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A familia Rubiaceae possui 550 géneros e
aproximadamente 9.000 espécies. O género
Genipa tem apenas duas espécies: G. americana
L. e G. infundibuliformis Zappi & Semir, com a
primeira sendo nativa e cultivada em toda a regido
neotropical, desde o México até a Patagdnia, e a
segunda sendo encontrada no Centro-Sul do Brasil
(DELPRETE et al., 2005). Devido a abundante
producdo de sementes, rusticidade, adaptabilidade
e, frutos atrativos para fauna, a espécie pode ser
empregada em programas de enriqguecimento de
areas de preservacdo permanente e recuperacao
de areas degradadas (VIEIRA; GUSMAO, 2006).
O jenipapo apresenta grande demanda por parte
do mercado de frutas frescas, por ser uma fruta
saborosa, de baixa perecibilidade e com excelentes
qualidades nutricionais (DANTAS et al., 2009).
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O jenipapeiro € uma espécie intermediaria em
relacdo ao armazenamento de sementes e,

seu processo germinativo é lento e com baixa
uniformidade (FERREIRA et al., 2007) o que
dificulta sua propagacado por sementes. Assim, a
cultura de tecidos apresenta-se como estratégia
alternativa para a propagacao em larga escala e em
curto espaco de tempo, de mudas com qualidade
fitossanitaria, independentemente da época do ano
(PINHAL et al., 2011).

Resultados obtidos por Rocha et al. (2008) e S& et
al. (2016) apontam a eficiéncia da propagacéao in
vitro do jenipapeiro. A fase de aclimatizacdo é uma
das mais limitantes do processo de regeneracao,
em que ocorre a maioria das perdas e dessa forma
0 enraizamento in vitro e selecdo de substratos
tornam-se condicdes indispensaveis para o sucesso
da técnica.
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Assim, o objetivo desta publicacao é descrever
a metodologia de obtencao de plantulas in vitro,
a multiplicacdo e o enraizamento in vitro a partir
de segmentos nodais de jenipapeiro, a partir de
estudos realizados pelo Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, em Aracaju, SE.

Obtencdo de sementes para a formacéo de plantas
doadoras de explantes

a) As sementes que originam as plantulas
assépticas doadoras de explantes devem ser
extraidas de frutos sadios e maduros (Figura 1A).

Fotos: Ana da Silva Lédo
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Figura 1. Procedimento para extracdo de sementes: a) frutos maduros de jenipapeiro; b) abertura dos

Frutos no estadio de maturacdo “de vez” podem ser
coletados e a extracdo das sementes ser efetuada
quando maduros.

b) Os frutos devem ser abertos e a polpa com
sementes retirada e colocada em uma peneira de
palha debaixo de agua corrente (Figura 1B). A

polpa deve ser macerada até a completa lavagem
das sementes (Figuras 1C e 1D). Em seguida, as
sementes mantidas sobre papel absorvente ou jornal
a sombra por 24 horas até usa secagem (Figuras 1E
e 1F). Apds esse periodo, devem ser descartadas as

de mau formacao ou doentes.

frutos; c) retirada da polpa do fruto; d) lavagem da polpa; e) sementes lavadas; e f) sementes secas.

Preparo de meio de cultura de germinacéo,
desinfestacao e inoculacdo de sementes para
obtencdo de plantulas de jenipapeiro assépticas

a) O meio de cultura MS deve ser preparado com
3% de sacarose e gelificado com 0,6% de agar

e pH ajustado para 5,8 (Tabela 1). Em seguida, o
meio de cultura deve ser distribuido em frascos de
vidro transparente com capacidade de 200 mL a
250 mL, do tipo “maionese” (30 mL/frasco) ou em

tubos de ensaio 20 mm x 150 mm (25 mL/tubo),
vedados com tampas plasticas ou de papel aluminio,
e autoclavados por 18 minutos a 1,1 Kgf cm?2, em
temperatura de 121 °C;

b) Em camara de fluxo laminar, as sementes devem
ser desinfestadas com a imersdo em alcool etilico a
70% (v/v) por um minuto, imersao em hipoclorito
de sédio a 2%-2,50% por 20 minutos e lavadas
trés vezes com agua destilada estéril;



c) As sementes devem ser inoculadas, na posicao
horizontal ou vertical, com auxilio de pinca
individualmente nos tubos de ensaio, ou em nimero
de trés a quatro em frascos de vidro;

d) As culturas devem ser mantidas até a
germinacdo e desenvolvimento da parte aérea
(Figura 2A), por um periodo de 60 dias, em sala de
crescimento com temperatura controlada de 27 °C
+ 2 °C, sob condicdes de fotoperiodo de 12 horas
(52 ymol m2s™ de irradiancia).

Tabela 1. Componentes do meio de cultura béasico
MS.

Macronutrientes

NH,NO, 1.650 20,6
KNO, 1.900 18,8
CaCl,.2H,0 440 3,0
MgSO,.7H,0 370 1,5
KH,PO, 170 1,25
Micronutrientes

MnSO,.4H,0 22,3 0,100
ZnSO,.7H,0 8,6 0,030
H,BO, 6,2 0,100
{ 0,83 0,0005
Na,MoO,.2H,0 0,25 0,0001
CuSO0,.5H,0 0,025 0,0001
CoCl,.6H,0 0,025 0,0001
FeEDTA

Na,EDTA.2H,0 37,3 0,10
FeSO,.7H,0 27,8 0,10
Vitaminas

Tiamina - HCI 0,1 0,0003
Piridoxina - HCI 0,5 0,0024
Acido nicotinico 0,5 0,0040
Mio-Inositol 100 0,05
Sacarose 30.000 87,6

Fonte: Murashige e Skoog, 1962.

Preparo de meio de cultura de multiplicacéo,
excisdo, inoculacdo e repicagem de segmentos
nodais de jenipapeiro

a) O meio de multiplicacdo para segmentos

nodais deve ser preparado com a concentracdo

de macro e micronutrientes e vitaminas do meio

de cultura MS com 3% de sacarose e 1 mg L' de
benzilaminopurina (BAP), e gelificado com 0,6% de
agar e pH ajustado para 5,8;

Propagacéo in vitro de Jenipapeiro (Genipa americana L.)

b) Em seguida, o meio de cultura deve ser
distribuido em frascos de vidro transparente

com capacidade de 200 mL a 250 mL, do tipo
“maionese” (30 mL/frasco), vedados com tampas
plasticas e autoclavados por 18 minutos a 1,1 Kgf/
cm?, em temperatura de 121 °C;

c) Os segmentos nodais com 1 cm de comprimento,
aproximadamente, deve ser excisados de plantulas
assépticas de mangabeira de 60 dias de idade,

com auxilio de pinca e bisturi (Figuras 2B e 2C)

e inoculados diretamente na posicéo vertical na
quantidade de quatro a cinco segmentos/frasco
(Figura 2D);
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Figura 2. Fase de multiplicacdo: a) plantulas assépticas doadoras
de explantes; b) excisdo de segmentos nodais; ¢) segmento nodal
com 1 cm de comprimento; d) inoculacdo de segmentos nodais.

d) As culturas devem ser mantidas em sala de
crescimento com temperatura controlada de 27 °C
+ 2 °C, sob condicdes de fotoperiodo de 12 horas
(52 yumol m2s™ de irradiancia);

e) A cada 30 a 45 dias o meio de cultura deve ser
renovado e as culturas repicadas até no maximo seis
vezes.
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Preparo de solucdo de AIB e meio de cultura na
fase de enraizamento de brotacdes de jenipapeiro

a) O meio de cultura da fase enraizamento
para brotacdes deverd ser preparado com a
concentracao de macro e micronutrientes e
vitaminas do meio de cultura MS com 3% de
sacarose e gelificado com 0,6% de agar e pH
ajustado para 5,8;

b) Em seguida, o meio de cultura deve ser
distribuido em frascos de vidro transparente

com capacidade de 200 mL a 250 mL, do tipo
“maionese” (30 mL/frasco), vedados com tampas
plasticas e autoclavados por 18 minutos a 1,1 Kgf
cm?, em temperatura de 121 °C;

c) Para a inducao do enraizamento, as bases das
brotacdes adventicias de jenipapeiro obtidas a partir
de segmentos nodais na fase de multiplicacéo,
devem ser imersas durante vinte segundos, em
solucdOes estéreis de acido indolbutirico (AIB) na
concentracdo de 400 mg L' a 600 mg L' (Figura
3A) e transferidas, em nimero maximo de trés,
para frascos contendo meio de cultura descrito
anteriormente (Figura 3B);

Figura 3. Inducéo de enraizamento: a) imersao da base da brotacéo
adventicia em solucdo estéril de AIB; e b) transferéncia para meio
de enraizamento.

d) As culturas devem ser mantidas por até 90
dias em sala de crescimento com temperatura
controlada de 27 °C = 2 °C, sob condicdes

de fotoperiodo de 12 horas (52 yumol m2s™ de
irradiancia), até a formacao do sistema radicular,
em torno de 30 a 45 dias.

Pré-aclimatizacédo e aclimatacdo das brotacdes
enraizadas

a) Apds o enraizamento in vitro as brotacdes sao
retiradas dos frascos de cultivo, lavadas em agua
corrente para limpeza dos residuos do meio de
cultura (Figura 4A), sendo suas raizes aparadas
com auxilio de tesoura em 2 cm de comprimento
(Figura 4B);

b) Em seguida, as mudas sao transferidas bandejas
ou copos de plasticos (300 mL) podendo conter
dois tipos de substratos: S1- composto por

areia lavada + p6 da casca do coco seco, na
proporcao 1:1, em volume e ou S2- substrato
comercial a base de casca de pinus, turfa,
vermiculita expandida, enriquecido com macro e
micronutrientes (Figura 4C);

c) Os substratos devem ser previamente
esterilizados em autoclave a 121 °C, sob pressao
de 1,05 kg cm2, durante 20 minutos;

d) Durante 15 dias as plantas devem permanecer
em sala de crescimento (Figura 4D) ou estufa
agricola a temperatura de 26 °C +2 °C, umidade
relativa do ar em torno de 70%, fotoperiodo de

12 horas de luz branca fria, sob 52 ymol m=2 s? de
irradiancia e 12 horas de escuro, com regas didrias
de 4gua e, uma vez por semana, com meio MS
liquido.

Figura 4. Pré-aclimatizacdo em sala de crescimento de mudas de
jenipapeiro: a) lavagem das raizes em agua corrente; b) corte das
raizes; c) transferéncia das brotacdes enraizadas para substrato; e
d) plantas em pré-aclimatizacdo em sala de crescimento.

Fotos: Rafael Mota de Gondra
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Figura 5. Aclimatacdo de mudas de jenipapeiro em viveiro.

e) Apés os 15 dias de pré-aclimatizacao, as
plantas sao transferidas para viveiro com

sistema de irrigacédo por nebulizacdo e 60% de
sombreamento (Figura 5), até seu completo
desenvolvimento quando estdo prontas para o
plantio definitivo no campo, em torno de 90 a 120
dias.
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