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RESUMO

NASCIMENTO, Larissa Luzia Peixoto. Indu¢do da embriogénese somatica de
jenipapeiro. Sao Cristovao: UFS, 2022. 57p. (Dissertacdo — Mestrado/em Agricultura e
Biodiversidade).*

A embriogénese somatica ¢ uma técnica na cultura de tecidos que possibilita a aplicacdo de
metodologias para conservacdo dos recursos genéticos € a propagacdo de espécies vegetais
em larga escala. Em Genipa americana L., esta técnica pode viabilizar sua propagacao e
producdo comercial, minimizando as perdas genéticas com o extrativismo, seu nico modo de
exploracao atualmente, além de potencializar seus usos em grandes setores industriais. Diante
do exposto, este trabalho teve como objetivo realizar um estudo da embriogénese somatica no
jenipapeiro. O experimento foi dividido em duas etapas: a primeira com explantes foliares e
nodais do acesso UMB, cultivados em meio primario, composto por Y2 MS dos sais, 30 g/L
de sacarose, 400 mg/L. de extrato de malte, 3 g/L de phytagel® e 4 combinagdes dos
reguladores ANA e BAP com as concentracdes: 0,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/L. Apds 40 dias foram
avaliados o percentual de cobertura de calos (0 a 3) e os tipos de calos. Aos 90 dias de cultura
no escuro, as culturas foram transferidas para o meio secundério (meio primario + 10 uM de
2,4-D) com um fotoperiodo de 12 h. Aos 50 dias no meio secundario foi avaliada a presenga
de calos embriogénicos e foi feita a indu¢do da maturacdo por estresse osmético em meio com
diferentes concentracdoes de Phytagel® (3,0; 5,0; 7,0 e 9,0 g/L). A segunda etapa foi
conduzida com explantes foliares de cinco populagdes de jenipapeiro (UMB, JSA, SC, CER e
SAL) em meio primario e 3 combinacdes dos reguladores ANA e BAP com as concentragdes
4,0 e 6,0 mg/L. Em intervalos de 10 dias durante 60 dias foram avaliados o incremento de
massa fresca dos calos para a determinacdo da sua curva de crescimento e a avaliagdo da
indugdo de calos embriogénicos. A indugdo de calos foi considerada promissora com notas
acima de 2,5, foram observadas caracteristicas de calos tipo 1, com potencial de gerar calos
embriogénicos e calos tipo 2. O desenvolvimento dos calos tipo 1 foi superior na presenca dos
reguladores de crescimento, as concentracdes de 8,0 mg/L de BAP e 6,0 mg/L de ANA para
segmento nodal e 8,0 mg/L para explantes foliares. Os calos tipo 2 foram induzidos em maior
quantidade em segmentos nodais (100%) na auséncia de ANA e de BAP e na presenca de 4,0
e 6,0 mg/L de ANA (100%). A concentragao de 6,0 mg/L de BAP foi propicia para a indugado
de calos embriogénicos no ensaio preliminar com o acesso UMB. O acesso SAL foi superior
aos demais nas 3 combinacdes de reguladores testadas com 100% de calos embriogénicos,
confirmados a partir de andlises citoquimicas com carmin acético e azul de Evans. A curva de
crescimento atingiu as fases lag, exponencial e estacionaria aos 60 dias de cultura in vitro. As
concentracdes de Phytagel® testadas ndo apresentaram efeitos significativos na maturacao
dos embrides.

Palavras-chave: Reguladores de crescimento, curva de crescimento, maturagdo de embrides.

* Comité Orientador: Prof* Dr* Ana da Silva Lédo — UFS/Embrapa (Orientadora). Prof® Dr Paulo Augusto
Almeida Santos — UFS (Co-orientador).



ABSTRACT
NASCIMENTO, Larissa Luzia Peixoto. Induction of somatic embryogenesis in genipap.
Sao Cristovao: UFS, 2022. 57p. (Thesis - Master of Science in Agriculture and Biodiversity).

*

Somatic embryogenesis 1s a tissue culture technique that makes genetic resources
conservation and the propagation of plant species on a large scale possible. For Genipa
americana L., this technique can make commercial propagation and production feasible,
minimize the genetic drift caused by extractivism, currently the only form of exploitation, and
promote the use of this crop in large industrial sectors. Given the above, this study tested
somatic embryogenesis in genipap. The experiment was divided into two stages: the first
analyzed leaf and nodal explants of the accession UMB, cultivated in a primary medium of
half strength Murashige and Skoog salts (2 MS) with 30 g/L sucrose, 400 mg/L malt extract
and 3 g/L gelling agent Phytagel®, plus all 16 possible combinations between the growth
regulators naphthaleneacetic acid (NAA) and benzylaminopurine (BAP) and concentrations of
0.0; 4.0; 6.0 and 8.0 mg/L. After 40 days, the percentage of callus coverage and callus types
were evaluated on a 0 - 3 score scale. After 90 days in the dark, the culture was transferred to
the secondary medium (primary medium + 10 uM 2.4-D) with a 12-h photoperiod. After 50
days in the secondary medium, the presence of embryogenic calli was evaluated and osmotic
stress maturation induced with different Phytagel® concentrations (3, 5, 7 and 9%). The
second step consisted of the cultivation of leaf explants from five genipap populations (UMB,
JSA, SC, CER and SAL) in primary medium plus three combinations of NNA and BAP
regulators (4.0/4.0; 4.0/6.0 and 6.0/4.0 mg/L NNA and BAP, respectively). For 60 days, every
10 days, the fresh weight increase of the calli was evaluated to establish the growth curve and
assess embryogenic callus development. Callus induction at scores above 2.5 was considered
promising. Characteristics of type 1 calli were observed, which could possibly generate
embryogenic and type 2 calli. Type 1 calli developed better in the presence of growth
regulators, i.e., from the nodal segments, at concentrations of 8.0 mg/L. BAP and 6.0 mg/L
NNA, and from the leaf explants at 8.0 mg/L NNA. Induction of type 2 calli at 100%
occurred only in nodal segments in the absence of NNA and BAP and in the presence of 4.0
and 6.0 mg/L NNA. The concentration of 6.0 mg/L BAP promoted induction of embryogenic
calli in the preliminary assay with accession UMB. Accession SAL developed more (100%)
embryogenic calli than the others in response to the three above regulator combinations,
confirmed by cytochemical analyses with acetic carmine and Evans blue. The growth curve
reached the lag, exponential and stationary phases after 60 days of in vitro culture. No
significant effects of the tested Phytagel® concentrations on embryo maturation were
observed.

Keywords: Growth regulators, growth curve, embryo maturation.

* Supervising Committee: D.Sc. Ana da Silva Lédo — UFS/Embrapa (supervising). D.Sc. Paulo Augusto
Almeida Santos — UFS (Co-supervising).



1. INTRODUCAO GERAL

Distribuida amplamente pelo continente americano, a Genipa americana L., conhecida
como jenipapeiro, pertence a familia Rubiaceae e possui um alto potencial de uso. Grandes
setores industriais como farmacéuticos, téxteis e alimenticios j& se beneficiam das
propriedades desta espécie (MOURA, 2014). Além disso, ¢ considerada umas das principais
espécies utilizadas para a recuperacdo de areas degradadas e arborizag¢do urbana, por conta de
sua boa adaptabilidade as condi¢des de desenvolvimento (NEVES et al., 2017).

Em contrapartida, a sua exploracdo extrativista indiscriminada coloca em risco sua
diversidade genética, comprometendo a regeneragdo natural e impossibilitando a expansdo e
aprimoramento de seus usos. Por isso, metodologias tanto de conservagdo quanto de
melhoramento para espécies florestais nativas sdo essenciais para o desenvolvimento
socioeconomico ambiental, uma vez que a conservacdo dos recursos genéticos garante a
perpetuagdo das espécies € o melhoramento possibilita a produgao de plantas em larga escala,
atendendo as necessidades do mercado (OLIVEIRA et al., 2013).

Como a germinacao do jenipapeiro € lenta e desuniforme, com rapida perda de
viabilidade, protocolos para propagacdo por sementes sdo desfavoraveis para a espécie. Dessa
forma, técnicas da cultura de tecidos se tornam uma alternativa viavel, ja que sdo amplamente
utilizadas para a conservagao e propagacdo de outras espécies com o mesmo tipo de problema
(DIAS et al., 2012).

Dentre as vias de propagacdo in vitro, a embriogénese somdtica ¢ considerada a
melhor op¢do para as espécies frutiferas, pois permite uma taxa de multiplicacdo superior a
qualquer outra técnica, além de ndo depender de periodos especificos para obtencdo de
material vegetativo e ter o controle do tempo de producao, contribuindo para a reducao de
seus custos (MOURA, 2016).

O processo da embriogénese somatica consiste na utilizacdo de células isoladas ou
grupo de células somaticas para gerar embrides somaticos, possibilitando a regeneracdo de
uma planta completa, sem a fusdo de gametas. Por meio de estimulos exogenos, ¢ possivel
seguir por duas vias: a direta, quando os embrides se formam diretamente do explante, e a
indireta, passando pela etapa de calogénese antes da indu¢ao de embrides somaticos, sendo
esta ultima, a mais promissora em espécies da mesma familia, como café (BARTOS, 2012).

Entretanto, resultados da embriogénese somatica no jenipapeiro sdo inexistentes,
sendo necessario o desenvolvimento de um protocolo basico para servir como banco de dados
com indicacao do melhor tipo de explante, reguladores de crescimento e comportamento de
acessos para inducdo embriogénica, além de andlises histologicas e citoquimicas para a
caracterizacao deste processo em todas as suas etapas.

Deste modo, o objetivo geral deste trabalho foi o estudo da indugdo da embriogénese
somatica no jenipapeiro testando diferentes tipos de explante, acessos e concentracdes de
reguladores de crescimento visando a regeneracdo de plantas em larga escala.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais: distribuicio geografica, classificacio ecologica, caracterizacio
morfoldgica e propagacao

A Genipa americana L. & uma espécie dicotiledonea pertencente a familia Rubiaceae,
classificada como a quarta maior familia da classe das angiospermas (RUZZA et al., 2020). O
género Genipa € constituido por apenas duas espécies, a Genipa americana ¢ a Genipa
infundibuliformis Zappi & Semir, sendo a primeira distribuida em grandes centros de
diversidade desde o México até a Argentina e ainda presente em paises da Asia e Africa, e a
segunda ¢ encontrada somente no centro-sul do Brasil (SILVA et al., 2015; SOUZA, 2016).

Bastante abundante no pais, estd presente em quase todo seu territorio, sendo
distribuida em todas as regides brasileiras ¢ em todos os biomas, exceto no pampa (RS), que
corresponde apenas a 2,07% do territorio brasileiro (MMA, 2020).

Em fung¢do da sua ampla distribui¢do, esta espécie possui varios nomes vulgares pelo
Brasil: cabagu, janapabeiro, janipapeiro, jenipa, jenipapo manso, jenipapo branco, jenipaca,
sendo jenipapo o nome mais conhecido (RAMALHO, 2003).

O jenipapeiro ¢ flexivel quanto as caracteristicas para o seu desenvolvimento, se
comportando bem em climas tropicais, se adaptando a diversos tipos de solos e até aqueles
que sdo periodicamente inundados e pobres em nutrientes (ALMEIDA et al., 2013). A faixa
de temperatura para o plantio ¢ de 18 °C a 28 °C, porém esta espécie ndo apresenta restricoes
a altas temperaturas e aceita um intervalo significante de pluviosidade, entre 800 e 4000 mm
(LORENZI, 1992; ZAPPI et al., 2015).

Quanto ao grupo sucessional ao qual estd inserido, existem estudos que apontam o
jenipapeiro como uma espécie pioneira (SALOMAO et al., 2003), secundria inicial
(ANDRADE et al., 2000) e como secundaria tardia, sendo este ultimo o grupo mais
comumente citado (NOGUEIRA, 2015).

Como caracteristicas botanicas, ¢ considerada uma espécie arborea semidecidua de
tronco reto e cilindrico, resistente, de copa frondosa podendo chegar at¢ 25 m de altura
(ERBANO et al., 2010), casca pouco espessa, possui folhas simples, opostas, oblongo-ovadas
e coriaceas, com um peciolo curto e duas estipulas (GOMES, 2020). As flores sdo
hermafroditas brancas, mudando de coloracdo a medida que vao envelhecendo e ficando
amarelas e o fruto ¢ do tipo baga globosa, com inimeras sementes que podem ser compridas,
trigonas ou até arredondas (MAGISTRALI et al., 2013).

A sua propagagdao pode ser sexuada e assexuada, sendo a primeira mais utilizada
(DANTAS et al., 2009). A propagacdo por sementes do jenipapeiro ¢ marcada por uma
germinagdo lenta, assincrona, de baixa uniformidade e sensivel a fatores de estresses abiodticos
como a salinidade, sodicidade e restricao hidrica, gerando dificuldades no desenvolvimento
das plantas em viveiros de producdo de mudas (SILVA ef al, 2020). Além disso, ¢
considerada como intermedidria, ou seja, as suas sementes t€ém a viabilidade afetada quando
seu teor de umidade estd abaixo de 10%, ndo sdo tolerantes a frio e perdem sua viabilidade
por completo em até 60 dias de armazenamento (MAGISTRALI et al., 2013).

Apesar dos estudos sobre a sua germinagdo desde a década de 90 e considerando os
tipos de armazenamento x viabilidade (CRUZ et al., 1998), temperatura, substrato e
concentracoes de reguladores de crescimento (COSTA et al., 2005), a espécie ndo possui um
método de propagacao ideal para o seu desenvolvimento inicial (MOURA, 2014).

Para a propagacdo assexuada tem-se relatos por alporquia (CARVALHO, 2003), que
consiste em utilizar um ramo ndo podado, que ¢ estimulado para o desenvolvimento de raizes,
através do anelamento ¢ do envolvimento do substrato umedecido. Pos a formagao das raizes,
este ramo ¢ individualizado, e assim formando uma nova planta e por enxertia (PRADO
NETO et al., 2007), unido de um ramo em outra planta formando um unico individuo. Além
desses métodos tradicionais, a propaga¢do sexuada e assexuada por cultura de tecidos de
plantas tem sido amplamente estudada com o estabelecimento de protocolos de conservagao,



por crescimento lento e criopreservacdo e propagagdo por organogénese ja foram
estabelecidos (SILVA et al., 2020). Considerando que espécies florestais nativas, assim como
jenipapo, sdo vulneraveis por conta da fragmentacdo de seus biomas e da substituicdo de seu
habitat natural por producdo de animais e monocultivos, a cultura de tecidos se apresenta
como uma ferramenta para a consolida¢cdo de geracdes futuras (SILVA et al., 2022).

2.2 Importancia econdmica, ecolégica e usos da Genipa americana L.

A Genipa americana L. € uma espécie utilizada para diversos fins, seja in natura ou
como matéria-prima para outros produtos, movimentando o comércio de pequenos produtores
garantindo renda e gerando empregos no mercado informal (RABBANI et al., 2012).

Cultivado em pequena escala em pomares e rogas indigenas, o jenipapeiro ainda
possui a exploracdo extrativista com principal forma de garantir recursos para atender a
demanda do mercado (SILVA et al., 2021). E notério o crescimento do consumo da fruta,
com base em dados da Central Estadual de Abastecimento do Espirito Santo-CEASA-ES,
entre 2002 e 2012, foram comercializadas cerca de 39,2 toneladas de frutos, sendo que o ano
de 2012 foi responsavel por 11 toneladas do total de vendas (CAMPO VIVO, 2012). Em
2017, aproximadamente 16 toneladas do jenipapo foram comercializadas na Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo-CEAGESP, compondo o 254° lugar no ranking
de frutos mais comercializados (CEAGESP, 2017).

E uma espécie considerada prioridade pelo programa Plantas para o Futuro para
cultivo e exploracdo na regido Nordeste (CORADIN et al., 2018) e no Centro-Oeste (MMA,
2016), com grande potencial de uso imediato entre as frutiferas nativas (SAMPAIO et al.,
2005). Com seu destaque sendo evidenciado, estratégias de conservacdo para seus recursos
genéticos foram estabelecidas e, em 2009, um Banco Ativo de Germoplasma-BAG foi
implantado pela Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no Campo experimental Jorge do
Prado Sobral, Nossa Senhora das Dores, SE. O BAG Jenipapo atualmente possui cerca de 210
acessos coletados nos estados de Sergipe, Bahia, Ceara, Minas Gerais e Distrito Federal
(SILVA et al., 2021).

Praticamente todas as partes da arvore sdo aproveitadas. Os frutos ricos em proteina,
ferro, fosforo, calcio e vitaminas sdao utilizados in natura na alimentagdo humana, na
fabricacdao de doces, compota, suco, refresco, vinho e aguardente (HAMACEK et al., 2013).
O licor ¢ uma importante bebida das festas juninas no Nordeste, sobretudo na Bahia e em
Sergipe. Seu fruto in natura é apreciado por muitos por conta de seu sabor marcante, ja seu
suco, quando fermentando, ¢ utilizado para preparagdes como compotas, doces e sorvetes, €
em bebidas como licores, vinhos e aguardentes (PACHECO et al., 2014). Sua madeira possui
caracteristicas ideais para movelaria, com uma boa trabalhabilidade e flexibilidade, sendo
usada em construgdes navais e civis, moveis de valor agregado, cabos de ferramentas e para
carpintaria em geral (CAMPELO, 2015).

Sua casca e frutos imaturos possuem uma substancia iridoide, a genipina, que em
contato com o ar ou com proteinas se torna um corante azul escuro e preto, poderoso para a
industria téxtil, farmacéutica, cosmética, entre outras (ERBANO et al., 2010). A genipina ¢
usada historicamente pelos indios para tingir tecidos, pintar os corpos em cerimonias
religiosas e enfeites (BELLE, 2017).

Alguns estudos revelaram o potencial medicinal da goma extraida do tronco das
arvores de jenipapeiro e do chd de suas raizes (RENHE et al., 2009). O extrato das folhas ¢
rico em polissacarideos, sendo caracterizado como farmacologicamente promissor (NONATO
et al., 2018), conferindo a espécie o uso na industria alimenticia, farmacéutica e biomédica
(NERI-NUMA, 2018), além da industria de cosméticos. Sdo descritas diversas propriedades
medicinais como agente antiasmatico, antianémico, diurético, afrodisiaco, antisifilitica,
tonico, antioxidante, anti-inflamatdrio e antiangiogénica (SILVA ef al., 2015). O extrato do
fruto aquoso tem o poder repelente e antialimentares em flebotomineos do género Lutzomya,
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que sdo principais vetores de transmissdo de doengas como leishmaniose, bartonelose e febre
por flebétomos (PEREZ et al., 2006).

No uso popular ¢ relatado o poder purgativo e antigonorreico do cha das suas raizes, a
casca do tronco ¢ usada como antidiarreico, emplasto para tlceras, dores, luxagdao, hematomas
e faringite (CORDEIRO et al., 2014). Suas folhas sdo utilizadas para doencas do figado e
febrifugo (ERBANO et al., 2010).

Por conta da boa adaptabilidade ecoldgica no seu desenvolvimento e seu efeito
biorremediador, a G. americana L. também ¢ utilizada para projetos de recuperagdo de areas
degradadas desde o menor grau causados por desmatamento, agricultura e pecudria, até o mais
alto nivel, causado por atividades de mineracao (OLIVEIRA et al., 2015).

2.3. Cultura de tecidos de plantas: conceitos, aplicacdes, etapas e rotas de regeneraciao

A cultura de tecidos de plantas tem se mostrado bastante eficiente na sele¢do, aumento
da produtividade e melhoramento genético de plantas. Iniciada nos primoérdios do século XX,
ela abrange diversas subareas como a fitopatologia, engenharia genética, quimica, fisiologia,
citogenética, bioquimica, biologia molecular, entre outras (ITHAPE et al., 2017).

E definida como uma técnica de multiplicagio ou clonagem de um material genético
por meio do isolamento de pequenos fragmentos de tecido vivo, definido como explante, de
um organismo vegetal. Estes explantes sdo desinfestados e inoculados em meio de cultura, em
condi¢des de temperatura e luminosidade especifica até a geragdo de uma nova planta com a
mesma carga genética (MORAIS et al., 2012).

Além da produgdo de clones, a técnica da cultura de tecidos de plantas permite a
producdo de mudas em grande escala, pois possibilita a manuten¢do de maior quantidade de
propagulos em espacos pequenos. Essa manutencao mais facilitada ¢ importante também para
a conservacdo de germoplasma in vifro, uma vez que o material genético estard seguro, sem
pragas, e a depender da metodologia aplicada, como a criopreservacao, o envelhecimento dos
explantes sera inibido (CANCADO et al., 2009; ISAH, 2016).

Na cultura de tecidos de plantas, a maioria das células pode ser considerada como um
explante, seja fragmentos de raiz, folhas, caules e tantos outros, desde que possam ser
estimulados nas condi¢cdes de indu¢do do meio de cultura, para a sua regeneragdo. A
responsavel por esse estimulo ¢ a totipoténcia vegetal, primeiro principio da cultura de tecidos
que se define como a capacidade da célula vegetal se diferenciar e formar um novo individuo
(MANTELL et al., 1994).

A regeneracdo e a multiplicagdo acontecem por duas vias: organogénese e
embriogénese somatica, sendo que as duas podem ocorrer de forma direta e/ou indireta
(MANTELL et al., 1994). Na via direta a regeneragao ocorre a partir de tecidos dos explantes,
e a indireta, quando a regeneracdo apresenta uma etapa anterior a regeneracao denominada de
calogénese. O calo ¢ um grupo de massas celulares pouco diferenciadas que sao formadas
antes da regeneracdo do individuo (TORRES et al., 2000).

O processo da organogénese ¢ definido como a formagao de 6érgaos vegetais, brotos ou
raizes, a partir de uma ou mais células, ¢ monopolar, ou seja, ocorre o desenvolvimento de
uma parte por vez e possui uma conexao vascular com o explante (KERBAUY, 1997). A
organogénese ¢ regida por um balango hormonal entre as classes das citocininas, regulador de
crescimento que induz o crescimento de brotos € das auxinas, que promovem o crescimento
da parte radicular (ANDRADE et al., 2000).

Este balango ¢ apresentado por Skoog e Miller (1957), que em estudos com células de
tabaco observaram que na presenca de maior quantidade de citocininas em relagdo as auxinas,
ocorre primeiro o crescimento da parte aérea, as brotagdes e, em condi¢do inversa, o
desenvolvimento das raizes. Quando a relagdo entre as duas classes de reguladores de
crescimento ¢ equimolar ocorre o desenvolvimento dos calos, ou seja, a organogénese indireta
(MARTINS et al., 2012).



Tendo como principio a totipoténcia celular, o processo de embriogénese somatica
inicia-se com a etapa da indu¢do embriogénica de uma unica ou grupo de células somaticas,
resultando em uma estrutura bipolar, contendo meristemas apicais aéreos e radiculares,
diferenciados em polos opostos (radicular e parte aérea) simultaneamente (WILLIAMS et al.,
1986). Essas células passam por estdgios similares aqueles observados na embriogénese
zigbtica, caracterizando-se como uma estrutura sem nenhuma conexao vascular com o tecido
materno (explante) (VON ARNOLD et al., 2002).

A embriogénese somatica permite a produgdo em larga escala de plantas,
possibilitando reduzir significativamente o custo por unidade de muda produzida (GUAN et
al., 2016), além de ser a Unica técnica de propagacdo vegetativa que produz mudas clonais
com raizes pivotantes. Em condi¢des apropriadas, os embrides somaticos podem ser obtidos
de forma sincronizada, com elevado grau de uniformizagao clonal e conformidade genética, o
que torna a embriogénese somatica uma importante técnica de propagacdo de plantas
(MOURA, 2016).

A técnica da embriogénese somadtica possui outras aplicagdes, como: producdo de
sementes sintéticas, conservagdo de germoplasma, proporcionando flexibilidade ao programa
de melhoramento, manipula¢do genética, pelo desenvolvimento de plantas transgénicas
(ANDRADE, 2002), rejuvenescimento de clones com caracteristicas de interesse, mas que
possuem desvantagens como baixa porcentagem de enraizamento ou crescimento
plagiotropico das mudas (sem ramificagdo) (PAIS, 2019).

O processo de embriogénese somatica passa por etapas de indugdo, multiplicagdo,
maturagdo e germinagdo. Para a inducdo das massas pro-embriogénicas ocorrer, € necessario
que o explante seja estimulado fisico, quimico ou fisiologico, sendo normalmente aplicadas
combinacdes de reguladores de crescimento das classes auxinas e citocininas, que controlam a
proliferacdo celular (PINHAL ef al., 2011). Além disso, nas plantas, as citocininas também
s30 necessarias para o estabelecimento da estrutura bipolar em embrides, além de melhorar o
desenvolvimento embrionario ap6s a indugdo do embrido somatico (REE; GUERRA, 2015).

O equilibrio hormonal entre os reguladores de crescimento determina se a
diferenciagdo celular ocorrerd e qual rota regenerativa ele seguird. Portanto, o efeito
fisiologico sobre o explante depende principalmente de sua concentracdo no meio de cultura
(TERMIGNONI, 2005).

Na multiplicagdo, as auxinas precisam estar em baixas concentracdes ou até mesmo
ausentes no meio de cultura devido a hipometilacdo do acido desoxirribonucleico-DNA. Este
evento epigenético desencadeia uma elevacdo na expressdo génica, iniciando uma série de
ciclos repetitivos de divisdo celular (LIDDLE et al., 2006; citados por COSTA et al., 2013).
O grupo das poliaminas tém funcdes de regulacdo de processos fisiologicos durante a divisao
celular e, dentro deste grupo, a putrescina tem sido alvo de estudos em vérios trabalhos,
evidenciando a sua importancia no estabelecimento da embriogénese somatica (MOURA,
2016). O seu balanco com outros reguladores como o acido abscisico favorece altas taxas de
conversdes de embrides somaticos em algumas espécies (CVIKROVA et al., 1998).

A maturacdo ou regeneracdo dos embrides ¢ realizada por influéncia de agentes
osmoticos e reguladores de crescimento que estdo presentes no meio de cultura, eles fornecem
estimulos necessarios que cessam as divisdes celulares da fase anterior, levando os embrides a
um estdgio maduro (FURTADO, 2009). A ultima fase, a germinagdo, ¢ a formagdo de
plantulas por meio de embrides somaticos maduros, reguladores de crescimento também
podem auxiliar um melhor desempenho nesta etapa (OLIVEIRA, 2018).

A embriogénese somatica indireta, com a calogénese, ¢ uma rota promissora e tem
sido utilizada na maioria das espécies vegetais com protocolos especificos e otimizados para
cada genotipo (BARTOS, 2012). Mesmo que a inducdo de calos seja sob condicdes
controladas, o resultado do processo esta ligado a fatores como idade e tipo de explante.
Estudos mostram que apesar de explantes de diferentes idades serem capazes de gerar calos,
tecidos mais jovens t€ém uma maior capacidade de expressar totipoténcia, considerando sua
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plasticidade morfogenética (HARTMANN et al., 2018). Adicionalmente, segmentos nodais e
foliares possuem grande potencial de formarem calos (REBOUCAS et al., 2007; OLIVEIRA
etal.,2018).

Bartos (2012) classificou os diferentes tipos de formacao de calos em café: os calos
primarios com crescimento ndo persistente (Tipo 1), calos primarios com crescimento
persistente (Tipo 2) e os calos embriogénicos. Estes calos possuem caracteristicas fenotipicas
diferentes, sendo que o primario tipo 1 tem sua formagdo em granulos iniciada nas bordas das
folhas, com estrutura compacta de coloracdo levemente amarelada e crescimento regular,
podendo ou ndo dar origem a calos embriogénicos. J4 o calo tipo 2, ndo embriogénico, ¢é
caracterizado como compacto, aquoso, esbranquicado, com crescimento desordenado e
intenso, competindo espago com os calos embriogénicos. Anatomicamente esse tipo de calo
possui células parenquimaticas alongadas, com amplos espagos intercelulares, nicleos poucos
evidentes e vacuolos bem desenvolvidos.

Os calos embriogénicos sdo os calos friaveis, eles possuem uma coloragdo amarelo
intenso, com crescimento reduzido, suas formas anatomicas sdo caracterizadas por serem
semelhantes as células meristematicas, de tamanho pequeno, com citoplasma denso, paredes
mais estreitas, nucleo grande central e nucléolos mais evidentes e formato celular
isodiamétrico, vacuolos sdo pequenos e fragmentados, eventualmente ha presenga de grao de
amido localizado proximo ao nucleo (SILVA et al., 2020).

Para a visualizagdo dos tipos de calos, em suas estruturas e origens sao realizadas
andlises histologicas que permitem através de cortes anatomicos diferenciar as células
embriogénicas e ndo embriogénicas, de acordo com as caracteristicas anatomicas de cada uma
(RABELO, 2019). Além das analises histoldgicas, os calos podem ser expostos a testes com
corantes que identificam seus componentes, como o corante Lugol que visualiza o amido das
células embrionarias, Sudan III para lipidios de células embriondrias e o azul de Evans e
carmim acético para a visualiza¢ao de pro-embrido somatico (GUERRA et al., 1999).

Ao longo do tempo, estudos complementares foram realizados sobre composi¢dao do
meio, condicdes fisicas da cultura, tipo de indugdo de estresse e tipo de auxina, mas alterando
o genoétipo, muitas vezes os resultados esperados ndo foram alcangados. Também o tipo de
explante doador diverge entre as espécies em estudo (PAIS, 2019).

2.4 Estudos in vitro com Genipa americana L.

Poucos protocolos foram estabelecidos para a cultura in vitro de Genipa americana L.,
mesmo que seja considerada uma boa estratégia para a propagacdo € a conservagao da
espécie, j4 que ¢ uma possibilidade para uma producdo comercial em larga escala e
conservagao da variabilidade genética (PINHAL et al., 2011).

Conforme apresentado na Tabela 1, a maioria dos protocolos de regeneragao in vitro
foi estabelecida via organogénese, constatando-se que esta espécie possui um bom potencial
organogénico (YEE et al., 2010). Entretanto, observa-se a auséncia de protocolos de
embriogénese somatica.

Dentre os aspectos observados nos trabalhos desenvolvidos sobre a cultura de tecidos
do jenipapeiro, observa-se um padrdo na escolha do meio de cultura, onde comumente ¢
utilizado o meio MS, estabelecido por Murashige e Skoog (1962), sendo diferenciado pelas
porcentagens de sais usadas. A adicdo de reguladores de crescimento € recorrente,
principalmente das classes das auxinas, como 4cido indolbutirico-(AIB), 4acido
nafetalenoacético-(ANA) e 2,4-Diclorofenoxiacético-(2,4-D), este ultimo, utilizado para a
regeneracdo indireta, na indug¢do de calos (SERRANO et al., 1996). A possibilidade de
formacao de calos permite a abrangéncia de estudos relacionados a embriogénese somatica e
producdo de metabdlitos secundarios (NOGUEIRA et al., 2007).

Ao ampliar a visdo para outras espécies que estdo inseridas na familia Rubiaceae, a
Coffea arabica L. pode ser considerada uma espécie modelo, pois possui diversos protocolos
ja definidos de embriogénese somatica para diferentes tipos de explantes: folhas (ALMEIDA
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et al., 2008), raiz (ALVES et al., 2020), segmentos nodais (RIBEIRO et al., 2002),
fragmentos de entren6s (DUBLIN, 1980), protoplastos (SCHOPKE et al., 1987) e suspensdes
celulares (RODRIGUEZ et al., 2000), sendo o primeiro o mais utilizado (TEXEIRA et al.,
2004).

Este sucesso embriogénico com o café pode ser a base para formulagcdo de
metodologias para outras espécies, como a Genipa americana L. Aspectos como tipos €
composi¢do de meio, explantes e condi¢des de cultivos sdo levados em conta e adaptados no
desenvolvimento de novos protocolos.



Tabela 1. Resultados alcangcados com a aplicagdo de técnicas de cultura de tecidos de plantas na propagacdo Genipa americana L.2007-2019.

Referéncias Explante Meio de cultura Método Condicdes de cultivo Resultados
Rebougas et al.,| Segmentos | Meio MS basico + 30 g/L de . 0 . L .~
2007 caulinares sacarose + 8 g/L_ de dgar 3,0 mg/L de AIB Escuro (120 dias) 85% de explantes responsivos e maior n° de embrides
. , . 3,0 mg/L de 2,4 D favoreceu maior n° de calos friaveis
_l’_ - 2 2
Rebougas et al., | Segmentos de | Meio MS bésico +30 g/l de | 3,0 mg/L de 2,4-D Escuro (120 dias) 1,5 mg/L de 2,4 D favoreceu maior n° de explantes com

2007

epicétilo

sacarose + 8 g/L de agar

1,5 mg/L de 2,4-D

embrides

Posicao vertical

Posicdo VI proporciona mais eficiéncia organogénica

Moreira et al., | Segmentos do | Meio MS basico + 30 g/L de invertida (VI) fotoperiodo de 16 h a Posicio VN proporciona maior n° de brotacio ¢ folhas

2007 hipocétilo sacarose ¢ 4 mg/L. de BAP Posigdo vertical 27 °C+1 °C (60 dias) ¢ prop ) ¢

expandidas
normal (VN)
Rocha et al., | Segmentos do Meio MS bésico +30 g/L de Fotoperiodo de 16 h a D N
2008 hipocotilo sacarose +2,0 g/L de 2,0 mg/L de AIB 25 °C2 °C (60 dias) Maior indice de rizogénese
Phytagel® +2,2 g/L. de BAP

Almeida et al., Meio 2 MS + 30 g/L de Fotoperiodo de 12 h a ~ o A .

2013 Sementes SacATOSe - 25 °C£2°C (120 dias) Formacao de 78% de plantulas normais

. , . Escuro (90 dias) a 25
, +

Almeida et al., Segmento nodal Melsoaz:\;[rsols): SJ:C;) 5 3/?4 %1/5 « 8,0 mg/L. de 2,4-D + | °C+2°C + fotoperiodo Acima de 90% de respostas morfogenéticas

2015 & ~ 8 0,77 mg/L de BAP | de 12 ha 25 °C+2 °C ° p &

Phytagel® .
(30 dias)
. . Meio MS basico +30 g/L de .
011V621(1‘)21 7e tal, Efng::é);: sacarose + 4 g/L de 0,6 mg/L de ANA l;(;t(%)ilgod 8 ?46 51d6i;ls; Regeneracdo de 70% dos embrides zigdticos
& Phytagel® + 4,44 uM de BAP

Oliveira et al., .| Meio MS basico + 30 g/L de Escuro a 25 °C+2 °C .

2017 Segmento foliar sacarose + 1,77 mg/L de BAP 6,0 mg/L de 2,4-D (60 dias) Maior incremento de massa fresca de calo (142,05 mg)

. Meio MS bésico + 30 g/L de .

Oliveira et al., Segmento foliar sacarose + 4 g/L de 2,0 mg/L de 2,4-D Fotoop 61‘106010 de 16 .h a Apds 60 dias ocorreu uma maior indugdo de calos

2018 25°C + 2 °C (90 dias)

Phytagel®
5 po - -
Souza et al., | Segmentos de | Meio MS basico + 30 g/L de 1.12 mo/L de BAP Fotoperiodo de 16 h a i(il/ioncllzt;eggnceorr?3%‘33(?:?&?:23&2‘?; g %?;;d:dgsd:
2019 hipocétilo sacarose + 7 g/L de agar ’ & 25 °C=£2 °C (40 dias) ¢ ° p

exposicao.
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4. ARTIGO 1
INDUCAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA EM ACESSOS DE JENIPAPEIRO

Periédico submetido (ou a ser submetido): Ciéncia Rural
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer a indu¢do da embriogénese somadtica indireta em
acessos de jenipapeiro. O ensaio preliminar para a identificagdo das concentragdes (0,0; 4,0;
6,0 e 8,0 mg/L) de ANA e BAP e do tipo de explante mais responsivo a indu¢do embriogénica
foi realizado com segmentos nodais e foliares do acesso UMB, cultivados no escuro em meio
MS ' dos sais, 30 g/L. de sacarose e 3g/L. de Phytagel®. Aos 90 dias de cultivo os calos
embriogénicos foram identificados e selecionados para a fase de maturacdo dos embrides
somaticos sob estresse osmotico induzido por concentragdes diferentes de Phytagel® (3,0;
5,0; 7,0 € 9,0 g/L), apos 40 dias a massa (g), presenca de pro-embrides (%) € embrides em
maturacio (%) foram avaliados. Para o ensaio final foram utilizados explantes foliares dos
acessos UMB, SAL, JSA, SC e CER cultivados em meio MS Y2 dos sais com as combinagoes
de 4,0/4,0; 4,0/6,0 e 6,0/4,0 mg/L de ANA e BAP, para o estabelecimento da curva de
crescimento durante os 60 dias iniciais de cultivo e aos 120 dias a presenca de calos
embriogénicos foi avaliada. A combinac¢do 4,0/6,0 mg/L de ANA e BAP em explantes
foliares proporcionou a formagdo de calos embriogénicos e pro-embrides no acesso UMB.
Houve diferencas no comportamento entre acessos, com o SAL respondendo melhor a
embriogénese. A curva de crescimento foi caracterizada pela presenca das fases lag,
exponencial e linear do desenvolvimento celular. Ndo houve maturacdo de embrides
somaticos sob condi¢des de estresse osmotico.

Palavras-chave: Genipa americana L., Rubiaceae, Cultura de Tecidos de Plantas,
Propagagao.
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4. ARTICLE 1

Title: INDUCTION OF SOMATIC EMBRYOGENESIS IN GENIPAP ACCESSIONS
Paper submitted (or to be submitted) to: Ciéncia Rural

ABSTRACT

The objective of this study was to induce and evaluate indirect somatic embryogenesis in
genipap accessions. In a preliminary assay, concentrations (0.0; 4.0; 6.0 and 8.0 mg/L) of the
growth regulators NNA and BAP were tested in all possible 16 combinations on two explant
types (nodal and leaf segments of accession UMB) with regard to the capacity of
embryogenic induction in the dark, in half strength Murashige and Skoog salts (2 MS) with
30 g/L sucrose and 3 g/L. Phytagel®. After 90 days of culture, the embryogenic calli were
identified and selected for the maturation phase of somatic embryos by osmotic stress induced
by different Phytagel® concentrations (3.0; 5.0; 7.0 and 9.0 g/L). After 40 days, the weight
(g), presence of pro-embryos (%) and maturing embryos (%) were evaluated. For the final
test, leaf explants of the accessions UMB, SAL, JSA, SC and CER were used, cultivated in Y4
MS with NNA and BAP combinations of 4.0/4.0; 4.0/6.0 and 6.0/4.0 mg/L, respectively, to
establish the growth curve during the initial 60 days of culture. After 120 days, the presence
of embryogenic calli was evaluated. The NNA/BAP combination 4.0/6.0 mg/L induced the
formation of embryogenic and pro-embryo calli in leaf explants of the UMB accession. The
accessions differed and SAL performed better than the others with regard to embryogenesis.
The growth curve was characterized by the presence of lag, exponential and linear phases of
the cell development. Under osmotic stress, no maturation of somatic embryos was observed.

Keywords: Genipa americana L., Rubiaceae, Plant Tissue Culture, Propagation.
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4.1. Introducio

O jenipapeiro (Genipa americana L.) ¢ uma espécie nativa pertencente a familia
Rubiaceae e ndo endémica do Brasil, ocorrendo nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2017). Essa espécie foi reconhecida entre dez
prioridades muito altas pelo Programa Plantas do Futuro do CNPqg/Banco Mundial/Global
Environment Facility/Ministério do Meio Ambiente (MMA)/Probio, com maior potencial de
uso imediato entre arvores frutiferas nativas do Brasil (CORADIN et al., 2018).

E considerada uma espécie que une os pilares socioecondmicos e ambientais. Seus
usos alimenticios, farmacologicos, téxteis e na construgdo civil movimentam grandes setores
industriais. Sua importancia cultural para os indios, que no passado utilizavam o fruto como
fonte natural de corante, e importancia ecologica por conta de suas caracteristicas
edafoclimdticas sdo destaques em projetos de recuperagdo de areas degradadas e arborizacao
urbana (BELLE, 2017).

Estratégias para preservar os seus recursos genéticos tém sido alvo de diversas
instituigdes no pais. A implantacdo do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Tabuleiros
Costeiros em 2009 abriu oportunidades para a conservagdo e estudos dos diferentes acessos
presentes no BAG, assim como para a introdugdo da espécie no cultivo in vitro, visando a
conservagao do germoplasma e o melhoramento genético (SILVA et al., 2020).

A cultura de tecidos de plantas tem se tornado uma grande ferramenta para a
agricultura, com multiplas funcionalidades como a propagagdo e conservagdo de plantas,
transformagdo genética, intercimbio de germoplasma, entre outras. Entre as técnicas de
propagagao assexuada in vitro, a embriogénese somatica ¢ amplamente utilizada para espécies
com potencial comercial como Coffea arabica (BARTOS, 2012), Theobroma cacao L.
(RABELO, 2019), dentre outras.

A embriogénese somatica ¢ uma rota morfogénica de obtencao de plantas completas,
sem a fusdo de gametas, sendo capaz de ocorrer de forma direta, com embrido somatico
formado a partir do explante, ou indireta, com a etapa da calogénese, sendo considerada a
mais promissora e de alta produtividade para as frutiferas (ANDRADE, 2014).

Os calos embriogénicos ou massas embriogénicas sdo células em estadios de
diferenciacdo, que podem adquirir novas competéncias por meio de estresses provocados por
fatores exdgenos como reguladores de crescimento, sendo capazes de formar embrides
somaticos em grandes quantidades, por ser um processo de alta frequéncia (SUGIMOTO et
al., 2011; FREITAS, 2014). A inducdao dos calos embriogénicos e, posteriormente, dos
embrides somaticos, estd condicionada a escolha do gendtipo, do tipo de explante,
composi¢ao do meio de cultura, reguladores de crescimento e condi¢des de cultura in vitro.

Todo protocolo de embriogénese somatica ¢ desenvolvido especificamente para a
espécie, podendo ter como explantes raiz, embrides zigdticos, hipocotilos e foliares, ou seja,
qualquer parte da planta que tenha uma boa capacidade de regeneracao (BARRUETO, 2015).
Além disso, individuos da mesma espécie podem apresentar respostas diferentes mesmo
cultivados em condicdes iguais, sendo vital o estabelecimento do protocolo de propagagdo
para gendtipos com maior potencial embriogénico (LELJAK-LEVANIC et al., 2015). Para o
estresse indutor das massas embriogénicas, reguladores de crescimento da classe das auxinas
se fazem necessarios, porém as concentragdes requeridas para o sucesso in vitro variam muito
entre as espécies (MIRANDA et al., 2019).

A maioria dos protocolos de regeneragdo in vitro para jenipapeiro foi estabelecida via
organogénese, constatando-se que a espécie possui um bom potencial organogénico (YEE et
al., 2010). Entretanto, o estabelecimento de protocolos de embriogénese somatica ainda ¢
desconhecido. Dessa forma, ¢ imprescindivel a formagdo de uma base de dados com melhores
genotipos a serem utilizados, tipo de explante e concentracdes dos reguladores de crescimento
que viabilizem a técnica para a espécie. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi realizar
estudos sobre a inducao da embriogénese somadtica do jenipapeiro, analisando diferentes tipos
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de explantes, acessos, concentracdes de reguladores de crescimento e condigdes de cultura in
Vitro.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Obtencao de plantas assépticas in vitro fonte de explantes

Como fonte de explantes foram utilizadas plantulas previamente estabelecidas in vitro
de dois acessos do BAG Jenipapo da Embrapa Tabuleiros Costeiros: Nucleo Bandeirante
(acesso CER 15°51°55.72”S; 47 °57°34.59”W); Umbatba, Sergipe (acesso UMB 11°22°34”’S;
37°39°11”W) e Coronel Jodao Sa, Bahia (Acesso JSA 10°17°3”S; 37°55°37°W) e trés
populagdes naturais localizadas em Sao Félix, Bahia (acesso SC 12°40°0’S; 40°43°60”W);
Salvaterra, Paré (acesso SAL 0°45'50.32"S; 48°30'40.44"W).

Para obtencdo de plantulas assépticas, sementes obtidas de frutos maduros foram
submetidas a assepsia em camara de fluxo laminar com imersdo em alcool 70% por 5
minutos, 20 minutos em solug¢do de hipoclorito de sédio a 1% e lavadas trés vezes em agua
estéril autoclavada. Posteriormente, as sementes foram inoculadas em meio MS (Sigma-
Aldrich, M5519) suplementado com 30 g/L de sacarose e gelificado com 3 g/L. de Phytagel®
(Sigma, P8169) (PEREIRA et al., 2007).

4.2.2. Ensaios de inducao e multiplicacao de calos embriogénicos (Ensaio preliminar)

Os calos foram induzidos a partir de segmentos foliares obtidos de plantulas
estabelecidas in vitro do acesso UMB, como descrito anteriormente. Os segmentos foliares
(0,5 cm?) e nodais (I cm de comprimento) foram inoculados em placas de Petri de
poliestireno estéreis (50x10 mm) contendo 20 mL de meio de cultura com metade da
concentracao de sais MS (%2 MS) suplementado com 30 g/L de sacarose, 100 mg/L de caseina
hidrolisada, 400 mg/L de extrato de malte (BARTOS, 2012) e gelificado com 3 g/L de
Phytagel®. Os foliares foram dispostos com a face adaxial em contato com o meio de cultura
primario. Foram avaliadas diferentes combinacdes de acido naftalenoacético-ANA (Sigma,
N1145) (0,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/L) e benzilaminopurina — BAP (Sigma, B3408) (0,0; 4,0; 6,0 e
8,0 mg/L). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e, em seguida, submetido a
esterilizacdo em autoclave a 120°C + 1°C durante 20 minutos. As culturas foram mantidas no
escuro durante 90 dias em sala de crescimento com temperatura de 25°C + 2°C e umidade
relativa do ar média em torno de 70%. Aos 60 dias de cultivo foram transferidas para meio
secundario (meio primario + 2,21 mg/L de 2,4-D isopenteniladenina -2,4-D) e aos 90 dias
foram transferidas para fotoperiodo de 12 horas de luz com intensidade luminosa de 60
pumol/m?/s.

Aos 40 dias os calos foram classificados de acordo com sua coloragdo e textura em:
tipo 1, caracterizado como compacto, de coloracdo amarelada, creme, aquoso, com
crescimento regular, iniciando pelo bordo do explante, e tipo 2, com aspecto compacto,
aquoso, esbranquicado e com crescimento persistente competindo com os calos
embriogénicos, conforme Bartos (2012). Para obten¢do da porcentagem de calogénese (calos
tipo 1 e 2), as culturas foram avaliadas por meio de uma escala de notas de 0 a 3, onde 0- sem
presenga de calos, 1- pouca indu¢do de calos, 2-média indugdo de calos e 4- alta indugdo de
calos (Figura 1). Aos 100 dias a presenga de calos embriogénicos nas culturas foi avaliada
com auxilio de Lupa Leica EZ4.
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E-0 F-1 -3

Figura 1. Classificagdo de calos tipo 1 (A-D) em explantes foliares e calos tipo 2 (E-I) em
explantes nodais de Genipa americana L., onde: 0- Auséncia de calos; 1- Baixa ou pouca
presenca de calos; 2- Média presenca de calos; 3- Alta presenga de calos. Barras: 0,5 cm (A);
1,0cm (B, C, D, E, F, H, ).

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
4 x 4 (ANA e BAP), com quatro repeti¢des, sendo cada unidade experimental constituida de
quatro placas de Petri com quatro explantes cada.

4.2.3. Efeito do ANA e BAP na inducdo de calos embriogénicos em acessos de
jenipapeiro
Apds seis meses de cultivo, as melhores combinagdes de reguladores de crescimento

obtidas no ensaio preliminar item 4.2.2. (4,0 mg/L de BAP + 6,0 mg/L de ANA; 6,0 mg/L de
BAP + 4,0 mg/LL de ANA e 4,0 mg/L de BAP + 4,0 mg/L de ANA) foram aplicadas a
amostras dos cinco gendtipos de jenipapeiro, dois acessos do BAG: UMB (Umbatiba-SE) e
CER (Nucleo Bandeirantes-DF) e trés populagdes naturais: JSA (Coronel Joao Sa-BA), SC
(Sao Félix-BA) e SAL (Salvaterra-PA), nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5
x 3 (acessos x combinagdes de ANA x BAP) e seis repeticdes, sendo cada unidade
experimental constituida de cinco placas de Petri com quatro explantes cada.

4.2.4. Estabelecimento da curva de crescimento de calos em acessos de jenipapeiro

A curva de crescimento cinético de calos oriundos do ensaio 4.2.3. foi determinada
para os acessos UMB-Umbauba-SE, JSA-Coronel Jodo Sa-BA, CER-Nucleo Bandeirante-DF,
SC-Sao Félix-BA e SAL-Salvaterra-PA. Os calos foram pesados em balanca de precisao de
0,001 gramas, na camara de fluxo laminar, a partir do dia da inoculagdo (tempo 0), em
intervalos de dez dias, durante 60 dias. Para cada tempo pesagem foram utilizadas trés
repeticdes por tratamento, com cada repeticao constituida por uma placa de Petri com cinco
calos. Em cada intervalo de tempo foi avaliada a presenca das fases de crescimento lag
(caracterizada pelo ganho ou ndo em ntimero de células, estimado pela massa do calo, ou seja,
quanto menor a massa do calo, maior a fase), fase exponencial (caracterizada por divisao
celular intensa e aumento no numero de células, porém células de tamanho pequeno com
formacao de agregados de células), fase linear (caracterizada por crescimento celular ativo e
aumento da area celular), fase de desaceleracdo (caracterizada pela reducdo da divisdo
celular), fase estaciondria (caracterizada pela auséncia de divisdo celular), conforme Paiva
(2001). O percentual de crescimento dos calos foi determinado a partir do incremento da

massa fresca considerando a massa inicial e a final em cada tempo de avaliacio (MACHADO,
2018).
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4.2.5. Ensaio de maturacio e regeneracio de embriées somaticos

Para maturacdo e regeneragdo dos embrides somadticos os calos embriogénicos do
acesso UMB, previamente cultivados nos meios 6,0 mg/L de ANA + 6,0 mg/L BAP; e 6,0
mg/L ANA + 8,0 mg/L BAP), foram transferidos para meio liquido com metade dos sais do
meio basico MS (2 MS) e 15,0 g/L de sacarose, sob agitagdo em mesa orbital com rotagdo de
100 rpm com as seguintes concentracdes de ANA: 0; 0,5; 1,5 e 2,0 mg/LL combinadas com
Putrescina (Sigma, P7505): 0 e 4,57 g/L. Para tanto, foi inoculada a massa inicial de 20 mg de
calo embriogénico em 20 mL de meio de cultura em tubo de ensaio que foram repicados a
cada 20 dias durante 60 dias. As culturas foram mantidas em sala de crescimento nas
condi¢des anteriores na auséncia de luz. Os ensaios foram instalados em delincamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 4 x 2 (acessos x ANA x Putrescina), com
quatro repeti¢des, sendo cada unidade experimental constituida de trés tubos de ensaio.

Apds 50 dias da ultima repicagem, o material foi transferido para 20 ml de meio -
MS, 15 g/L de sacarose com concentracdes de ANA (0,0; 0,5; 1,5 e 2,0 mg/L) e BAP (6,0
mg/L) e gelificado com 3g/L de Phytagel®. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 12 horas por luz, temperatura de 25°C + 2°C e umidade
relativa do ar média em torno de 70%. Apos 30 dias foram transferidas para 30 ml de meio 2
MS, suplementado com 20 g/L de sacarose, 100 ml/L de caseina, 400 mg/L de extrato de
malte, 1 mg/L de AIB (Sigma, 15386) e 4,42 mg/L de 2,4-D (Supelco, 31518).

Para indu¢do da maturacdo por estresse osmotico, apos 30 dias as culturas foram
transferidas para o0 mesmo meio com 4 concentragdes de Phytagel® (3,0; 5,0; 7,0 e 9;0 g/L,
modificado de VALENCIA-LOZANO et al.,, 2021) e apdés 40 dias foram avaliadas a
porcentagem de incremento de massa do calo/cultura, presenca de pro-embrido e de embrides
maduros.

Os ensaios foram instalados em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos (concentragdes de Phytagel®) e 10 repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida por uma placa de Petri com quatro calos.

4.2.6. Analises histologicas e citoquimicas

Aos 60 dias, as amostras de calos ndo embriogénicos e embriogénicos foram fixadas
em formaldeido FAA (CASTRO et al., 2009) no Laboratorio de Cultura de Tecidos de
Plantas. As amostras foram transferidas para alcool 70%, 80%, 90% e 100%, em intervalos de
1 hora, para desidratacdo etilica. Posteriormente, as amostras foram infiltradas por Etanol
100% + resina liquida (1:1) durante 2 horas e, em seguida, em resina ativada = solucao de
infiltracdo (TECHNOVIT 7100) durante 24 horas na geladeira. Logo apo6s, foi preparada a
solucdo de inclusdo, juntando o endurecedor a resina de infiltracdo ou resina ativada
(seguindo as proporg¢des indicadas pelo fabricante). Os fragmentos vegetais infiltrados foram
dispostos em histomoldes 6 x 8 mm da Leica® (formas plasticas, proprias para inclusao). No
momento da inclusdo, os fragmentos foram posicionados adequadamente. O processo de
polimerizacdo ocorreu em temperatura ambiente. Os blocos foram mantidos com baixa
umidade, armazenados em recipientes com boa vedacdo e contento silica gel. Incluido o
material, procedeu-se a microtomia utilizando o microtomo rotativo semiautomatico Slee
Mainz®. Definindo-se a espessura de 6 um, foram feitos os cortes que entdo foram estendidos
sobre a lamina contendo pequena quantidade de dgua. Apds secagem em temperatura
ambiente ou em chapa aquecedora, os meristemas apicais foram corados em azul de toluidina
com pH 4,8 e lavados com 4gua destilada.

As laminas ap6s a secagem foram fixadas com verniz vitral e, posteriormente,
observadas em microscopio Optico (Zeiss/Jenamed2), onde foram realizadas as
fotomicrografias (software Axiocam) das laminas preparadas. Calos foram classificados como
embriogénicos se apresentaram formas anatdmicas semelhantes as células meristematicas, de
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tamanho pequeno, com citoplasma denso, paredes mais estreitas, niicleo grande central e
nucléolos mais evidentes e formato celular isodiamétrico, vactiolos pequenos e fragmentados,
com eventual presenca de grao de amido localizado proximo ao ntcleo. Os demais calos com
a presenca de células parenquimadticas alongadas, com amplos espagos intercelulares, nucleos
poucos evidentes e vactiolos bem desenvolvidos foram classificados como ndo embriogénicos
(BARTOS, 2012).

Para as andlises citoquimicas, apds 90 dias de cultivo, calos oriundos do ensaio item
4.2. foram selecionados aleatoriamente e, em seguida, submetidos a anélise citoquimica para a
visualizacdo de pro-embrido somatico. Dessa forma, 100 mg de calos foram corados com trés
a cinco gotas de azul de Evans (0,1%) por 3 minutos, apos a retirada do excesso do corante,
foi adicionado de trés a cinco gotas de carmim acético (2%) durante 3 minutos (GUERRA,
1999). A visualizagao foi realizada em lupa LEICA EZ4 com aumento de 4 ¢ 10 vezes.

4.2.7. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F a 5% de
significancia. As médias de variaveis qualitativas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. Para varidveis quantitativas foram estimadas equagdes de regressao. Todas as
analises foram realizadas no programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2019).

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Ensaio de induc¢ao e multiplicacio de calos embriogénicos no acesso UMB

A inducdo de calos foi iniciada aos 15 dias de cultivo, com intensa proliferacdo, sendo
observada a calogénese em todos os tratamentos aos 40 dias de cultivo in vitro. Em estudos
com gardénia (Gardenia jasminoides Ellis, Rubiaceae), Farzinebrahimi (2012) também
detectou a iniciacdo de calos em explantes foliares aos 15 dias de cultivo em meio MS ou
WPM na presenga de AIA e ANA.

As interacdes duplas entre o tipo de explante e os reguladores de crescimento ANA e
BAP e entre ANA e BAP foram significativas para a indugdo de calos (Tabela 1). As notas
variaram de 1,42 a 2,88.

Tabela 1. Inducao de calos (notas) em explantes foliares e nodais de Genipa americana L.
acesso UMB em meio de cultura MS com diferentes concentracdes de ANA e BAP aos 40
dias de cultura in vitro.

Tipo de ANA (mg/L)

explante 0,0 4,0 6,0 8,0 Equacdo de regressao

Foliar 1,42 B 2,88 A 2,50 A 2,71 A y=-0,0396**x2 + 0,4061%*x + 1,452%%*;
R?=0,8901

Nodal 2,46 A 2,79 A 2,83 A 2,83 A y =-0,0087**x? + 0,1163"x + 2,4591™;
R2=10,9986

BAP (mg/L)

Foliar 2,00 B 2,58 A 2,12 B 2,79 A -

Nodal 2,63 A 2,88 A 2,79 A 2,63 A y=-0,0151%%x*+ 0,1202™x + 2,6275™;
R2=0,9948

CV (%): 16,87

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de significancia. ** coeficiente altamente significativo (p<0,01), * significativo (p<0,05) e ns ndo
significativo (p>0,05) pela analise de regressdo. Notas 0- Auséncia de calos; 1- Pouca proliferagio de
calos; 2- Média proliferacdo de calos; 3- alta proliferagdo de calos.

Geralmente a inducdo de calos ocorre com o balango hormonal entre uma auxina e
citocinina (SKOOG; MILLER, 1957). A formagao de calos na auséncia de reguladores de
crescimento no meio de cultura pode evidenciar uma alta concentracdo enddgena de
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hormoénios em combinag¢do com os componentes do meio utilizado (KARP, 1995). Relatos de
Oliveira et al. (2018), em estudos com indugdo de calos em explantes foliares e nodais de
jenipapeiro na presenca de 4,0 mg/L de 2,4-D e 1,77 mg/L de BAP, apontaram que calos
oriundos de segmentos foliares apresentaram o crescimento mais lento em relagdo aos de
segmentos nodais. Esse fato também foi observado no presente estudo, com a indugdo de
calogénese inferior em explantes foliares. Entretanto, em estudos com gardénia (Gardenia
jasminoides Ellis, Rubiaceae), o melhor desenvolvimento de calos foi detectado em explantes
foliares (GABER; BARAKAT, 2019).

A inducdo de calos em segmentos foliar e nodal na presenca de ANA apresentou um
comportamento quadratico. A mesma resposta foi observada em segmentos nodais na
presenca de BAP. O papel das auxinas no controle do desenvolvimento de embrides zigoticos
tem sido alvo de estudos. Pesquisas tém demonstrado que a presenca de uma auxina exogena
causa um aumento no teor de auxina endogena durante o pré-tratamento de explantes de
Coffea canephora (Rubiaceae) com ANA (AYIL-GUTIERREZ et al., 2013). Segundo
Marquéz-Lopéz et al. (2018), os niveis de AIA aumentaram gradualmente durante o pré-
tratamento de explantes foliares de C. canephora e na fase globular, sendo distribuida
uniformemente em todas as células do embrido somatico.

A inducgao de calos em relagdo a interagdo ANA X BAP obteve notas variando de 0,75
(auséncia de reguladores) a 3, na presenca de 4,0 e 6,0 mg/LL de ANA (Tabela 2). As
combinacdes do ANA e BAP apresentaram notas promissoras entre os intervalos de 2,5 a 3,
uma vez que correspondem a média e alta calogénese, conforme escala de Bartos (2012).
Todas as notas obtidas em meio de cultura MS com reguladores de crescimento em
concentracdo acima de 4,0 mg/L foram satisfatorias, exceto para a combinagdo 6,0 mg/L de
ANA ¢ 6,0 mg/L de BAP (1,92). Provavelmente essa reducdo ocorre devido a oxidag¢ao nos
explantes (Figura 2).

Tabela 2. Indu¢do de calos (notas) em Genipa americana L. acesso UMB em meio de cultura
MS com diferentes combinagdes de reguladores de crescimento ANA e BAP aos 40 dias de
cultura in vitro.

BAP (mg/L) ANA (mg/L)
0,0 4,0 6,0 8,0 Equacdo de regressao
0,0 0,75 3,00 3,00 2,50 y =-0,0838**x? + (,8858**x
+0,7568%%*;
R2=0,9985
4,0 2,42 2,75 2,83 2,92 y=-0,0048 "x* + 0,0999™x +
2,4175%%*,
R2=0,9982
6,0 2,33 2,83 1,92 2,75 -
8,0 2,25 2,75 2,92 2,92 y=-0,0114 ®x2 + 0,1757™x
+ 2,247%%*;
R2=0,9967
y =0,1064**+ 0,194™x; y =0,0052™x* - - Y =-0,008"x*+ 0,1084™x +
R2=0,6958 0,0688™x+2,9917*%*, 2,5159%*
R2=0,8177 R2=10,7615

CV (%): 16,87

** coeficiente altamente significativo (p<0,01), * significativo (p<0,05) e ns ndo significativo
(p>0,05) pela analise de regressdo. Notas 0- Auséncia de calos; 1- Pouca proliferagdo de calos; 2-
Média proliferagao de calos; 3- alta proliferacdo de calos.
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Figura 2. Segmento foliar de Genipa americana L. acesso UMB sem (A) e com (B)
oxidagdo. Barra: 1 cm.

A combinacdo do ANA e BAP obteve resultados positivos em outras espécies para a
inducdo de calos. Almeida et al., (2010), estudando a propagacdo in vitro de Mussaenda
enrythrophyla cv. Rosea (Rubiaceae) a partir de segmentos de bracteas, observaram que na
combinac¢do de 4,0 mg/L. de BAP ¢ 0,4 mg/L de ANA houve 100% de indugdo de calos.
Vasquez (2019) observou que 2,0 mg/Lde ANA e 2,0 mg/L de BAP proporcionou a indugdo
de 62,5% de calos de segmentos foliares em Durea macrophylla Hurber (Rubiaceae). Gaber e
Barakat (2019) constataram que a combinagdo de 0,25 mg/L de ANA e 1,0 mg/L de BAP
favoreceu a multiplicagdo dos calos de segmentos nodais de Gardenia jasminoides Ellis
(Rubiaceae). Auxinas associadas as citocininas estimulam a calogénese e, além disso,
segundo Slesak et al. (2017), as respostas estio associadas a fase de desenvolvimento dos
explantes, indicando que a resposta morfogenética de um tecido in vitro depende da interacao
destas classes de reguladores.

Quanto ao tipo de calo, a indu¢ao do tipo 1 apresentou um comportamento quadratico
em funcdo da concentragdo de BAP isoladamente (Figura 3A). O mesmo tipo de indugdo foi
constatado na presenca de ANA com comportamento linear crescente para explantes foliares e
quadratico para os segmentos nodais (Figura 3 B), com maximo de inducdo, 88,53%, na
presenca de 5,57 mg/L de ANA.

Para a inducdo de calos tipo 2, houve efeito significativo de todos os fatores e suas
combinagdes, exceto para a interagdo entre tipo de explante e BAP. Para a interagdo tipo de
explante e ANA constatou-se que segmentos foliares na auséncia de ANA ndo desenvolveram
calos tipo 2, apresentando comportamento oposto ao segmento nodal que obteve 100% de
calos tipo 2. Na presenca de ANA os dois explantes obtiveram percentual menor inducio de
calos tipo 2 na concentragdo de 6,0 mg/L com 37,5% em segmentos nodais e 25% em
segmentos foliares (Figura 4).
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Figura 3. Resposta da inducdo de calos tipo 1 (%) em explantes nodais e foliares de Genipa
americana L. cultivados em meio MS em fun¢do: A- concentracdo de BAP (mg/L); e B- da
combinacao tipo de explante e concentragao de ANA (mg/L).

** coeficiente altamente significativo (p<0,01), * significativo (p<0,05) e ns ndo significativo
(p>0,05) pela analise de regressdo. Notas 0- Auséncia de calos; 1- Pouca proliferacdo de calos; 2-
Meédia proliferacao de calos; 3- alta proliferacdo de calos.
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Figura 4. Resposta da indugdo de calos tipo 2 (%) em explantes foliares € nodais de Genipa
americana L. cultivados em meio MS em fun¢do da concentracdo de ANA (mg/L).

** coeficiente altamente significativo (p<0,01), * significativo (p<0,05) e ns nao significativo
(p>0,05) pela analise de regressao.

A interacdo entre ANA ¢ BAP mostrou que os maiores percentuais de calos tipo 2
ocorreram na auséncia de BAP com concentragoes 4,0 ¢ 6,0 mg/L de ANA (100%),
comportamento diferente do observado quando houve adi¢gdo de BAP no meio de cultura. A
presenca de 6,0 mg/L de ANA com 4,0 e 8,0 mg/L de BAP inibiram a presenca de calos tipo
2. Entretanto, na auséncia de ANA o desenvolvimento foi constante (50%) para todas as
concentracdes de BAP (Tabela 3).
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Tabela 3. Resposta da indu¢do de calos tipo 2 (%) em explantes de Genipa americana L.
cultivados em meio MS com diferentes combinacdes de ANA ¢ BAP aos 40 dias de cultura in
vitro.

Indugéo de calos Tipo 2 (%)

ANA BAP (mg/L)
(mg/L) 0,0 4,0 6,0 8,0 Equag@o de regressdo
0,0 50,00 50,00 50,00 50,00 -
4,0 y =-0,0473x>™ - 8,9205x™ +
100,00 33,33 75,00 8,33 95,682%*: R2 = 0,5954
6,0 y =2,2727x*" - 29,318x** +
100,00 0 25,00 0 97,273%*; R = 0,8782
8,0 y=-1,5624x> + 3,1242x +
75,00 91,67 8,33 16,67 79.167%*: R* = 0,6321
g5 RERT  AgRT  RPsT REE-
5 g ISR I R a9l
2 g o3qb oD w oh T L L h wx—
3'° R S.F g XESAN R i3
) & & = 3 o &
* * * *
* * * *
><N ><N >¢N ><N
& + o+ . + 4 .

CV (%): 43,55

** coeficiente altamente significativo (p<0,01), * significativo (p<0,05) e ns nao significativo
(p>0,05) pela andlise de regressao.

Ha controvérsia entre os autores sobre qual tipo de calo apresenta mais potencial para
o desenvolvimento de calos embriogénicos. Segundo Gorji et al. (2011), todos os dois tipos
de calos sdo capazes de gerar embrides somaticos, mas o calo com caracteristicas do tipo 2 ¢
muito mais responsivo e com potencial altamente fridvel e embriogénico, com grande
capacidade de multiplicagdo. Singh et al. (2015) e Silva et al. (2018) consideram calos friaveis
de acordo com sua colora¢do branco translicida ou amarelada, atributos esses, semelhantes
aos calos tipo 1, que de acordo com a classificacdo de Bartos (2012) sdo compactos, de cor
levemente amarelada a creme, aquoso e com crescimento regular. Bartos (2012) confirmou a
assertividade da sua classificagdo quando induziu 90% de calos embriogénicos em café
arabica var. Catui vermelho, utilizando meio MS primario com 2,21 mg/L de 2,4-D e 2,0
mg/L de 2iP, gerando uma nota 3 para calos tipo 1 e a inibicdo completa de calos tipo 2.
Gaber e Barakat (2019) observaram a formagao de calos embriogénicos brancos e fridveis em
100% explantes foliares de gardénia (Gardenia jasminoides Ellis, Rubiaceae) em meio MS na
presenga de 2,4-D. Entretanto, variagdes na coloragdo e textura de calos oriundos de explantes
foliares de Gardenia latifolia Ait. (Rubiaceae) foram detectadas em funcao da concentracao
de 2,4-D no meio de cultura (REDDY; SARITHA, 2012).

Para verificar qual tipo de calo seria mais responsivo para a embriogénese somatica
indireta em G. americana L., a presenca de calos embriogénicos foi avaliada apés 50 dias. O
percentual de calos seguiu um modelo quadratico em fun¢do da concentracao de BAP, com a
inducado variando de 4% a 89%, com ponto méximo de curva na concentracao de 6,8 mg/L de
BAP e 88,79% de indugdo dos calos embriogénicos (Figura 5).
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Figura 5. Resposta da inducdo de calos embriogénicos (%) em explantes de Genipa
americana L. cultivados em meio MS em funcdo da concentracdo de BAP (mg/L) aos 50 dias
de cultura in vitro.
** coeficiente altamente significativo (p<<0,01), * significativo (p<0,05) e ns ndo significativo
(p>0,05) pela analise de regressao.

A formacao de tecidos embriogénicos na presenga de uma citocinina no meio de
cultura ja foi relatada como uma estratégia para a formagdo de embrides somaticos do caf€,
espécie da mesma familia do jenipapo (YASUDA et al., 1995). Porém, trabalhos mais
recentes mostram que a auséncia da auxina inibe a formagao de calos embriogénicos e induz a
geracdo de embrides somaticos de forma direta. Hott et al. (2009) relataram que em 80%
explantes foliares de café conilon houve a inducdo direta de embrides somaticos torpedo na
presenca de 1,13 mg/L de BAP.

No presente trabalho, o regulador de crescimento ANA foi importante para o
desenvolvimento de calos primarios, entretanto nao houve efeito para a formagao de calos
embriogénicos na primeira fase dos estudos. Provavelmente a capacidade embriogénica dos
calos pode ser explicada pela mudanga do meio primario para o secundario, na presenca de
2,21 mg/L de 2,4-D, outra auxina. Por outro lado, Wu et al. (2017) apontam que as auxinas
desempenham um papel crucial na coordenagdo da morfogénese e desenvolvimento dos
orgdos reprodutivos das plantas, particularmente na cascata de transducdo de sinal que leva a
reprogramagao de padrdes de expressdo génica anteriores a formagao do embrido.

A embriogénese somatica indireta ¢ considerada um processo de alta frequéncia, ou
seja, capaz de gerar grande quantidade de embrides e por isso durante seu desenvolvimento
sdo utilizados varios tipos de meios para indugdo de calos, formacao de calos embriogénicos,
manuten¢do, maturacao e regeneracdo embrionaria (VAN BOXTEL et al., 1996). Os meios de
inducdo de calos embriogénicos devem conter grandes concentragdes de auxina para auxiliar
na desdiferenciacdo das células e iniciar o processo indugdo embriogénica (PADUA et al.,
2014; ALMEIDA, 2020). A combinacdo de 2,21 mg/L de 2,4-D e 2,15 mg/L de cinetina
possibilitou a inducdo de 51% de calos embriogénicos nos explantes foliares de Coffea
arabica L. cv. Catui Amarelo (SOUZA et al., 2015). Explantes radiculares de Coffea arabica
cv. Catui Vermelho IAC 81 desenvolveram entre 80 e 100% de calos embriogénicos com
meio MS suplementado com 0,55 mg/L de 2,4-D e 1,08 mg/L de cinetina (ALVES et al.,
2020).

Ao considerar os resultados de indugdo de calos tipos 1 e 2 com relacdo ao BAP,
pode-se inferir que para o jenipapeiro, essa citocinina induz o desenvolvimento de calos tipo
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1, que por sua vez, € mais responsivo ao processo de embriogénese. Com auxilio de uma lupa
e camera acoplada foram feitas observagdes visuais das caracteristicas dos aglomerados de
massas embriogénicas do jenipapo, que sdo compactos, amarelados, macios e com aspecto
vitreo (Figura 6).

e

Figura 6. Calos embriogénicos de Genipa americana L. A- Calo embriogénico com meio 2
MS dos sais suplementado de 6 mg/LL de BAP com 4 mg/L de ANA. B- Embrido em formato
globular (G) e formato coracdo (C) em meio 2 MS suplementado com 6 mg/L. de BAP ¢ 4
mg/L. de ANA. C- Embrido Somatico em formato cotiledonar (C) em meio MS 2 MS
suplementado com 8 mg/L. de BAP. Barra: 50 pm.

Os calos embriogénicos do jenipapo possuem caracteristicas semelhantes ao de Coffea
arabica L. Bartos (2012) os descreveu como de coloragdo amarelo intenso, com crescimento
reduzido. Texeira et al. (2004) ainda relatou que em explantes foliares de caf¢ foram
observados pontos de desenvolvimento de massas embriogénicas com textura granular,
localizados em cima de calos primarios tipo 1, processo similar ao que foi constatado no
jenipapo (Figura 6 A).

A presenca de pro-embrides, como sao chamados os embrides globulares (Figura 6 B),
também ocorreu aos 90 dias de cultivo em café arabica (BARTOS, 2012), estreitando ainda
mais as semelhangas entre as duas espécies. O aparecimento dos pro-embrides indica que o
processo de embriogénese somatica indireta do jenipapeiro esta pronto para o proximo ciclo,
onde ocorre a maturacao dos embrides e a regeneracao das plantas (NOGUEIRA, 2013).

4.3.2. Efeito do ANA e BAP na inducdo de calos embriogénicos em acessos de
jenipapeiro

Apods 120 dias de cultivo, houve efeito significativo da interagdo entre acessos €
combinacao de ANA e BAP na formagao de calos embriogénicos (Tabela 4). O acesso SAL,
que obteve a menor variacdo de incremento (18-25%) de calo primario, foi o acesso onde a
inducdo calos embriogénicos em duas combinacdes de reguladores foi de 100%. Esse
resultado demonstra que o acesso SAL apresenta um desenvolvimento tardio, com
sincronicidade de producao baixa em relagdo aos demais acessos na fase de producao de calos
primarios. Entretanto, a etapa de indug¢do de calos embriogénicos apresenta uma intensidade
de produgao superior aos demais. Segundo Rabelo (2019), o tempo de resposta morfogenética
pode estar relacionado a composicao fisiologica individual de cada acesso, se comportando de
maneira diferente em relagdo a estresses abidticos e o desenvolvimento do material no meio.

O acesso UMB, no entanto, que obteve bons resultados no meio primario, nesta fase
apresentou muitas culturas oxidadas nos meios M1 e M2, como pode ser constatado na Figura
7. A oxidagdo ¢ considerada um dos sérios problemas enfrentados na cultura de tecidos de
plantas. Quando ocorre, as culturas escurecem devido a liberagdo e oxidagdo compostos
fenolicos prejudicando o crescimento do calo (CID et al., 2014). Oliveira (2012), trabalhando
com diferentes genotipos de café, relatou que a oxidagdo ¢ um dos principais caracteres a
serem avaliados na taxa de multiplicagdo de calos embriogénicos. A partir de um determinado
tempo de cultivo in vitro, os calos apresentam colora¢do creme escuro com baixas taxas de
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conversdo de embrides. De forma geral, a oxidacdo ¢ influenciada pelo tipo de explante,
genotipo, componentes no meio de cultura e condi¢des de cultivos, podendo causar perdas no
experimento devido a morte do explante (ANDRADE, 2014). A combinaciao de reguladores
M2 foi a mais promissora, induzindo 100% de calos embriogénicos nos acessos JSA, SC e
SAL. O acesso CER obteve a menor resposta dentre todos os acessos e em todas as
combinacdes de reguladores testadas, evidenciando um baixo potencial embriogénico, uma
vez que todos os acessos foram mantidos nas mesmas condigdes de cultivo.

Tabela 4. Presenca de calos embriogénicos nos acessos UMB, JSA, SC, CER ¢ SAL de Genipa
americana L. em meio MS suplementado com diferentes combinagdes de ANA e BAP aos 120 dias de
cultura in vitro.

Formacao de calos embriogénicos (%)

Acessos M1 M2 M3
UMB 0,00 bA 0,00 Ba 50,00 aA
JSA 25,00 bB 100,00 Aa 25,00 aB
SC 25,00 bB 100,00 aA 50,00 aAB
CER 0,00 bA 25,00 Ba 0,00 bA
SAL 100,00 aA 100,00 Aa 50,00 aA

CV (%): 84,27
Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mintscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. M1- 4,0 mg/L ANA e 4,0 mg/L
BAP; M2: 4,0 mg/L ANA e 6,0 mg/L BAP; M3: 6,0 mg/L ANA e 4,0 mg/L BAP. UMB-Umbauba-
SE, JSA-Coronel Jodo Sa-BA, CER-Nucleo Bandeirante-DF, SC-Sao Félix-BA e SAL-Salvaterra-PA.

Em estudos com genotipos elite de Coffea arabica, Rezende et al. (2011) observaram
que a producdo de embrides somaticos ¢ fortemente dependente do gendtipo. Bartos (2012)
alcangou uma resposta semelhante quando analisou a influéncia de quatro gendtipos de café
na formagdo de calos embriogénicos (%). O autor constatou grande heterogeneidade nas
respostas, com gendtipos sem calos embriogénicos, com pouca presenga de calos e com 100%
de calos embriogénicos. Balgun et al. (2019) avaliaram a performance de quatro gendtipos de
café nigeriano na embriogénese somatica e notaram que trés genotipos responderam bem a
embriogénese enquanto um ndo mostrou resposta satisfatoria. ~Ao analisar morfologicamente
os calos (Figura 7), ¢ possivel identificar que os calos embriogénicos se desenvolveram em
pontos acima dos calos primarios, assim como foi observado no ensaio inicial (4.3.1) com o
acesso UMB. O acesso CER exposto ao M2, apresentou calos caracteristicos do tipo 2, com a
coloragdo esbranquicada, o qual competem e inibem os calos embriogénicos (BARTOS,
2012). Além do acesso UMB, o SC também apresentou oxidagdo, porém em menor
intensidade, apenas em alguns calos na presenca do M3.

Figura 7. Calos foliares de diferentes acessos de Genipa americana L. cultivados com meio
MS suplementado com diferentes combinagdes de ANA e BAP.
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M1- 4,0 mg/L ANA e 4,0 mg/L BAP; M2: 4,0mg/L ANA e 6,0 mg/L BAP; M3: 6,0 mg/L ANA ¢ 4,0
mg/L BAP. Setas vermelhas: Calos embriogénicos; seta preta: calos tipo 2. UMB-Umbauba-SE, JSA-
Coronel Jodo Sa-BA, CER-Nucleo Bandeirante-DF, SC-Sao Félix-BA e SAL-Salvaterra-PA.

Houve efeito significativo da interagdo entre os acessos de jenipapeiro ¢ as
combinacdes dos reguladores de crescimento para a massa fresca de calo (Tabela 5). O acesso
SC mantido no meio M3 (6,0 mg/L ANA e 4,0 mg/L BAP) aos 30 dias o acesso UMB, aos 60
dias, no M2 (4,0 mg/L ANA e 6,0 mg/L BAP), foram superiores as demais interacdes. As
médias das massas dos acessos diferiram estatisticamente. As observadas nos acessos UMB e
JSA foram superiores aos demais, apresentando massa fresca de calos acima de 0,650 gramas
em todas as combinagdes de reguladores, aos 60 dias de cultivo. O acesso SC alcangou essa
massa apenas quando exposto ao M3 e os acessos CER e SAL nao ultrapassaram 0,60 gramas
em nenhuma das combinagdes de reguladores estudadas. Apesar do acesso SAL apresentar a
menor média de massa fresca (0,54 g) cultivado no meio M1 (4,0 mg/L. ANA e 4,0 mg/L
BAP), o valor da massa foi o triplo quando comparado com o resultado obtido por Oliveira et
al., (2018), que aos 60 dias de cultivo com meio suplementado de 2,0 mg/L de 2,4-D e 1,77
mg/L de BAP, obtiveram apenas 0,15 gramas. O acesso CER também apresentou uma
resposta distinta ao observado anteriormente por Oliveira et al., (2018) quando cultivado com
2,0 mg/L de 2,4-D e 1,77 mg/L de BAP, acumulando uma média de massa fresca de 0,096 g,
evidenciando a influéncia do regulador de crescimento no comportamento in vitro dos
acessos.

Tabela 5. Massa fresca de calos (g) dos acessos UMB, JSA, SC, CER e SAL de Genipa
americana L. inoculados em meio MS suplementados com diferentes combinagdes de ANA e
BAP aos 30 e 60 dias de cultura in vitro.

Tempo (Dias)
30 60
Acessos Ml M2 M3 Ml M2 M3
UMB  0,37aA 044aA  035abA  0,80bcB 1,18 aA 0,66 abB

JSA 0,33 abA 0,24 bA 0,30 abA 0,93 Aa 0,70 bA 0,74 abA
SC 0,22 bcB 0,24 bB 0,38 aA 0,56 bcA 0,62 bcA 0,84 Aa
CER 0,25 bcA 0,21 bA 0,24 bcA 0,60 bcA 0,53 bcA 0,57 abA
SAL 0,19 cA 0,13 bA 0,13 cA 0,45 cA 0,31 Ca 0,42 bA
CV (%): 18,87 CV (%):21,26
Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e minuscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. M1- 4,0 mg/L. ANA e 4,0 mg/L

BAP; M2: 4,0mg/L ANA e 6,0 mg/L. BAP; M3: 6,0 mg/L ANA e 4,0 mg/L. BAP; UMB-Umbauba-SE,
JSA-Coronel Jodao Sa-BA, CER-Nucleo Bandeirante-DF, SC-Sdo Félix-BA e SAL-Salvaterra-PA.

O incremento da massa fresca também foi avaliado (Tabela 6) confirmando a maior
resposta do acesso UMB no M2 com incremento de 74,14%, seguido do JSA com 60,22% no
MI1. Os demais acessos, no entanto, nao alcancaram 50% de incremento de massa fresca em
todos as combinag¢des de reguladores testadas. O tratamento M2 proporcionou a maior
variagdo de incremento nos acessos, de 18 a 74%, depois o M1 com incremento entre 25 e
60% e com menor variagdo o M3 com 25% a 46%, onde os acessos nao diferiram
estatisticamente entre si.

Tabela 6. Incremento da massa fresca de calos (%) dos acessos UMB, JSA, SC, CER e SAL de
Genipa americana L. no intervalo de tempo dos 30 dias aos 60 dias de cultura em meio MS
suplementado com diferentes combinacdes de ANA e BAP.
Incremento (%)
Acesso Ml M2 M3
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S

UMB 42,83 abB 74,14 aA 31,69 Ab
JSA 60,22 Aa 45,90 bA 43,62 aA
SC 33,56 Ba 38,81 abA 46,07 aA
CER 35,42 abA 31,99 abA 32,82 aA
SAL 25,75 Ba 18,00 bA 25,46 aA

CV (%): 27,09
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. M1- 4,0 mg/L. ANA e 4,0 mg/L BAP; M2:
4,0mg/L ANA e 6,0 mg/L BAP; M3: 6,0 mg/L ANA ¢ 4,0 mg/L BAP; UMB-Umbauba-SE, JSA-
Coronel Jodo Sa-BA, CER-Nucleo Bandeirante-DF, SC-Sao Félix-BA e SAL-Salvaterra-PA.

As metodologias para induzir a embriogénese somatica e o desenvolvimento dos
embrides sdo dependentes de genotipo, o que leva a um desenvolvimento quase empirico de
protocolos especificos para cada cultivar ou clone (CAMPOS et al., 2017) . Trata-se de uma
limitacdo séria e exclui uma compreensdo abrangente geral do processo como um todo. Como
neste estudo os fatores externos e as caracteristicas fisiologicas foram controladas, a diferenga
nas médias apresentadas evidenciam a influéncia dos genotipos entre os acessos. Conforme
relatos de Andrade (2014), o controle genético na etapa da calogénese ¢ muito elevado e
recomenda-se estudos de acessos individualmente para uma andlise mais completa da
capacidade da formagdo de calos e posteriormente a formagdo de embrides somadticos da
espécie.

Silva et al. (2014) estudaram a diversidade genética de acessos brasileiros de
jenipapeiro e observaram que os acessos do estado da Bahia sdo geneticamente préximos aos
de Sergipe. Apesar da proximidade genética, neste trabalho ¢ notado que os acessos UMB
(Umbauba-SE), JSA (Coronel Jodo Sa-Bahia) e SC (Sao F¢lix-Bahia) apresentaram
comportamento distintos ao serem expostos a combinagdes de reguladores diferentes.

Considerando esses aspectos, Nascimento (2018) recomenda que a partir de um
estabelecimento de protocolo de embriogénese somatica abrangendo todos os constituintes do
meio de cultura, sdo de extrema importancia os estudos genéticos que viabilizem a escolha do
melhor genotipo associado a este meio de cultura. O comportamento dos acessos de
jenipapeiro na fase de calogénese primaria ¢ importante para formar uma base de dados que
servem no desenvolvimento de novas metodologias para conserva¢do do germoplasma e na
escolha do material genético adequado em programas de melhoramento genético.

4.3.3. Curva de crescimento de calos

Os padrdes do crescimento dos calos foram estabelecidos em segmentos foliares dos
cinco acessos (UMB, SAL, JSA, CER e SC) em estudo. Apoés 60 dias de cultivo in vitro,
foram induzidos em trés combinagdes dos reguladores ANA ¢ BAP (M1- 4,0 mg/L de ANA e
4,0 mg/L de BAP; M2- 4,0 mg/L de ANA e 6,0 mg/L de BAP e M3- 6,0 mg/L de ANA e 4,0
mg/L de BAP) (Figura 8).

De maneira geral, foi observado um crescimento linear dos calos, com tendéncia de
aumento da massa fresca de acordo com a evolugdo do tempo. Houve diferenca na massa
fresca do calo em todos os acessos. O acesso UMB foi superior em todas as combinagdes de
reguladores testadas, principalmente na presencga de 4,0 mg/LL de ANA ¢ 6,0 mg/L de BAP,
com incremento de 1,7 g aos 60 dias.

A curva de crescimento ¢ composta por cinco fases: lag (I), exponencial (II), linear
(IIT), desaceleragao (IV) e estacionaria (V) (CHIAVEGATTO et al., 2015). Neste trabalho
foram observadas as fases I, I e III. A fase I ocorreu do 10° ao 20° dia, a II do 20° ao 50° dia
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de cultivo in vitro nos acessos UMB, JSA e SC e aos 60 dias no CER e SAL. A fase III foi
detectada apenas nos acessos UMB, JSA e SC do 50° ao 60° dia.

Os acessos SAL e CER apresentaram respostas distintas quando comparados com os
estudos de Oliveira ef al. (2018). Os autores observaram as trés fases na curva de crescimento
de calos utilizando explantes foliares ¢ um meio suplementado de 2,0 mg/L de 2,4-D e 1,77
mg/L. de BAP, a fase lag aconteceu mais cedo (até 10° dia) e a exponencial durou o mesmo
nimero de dias (10° aos 50 dias), porém houve a presenga da fase linear que correspondeu ao
intervalo do 50° aos 60 dias apds a inoculagdo. Esse comportamento in vitro diferenciado
ratifica que o crescimento dos calos ¢ influenciado por reguladores exégenos uma vez que os
mesmos acessos, tipos de explantes, periodo de cultivo apresentaram um desenvolvimento
diferenciado
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Figura 8. Crescimento cinético de calos formados a partir de segmentos foliares dos acessos
UMB, SC, CER, JSA e SAL (¢) inoculados em meio MS suplementados com diferentes
combinacdes de ANA e BAP. M1-4,0 mg/L de ANA ¢ 4,0 mg/L de BAP(m); M2- 4,0 mg/L
de ANA e 6,0 mg/L. de BAP (A); M3- 6,0 mg/L. de ANA e 4,0 mg/L. de BAP () durante 60
dias. I- fase lag; II- fase exponencial; IIl- fase linear. UMB-Umbatba-SE, JSA-Coronel Joao
Sa-BA,CER-Nucleo Bandeirante-DF, SC-Sao Félix-BA e SAL-Salvaterra-PA.

Os resultados de crescimento cinético do presente estudo corroboram com os obtidos
por Machado (2018) em explantes foliares de Hancornia speciosa (mangabeira,
Apocinaceae), inoculados em meio MS na presenca de 2,4-D (10,0 mg/L) e BAP (5,0 mg/L),
e por Mwaniki et al. (2019) em genétipos de Coffea arabica, com a indicacao de apenas trés
fases distintas a lag, exponencial e linear. Em comparacdo ao tempo de desenvolvimento
celular, o jenipapeiro pode ser considerado de crescimento lento. Entretanto, em estudos com
inducdo de calos em explantes foliares de Coffea canephora cv. Conilon, Santos et al. (2010)
observaram uma sigmoide com as 5 fases estabelecidas em 60 dias na presenca de AIB (2,74
mg/L), 2,4-D (4,42 mg/L) e 2iP (2,03 mg/L). Rodrigues et al., (2022), com calos de explantes
cotiledonares de Enterolobium contortisiliguum (Tamboril, Fabaceaec) em meio MS
suplementado com 0,5 mg/L de 2,4-D; 2,0 mg/L de picloram, 0,5 mg/L de cinetina e 2,0 mg/L
de BAP, visualizaram as cinco fases da curva de crescimento aos 84 dias de cultivo, com a
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fase de desaceleracdo sendo observada ja aos 28 dias. Silva et al. (2020) estudaram a curva de
crescimento de calos em explantes foliares de Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Aroeira,
Anacardiaceae) e observaram as cinco fases distintas aos 60 dias de cultivo.

A determinacdo da curva de crescimento de calos € de extrema importancia para
entender as fases de desenvolvimento dos calos para trabalhos futuros de inducdo e
multiplicacdo. Este resultado mostra que € preciso mais tempo de avaliagdo para a andlise das
cinco fases do crescimento cinético.

4.3.4 Analises citoquimicas e histoldgicas

O teste citoquimico dos acessos com os corantes azul de Evans 0,1% e carmin acético
2%, e a reacdo positiva das células ao corante vermelho, confirmou a presenca de células pro-
embriogénicas nos calos dos acessos SAL e SC nas trés combinacdes de reguladores testadas
e no acesso JSA na combinagdo M3 (Figura 9). As células coradas em azul e ndo coradas,
correspondem as células ndo embriogénicas, encontradas em grande quantidade nos acessos
UMB e CER em todas as combina¢des de reguladores testadas. E possivel observar a
presenca de calos com a coloracdo azul e vermelho, indicando a presenca de células tanto
embriogénicas como ndo embriogénicas no mesmo material.

De acordo com Lopes et al. (2016), massas calosas e pro-embriondrias reagem
vigorosamente ao carmim acético e fracamente ao azul de Evans, e para Steiner et al. (2005) a
reacao positiva do carmin acético esta ligada a competéncia da célula para o desenvolvimento
celular.

O teste citoquimico com a dupla de corantes ¢ amplamente utilizado em varios estudos
de potencial embriogénico. Silva (2009) identificou qual subcultivo de calos de Byrsonima
intermedia A. Juss seria mais eficiente para refor¢ar o potencial embriogénico da espécie a
partir da porcentagem de colora¢do do carmim acético. Santos et al. (2015) verificaram em
resposta ao teste citoquimico que a calogénese de Jatropha curcas L. (pinhdo manso,
Euforbiaceae) ¢ otimizada com MS suplementado 4,52 mg/L de 2,4-D e 2,22 mg/L de BAP ¢
induzem um potencial embrogénico na espécie.
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Figura 9. Andlise com carmim acético e azul de Evans em calos embriogénicos a partir de
explantes foliares de cinco acessos de Genipa americana L. (UMB, JSA, CER, SAL e SC)
cultivados em MS suplementado com diferentes combina¢des de ANA e BAP.
MIl1: 4,0 ANA 4,0 BAP; M2: 4,0 ANA 6,0 BAP; M3: 6,0 ANA 4,0 BAP. Barra: 100 pm. *
Aglomerados de células de um calo de cada acesso. UMB-Umbatba-SE, JSA-Coronel Jodo Sa-BA,
CER-Nucleo Bandeirante-DF, SC-Sdo Félix-BA e SAL-Salvaterra-PA.

Além da coloragdo avermelhada reativa ao carmim acético, para as células serem
classificadas como pro-embriogénicas devem ser agrupadas, redondas, pequenas, com
citoplasma denso, de formato isodiamétrico, como pode ser visto nos aglomerados de células
da Figura 10. Entretanto, Marques (2021), avaliando o potencial embriogénico de jequitiba
rosa em meio com diferentes concentragdes de BAP e cinetina, observou que apesar das
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células serem reativas ao carmim acético, a maioria apresentou formato alongado, sem
caracteristicas embriogénicas. Apds a confirmagdo do teste citoquimico e identificagao das
caracteristicas embriogénicas, os acessos foram testados para a capacidade de conversdo das
massas embriogénicas em embrides somaticos maduros.

Y =100 pm
Figura 10. Calos foliares de Genipa americana L. do acesso SAL cultivados em meio MS
suplementado com 4,0 mg/L de ANA e 6,0 mg/L de BAP. Barra: 100 um.

4.3.5. Maturacao de embrides somaticos

Viarios agentes podem ser utilizados para induzir a maturagdo dos embrides somaticos,
como pequenas concentragdes de auxinas, altas concentracdes de citocininas, carboidratos,
aminoacidos e muito mais (ASLAM et al., 2011). O processo de maturagdo neste trabalho
ocorreu em varias etapas, primeiramente na presenca de baixas concentragdes da auxina ANA
(entre 0,0 e 2 mg/L) e putrescina (0 e 4,57 g/L) em meio liquido. Ap6s os 60 dias de cultivo
foi observada a formacao de uma estrutura desconhecida nos tratamentos sem putrescina com
caracteristicas de formato alongado, maleavel, esbranquicadas e preenchendo toda a extensao
dos calos (Figura 11). Estrutura bastante semelhante a micélios de fungos, porém nao houve
outras evidéncias que comprovassem a contaminagdo fingica como meio de cultura turgido e
micélios agrupados flutuando no meio de cultura (TORTORA et al., 2017).

P Py :
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Figura 11. Estruturas observadas em calos do acesso UMB de Genipa americana L.
cultivados em meio MS com diferentes concentragdes de ANA (0; 0,5; 1,5 e 2,0 mg/L) sem
putrescina. Barra: 50 pm.

J4 os tratamentos com putrescina ndo apresentaram essas estruturas € ndo obtiveram
mudangas significantes desde o inicio do ensaio, dessa maneira, foi realizada a troca de meios
para meio MS gelificado, com 6,0 mg/L de BAP para o tratamento sem putrescina e 8,0 mg/L
de BAP para o tratamento com 4,57 g/L de putrescina.

Como pode ser observado na Figura 12, os tratamentos com 6,0 mg/L de BAP,
anteriormente sem putrescina, se desenvolveram sem interferéncia negativa das estruturas
advindas, ja os tratamentos com 8 mg/L. de BAP, com adicdo putrescina, ndo evoluiram e
apresentaram varios casos de oxidacdao. Por mais que a oxidacdo seja descrita na literatura
como indicio para regeneracdo dos embrides (MONACO et al, 1977), neste caso, o
desenvolvimento dos calos foi estagnado. Bartos (2012), também relatou inumeros casos de
oxida¢do em calos embriogénicos de café ardbica aos 30 dias de cultivo, na presenca de luz,
em meio de regeneracdo composto por 2,0 mg/L de BAP e 0,25 mg/LL de ANA, além da
formagdo de embrides em quantidades reduzidas.
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Figura 12. Calos de Genipa americana L. expostos a meio MS com diferentes concentragdes
de ANA (0; 0,5; 1,5 ¢ 2,0 mg/L) e BAP (6,0 ¢ 8,0 mg/L).

Aos 30 dias, a cultura de calos nos tratamentos com 6,0 mg/L de BAP foi selecionada
para o ensaio da maturagdo com estresse osmotico a partir das concentragdes de phytagel®. A
utilizagao de diferentes concentragdes do Phytagel® para a maturagdo dos embrides ndo foi
significativa para as variaveis analisadas, ndo promovendo embrides maduros até avaliagdo
(Tabela 7). Entretanto, o comportamento dos embrides em pré-maturacdo foi inversamente
proporcional as concentragdes de Phytagel®, ou seja, a medida que a concentragdo do
Phytagel® aumentou, a presenca dos embrides somaticos em pré-maturacao foi menor em
valores numéricos. Este resultado difere do observado por Valencia-Lozano et al., (2021) em
Coffea arabica L. em estudos de inducao da maturacao dos embrides somdticos também por
meio do estresse osmotico, onde em meio gelificado com 9 g/L de Gelerite® houve 83,7% de
embrides somaticos.
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Tabela 7. Massa (g), presenca de préo-embrido (%) e de embrides em pré-maturacao (%) de

calos embriogénicos de Genipa americana L. na presenga de diferentes concentragdes de
Phytagel®.

Phytagel® Massa Pro-embriao Embrido
(g/L) (g) (%) pré-maturacdo (%)
3 1,27 100,00 45,00
5 1,24 85,00 22,50
7 1,10 95,00 17,50
9 0,93 87,50 7,50
Equagdode  y=-0,0105x> + 0,0669x™ + - y = -5,875x™ + 58,375%*
regressao 1,1734%* R2=10,9147
R?=0,9848
CV (%) 27,58 22,45

** coeficiente altamente significativo (p<0,01), * significativo (p<0,05) e ns ndo significativo
(p>0,05) pela analise de regressao.

Ainda segundo Valencia-Lozano et al., (2021), para a maturacdo dos embrides
somaticos, o estresse osmotico e presenca de citocininas sdo necessarias a fim de simular os
processos que ocorrem naturalmente no desenvolvimento embriondrio em sementes.

Aos 30 dias de cultivo in vitro foi detectada a presenca de calos embriogénicos e pro-
embrides em abundancia (Figura 13 A-C) e, aos 40 dias, a maturagdo de embrides globulares,
de coloracdo bege e amarronzada, e alguns com aparéncia vitrea (Figura 13 D-J),
evidenciando o inicio do processo de maturacao.
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Figura 13. Calos embriogénicos, pro-embrides e embrides somaticos iniciando a maturacao de
Genipa americana L. 11-A-C: Calos embriogénicos e pro-embrides aos 30 dias de cultura no
meio MS suplementado com 5% de Phytagel®. 11-D e I: Calos com presenca de embrides
gloubulares de coloracao bege. 11 E-F: Embrides globulares com aparéncia vitrea. 11 G-H:
Inicio da diferenciagdo de embrides globulares de coloracdo amarronzada. Barras A, D, G e F:
50 um; Barras: B, C, E, He [: 10um.

Pode-se inferir que a maturagao do jenipapeiro nestas condi¢des ¢ mais tardia quando
comparada a maturagdo do café. Santos et al., (2020), em estudos com clone de Coffea
canephora, verificaram que a formacdo de pré-embrides ocorreu aos 56 dias e a sua
maturacdo em embrides cotiledonares aos 82 dias de cultivo in vitro. J4& a maturagdo do
Colffea arabica cv. Catigua ocorreu aos 60 dias de cultivo em meio de maturagao, na presenga
de 30% de embrides cotiledonares (RIBEIRO, 2014). No presente trabalho, até os 180 dias de
cultivo in vitro nao foi detectada a presenca de embrides somaticos em estadio avangado de
maturacao nos diferentes acessos. Este fato pode estar associado a presenca de 2,4-D no meio
de cultura que dificulta o desenvolvimento embriondrio e sua conversio em planta
(ZAVATTIERI et al., 2011), a troca repetitiva de meios e a presenca da luz na etapa da
maturacdo. Bartos (2012) identificou que o cultivo de embrides de café arabica no escuro na
fase da maturacdo foi mais eficaz, com cerca de 22,83 embrides/g quando comparado com o
cultivo na luz com 13,35 embrides/g.

A maturacdo ¢ considerada uma etapa critica da embriogénese somadtica, apenas
embrides maduros com uma morfologia normal, com aciimulo de reservas suficientes, sao
capazes de se converter em plantas normais. Nas condi¢gdes do presente estudo a maturacao
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ndo foi satisfatéria, sendo indispensavel novas estratégias para solucionar os entraves dessa
etapa para o jenipapeiro.

4.5. Conclusoes

A combinagdo de 6,0 mg/L de BAP com 4,0 mg/L de ANA ¢ promissora para a
inducdo de calos primarios;

A utilizagdo de 2,4-D ¢ benéfica na inducdo de calos embriogénicos de Genipa
americana L;

Os acessos de Genipa americana L. possuem potencial embriogénico distintos, sendo
o acesso SAL a melhor opgdo para protocolos de embriogénese somatica indireta, porém ¢
importante aprimorar o protocolo para uma maior producdo de calos primarios para,
consequentemente, aumentar a sua formagao de calos embriogénicos;

O acesso CER pode ser considerado um genoétipo inferior aos demais pelo baixo
potencial embriogénico nas combinagdes de reguladores testadas;

Sao necessarias investigacdes posteriores para ajustes no meio e cultura a fim de
reduzir a oxidag@o no acesso UMB, pelo alto potencial embriogénico;

A andlise citoquimica confirmou a presenca de células embriogénicas nos acessos
SAL, SC e JSA;

O jenipapeiro possui um desenvolvimento celular lento, necessitando de avaliacdes
mais longas para caracterizar as cinco fases da sua curva cinética de crescimento;

A maturagdo dos embrides somaticos do jenipapeiro deve ser otimizada para um
resultado mais promissor, além da investigacdo sobre a estrutura desconhecida presente na
cultura sem puttrescina.
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