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Resumo - O jenipapeiro é caracterizado pela produgao de metabolitos bioa-
tivos com amplo potencial farmacoldgico como os iridéides. O objetivo desse
trabalho foi determinar o efeito da auxina 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D) na
calogénese de segmentos foliar e nodal de jenipapeiro e caracterizar curvas
de crescimento cinético para futuros estudos de quantificagdo de metabdlitos
secundarios. Os explantes foram obtidos de brotacées de plantulas estabe-
lecidas in vitro dos acessos NB, SA e SAL. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em fatorial 3x5x2, com trés acessos (NB, SA, SAL),
cinco concentragdes de 2,4-D (0,0; 2,0; 4,0; 6,0 ou 8,0 mg L") e dois tem-
pos de avaliagéo para calos frescos (30 e 60 dias). Houve indugao de calos
em todos os tratamentos testados. Observou-se que a melhor resposta de
indugdo ocorreu na concentragdo de 2,0 mg L' para calos oriundos de
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segmentos foliares. Para o segmento nodal a resposta entre os acessos foi
diferenciada em fungéo da concentragao de 2,4-D. A curva de crescimento foi
plotada a partir da massa fresca dos calos obtida em intervalos de 10 dias até
60 dias. Através da curva de crescimento estabelecida é possivel inferir que
os calos do acesso SA devem ser transferidos para um novo meio de cultura
aos 40 dias de cultura.

Termos para indexagao: Genipa americana L., auxina, calos, reguladores
de crescimento vegetal.
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In vitro callogenesis from genipapo explants

Abstract — The genipap is characterized by the production of bioactive me-
tabolites with wide pharmacological potential such as iridoides. The aim of this
study was to determine the effect of the auxin 2,4-D (2,4-diclorophenoxyacetic)
in calli formation from leaf and nodal segments of genipap and to characterize
its growth curve for future studies of quantification of secondary metabolites.
Explants were obtained from shoots established from in vitro seedlings of
NB, SA and SAL accessions. The experimental design was completely ran-
domized in a 3x5x2 factorial with three accessions (NB, SA, SAL), five con-
centrations of 2,4-D (0.0; 2.0; 4.0, 6.0 or 8.0 mg L") and two times of measure-
ment for calli fresh weight (30 and 60 days). There was callus formation in all
treatments tested. It was observed that the best response for callus induction
from leaf segments was with 2.0 mg L' of 2,4-D. For nodal segment, the re-
sponse among the accessions was different due to 2,4-D concentrations. The
growth curve was plotted according to the fresh weight of callus obtained at
intervals of 10 days up to 60 days. Through the established growth curve, the
nodal-derived calli from accession SA should be transferred to a new medium,
after 40 days of culture.

Index terms: Genipa americana L., auxin, callus, plant growth regulators.
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Introducao

O jenipapeiro (Genipa americana L.) da familia Rubiaceae ocorre prati-
camente em todas as regides do Brasil, desde o Nordeste até S&do Paulo e
Parana, de forma dispersa, adaptando-se as mais variadas condigbes edafo-
climaticas (Zappi, 2020). Trata-se de uma espécie de relevancia socioecond-
mica, mas que vem sendo explorada de forma extrativista tanto pelas suas
caracteristicas madeireiras quanto pelo seu elevado potencial fitoquimico
(Bessa et al., 2013; Santos et al., 2011).

A capacidade das plantas em produzir e acumular metabdlitos secun-
darios tem sido determinante para o desenvolvimento de tecnologias ba-
seadas no cultivo in vitro de células, tecidos e 6rgaos (Oksman-Caldentey;
Inzé, 2004). Células indiferenciadas, denominada de calos, vem sendo cada
vez mais utilizadas em estudos voltados para a produgdo de metabdlitos
secundarios. Assim, experimentos ja foram conduzidos em explantes folia-
res e nodais de catingueira (Gomes-Copeland et al., 2013) e em segmen-
tos foliares de murici pequeno (Nogueira et al., 2007) e de pinhdo manso
(Feitosa et al., 2013) para a obtencdo de metabolitos secundarios de interes-
se farmacéutico, alimentar ou cosmético a partir de cultura de calos. O jeni-
papeiro € caracterizado pela produgcao de metabdlitos bioativos com amplo
potencial farmacoldgico. Dentre esses, os iridéides sdo responsaveis pela
defesa do vegetal contra pragas, além de possuirem diversas propriedades
farmacoldgicas (VillaSefior, 2007).

Qualquer tecido vegetal pode ser utilizado na indugao de calos, porém
tecidos mais jovens possuem maior capacidade em expressar a totipoténcia
(Grattapaglia; Machado, 1998). Normalmente, o suprimento exégeno com re-
guladores de crescimento vegetal, principalmente auxinas e citocininas, se
faz necessario para estimulo da proliferagcao celular (Nogueira et al., 2007).
Nesse ponto, o conhecimento sobre a dindmica de crescimento de calos, ao
longo do cultivo in vitro pode apoiar o estabelecimento de protocolos otimi-
zados, indicando o momento adequado de transferéncia para um novo meio
(Vasconcelos et al., 2012). George (2008) relata que séo verificadas através
da curva de crescimento seis fases distintas de crescimento: laténcia ou lag,
exponencial, linear, desaceleragao, estacionario e declinio.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do 2,4-D na formagéo de
calos a partir de explantes foliares e nodais de G. americana e caracterizar a
dindmica de crescimento dos mesmos para futuros estudos de quantificacao
de metabolitos secundarios.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Plantas (LCTP) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no municipio de
Aracaju, Sergipe.

Origem dos explantes

Como fonte de explantes foram utilizadas plantas previamente estabele-
cidas in vitro de populagdes nativas do Nucleo Bandeirante, Distrito Federal
(acesso NB 15°51'55.72” S; 47°57°34.59” W), povoado de Sabindpolis, Nossa
Senhora das Dores, Sergipe (acesso SA 10°36°50.79” S; 37°07°36.05” W) e
Salvaterra, Para (acesso SAL 0°45'50.32” S; 48°30'40.44” W). Para obten-
¢ao de plantulas, sementes obtidas de frutos maduros foram submetidas a
assepsia em camara de fluxo laminar e posteriormente, inoculadas em meio
MS (Murashige; Skoog, 1962) suplementado com 30 g L' de sacarose e ge-
lificado (Sa, 2014).

Efeito do 2,4-D na indugao de calos em
explantes foliares e nodais de jenipapeiro

Os calos foram induzidos a partir de segmentos foliares e nodais obtidos
de plantulas estabelecidas in vitro, como descrito anteriormente. Os explan-
tes foram inoculados em placas de Petri (50x10 mm) contendo 20 mL de meio
de MS com 30 g L' de sacarose e suplementado com 0,0 mg L"; 2,0 mg L";
4,0mgL", 6,0mgL"ou8,0mmgL"de2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético).
Para o explante foliar foram utilizadas as mesmas concentragdes de 2,4-D
em combinagdo com 1,77 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP), conforme
Almeida et al. (2015). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e, em
seguida, submetido a esterilizagdo em autoclave a 120 °C + 1 °C durante
20 minutos. As culturas permaneceram no escuro durante todo o



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 149

experimento, sendo mantidas em sala de crescimento com temperatura de
25 °C £ 2 °C e umidade relativa do ar média em torno de 70%. Aos 30 e 60
dias, foi avaliada a massa fresca de calos.

Estabelecimento da curva de crescimento de calos

Para determinagcdo da curva de crescimento cinético de calos oriundos
de explantes foliares e nodais de jenipapeiro, foram selecionadas para cada
explante a concentracao de 2,4-D onde ocorreu maior produgdo de calos.
Os calos foram pesados, em balanga de precisao, a partir do dia da inocula-
¢éo (tempo 0), em intervalos de dez dias, durante 60 dias, utilizando-se trés
repeticdes por periodo de coleta, com cada repeticdo constituida por uma
placa de Petri com quatro explantes. O crescimento dos calos foi obtido pelo
incremento da massa fresca ao longo do tempo. A variagdo da massa fresca
do calo (VMFC) foi determinada a partir diferenga entre a massa fresca inicial
e a massa fresca final de calos em cada tempo de leitura.

A curva de crescimento foi plotada a partir da média das trés repeticoes
em cada tempo (30 e 60 dias) de determina¢do de massa fresca.

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 3x5x2 (3 acessos, 5 concentragdes de 2,4-D e 2 tempos
de avaliagédo 30 e 60 dias), com trés repeticdes, sendo a parcela experimental
constituida por uma placa de Petri com quatro explantes. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo tes-
te de Tukey p < 0,05). Para o efeito da concentragdo do 2,4-D foram esti-
madas equacgdes de regressao. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011).
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Resultados e Discussao

Efeito do 2,4-D na inducgao de calos em
explantes foliares de jenipapeiro

Houve efeito significativo dos fatores isolados 2,4-D e tempo, e das inte-
ragdes Acesso x 2,4-D, 2,4-D x Tempo e da interagao tripla Acesso x 2,4-D x
Tempo para a massa fresca de calos obtidos a partir de explantes foliares de
jenipapeiro (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de varidncia da massa fresca de calos obtidos a partir
de explantes foliares de jenipapeiro (Genipa americana L.) dos acessos NB, SAe
SAL, em fungdo das concentragdes de 2,4-D em combinagdo com 1,77 mg L' de
BAP, aos 30 e 60 dias de cultivo.

Fonte de variagao GL QM

Acesso 2 0,001003("s)
2,4-D 4 0,015288
Tempo 1 0,043082¢
Acesso vs. 2,4-D 8 0,0014790

Acesso vs. Tempo 2 0,001562()
2,4-D vs. Tempo 4 0,008499(")
Acesso vs. 2,4-D vs. Tempo 8 0,001777¢)
Residuo 57 0,000544

CV (%) 47,53

) Significativo a 1% de probabilidade; © Significativo a 5% de probabilidade; ) Nao significativo pelo teste
de F 5%. GL — Graus de liberdade; QM — Quadrado médio; CV — Coeficiente de variagéo.

Para a variavel massa fresca de calos, a concentragdo de 2,0 mg L' de
2,4-D proporcionou os maiores valores em combinagdo com 1,77 mg L' de
BAP para os acessos SA e SAL e na concentragdo de 6,0 mg L' de 2,4-
D, para o acesso NB, aos 30 dias. Concomitantemente, a concentragao de
2,0 mg L' de 2,4-D foi melhor para os trés acessos, aos 60 dias, com desta-
que para o acesso SA, com uma produgéo de 0,2223 g, que diferiu estatisti-
camente dos acessos NB e SA (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa fresca de calos (g) oriundos de segmento foliar dos acessos Nucleo
Bandeirante (NB), Sabindpolis (SA) e Salvaterra (SAL) em fungdo da concentragéo
de 2,4-D aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro.

Massa fresca (g) aos 30 dias

0,0 0,0146° 0,0195° 0,0180°
2,0 0,0338° 0,0554° 0,0320°
4,0 0,0284¢ 0,0278¢ 0,0229°
6,0 0,03412 0,03422 0,0281¢
8,0 0,0223¢ 0,01542 0,0223°

CV (%) 47,53

Massa fresca (g) aos 60 dias

0,0 0,0206° 0,0247° 0,02212
2,0 0,0959° 0,2223° 0,1508"
4,0 0,0485° 0,0653° 0,0796°
6,0 0,09412 0,0621° 0,1417¢
8,0 0,0436° 0,0162 0,0336°

CV (%) 47,53

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. CV — Coeficiente de Variagdo

O balango entre auxinas e citocininas tende a ser eficiente na indugéo de
calos. Para Azevedo (2003), a melhor resposta de indugdo de calogénese
em explantes foliares de copaiba foi obtida em meio MS suplementado com
2,0mgL"'de2,4-De 1,0 mgL"de BAP, onde verificou-se um acumulo de bio-
massa de 0,0092 g. Inducéo de calos em resposta a combinacgéo entre AIB e
BAP também foram relatadas por Feitosa et al. (2013), para o pinhdo manso
(Jatropha curcas L.). No entanto, esses resultados contradizem os obtidos
por Almeida et al. (2015), quanto a significancia entre a interagéo de 2,4-D e
BAP na formagéao de calos em explantes foliares de jenipapeiro. Segundo es-
ses autores, a maior porcentagem de calogénese para explantes foliares de
jenipapeiro foi observada na presenca de 8,0 mg L ' de 2,4-D (89,50%) ou de
2,0mgL"'de BAP (85,29%) para o acesso SIR (Siriri, Sergipe). Provavelmente,
as variagdes nas respostas estejam ligadas aos diferentes gendtipos de jeni-
papeiro utilizados em ambos os trabalhos. Resultados semelhantes foram re-
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portados por Santos et al. (2003), para Coffea arabica cv Rubi, que obtiveram
67% de producgdo de calos na presencga 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 quadratico, com ponto maximo na dose de 4,5 mg L' de
2,4-D (0,0344 g). Para os acessos SA e SAL a mesma variavel foi explicada
por uma equagao cubica, com o ponto maximo de 2,52 mg L (0,0476 g) e
2,53 mg L (0,0285 g) de 2,4-D, respectivamente (Figura 1).

0.0600 *y = -0,0009"x + 0,0081™x + 0,0162™
R2=0.7638
=y = 0,0004%x3 - 0,0061=* + 0,023 1% + 0,0217=
0,0500 R = 0.6475
&y =0,0001% - 0,002 + 0,0082=x + 0,0189=
52 0,0400 R*=0,5295
=
)
Z )
£ 0.0300 oN\B
Z SA
=
= 0,0200 ASAL
0,0100
0,0000
0,0 2.0 40 6.0 8,0

2,4-D (mg L)

Figura 1. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D, sobre a massa fresca (g) de
calos dos acessos NB (¢), SA (m) e SAL (A), formados a partir de segmentos foliares
de Genipa americana L., aos 30 dias de cultivo. ** Significativo a 1% de probabilidade;
* Significativo a 5% de probabilidade; "™ Nao significativo.

Independente da concentragéo de 2,4-D, a maior indugdo de calos ocor-
reu entre 30 e 60 dias de cultivo in vitro para os acessos em estudo. O com-
portamento da variavel massa de calos foi quadratico para os acessos NB
e SAL e cubica para o acesso SA (Figura 2). Para o acesso NB, foi obser-
vada maior indugdo de massa fresca na presenga de 4,45 mg L' de 2,4-D,
(0,0844 g) e para o acesso SAL na concentragdo de 4,04 mg L' de 2,4-D
(0,1337 g). O acesso SA se destacou por apresentar maior acumulo de mas-
sa fresca, na concentragdo de 2,19 mg L' (0,1827 g).
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0,3000 ¢y = -0,0028"x2 + 0,0249"'x + 0,029"
Rz =04527
*y = 0,0032% - 0,0449"x2 + 0,1505"'x + 0,0348"
0.2500 R =0,7454
= A y=0,00617x +0,0493"x + 0,0341
02000 R2=0,5854
=
H
z _
£ 0.1500 A . *NB
E SA
= 0,1000
= U ASAL
0,0500
0,0000
0,0 2,0 40 6.0 8.0
2,4-D (mg L)

Figura 2. Efeito de diferentes concentracdes de 2,4-D, sobre a massa fresca (g) de
calos dos acessos NB (¢), SA (m) e SAL (A ), formados a partir de segmentos foliares
de Genipa americana L., aos 60 dias de cultivo ** Significativo a 1% de probabilidade;
* Significativo a 5% de probabilidade; "™ N&o significativo.

Verificou-se uma redugao drastica na massa fresca para todos os acessos
em concentragdes elevadas de 2,4-D, que pode estar associada a oxidagao
ou necrose dos explantes. Reguladores de crescimento possuem um estreito
espectro de agdo, podendo se tornar toxicos para os tecidos vegetais em
concentragdes excessivas, como constatado por Cerqueira et al. (2002), na
calogénese de Tridax procumbens L. e por Santos et al. (2014), em Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis. De forma geral, é possivel a indu-
cao de calos em segmentos foliares de jenipapeiro utilizando-se o0 2,4-D em
combinagdo com o BAP. Os calos obtidos a partir de segmentos foliares
com a utilizagdo dessa auxina apresentaram textura friavel e caracteristicas
nao-embriogénicas.

Efeito do 2,4-D na indugao 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 periodos de tempo foi observado significancia dos
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fatores isolados e entre as interagGes duplas para a massa fresca de calos.
Contudo, a interacao tripla ndo foi significativa (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia da massa fresca de calos obtidos a partir
de explantes nodais de jenipapeiro (Genipa americana L.) dos acessos NB, SAe
SAL, em fungéo das concentragdes de 2,4-D aos 30 e 60 dias de cultivo.

Fonte de variagado 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 0,006754s)
Residuo 53 0,003607

CV (%) 46,57

) Significativo a 1% de probabilidade; ) Significativo a 5% de probabilidade; ™ Nao significativo pelo teste
de F 5%. GL — Graus de liberdade; QM — Quadrado médio; CV — Coeficiente de variacéo.

A massa fresca de calos variou segundo uma regressao cubica na pre-
senga do 2,4-D, com um acréscimo gradativo dessa variavel até as concen-
tracdes de 2,68; 2,91 e 2,25 mg L' de 2,4-D, para os acessos NB, SA e SAL,
com um acumulo de biomassa de 0,2973 g, 0,1346 g e 0,1928 g, respectiva-
mente (Figura 3). O acesso NB diferiu significativamente dos acessos SA e
SAL, com um acréscimo de massa fresca de 0,1947.
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¢y =0,004"% - 0,0608"x> + 0,2396™x + 0,0479=

0,4000 R*=0,9384
=y =0,001=x3 - 0,0157=x2 +0,0731"x + 0,0302=
03500 R2=0,7785

*
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Figura 3. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D, na massa fresca (g) de calos
dos acessos NB (¢), SA (m) e SAL (A), formados a partir de segmentos nodais de
Genipa americana L. cultivo. **Significativo a 1% de probabilidade; * Significativo a 5%
de probabilidade; "™ Nao significativo.

Aos 30 dias de cultivo, observa-se que a produgao de biomassa nao di-
fere estatisticamente entre os acessos, entretanto, aos 60 dias houve maior
inducdo no acesso NB. Considerando-se os acessos, em fungédo do tempo,
observa-se que ndo houve incremento significativo da massa de calos dos
30 aos 60 dias de cultivo in vitro para os acessos SA e SAL (Tabela 4).

Tabela 4. Massa fresca de calos oriundos de segmento nodal dos acessos Nucleo
Bandeirante (NB), Sabinodpolis (SA) e Salvaterra (SAL) aos 30 e 60 dias de cultivo
in vitro.

Massa fresca (g)

30 0,1208% 0,0843 0,0823%
60 0,2687% 0,1103% 0,1195%
CV (%) 46,57

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maiuscula na coluna nao diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV — Coeficiente de Variagao
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Diferengas genotipicas desempenham um papel significativo na calogé-
nese, como demostrado em café por Rezende et al. (2011). Em parte, essas
diferengas correspondem a variagao nos niveis endégenos dos reguladores
de crescimento dos explantes, que associada as condi¢des de cultivo influen-
ciam na formagé&o e desenvolvimento do calo (Smith, 2013). Em estudos con-
duzidos por Sa (2014) o acesso NB foi classificado como um grupo distinto
quando comparado com outros acessos e apresentou superioridade quanto
a micropropagacao. Considerando-se os tempos de avaliacdo, a massa fres-
ca de calos apresentou um comportamento cubico, com pontos maximos de

291 mg L' e de 2,50 mg L de 2,4-D, aos 30 e 60 dias, respectivamente
(Figura 4).
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Figura 4. Efeito de diferentes concentragbes de 2,4-D, na massa fresca (g) de
calos formados a partir de segmentos nodais de Genipa americana L., aos 30 (e) e

60 (m) dias de cultivo. **Significativo a 1% de probabilidade; * Significativo a 5% de
probabilidade; " N&o significativo.

A formacao de calos em segmentos nodais de jenipapeiro teve uma rela-
¢ao direta com a concentragéo de 2,4-D e com o tempo de cultivo in vitro em
meio de indugdo. Esses resultados corroboram com Almeida et al. (2015),
que observaram uma porcentagem de calogénese de 87,50% oriundos de
explantes nodais de jenipapeiro, quando cultivados em meio MS, com 4 mg
L' de 2,4-D. Em concentragdes elevadas de 2,4-D também foi detectada a
oxidagao e necrose de calos. O tempo de 60 dias promoveu maior acumulo



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 149

de massa fresca, na concentracdo de 4,0 mg L' de 2,4-D para o acesso NB
e SAede 2,0de mg L' para o acesso SAL, com destaque para o acesso NB,
que apresentou um acumulo de massa fresca de 0,1947 g, diferindo estatisti-
camente dos outros dois. Os calos obtidos a partir de segmentos nodais com
a utilizacdo dessa auxina também apresentaram textura fridvel e caracteristi-
cas nao-embriogénicas.

Estabelecimento da curva de crescimento de calos

Para estabelecimento da curva de crescimento cinético oriundos de ex-
plantes foliar e nodal de G. americana até os 60 dias de cultivo in vitro foram
selecionadas as concentragdes de 2,4-D de cada acesso que mais contribui-
ram para o acumulo de massa fresca de calos, em valor absoluto, conforme
Tabela 2.

O aspecto geral do padrédo de crescimento de calos a partir de explantes
foliares de jenipapeiro inoculados em meio MS na presenca de 2,0 mg L' de
2,4-D e 1,77 mg L' de BAP, para os acessos NB, SA e SAL, aos 60 dias de
cultivo, estéa representado na Figura 5.
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=1
T
S
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0,1500 —+—NB
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0,1000

Massa fresca (g)

—i— SAL

0.0500
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Figura 5. Crescimento cinético de calos formados a partir de segmentos foliares de
Genipa americana L. dos acessos NB (¢), SA (m) € SAL (A), inoculados em meio MS
suplementado com 2,0 mg L' de 2,4-D e 1,77 mg L' de BAP aos 60 dias de cultivo.
| — Fase lag, Il — Fase exponencial e Ill — Fase linear.
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De forma geral, observou-se um crescimento linear, com tendéncia de
ganho de massa em fungdo do aumento do tempo de cultivo. No periodo
analisado (60 dias), constatou-se a presenga de trés fases de crescimen-
to distintas, a lag (I), a exponencial (ll) e a linear (lll). A fase lag ocorreu
até o 10° 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) verifica-
ram que para calos obtidos a partir de segmentos foliares de pinhdo manso
(Jatropha curcas L.), a fase lag ocorre até o 15° dia de cultivo. Santos et al.
(2003), no entanto, observaram a ocorréncia dessa fase até o 42° dia apds
a inoculagcéo de segmentos foliares de café (Coffea arabica cv. Rubi). A fase
de crescimento exponencial, periodo em que ocorre maxima divisdo celular,
ocorreu do 10° ao 50° dia de cultivo, apresentando o maior percentual de
crescimento de calos para o acesso SA (79%), em relagédo ao SAL (78%)
e 0 NB (63%). Santos et al. (2008) observou ocorréncia dessa fase entre
0 28° ao 63° dia de cultivo em calos de segmentos foliares de café (Coffea
canephora L. cv. Apoata). Em calos de segmentos foliares de aroeira do ser-
tdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All.), essa fase foi observada entre 0 15° e
o 35° dia de cultivo (Vasconcelos et al., 2012).

A fase de crescimento linear corresponde ao intervalo entre o 50° e
60° dia, apds a inoculagdo, o que representa um incremento de 28% para o
acesso NB, 18% para o acesso SA e de 31% para o acesso SAL. Para ca-
los oriundos de explantes nodais, foram selecionadas as concentragdes de
4,0 mg L' de 2,4-D para os acessos NB e SAe 2,0 mg L' de 2,4-D para o
acesso SAL (Figura 6).
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Figura 6. 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' de 2,4-D e do acesso SAL (A), inoculado em meio MS suplementado

com 2,0 mg L' de 2,4-D, aos 60 dias de cultivo. | — Fase lag, Il — Fase exponencial,
IIl — Fase linear.

A dinamica de crescimento de calos de jenipapeiro oriundos de explantes
nodais apresentou um padrao 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 divisdo celular, ocorreu
até o 10° dia de inoculag¢do. Os incrementos registrados foram de 60% para
0 acesso NB e de 65% para o acesso SAL. A partir desse ponto, verifica-se
um acumulo de biomassa acentuado até o 40° dia, que corresponde a fase de
crescimento exponencial, com 61% de incremento para o acesso NB e 51%,
para o acesso SAL. Até o 60°, observou-se o periodo 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, desaceleracao e estacionaria (Figura 7).
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Figura 7. Crescimento cinético de calos formados a partir de segmentos nodais
de Genipa americana L. do acesso SA (m) inoculado em meio MS suplementado

com 4,0 mg L' de 2,4-D, aos 60 dias de cultivo. | — Fase laténcia - lag, Il — Fase
exponencial, lll — Fase linear, IV — Fase de desaceleragéo e V — Fase estacionaria.

A fase lag ocorreu até o 10° dia apds a inoculagéo, representando um
aumento de 77% no crescimento. A fase exponencial ocorreu entre o 10° e
0 20° dia, com incremento de 47%, seguida pela fase de crescimento linear,
até o 30° dia, com acumulo de biomassa equivalente a 27%. Entre o 30° e
40° dia observou-se o periodo de desaceleragdo do crescimento, marcado
pela reducdo do incremento de matéria fresca até o 60° dia de cultivo, o
que indica que nao esta mais ocorrendo a sintese de biomassa. Azevedo
(2003) considera que a transferéncia dos calos para novos meios de cultura
deve ser realizada durante a fase de desaceleracéo. Para calos de aroeira do
sertdo esse processo deve ocorrer ao 56° dia de cultivo (Vasconcelos et al.,
2012); para calos de café a repicagem deve ser efetuada ao 70° dia de cultivo
(Santos et al., 2008).

Calos provenientes de segmentos foliares apresentaram um crescimento
mais lento em relagéo aos de segmentos nodais. Os resultados obtidos com a
curva de crescimento de calos nao foram satisfatérios. Assim, estudos abran-
gendo um maior periodo de avaliagao deverao ser considerados futuramente
para diferentes acessos de G. americana a fim de melhor caracterizagdo da
dindmica de crescimento celular em condigbes de cultivo in vitro.
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Conclusoes

E possivel a indugdo de calos em segmentos foliares de jenipapeiro
em meio MS suplementado com 2,0 mg L' de 2,4-D em combinagdo com
1,77 mg L' de BAP. Calos obtidos a partir de segmentos nodais dos aces-
sos NB e SA tiveram melhor resposta de indugdo na concentragdo de
4,0mgL"'e SAL, em 2,0 mg L' de 2,4-D. A dindmica de crescimento dos ca-
los oriundos de explantes foliares de jenipapeiro dos acessos NB, SALe SAe
explantes nodais dos acessos NB e SAL apresentam padrao linear, com trés
fases distintas de crescimento. O acesso SA apresenta padrdo sigmoide com
5 fases distintas de crescimento. Calos provenientes de segmentos foliares
apresentam um crescimento mais lento em relagdo aos de segmentos no-
dais. Estudos complementares devem ser conduzidos para melhor eficiente
da calogénese in vitro.
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