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Resumo - Este estudo teve por objetivo desenvolver uma metodologia de multiplicagdo
in vitro para Xylopia aromatica, visando a produgdo de mudas, avaliando-se meios
de cultura e concentra¢des de reguladores de crescimento mais adequados. Foram
utilizados, como explantes, segmentos nodais, provindos de brotacdes de mudas
produzidas via seminal e mantidas em viveiro. Foram testados os meios de cultura
Murashige & Skoog (MS) e Wood Plant Medium (WPM) suplementados com 800 mg L*!
de polivinilpirrolidona (PVP), 30 g L' de sacarose, 0,054 uM de acido naftalenoacético
(ANA) e 6 g L' de agar e concentragdes de 2,22 e 3,55 uM de benzilaminopurina
(BAP) para a multiplicagao in vitro. Aos trinta dias, avaliou-se o niimero de brotagdes
laterais emitidas e o percentual de explantes formando calos na base. As maiores
taxas de multiplicag@o foram obtidas com o meio MS acrescido de 3,55 uM de BAP.
Em relagdo a formagao de calos na base dos explantes, 0 meio MS promoveu maior
formagdo quando comparado ao WPM, no entanto ndo comprometeu a formagao de
brotos. Foi possivel estabelecer as fases de introdugdo ¢ multiplica¢do, definindo assim
0 meio de cultura e concentra¢des de reguladores de crescimento mais adequados ao
cultivo in vitro de Xylopia aromatica.

In vitro multiplication of Xylopia aromatica under different
culture media and BAP concentrations

Abstract- The purpose of this study was to develop an in vitro multiplication methodology
for Xylopia aromatica, aiming the production of seedlings, evaluating culture media
and concentrations of more suitable growth regulators. Nodal segments from seedlings
produced from seeds and kept in a nursery were used as explants. The Murashige &
Skoog (MS) and Wood Plant Medium (WPM) culture media were tested supplemented
with 800 mg L' of polyvinylpyrrolidone (PVP), 30 g L' of sucrose, 0.054 uM
of naphthaleneacetic acid (NAA), 6 g L' of agar and concentrations of2.22 and 3.55 uM
of benzylaminopurine (BAP) for in vitro multiplication. At 30 days, the number of
lateral sprouts emitted and percentage of explants forming callus at the base were
evaluated. The highest multiplication rates were obtained on MS medium supplemented
with 3.55 uM of BAP. Regarding callus formation, the MS medium promoted greater
formation than WPM medium, however it did not compromise the formation of shoots.
It was possible to establish the introduction and multiplication phases, thus defining
the culture medium and concentrations of growth regulators most suitable for in vitro
culture of Xylopia aromatica.
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Introducio

Xylopia aromatica (Lam.) Mart., conhecida
popularmente como pimenta-de-macaco, ¢ uma espécie
arborea semidecidua, heliofita, pioneira, seletiva xerdfita
e zoocorica, pertencente a familia Annonaceae (Lopes et
al., 2011; Lorenzi, 2014), sendo recomendada para fins
de recuperagio de areas degradadas situadas em locais
com solos pobres e com déficit hidrico (Socolowski et
al., 2012). No entanto, de acordo com esses mesmos
autores, devido a dorméncia morfologica apresentada
pelas sementes da espécie, a taxa de germinagao ¢ baixa,
o que dificulta a producdo em viveiro.

As aplicagdes da micropropagacdo para espécies
nativas destinam-se, principalmente, para genotipos
considerados de dificil multiplicagdo por métodos
convencionais de propagac¢do (Pinhal et al., 2011),
conservagdo de germoplasma in vitro de espécies em
extingdo (Malosso et al., 2012) e para o desenvolvimento
de técnicas da biologia molecular (Xavier et al.,
2013). Visto que X. aromatica apresenta limitagdes
em sua propagac¢do seminal, a micropropagacao ¢ uma
alternativa para tentar superar esse entrave.

Os meios nutritivos sdo utilizados amplamente na
cultura de células, orgios e tecidos vegetais, atuando
como fonte de nutrientes e substancias essenciais
para o crescimento e desenvolvimento de plantas
(Grattapaglia & Machado, 1998). O meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) ¢ um dos mais utilizados
para a propagagao de espécies nativas, demonstrando
bons resultados para diversas espécies (Oliveira et al.,
2013). Em contrapartida, o meio Wood Plant Medium
(WPM) (Lloyd & McCown, 1981) foi desenvolvido
especialmente para o cultivo in vitro de espécies
lenhosas, sendo muito utilizado para espécies florestais
(Oliveira et al., 2013).

Uma das principais dificuldades da micropropagagao de
espécies lenhosas baseia-se em estabelecer combinagdes
entre elementos do meio de cultura que proporcionem o
crescimento e desenvolvimento adequados dos explantes
(Oliveira et al., 2013). Cada fase da micropropagacao
necessita de um controle na propor¢ao dos reguladores
de crescimento, sendo utilizado com maior frequéncia
um balanco entre auxina e citocinina (Xavier et al.,
2013).

Considerando a importancia da X. aromatica,
a dificuldade em propagar a espécie por métodos
convencionais e a caréncia de estudos relacionados a
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sua micropropagacao, esta pesquisa teve como objetivo
desenvolver uma metodologia de multiplicacdo in vitro,
visando a produgao de mudas, avaliando-se as condi¢des
de cultivo in vitro para definicdo de meio de cultura de
cultura e concentragdes de reguladores de crescimento
mais adequados.

Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Melhoramento Florestal, da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, em Diamantina, MG.

Foram utilizados explantes de segmentos nodais,
contendo gemas axilares, oriundos de brotagdes de
plantas de Xylopia aromatica produzidas via seminal e
mantidas em casa de vegetagdo, com irrigacdo somente
no substrato até a emissdo de novas brotagdes.

Para introdugdo in vitro, fez-se a desinfestagdo das
brotagdes coletadas em solugdo fungicida durante 15 min,
sendo lavadas seis vezes em agua destilada e autoclavada.
Apos esse procedimento, os segmentos nodais de
aproximadamente 2 cm foram excisados e imersos em
alcool 70% durante 30 s. Imediatamente apos, esses
foram imersos por 5 min em solug@o de hipoclorito de
sodio 2%, adicionada de 5 gotas de Tween 20 para cada
100 mL de solucdo. Os explantes foram entdo lavados
seis vezes em agua destilada e autoclavada e inoculados
em tubos de ensaio contendo meio de cultura.

Para o estabelecimento in vitro utilizou-se o meio
Murashige & Skoog (MS), com 50% dos sais e vitaminas;
30 g L' de sacarose; 800 mg L' de polivinilpirrolidona
(PVP); 2,22 uM de benzilaminopurina (BAP); 0,54 uM
de acido naftalenoacético (ANA); e 6 g L! de agar. O
experimento foi instalado com gemas emitidas e isentas
de contaminagao.

Uma exsicata da espécie estd depositada no Herbario
Dendrologico Jeanine Felfili (HDJF), situado no
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, sob o
numero de registro HDJF — 3359.

Meios de cultura e bioensaios

Utilizou-se os meios de cultura MS ¢ Wood Plant
Medium (WPM), suplementados com 800 mg L' de
PVP, 30 g L' de sacarose ¢ 6 g L' de agar. Foram
utilizadas as concentragdes de 2,22 e 3,55 uM de BAP
¢ 0,054 uM de ANA.
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O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,8 +
0,02, antes da inclusdo do agar. Foi autoclavado por
15 min a 121 °C e pressao de 1 atm, sendo resfriado
antes da inoculacao do material vegetal.

Ainoculagio foi feitaem tubos de ensaiode 25 x 150 mm,
vedados com tampas plasticas, contendo 10 mL de
meio de cultura. Apds, os explantes foram transferidos
para a sala de cultura 25 £ 2 °C, fotoperiodo de 16 h e
intensidade luminosa de 40 pmol m2 s,

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos (MS + 2,22 BAP;
MS + 3,55 BAP; WPM + 2,22 BAP e WPM + 3,55 uM
de BAP), com quatro repetigdes e seis tubos com um
explante por repeticao. Este experimento foi constituido
pelo cultivo inicial e dois cultivos subsequentes (cultivo
inicial, subcultivos 1 e 2). Durante os subcultivos,
respeitou-se o historico do explante, ou seja, a repicagem
de cada explante foi realizada para o tratamento
semelhante ao do seu cultivo anterior. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Aos 30 dias de cada subcultivo, fez-se a avaliagdo
do nimero médio de brotacdes laterais emitidas por
explante em cada tratamento. Para a avaliacdo do
percentual de explantes com formagdo de calos, foram
consideradas quatro categorias de calos (ausente, baixo,
médio e alto). Essas categorias foram definidas por meio
de uma escala visual de avaliacdo em relagdo a area de
ocupacgao do calo dentro do tubo de ensaio (0%: ausente;
25%: baixo; 50%: médio; 75-100%: alto). Apds, avaliou-
se o percentual de explantes em cada categoria.

Resultados

Foram encontradas diferengas entre os tratamentos em
todos os subcultivos de Xylopia aromatica, em relagao
ao numero de brotagdes emitidas.

No cultivo inicial e nos subcultivos subsequentes,
o meio Murashige & Skoog (MS) apresentou melhor
desempenho para emissdo de brotagdes, quando
comparado com o meio Wood Plant Medium (WPM)
(Figura 1). As respostas de emissdo de brotacdes
em explantes cultivados em meio MS acrescido
de benzilaminopurina (BAP) foram consideradas
satisfatorias, pois possibilitaram o incremento em altura
e em nimero de brotagdes, originando novos explantes
durante a fase de multiplicagdo (Figura 2).
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Figura 1. Numero médio de brotacdes emitidas por explante,
em resposta aos meios de cultura e concentragdes de BAP, no
cultivo inicial e nos subcultivos 1 ¢ 2 (subl ¢ sub2). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia, dentro de um mesmo subcultivo.

Figure 1. Average number of sprouts emitted per explants,
in response to culture media and BAP concentrations in the
initial culture and subcultures 1 and 2 (sub1 and sub2). Means
followed by the same letter do not differ within the same
subculture by Tukey's test at 5% of significance.

Foto: Kennedy de Paiva Porfirio

Figura 2. Efeito da concentracdo de BAP na multiplicagdo
de explantes de Xylopia aromatica apés 30 dias em meio de
cultura contendo 0,054 uM de ANA. A) MS + 2,22 BAP, B)
MS +3,55 BAP, C) WPM +2,22 BAP ¢ D) WPM + 3,55 BAP.
Figure 2. Effect of BAP concentration on the multiplication of
Xylopia aromatica explants after 30 days in culture medium
containing 0.054 uM of ANA. A) MS +2.22 BAP, B) MS +
3.55 BAP, C) WPM + 2.22 BAP and D) WPM + 3.55 BAP.
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Nao foi verificado efeito fitotoxico do BAP e também
nao foi observada oxidagao dos explantes durante a fase
de multiplicacao.

Observou-se que o numero de brotagdes emitidas,
em todos os tratamentos, tendeu a aumentar do cultivo
inicial para o subcultivo 1, seguido de decréscimo do
subcultivo 1 para o 2 (Figura 2).

No cultivo inicial, os tratamentos MS + 2,22 BAP e
MS + 3,55 BAP foram semelhantes, diferindo apenas
dos tratamentos WPM + 2,22 BAP ¢ WPM + 3,55 BAP.
Entretanto, nos demais subcultivos, o tratamento MS +
3,55 BAP mostrou-se superior em relacao aos demais.

Em geral, no meio MS os explantes apresentaram
folhas verdes, vigorosas e brilhantes durante toda fase
experimental (Figuras 3A e 3B). No entanto, no meio
WPM, no subcultivo 2, os explantes perderam o vigor,
apresentando folhas com coloracdo amarelada e reducao
do tamanho (Figuras 3C e 3D).

Foto: Kennedy de Paiva Porfirio

Figura 3. Multiplicag@o de explantes de Xylopia aromatica
no subcultivo 2. A) MS + 2,22 BAP, B) MS + 3,55 BAP, C)
WPM + 2,22 BAP e D) WPM + 3,55 BAP.

Figure 3. Multiplication of Xylopia aromatica explants in
subculture 2. A) MS +2.22 BAP, B) MS + 3.55 BAP, C) WPM
+2.22 BAP and D) WPM + 3.55 BAP.

Com relagdo a formagao de calos, avaliada por meio
da area de ocupagdo do calo em relagdo ao meio de
cultura (Figura 4D), foi observado 71% de explantes
sem calos (Figura 4A) no cultivo inicial, 13% com baixo
percentual ¢ 8% com médio e alto percentual para o
tratamento MS + 2,22 BAP. O tratamento MS + 3,55 BAP
apresentou 63% de explantes sem calos, 33% com baixo
percentual e 4% com percentual médio. Nos demais
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tratamentos, o percentual observado foi baixo e ausente.
No subcultivo 1 (Figura 4B), houve queda no percentual
de calos na categoria alto no tratamento MS + 2,22 BAP,
sendo que as categorias médio e baixo apresentaram
50% cada. No tratamento MS + 3,55, houve aumento
no percentual de calos nas categorias médio e alto (8%
e 58%, respectivamente) e no tratamento WPM + 2,22
houve queda na classe baixo, passando de 29% para
21%. Neste caso a maior quantidade de explantes ndo
apresentava calos (79%). Em geral, observou-se auséncia
de calos ou baixo calejamento no subcultivo 2 (Figura
4C).

A porcentagem de calos foi superior nos tratamentos
que continham o meio MS, quando comparado com o
meio WPM, porém, a quantidade de calos foi diminuindo
gradativamente apos cada subcultivo. Ainda assim, a
formacdo de calos ndo comprometeu a formagdo de
brotos.
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Figura 4. Percentual de explantes de Xylopia aromatica com
calos nas quatro categorias, em resposta aos meios de cultura
e concentragdes de BAP no cultivo inicial (a), subcultivo 1
(b), subcultivo 2 (c) e escala visual das categorias de calos
(d): 1) ausente, 2) baixo, 3) médio ¢ 4) alto.

Figure 4. Percentage of Xylopia aromatica explants with
callus in the four categories in response to culture media and
BAP concentrations in the initial culture (a), subculture 1 (b),
subculture 2 (c) and visual scale of callus categories (d): 1)
absent, 2) low, 3) medium and 4) high.

Discussao

Trabalhos que abordem a micropropagacao do género
Xylopia nao sdo reportados na literatura. No entanto,
para a familia Annonaceae, principalmente para o género
Annona, a possibilidade de uso da micropropagagao tem
sido investigada com o intuito de contornar problemas
em relacdo a propagagdo por métodos convencionais
(Encina et al., 2014).

O destaque do meio Murashige & Skoog (MS), em
relagdo aos demais meios de cultura, muitas vezes ¢
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elucidado pela concentrag@o mais elevada de nitrogénio
presente nesse meio em relagdo aos demais (Rodrigues
etal, 2012).

Nao existe uma formulagao padrao de meio de cultura,
sendo utilizadas diversas formula¢des no cultivo in vitro.
Contudo, o meio MS, com suas modificagdes e dilui¢des,
tem apresentado maior sucesso para propagagdo de
diversas espécies lenhosas (Golle et al., 2012).

Este fato foi constatado por Brondani et al. (2010),
que verificaram para Liquidambar styraciflua que o meio
de cultura MS apresentou efeito superior para massa
fresca da brotacdo e comprimento das brotagdes emitidas
por explante, quando comparado com o meio Wood
Plant Medium (WPM). No presente estudo, os resultados
obtidos indicaram que o meio WPM ndo ¢ o melhor
para o cultivo in vitro de Xylopia aromatica. Resultados
superiores do meio MS também foram observados por
Miranda et al. (2016), quando testaram os meios MS
50%, MS 100%, WPM 50% e WPM 100%, com adi¢ao
de 0,6 mg L' benzilaminopurina (BAP) ¢ 0,01 mg L' de
acido naftalenoacético (ANA). Os autores verificaram
que o meio MS 100% promoveu o maior numero de
brotacdes em explantes de Eremanthus incanus.

Diferentemente dos resultados obtidos neste trabalho,
Freitas et al. (2016) verificaram que o uso de 1 uM de
BAP em meio WPM proporcionou maior numero de
gemas e folhas, sendo recomendado para a multiplicagao
in vitro de Annona emarginata.

Entre os fatores que controlam a morfogénese in
vitro de anonaceas, podem-se destacar os reguladores
de crescimento, especialmente o balango entre
auxina e citocinina. O BAP tem sido a citocinina
mais utilizada para induzir brotagdes em diversas
espécies de anonaceas (Nagori & Purohit, 2004).
Em diversos estudos de multiplicagdo de espécies
lenhosas, a quantidade de brotos aumentou a medida
que se elevaram as concentracdes de BAP (Kielse et
al., 2009). Os reguladores de crescimento ANA ¢ BAP
demonstraram importancia na propagacao in vitro
de Dioscorea rotundata, uma vez que combinagdes
de ambos favoreceram o desempenho da espécie
(Ezeibekwe et al., 2009).

As citocininas estimulam a formagao ¢ o crescimento
da parte aérea até uma determinada concentracdo, que
varia de acordo com as exigéncias de cada espécie.
Acima de determinada concentracdo, as citocininas
podem apresentar efeito fitotoxico no desenvolvimento
morfogénico dos explantes (Grattapaglia & Machado,
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1998). O fato de ndo ter sido verificado efeito fitotoxico
do BAP no presente estudo, deve-se a, provavelmente,
as concentragdes utilizadas estarem dentro da zona
de maximo incremento para o desenvolvimento dos
explantes de Xylopia aromatica. Deccetti et al. (2005),
ao compararem diversas concentragoes de BAP, usado
isolado ou em combinagdo com concentragdes de ANA,
e com ou sem 1,0 mg L' de GA, em meio basico MS
para a multiplicagdo de Annona glabra, verificaram que
todos os tratamentos, mesmo aqueles sem reguladores
de crescimento, obtiveram, em média, 1,5 brotos
por segmento nodal. Entretanto, os brotos mais
desenvolvidos foram obtidos com 0,5 mg L' (2,22 uM)
de BAP utilizado isoladamente.

Nagori & Purohit (2004) demonstraram que a adi¢ao
de citocininas no meio de cultura é essencial para indugado
de brotos adventicios, em segmentos de hipocdtilos
de Annona squamosa, e que um maior numero de
brotacdes poderia ser obtido com a utilizacdo de BAP
em concentragdes de 5,0 mg L', quando comparado com
as demais concentragdes de BAP e com concentragdes
de Kinetin e Thidiazuron (TDZ).

Os reguladores de crescimento sdo de grande
importancia para o meio de cultura, dada sua atuagdo no
crescimento e no controle, em grande parte, do padrao de
desenvolvimento in vitro dos explantes. Sua utilizag¢do e
teores variam em fungao dos objetivos, da espécie e do
tipo de explante (Xavier et al., 2013). A interagdo entre
baixas concentragdes de auxinas e concentragdes mais
elevadas de citocininas pode favorecer a indugdo de
brotagdes, por estimular as divisdes celulares. A presenca
de auxina em concentragdes elevadas pode estimular a
inducdo de calo (Cheng et al., 2013).

Concentragdes mais altas de citocinina podem
promover a formagao de calos, o que nao € objetivo na
fase de multiplicag@o. A formacao de calos na base do
explante pode comprometer a proliferacdo de gemas
axilares e a funcionalidade do sistema radicular, pois
podem inibir a protusdo de raizes. Consequentemente,
interferem no completo desenvolvimento in vitro e na
aclimatizagdo das plantulas (Grattapaglia & Machado,
1998). A fase de calo, por se tratar de uma forma indireta
de organogénese, em periodos prolongados de cultivo
in vitro, também pode ocasionar a variagdo somaclonal
(George & Sherrington, 1984).
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Conclusoes

O meio MS acrescido de 3,55 uM de benzilaminopurina
(BAP) foi mais adequado na fase de multiplicacdo de
Xylopia aromatica, quando comparado com o meio
Wood Plant Medium (WPM).

Foi possivel estabelecer as fases de introducao e
multiplicag@o de gemas axilares, definindo assim o meio
de cultura e concentragdes de reguladores de crescimento
mais adequados ao cultivo in vitro de Xylopia aromatica,
dando inicio a um protocolo de micropropagacdo da
espécie.
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