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RESUMO  

OLIVEIRA, Annie Carolina Araújo de. Morfogênese e calogênese in vitro em jenipapeiro 

(Genipa americana L.). São Cristóvão: UFS, 2016. 42 p. (Dissertação – Mestrado em 

Agricultura e Biodiversidade). * 

 

A cultura de tecidos vegetais tem-se mostrado eficaz na multiplicação e conservação de 

recursos genéticos vegetais. O jenipapeiro (Genipa americana L.), da família Rubiaceae 

destaca-se pela sua pluralidade de usos, seja como essência florestal, na produção de frutos ou 

na medicina tradicional. Esse trabalho foi dividido em duas partes. A primeira objetivou 

estudar os efeitos das concentrações de ANA (0,0; 0,2; 0,4 e 0,6 mg L
-1

) em combinação com 

1,0 mg L
-1 

de BAP na morfogênese in vitro de embriões zigóticos inteiros e eixos 

embrionários de jenipapeiro do acesso Núcleo Bandeirante (NB). Aos 30 dias, observou-se 

que a regeneração in vitro foi possível a partir da conversão de embriões inteiros em meio MS 

suplementado com 0,6 mg L
-1

 de ANA. O maior comprimento da parte aérea, número de 

folhas e de raízes foram obtidas em meio isento de ANA. O aumento progressivo na 

concentração de ANA levou a formação de calos compactos, principalmente no segmento 

eixo embrionário. A regeneração via organogênese direta não foi observada. A segunda parte 

buscou determinar o efeito do 2,4-D (0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg L
-1

) na calogênese de 

explantes foliares e nodais de jenipapeiro e caracterizar a sua dinâmica de crescimento 

cinético. A melhor resposta de indução ocorreu na concentração de 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D e 1,77 

mg L
-1 

de BAP para os explantes foliares dos acessos Núcleo Bandeirante (NB), Sabinópolis 

(SA) e Salvaterra (SAL), com destaque para o segundo, que apresentou uma biomassa de 

0,2223 g, aos 60 dias de cultivo. No entanto, para calos obtidos a partir de segmentos nodais, 

a resposta de indução em função do 2,4-D foi diferenciada entre os acessos testados, sendo 

superior para os acessos NB e SA na concentração de 4,0 mg L
-1

 de 2,4-D e para o acesso 

SAL, na de 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D. A cinética de crescimento foi estabelecida a partir da massa 

fresca dos calos em intervalos de 10 dias. A curva de crescimento de calos de explantes foliar 

e nodal apresentou um padrão linear, sendo detectada apenas três fases de crescimento: lag, 

exponencial e linear. Calos do acesso SA obtidos de segmento nodal devem ser transferidos 

para um novo meio de cultura ao 40º dia de cultivo.     

 

Palavras-chave: Recurso genético vegetal, propagação in vitro, calo, regulador de 

crescimento vegetal. 

 
1
 

                                                           
*
 Comitê Orientador: Dr.ª Ana da Silva Lédo – Embrapa Tabuleiros Costeiros (Orientadora), Dr.ª Francine 

Ferreira Padilha – UNIT (Co-orientadora).  
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ABSTRACT 

OLIVEIRA, Annie Carolina Araújo de. Morphogenesis and in vitro callus induction of 

genipap (Genipa americana L.). São Cristóvão: UFS, 2016. 42 p. (Thesis - Master of 

Science in Agriculture and Biodiversity). * 

 

Plant tissue culture has shown to be effective in multiplication and conservation of plant 

genetic resources. The genipap (Genipa americana L.), from the Rubiaceae family stands out 

for its plurality of uses, either as a forest species, fruit production or in traditional medicine. 

This study was divided into two parts. The first study investigated the effects of NAA 

concentrations (0.0, 0.2, 0.4 and 0.6 mg L
-1

) in combination with 1.0 mg L
-1

 of BAP in the 

morphogenesis of genipap zygotic embryos and embryonic axis of Núcleo Bandeirante (NB) 

access. At 30 days, it was observed that the in vitro regeneration of genipap is possible from 

the conversion of whole embryos in a medium supplemented with 0.6 mg L
-1

 NAA. The 

largest shoot length, number of leaves and roots were obtained in the medium NAA free. The 

progressive increase in the concentration of NAA induced the formation of compact calli, 

especially in the embryonic axis segment. Regeneration via direct organogenesis was not 

observed. The second part aimed to determine the effect of 2,4-D (0.0, 2.0, 4.0, 6.0 and 8.0 

mg L
-1

) for induction of callus from leaf and nodal explants of genipap and characterize the 

dynamics of kinetics growth. The best induction response occurred at a concentration of 2.0 

mg L
-1

 2,4-D and 1.77 mg L
-1

 BAP for leaf explants of NB, SA and SAL accesses, with 

emphasis on access SA who presented a biomass of 0.2223 g after 60 days of cultivation. 

However, for callus obtained from nodal segments, the response due to 2,4-D was different 

between the accesses. The fresh weight increase was higher for NB and SA at concentration 

4.0 mg L
-1

 2,4-D and SAL, at 2.0 mg L
-1

 2,4-D. The kinetics growth was established from the 

fresh weight of callus at intervals of 10 days. The growth curve of leaf and nodal explants 

callus showed a linear pattern and only three stages of growth were observed: lag, exponential 

and linear. Calli of SA nodal segment should be transferred to a new culture medium after 40 

days of cultivation. 

 

Keywords: Plant genetic resource, in vitro propagation, callus, plant growth regulator. 
*
 

                                                           
* Supervising Committee: Dr.ª Ana da Silva Lédo – Embrapa Tabuleiros Costeiros (Orientadora), Dr.ª Francine 

Ferreira Padilha – UNIT (Co-orientadora). 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O impacto sobre o meio ambiente causado por atividades antrópicas é medido de 

várias maneiras, no entanto, a perda da biodiversidade é tida como o fator de maior 

relevância. Para os vegetais, a manutenção da diversidade genética é importante, pois 

esses recursos constituem-se num reservatório natural de genes, com potencial de uso 

em programas de melhoramento, de onde podem ser obtidos cultivares mais resistentes, 

capazes de se adaptarem às mais diferentes condições ambientais. 

Com os avanços na área da Biotecnologia, novas técnicas foram sendo 

desenvolvidas para maximizar a qualidade e o rendimento dos cultivos agrícolas. Entre 

elas, destaca-se a cultura de tecidos, que tem sido incrementada como parte integrante 

em diferentes setores da agricultura. Sua aplicação tornou possível a conservação dos 

recursos genéticos vegetais em bancos de germoplasma in vitro, a produção de mudas 

em larga escala, a transformação genética de plantas, a produção de metabólitos 

secundários de interesse comercial, entre outros.   

Do ponto de vista da propagação in vitro, a cultura de tecidos apresenta-se como 

uma alternativa aos métodos convencionais de multiplicação, especialmente para 

espécies que não produzem sementes ou cujas sementes são recalcitrantes e àquelas que 

são propagadas vegetativamente. As vantagens da aplicação dessa ferramenta incluem, 

entre outras, a multiplicação clonal de indivíduos superiores em condições controladas e 

ambiente asséptico e a redução da demanda por espaço e mão de obra. Diversos 

explantes podem ser utilizados no estabelecimento in vitro de culturas, e tecidos mais 

jovens, tais quais embriões zigóticos, que possuem maior competência celular, têm sido 

largamente empregados na observação de processos que controlam a morfogênese in 

vitro. 

Outra contribuição da cultura de tecidos, está relacionada a produção de 

compostos oriundos do metabolismo secundário vegetal. As plantas são uma fonte 

natural de substâncias biologicamente ativas, com propriedades diferenciadas que 

despertam o interesse comercial não apenas na área farmacêutica, mas também nas 

áreas alimentar e agronômica. A cultura de calos tem sido amplamente difundida na 

produção desses compostos e o acompanhamento do seu desenvolvimento ao longo do 

período de cultivo fornece dados importantes que podem subsidiar a seleção de fatores 

para otimização do rendimento in vitro.  

O jenipapeiro (Genipa americana L.), da família Rubiaceae, encontra-se 

distribuído por toda a região neotropical. No Brasil, ocorre em diversas formações 

florestais, incluindo áreas de várzeas. Trata-se de uma espécie de relevância 

socioeconômica, podendo ser utilizada como essência florestal ou fornecedora de frutos, 

os quais podem ser consumidos in natura ou utilizados como matéria-prima na 

fabricação de alimentos e bebidas. Além de ser empregado na medicina popular, no 

tratamento de enfermidades.  

O objetivo do trabalho foi gerar conhecimentos técnico-científicos relacionados 

à morfogênese no cultivo de embriões zigóticos para obtenção de plantas e à dinâmica 

de crescimento celular de calos de jenipapeiro, por meio da aplicação de técnicas de 

cultura de tecidos. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Biotecnologia aplicada à cultura de tecidos vegetais 

 

Os recursos genéticos vegetais são essenciais para garantir a segurança alimentar 

e nutricional (FAO, 2014), uma vez que esses, além de serem a base da cadeia alimentar 

do homem, atendem a outras necessidades relacionadas à geração de energia, vestuário, 

medicamentos e habitação (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2011). A Convenção sobre 

Diversidade Biológica (CDB) define os recursos genéticos como “material genético de 

valor real ou potencial” (BRASIL, 2000). No caso dos vegetais, esses recursos 

genéticos compreendem a diversidade genética contida nas formas primitivas de 

espécies cultivadas e variedades tradicionais, cultivares modernas, cultivares obsoletas, 

linhagens e estoques genéticos e espécies selvagens (RAO, 2004). 

A existência da variabilidade genética permitiu por meio do melhoramento 

genético, a obtenção de cultivares mais produtivos, resistentes a pragas e doenças e 

adaptados aos mais diferentes ambientes (BRAMMER, 2002). No entanto, o que se 

observa é a redução dessa variabilidade genética provocada por fatores como, a 

substituição de espécies e variedades locais por cultivares uniformes, o uso 

indiscriminado do material vegetal e mudanças nos habitats naturais pela ação antrópica 

(PITMAN e JORGENSEN, 2002). Assim, o estabelecimento de uma agricultura 

moderna, baseada na conservação e uso racional dos recursos genéticos vegetais, se 

torna fundamental nos dias atuais.  

Com o advento da Biotecnologia, novas práticas fundamentadas no 

desenvolvimento de processos e produtos que subsidiem o emprego de estratégias 

voltadas para a multiplicação, conservação e manejo sustentável são indispensáveis para 

reduzir os riscos de erosão genética em espécies de importância ecológica e econômica, 

já que essas constituem-se num reservatório natural de genes (PAUNESCU, 2009). Um 

desses grandes avanços biotecnológicos foi o desenvolvimento da técnica de cultura de 

tecidos (REED et al., 2011).  

A cultura de tecidos vegetais envolve um conjunto de técnicas nas quais um 

explante é isolado e cultivado sob condições assépticas, em um meio de nutritivo 

artificial. É baseada no princípio da totipotencialidade, ou seja, na capacidade que uma 

célula tem de gerar um organismo completo, uma vez que ela contém a informação 

genética necessária para tal (GEORGE, 2008). Dentre as aplicações dessa tecnologia, 

destacam-se o melhoramento genético, o manejo, intercâmbio e conservação de 

germoplasma, entre outras aplicações, como a micropropagação e a produção in vitro de 

compostos secundários, que foram abordados no presente estudo.  

 

2.1.1. Propagação in vitro via cultura de embriões zigóticos 

 

A propagação in vitro surge como uma alternativa para espécies que 

normalmente, não produzem sementes ou cujas sementes são recalcitrantes e não 

toleram armazenamentos prolongados e àquelas que são propagadas vegetativamente. A 

sua utilização viabiliza, principalmente, a maximização da produção de mudas com 

fidelidade genética ao material de origem e com qualidade fitossanitária, dada as 

condições de cultivo altamente assépticas (ENGELMANN, 2011). Além disso, vem 

sendo utilizada na propagação em larga escala de espécies de interesse comercial, de 

frutíferas como o abacaxi (SOUZA et al., 2012); entre ornamentais, com destaque para 

orquídeas (RODRIGUES et al., 2015); e espécies florestais, como o eucalipto (SILVA 

et al., 2015).   
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Essa técnica constitui um importante avanço não só na obtenção de mudas, mas 

na manipulação de processos de regeneração, que ocorrem por organogênese ou por 

embriogênese somática. A organogênese conceitua-se como a formação de estruturas a 

partir de órgãos vegetais, podendo ocorrer diretamente, por meio da regeneração de 

plantas sem passar pela fase de calo ou, indiretamente, quando o processo de 

regeneração é precedido pela formação de calo. A embriogênese somática, por vez, é 

uma via de desenvolvimento de embriões a partir de células somáticas, e pode ocorrer 

da mesma forma, com ou sem a formação de calos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 

1998). 

No entanto, a propagação in vitro só é viável quando levado em consideração as 

informações acerca do potencial regenerativo que cada genótipo apresenta, diante das 

respostas morfogênicas que diferentes explantes, composição do meio e condições de 

cultivo podem ocasionar (CEZAR et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2014).  

Como regra geral, tecidos mais jovens possuem maior competência celular. Por 

isso, o cultivo de embriões zigóticos tem sido empregado na observação de processos 

que controlam a morfogênese in vitro e culminam na obtenção de órgãos ou embriões 

somáticos (ELHITI & STASOLLA, 2011). Ao longo dos últimos anos, inúmeras 

espécies foram regeneradas a partir de embriões zigóticos, a saber Azadirachta indica 

A. Juss (LÉDO et al., 2008), Bactris gasipaes Kunth (STEINMACHER et al., 2007) e 

Harconia speciosa Gomes (FREIRE et al., 2011). 

Os reguladores de crescimento vegetal são adicionados ao meio de cultura para 

suprir possíveis deficiências endógenas nos explantes e induzir os processos de 

desdiferenciação e rediferenciação celular. As auxinas e as citocininas destacam-se 

como os principais reguladores de crescimento, sendo a concentração um dos fatores 

que mais influenciam o processo de desenvolvimento in vitro (LÉDO et al., 2008).   

As auxinas regulam aspectos do desenvolvimento dos vegetais, incluindo o 

alongamento caulinar, a dominância apical e os movimentos trópicos. São 

frequentemente usadas na indução do desenvolvimento de gemas laterais e de raízes 

adventícias. As auxinas mais usadas são AIA (ácido indol-3-acético), AIB (ácido indol-

3-butírico), ANA (ácido naftalenoacético) e 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) 

(TAIZ & ZEIGER, 2013).  

As citocininas estimulam a divisão celular, e são indispensáveis durante a fase 

de multiplicação. Em concentrações elevadas, induzem o crescimento de parte aérea e 

inibem a formação de raízes. As citocininas mais usadas são: a cinetina (KIN), 6-

benzilaminopurina (BAP), zeatina (Zea) e thidiazuron (TDZ) (TAIZ & ZEIGER, 2013).  

Como apresentado anteriormente, auxinas e citocininas regulam a morfogênese 

in vitro e a utilização desses reguladores influenciam diretamente na competência dos 

tecidos vegetais. Altas concentrações de ANA no meio de cultura favoreceram o 

enraizamento de Anemopaegma arvense (Vell.) Stell. ex de Souza, comumente 

conhecida por catuaba (SOUZA et al., 2015). Resultados semelhantes foram obtidos por 

Rocha et al. (2008), que verificaram que na concentração de 9,8µM de AIB, a 

porcentagem de enraizamento in vitro do acesso de jenipapeiro JRB59 foi de 70% e do 

acesso JRB69, de 43,3%. Já a alta razão citocinina e auxina promoveu a formação de 

parte aérea em Calendula officinalis L. (VICTÓRIO et al., 2012), Malva sylvestris L. 

(FILTER et al., 2014) e G. americana L. (YEE et al., 2010). 

A combinação de reguladores de crescimento vegetal também pode favorecer o 

crescimento de calos na superfície dos explantes. E, apesar de não ser uma rota 

preferencial, o cultivo de calos tem subsidiado estudos relacionados à embriogênese 

somática e a produção in vitro de metabólitos secundários (GONÇALVES & 

ROMANO, 2013).  
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2.1.2. Produção in vitro de metabólitos secundários com ênfase na cultura de calos  

 

As plantas são uma fonte natural de compostos biologicamente ativos aos quais 

são derivados do seu metabolismo primário ou secundário. Entende-se por metabolismo 

primário, o conjunto de processos que desempenham funções vitais no vegetal, tais 

como fotossíntese, respiração e transporte de solutos. Carboidratos, lipídios, proteínas e 

nucleotídeos são alguns das macromoléculas inerentes a esse metabolismo, que 

possuem distribuição universal nos vegetais (PERES, 2004). 

Além do metabolismo primário, as plantas produzem em quantidades menores 

metabólitos secundários, que consistem de micromoléculas, de estrutura complexa e 

diversificada, cujas funções adaptativas, auxiliam na perpetuação e sobrevivência dos 

organismos, seja na atração de polinizadores, na proteção contra a ação de insetos, 

patógenos e animais herbívoros ou mesmo mudanças no ambiente (CHAMPE et al., 

2008). Esses são classificados de acordo com a sua origem biossintética, em três grupos 

principais: alcaloides, compostos fenólicos e terpenos (FUMAGALI et al., 2008). 

Os compostos oriundos do metabolismo secundário vegetal têm despertado a 

atenção por apresentarem uma gama de atividades biológicas, com utilização não só na 

indústria farmacêutica, para formulação de fitoterápicos, como nas indústrias de 

cosméticos, como aromatizantes ou antioxidantes e de alimentos, como flavorizantes e 

corantes ou ainda na área agropecuária, como biopesticidas (BARBOSA-FILHO et al., 

2007; BIAVATTI et al., 2007; SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2012). 

O extrativismo é a principal forma de obtenção do material vegetal, para 

extração dos metabólitos secundários, o que torna o processo indiscriminado, tanto do 

ponto de vista ecológico quanto econômico. Concomitantemente, as plantas, quando em 

ambiente natural, estão sujeitas a variações sazonais, ataque de pragas e doenças e 

fatores abióticos, o que pode afetar diretamente a produção desses compostos (GRAY, 

2003; SANTOS et al., 2007).  

Dessa forma, a aplicação de técnicas de cultura de tecidos apresenta-se como um 

recurso alternativo para o desenvolvimento de processos que permitam a produção 

dessas substâncias, sem influência de fatores externos. A principal vantagem desta 

tecnologia é que ela pode fornecer uma produção contínua de compostos bioativos, 

além de poder ser usada para o cultivo em larga escala (RAO & RAVISHANKAR, 

2002).  

Atualmente, um esforço considerável tem sido feito no intuito de obter 

substâncias ativas que tenham sido acumuladas em culturas de células vegetais. E, 

estudos demonstram que o cultivo in vitro de calos vem sendo bastante explorado para o 

estabelecimento inicial de linhagens celulares mais promissoras e de alto rendimento 

(FUMAGALI et al., 2008). 

Calos são caracterizados como uma massa não organizada de células, 

proveniente da resposta de tecidos vegetais dos quais são iniciados, a estímulos entre a 

combinação de reguladores de crescimento e condições de cultivo (GEORGE, 2008). 

Esses podem ser obtidos a partir de diversos órgãos, incluindo explantes foliares, de 

espécies como: Myracrodruon urundeuva Fr. All. (VASCONCELOS et al., 2012), 

Jatropha curcas L. (FEITOSA et al., 2013) e Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. 

Jarvi (SANTOS et al., 2014); e explantes nodais, como Passiflora alata Curtis 

(PACHECO et al., 2012), entre outros.  

O uso de reguladores de crescimento vegetal tende a ser crucial na calogênese 

(NOGUEIRA et al., 2007). Em estudo com Ceropegia bulbosa Roxb., uma planta 

medicinal da Índia, o índice de indução de calos foi de 75% em meio MS suplementado 

com 1,0 mg L
-1

 de 2,4-D e 0,5 mg L
-1

 de BAP e nulo na ausência desses reguladores 
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(PHULWARIA et al., 2013). Em contrapartida, Nogueira et al. (2007) observaram a 

formação de calos em explantes foliares de Byrsonima intermedia A. Juss. (murici 

pequeno), em meio MS com 1,0 mg L
-1 

de 2,4-D, o que pode ser explicado pelo 

conteúdo endógeno de citocinina no explante ser suficiente para o estabelecimento de 

uma rota indireta. 

Diferenças no potencial morfogênico de explantes foliares e nodais de 

jenipapeiro foram demonstrados por Almeida et al. (2015). Em segmentos foliares 

houve maior formação de calos na presença de 8,0 mg L
-1

 de 2,4-D, enquanto que 

explantes nodais responderam melhor na presença de 1,0 mg L
-1

 de BAP. Quando 

cultivados na ausência desses reguladores vegetais, segmentos nodais apresentaram 

maior tendência a organogênese direta. 

O acompanhamento do desenvolvimento de calos em meio de indução auxilia na 

determinação das melhores condições de cultivo, além de indicar o momento ideal de 

transferência para um novo meio (VASCONCELOS et al., 2012). George (2008) relata 

que o padrão de crescimento dos calos ocorre em três estágios, de indução, divisão e 

diferenciação celular, os quais são verificados através da curva de crescimento em seis 

fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleração, estacionário e declínio. Estudos 

cinéticos através do estabelecimento da curva de crescimento de calos foram realizados 

em espécies como café (SANTOS et al., 2008), aroeira do sertão (VASCONCELOS et 

al., 2012) e pinhão manso (FEITOSA et al., 2013). 

 

2.2. O jenipapeiro: Aspectos botânicos, importância e usos 

 

Rubiaceae é uma das maiores famílias botânicas entre as angiospermas 

(DELPRETE & JARDIM, 2012), com mais de 13.000 espécies, distribuídas em 611 

gêneros (DAVIS et al., 2009), e três subfamílias, Cinchonoideae, Ixoroideae, 

Rubioideae, de acordo com classificação atual proposta por Bremer e Eriksson (2009). 

O gênero Genipa L., pertence à subfamília Ixoroideae, e a tribo Gardenieae 

(KAINULAINEN et al., 2013), sendo reconhecida como um táxon com apenas duas 

espécies: G. americana L. e G. infundibuliformis Zappi & Semir (DELPRETE et al., 

2005). 

Genipa americana L., comumente conhecida por jenipapeiro, está amplamente 

distribuída por toda a região neotropical, desde o México até a Argentina (UNCTAD, 

2005). No Brasil, sua ocorrência tem sido reportada nos tabuleiros costeiros e baixada 

litorânea da região Nordeste (PRUDENTE, 2002) e no Centro-Oeste, em áreas de Mata 

Seca, Cerradão e Mata de Galeria (SILVA et al., 2001), entre outras formações 

florestais. Em Sergipe, essa espécie é comumente cultivada em pomares dentro de 

pequenas propriedades agrícolas, podendo ser encontrada em fragmentos naturais de 

vegetação remanescente e em regiões de matas ciliares (SILVA et al., 2009), por tolerar 

solos encharcados (OLIVEIRA et al., 2014).  

Trata-se de uma espécie arbórea semidecídua, com 8 a 14 m de altura e diâmetro 

a altura do peito (DAP) variando entre 40 a 60 cm, com tronco retilíneo e cilíndrico, 

copa estreita e folhas simples opostas (LORENZI, 2008). A rusticidade dessa espécie 

torna-a adaptável a várias condições climáticas e edáficas, porém tem preferência por 

áreas com solos ligeiramente ácidos, de precipitação anual entre 1200 e 4000 mm e 

temperaturas médias entre 18 e 28°C (PRUDENTE, 2002; UNCTAD, 2005). 

O jenipapo, fruto do jenipapeiro, é do tipo baga globosa (LORENZI, 2008), com 

várias sementes, que são classificadas como intermediárias, por apresentarem certa 

tolerância à dessecação, apesar de não suportarem longos períodos de armazenamento 

(CARVALHO & NASCIMENTO, 2000; MAGISTRALI et al., 2013). A propagação 
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ocorre via sexuada ou assexuada (PRADO NETO et al., 2007). Abelhas e beija-flores 

foram relatados como agentes polinizadores da espécie, em fragmento de Mata 

atlântica, no estado de Pernambuco, Brasil (KIMMEL et al., 2010). 

É considerada como uma espécie de importância econômica, tanto pelo seu 

potencial florestal, sendo empregado em programas de recuperação de áreas protegidas 

por Lei (SANTOS et al., 2011; RABBANI et al., 2012), quanto pela produção de frutos, 

que são consumidos in natura ou utilizados como matéria-prima de alimentos e bebidas 

(FERNANDES & RODRIGUES, 2012) sendo também uma fonte natural de corante 

(ECHEVERRY et al., 2011). 

Estudos recentes também demostraram a capacidade do jenipapeiro como 

fitorremediador, sobretudo como planta fitoestabilizadora e rizofiltradora do cromo, um 

metal pesado, prejudicial aos organismos vivos (BARBOSA et al., 2007; SANTANA et 

al., 2012). Outros autores incluem a utilização dessa espécie na arborização urbana 

(SANTOS et al., 2015) e de pastagens, fornecendo sombra e abrigo aos animais 

(SALMAN et al., 2008) e como forrageira (PINTO-RUIZ et al., 2005). 

Na medicina popular, frutos, folhas e raízes são empregados no tratamento de 

enfermidades. As folhas são antissifilíticas e, em infusão, eliminam substâncias tóxicas 

presentes no sangue. Os frutos, ricos em ferro, são indicados no combate à anemia, e a 

sua casca tem propriedades adstringentes. Os frutos também são indicados no combate a 

osteoporose, diabetes e colesterol. A raiz tem efeito purgativo (AGRA et al., 2008; 

ALVES et al., 2008; CORDEIRO & FÉLIX, 2014). 

Do ponto de vista fitoquímico, G. americana é caracterizada pela presença de 

iridoides, compostos monoterpênicos que ocorrem nos vegetais, quase sempre na forma 

glicosilada, ou seja, ligados a um monossacarídeo (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, 

2001). Dentre os iridoides isolados de frutos maduros de jenipapeiro destaca-se a 

genipina (DJERASSI et al., 1960), cujas propriedades anti-inflamatórias e 

antiangiogênicas foram demonstradas por Koo et al. (2004) e Ueda e Iwahashi (1991). 
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3. CONCLUSÕES GERAIS  

 

Com os avanços na área da Biotecnologia vegetal torna-se possível a aplicação 

de técnicas de cultura de tecidos para os mais diversos fins. O conhecimento do 

potencial morfogênico de embriões zigóticos cultivados em diferentes concentrações de 

reguladores de crescimento vegetal pode possibilitar o estabelecimento de novas formas 

de propagação do jenipapeiro, para o seu cultivo e exploração sustentável.  

Da mesma forma, que estudos sobre a dinâmica do crescimento celular in vitro 

permite o estabelecimento de estratégias voltadas para a produção de metabólitos 

secundários, com intuito de otimizar a produção de compostos de interesse. 
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5. ARTIGO 1: RESPOSTAS MORFOGÊNICAS NO CULTIVO in vitro DE 

EMBRIÕES ZIGÓTICOS E EIXOS EMBRIONÁRIOS DE JENIPAPEIRO 

 

Periódico submetido (ou a ser submetido): Ciência Agronômica 

 

RESUMO 

 

O cultivo in vitro de embriões zigóticos tem sido empregado na observação de 

processos que controlam a morfogênese, devido à competência desses tecidos. O 

objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do ANA em combinação com o BAP no 

potencial morfogênico de embriões zigóticos de jenipapeiro. Sementes obtidas de 

frutos maduros do acesso Núcleo Bandeirante (NB) tiveram seus embriões zigóticos 

excisados, os quais foram utilizados inteiros ou seccionados na região do eixo 

embrionário e inoculados em meio MS suplementado com 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6 mg L
-1

 

de ANA combinado com 1,0 mg L
-1

 de BAP. Após 30 dias avaliou-se o potencial de 

regeneração dos explantes e aos 90 dias verificou-se o comprimento da parte aérea, 

o número de folhas e a ausência ou presença de raízes nas plântulas formadas. 

Observou-se que é possível a regeneração in vitro de jenipapeiro a partir da 

conversão de embriões inteiros em meio MS suplementado com 0,6 mg L
-1

 de ANA. 

O aumento progressivo na concentração de ANA induz a formação de calos 

compactos, principalmente no segmento eixo embrionário. Não houve regeneração 

via organogênese direta. 

 

Palavras-chave: Genipa americana L., cultura de tecidos, reguladores de 

crescimento vegetal, calo. 
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ABSTRACT 

 

In vitro MORPHOGENIC RESPONSE OF GENIPAP ZYGOTIC EMBRYOS 

AND EMBRYONIC AXIS 

 

The in vitro culture of zygotic embryos has been employed in the observation of 

processes that control the morphogenesis, due to the competence of these tissues. 

The aim of this study was to evaluate the effect of ANA in combination with BAP 

in the morphogenic potential of genipap zygotic embryos. Seeds obtained from ripe 

fruits of Núcleo Bandeirante (NB) access had their zygotic embryos excised, which 

were used whole or sectioned in the embryonic axis region and inoculated on MS 

medium supplemented with 0.0; 0.2; 0.4 and 0.6 mg L
-1

 NAA with 1.0 mg L
-1

 BAP. 

After 30 days the potential for regeneration of explants was evaluated and at 90 days 

the shoot length, number of leaves and the absence or presence of roots in seedlings 

formed was observed. The in vitro regeneration of genipap is possible from the 

conversion of whole embryos in a medium supplemented with 0.6 mg L
-1

 NAA. The 

progressive increase in the concentration of NAA induced the formation of compact 

callus, especially in the embryonic axis segment. There was no regeneration via 

direct organogenesis. 

 

Keywords: Genipa americana L., tissue culture, plant growth regulators, callus.  
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5.1. Introdução 

 

Genipa americana L. (Rubiaceae), comumente conhecida por jenipapeiro, 

ocorre naturalmente em vários estados brasileiros (ZAPPI, 2015). É considerada uma 

espécie de importância econômica, tanto pelo seu potencial florestal, quanto ambiental, 

já que é indicada na recuperação de áreas degradadas (CORRÊA et al., 2015; DURÃES 

et al., 2014). Seus frutos, que podem ser consumidos in natura, servem de matéria-

prima para alimentos e bebidas (FERNANDES & RODRIGUES, 2012), sendo também 

uma fonte natural de corante (ECHEVERRY et al., 2011). Do ponto de vista 

etnobotânico, frutos, folhas e raízes são utilizados no tratamento de enfermidades 

(SILVA et al., 2015; VASQUÉZ et al., 2014). 

O jenipapeiro é explorado predominantemente de maneira extrativista e, como 

consequência, essa espécie sofre uma acelerada erosão genética (RABBANI et al., 

2012). Normalmente, sua propagação ocorre por via sexuada, porém problemas como 

uniformidade de germinação e recalcitrância das sementes, implicam na busca por 

alternativas complementares, diferente dos métodos convencionais (MAGISTRALI et 

al., 2013; NASCIMENTO & DAMIÃO-FILHO, 1998).  

A aplicação de técnicas de cultura de tecidos surge como uma ferramenta para 

superar problemas de propagação apresentados por espécies como o jenipapeiro. A sua 

utilização pode viabilizar não só a maximização da produção de mudas com fidelidade 

genética ao material de origem e com qualidade fitossanitária, como garantir a 

conservação do germoplasma dessa espécie fora do seu local de origem (REED et al., 

2011). 

No entanto, a propagação in vitro só é viável quando levado em consideração as 

informações do potencial regenerativo que cada genótipo apresenta, diante das respostas 

morfogênicas que diferentes tipos de explantes, composição do meio e condições de 

cultivo possam ocasionar (ELHITI & STASOLLA, 2011). Como regra geral, tecidos 

mais jovens possuem maior competência celular. Por isso, o cultivo de embriões 

zigóticos tem sido empregado para observação de processos que controlam a 

morfogênese in vitro (HU & FERREIRA, 1998).  

Quanto mais informações acerca da morfogênese in vitro, a possibilidade de se 

desenvolver tecnologias, que futuramente possam auxiliar no estabelecimento de 

protocolos via organogênese direta ou embriogênese somática, facilitará nos estudos 

que interferem, não só na propagação em larga escala, mas na transformação genética 

de plantas e na produção de compostos secundários (BAQUE et al., 2012; LÉDO et al., 

2007; PATEL et al., 2014). Além disso, o uso de embriões zigóticos e suas estruturas 

em protocolos de criopreservação tem sido relatado com sucesso para diversas espécies 

tropicais como Coffea arabica (DUSSERT et al., 2002), Jatropha curcas (PRADA et 

al., 2015) e Cocos nucifera (SAJINI et al., 2011), sendo promissor para o jenipapeiro.  

Não existem informações disponíveis sobre o comportamento de embriões 

zigóticos de jenipapeiro sob condições de cultivo in vitro. No entanto, resultados 

promissores com a germinação de sementes dessa espécie foram obtidos por Almeida et 

al. (2013).  

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do potencial morfogênico de 

embriões zigóticos e eixos embrionários de jenipapeiro em diferentes condições de 

cultivo in vitro. 
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5.2. Material e Métodos 

 

5.2.1. Material vegetal 

 

O estudo foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas (LCTP) 

da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no município de Aracaju, Sergipe.  

Frutos maduros (FIGURA 5.1 A) provenientes de populações naturais da região 

Núcleo Bandeirante, Distrito Federal (15°51’55.72’’S; 47°57’34.59’’O), foram lavados 

e despolpados. As sementes extraídas foram mantidas por 24 horas em temperatura 

ambiente (FIGURA 5.1 B) e posteriormente, submetidas à assepsia em câmara de fluxo 

laminar, seguindo metodologia proposta por (ROCHA et al., 2008).  

A assepsia constou da imersão em álcool 70% (v/v) por 60 segundos e em 

solução de hipoclorito de sódio comercial (NaClO) com 2,5% (v/v) de cloro ativo com 

duas gotas de Tween-20
®

 sob agitação por 20 minutos (FIGURA 5.1 C). Em seguida, as 

sementes foram lavadas, três vezes, em água destilada e autoclavada e transferidas para 

placas de Petri. 

 

5.2.2. Efeito do ANA na morfogênese in vitro de embriões zigóticos inteiros e eixos 

embrionários de jenipapeiro 

 

Após a assepsia, as sementes tiveram seus tegumentos removidos e os embriões 

zigóticos (FIGURA 5.1 D) foram excisados, em câmara de fluxo laminar, sendo obtidos 

isoladamente o embrião inteiro (FIGURA 5.1 E) e o eixo embrionário (FIGURA 5.1 F).  

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio MS 

(MURASHIGE & SKOOG, 1962), com 30 g L
-1

 de sacarose, 0,4% de Phytagel
®
 e 

suplementado com 0,0; 0,2; 0,4 ou 0,6 mg L
-1

 de ácido naftaleno acético (ANA) 

combinadas com 1,0 mg L
-1

 de 6-benzilaminopurina (BAP). O pH do meio de cultura 

foi ajustado para 5,8 e, em seguida, submetido à esterilização em autoclave a 120ºC ± 

1ºC durante 20 minutos. 

As culturas foram mantidas no escuro por 15 dias, e depois transferidas para sala 

de crescimento, onde permaneceram por mais 45 dias, com temperatura de 25ºC ± 2ºC, 

umidade relativa do ar média em torno de 70% e fotoperíodo de 16 horas de luz branca 

fria sob 52 µmol m
-2

 s
-1

 de irradiância e oito horas de escuro. 

Aos 30 dias após a inoculação, avaliou-se a regeneração de embriões zigóticos 

inteiros (EZ) e eixos embrionários (EE). O comprimento da parte aérea (CPA), o 

número de folhas (NF) e a ausência ou presença de raízes (RZ) por plântula foram 

obtidos aos 90 dias de cultura in vitro. 

 

5.2.3. Análises estatísticas 

 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em 

esquema fatorial 2x4 (dois tipos de explantes x quatro concentrações de ANA), 

totalizando 8 tratamentos. Para a variável regeneração, cada unidade experimental foi 

constituída por dez repetições com dois tubos de ensaio, contendo um explante cada. 

Para o restante das avaliações, foram consideradas apenas as observações em que a 

variável em estudo era presente.  

As médias das variáveis foram transformadas em raiz quadrada de Y + 0,5 e 

submetidas à análise de variância e comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), e para o 

efeito da concentração de ANA foram estimadas equações de regressão. Foi utilizado o 

programa estatístico SISVAR (FERREIRA, 2011). 



19 

 

 
 

 

 
FIGURA 5.1 – Extração, assepsia de sementes e excisão dos embriões zigóticos de 

jenipapeiro: A – Frutos maduros; B – Sementes após o beneficiamento; C - Assepsia 

das sementes em câmara de fluxo laminar; D – Detalhe do embrião zigótico no 

endosperma (end); E – Embrião inteiro (ez) com cotilédone e eixo embrionário; F – 

Cotilédone (co) e eixo embrionário (ee) separados. 

 

5.3. Resultados e Discussão 

 

A interação tipo de explante e concentração de ANA não foi significativa para a 

porcentagem de regeneração. No entanto, o efeito isolado desse regulador de 

crescimento vegetal foi responsivo na regeneração de embriões inteiros e dos eixos 

embrionários de jenipapeiro (ANEXO 5.1). 

A porcentagem de regeneração apresentou um comportamento linear positivo 

para ambos os tipos de explante. Na ausência do ANA, a porcentagem de regeneração 

foi de 40% para o embrião inteiro e 20% para o eixo embrionário. Com o aumento da 

concentração desse regulador, houve um incremento na taxa de regeneração, para 70% 

(FIGURA 5.2).  

A presença de ANA no meio de cultivo em combinação com 1,0 mg L
-1

 de BAP 

pode gerar um estímulo inicial para o desenvolvimento dos embriões. Resultados 

similares foram reportados por Lédo et al.  (2002) e Leite et al.  (2014), nos cultivos de 

açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) e babaçu (Orbignya oleifera Burret.), 

respectivamente. 

Não houve efeito significativo do tipo de explante na porcentagem de 

regeneração. Para o embrião inteiro, a porcentagem média de regeneração foi de 52,5% 

e para o eixo embrionário de 47,5%. 
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FIGURA 5.2 – Porcentagem de regeneração de explantes de embriões zigóticos inteiros 

(●) e eixos embrionários (♦) de jenipapeiro em função da concentração de ANA em 

combinação com 1,0 mg L
-1

 de BAP, aos 30 dias de cultivo (
**

Significativo a 1% de 

probabilidade pelo teste F; 
*
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; 

ns
Não 

significativo). 

 

As citocininas regulam diversos processos celulares, incluindo a expansão dos 

cotilédones em dicotiledôneas (TAIZ & ZEIGER, 2013). Os cotilédones, por vez, 

funcionam como uma reserva nutricional que irá manter o embrião, até o seu 

desenvolvimento em plântula, quando essa passa a ser autotrófica (LÉDO et al., 2008). 

Com a retirada desse tecido, o eixo embrionário pode demandar um tempo extra para 

estabelecer uma relação com o meio de cultivo, o que pode retardar ou impedir a 

regeneração do mesmo (FIGURA 5.3). Entretanto, o eixo embrionário seria uma opção 

potencial para uso em protocolos de criopreservação, considerando-se que a sua 

dimensão reduzida facilitaria nas etapas de desidratação. 

 
FIGURA 5.3 A – Embrião zigótico com formação de parte aérea, aos 30 dias de cultivo; 

B – Plântula oriunda do cultivo de embrião zigótico inteiro, aos 90 dias de cultivo; C –  

Plântula oriunda do cultivo de eixo embrionário, aos 90 dias de cultivo.  

   

A interação tipo de explante e concentração de ANA e os fatores isolados não 

apresentaram efeito significativo para as variáveis comprimento da parte aérea (CPA), 
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número de folhas (NF) e ausência ou presença de raízes (RZ) aos 90 dias de cultivo in 

vitro (ANEXO 5.2).  

O comprimento da parte aérea apresentou comportamento quadrático positivo na 

presença de ANA. Verificou-se redução do comprimento da parte aérea com o aumento 

da concentração de ANA, obtendo-se um maior crescimento (25,42 mm) na ausência 

desse regulador (FIGURA 5.4). Considerando-se os explantes isoladamente, o embrião 

zigótico inteiro teve um incremento médio em altura de 20,14 mm e o eixo embrionário 

de 14,09 mm.  

As auxinas são hormônios importantes para a manutenção da dominância apical. 

Quando as concentrações endógenas são altas, pode ocorrer um desequilíbrio no 

balanço auxina e citocinina e, consequentemente a inibição na emissão de brotações 

(TAIZ & ZEIGER, 2013). Esse resultado é corroborado por Rezende et al. (2011), que 

constataram maior crescimento (24,40 mm) da parte aérea de embriões somáticos de 

café (Coffea arabica L.), na ausência de reguladores de crescimento vegetal. Da mesma 

forma, Fonseca et al.  (2014) verificaram redução do comprimento dos brotos a partir do 

aumento progressivo das concentrações de BAP no cultivo de embriões inteiros de 

mulungu (Erythrina velutina Willd.).  

 

 
FIGURA 5.4 – Comprimento da parte aérea em explantes de embriões zigóticos de 

jenipapeiro em função da concentração de ANA em combinação com 1,0 mg L
-1

 de 

BAP, aos 90 dias de cultivo (
**

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; 
*
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; 

ns
Não significativo). 

 

O mesmo comportamento quadrático positivo foi observado para a variável 

número de folhas, com o ponto mínimo de 0,39 mg L
-1

 de ANA (FIGURA 5.5). O 

aumento da concentração de ANA promoveu uma redução acentuada no número de 

folhas até 0,4 mg L
-1

 havendo um ligeiro aumento na concentração de 0,6 mg L
-1

. A 

média de folhas obtidas em plântulas regeneradas a partir do embrião inteiro foi de 6,0 

por explante, e para o eixo embrionário, 3,0 por explante, na ausência de ANA. 
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FIGURA 5.5 – Número de folhas em explantes de embriões zigóticos de jenipapeiro em 

função da concentração de ANA em combinação com 1,0 mg L
-1

 de BAP, aos 90 dias 

de cultivo (
**

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; 
*
Significativo a 5% de 

probabilidade pelo teste F; 
ns

Não significativo). 

 

Observou-se ainda, que o aumento da concentração de ANA em combinação 

com 1,0 mg L
-1

 de BAP resultou no crescimento atrofiado da parte aérea, tanto em 

plântulas provenientes de embriões inteiros (FIGURA 5.6 A), como daquelas oriundas 

do eixo embrionário (FIGURA 5.6 B). A combinação desses reguladores de 

crescimento, também inibiu o desenvolvimento por completo da parte aérea dos 

explantes oriundos de embriões zigóticos de jenipapeiro, que apresentaram formação de 

calo na sua superfície, principalmente para o eixo embrionário nas concentrações de 0,4 

e 0,6 mg L
-1

 (FIGURA 5.6 C e FIGURA 5.6 D). 

 
FIGURA 5.6 A – Parte aérea atrofiada em plântula oriunda de embrião inteiro; B – 

Parte aérea atrofiada em plântula oriunda de eixo embrionário; C – Superfície do 

explante eixo embrionário com calo compacto (Tratamento com 0,4 mg L
-1

 de ANA 

com 1,0 mg L
-1

 de BAP); D – Superfície do explante eixo embrionário com calo 

compacto (Tratamento com 0,6 mg L
-1

 de ANA com 1,0 mg L
-1

 de BAP). 
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Não houve efeito significativo da interação tipo de explante e ANA, nem dos 

fatores isolados na ausência ou presença de raízes. Para o embrião inteiro e eixo 

embrionário registrou-se um comportamento linear positivo, com 21,06% de raízes na 

presença de 0,6 mg L
-1

 de ANA (FIGURA 5.7). A presença de raízes para o embrião 

inteiro foi de 14,29% e para o eixo embrionário, 5,26%.  

 

 
FIGURA 5.7 – Ausência/presença de raízes em explantes de embriões zigóticos de 

jenipapeiro em função da concentração de ANA em combinação com 1,0 mg L
-1

 de 

BAP, aos 90 dias de cultivo (
**

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; 
*
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; 

ns
Não significativo). 

 

Observou-se que o aumento progressivo nas concentrações de 0,4 e 0,6 mg L
-1

 

de ANA com 1,0 mg L
-1 

de BAP no meio de cultura, resultando num expressivo número 

de plântulas com formação de calos compactos na base dos explantes. A formação de 

calos está associada ao balanço entre auxinas e citocininas (TAIZ & ZEIGER, 2013). 

Em estudos recentes com jenipapeiro, Almeida et al. (2015) relataram a formação de 

calos em segmentos nodais e foliares inoculados em meio MS com 4,0 e 8,0 mg L
-1

 de 

2,4-D (ácido diclorofenoxiacético), e na presença de 1,77 mg L
-1

 de BAP para explantes 

foliares, apenas. 

Apesar de não ser uma rota preferencial, a calogênese tem servido de base para 

estudos relacionados a embriogênese somática e a produção de metabólitos secundários 

in vitro, a partir de diversos tipos de explantes (GONÇALVES & ROMANO, 2013; 

NOGUEIRA et al., 2007).  

Considerando as respostas diferenciadas obtidas nesse trabalho, novos estudos 

devem ser conduzidos buscando o aprimoramento da expressão morfogênica de 

embriões zigóticos de jenipapeiro. 

 

5.4. Conclusões 

 

É possível a regeneração in vitro de jenipapeiro a partir da conversão de 

embriões zigóticos inteiros em meio MS na ausência ou presença de ANA. A 

concentração de 0,6 mg L
-1 

de ANA com 1,0 mg L
-1 

de BAP promove 70% de 

regeneração, para os embriões inteiros. O aumento progressivo do ANA em combinação 

com 1,0 mg L
-1

 de BAP induz a formação de calos compactos no eixo embrionário. 
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6. ARTIGO 2: INDUÇÃO E CURVA DE CRESCIMENTO DE CALOS 

OBTIDOS DE EXPLANTES FOLIARES E NODAIS DE JENIPAPEIRO 

 

Periódico submetido (ou a ser submetido): Bioscience Journal   

 

RESUMO 

 

O objetivo desse trabalho foi determinar o efeito do 2,4-D na calogênese de 

segmentos foliar e nodal de jenipapeiro e adequar curvas de crescimento cinético. 

Os explantes foram obtidos de plântulas previamente estabelecidas in vitro dos 

acessos NB, SA e SAL. Para a indução da calogênese, foram utilizadas diferentes 

concentrações (0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg L
-1

) de 2,4-D. Observou-se que a melhor 

resposta de indução ocorreu na concentração de 2,0 mg L
-1

 para calos oriundos de 

segmentos foliares dos três acessos testados. Para o segmento nodal a resposta entre 

os acessos foi diferenciada em função da concentração de 2,4-D. A curva de 

crescimento foi plotada a partir da massa fresca dos calos obtida em intervalos de 10 

dias. Através da curva de crescimento estabelecida é possível inferir que ao 40° dia 

de cultivo, os calos do acesso SA devem ser transferidos para um novo meio de 

cultura. 

 

Palavras-chave: Genipa americana L., calogênese, reguladores de crescimento 

vegetal.    
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ABSTRACT 

 

INDUCTION AND CALLI GROWTH CURVE FROM LEAF AND NODAL 

EXPLANTS OF GENIPAP  

 

The aim of this study was to determine the effect of 2,4-D in callus formation of leaf 

and nodal segments of genipap and to adequate kinetic growth curves. The explants 

were obtained from seedlings previously established in vitro of NB, SA and SAL 

accesses. For callus induction, different concentrations of 2,4-D were used (0.0, 2.0, 

4.0, 6.0 and 8.0 mg L
-1

). It was observed that the best response was induced in a 

concentration of 2.0 mg L
- 1

 for callus from leaf segments of the three tested 

accesses. For the nodal segment the response among the accessions was different 

due to 2,4-D. The growth curve was plotted according to the fresh weight of callus 

obtained at intervals of 10 days. Through the stablished growth curve it is possible 

to infer that the 40º day of culture, the calluses access SA should be transferred to a 

new culture medium. 

 

Keywords: Genipa americana L., callogenesis, plant growth regulators.  
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6.1. Introdução 

 

O jenipapeiro (Genipa americana L.) da família Rubiaceae ocorre praticamente 

em todas as regiões do Brasil, desde o Nordeste até São Paulo e Paraná, de forma 

dispersa, adaptando-se as mais variadas condições edafoclimáticas (ZAPPI, 2015). 

Trata-se de uma espécie de relevância socioeconômica, mas que vem sendo explorada 

de forma extrativista tanto pelas suas características madeireiras quanto pelo seu 

elevado potencial fitoquímico (BESSA et al., 2013; SANTOS et al., 2011).  

A capacidade das plantas em produzir e acumular metabólitos secundários tem 

sido determinante para o desenvolvimento de tecnologias baseadas no cultivo in vitro de 

células, tecidos e órgãos (OKSMAN-CALDENTEY & INZÉ, 2004). Células 

indiferenciadas, denominada de calos, vem sendo cada vez mais utilizados em estudos 

voltados para a produção de metabólitos secundários. Assim, experimentos já foram 

conduzidos em explantes foliares e nodais de catingueira (GOMES-COPELAND et al., 

2013) e em segmentos foliares de murici pequeno (NOGUEIRA et al., 2007) e de 

pinhão manso (FEITOSA et al., 2013). 

Qualquer tecido vegetal pode ser utilizado na indução de calos, porém tecidos 

mais jovens possuem maior capacidade em expressar a totipotência (GRATTAPAGLIA 

& MACHADO, 1998). Normalmente, o suprimento exógeno com reguladores de 

crescimento vegetal, principalmente auxinas e citocininas, se faz necessário para 

estímulo da proliferação celular (NOGUEIRA et al., 2007). 

Nesse ponto, o conhecimento sobre a dinâmica de crescimento de calos, ao 

longo do cultivo in vitro pode apoiar o estabelecimento de protocolos otimizados, 

indicando o momento adequado de transferência para um novo meio (VASCONCELOS 

et al., 2012). George (2008) relata que são verificadas através da curva de crescimento 

seis fases distintas de crescimento: lag, exponencial, linear, desaceleração, estacionário 

e declínio.   

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do 2,4-D na formação de calos a 

partir de explantes foliares e nodais de G. americana e caracterizar a dinâmica de 

crescimento dos mesmos. 

 

6.2. Material e Métodos 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos e Plantas 

(LCTP) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no munícipio de Aracaju, Sergipe. 

 

6.2.1. Efeito do 2,4-D na indução de calos em explantes foliar e nodal de 

jenipapeiro 

 

Como fonte de explantes foram utilizadas plantas previamente estabelecidas in 

vitro de populações nativas de Núcleo Bandeirante, Distrito Federal (acesso NB 

15º51’55.72’’S; 47º57’34.59’’W), Sabinópolis, Nossa Senhora das Dores, Sergipe 

(acesso SA 10°36'50.79"S; 37°07'36.05” W) e Salvaterra, Pará (acesso SAL 0° 

45'50.32'' S; 48°30'40.44'' W). Para obtenção de plântulas, sementes obtidas de frutos 

maduros foram submetidas à assepsia em câmara de fluxo laminar e posteriormente, 

inoculadas em meio MS (MURSHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L
-1

 

de sacarose e gelificado com 0,4% de Phytagel
®
 (SÁ, 2014).  

Os calos foram induzidos a partir de segmentos foliares e nodais obtidos de 

plântulas estabelecidas in vitro, como descrito anteriormente. Os explantes foram 

inoculados em placas de Petri (50x10 mm) contendo 20 mL de meio de MS com 30 g L
-



30 

 

 
 

1
 de sacarose e 0,4% de Phytagel

®
 e suplementado com 0,0; 2,0; 4,0, 6,0 ou 8,0 mg L

-1
 

de 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético). Para o explante foliar foram utilizadas as 

mesmas concentrações de 2,4- D em combinação com 1,77 mg L
-1

 de 6-

benzilaminopurina (BAP), conforme Almeida et al. (2015).  

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e, em seguida, submetido à 

esterilização em autoclave a 120ºC ± 1ºC durante 20 minutos. As culturas 

permaneceram no escuro durante todo o experimento, sendo mantidas em sala de 

crescimento com temperatura de 25ºC ± 2ºC e umidade relativa do ar média em torno de 

70%. Aos 30 e 60 dias, foi avaliada a massa fresca de calos. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em 

esquema fatorial 3x5x2 (3 acessos, 5 concentrações de 2,4-D e 2 tempos de avaliação), 

com três repetições, sendo a parcela experimental constituída por uma placa de Petri 

com quatro explantes.  

Os dados obtidos foram submetidos a análise de variância, e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para o efeito da concentração do 2,4-D foram 

estimadas equações de regressão. Utilizou-se o programa estatístico SISVAR 

(FERREIRA, 2011). 

 

6.2.2. Estabelecimento da curva de crescimento de calos 

 

Para determinação da curva de crescimento cinético de calos oriundos de 

explantes foliares e nodais de jenipapeiro, foram selecionadas para cada explante a 

concentração de 2,4-D onde ocorreu maior produção de calos.  

Os calos foram pesados, em balança de precisão, a partir do dia da inoculação 

(tempo 0), em intervalos de dez dias, durante 60 dias, utilizando-se três repetições por 

período de coleta, com cada repetição constituída por uma placa de Petri com quatro 

explantes. O percentual de crescimento dos calos foi determinado a partir da equação 

(VASCONCELOS et al., 2012): 

                 
(     )

(  )
     

Onde, Pi corresponde a massa fresca inicial e Pf a massa fresca final de calos.  

A curva de crescimento foi plotada a partir da média das três repetições em cada 

tempo (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias) de determinação de massa fresca. 

 

6.3. Resultados e Discussão  

 

6.3.1. Efeito do 2,4-D na indução de calos em explantes foliares de jenipapeiro 

 

Houve efeito significativo da interação tripla Acesso x Concentração x Tempo 

para a massa fresca de calos obtidos a partir de explantes foliares de jenipapeiro 

(ANEXO 6.1). 

Para a variável massa fresca de calos, a concentração de 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D 

proporcionou os maiores valores em combinação com 1,77 mg L
-1

 de BAP para os 

acessos SA e SAL e na concentração de 6,0 mg L
-1

 de 2,4-D, para o acesso NB, aos 30 

dias. Concomitantemente, a concentração de 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D foi melhor para os três 

acessos, aos 60 dias, com destaque para o acesso SA, com uma produção de 0,2223 g, 

que diferiu estatisticamente dos acessos NB e SA (TABELA 6.1). 
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TABELA 6.1 – Massa fresca de calos (g) oriundos de segmento foliar dos acessos 

Núcleo Bandeirante (NB), Sabinópolis (SA) e Salvaterra (SAL) em função da 

concentração de 2,4-D aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro. 

2,4-D 

(mg L
-1

) 

NB SA SAL 

Massa fresca (g) aos 30 dias 

0,0 0,0146
a 

0,0195
a
 0,0180

a
 

2,0 0,0338
a 

0,0554
a 

0,0320
a
 

4,0 0,0284
a 

0,0278
a
 0,0229

a
 

6,0 0,0341
a
 0,0342

a
 0,0281

a
 

8,0 0,0223
a
 0,0154

a
 0,0223

a
 

CV (%) 47,53   

2,4-D 

(mg L
-1

) 

NB SA SAL 

Massa fresca (g) aos 60 dias 

0,0 0,0206
a
 0,0247

a
 0,0221

a
 

2,0 0,0959
c
 0,2223

a
 0,1508

b
 

4,0 0,0485
a
 0,0653

a
 0,0796

a
 

6,0 0,0941
ab

 0,0621
b
 0,1417

a
 

8,0 0,0436
a
 0,0162

a
 0,0336

a
 

CV (%) 47,53   

Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha não diferem significativamente entre si pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

O balanço entre auxinas e citocininas tende a ser eficiente na indução de calos. 

Para Azevedo (2003), a melhor resposta de indução de calogênese em explantes foliares 

de copaíba foi obtida em meio MS suplementado com 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D e 1,0 mg L
-1

 

de BAP, onde verificou-se um acúmulo de biomassa de 0,0092 g. Indução de calos em 

resposta à combinação entre AIB e BAP também foram relatadas por Feitosa et al. 

(2013), para o pinhão manso (Jatropha curcas L.). 

No entanto, esses resultados contradizem os obtidos por Almeida et al. (2015), 

quanto a significância entre a interação de 2,4-D e BAP na formação de calos em 

explantes foliares de jenipapeiro. Segundo esses autores, a maior porcentagem de 

calogênese para explantes foliares de jenipapeiro foi observada na presença de 8,0 mg 

L
-1

 de 2,4-D (89,50%) ou de 2,0 mg L
-1 

de BAP (85,29%) para o acesso SIR (Siriri, 

Sergipe). Provavelmente, as variações nas respostas estejam ligadas aos diferentes 

genótipos de jenipapeiro utilizados em ambos os trabalhos. Resultados semelhantes 

foram reportados por Santos et al. (2003), para Coffea arabica cv Rubi, que obtiveram 

67% de produção de calos na presença de 1,0 mg L
-1

 de 2,4-D. 

Aos 30 dias de cultivo, a massa fresca de calos do acesso NB apresentou um 

comportamento quadrático, com ponto máximo na dose de 4,5 mg L
-1

 de 2,4-D (0,0344 

g). Para os acessos SA e SAL a mesma variável foi explicada por uma equação cúbica, 

com o ponto máximo de 2,52 mg L
-1

 (0,0476 g) e 2,53 mg L
-1

 (0,0285 g) de 2,4-D, 

respectivamente (FIGURA 6.1).  
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FIGURA 6.1 – Efeito de diferentes concentrações de 2,4-D, sobre a massa fresca (g) de 

calos dos acessos NB (♦), SA (■) e SAL (▲), formados a partir de segmentos foliares 

de Genipa americana L., aos 30 dias de cultivo. (
**

Significativo a 1% de probabilidade 

pelo teste F; 
*
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; 

ns
Não significativo). 

 

Independente da concentração de 2,4-D, a maior indução de calo ocorreu entre 

30 e 60 dias de cultivo in vitro para os acessos em estudo. O comportamento da variável 

massa de calos foi quadrático para os acessos NB e SAL e cúbica para o acesso SA 

(FIGURA 6.2). Para o acesso NB, foi observada maior indução de massa fresca na 

presença de 4,45 mg L
-1

 de 2,4-D, (0,0844 g) e para o acesso SAL na concentração de 

4,04 mg L
-1

 de 2,4-D (0,1337 g). O acesso SA se destacou por apresentar maior 

acúmulo de massa fresca, na concentração de 2,19 mg L
-1

 (0,1827 g).    

 

 
FIGURA 6.2 – Efeito de diferentes concentrações de 2,4-D, sobre a massa fresca (g) de 

calos dos acessos NB (♦), SA (■) e SAL (▲), formados a partir de segmentos foliares 

de Genipa americana L., aos 60 dias de cultivo (
**

Significativo a 1% de probabilidade 

pelo teste F; 
*
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; 

ns
Não significativo). 

♦ y = -0,0009nsx2 + 0,0081nsx + 0,0162ns 

R² = 0,7638 

■ y = 0,0004nsx3 - 0,0061nsx2 + 0,0231nsx + 0,0217ns 

R² = 0,6475 

▲ y = 0,0001nsx3 - 0,002nsx2 + 0,0082nsx + 0,0189ns 

R² = 0,5295 
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Verificou-se uma redução drástica na massa fresca para todos os acessos em 

concentrações elevadas de 2,4-D, que pode estar associada a oxidação ou necrose dos 

explantes. Reguladores de crescimento possuem um estreito espectro de ação, podendo 

se tornar tóxicos para os tecidos vegetais em concentrações excessivas, como constatado 

por Cerqueira et al. (2002), na calogênese de Tridax procumbens L. e por Santos et al. 

(2014), em Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis.  

De forma geral, é possível a indução de calos em segmentos foliares de 

jenipapeiro utilizando-se o 2,4-D em combinação com o BAP. Os calos obtidos a partir 

de segmentos foliares com a utilização dessa auxina apresentaram textura friável e 

características não-embriogênicas (FIGURA 6.3). 

 
FIGURA 6.3 – Aspecto geral de calos formados a partir de segmento foliar: A – Acesso 

NB; B – Acesso SA e C – Acesso SAL, aos 60 dias de cultivo in vitro. 

 

6.3.2. Efeito do 2,4-D na indução de calos em explantes nodais de jenipapeiro 

 

Avaliando-se o efeito de 2,4-D no cultivo in vitro de diferentes explantes de 

jenipapeiro em distintos períodos de tempo foi observado significância dos fatores 

isolados e entre as interações duplas para a massa fresca de calos. Contudo, a interação 

tripla não foi significativa (ANEXO 6.2). 

A massa fresca de calos variou segundo uma regressão cúbica na presença do 

2,4-D, com um acréscimo gradativo dessa variável até as concentrações de 2,68; 2,91 e 

2,25 mg L
-1

 de 2,4-D, para os acessos NB, SA e SAL, com um acúmulo de biomassa de 

0,2973 g, 0,1346 g e 0,1928 g, respectivamente (FIGURA 6.4). O acesso NB diferiu 

significativamente dos acessos SA e SAL, com um acréscimo de massa fresca de 0,1947 

g.  
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FIGURA 6.4 – Efeito de diferentes concentrações de 2,4-D, na massa fresca (g) de calos 

dos acessos NB (♦), SA (■) e SAL (▲), formados a partir de segmentos nodais de 

Genipa americana L. (
**

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; 
*
Significativo 

a 5% de probabilidade pelo teste F; 
ns

Não significativo). 

 

Aos 30 dias de cultivo, observa-se que a produção de biomassa não difere 

estatisticamente entre os acessos, entretanto, aos 60 dias houve maior indução no acesso 

NB. Considerando-se os acessos, em função do tempo, observa-se que não houve 

incremento significativo da massa de calos dos 30 aos 60 dias de cultivo in vitro para os 

acessos SA e SAL (TABELA 6.2). 

 

TABELA 6.2 – Massa fresca de calos oriundos de segmento nodal dos acessos Núcleo 

Bandeirante (NB), Sabinópolis (SA) e Salvaterra (SAL) aos 30 e 60 dias de cultivo in 

vitro. 

Dias 

Acessos  

NB SA SAL 

Massa fresca (g) 

30 0,1208
aB

 0,0843
aA

 0,0823
aA

 

60 0,2687
aA

 0,1103
bA

 0,1195
bA

 

CV (%) 46,57   

Médias seguidas pela mesma letra minúscula na linha e maiúscula na coluna não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

Diferenças genotípicas desempenham um papel significativo na calogênese, 

como demostrado em café por Rezende et al., (2011). Em parte, essas diferenças 

correspondem a variação nos níveis endógenos dos reguladores de crescimento dos 

explantes, que associada as condições de cultivo influenciam na formação e 

desenvolvimento do calo (SMITH, 2013). Em estudos conduzidos por Sá (2014) o 

acesso NB foi classificado como um grupo distinto quando comparado com outros 

acessos e apresentou superioridade quanto a micropropagação. 

Considerando-se os tempos de avaliação, a massa fresca de calos apresentou um 

comportamento cúbico, com pontos máximos de 2,91 mg L
-1

 e de 2,50 mg L
-1

 de 2,4-D, 

aos 30 e 60 dias, respectivamente (FIGURA 6.5).  
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FIGURA 6.5 – Efeito de diferentes concentrações de 2,4-D, na massa fresca (g) de calos 

formados a partir de segmentos nodais de Genipa americana L., aos 30 (●) e 60 (■) dias 

de cultivo. (
**

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; 
*
Significativo a 5% de 

probabilidade pelo teste F; 
ns

Não significativo). 

 

A formação de calos em segmentos nodais de jenipapeiro teve uma relação 

direta com a concentração de 2,4-D e com o tempo de cultivo in vitro em meio de 

indução. Esses resultados corroboram com Almeida et al. (2015), que observaram uma 

porcentagem de calogênese de 87,50% oriundos de explantes nodais de jenipapeiro, 

quando cultivados em meio MS, com 4 mg L
-1

 de 2,4-D. Em concentrações elevadas de 

2,4-D também foi detectada a oxidação e necrose de calos.  

O tempo de 60 dias promoveu maior acúmulo de massa fresca, na concentração 

de 4,0 mg L
-1

 de 2,4-D para o acesso NB e SA e de 2,0 de mg L
-1 

para o acesso SAL, 

com destaque para o acesso NB, que apresentou um acúmulo de massa fresca de 0,1947 

g, diferindo estatisticamente dos outros dois. Os calos obtidos a partir de segmentos 

nodais com a utilização dessa auxina também apresentaram textura friável e 

características não-embriogênicas (FIGURA 6.6). 

 
FIGURA 6.6 – Aspecto geral de calos formados a partir de segmento nodal: A – Acesso 

NB; B – Acesso SA e C – Acesso SAL, aos 60 dias de cultivo in vitro. 

 

6.3.3. Estabelecimento da curva de crescimento de calos 

 

Para estabelecimento da curva de crescimento cinético oriundos de explantes 

foliar e nodal de G. americana até os 60 dias de cultivo in vitro foram selecionadas as 

concentrações de 2,4-D de cada acesso que mais contribuíram para o acúmulo de massa 

fresca de calos, em valor absoluto, conforme Tabela 6.1.  
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O aspecto geral do padrão de crescimento de calos a partir de explantes foliares 

de jenipapeiro inoculados em meio MS na presença de 2,0 mg L
-1 

de 2,4-D e 1,77 mg L
-

1
 de BAP, para os acessos NB, SA e SAL, aos 60 dias de cultivo, está representado na 

Figura 6.7.  

 
FIGURA 6.7 – Crescimento cinético de calos formados a partir de segmentos foliares 

de Genipa americana L. dos acessos NB (♦), SA (■) e SAL (▲), inoculados em meio 

MS suplementado com 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D e 1,77 mg L
-1

 de BAP aos 60 dias de 

cultivo. I – Fase lag, II – Fase exponencial e III – Fase linear. 

 

De forma geral, observou-se um crescimento linear, com tendência de ganho de 

massa em função do aumento do tempo de cultivo. No período analisado (60 dias), 

constatou-se a presença de três fases de crescimento distintas, a lag (I), a exponencial 

(II) e a linear (III).  

A fase lag ocorreu até o 10º dia de cultivo, apresentado um percentual de 

crescimento de 57%, para o acesso NB, 58% para o acesso SA e 55%, para o acesso 

SAL. Essa fase varia de acordo com a espécie estudada. Feitosa et al. (2013) 

verificaram que para calos obtidos a partir de segmentos foliares de pinhão manso 

(Jatropha curcas L.), a fase lag ocorre até o 15º dia de cultivo. Santos et al. (2003), no 

entanto, observaram a ocorrência dessa fase até o 42º dia após a inoculação de 

segmentos foliares de café (Coffea arabica cv. Rubi).  

A fase de crescimento exponencial, período em que ocorre máxima divisão 

celular, ocorreu do 10º ao 50º dia de cultivo, apresentando o maior percentual de 

crescimento de calos para o acesso SA (79%), em relação ao SAL (78%) e o NB (63%). 

Santos et al. (2008) observou ocorrência dessa fase entre o 28º ao 63º dia de cultivo em 

calos de segmentos foliares de café (Coffea canephora L. cv. Apoatã). Em calos de 

segmentos foliares de aroeira do sertão (Myracrodruon urundeuva Fr. All.), essa fase 

foi observada entre o 15º e o 35º dia de cultivo (VASCONCELOS et al., 2012). 

A fase de crescimento linear corresponde ao intervalo entre o 50º e 60º dia, após 

a inoculação, o que representa um incremento de 28% para o acesso NB, 18% para o 

acesso SA e de 31% para o acesso SAL.    

Para calos oriundos de explantes nodais, foram selecionadas as concentrações de 

4,0 mg L
-1 

de 2,4-D para os acessos NB e SA e 2,0 mg L
-1 

de 2,4-D para o acesso SAL 

(FIGURA 6.8).  
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FIGURA 6.8 – Crescimento cinético de calos formados a partir de segmentos nodais de 

Genipa americana L. do acesso NB (♦), inoculado em meio MS suplementado com 4,0 

mg L
-1

 de 2,4-D e do acesso SAL (▲), inoculado em meio MS suplementado com 2,0 

mg L
-1

 de 2,4-D, aos 60 dias de cultivo. I – Fase lag, II – Fase exponencial, III – Fase 

linear. 

 

A dinâmica de crescimento de calos de jenipapeiro oriundos de explantes nodais 

apresentou um padrão diferenciado entre os acessos testados. Para os acessos NB e 

SAL, houve um comportamento linear sendo que a fase lag, na qual células do explante 

preparam-se para divisão celular, ocorreu até o 10º dia de inoculação. Os incrementos 

registrados foram de 60% para o acesso NB e de 65% para o acesso SAL.    

A partir desse ponto, verifica-se um acúmulo de biomassa acentuado até o 40º 

dia, que corresponde a fase de crescimento exponencial, com 61% de incremento para o 

acesso NB e 51%, para o acesso SAL. Até o 60º, observou-se o período de crescimento 

linear, com incremento de 51% para o acesso NB e 32% para o acesso SAL.  

O acesso SA apresentou uma curva de crescimento sigmoide com cinco fases 

distintas: lag, exponencial, linear, desaceleração e estacionária (FIGURA 6.9). 

A fase lag ocorreu até o 10º dia após a inoculação, representando um aumento 

de 77% no crescimento. A fase exponencial ocorreu entre o 10º e o 20º dia, com 

incremento de 47%, seguida pela fase de crescimento linear, até o 30º dia, com acúmulo 

de biomassa equivalente a 27%.  

Entre o 30º e 40º dia observou-se o período de desaceleração do crescimento, 

marcado pela redução do incremento de matéria fresca até o 60º dia de cultivo, o que 

indica que não está mais ocorrendo a síntese de biomassa. Azevedo (2003) considera 

que a transferência dos calos para novos meios de cultura deve ser realizada durante a 

fase de desaceleração. Para calos de aroeira do sertão esse processo deve ocorrer ao 56º 

dia de cultivo (VASCONCELOS et al., 2012); para calos de café a repicagem deve ser 

efetuada ao 70º dia de cultivo (SANTOS et al., 2008).    
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FIGURA 6.9 – Crescimento cinético de calos formados a partir de segmentos nodais de 

Genipa americana L. do acesso SA (■) inoculado em meio MS suplementado com 4,0 

mg L
-1

 de 2,4-D, aos 60 dias de cultivo. I – Fase lag, II – Fase exponencial, III – Fase 

linear, IV – Fase de desaceleração e V – Fase estacionária. 

 

Calos provenientes de segmentos foliares apresentaram um crescimento mais 

lento em relação aos de segmentos nodais. Os resultados obtidos com a curva de 

crescimento de calos não foram satisfatórios. Assim, estudos abrangendo um maior 

período de avaliação deverão ser considerados futuramente para diferentes acessos de 

G. americana a fim de melhor caracterização da dinâmica de crescimento celular em 

condições de cultivo in vitro. 

 

6.4. Conclusões  

 

É possível a indução de calos em segmentos foliares de jenipapeiro em meio MS 

suplementado com 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D em combinação com 1,77 mg L
-1

 de BAP. Calos 

obtidos a partir de segmentos nodais dos acessos NB e SA tiveram melhor resposta de 

indução na concentração de 4,0 mg L
-1 

e SAL, em 2,0 mg L
-1

 de 2,4-D. A dinâmica de 

crescimento dos calos oriundos de explantes foliares de jenipapeiro dos acessos NB, 

SAL e SA e explantes nodais dos acessos NB e SAL apresentam padrão linear, com três 

fases distintas de crescimento. O acesso SA apresenta padrão sigmoide com 5 fases 

distintas de crescimento.  
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ANEXOS 

Anexo 5.1 Resumo da análise de variância da porcentagem de regeneração (%R) de 

explantes de jenipapeiro (Genipa americana L.), em função das concentrações de ANA 

em combinação com 1,0 mg L
-1

 de BAP, aos 30 dias de cultivo. 

Fonte de variação GL QM 

Explante (E) 1 0,011692
ns

 

ANA (A) 3 0,198748
**

 

Explante vs. ANA  3 0,069827
ns

 

Resíduo 72 0,061248 

CV (%) 25,60  
**

Significativo a 1% de probabilidade; 
*
Significativo a 5% de probabilidade; 

ns
Não 

significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados transformados em (X + 

0,5)1/2. 

Anexo 5.2 Resumo da análise de variância do comprimento da parte aérea (CPA), 

número de folhas (NF) e ausência/presença de raízes (RZ) de explantes de jenipapeiro 

(Genipa americana L.), em função das concentrações de ANA em combinação com 1,0 

mg L
-1

 de BAP, aos 90 dias de cultivo. 

Fonte de variação GL QM 

CPA NF RZ 

Explante (E) 1 0,432479
ns

 0,258179
ns 

0,023468
ns

 

ANA (A) 3 0,319677
ns 

0,498129
ns 

0,030220
ns

 

Explante vs. ANA  3 0,321179
ns 

0,332881
ns 

0,034080
ns

 

Resíduo 49 0,157585 0,222394 0,033191 

CV (%)  27,37 24,18 23,36 
**

Significativo a 1% de probabilidade;
 *

Significativo a 5% de probabilidade; 
ns

Não 

significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados transformados em (X + 

0,5)1/2. 
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Anexo 6.1 Resumo da análise de variância da massa fresca de calos obtidos a partir de 

explantes foliares de jenipapeiro (Genipa americana L.) dos acessos NB, SA e SAL, em 

função das concentrações de 2,4-D em combinação com 1,77 mg L
-1

 de BAP, aos 30 e 

60 dias de cultivo. 

Fonte de variação GL QM 

Acesso 2 0,001003
ns

 

2,4-D  4 0,015288
** 

Tempo  1 0,043082
** 

Acesso vs. 2,4-D 8 0,001479
*
 

Acesso vs. Tempo 2 0,001562
ns

 

2,4-D vs. Tempo 4 0,008499
**

 

Acesso vs. 2,4-D vs. Tempo  8 0,001777
**

 

Resíduo 57 0,000544 

CV (%) 47,53  
**

Significativo a 1% de probabilidade; 
*
Significativo a 5% de probabilidade; 

ns
Não 

significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

Anexo 6.2 Resumo da análise de variância da massa fresca de calos obtidos a partir de 

explantes nodais de jenipapeiro (Genipa americana L.) dos acessos NB, SA e SAL, em 

função das concentrações de 2,4-D aos 30 e 60 dias de cultivo. 

Fonte de variação GL QM 

Acesso 2 0,082005
**

 

2,4-D  4 0,090642
** 

Tempo  1 0,098830
** 

Acesso vs. 2,4-D 8 0,015205
**

 

Acesso vs. Tempo 2 0,029162
**

 

2,4-D vs. Tempo 4 0,014717
**

 

Acesso vs. 2,4-D vs. Tempo  8 0,006754
ns

 

Resíduo 53 0,003607 

CV (%) 46,57  
**

Significativo a 1% de probabilidade; 
*
Significativo a 5% de probabilidade; 

ns
Não 

significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

 

 
 

 


