de nutrientes e hormdnios.
Para a utilizagdo do meio este deve ser autoclavado para manter a assepsia do cultivo in vitro
(CALDAS et al., 1998).

Para o cultivo de pimentas geralmente se utiliza 0 meio MS com 3% de sacarose que é
descrito por diversos autores (BUYUKALACA, MAVITUNA, 1996; VALADEZ-BUSTOS
et al.,2009 ) obtendo-se sucesso. Porém héa variag@es quanto a concentracao de sacarose de 1 a
10% em diversas pesquisas dependendo do que se esta testando, por exemplo, para
germinacdo usa-se geralmente dgua-agar ou MS com 1% de sacarose (VALADEZ-BUSTOS
et al.,2009;) j& para organogénese a concentracdo de sacarose geralmente € mais alta de 3 a
10% (AROUS et al.,2001, BINZEL et al., 1996).

O meio de cultura geralmente é suplementado com reguladores de crescimento que
vao variar dependendo o tipo de inducdo que se espera.

A assepsia também é um fator limitante no cultivo de pimentas in vitro. Melhorias
quanto a reducdo de contaminantes e oxidacdo sdo descritas por Penalva et al.,(2009),

sugerindo a utilizacdo de carvéo ativo no meio de cultivo.

2.2.2 Reguladores de Crescimento

A utilizacdo de reguladores de crescimento ou horménios em concentracdes ideais €
um fator determinante para o crescimento e desenvolvimento do cultivo in vitro. Existem
varias classes de reguladores de crescimento, mas 0s principais Sdo auxinas, citocininas,
giberelinas, e etileno que é o Unico hormoénio em estado gasoso.

As giberelinas sdo muito utilizadas na germinacdo e alongamentos de plantas e sédo
substancias quimicamente relacionadas ao acido giberélico (GAgz. As citocininas s&o
responsaveis por induzir a divisdo celular nas plantas, no cultivo in vitro quando se utiliza

uma maior concentracdo de citocinina do que de auxina ha a inducdo de formacédo de parte



aérea, sdo exemplos de citocinina o &cido indolbutirico(AIB) e acido naftalenoacético (ANA).
As auxinas sdo substancias quimicamente relacionadas ao &cido indolil-3-acético (AlA),
qguando utilizada no cultivo in vitro com uma concentracdo superior a da citocinina esta
substancia promove a formacéo de raizes, uma das auxinas muito utilizada é o 2,4-D que €

muito utilizado como componente de herbicidas (CALDAS et al., 1998).

2.2.3 Explantes

A obtencéo e tratamento dos explantes sdo de suma importancia para que o cultivo in
vitro se estabeleca. Quanto mais jovem o explante, for maior a chance de sucesso do
experimento. Geralmente se utiliza a germinacéo in vitro para a obtencdo dos explantes por se
tratar de uma técnica que fornece plantas livres de contaminagdes. Um fator que muitas vezes
dificulta este processo é a dorméncia das sementes, que embora algumas de suas causas sejam
conhecidas, ndo existe uma definicdo que seja precisa. A dorméncia pode ser dividida em
primaria e secundaria, onde a primaria se estabelece durante o desenvolvimento e/ou
maturacdo das sementes e se deve ndo sO ao genotipo como também das condicBes de
maturacdo como fotoperiodo, estresse hidrico e baixas temperaturas, por exemplo, além de
fatores biologicos como idade da planta mée durante a inducdo floral ou maturacdo das
sementes, posicdo da flor na planta e posicao da semente no fruto. A dorméncia secundaria se
desenvolve apds a maturacdo devido a uma situacdo desfavoravel ou estresse que dificulte a
germinacdo como é o caso da falta ou excesso de agua e falta de oxigénio (CARDOSO,
2004).

Existem varias formas de se quebrar a dorméncia das sementes dependendo da causa,
dentre elas a estratificacdo, escarificacdo mecanica e quimica, lixiviacao, utilizacdo de agentes
quimicos (&cido sulfurico, hipoclorito de sédio, acido nitrico, etanol, nitrato de potassio, etc.)
e utilizacdo de reguladores de crescimento (geralmente &cido giberélico) (ZAIDAN e
BARBEDO, 2004).

2.2.4 Organogénese

A organogénese trata-se do processo de diferenciacdo das células para a formagéo de
orgdos (brotos, raizes, folhas, etc.) (ANDRADE, 2002) pode ser direta ou indireta, sendo a

direta quando se utiliza de um 6rgdo ou segmento de material vegetal para a formacéo de



brotos ou raizes. Por outro lado a organogénese indireta se trata da obtencdo de brotos e/ou
raizes apos a inducédo da calogénese (QUISEN et al., 2008).

Muitos pesquisadores obtiveram sucesso na organogénese direta e indireta de
Capsicum através de diversos explantes sob concentracbes variadas de reguladores de
crescimento. H& uma grande diferenca de resposta quando se trabalha com diferentes
explantes (EZURA et al.,, 1993; CHRISTOPHER & RAJAM, 1996), portanto hd a
necessidade de protocolos para explantes diferentes como ja vem sendo estudado ha algum
tempo, 0s principais explantes utilizados sdo: cotilédones e  hipocdtilos,
(ASHRAFUZZAMAN et al., 2009; ARROYO e REVILLA, 1991; AGRAWAL et al., 1989
AROUS et al., 2001; MASIEIRO et al., 2012; BATISTA, 2012) é&pice caulinar (HIDE e
PHILLIPS, 1996) e embrido zigotico (AROUS et al.,2001; BINZEL et al.,1996).

2.2.5 Aclimatacéo

Trata-se do processo de aclimatacdo da planta as condi¢cdes ambientais posteriormente
ao cultivo in vitro, onde a planta é submetida a condi¢bes normais, ou seja, retirada da
condicdo extremamente controlada e asséptica em que se encontra quando se trabalha com o
cultivo in vitro (QUISEN et al., 2008).

A aclimatacdo muitas vezes representa um fator limitante do processo de cultivo in
vitro, pois a planta passa de um microambiente ao qual ela j& estd adaptada, com todos 0s
nutrientes necessarios disponiveis e reguladores de crescimento para um macroambiente,
portanto € necessario que a umidade seja alta e que se trabalhe com temperaturas amenas
(CARVALHO et al., 2006).

No processo de aclimatacdo a planta tem as seguintes condi¢Oes alteradas
(GRATTAPAGLIA et al., 1998):

-Aumento na taxa de transpiracao, ficando susceptivel ao estresse hidrico,

- Passa a ter que realizar fotossintese, pois antes retirava todos 0s nutrientes do meio,

- Passa para um meio com menos disposi¢cdo de nutrientes tendo que incrementar sua
absorcéo dos mesmos e sais,

-Acaba a condicdo de assepsia, ou seja, a planta fica sujeita a microrganismos que podem ser

patogénicos.



3 OBJETIVO GERAL

Testar protocolos para otimizar as condi¢fes de cultivo in vitro de Capsicum

baccatum. var. pendulum, tipos dedo-de-moca e Cambuci.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Comparacgéo da germinacdo de sementes comerciais com sementes in natura.

-Otimizacéo do processo de germinacdo utilizando duas concentragdes de GA3

-Padronizacéo do processo de obtencdo de explantes in vitro.

-Obtencdo de calogénese em dois diferentes explantes utilizando diferentes
concentracdes de reguladores de crescimento.

- Obtencdo, enraizamento e aclimatacdo de plantulas formadas a partir de apices de

plantas germinadas in vitro.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESCRICAO DO LOCAL E ATIVIDADES DO ESTAGIO

As atividades relacionadas ao estagio supervisionado obrigatério ocorreram nas
dependéncias da Universidade Federal de Pelotas. O periodo das atividades relativas ao
estagio foi de trés meses (de agosto a novembro de 2013) totalizando 360 horas de estagio
obrigatdrio. As atividades foram desenvolvidas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do

Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico (CDTEC) da Universidade Federal de Pelotas.

As atividades foram organizadas conforme descrito na Figura 1.

Obtengdo das
sementes in natura e
comerciais

Desinfestacéo ‘

Germinagéo sob
diferentes
concentragdes de GA3

Germinacdo in vitro
em meio agua e agar

Repicagem

Formacéo de calos Cultivo de épices

Alongamento da parte
aérea e inducéo de
raizes

Aclimatacéo

FIGURA 1 — Fluxograma das atividades para otimizagédo das condi¢des de cultivo in vitro de
Capsicum baccatum.



4.2 PREPARO DAS SEMENTES

Nos ensaios realizados, foram utilizadas sementes in natura retiradas de frutos de
pimentas cambuci e dedo-de-moca adquiridas no comércio local e sementes comerciais da
marca TECNOSEED®.

4.2.1 Desinfestacdo das sementes de C. baccatum in natura e comerciais

Para obtencdo das sementes in natura, os frutos foram previamente lavados e
desinfestados com solucdo de hipoclorito de sédio 0,5% por vinte minutos. Apés este
procedimento, foram lavados com agua destilada, em seguida foram cortados com auxilio de

um bisturi em capela de fluxo laminar (Figuras 2a e 2b).

- g

FIGURA 2- Processo de abertura dos frutos e retirada das sementes das pimentas (a) cambuci
e (b) dedo-de-moca.

Na cabine de seguranga bioldgica, as sementes passaram pelo processo de
desinfestacdo sendo colocadas em um béquer contendo alcool 70% por dois minutos, depois
lavadas com agua destilada autoclavada. Apos a lavagem, adicionou-se hipoclorito de sédio a
1% e manteve-se durante 20 minutos. Por ultimo, as sementes foram lavadas com agua

destilada autoclavada por trés vezes.

4.3 TRANSFERENCIA DAS SEMENTES DE C. baccatum PARA O MEIO DE
GERMINACAO

Tendo-se feito a desinfestacdo, as sementes comerciais e as sementes in natura foram
inoculadas de maneira uniforme, com auxilio de uma pinca esterilizada, em frascos de vidro
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contendo 25 mL de meio de cultivo agua-agar 0,6% previamente autoclavado (Figura 3), com
a finalidade de se calcular o percentual de germinacdo bem como a média diéria.

Para ambos os tipos de pimenta (cambuci e dedo-de-moga) foram inoculadas 25
sementes em cada frasco com seis repeticdes. Os frascos foram mantidos em presenca de luz e
a germinacdo das sementes foi avaliada, com excecdo de sabados, domingos e feriados,

durante um més.

FIGURA 3. Frascos contendo agua-agar e as sementes de Capsicum baccatum dispostas para
germinacao.

4.4 GERMINACAO DE SEMENTES DE Capsicum baccatum EM DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DE GA;

Buscando-se verificar a uniformidade da germinacdo de ambos os tipos de pimenta,
realizou-se um ensaio utilizando diferentes concentracdes de acido giberélico. Neste ensaio
foram testados trés tratamentos diferentes: dgua-agar 0,6% e agua-agar 0,6% contendo 1,88;
3,76 mg/L de GA3 com seis repetices cada.

As sementes foram inoculadas nos frascos conforme descrito anteriormente (Figura 4).

FIGURA 4. Frascos contendo sementes de Capsicum baccatum no meio de cultura agua-agar
6% e GAs.

A germinacdo bem como caracteristicas morfologicas das sementes foram

monitoradas por 15 dias, apds este periodo as partes das plantulas foram medidas com auxilio
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de uma régua para avaliar os efeitos do GA3z no crescimento das plantas (Figura 5). Esta
medicao foi feita utilizando trés repeticdes de dez plantas aleatorias de cada tipo de sementes

e tratamento.

FIGURA 5. Plantulas de Capsicum baccatum mensuradas medidas com auxilio de uma régua.

4.5 INDUCAO DE CALOS de C. baccatum

Foram utilizados como explantes hipocotilos e cotilédones das plantulas com 15 dias.
Eles foram retirados das plantulas em fluxo laminar com auxilio de um bisturi e uma pinca
esterilizados em chama e transferidos para placas de Petri contendo 25 mL de meio de cultivo
previamente autoclavado, MS com 3% de sacarose, 0,7% de agar e pH 5.8.

Forem utilizados trés tratamentos: 5 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de AlIB; 5 mg/L de BAP
e 0,2 mg/L de ANA e 2 mg/L de 2,4-D

A unidade experimental consistiu de uma placa de Petri contendo oito explantes com

seis repeticdes para cada tipo de explante.

4.6 CULTIVO DE APICES CAULINARES

Os épices caulinares foram retirados de plantas com 27 dias de cultivo em meio
agua-agar 6% este procedimento foi feito em fluxo laminar com o auxilio de pinca e bisturi
esterilizados em chama, estes apices foram inoculados em dois diferentes meios de cultura
com seis repetigdes:

1) Meio de cultivo MS com 3% de sacarose e 0,7% de agar, suplementado com 4,5 mg/L de
BAP e 0,1mg/L de AIB e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem,
2) Meio MS com 3% de sacarose, 0,7% de agar, 2g de carvédo ativo, suplementado com

10mg/L de BAP e 0,5 mg/L de AIB e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem
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Posteriormente estes ensaios foram mantidos em estufa B.O.D no escuro sob uma
temperatura de 28°C por dez dias, sendo avaliados diariamente quanto a presenca de
contaminacéo.

Ap0s dez dias foi feito o repique dos apices dos dois tratamentos anteriores para meio
MS com 3% de sacarose, 0,7% de agar enriquecido com 1,7 mg/L de AlA e 0,5mg/L de BAP
para induzir a formacdo de raizes. Destes, trés repeticdes de cada tratamento foram
transferidas diretamente para a luz logo apds o repique. Outras trés repeti¢cbes foram mantidas
NO escuro por uma semana para o processo de adaptacdo ao novo meio e depois transferido
paraa luz.

Ap6s a formacdo de raizes deu-se inicio ao processo de aclimatacdo que foi feito de
maneira gradativa, uma vez que as plantas se encontravam em um microambiente com nivel
de umidade alto tanto do meio quanto do ar.

Foram retiradas as tampas dos frascos, coberto com papel filme onde foram feito
furos para permitir a entrada gradual de ar. Estes frascos foram mantidos em presenca de luz
por trés dias. ApoOs este periodo, as plantas foram retiradas dos vidros, lavadas com agua
corrente para retirar o0 meio de cultivo e depois transferidas para vasos de plastico contendo
substrato umedecido ascendentemente com agua. Estes vasos plasticos foram colocados
dentro de um saco pléstico com uma pequena abertura para a entrada de ar por quatro dias, e

apos este periodo foram retiradas do saco plastico e expostas ao ambiente externo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPARACAO DA GERMINACAO DAS SEMENTES COMERCIAIS COM AS
SEMENTES IN NATURA
A média da germinacdo diaria das sementes durante 30 dias esta ilustrada na Figura 6.
Apds 30 dias de cultivo, a pimenta dedo-de-moca in natura foi a que apresentou maior
percentual de germinacdo com 98%, a pimenta dedo-de-moca comercial apresentou um
percentual de 77,32%,enquanto a cambuci in natura apresentou um percentual de germinagao

de 2,64% e a cambuci comercial 57,32%
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FIGURA 6. Comparacdo da média de germinacdo diaria das sementes de pimenta Dedo-de-
moca (in natura e comercial) e Cambuci (in natura e comercial).

A diferenca de germinacdo dos dois tipos de pimenta pode ser explicado ou pelo alto
nivel de dorméncia das sementes do tipo cambuci (LIMA et al., 2012) J& baixo percentual de
germinacdo da cambuci in natura se deve provavelmente ao excesso de umidade nas mesmas,

uma vez que as sementes nao passaram por nenhum processo de secagem antes da semeadura.

52 GERMINACAO DE SEMENTES DE C. baccatum SOB DIFERENTES
CONCENTRACOES DE GA;

As sementes de pimenta dos tipos cambuci e dedo-de-moga, adquiridas

comercialmente ou in natura, foram germinadas em agua-agar contendo diferentes
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concentragOes de acido giberélico e ap6s 15 dias de semeadura, foi avaliado o percentual de
germinacdo e os dados obtidos constam na tabela abaixo.

TABELA 1. Percentual de germinagdo de sementes de cambuci e dedo-de-moga sob duas
concentracdes de acido giberélico.
Concentracao de acido giberélico

0 1,88 mg/L 3,76 mg/L
Cambuci in natura 0 1,32% 0
Cambuci Comercial 22,64% 19,32% 19,32%
Dedo-de-moga in natura 70,64% 90,64% 81,32%
Dedo-de-moga Comercial 85,32% 92% 90,64%

Observa-se que a pimenta Cambuci apresentou uma média de germinacédo inferior a
pimenta Dedo-de-Mocga, isso se deve ao fato que esta variedade apresentar uma dorméncia
mais severa em suas sementes (LIMA et al., 2012;) e a utilizacdo do acido giberélico néo foi
suficiente para quebrar essa dorméncia, outro método que poderia ser utilizado para este
processo seria a imerséo em agua quente (CARNEIRO et al., 2010). Outro fator que pode ter
influenciado € a falta de um processo de secagem das sementes uma vez que foram inoculadas
logo apds terem sido retiradas dos frutos.

Analisando a velocidade de germinacdo, pode-se observar que a pimenta dedo-de-
moca pode-se observar que utilizando 1,88 mg/L de &cido giberélico apresentou uma maior
média de germinacdo em menor tempo, bem como uma uniformidade de germinag&o (Figura
7).
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FIGURA 7. Germinagdo média de sementes de Capsicum baccatum var. pendulum em agua-
agar contendo 1,88 mg/L de GAs.
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Pode-se perceber que 0 GA3; também influéncia no crescimento das plantas de pimenta
(Figura 8). Na pimenta dedo-de-moca observou-se que o0 GAz promoveu maior crescimento
da parte aérea (TORRES e BORGES, 2013) enquanto a auséncia dele provocou maior
crescimento de raiz. Percebe-se também que a concentracdo de 1,88 mg/L ¢é a que tem mais

influéncia neste processo.
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FIGURA 8. Influéncia da concentracdo de GA3 no desenvolvimento das plantas de Capsicum
baccatum var. pendulum

Para a pimenta cambuci ndo se observa a mesma varia¢do de tamanho de parte aérea e
raiz. Pode-se perceber que a concentracdo de 1,88 mg/L influenciou no crescimento das

plantas tanto em parte aérea quanto em raiz.

5.3 INDUCAO DE CALOS

Um més apds a transferéncia, os explantes incubados em meio contendo 5 mg/L de
BAP e 0,2 mg/ L de ANA bem como os que continham 5 mg/L de BAP e 0,1 mg/ L de AIB
apresentaram formacdo de calos pequenos e oxidados tanto para os hipocotilos quanto para
cotilédones o que comprova a dependéncia de genétipo uma vez que Silva, (2010)
trabalhando com explantes de Piper aduncum L. E Piper hispidinervum obteve &timos
resultados quanto a formagéo de calos utilizando difentes concentragdes de ANA (Figura 9a e
9b).
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FIGURA 9. Calos induzidos a partir de (a) cotilédones e (b) hipocétilos com 5mg/ L de BAP
e 0,2 mg/ L de ANA apds 30 dias de cultivo.

Por outro lado, os cotilédones incubados com meio contendo 2 mg/ L de 2,4-D com
10 dias de cultivo ja apresentavam calos bem formados e sem presenca de oxidacdo (Figura
10a) e por isso, foram os melhores explantes. Ao contrario, 0os hipocétilos durante este mesmo
periodo de cultivo ndo apresentaram a formacao de calos(Figura 10b). Santana-Buzzy (2009)
trabalhando com Capsicum chinense jacq. Observou uma melhor resposta trabalhando com

hipocotilos.

FIGURA 10. Calos induzidos a partir de (a) cotilédones e (b) hipoco6tilos com 2 mg/L de 2,4-
D ap6s 10 dias de cultivo.

5.4 CULTIVO DE APICES

Observou-se que durante o processo onde 0s apices repicados para 0 meio de
formacdo de raizes foram transferidos diretamente para a luz sofreram hiperhidricidade
(Figura 11), isso pode ser consequéncia da falta do periodo de adaptagdo ao novo meio, pois
0S apices que permaneceram no escuro durante o tempo de adaptacdo ndo sofreram este

problema. Os apices que apresentaram hiperhidricidade sucumbiram.
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FIGURA 11. Apices que apresentaram hiperhidricidade a esquerda.

Pode-se observar também que os apices inoculados previamente em meio contendo
carvdo ativo apresentaram formacdo de raizes em maior quantidade e em menor tempo, 12
dias ap0s a repicagem para 0 meio de formacdo de raizes enquanto os demais levaram em
média de 15-20 dias (Figuras 12a e 12b). Costa et al. Em 2006 verificou também a influéncia

do carvao ativo no desenvolvimento de raizes em cultivo in vitro de bananeira.

FIGURA 12. Plantulas regeneradas através de apices de C. baccatum em meio pulse contendo
carvao ativo. (a) Formacao de raizes (b) Parte aérea.

No processo de aclimatacdo obteve-se éxito com todos os apices (Figura 13).

FIGURA 13. Plantulas antes de serem transferidos para ambiente externo
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6 CONCLUSOES

A germinagdo das sementes da pimenta dedo-de-moca in natura foi superior a
germinacdo das sementes da dedo-de-moga comercial. Por outro lado a pimenta cambuci
comercial apresentou um percentual de germinacdo superior ao da cambuci in natura. Este
fato sugere que hé a necessidade de um processo de secagem e de um método eficiente para a
quebra da dorméncia.

A utilizacdo do acido giberélico nas concentragdes testadas ndo foi eficiente para
quebrar a dorméncia da pimenta cambuci, porém a concentracdo de 1,88mg/L promoveu uma
maior velocidade na germinacdo da semente tipo dedo-de-moca comercial e apresentou um
efeito de alongamento das plantulas de pimenta.

O melhor meio para indugéo de calos foi MS com 3% de sacarose enriquecido com 2
mg/L de 2,4-D. Os cotilédones foram os explantes que melhor responderam a inducéo.

No processo de cultivo in vitro dos apices, observou-se que o melhor meio de cultivo
foi 0 MS com 3% de sacarose e 2 g de carvao ativo, sendo enriquecido com 10 mg/L de BAP
e 0,5 mg/L de AIB mantidos no escuro a 28°C. A formacdo de raizes utilizando MS com 3%
de sacarose enriquecido com 0,5 mg/L de BAP e 1,7 mg/L de AIA se mostrou eficiente,
porém é necessario um periodo de adaptacdo antes de serem transferidas para a luz.

A aclimatacdo das plantulas originadas a partir dos &pices ocorreu com sucesso uma

vez que ndo houve perda, confirmando a eficiéncia do processo.
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