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RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi estudar as respostas morfogenéticas de explantes de jenipapei-
ro em diferentes condi¢cdes de cultura in vitro para subsidiar futuros protocolos de multiplicag@o e producio in
vitro de metabolitos secundarios. Apos 90 dias de cultivo, as plantulas de jenipapeiro foram segmentadas
(segmentos nodal e foliar) e transferidas para meio MS suplementado com 30 g L™ de sacarose e diferentes
concentragdes de 2,4-Diclorofenoxiacético - 2,4-D (0; 4 ¢ 8 mg L) combinadas com quatro concentragdes de
benzilaminopurina-BAP (0; 1; 2 ¢ 3 mg L™). Aos 120 dias a porcentagem de explantes com resposta morfoge-
nética quanto a formagdo de calos e/ou organogénese foi avaliada. O 2,4-D nas concentragdes de 4 ¢ 8 mg L™
induz aumento na resposta morfogenética, principalmente na formacdo de calos, segmentos foliar ¢ nodal de
Genipa americana L. acesso SIR. O BAP a 1,77 mg L™ induz maior formagéo de calos em segmentos foliares e
maior regeneracdo de brotos nos segmentos foliar ¢ nodal. As concentragdes de 2,4-D ¢ BAP estudadas ndo
induzem a formagao de calos embriogénicos nos segmentos foliar e nodal de jenipapeiro do acesso SIR.

Palavras-chave: Genipa americana L. Organogénese in vitro. Calogénese. 2,4-Diclorofenoxiacético. Benzila-
minopurina.

MORPHOGENETIC RESPONSES OF JENIPAPO IN DIFFERENT IN VITRO CULTURE
CONDITIONS

ABSTRACT - The goal of this paper was to study the morphogenetic responses of jenipapo explants in differ-
ent culture conditions in vitro to support multiplication and in vitro production of secondary metabolites proto-
cols. After 90 days of cultivation, the jenipapo seedlings were segmented (nodal and leaf segments) and trans-
ferred to MS medium supplemented with 30 g L sucrose and different concentrations of 2.4 2.4-
Dichlorophenoxyacetic acid -2.4-D (0; 4 and 8 mg L") combined with four concentrations of benzilamino-
purine- BAP (0; 1; 2 and 3 mg L™"). After 120 days the percentage of explants with morphogenetic response, as
is the formation of calluses and/or organogenesis was evaluated. The 2.4-D at concentrations of 4 and 8 mg L'
induces an increase in morphogenetic response, especially in callus formation, of leaf and nodal segments. The
BAP 1.77 mg L™ induces increased callus formation in leaf segments and induces their higher shoot regenera-
tion in leaf and nodal segments. The concentrations of 2.4- D and BAP studied do not induce the formation of
somatic embryogenesis in leaf and nodal segments of jenipapo SIR access.

Keywords: Genipa americana L. Organogenesis in vitro. Callogenesis. 2.4-Dichlorophenoxyacetic acid. 6-
Benzilaminopurine.
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INTRODUCAO

A familia Rubiaceae possui 550 géneros e
aproximadamente 9.000 espécies (JUDD et al.,
2008). O género Genipa tem apenas duas espécies:
G. americana L.; e G. infundibuliformis Zappi &
Semir. A primeira é nativa e cultivada em toda a
regido neotropical, desde o México até a Patagonia.
E a segunda ¢ encontrada apenas no Centro-Sul do
Brasil (DELPRETE et al., 2005).Genipa americana
L. é uma espécie de importancia econdmica por sua
multiplicidade de uso, sendo utilizada como esséncia
florestal, como produtora de alimentos, na recompo-
si¢do de matas ciliares, em atividades medicinais e
ainda para o repovoamento de animais em zonas
tropicais da fauna brasileira (BAHIA, 2012). Apre-
senta, também, grande demanda por parte do merca-
do de frutas frescas por se bastante saborosa, de bai-
xa perecibilidade e com excelentes qualidades nutri-
cionais (DANTAS et al., 2009).

O estudo de respostas morfogenéticas in vitro

tem sido aplicado para diversas espécies de impor-
tancia econdmica como a banana, 0 mamao, a toma-
te, o pau-brasil e a seringueira (BORGES et al,
2005; BORGES et al, 2006; SEGUI-
SIMARRO;NUEZ, 2007, WERNER et al., 2009;
COSTA et al., 2011; MODESTE et al., 2012;). A
morfogénese in vitro resulta da interagdo entre os
processos de indugdo, competéncia celular, determi-
nagdo e diferenciagdo celular (CHRISTIANSON;
WARNICK, 1983) que culminam na obtencdo de
orgdos ou embrides somaticos.
A capacidade de regeneracdo in vitro ¢ uma das exi-
géncias para a producdo de plantas utilizaveis em
programas de melhoramento genético. Como cada
genotipo apresenta um potencial especifico, diversos
protocolos tém sido elaborados com o intuito de de-
senvolver tecnologias que possam acelerar o proces-
so de regeneracdo (OLIVEIRA et al,
2006).Usualmente o jenipapeiro tem sido propagado
por sementes, entretanto estudos indicam a possibili-
dade de propagacdo assexuada por enxertia por bor-
bulhia, garfagem e micropropagagcdo (DANTAS et
al., 2009).As técnicas de propagacdo in vitro em
massa de jenipapeiro tém sido baseadas na organogé-
nese (ROCHA, 2006; YEE et al., 2010) com o uso
de cotilédones, folhas e hipocoétilo na presenga de
reguladores como benzilaminopurina e o acido nafta-
lenoacético. Existem poucos relatos cientificos sobre
a indugdo de calos embriogénicos em jenipapeiro.

Adicionalmente, o cultivo de calos e células
tém facilitado a elucidacdo dos fatores que interfe-
rem no metabolismo secundario, tendo em vista a
producdo in vitro de compostos de importincia me-
dicinal in vitro (OKSMAN-CALDENTEY; INZE,
2004).0 jenipapeiro ¢ quimicamente caracterizado
pela presencga de iridoides, sendo a genipapina o pri-
meiro a ser isolado de frutos da espécie no Brasil
( DEJERASSI, 1960 citado por BARBOSA, 2008) ¢
apresentar propriedades farmacoldgicas e poder anti-

oxidante (ALMOG et al., 2001; KOO et al., 2004;
BYUNG-CHUL et al., 2005 citados por BARBOSA,
2008).

Deste modo, o objetivo do presente trabalho
foi estudar as respostas morfogenéticas de explantes
de jenipapeiro em diferentes condi¢des de cultura in
vitro para subsidiar futuros protocolos de multiplica-
¢do e producdo in vitro de metabdlitos secundarios.

MATERIAL E METODOS

As sementes para a produgdo de plantulas
assépticas doadoras de explantes foram obtidas de
frutos maduros de acessos de jenipapeiro de popula-
¢do natural do povoado Siriri, Sergipe (acesso SIR)
(10°36'50.79"S; 37°07'36.05"0). Apds a extracao, as
sementes foram mantidas por 24 horas em tempera-
tura ambiente. Em seguida, submetidas a assepsia em
cimara de fluxo laminar, sendo imersas em alcool
70% (v/v) por 60 segundos e em solucdo de hipoclo-
rito de sodio (NaOCl), com 2,5% de cloro ativo na
propor¢do 2:1 com duas gotas de detergente por 20
minutos (ROCHA, 2006). Ao final desse tempo,
foram lavadas trés vezes em agua destilada e autocla-
vada.

Para obtencdo de plantulas assépticas, as se-
mentes foram inoculadas em meio de cultura basico
com metade da concentragdio de sais MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), com 30 g L™ de
sacarose ¢ 4,5g L' de Phytagel® (ALMEIDA et al.,
2013). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8
+ 0,1 e previamente autoclavado por 15 minutos em
temperatura de 121 + 1°C e pressdo de 1,05 atm.

Para o estudo das respostas in vitro, foram
utilizados dois tipos de explantes, segmentos nodais
e foliares, excisados de plantulas assépticas de jeni-
papeiro com 90 dias de cultivo in vitro. Os explantes
foram inoculados em frascos de vidro com capacida-
de de 250 mL, contendo 30 mL de meio de cultura
basico MS 30 g L' de sacarose ¢ gelificados com 4,5
g L' de Phytagel®. Foram avaliadas trés concentra-
¢des (0; 4 e 8 mg L") de 2,4- diclorofenoxiacético
(2,4-D) combinadas com quatro concentragdes (0; 1;
2 ¢ 3 mg L") de benzilaminopurina (BAP).

As culturas foram mantidas em sala de cresci-
mento com temperatura controlada de 25 + 2°C, umi-
dade relativa do ar médio em torno de 70%, auséncia
de luz por 90 dias e depois transferidas para fotoperi-
odo de 12 horas de luz e intensidade luminosa de 60
umol m™ s durante 30 dias, totalizando 120 dias de
cultivo.

O delineamento estatistico foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 4 x 2 (trés con-
centragdes de 2,4-D combinadas com quatro concen-
tracdes de BAP e dois tipos de explantes — segmento
foliar e segmento nodal), totalizando 24 tratamentos
com cinco repeticdes. Cada parcela experimental foi
composta de trés frascos contendo dois explantes/
frasco. Aos 120 dias a porcentagem de explantes
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com resposta morfogenética foi avaliada quanto a
formacdo de calos e/ou organogénese.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia
pelo teste F(P<0,05) e comparados pelo teste de Tu-
key(P<0,05). E para tratamentos quantitativos foi
realizada analise de regressdo (P<0,05) e ajustadas
equagoes de regressdo polinomial utilizando progra-
ma estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo isolado do 2,4-D,
BAP e do explante (E) e das interacdes 2,4-D x E ¢
BAP x E na porcentagem de explantes com resposta
morfogenética (Tabela 1), ndo havendo efeito signifi-
cativo para as demais combinagdes de fatores.

Tabela 1. Resumo do quadro de andlise de varidncia da porcentagem de explantes de jenipapeiro (Genipa americana L.) do
acesso Siriri (SIR) com resposta morfogenética em fungdo de diferentes concentragdes de benzilaminopurina (BAP) e 2,4-D

diclorofenoxiacético (2,4-D) e do tipo de explante.

FV GL QM
2,4D 2 17736,884007**
BAP 3 2880,457804%*
Explante (E) 1 18287,928640%*
2,4-D x BAP 6 386,924481™
24-DxE 2 11225,433978%*
BAP xE 3 2548,532370%*
2,4-DxBAPxE 6 968,582290 ™
Erro 96 450,617284
CV (%) 26,56

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; e ns-ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

A porcentagem de explantes com resposta
morfogenética variou segundo uma regressao linear
para ossegmentos foliar e nodal na presenga de 2,4-
D. Houve um acréscimo gradativo na resposta em
fung@o do aumento das concentragdes de 2,4-D, prin-
cipalmente em segmentos nodais (Figura 1). O tipo
de explante influenciou na resposta morfogenética,
sendo observado no segmento nodal maior formagéo
de calos friaveis e organogénese direta e indireta
comparado com o foliar na auséncia e na presenca de
4 mg L' de 2,4-D. O estadio fisiologico do explante
¢ um fator importante, conforme relatado por Guerra
et al. (1999), e estd relacionado com o numero de
receptores das células responsivas para os regulado-
res de crescimento presentes no meio de cultura.

Na presenca de BAP fora observado um com-
portamento linear da resposta morfogenética em seg-
mentos nodais, havendo uma pequena redugdo na
resposta dessa variavel em fungdo do aumento das
concentragdes de BAP. A sua adigdo ao meio de cul-
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tura teve efeito positivo na resposta morfogenética
do explante foliar, com comportamento quadratico e
ponto maximo de resposta observado na concentra-
¢do de 1,77 mg L' de BAP. Na auséncia dessa cito-
cinina fora observado o desenvolvimento morfoge-
nético de apenas 47,22% dos explantes foliares
(Figura 2). A presenga de citocinas no meio de cultu-
ra tem sido reportada por varios autores como indu-
tor de maior resposta morfogenética in vitro. Segun-
do Borges et al. (2005), a adicdo de thiadizuron
(TDZ) no meio de cultura promoveu maior formacao
de calos basais nas cultivares de tomateiro Diva,
Carmem e Thomas. Em explantes de mamoeiro, Bor-
ges et al. (2006) obtiveram maior formagao de calos
fridveis e varios brotos regenerados na presenga de
0,22 mg L' TDZ. Ferreira et al. (2005) demonstra-
ram o aparecimento de estruturas embriogénicas em
explantes foliares de cupuagu cultivados em meio de
cultura suplementado com essa citocinina.
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Figura 1. Porcentagem de resposta morfogenética (calogénese e/ou organogénese) de segmentos nodal e foliar do acesso de
jenipapeiro (Genipa americana L.) SIR (Siriri) em fun¢do da concentragdo de benzilaminopurina (BAP) aos 120 dias de
cultura in vitro. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os segmentos nodal e foliar, dentro de

cada concentra¢do de BAP.
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Figura 2. Porcentagemde resposta morfogenética (calogénese e/ou organogénese) de segmentos nodal e foliardo acesso de
jenipapeiro (Genipa americana L.) SIR (Siriri) em fungio da concentragdo de benzilaminopurina (BAP) aos 120 dias de
cultura in vitro. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os segmentos nodal e foliar,

dentro de cada concentragdo de BAP.

Observou-se nesse estudo que houve diferen-
ca estatistica entre os explantes foliar e nodal na au-
séncia e na presenca de BAP nas concentragdes 1 e 3
mg L. De modo geral, o explante nodal apresentou
maior resposta morfogenética na auséncia e na pre-
senca do BAP do que o explante foliar. Somente na
concentragdo de 2 mg L' de BAP os segmentos no-
dal e foliar ndo diferiram entre si. Resultados seme-
lhantes foram observados por Borges et al. (2005)
em hipocétilo de diferentes cultivares de tomateiro e
por Jordan (2011) em segmentos nodais de Vascon-
cellea chilensis Planch quando comparado com seg-
mentos foliares. Em Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hic-
ken a combinagdo hormonal favoreceu o crescimento
do calo e ao mesmo tempo a regeneracdo (FLORES

et al., 2006). Esses autores verificaram que nessa
espécie os segmentos nodais apresentaram melhores
respostas quanto a proliferagdo de calos friaveis e
morfogénese em relagdo aos segmentos foliares.

Na presenga de 2 e 3 mg L™ de BAP nio hou-
ve regeneragdo de brotos por organogénese em am-
bos os explantes, sendo verificada na auséncia de
BAP maior regeneracdo por organogénese 15,27 e
37,50% para os segmentos foliar e nodal, respectiva-
mente (Tabela 2). A utilizacdo de reguladores de
crescimento vegetal adicionados ao meio de cultura
tem a fun¢do de suprir provaveis deficiéncias de
fitormoénios nos explantes oriundos da planta matriz
com o objetivo de induzir os processos de desdife-
renciagdo e rediferencia¢do celular, culminando na
formacdo de tecidos e d6rgdos determinantes para o
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desenvolvimento da planta in vitro (PIZA et al.,
2001). Provavelmente o nivel enddgeno de citocini-
na nos explantes foi suficiente para induzir a forma-
¢do de brotos, tendo o BAP efeito inibitério quando
adicionado ao meio de cultura. Segundo Santos
(1998) citado por Cordeiro et al. (2006), elevadas
concentragdes de citocinina parecem reagir com a
quantidade de auxina enddgena do explante, o que
leva a formacao de calos provocando certa inibicdo
no surgimento dos brotos. As altas porcentagens de
calogénese observadas em ambos os explantes na

presenga de BAP corroboram com esses autores.

Ambos os explantes também apresentaram
baixa regeneracgdo na presenca de 2,4-D ¢ maior ca-
logénese na presenca de 2,4-D. Oliveira et al. (2006)
observaram que explantes de hipocotilo de feijao
caupi (Vigna wunguiculata (L.) Walp.), cultivares
‘Jodo Paulo II’ e ‘Setentdo’ apresentaram maior for-
magcio de calos na presenca de 4,4 mg L' de TDZ,
enquanto as cultivares ‘Epace 10’ e ‘Pitiiba’ na pre-
senca de 2 mg L™ de 2,4-D.

Tabela 2. Valores médios da porcentagem de calogénese e organogénese em segmentos foliar e nodal de jenipapeiro
(Genipa americana L.) na auséncia e na presenca de BAP e 2,4-D aos 120 dias de cultivo.

Calogénese Organogénese
BAP (mg L") Foliar Nodal Foliar Nodal
0 31,95 56,62 15,27 37,50
1 76,46 97,21 1,39 2,79
2 85,29 90,63 0 0
3 66,67 84,62 0 0
Calogénese Organogénese
2,4-D (mg L) Foliar Nodal Foliar Nodal
0 30,43 76,04 0 9,38
4 72,91 87,50 4,17 10,42
8 89,59 85,73 8,33 10,42

De modo geral, os explantes foliares apresen-
taram a formagdo de calos friaveis e organogénese
indireta (Figura 3 A e B) e os segmentos nodais, ca-
los fridveis e organogénese direta (Figura 3 C e D).
A regeneragdo de brotos via organogénese indireta
foi relatado também em Pfaffia tuberosa (Spreng.)
Hickenem segmentos nodais cultivados com 22,5 mg

L'de BAP e 221,0 mg L'de 2,4-D (FLORES et al.,
2006). O tipo de calo formado em um determinado
genotipo, seu grau de diferenciagdo celular e poten-
cial morfogénico dependem do explante e dos cons-
tituintes do meio de cultura, conforme relatado por
George e Sherrington (1984).

Figura 3. Formagdo de calos fridveis em segmentos foliares (A) e nodais (C) na presenca de 4 mg L de 2,4-D ¢ de brota-
¢es adventicias (organogénese) em segmentos foliares (B) e nodais (D) na presenca de 1 mg L' BAP de jenipapeiro

(Genipa americana L.).
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Nao foi observada até os 120 dias a indugdo
de calos embriogénicos nos diferentes tratamentos
testados. Em estudos in vifro com o pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam.),Werner et al. (2009)
também ndo definiram as concentragdes ideais de
reguladores de crescimento para a expressdo de em-
brides somaticos, ressaltando que essa espécie neces-
sita de elevadas concentracdes de auxina, como o 2,4
-D. Posteriores estudos deverdo ser conduzidos para
a inducdo de embrides somaticos e sua conversiao
em plantas completas de jenipapeiro.

A capacidade apresentada por diversos ex-
plantes de jenipapeiro em formar calos, em meio
suplementado com diversos reguladores de cresci-
mento, indica a possibilidade de produgao in vitro de
compostos de importancia medicinal in vitro, confor-
me preconizado por (OKSMAN-CALDENTEY;
INZE, 2004). Estudos mais aprofundados, como a
avaliacdo do estadio fisioldgico e dos niveis endoge-
nos de fitormonios nos explantes para melhor contro-
le da expressdo morfogenética in vitro ¢ da produgdo
de metabolitos secundarios deverdo ser considerados
futuramente.

CONCLUSOES

O 2,4-D nas concentragdes de 4 e § mg L~
'induz aumento na resposta morfogenética, principal-
mente na formagdo de calos, de segmentos foliar e
nodal de Genipa americana L. do acesso SIR. O
BAP a 1,77 mg L induz maior formagio de calos
em segmentos foliares e sua auséncia induz maior
regeneracdo de brotos nos segmentos foliar e nodal.
As concentragdes de 2,4-D ¢ BAP estudadas ndo
induzem a formagdo de calos embriogénicos nos
segmentos foliar e nodal de jenipapeiro do acesso
SIR.
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