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ENRAIZAMENTO IN VITROE ACLIMATIZACAO DE GENOTIPOS
DE JENIPAPEIRO (Genipa americana L.)!

MOEMA ANGELICA CHAVES DA ROCHA2 MARIA ANGELICA PEREIRA DE CARVALHO COSTA?,
SIMONE ALVES SILVA?, CARLOS ALBERTO DA SILVA LEDO*,
MARIA JOSIRENE SOUZA MOREIRA®, LUCIMARIO PEREIRA BASTOS®

RESUMO - A rizogénese ¢ considerada uma fase critica na regeneragdo de plantas in vitro, pois determina a sobrevivéncia das
mesmas durante a aclimatizagdo. Dentre os fatores determinantes na indugéo e na formagao de raizes in vitro, destacam-se o gendtipo
e as auxinas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes do acido 4-indol-3-butirico (AIB) no enraizamento
in vitro de dois genotipos de jenipapeiro (Genipa americana L.) JRB59 e JRB69, bem como no processo de aclimatizagdo das
microplantas utilizando diferentes substratos. Para o enraizamento, brotos com aproximadamente 2,0 cm de comprimento, provenientes
do cultivo em meio de cultura com 6-benzilaminopurina (BAP), nas concentragdes de 2,22; 8,87; 17,74 € 26,76 UM mais a testemunha
com auséncia do BAP, foram introduzidos em meio de cultura MS, suplementados com 4,9; 9,8 e 14,7 uM de AIB mais a testemunha
com auséncia de AIB. Quanto ao processo de aclimatizag¢io, utilizaram-se como substratos areia lavada, Plantmax® HT e Ecoterra®. As
variaveis analisadas foram: porcentagem de enraizamento, nimero de raizes adventicias, comprimento da maior raiz, porcentagem de
sobrevivéncia e altura das plantas na fase de aclimatizagdo. Os resultados mostraram que a auxina AIB, na concentragdo de 9,8 uM, foi
mais eficiente para indugo do enraizamento, com percentual acima de 70%, para o genétipo JRB69, e 43,3% para o gendtipo JRB59. O
substrato Ecoterra® influenciou significativamente na qualidade do sistema radicial e qualidade da parte aérea.

Termos para indexacéo: rizogénese, auxinas, cultivo in vitro.

IN VITRO ROOTING AND ACCLIMATATION OF GENOTYPES OF JENIPAPEIRO
(Genipa americana L.)

ABSTRACT- The rhizogenesis is considered a critical stage, since it determines the plant survival during the acclimatization. Among
the determinative factors in the induction and the formation of in vitro roots, is distinguished the genotype and the auxin. The
objective of the work was to evaluate the effect of different concentrations of acid 4-indol-3-butirico (IBA) in the in vitro rooting in
genotype of Genipa americana L; as well as the process of acclimatization of the plant using different substrate. For the in vitro
rooting stage, shoots of 2.0 cm long, proceeding from the culture medium with 6-benzilaminopurina (BAP) in concentrations of 2,22;
8,87; 17,74 and 26,76 UM plus the witness with absence of the BAP, were inoculated in medium MS supplemented with IBA (4.9;9.8 ¢
14.7 uM) plus the witness with IBA absence. To the acclimatization process it was used as supporting material washed sand,
Plantmax® HT and Ecoterra®. The variables analyzed were: percentage of rooting, number of adventitious roots, and length of the
largest root, percentage of survival and height of the plant in the acclimatization phase. The results showed that IBA at 9.8 uM
induced greater rooting percentage. The substrate Ecoterra® influenced significantly in the quality of root system and quality of the
aerial part.

Index terms: rhizogenesis, auxin, tissues culture.

de raizes tem sido bastante estudado, sendo as principais auxinas

INTRODUCAO

A obtenc¢@o de plantas in vitro com um sistema radicial
bem desenvolvido ¢ de grande importidncia para a sua
sobrevivéncia e crescimento, principalmente quando da
aclimatiza¢@o e transplantio para o campo.

A capacidade dos tecidos para formacdo de raizes
depende de varios fatores enddgenos e/ou exdgenos e suas
interagdes. O papel das auxinas na inducdo e no desenvolvimento

utilizadas: AIB (4-indol-3-butirico), ANA (4cido naftaleno-acético)
e AlA (acido indol-3-acético) (Lopes et al., 2001; Machado et al.,
2005), em concentragdes que variam conforme a espécie e/ou
cultivar. As concentragdes mais freqiientes estdo na faixa de 0,5
a 5,0 UM (Gattapaglia & Machado, 1998).

A fase de aclimatizac¢@o das plantas oriundas do cultivo
in vitro ¢ bastante delicada. Essa fase ¢ apontada como uma das
mais criticas do processo de regeneragdo, em que ocorre a maioria
das perdas. Durante esse estadio, as microplantas sdo expostas
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a mudancas subitas nas condi¢gdes ambientais, devido a
transferéncia de um ambiente in vitro para o meio externo. As
microplantas irdo desenvolver mecanismos de controle de
transpiragdo e condutancia estomatica (Diaz-Perez et al., 1995),
ativar os mecanismos de controle de perda de agua pelas células
(Sutter, 1988) e aumentar a taxa fotossintética em condigdes de
atmosfera mais ricaem CO, (Vantelgen et al., 1992).

Um fator de elevada importancia na aclimatizaco, além
do controle de umidade e condi¢des de cultivo, ¢ o tipo de
substrato. Segundo Calvete et al. (2000), as propriedades do
substrato podem facilitar ou impedir o desenvolvimento das
plantas.

De modo geral, sdo poucos os trabalhos de cultivo in
vitro que relatam as dificuldades e solugdes para o processo de
aclimatizagdo. Possivelmente, a familiarizacdo com a cultura e as
condigdes de trabalho disponiveis sdo fatores determinantes
para o sucesso dessa fase.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito residual do
6-benzilaminopurina (BAP) a influéncia do 4-indol-3-butirico
(AIB) no enraizamento in vitro de brotagdes adventicias em dois
genotipos de jenipapeiro (Genipa americana L.) e posterior
aclimatizag@o, utilizando diferentes tipos de substratos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura
de Tecidos Vegetal do Departamento de Fitotecnia, no Centro de
Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

Obtengdo das brotagdes adventicias

Como fonte de explantes, foram utilizadas sementes de
jenipapeiro de frutos maduros coletados de plantas situadas em
duas localidades do Reconcavo Baiano, denominadas de JRB59,
localizada no municipio de Cruz das Almas - BA, ¢ JRB69,
localizada no povoado de Outeiro Redondo, na regido de
Maragojipe-BA.

Inicialmente, as sementes foram lavadas em agua corrente
e, posteriormente, em camara de fluxo laminar, foram desinfestadas
com imersdo em alcool a 70% por 1 minuto, seguido de solugdo
de hipoclorito de sodio (a 2,5% de cloro ativo), diluido na
propor¢do 2:1(v:v), com duas gotas de detergente comercial,
durante 20 minutos, ¢ lavadas cinco vezes em agua destilada
autoclavada. Em seguida, foram inoculadas cinco sementes por
frasco de vidro (100 x 70mm) em meio de cultura MS (Murashige
& Skoog, 1962), acrescido com 30 g.L"' de sacarose e 2 g.L" de
Phytagel®, com pH ajustado para 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem,
atemperatura de 121 ° C, por 20 minutos e 1,3 Kgf/cm?de pressao-
O cultivo foi realizado sob condi¢des de fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25+2°C e densidade de fluxo de fotons de 22
UE.m2s'. Apos 65 dias de semeadura, quando as sementes
emitiram a radicula e a parte aérea, foram retirados segmentos de
hipocétilo e introduzidos em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo o meio de cultura MS, suplementado com 30 g.L"' de
sacarose, 2 g.L" de Phytagel® e BAP (6-benzilaminopurina), nas
concentragdes: 2,22; 8,87; 17,74 € 26,76 UM mais a testemunha

com auséncia do BAP.

Enraizamento in vitro das brotacdes adventicias

Brotacdes adventicias, com aproximadamente 2,0 cm de
comprimento, foram cultivadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo meio de cultura MS, suplementado com AIB (acido 4-
indol-3-butirico), nas concentragdes de 4,9; 9,8 e 14,7 UM mais a
testemunha com auséncia do AIB. Foram avaliados os percentuais
de enraizamento, nimero de raizes adventicias e comprimento da
maior raiz aos 30 e 60 dias apos a incubagdo.

Aclimatizacio

Utilizaram-se plantas enraizadas in vitro, apds 75 dias de
incubagéo em meio de cultura contendo AIB, foram retiradas dos
tubos de ensaio e tiveram suas raizes lavadas em agua corrente
para a remogao do excesso de meio de cultura. Em seguida, foram
transferidas para copos plasticos de 200 mL, perfurados, para
drenagem do excesso de dgua, contendo trés substratos distintos:
areia lavada, marca comercial Plantmax ® HT e substrato organico
marca comercial Ecoterra®. Ao final de 30 dias, foram avaliadas a
porcentagem de plantas sobreviventes, qualidade da parte aérea,
mensurada pelo comprimento da parte aérea (cm), coloragéo das
folhas, emissdo de folhas novas e expansdo das existentes, e
qualidade do sistema radicial. Para este parametro cinco plantas
foram retiradas do substrato e por observagdo visual avaliadas
quanto ao desenvolvimento e ramificagdo do sistema.

As plantas permaneceram durante cinco dias em bandeja
coberta com plastico transparente, na sala de crescimento, com
temperatura de 27 & 1 °C; posteriormente, foram transferidas para
viveiro telado, a temperatura ambiente, onde permaneceram por
mais 10 dias. Apo6s este periodo, retirou-se totalmente a cobertura
plastica onde as plantas permaneceram por 15 dias.

Analise estatistica

Para o enraizamento, foi realizada analise de variincia
considerando o delineamento inteiramente casualizado, no
esquema fatorial 4 x 5 x 2, sendo quatro concentra¢des de AIB, 5
concentragdes de BAP ¢ 2 genodtipos, com 6 repeticdes € uma
brotagdo adventicia por unidade experimental. A variavel nimero
médio de raizes adventicias foi transformada para raiz (x + 0,5), e
o comprimento médio da maior raiz, transformado para log (x +
10), visando ao atendimento das pressuposi¢des da analise de
variancia. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa estatistico “SAS - Statistical Analysis System” (SAS
Institute Inc., 2000). Para a aclimatizagdo, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x
3 (2 genodtipos e 3 tipos de substratos), com 10 repetigdes por
tratamento ¢ uma planta por unidade experimental. Para a
comparag¢do de médias, foi empregado o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 demonstra o resumo da analise de variancia
para o nimero de raizes adventicias (NRA) e comprimento da

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 30, n. 3, p. 769-774, Setembro 2008



M.A.C.da ROCHA etal. 771

maior raiz (CMR). Houve efeito significativo (P <0,01) para AIB,
genotipo, AIB x genotipo e BAP x gendtipo, para as duas variaveis
analisadas. Nao houve efeito significativo para a interagdo tripla
AIB x BAP x gendtipo, assim como para o regulador BAP
isoladamente. A interacdo AIB x BAP foi significativa apenas
para a variavel numero médio de raizes adventicias.

A técnica de propagacdo in vitro baseia-se,
principalmente, no cultivo de brotos em meio enriquecido com
citocininas que induzem a multiplica¢@o dos mesmos. Estes entdo
sdo transferidos a meios de cultura, geralmente contendo auxinas,
para que possam enraizar. No entanto, existem espécies e
cultivares com pouca habilidade para o enraizamento in vitro, e
o efeito dos reguladores utilizados na fase de multiplicagio pode
interferir na rizogénese. Este comportamento foi verificado para
o genoétipo JRB59, que apresentou menor nlimero € comprimento
médio de raizes, a medida que aumentou a concentragdo de BAP
no meio de multiplicagdo. Quanto ao gendtipo JRB69, estas
variaveis ndo foram influenciadas pelo meio de multiplicagéo
(Tabela 2)

Para a maioria dos tratamentos, ocorreu formagao de calos
na base das brotacdes (Fig. 1), que variaram conforme o aspecto
friavel e compacto. De acordo com Welander & Snygg (1987), a
formagéo de calos esta muito ligada as concentragdes e tipo de
auxina no meio de cultura. Erig et al. (2004) afirmam que a formagao
de calo na zona de enraizamento ¢ indesejavel, pois ela pode
afetar a qualidade das raizes, principalmente no que se refere a
conexdo vascular com a planta. Contudo, os resultados obtidos
neste trabalho sugerem que a rizogénese das brotagdes ndo foi
prejudicada com a ocorréncia de calos.

A auséncia de AIB no meio de enraizamento nio
proporcionou a formagdo de raizes, independentemente das
concentragdes de BAP utilizadas no meio de indugéo; esse fato
sugere que, para a espécie em estudo, o AIB foi efetivo na
promogdo do enraizamento. O maior percentual de brotos
enraizados foi de 70% e 43% para os gendtipos JRB69 e JRBS9,
respectivamente, demonstrando o maior potencial genético do
gendtipo JRB69 (Tabela 3). Portanto, a resposta dos explantes
em um sistema de cultura de tecidos depende do material vegetal.
Resultados semelhantes foram relatados por Sobrosa & Corder
(2003) quanto as diferentes respostas dos genoétipos in vitro
para produgdo de gemas e raizes adventicias em Eucalyptus
grandis HILL ex Maiden, e Santana (2003) no estudo do controle
da morfogénese em Anonnaceae. Por outro lado, a concentragio
de 9,8 uM de AIB apresentou maior percentagem de
enraizamento, independentemente do gendtipo quando
comparado com as demais concentragdes (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram relatados por Erig & Schuch (2004). Avaliando
a influéncia do AIB no desenvolvimento in vitro de plantas de
marmeleiro cv. MC, observaram que a concentragéo de 10 uM do
AIB promoveu maior porcentagem de enraizamento.

Concentragdes acima de 9,8 uM de AIB diminuiram o
niimero ¢ o comprimento das raizes adventicias, bem como
contribuiram para uma menor porcentagem de brotos com raizes
adventicias (Figuras 2 e 3; Tabela 4). Radmann et al. (2002),
estudando concentragdes que variaram de 0,5 a 100 uM de AIB,
verificaram redugéo na porcentagem de enraizamento do porta-

enxerto de macieira ‘M9’ nas concentragdes mais altas.

O AIB € um regulador de crescimento comprovadamente
responsavel pela indugdo de enraizamento, conforme
consideracdes de Gratapaglia & Machado (1998), sendo que, na
sua auséncia, dependendo da espécie, a formagdo de raizes ¢
nula ou restringe-se a alguns brotos (Willians et al., 1985). Tricoli
et al. (1985), Magalhdes Jr & Peters (1991) observaram que a
auxina, embora responsavel pela indugdo de enraizamento, inibe
o crescimento ou alongamento das raizes em altas concentragdes.

Trinta dias ap6s o inicio da aclimatizagio, obtiveram-se
70% e 30% de sobrevivéncia para os gendtipos JRB69 e JRB59,
respectivamente (Tabela 5). A redug¢do no numero de plantas
sobreviventes ocorreu apds as plantas terem sido transferidas
da sala de crescimento, aliado a retirada da cobertura plastica, a
qual simulava uma cadmara umida. Este fato se deve, em grande
parte, a mudanca das condi¢des ambientais nas quais as plantas
foram submetidas. Resultados semelhantes foram relatados por
Erig & Schuch (2004) em estudos com marmeleiro cv. MC.

A perda excessiva de agua pelas mudas produzidas in
vitro ¢ apontada como um dos principais fatores envolvidos na
aclimatizagdo, tendo em vista que a remogdo das mudas das
condigdes in vitro provoca um estresse critico, sendo entdo
necessario manter a umidade alta e a temperatura amena, pelo
menos no inicio do processo (Souza et al., 2006).

As plantas que receberam o substrato Plantmax® HT como
tratamento ndo sobreviveram a aclimatizagdo, apresentando
contaminag@o por fungo no colo e apodrecimento do sistema
radicial (Tabela 6). Possivelmente, este fato ocorreu devido a um
manejo inadequado, levando a uma drenagem ineficiente,
favorecendo, portanto, o desenvolvimento de fungos. Segundo
Bebendo (1995), os patogenos causadores de podriddes de raiz
e colo podem atacar plantas desde seu estadio inicial de
desenvolvimento até o estadio adulto. De modo geral, plantas
jovens oferecem menor resisténcia ao ataque dos patogenos e
podem morrer rapidamente.

Os substratos Ecoterra® e areia lavada foram eficientes
no sistema de aclimatizagdo. Independentemente das suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, entretanto, estes
fatores foram preponderantes para o desenvolvimento das
plantas (Tabela 6). O teor de matéria orgénica (204 g.dm™), aliado
a concentragdo de P (970 mg.dm?), K (930 mg.dm?), Ca (19,5
Cmol.dm?), Mg (5,3 Cmol.dm?), Al (0,25 Cmol.dm?), Na (0,32
Cmol.dm™) do Ecoterra®, favoreceu bom crescimento das raizes,
com o sistema radicial bastante ramificado (Fig. 4 A), parte aérea
com a emissdo de novas folhas e expansdo das existentes (Fig. 4
B), ¢ altura das plantas (Tabela 6).

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 30, n. 3, p. 769-774, Setembro 2008



772 ENRAIZAMENTO IN VITRO E ACLIMATIZACAO DE GENOTIPOS DE JENIPAPEIRO...

TABELA 1- Resumo da analise de variancia para nimero médio
de raizes adventicias (NRA) e comprimento médio
da maior raiz (CMR), de jenipapeiro, aos 60 dias
de cultivo. Cruz das Almas — BA, 2006.

TABELA 2 - Numero médio de raizes e comprimento médio de
raizes, em relacdo ao efeito residual do BAP, em
dois gendtipos de jenipapeiro, aos 60 dias de
cultivo. Cruz das Almas — BA, 2006.

Quadrados médios

Fonte de Variacio GL NRA! CMR’

AIB 3 21,2575 ** 0,4552 **
BAP 4 2,2331 ns 0,0415 ns
AIB x BAP 12 2,1208 * 0,0326ns
Genétipo 1 23,2146 ** 0,5781 **
AIB x Genétipo 3,3189 * 0,0903 **
BAP x Genétipo 4 4,4873 ** 0,0626 *
AIB x BAP x Genotipo 12 1,3252 ns 0,0264 ns
Residuo 200 1,1408 0,0229

CV (%) 66,9044 6,2155

"¢’ significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de
F.
!transformado para raiz (x + 0,5).2 transformado para log (x + 10).

TABELA 3- Porcentagem de enraizamento in vitro, em relagdo
ao efeito residual do BAP, em dois gendtipos de
jenipapeiro, aos 60 dias de cultivo. Cruz das Almas

—BA, 2006.
AIB
0,0 uM 4,9 uM 9,8 uM 14,7 pM
° .
Genétipo %o de enraizamento
JRB
0,0 uM BAP
59 0,0 50 66,66 16,66
69 0,0 83,33 100 50
2,22 nM BAP
59 0,0 66,66 83,33 33,33
69 0.0 66,66 66,66 33,33
8,87 uM BAP
59 0,0 50 0,0 0,0
69 0,0 66,66 50 50
17,74 nM BAP
59 0,0 0,0 33,33 33,33
69 0,0 50 83.33 66,66
26,63 uM BAP
59 0,0 0,0 83.33 16,66
69 0,0 66,66 50 66,66

TABELA 5- Porcentagem de sobrevivéncia de plantas
micropropagadas em relagdo aos estadios de
aclimatizac@o, em dois genotipos de jenipapeiro.
Cruz das Almas - BA, 2006.

% de sobrevivéncia

Estadio de aclimatizacio

Genotipo Genétipo
JRB 59 JRB 69

Apés 5 dias em bandeja coberta com plastico
transparente, na sala de crescimento 100 100
Apés 10 dias em sala a temperatura ambiente,
em bandeja coberta com plastico transparente 60 90
Apés 15 dias em bandeja totalmente
descobertas, em sala a temperatura ambiente 30 70

Concentracio de BAP ( M)

Genotipo

0,00 2,22 8,87 17,74 26,63

Numero médio de raizes
JRB59 2,79 a 3,38 a 0,46 b 1,96 b 1,08 b
JRB69 1,54 a 5,50 a 4,83 a 8,71 a 6,63 a
Comprimento médio de raizes

JRB59 1,33 a 1,52 b 0,29 b 0,63 b 0,79 b
JRB69 1,10 a 2,73 a 2,05 a 2,69 a 2,75 a

Médias seguidas de mesma letra, miniscula na linha, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 4 - Porcentagem de enraizamento por brotagdo em
fun¢do da concentrag¢do de AIB, em gendtipos de
jenipapeiro. Cruz das Almas - BA, 2006.

AIB ( M) Enraizamento (%)
JRB 59 JRB 69
0,0 0.0 0.0
4,9 23,4 66,7
9.8 43,3 70
14,7 29,9 53,3

TABELA 6 - Porcentagem de sobrevivéncia, e altura das plantas
em dois gendtipos de jenipapeiro, aos 30 dias de
aclimatizag¢?o, sob efeito de trés substratos. Cruz
das Almas - BA, 2006.

Sobrevivéncia Altura das plantas
Substrato (%) (cm)
JRB59 JRB69 JRBS59 JRB 69
Ecoterra® 30aA 50aA  2,19aA  2,46aA
Plantmax®HT _ _ _ _
Areia lavada 10aA 20aA 2,04bB 2,07bA

Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maitscula na linha,
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

FIGURA 1- Brotagdes de jenipapeiro aos 60 dias de cultivo em
meio de enraizamento com AIB. Calos formados
na base das brotagdes dos gendtipos JRB59 (a) e
JRB69 (b); Calo na base da brotagdo com emissio
de raizes (c) e enraizamento sem formacgao de calos
(d). Cruz das Almas - BA, 2006.
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FIGURA 2 - Efeito do AIB no nlimero médio de raizes adventicias,
em genotipos de jenipapeiro, aos 60 dias de
cultivo. Cruz das Almas - BA, 2006.
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FIGURA 3 - Efeito do AIB no comprimento da maior raiz (cm), em
gendtipos de jenipapeiro, aos 60 duas de cultivo.
Cruz das Almas - BA, 2006.

FIEJ[_IRA 4- Aspecto do desenvolvimento do sistema radicial de
plantas de jenipapeiro aclimatizadas em areia
lavada (A) e Ecoterra® (B); da parte aérea em
Ecoterra® (C) e arecia lavada (D),
independentemente do gendtipo. Cruz das almas
—BA, 2006.

CONCLUSOES

1-O AIB ¢ indispensavel no meio de enraizamento de
brotacdes de jenipapeiro.

2-A concentragdo de 9,8 uM de AIB proporciona maior
percentagem de enraizamento, independentemente do genoétipo.

3-0 genotipo JRB69 € mais responsivo in vitro, quanto
ao numero de raizes adventicias e comprimento das raizes
comparado ao gendtipo JRBS9.

4-Os substratos areia lavada e Ecoterra® influenciam de
forma significativa na aclimatizac@o de plantas de jenipapeiro.

5-0O substrato Ecoterra® influencia de maneira positiva
na altura, arquitetura do sistema radicial e qualidade da parte
aérea das plantas aclimatizadas, independentemente do genotipo.
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